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Resumo

A fisiopatologia da mucosite, complicacdo comum em tratamento quimioterapico para
0 cancer, é pouco compreendida.O objetivo do presente trabalho foi elucidar
mecanismos imunoldgicosassociados a mucosite.Utilizamos um modelo de mucosite
induzida por doxorrubicina i.p. (Doxo, 10 mg/Kg e realizamos curva ponderal e
avaliacbes imunologicas, histopatoldgicas e de permeabilidade intestinal (DTPA-
99mTc),6 e 24 horas, 3, 5 e 7 dias depois da inducéo da mucosite (ddm). Ante a inducao
da mucosite, camundongos BALB/c apresentaram, entre 1 e 3 ddm, perda de peso,
aumento de permeabilidade intestinal, encurtamento dos vilos intestinais com
diminuicdo de profundidade de cripta e areas de ulceracdo a histopatologia. Essas
alteracGes foram acompanhadas de aumento de morte celular em células epiteliais
(apoptose), células tronco (apoptose e necrose) e linfécitos (apoptose) com proliferacdo
reativa em todas essas linhagens. Com trés dias, observamos ainda um infiltrado
inflamatdério com forte componente de células Th2, ILC2, neutréfilos e eosinofilos.
Coerentemente, a expressdo de RNA para citocinas associadas a dano celularcomo
TSLP e IL25, envolvidas na ativacdo de células Th2 e ILC2, aumentam com 6 horas
apos a inducdo da mucosite e apresentam variacdes ao longo dos dias. Por outro lado,
citocinas pro-inflamatorias de perfil tipo 2 diminuiram (IL4 e IL9) ou aumentaram (IL5)
nos primeiros 3 dias de lesdo quando comparadas ao grupo SHAM (injetado com PBS).
J& citocinas associadas a regeneracdo tecidual (IL22) apresentaram aumento de
expressao nas primeiras horas seguida de inibicdo no dia 3, movimento acompanhado
por amphiregulina que também foi encontrada inibida no dia 3.Comoa maioria dos
demais parametros,a expressdo de citocinas retornaram a normalidade no dia 7 apos a
inducdo da mucosite. Para verificar a relevancia da resposta imune do tipo 2 na
mucosite, induzimos mucosite em camundongos deficientes para ST2 (receptor de IL33,
outra citocina importante para a diferenciacdo de ILC2 e Th2, mas que ndo apresentou
expressao diferencial durante a mucosite quando comparada ao grupo controle). Apesar
desses animaisapresentarem melena, observamos apenas um pequeno atraso, néo
significativo estatisticamente, na recuperagdo da arquitetura intestinal no 7 ddm,bem

como um atraso ndo significativo na resolugdo do aumento de permeabilidade intestinal



e evolucdo ponderal semelhante ao grupo de controles selvagens, sugerindo um papel
discreto da IL33 na recuperagéo e integridade intestinal. Camundongos deficientes em
eosino6filos (AdbIGATA-1), por outro lado,ndo apresentaramperda de peso quando
comparada ao seu controle selvagem com mucosite, sugerindo uma participacédo
importante dessas células nos efeitos deletérios da mucosite. Como neutréfilo também
apresentaram aumento durante a mucosite, realizamos a deplecao de neutréfilos (usando
anticorpo 1A8) ou a inibicdo da sua migracdo (usando DF 2162) e observamos que
ndohouve alteracdo na evolucdo de peso, permeabilidade ou histopatologia, sugerindo
participacdo secundaria dessa célula na fisiopatologia da mucosite. Por outro lado, os
camundongos deficientes para células T e B (RAG1 KO) possuem o mesmo perfil de
mucosite que o tipo selvagem (WT), sugerindo que o sistema imune adaptativo ndo tem
papel importante neste modelo. Em contra partida, camundongos deficientes para
células T, B, NK e ILCs (NSG KO) mostraram alta suscetibilidade ao modelo de
mucosite por doxorrubicina, com 100% de mortalidade. Quando realizamos a
transferéncia adotiva de ILC2 para camundongos NSG KO observamos restauracao da
sobrevivéncia e dos parametros clinicos como os camundongos WT. Nossos dados
sugerem que a resposta imune inata mediada por ILC2 promove a recuperagdo do
intestino lesado durante o processo de mucosite enquanto que eosinéfilos promovem

patologia associada.

Palavras-chave: Mucosite, Doxorrubicina, ILC



Abstract

The pathophysiology of mucositis, a common complication in chemotherapy treatment
for cancer, is poorly understood. The aim of this study was to elucidate immunological
mechanisms associated with mucositis. We use a model of doxorubicin-induced
mucositis i.p. (Doxo, 10 mg / kg and we performed weight curve and immunological,
histopathological and intestinal permeability assessments (DTPA-99mTc), at 6 and 24
hours, 3, 5 and 7 days after mucositis induction (ddm). mucositis, BALB/c mice
presented, between 1 and 3 ddm, weight loss, increased intestinal permeability,
shortening of intestinal villi with decreased crypt depth, and areas of ulceration at
histopathology. epithelial cells (apoptosis), stem cells (apoptosis and necrosis) and
lymphocytes (apoptosis) with reactive proliferation in all these strains.Three days later
we observed an inflammatory infiltrate with strong Th2, ILC2, neutrophil and
eosinophil cells. RNA expression for cell damage-associated cytokines such as TSLP
and IL25 involved in Th2 and ILC2 cell activation increase 6 hours after mucositis
induction and show variations over the days. On the other hand, proinflammatory
cytokines of type 2 profile decreased (IL4 and IL9) or increased (IL5) in the first 3 days
of injury when compared to the SHAM group (injected with PBS). Tissue regeneration-
associated cytokines (1L22) showed increased expression in the first hours followed by
inhibition on day 3, movement accompanied by amphiregulin that was also found
inhibited on day

3. Like most other parameters, cytokine expression returned to normal within the first
few hours. day 7 after mucositis induction. To verify the relevance of the type 2 immune
response in mucositis, we induced mucositis in ST2-deficient mice (IL33 receptor,
another important cytokine for ILC2 and Th2 differentiation, but which did not show
differential expression during mucositis compared to the control group). ). Although
these animals present melena, we observed only a small, non-statistically significant
delay in the recovery of intestinal architecture at 7 ddm, as well as a non-significant
delay in the resolution of intestinal permeability increase and weight evolution similar
to the group of wild controls, suggesting a significant role. IL33 in the recovery and
intestinal integrity. Eosinophil-deficient mice (AdblIGATA-1), on the other hand, did
not show weight loss when compared to their wild control with mucositis, suggesting
an important participation of these cells in the deleterious effects of mucositis. As
neutrophils also increased during mucositis, we performed neutrophil depletion (using
antibody 1A8) or inhibited their migration (using DF 2162) and observed that there was



no change in weight evolution, permeability or histopathology, suggesting secondary
involvement of this cell in pathophysiology of mucositis. On the other hand, T and B
cell deficient mice (RAG1 KO) have the same mucositis profile as wild type (WT) mice,
suggesting that the adaptive immune system plays no important role in this model. In
contrast, mice deficientin T, B, NK and ILC cells (NSG KO) showed high susceptibility
to the doxorubicin mucositis model, with 100% mortality. When we performed the
adoptive transfer of ILC2 to NSG KO mice we observed restoration of survival and
clinical parameters like WT mice. Our data suggest that the innate ILC2-mediated
immune response promotes recovery of the injured bowel during the mucositis process
while eosinophils promote associated pathology.

Key-words: Mucositis, Doxorrubicin, ILC
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1 Introducéao

1.1 A mucosa intestinal

O trato gastrointestinal (TGI) tem uma duplicidade de papeis na fisiologia animal
atuando na digestdo e captacdo de nutrientes e na manutencdo da homeostase imune
intestinal. O TGl, por sua vez, € o maior sitio de integracdo do organismo com o meio
externo. A mucosa do intestino delgado humano é estimada em 300 m2 (Moog, 1981).
Associado a essa mucosa, existe um tecido linfoide também muito extenso conhecido
como tecido linféide associado ao intestino ou GALT (do inglés Gut-associated
lymphoid tissue) (Bott, 2014).

A especializagao gastrointestinal deve-se a uma potente presséo evolutiva: onde e como
0s animais viviam. Mudancas na estrutura e fungédo do trato gastrointestinal permitiram
maior diversidade alimentar e absorcdo de nutrientes. Além de importante papel para
digestdo de alimentos e absor¢do de &gua, o intestino também entra em contato com uma
diversidade de antigenos alimentares e microbiota, bem como abriga o sistema imune
(Bott, 2014).

Uma das principais forgas que tem impulsionado o desenvolvimento e estimulacdo de
todo o sistema imune durante sua ontogenia e evolucéo, e continua a fazé-lo em todos
os dias de vida, € a interface das mucosas com o ambiente externo que compreende a
complexa microbiota associada a mucosa, os antigenos dos alimentos, o ar inalado, 0s
xenobioticos ambientais e 0s potenciais agentes patogénicos e seus produtos. A pressdo
seletiva desses antigenos ambientais resultou na distribuicdo estratégica, por toda a
mucosa, de células envolvidas na absor¢édo, processamento e apresentacéo de antigenos
e na producdo de fatores humorais e celulares da imunidade inata e especifica (Ley,
Peterson and Gordon, 2006).

A avaliacdo quantitativa dos macrofagos, células dendriticas (DC), linfécitos T e B,
células linféides inatas (ILC) e outras linhagens celulares no sistema imune das
mucosas, revela niumero superior das mesmas na lamina propria, bem como a sua
diversidade fenotipica e heterogeneidade funcional. Essas células trabalham em
conjunto de modo a entrar em harmonia com os antigenos ambientais sem comprometer
a integridade da barreira da mucosa, evitando a hiperestimulacdo do sistema imune. Esse
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objetivo € alcancado pelas interacdes entre células do sistema imune e células epiteliais,
fenotipicamente e funcionalmente diferentes, que cobrem as enormes areas de superficie
das membranas mucosas (Bott 2014; Ley et al. 2006).

As funcbes de absorcdo e protecdo do intestino dependem de um epitélio intestinal
intacto e funcional. A homeostase do epitélio intestinal adulto normal é mantida por
substituicdo continua e rapida de células epiteliais especializadas através de
diferenciacdo e posterior migracdo de steam cells,que se da a cada 4-5 dias(Forchielli
and Walker, 2005; Kosiewicz, Zirnheld and Alard, 2011). As steam cells se localizam
na base da cripta, entre células de Paneth, ou na posicdo +4 (acima da por¢éo onde as
células de Paneth se encontram) (Umar, 2010; Peterson and Acrtis, 2014).

As células-tronco do intestino ddo origem aos enterécitos (células absortivas), as células
caliciformes (células produtoras de muco), as células enteroenddcrinas (células
produtoras de horménios) e as células de Paneth (células que secretam substancias
antimicrobianas). Novas células sdo formadas nas criptas e migram para por¢ao distal
dos vilos. Aproximadamente trés dias apds a sua diferenciacdo terminal, as células
epiteliais atingem a ponta das vilosidades, ficam viaveis por alguns dias, sofrem
apoptose espontanea e sdo vertidas para dentro do Iimen do intestino.

As células de Paneth sdo o Unico tipo celular epitelial intestinal que tem migracdo
diferenciada, uma vez que se localizam nas criptas. (van der Flier and Clevers, 2009;
Clevers, 2013). Tais células séo exclusivamente adaptadas para a secrecdo de proteinas
antimicrobianas (PAMs), incluindo defensinas (criptidinas em camundongo),
catelicidinas e lisozima, nas criptas do intestino delgado. Essa estratégia permite a ampla
regulacdo do nimero de bactérias patogénicas e comensais no intestino (Peterson and
Artis, 2014). As células caliciformes produzem o muco, que é composto de mucinas
glicosiladas. A alta secrecdo de mucinas glicosiladas no limem intestinal por essas
células é a primeira barreira de defesa contra invasdo bacteriana. A mucina mais
abundante é a mucina 2 (MUC?2), fundamental para organizacdo das camadas de muco
no célon. A importancia da producdo de MUC2 pelas células caliciformes pode ser
demonstrada pelo desenvolvimento espontdneo de cancer colorretal induzido por
inflamacdoem camundongos deficiente em MUC2 (Velcich, 2002; Van der Sluis et al.,
2006).

Produtos derivados de células caliciformes, tais como fator trefoil 3 (TFF3) e molécula

B tipo resistina (RELMP), contribuem para a regulacdo da barreira fisica no intestino.
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As TFF3 proporcionam integridade estrutural ao muco,ligando-se a mucina, e atuam
como um sinal que promove a reparacgéo epitelial, a migracdo de IECs e a resisténcia a
apoptose. O RELMJ promove a secre¢ao de MUC?2, atua no processo de regulagdo de
macrofagos e nas respostas de celulas T durante a inflamacéo (Taupin, Kinoshita and
Podolsky, 2000).

Small intestine

Follicle-associated epithelium Colon

= +%> Apoptotic
Commensal 4 IECs

LB R

Figura 1: A barreira epitelial do intestino. Células epiteliais intestinais (IECs) formam uma barreira fisica e
bioquimica que mantém a segregagao entre a microbiota luminal e o sistema imune da mucosa. O nicho de células
tronco epiteliais do intestino, células estromais e hemaopoieticas, controla a renovagdo continua da camada de
células epiteliais por células estaminais cripta - residente. IECs diferenciadas - com excecdo das células de Paneth
- migram para cima do eixo cripta-vilo, como indicado pelas setas tracejadas. Células caliciformes e células de
Paneth secretam muco e proteinas antimicrobianas (AMPS), respectivamente, para promover a exclusdo de
bactérias da superficie epitelial. Contribuindo para esta funcao da barreira, ha liberacdo luminal e por transcitose
de IgA secretoria (slgA). Células M e células caliciformes mediam o transporte de antigenos luminais e bactérias
vivas através da barreira epitelial para as células dendriticas (DC), através de dendritos transepiteliais, e
macrdfagos residentes provar o limen. TFF3, factor trefoil 3. (Modificado de: Peterson & Artis 2014)

Como dito anteriormente, a mucosa intestinal lida com uma grande quantidade de
antigenos, microorganismos e outros estimulos externos e precisa fazé-lo de forma
balanceada para ndo permitir o avango de infecgdes ou a hiperestimulacdo do sistema
imune. Para isso, a mucosa intestinal abriga o maior tecido linféide do organismo, sendo
que 70% dos linfocitos ali presentes estdo ativados. Esse tecido linfoide é conhecido
como GALT (do inglés Gut-associated lymphoid tissue). Uma grande quantidade desses
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linfocitos esta localizada nas placas de Peyer (PP) e na lamina prépria intestinal
(linfocitos da lamina propria), assim como nos linfonodos mesentéricos (LNM) e muitas
dessas células expressam moléculas de ativagdo e secretam citocinas pro-inflamatdrias
como IFN-y, IL-1, IL-6, IL-4, IL-13 e TNF-a (Forchielli and Walker, 2005; Bott, 2014).
Por outro lado, um dos aspectos mais interessantes das interacdes diarias entre 0s
antigenos da microbiota e da dieta com os elementos linféides da mucosa intestinal, €
que esse estado de ativacdo néo se traduz em um quadro de inflamacéo patolégica. Ao
contrario, esses contatos com antigenos no intestino induzem dois tipos de atividades
imunolégicas ndo inflamatdrias: a producdo de IgA secretdria (SIgA) e a inducdo de
tolerancia oral (Faria & Weiner, 1999).

A tolerancia oral € um evento analogo a tolerancia aos auto-componentes mas ocorrendo
no intestino e dirigida a antigenos externos. Conceitualmente, a tolerancia oral se refere
a uma supresséo ativa da reatividade imunoldgica ao antigeno que tenha sido contatado
primeiramente pela via oral(Carvalho, Verdolin and Vaz, 1997). Ela € um evento
imunolégico Unico uma vez que este processo envolve a assimilacdo continua de
antigenos exdgenos. Assim, as proteinas da dieta e a microbiota comensal que entram
em contato diario com a mucosa, representam a fronteira entre o externo e 0s
componentes proprios. Entdo, a tolerancia oral € uma forma de tolerancia periférica que
envolve o reconhecimento dos antigenos externos que acessam o corpo pela via oral
como componentes internos, que por sua vez, tornam-se parte do proprio(Faria, Ana M
C; Weiner, 1999; Weiner, 2011).

As células linfoides inatas (ILCs) sdo uma nova populacdo de células imunes com
importantes funcBes efetoras da imunidade inata, além de desempenharem papel
fundamental na remodelacdo tecidual e organizacdo dos tecidos linfoides periféricos. As
ILCs sdo definidas por trés caracteristicas principais: a auséncia degenes ativadores de
recombinagdo (RAG), portanto ndo apresentam TCR ou BCR; auséncia de marcadores
fenotipicos de células mieloides e dendriticas; e sua morfologia linfoide (Artis and Spits,
2015; Shikhagaie et al., 2017). Em 1975, Kiessling e colaboradores publicaram, pela
primeira vez, um estudo demostrando uma nova subpopulacdo de células imunes
encontradas em baco de camundongos com morfologia semelhante a linfécitos.
Entretanto, utilizando o método de separacéo por coluna, identificaram ndo se tratar de
células T ou B, mas apresentavam funcéo citotoxica expressiva. Esta populacéo foi
identificada como Natural Killers cells ou NKs (Kiessling et al., 1975).

Scollay (1992) observando o acumulo de células em linfonodos nos primeiros sete dias
de vida, descreveram uma migracdo massiva de células CD3-CD4+CD8-Thylo(Scollay
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and Walter, 1992). Cinco anos mais tarde, 1997, Weissman e colaboradores,
investigando a formacdo de linfonodos no periodo neonatal, propuseram que um novo
tipo celular (CD3- LT+ a4p7+) era responsavel pela organizagao dos linfonodos. Estas
células se tratavam das encontradas por Kelly e Scollay e foram denominadas Lymphoid
Tissue inducer ou LTi (Mebius, Rennert and Weissman, 1997).

Posteriormente a estes trabalhos, pesquisadores de todo 0 mundo decidiram se dedicar
a entender melhor sobre estes linfécitos que ndo apresentavam a maioria dos cluster de
diferenciacdo conhecidos a época. Apenas em 2013, especialistas da area, em um
trabalho de reviséo, descreveram a nomenclatura de consenso como:Innate Lymphoid
Cells ou ILCs. (Spits et al., 2013)

Dentro das ILCs encontramos 3 subpopulacdes diferentes: ILC1(Thbet+), das quais
pertencem as NKs, ILC2 (GATA3+) e ILC3 (RORyt+). Cada um destes subtipos
corresponde, no sistema imune inato, as respostas do tipo Thl, Th2 e Thl7,
respectivamente. A ativacgdo e proliferacdo das ILCs foi descrita como dependente de
sinalizacdo via CD127, receptor da IL-7a(Gasteiger et al., 2015; Almeida and Belz,
2016; Vivier et al., 2016). Entretanto, alguns trabalhos demonstram que também podem
utilizar-se do eixo CD25/1L-2 para tais funcdes (Engelbertsen, 2015). Recentemente, em
2017, foi descrito uma ILCreg, capaz de produzir IL-10. Apesar de ndo expressar FoxP3,
possui outro fator de transcri¢do atuante: 1d2. (Wang et al., 2017)
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Figura 2: As subpopulagdes de ILCs. As células hematopoiéticas precursoras das Innate Lymphoid cells (ILCs) sdo
ID2+. O commitment para as subpopulages se da mediante a expressdo de fatores de transcrigdo especificos.
As ILCs do grupo 1 expressdo T-bet, ILC1 apenas T-bet e NKs T-bet e EOMES. As do grupo 2 expressam GATA3.
Foi descrito que ha uma interconversao de ILCs de outros grupos, como ILC2 em ILC1, bem como ILC2 em ILC3,
ambos processos podem ocorrer de maneira reversa. Recentemente, uma nova classe foi descrita, as ILCreg,
estas expressam ld3 e secretam IL-10, atuando como uma Treg. O grupo 3 é definido pela expressdo de RORyt,
abrange as LTi, e ILC3. Dentre as ILC3 temos as que expressam apenas RORyt e as que expressam RORyt e T-bet.
Também pode ocorrer uma interconversao de ILC1 em ILC3 e vice-versa. (Adaptado de Mortha and Burrows,
2018).

As ILC2 foram primeiramente descritas no tecido adiposo, sendo responsavel por
montar robusta resposta do tipo 2 (Moro et al., 2010). O primeiro trabalho que as
identificaram no intestino, foi associando-as a um controle efetivo de infeccgdes
helminticas (Nippostrongylus brasiliensis), onde foram chamadas de nuocytes(Neill et
al., 2010). Neste trabalho, foi demonstrado que as ILC2 néo séo capazes de expandir na
auséncia de IL-33 e IL-25, bem como que esta populagéo € responsavel por uma robusta
producdo de citocinas do tipo 2, como IL-4, IL-5 e IL-13. Esta resposta do tipo 2
orquestrada pelas ILC2 se da pela acdo do fator de transcricdo GATA3, importante tanto
para diferencia¢do quanto manutencdo desta populacédo. (Neill et al., 2010; Hoyler et al.,
2012; Oliphant et al., 2014)

Além de serem capazes de montar uma resposta do tipo 2, as ILC2 podemcoordenar um
perfil do tipo Th9 mediada por IL-25 contribuindo para resolucdo de infeccdo por

nematodeos, como demonstrado no modelo de infecgdo por Trichinella spiralis (Walker
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and McKenzie, 2013; Angkasekwinai et al., 2017). Foi demonstrado que em outros
sitios, como pele e pulméo, estas células produtoras de IL-9, estimuladas por alarminas,
contribuem para resolucéo da inflamacéo local, atuando como reguladoras da resposta

imune, corroborando para integridade do epitélio (Roediger and Weninger, 2015).

Também € conhecido o envolvimentodas ILC2s no desenvolvimento da asma
alérgica(Scanlon and McKenzie, 2012) e no metabolismo de tecido adiposo (Molofsky
et al., 2013) modificando tecido adiposo branco em marrom e sustentando subtipos
celulares neste tecido — eosindfilos e macrofagos alternativamente ativados -diminuindo
o acumulo de lipides, bem como resisténcia a insulina (Brestoff et al., 2015; Spadoni et
al., 2015).

Outro tipo celular que esta intimamente ligada as ILC2 sdo os eosinéfilos, que também
possuem perfil de resposta do tipo 2. Ambos tipos celulares sdo fortemente estimulados
pela presenca de alarminas no meio(Scanlon and McKenzie, 2012). As ILC2
aparentemente controlam a manutencdo de eosinofilos em estado homeostatico ou
inflamatdrio, pela secrecdo de IL-5(Nussbaum et al., 2013). Além disso, durante a
inflamacdo IL-13 é secretada, aumentando processos de eotaxia de
eosindfilos(Molofsky et al., 2013). Sendo assim, estas células atuam em conjunto para
formar uma potente resposta do tipo 2 no intestino (Nussbaum et al., 2013; Travers and
Rothenberg, 2015).

1.1 Mucosite

A quimioterapia surgiu em 1940 como um tratamento que emprega agentes
antineoplasicos isolados ou combinados, com a finalidade de eliminar as celulas
tumorais do organismo. O tratamento quimioterdpico gera efeitos toxicos sobre as
células tumorais, mas também afeta inUmeras células normais do organismo,
especialmente aquelas de rapida proliferacdo, como as células da medula 0ssea e das
mucosas em geral. Nesse contexto, a producdo e circulacdo de células hematopoiéticas
fica reduzida, resultando em aumento da incidéncia de infeccGes e hemorragias, que
podem ser potencialmente fatais (Stitzel, 2005; Fonseca et al 2000).Além desses efeitos,
as mucosas costumam ser acometidas por um processo de inflamacéo e ulceragoes,
conhecido como mucosite(Sonis et al., 2004; Logan et al., 2008).
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A mucosite é o efeito adverso da terapia antineoplasica afetando as mucosas. Em
pacientes que recebem radioterapia de cabeca e pescoc¢o, a mucosite oral tém seu efeito
potencializado. Em regimes de condicionamento usados para transplante alogénico de
células-tronco hematopoiéticas, em que se utiliza de altas doses de quimioterapicos,
cerca de 75% dos pacientes desenvolve mucosite oral. O desenvolvimento dessa
complicacdo pode ter um alto custo ao paciente em tratamento para o cancer pois, além
de dor, desconforto, limitagcdes na nutricdo e maior susceptibilidade a quebra de barreira
intestinal predispondo o paciente a infec¢des, pode também significar a interrupcao do
tratamento, interferindo no controle do tumor local e na sobrevida do paciente(Sonis,
2004; Cutler et al., 2005).

Além do prejuizo a qualidade de vida e suas consequéncias para a salde dos pacientes
0 desenvolvimento deste efeito colateral também esta associado a expressivo aumento
do tempo e gastos com internagdes. Um estudo analisou 3 diferentes hospitais em
Chicago (EUA) e constatou que a mucosite aumenta o tempo de hospitalizagdo entre 5
e 14 dias e os custos com medicacdo e internacdo aumentam em média 18.515,00
dolares(Nonzee et al., 2008). Outro estudo, desenvolvido em Houston (EUA) aponta
gue ha um aumento de cerca de 6.000,00 dolares nos gastos com tratamento(Elting et
al., 2007).

Na sua forma mais branda, a mucosite apresenta uma leséo eritematosa atrofica em que
a mucosa permanece intacta. Os pacientes tém uma sensibilidade semelhante a uma
gueimadura de alimentos, que pode ser gerido de maneira relativamente facil. Por outro
lado, pacientes com mucosite mais grave desenvolvem ulceragfes que penetram
completamente na submucosa causando dor grave gque exige analgesia com narcoéticos.
Além dos sintomas da mucosite e seu impacto na qualidade de vida, essa doenca afeta
negativamente uma variedade de outros aspectos da satude. Uma vez que a mucosa oral
abriga uma vasta gama de microrganismos, a perda de integridade epitelial -
especialmente quando o0s pacientes sdo submetidos mieloablagdo - aumenta
significativamente o risco de bacteremia, fungemia e sepse (Sonis, 2004; Sonis et al.,
2004; Al-Dasooqi et al., 2013).

O desenvolvimento da mucosite se d& em cinco fases: iniciacdo, regulacao,
amplificacdo, ulceracdo e cicatrizacdo. Iniciacdo € a fase imediatamente apds a
exposicdo a radioterapia ou quimioterapia. Acredita-se que a quimioterapia e a
radioterapia produzem espécies reativas oxigénio (ROS), radicais livres que causam
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danos ao tecido e iniciam uma cascata de eventos bioldgicos causando dano ao DNA
das células basais do epitélio e, consequentemente, morte celular (Sonis, 2004;
Albuquerque, Soares and Silva, 2010; Peterson, Bensadoun and Roila, 2011).Na fase de
iniciacdo, sdo produzidas moléculas, como enzimas que causam a apoptose, tendo como
consequéncia uma mucosa delgada, eritematosa e dolorida (Sonis, 2004; Kanarek et al.,
2014).Durante essa sequéncia de eventos inflamatdrios desencadeados pelos
quimioterapicos hd aumento da expressao de fatores de transcrigdo, como NF«B, fase
que se denomina sinalizacéo. Posteriormente tem-se a fase de amplificagéo, orquestrada
pelo aumento da expressdo de NF«xB, queregula genes que controlam a sintese de
citocinas pro-inflamatorias. As quais sdo encontradas aumentadas no sistema
circulatorio dos pacientes. Algumas citocinas parecem ter papel fundamental no
desenvolvimento da mucosite como IL-4, IL-18 e IL-33(Soares, Mauricio, et al., 2013;
Lima-Junior, 2014; Guabiraba et al., 2014).

Na fase de amplificacéo e sinalizagéo, ndo somente os mediadores da fase dois, afetam
a mucosa, bem como muitos outros, como ROS e NOS (Al-Dasooqi et al., 2013).
Acredita-se que um dos mediadores importantes da sinalizagdo/amplificacdo seja a
citocina TNF-a, um excelente ativador de NF-kB, que amplifica a inflamagéo (Kanarek
et al., 2014). Essa fase pode ser definida como um feedback positivo que reforca a fase
de amplificacdo, sendo fundamental para manutencdo dos mediadores inflamatorios que
culminardo no dano epitelial (Sonis, 2004; Al-Dasooqi et al., 2013).

A evolucdo do processo desde a iniciacdo até a amplificacdo resulta numa quarta fase:
ulceragdio. E o ponto clinico critico da mucosite, com exposicio de terminagbes
nervosas, colonizacdo da superficie da mucosa por microrganismos, 0S quais
desprendem toxinas, estimulam células inflamatorias einduzem quantidade adicional de
citocinas pré-inflamatdrias. Por fim, os pacientes sdo capazes de chegar a quinta fase, a
cicatrizacdo. Eventualmente a cura ocorre e, para isto, as moléculas, como a troponina
I, se soltam da matriz extracelular do epitélio continuo da ulcera, gerando divisao,
migracdo e diferenciacdo celular em uma mucosa saudavel (Sonis, 2004; Chiappelli,
2005; Al-Dasooqi et al., 2013).
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Figura 3: Desenvolvimento da mucosite. Inicia¢do - consiste em danos diretos a0 DNA/RNA, lesdo extensa de
tecidos, resultando na geracéo de espécies reativas de oxigénio, que desencadeia uma cascata de vias inflamatorias.
Mensagem, sinalizagdo eamplificacdo - ativagdo de uma série de vias de sinalizagdo e fatores de transcri¢do, o
mais importante NF- kB. Isto faz com que haja sintese de moléculas inflamatorias (TNF-a, IL4, IL33, IL6 ¢ IL1p).
Nesta fase observa-se amplificacdo do sinal por citocinas pré- inflamatérias, tais como TNF- o um ciclo de
feedback positivo que reforga fase 2. Ulceracdo - A integridade do epitélio gastrointestinal é comprometida,

possibilitando colonizagdo bacteriana no local da Glcera, induzindo mais inflamagao. Cicatrizacéo - processo de
auto resolucéo espontanea. (Modificado de: Sonis 2004)

Existem poucos estudos abordando mecanismos imunolégicos envolvidos com a
mucosite, tanto em pacientes quanto em modelos animais. Apesar desta escassez, alguns
autores ja elucidaram a participacdo de algumas citocinas no desencadeamento da
mucosite.

Animais tratados com 5-FU, deficientes para IL-4, sdo protegidos do desenvolvimento
da mucosite(Soares, Mauricio, et al., 2013). Camundongos deficientes ou depletados
para IL-18, tratados com irinotecano, ndo desenvolveram diarreia e outros parametros
associados a esta condicdo(Lima-Junior et al, 2014).Da mesma forma, animais
deficientes para ST2, receptor da IL-33, tratados com irinotecano, apresentaram
mucosite menos severa e 0 bloqueio desta via de sinalizagdo ndo prejudicou a
citotoxicidade da droga ao tumor CT26(Guabiraba et al., 2014).Experimentos em ratos
demonstraram por imuno-histoquimica, que o tratamento com irinotecano é capaz de
aumentar os niveis de IL-1p e IL-6 associado a aumrntyo de expressdo do fator de

transcri¢do pro-inflamatorio NFkB (Logan et al., 2008).
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1.2Doxorrubicina

A doxorrubicina é uma droga da classe antraciclina, derivada de cultura de Streptomyces
ssp. Este composto é utilizado no tratamento de muitos tipos de cancer: leucemias,
linfomas, cancer de mama, estbmago, Utero, ovario, bexiga e pulmao(Cultts et al., 2005;
Cassinelli, 2016). Até a década de 50, s6 havia sido descrita a acdo antibacteriana das
antraciclinas.Somente em 1960, na Italia, Di Marco realizou o fracionamento da cultura
de Streptomyces de forma a concentrar compostos ativos, que foram posteriormente
isolados: daunorrubicina e doxorrubina. A fim de averiguar a acdo destes compostos, o
grupo italiano tratou cultura de células HeLa com estas fracfes, onde constataram
potente acdo citotoxica das antraciclinas. Apenas trés anos depois, mediante parceria
com instituicdes americanas, foramrealizados estudos clinicos utilizando a Doxo como
agente anticarcinogénico(Cassinelli, 2016).J4 a partir da década de 70 essa droga tem

sido amplamente utilizada na clinica.
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Figura 4: Estrutura molecular das antraciclinas utilizadas na clinica.(A) Doxorrubicina, (B) ldarrubicina, (C)
Daurrubicina e (D) Epirrubicina. (Modificado de: Cutts 2005)
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Tabela 1: Datas da aprovacéo do uso de Daunomicina e Adriamicina. (Modificado de: Cassinelli 2016)

Fl code 1* Italian name Patent Approval
Italian application ~ USAissue  INN Italy USA
1762 B-101 Daunomicina Nov 1962 1977 (FI) Daunorubicin®*  Daunoblastina Daunorubicin 1979°
June 1968
1762B-106  Adriamicina Mar 1967 1971 Doxorubicin Adriblastina Dec 1971  Adriamycin Aug 1974

FI = Istituto Ricerche Farmitalia; INN = international nonproprietary name.
*Rubidomycin (RP) US patent issued in 1976.
“Wyet, Ives RP Licensee.

Apesar de haverem muitos estudos sobrea acdo da Doxo, ainda ndo esta claro qual o
mecanismo de acao desta antraciclina. Em 1989 Bodley e colaboradores descreveram
um dos mecanismos de acdo da Doxo: quebra de DNA de fita dupla por inibicdo da
Topoisomerase Il. Este trabalho sugere que existem dois dominios da molécula de
antraciclina que podem determinar algumas das propriedades bioldgicas desta classe de
drogas. O primeiro esta localizado na posi¢do C-14 do anel de cromdforo e a segunda
no nitrogénio-3' da fracdo daunosamina. Ambas porcdes sdo capazes de formar o
complexo farmaco-topoisomerasell-DNA. Consequentemente, a topoisomerase 11 ndo
ficaestabilizada e o complexo de clivagem ndo é formado. Com um nimero crescente
de moléculas de farmaco intercaladas, a interacdo pode atingir um nivel de saturacéo e
resultar na quebra da fita dupla de DNA. (Bodley et al. 1989; Goto 2001)

Outro mecanismo de acdo proposta para a Doxo é o dano em proteinas, DNA e
membrana celular gerado por ROS. A doxorrubicina é oxidada para semiquinona, um
metabolito instavel, que é convertido de volta para doxorrubicina: um processo que
libera ROS. As espécies reativas de oxigénio podem levar a peroxidacao lipidica e danos
a membrana e DNA, estresse oxidativo e desencadear vias apoptoticas de morte celular.
(Thorn et al., 2011)
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Figura 5: Representacdo da farmacodindmica da Doxorrubicina.A doxorrubicina é oxidada para a semiquinona,
um metabolito instavel, que é convertido de volta a doxorrubicina em um processo que libera espécies reativas de
oxigénio. As espécies reativas de oxigénio podem levar a peroxidacgdo lipidica gerando danos a membrana, ao
DNA, estrese oxidativo e desencadeiam as vias apoptéticas da morte celular. Os genes candidatos que podem
modular essa via envolvem aqueles capazes de reacdo de oxidagdo (NADH desidrogenases, 6xido nitrico sintases,
xantina oxidase) e capazes de desativar os radicais livres, tais como glutationa peroxidase, catalase e superdxido
dismutase. Alternativamente, a doxorrubicina é capaz de entrar no nlcleo é impedir a agdo de topoisomerase-Il,
também levando a dano em DNA e morte celular. (Modificado de: Thorn 2011)

Independentemente da quebra de fita dupla de DNA, drogas como a Doxo
dissociam histonas de &reas cromossémicas abertas. A porcdo H2AX da histona -
componente chave da resposta ao dano no DNA - também é destruida pelas antraciclinas
trazendo consequéncias importantes para respostas de danos ao DNA, epigenéticas,
transcrigéo e efeitos colaterais, dentre eles, a mucosite.(Pang et al., 2013)

Denard e colaboradores, em 2012, descreveram outro mecanismo citotoxico da
doxorrubicina. Segundo o grupo, a droga estimula a sintese de novo de ceramidas -
precursor lipidico de membrana plasméatica. Em resposta ao acimulo de ceramidas, 0
fator de transcricdo CREB3L1 ¢ ativado. CREB3L1, apos clivagem, é capaz de entrar
no nucleo e ativar genes codificadores de inibidores de ciclo celular, como por exemplo
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p21. Como consequéncia, a célula entra em apoptose.(Denard, Lee and Ye, 2012).

Do ponto de vista histomorfolégico, a Doxo induz morte celular, apoptose,
especialmenteem células tronco intestinais, prejudicando o processo de renovacédo
epitelial, fundamental para a manutencdo das condicdes fisiologicas do intestino. A
mucosite por Doxo apresenta-se de forma muito aguda com altos indices de morte
celular em eventos iniciais da injaria, ja a partir de 6 horas ap6s inoculacdo da
droga.(Dekaney et al., 2009) Camundongos deficientes para TLR2 e TLR9 apresentam
mucosite mais branda e sdo mais resistentes a apoptose epitelial em modelo de mucosite
induzida por Doxo, sugerindo um papel importante dos TLRs e da inflamacdo na
inducdo ou ampliacdo da apoptosede células epiteliais com consequéncias naulceracao
intestinal e na translocacao bacteriana(Wardill and Bowen, 2018).

A literatura sobre a mucosite ainda € muito escassa. Nao se sabe se a morte celular da
camada epitelial do intestino € uma causa ou uma consequéncia da mucosite. E, apesar
de sabermos que a mucosite é pautada em uma resposta do tipo dois, a qualidade do
infiltrado inflamatério da ldmina prépria ainda ndo foi estabelecida. Tdo pouco o
envolvimento de ILCs nesta patologia.Entretanto, pelo fato da mucosite ser uma
patologia antigenicamente inexpecifica e muito aguda, faz-se relevante avaliar se as
ILC2 teriamparticipagcdo importante no processo imunolégico envolvido na
mucosite.Assim, nosso objetivo é elucidar mecanismos imunoldgicos associados a
mucosite, a fim de compreender as diversas facetas do sistema imune frente a um
ambiente inflamatdrio utilizando o modelo de mucosite por Doxorrubina, uma droga
largamente empregada e pouco estudada nesse contexto.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a dindmica do processo inflamatorio envolvido na mucosite

experimental induzida por Doxorrubicina.

2.2 Objetivos especificos

v/ Analisar a cinética de alteracdes histopatoldgicas do fleo de animais acometidos pela mucosite;
v/ Verificar a dindmica e a qualidade do infiltrado celular durante a evolugéo da mucosite

v Verificar o fendtipo das populacdes de linfocitos da lamina prépria do intestino delgado durante

a mucosite;

v Verificar o perfil cinético daexpresséo de citocinas produzidas no intestino delgado de animas

com mucosite;

v/ Verificar a evolugéo da permeabilidade intestinal de animas com mucosite.

v/ Testar modelos de animais geneticamente deficientes (ex. ST2 KO, GATA1KO, RAG1 KO e
NSG KO) a fim de elucidar mecanismos imunolégicos do desenvolvimento deste efeito

adverso.

v Verificar se pacientes sob tratamento quimioterapico tem alteracdo de eosindfilos e ILC2s no

sangue periférico.
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

CamundongosC57BL/6 e BALB/c foram obtidos no biotério Central da UFMG. Camundongos
BALB/c e ST2 KO, deficiente para o receptor de I1L33, foram cedidos pela Dra. Ana Maria
Caetano de Faria;ja os camundongos GATA1 KO, deficiente para eosinofilos e NSG KO,
deficientes para T, B, NK e ILCs, foram cedidos pelo Dr. Mauro Martins Texeira. Independente
da linhagem, foi utilizado fémeas, livre de patdgenos especificos, com 6-8 semanas de idade.
No decorrer do delineamento experimental os mesmos foram mantidos no Biotério
Experimental Enio Cardillo Vieira, do Departamento de Bioguimica e Imunologia. No Biotério
Experimental os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com no méximo cinco individuos
por gaiola tendo agua e dieta ofertados livremente. As condi¢des ambientais foram controladas,
sendo ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura em torno de 28°C.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacio Animal

da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo nimero 331/2012.

3.2 Delineamento Experimental

Camundongos (BALB/c, ST2 KO, GATAl KO,NSG KO, C57BL/6 eRAG1 KOQO) foram
pesados e divididos em grupos experimentais (Tabela 1) de maneira randomizada. Os animais
do grupo controle (Sham) receberam 100uL de solucdo salina por administragdo intraperitoneal
(i.p.), enquanto os grupos Doxo receberam 10mg/Kg via i.p. de doxorrubina.

A eutanasia se deu emdiversos momentos: 06 e 24 horas,3, 5 e 7 dias ap0s a inducdo da
mucositeNa eutanasia, foram retirados intestino delgado e sangue. Posteriormente, o intestino
delgado foi dividido em partes (duodeno, jejuno distal, jejuno proximal, ileo). A porcéo distal
do ileo (aproximadamente 1cm) foi congelado a -800 C para avaliacdo da expressaode citocinas.

O restante do ileo foi utilizado para analises histoldgicas e
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morfométricas.Toda a extensdo do intestino delgadofoi utilizadapara analise do perfil de

células, por citometria de fluxo.

3.3Eutanasia

Os camundongos foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de 0,1ml de uma solucédo
contendo 1,7mg do anestésico cloridrato de quetamina misturado a 0,33mg do relaxante
muscular 2-(2,6-xilino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) diluidos em tampao fisiologico.
Apo6s anestesia geral, o sangue dos animais foi retirado pela veia axilar. Posteriormente, 0s

animais foram submetidos ao deslocamento cervical e entdo a retirada de 6rgaos foi realizada.

3.4 Analise histologica

Amostras do ileo dos camundongos foram fixados em metanol/DMSO (10%) e processados
para andlise histoldgica. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. A morfometria
da altura de vilos e profundidade de criptas, foram obtidas a partir de fotos de laminas
histoldgicas analisadas no software ImageJ 1.49v. Foram computados 10 campos aleatorios por

animal, tendo a integridade do tecido como fator limitante.

3.5 Leucocitos da lamina propria

Para a realizacdo do protocolo de retirada de linfécitos da 1dmina propria foram utilizadas as
solucdes: Buffer A (HBSS (Hank's balance salt solution) + 5%SBF (soro fetal bovino) +
HEPES a 25mM (acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinoetanossulfénico)); Buffer B (HBSS +
2Mm EDTA + 25mM HEPES); Buffer C (HBSS + 15mM HEPES +

5mM EDTA + 10% SBF + 0,015% DTT(Ditiotreitol)); Iscove's completo (Iscove's + 10%SBF
+ 1% penicilina/estreptavidina + 7,5% de HEPES + 0,1% de 2-mercaptoetanol

+ 1% de glutamina + 0,06mg/mL Liberase + 100pug/mL Dnase)

O intestino delgado foi removido e lavado com 20 mL de HBSS gelado. Toda gordura aderida
e as placas de Peyer foram cuidadosamente removidas. Os intestinos foram abertos

longitudinalmente e cortados em pedacos de 0,5-1,0cm, transferidos para placa de petri com
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5mL de Buffer A e homogeneizados por 5 minutos. Posteriormente o meio foi descartado e esta
etapa foi repetida. Apds descartar o Buffer A, pela segunda vez, os amostras foram transferidas
para tubos falcon de 15mL, com 5mL de Buffer A, agitados em vértex e o sobrenadante foi
descartado. As amostras foram novamente transferidas para tubos falcon de 15mL, agora com
10mL de Buffer B, agitadas em voértex e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente as
amostras foram encubadas, em falcon de 15mL contendo 5mL de Buffer C pré-aquecido

(370C), em homogeneizador orbital durante 15 minutos a 370C.

Os fragmentos de intestinos foram transferidas para tubos de fundo emU” com SmL de Buffer
A, agitadas vigorosamente e o sobrenadante coletado, pois nesta fracdo encontram-se as células
da camada epitelial do intestino. Este procedimento é repetido e posteriormente os fragmentos
de intestinos sdo cortadas em pequenos pedacos, com auxilio de tesoura cirargica. Apos este
passo o tecido ¢ retornado aos tubos de fundo “U” com SmL de Buffer A e sdo centrifugados
por 7 minutos a 1500 RPM a 40C, o sobrenadante € descartado e é adicionado 5mL de meio
Iscov's completo pré-aquecido a 370C e foram encubadas em homogeneizador orbital durante
60 minutos a 370C. Apos incubacdo, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 5mL de Buffer A e mantidos no gelo por 2 minutos.
Posteriormente as amostras foram passadas em rede de 100um, o filtrado foi coletado e
submetido a centrifugacdo novamente. O pellet foi ressuspendido em 5mL de Buffer B, os
fragmentos de intestinos foram homogeneizados com seringa e novamente filtrados em redes
de 70um, o filtrado foi coletado, novamente submetido a centrifugagio e o pellet ressuspendido

em 2mL de Buffer A para contagem de células.

A contagem do nimero de células viaveis foi feita em camara de Newbawer. Foi utilizada uma
diluicdo 1:2 da suspensao de células com solucgéo de azul de trypan. Foram consideradas vivas

as células que ndo foram coradas pelo corante.

3.6 Citometria de Fluxo

Células da lamina propria previamente isoladas, de acordo com o protocolo descrito acima,
foram submetidas a analise por citometria de fluxo com o intuito de distinguir as populacdes
celulares presentes no intestino delgado durante o desenvolvimento da mucosite induzida por
Doxo. Para isto foram utilizados painéis para identificarlinfocitos B, linfdcitos T, células T

reguladoras,células da mieloides da Imunidade Inata e Células Linfoides Inatas (ILCs). Apds o
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término das marcac6es os dados foram adquiridos no citbmetro BD LSRFortessa utilizando o

software BD FACSDiva e as analises realizadas com auxilio do programa FlowJo V10.1.

3.6.1Painel Imunidade Inata

A marcacdo deste painel é capaz de detectar basofilos, células dendriticas, eosindfilos,
macrdfagos, mondcitos, neutrofilos e NKs. Para realizar esta marcacdo, as celulas foram
pipetadas em placa especifica (1x106 células por poco), seguidas pelo mix de anticorpos
extracelulares (50 pL), cuja quantidade dos anticorpos utilizados é descrita na tabela 3. Apos
incubagdo de 30 minutos, ao abrigo da luz, as células foram lavadas com 100 puL de tampao
FACS (0,5% de albumina bovina sérica diluida em PBS), centrifugadas a

1.500 rpm, por 10 minutos, e fixadas com 100 pL de paraformaldeido em incubagao de 20
minutos. Apds uma nova lavagem, as células foram ressupendidas em 200 puL de tampao FACS

para a realizacdo da aquisicao.

A estratégia de gate para andlise deste painel, foi iniciada a partir dos dados de tamanho e
granulosidade (SSC-A x FSC-A) para a delimitacdo do gate de linfocitos, células pequenas e
pouco granulosas, e de outros leucécitos, células de tamanho variado e maior granulosidade
que incluem exatamente as células do sistema imune inato. Em seguida foi demarcado o gate
de células unicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para excluir possiveis grumos celulares, e
também o gate de time (SSC-A x TIME) para excluséo de eventuais interrup¢des na aquisicéo.
A partir da demarcacdo destes trés gates foi utilizada a ferramenta Boolean Gate com a opgédo

Make and Gate, para gerar a intersecdo destas trés populacdes.

Considerando-se a populacdo de linfocitos, uma nova demarcacdo a partir do gate de SSC-A x
CD19 (Alexa Fluor 700) delimitou a populacdo de linfécitos B, que é positiva para este
marcador. Ja os gates para determinacdo das células do sistema imune inato foram delimitados
a partir da populacéo de outros leucdcitos. O primeiro deles, CD49 (FITC) x FC RI (PE/Cy7)
foi capaz de distinguir duas populacdes: NKs (CD49+FCeRI -) e baséfilos (CD49+ FCeRI +).
A populacdo de eosinofilos foi determinada pelo gate de CD11bint (APC) x SiglecF+ (PE-
CF594) e os neutrdfilos por CD11b+ x Ly6G+ (PE). Em seguida foram analisadas as
populagdes relacionadas com Ly6C (BV605) e Ly6G sendo a populacdo negativa para os dois
marcadores utilizada para determinacdo de macrofagos e células dendriticas, e a populacéo

Ly6C+ Ly6G- utilizada para determinacdo dos mondcitos. Para complementar a determinacéao
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dos mondcitos foi realizado o gate de SSC-A x CD11b, sendo que os mondcitos correspondem
a populacéo positiva para este marcador. Dentro da populacdo Ly6C- Ly6G- foi delimitado o
gate de CD11bhigh SiglecF- que determina os macréfagos, e também CD11c+ (PercP Cy5.5)
x IAIEhigh (BV 510), que delimita as células dendriticas. A populacdo de macrdfagos foi
submetida a uma nova andlise, a partir de CD11c, considerando a populacdo positiva para este
marcador como macrofagos do tipo M1.

Tabela 2:Anticorpos utilizados no painel de Imunidade Inata, de acordo com o flurocromo ¢ a quantidade, em pL,
para marcacao de 1x106 células.

Anticorpo Fluorocromo  |Quantidade
(19)
CD11b (Biolegend #101211) APC
0,01

CD11c (BD Pharmingen #560584) |PercP/Cy5.5

0,03
FITC
CD49 (Biolegend #108905) Q,25
FC RI (Biolegend #134317) PE/Cy7 1,25
IAIE (Biolegend #107635) 0,31
BV510
Ly6C (Biolegend #128035) 0,15
BV605

Ly6G (Biolegend #127607) PE 0,03
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Figura 6: Estratégia de gate painel de Imunidade Inata.Inicialmente foram delimitadosos gates de leucdcitos
(SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A xTIME) e a partir da interse¢éo dos mesmos foram
determinadas as populaces de NKs(CD49+ FCe Rla -), basofilos (CD49+-FCeRla+), eosinofilos (CD11bint
SiglecF+) eneutréfilos (CD11b+ Ly6G+). A partir do gate de Ly6C+ Ly6G-, foramdelimitados osmondcitos (SSC-
A x CD11b) e por fim, considerando Ly6C- x Ly6G- foram delimitadas aspopulagdes de macréfagos (CD11bhigh
SiglecF-) e células dendriticas (CD11c+ IAIE high)
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3.6.2 Painel Células Linfoides Inatas e Linfocitos T

A partir da marcacédo deste painel foi possivel distinguir além das subpopulacées de ILC (ILC
1, 2 e 3), as células T helper e suas subpopulacées (Thl, Th2, Th17) e as células T citotdxicas.
O processo de marcacgdo extra e intracelular ocorreu da mesma maneira descrita para o painel
de células T reguladoras, e a quantidade dos anticorpos utilizados esta descrita na tabela 5.
Para analise das subpopulagdes de ILC a populacéo de linfocitos, resultante da interse¢do dos
gates de linfdcitos, singlets e time, foi analisada considerando linhagem negativa (CD11b,
CD11c, CD16, CD19, FceRI - Pacific Blue) x CD3 (Alexa Fluor 700), sendo selecionada a
populagédo negativa para todosos marcadores. Posteriormente, considerando SSC-A x CD45
(BV570) foi delimitada a populacdo CD45+, que em seguida ao ser analisada por CD127
(BV510) x Thet (PE) / GATA 3 (Alexa Fluor 488) / RORgt (PE-CF594), resultou,
respectivamente, nas ILC 1, 2 e 3.

As populacBes de células T também foram delimitadas a partir do gate de linfécitos, porém
considerando as células CD3+. Em seguida foram demarcadas as populagdes positivas para
CD4 (PE/Cy7) ou CD8 (PercP/Cy5.5). Dentro das células consideradas CD4+, a partir dos
fatores de transcrigdo Thet, GATA 3 e RORgt foi possivel identificar as células Thl, Th2 e
Th17 respectivamente.
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Tabela 3:Anticorpos utilizados no painel de Células Linfoides Inatas e Linfdcitos T, de acordo com o flurocromo

¢ a quantidade, em pL, para marcagdo de 1x106 células.

Anticorpo Fluorocromo Quantidade (nL)
CD3 (Biolegend #100215) Alexa Fluor 700 0,06
CD4 (Biolegend #116015) PE/Cy7 0,03
CD8 (Biolegend #100733) PercP/Cy5.5 0,625
CD11b (Biolegend #101223) Pacific Blue 0,25
CD11c (Biolegend #117321) Pacific Blue 0,25
CD16 (BD Horizon Pacific Blue 0,01
#560539)
CD19 (Biolegend #115526) Pacific Blue 0,01
CD45 (Biolegend #103135) BV570 0,07
CD127 (Biolegend #135033) BV510 0,625
FceRI (Biolegend #134313) Pacific Blue 2,5
GATA3(Biolegend Alexa Fluor 700 0,625
#653807)
RORgt (BD Horizon PE-CF594 0,07
#562684)
Thet (Biolegend #644809) PE 0,625
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Figura 7: Estratégia de gate painel Células Linfoides Inatas. Inicialmente foram delimitados os gates de
linfécitos (SSC-A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da interse¢do dos
mesmos a populagdo de linfocitos resultantes foi analisada em linhagem negativa x CD3, sendo selecionada a
populacdo negativa para ambos os marcadores. Em seguida foi delimitada a populacdo CD45+, que a partir do
gate de CD127+ associado aos fatores de transcricdo Thet, GATA 3 e RORgt resultou nas populacgdes de ILC1, 2
e 3 respectivamente.
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Figura 8: Estratégia de gate painel Linfécitos T.Inicialmente foram delimitados os gates de linfocitos
(SSC-A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da intersecdo dos mesmos
a populagdo de linfdcitos resultante foi analisada em linhagem negativa x CD3, sendo selecionada a
populacdo positiva apenas para CD3. Em seguida o gate de CD4 x CD8 resultou nas células T citotoxicas
(CD8+) e T helper (CD4+), esta Ultima ao ser analisada pelos fatores de transcricdo Thet, GATA 3 e RORg
t resultou nas subpepulagdes, Thl, Th2 e Thl7, respectivamente.

3.6.3 Painel Necrose e Apoptose

A marcacao deste painel é capaz de detectar necrose e apoptose em células epiteliais, células
tronco e linfocitos. Para realizar esta marcacao, as células foram pipetadas em placa especifica
(1x106 células por pogo), seguidas pelo mix de anticorpos extracelulares (50 pL), cuja
quantidade dos anticorpos utilizados é descrita na tabela 3. Apés incubacdo de 30 minutos, ao

abrigo da luz, as células foram lavadas com 100 puL de tampao FACS
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(0,5% de albumina bovina sérica diluida em PBS) e submetidas a incubag¢do com 7- AAD por
15 minutos, ao abrigo da luz. Posteriormente as células foram centrifugadas a 1500rpm por 10
minutos e ressupendidas em solucdo contendo Anexina V, apés esta etapa as amostras foram
adquiridas em um prazo maximo de 15 minutos, como indica o fabricante.

A estratégia de gate para analise deste painel foi iniciada a partir dos dados de tamanho e
granulosidade (SSC-A x FSC-A) para a delimitacdo do gate de linfécitos e células grandes e
pouco granulosas, que incluem exatamente as células do sistema imune e células epiteliais.
Posteriormente foi demarcado o gate de células Unicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para
excluir possiveis grumos celulares, e também o gate de time (SSC-A x TIME) para excluséo de
eventuais interrupgdes na aquisicdo. A partir da demarcacdo destes trés gates foi utilizada a
ferramenta Boolean Gate, op¢cdo Make and Gate, para gerar a intersecao destas trés populacdes.
Considerando-se a populagéo de linfocitos, uma nova demarcacdo a partir de CD3+ (APC Cy7)
x CD45+ (BV570) delimitou a populacdo de linfocitos no epitélio, que é positiva para este
marcador. Ja os gates para determinacgdo das células do epiteliais , SSC-A x CD325+ (PE Cy7)
e steam cells, SSC-A x Lgr-5 (PE) foram delimitados a partir da populagéo total.
Posteriormente, foi delimitada a parcelas de células em apoptose precoce, 7AAD- (PercpCy5.5)
X AnevinV+ (APC), apoptose tardia, 7AAD+ (PercpCy5.5) x AnevinV+ (APC), e necrose
,/AAD+ (PercpCy5.5) x AnevinV- (APC).
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Tabela 4:Anticorpos utilizados no painel de Necrose e Apoptose, de acordo com o flurocromo e a quantidade, em
pL, para marcagdo de 1x106 células.

Anticorpo Fluorocromo Quantidade
(uL)
Anexina V (Biolegend APC 2,5
#640920)
7-AAD (Biolegend #420404) PercP Cy5.5 1,25
CD326 (Biolegend #118216) PE Cy7 0,325
Lgr5 (R&D # FAB8078P) PE 10
CD3 (Biolegend #100215) APC Cy7 2,5
CD45(Biolegend #103135) BV570 0,7
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Figura 9: Estratégia de gate painel Morte celular.Inicialmente foram delimitados os gates de linfécitos (SSC-
A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da interse¢do dos mesmos a populagéo
de linfécitos resultante foi analisada em CD45 x CD3, sendo selecionada a populacéo duplo positiva. Dentro desta
populacdo delimitamos o gate Anexina V x 7AAD para analise dos eventos de morte celular. A partir do boolean
gate analisamos Lgr5 x CD326, onde stem cells sdo apenas Lgr5+, células epiteliais sdo apenas CD326+, também
analisamos a populacéo intermediéria Lgr5+ CD326+. Dentro desses gates selecionamos Anexina V x 7AAD para

analise dos eventos de morte celular.
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3.6.4Painel Proliferacéao

A marcacdo deste painel é capaz de detectar proliferacdo em células epiteliais, células tronco e
linfocitos. Para realizar esta marcacéo, as células foram pipetadas em placa especifica (1x106
células por poco), seguidas pelo mix de anticorpos extracelulares (50 uL), cuja quantidade dos
anticorpos utilizados é descrita na tabela 3. Apos incubacéo de 30 minutos, ao abrigo da luz, as
células foram lavadas com 100 pL de tampao FACS (0,5% de albumina bovina sérica diluida
em PBS) e submetidas a incubacdo com 7- AAD por 15 minutos, ao abrigo da luz.
Posteriormente as células foram centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos e ressupendidas em
solucdo contendo Anexina V, ap0s esta etapa as amostras foram adquiridas em um prazo
méaximo de 15 minutos, como indica o fabricante.

A estratégia de gate para andlise deste painel foi iniciada a partir dos dados de tamanho e
granulosidade (SSC-A x FSC-A) para a delimitacdo do gate de linfécitos e células grandes e
pouco granulosas, que incluem exatamente as células do sistema imune e células epiteliais.
Posteriormente foi demarcado o gate de células unicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para
excluir possiveis grumos celulares, e também o gate de time (SSC-A x TIME) para excluséo de
eventuais interrupcfes na aquisicdo. A partir da demarcacdo destes trés gates foi utilizada a
ferramenta Boolean Gate, op¢do Make and Gate, para gerar a intersecdo destas trés populacdes.

Considerando a populagdo de linfdcitos, uma nova demarcacéo a partir de CD3+ (APC Cy7) x
CD45+ (BV570) delimitou a populagéo de linfécitos no epitélio, que é positiva para este.Ja 0s
gates para determinacdo das células do epiteliais, SSC-A x CD325+ (PE Cy7) e steam cells,
SSC-A x Lgr-5 (PE) foram delimitados a partir da populacdo total. Posteriormente as
populacdes delimitadas, foi delimitada a parcelas de células em proliferacdo, SSC-A x Ki-67
(Alexa 488).
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Tabela 5: Anticorpos utilizados no painel de Proliferagao, de acordo com o flurocromo e a quantidade, em pL,

para marcacao de 1x106 células.

Anticorpo Fluorocromo Quantidade (uL)
Ki-67 (Biolegend # 350508) 2,5
Alexa 488
CD326 (Biolegend #118216) PE Cy7 0,325 -
Lgr5 (R&D # FAB8078P) PE 10
CD3(Biolegend #100215) IAPC Cy7 2,5
CD45(Biolegend #103135) BV570 0,7
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Figura 10: Estratégia de gate painel Morte celular.Inicialmente foram delimitados os gates de linf6citos (SSC-
A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da intersecdo dos mesmos a populacéo
de linfocitos resultante foi analisada em CD45 x CD3, sendo selecionada a populacdo duplo positiva. Dentro desta
populacdo delimitamos o gate SSC-A x KI-67 para analise dos eventos de proliferagdo celular. A partir do boolean
gate analisamos Lgr5 x CD326, onde stem cells sdo apenas Lgr5+, células epiteliais sdo apenas CD326 +. Dentro
desses gates selecionamos SSC-A x KI-67 para analise dos eventos de proliferagdo celular.



3.6.5 Painel Sorting

A marcacdo deste painel tem o intuito de fazer separacdo de um populacdes especificas: T e
ILC2s. Para realizar esta marcacdo, as células foram pipetadas em tubos Falcon de 15mL e a
marcacéo de deu de acordo com o nimero de células adquiridas, cuja quantidade dos anticorpos
utilizados € descrita na tabela 3. Apds incubacdo de 30 minutos, ao abrigo da luz, as células
foram lavadas com 100 pL de tampao FACS (0,5% de albumina bovina sérica diluida em PBS)
e foram levadas ao FACS Aria Il da Plataforma de Citometria do Instituto de Pesquisa Renée

Rachou — Fiocruz/MG.

Tabela 6: Anticorpos utilizados no painel de Sorting, de acordo com o flurocromo e a quantidade, em pL,

para marcacao de 1x106 células.

Anticorpo Fluorocromo Quantidade
(1x106)
CD11b (Biolegend #101223) PE 0,25
CD11c (Biolegend #117321) PE 0,25
CD16 (BD Horizon PE 0,01
#560539)
CD19 (Biolegend #115526) PE 0,01
FceRI (Biolegend #134313) PE 2,5
CD127 (Biolegend #135033) FITC 2
ST2 (BD Horizon #) APC 2,5
CD3 (Biolegend #100215) Alexa Fluor 700 0,06
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3.7 Andlise da expressdo génica

Para avaliar a expressdo de citocinas no intestino delgado, foi extraido 1cm do ileo distal,
colocado em tubo eppendorf livre de RNase e congelado a -700C até o momento do uso. Antes
da realizacédo da analise, o tecido precisou ser submetido a diversos procedimentos, iniciando
com a extracdo de RNA, seguido de sintese de cDNA, para possibilitar entdo a quantificacéo
da amplificacdo do cDNA por gPCR (reacdo guantitativa em cadeia da polimerase).

3.7.1 Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA, inicialmente uma pequena porcao distal do ileo associado a 1 mL de
trizol (TRI reagente, Sigma-Aldrich #T9424) foi submetido a maceracdo por homogeneizador
de tecidos. Foram adicionados 200 pL de cloroférmio (CHCI3) seguido de agita¢do vigorosa
por 30 segundos, incubacéo a temperatura ambiente por cinco minutos e centrifugacao a 13.000
rpm, 4°C por 15 minutos. A fase superior resultante da centrifugacéo, foi transferida para outro
eppendorf contendo 500 uL de isopropanol (C3H8O) e os liquidos misturados por inversao
durante um minuto. Para auxiliar a precipitacdo do RNA, os tubos foram incubados a -70°C por
90 minutos.

Ao término do periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas, novamente, por

13.000 rpm, 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e para lavagem
do pellet formado, foi acrescido ao tubo 1 mL de etanol 75% gelado, seguido de centrifugacéo
nas mesmas condicGes, porém por 10 minutos. Apos a repeticdo do processo de lavagem, 0s
eppendorfs permaneceram abertos para evaporacdo de todo o etanol restante. Por fim, para
ressuspensao do pellet foi acrescido ao tubo 30 uL de agua livre de RNase. Para facilitar a
dissolucdo do pellet na &gua, os tubos foram incubados em banho maria, a 550C por 10 minutos.

A concentragdo do RNA, em ng/uL, foi mensurada a partir da leitura em espectrofotdometro
(Spectrophotometer ND-1000). Para evitar degrada¢cdo, 0 RNA permaneceu armazenado a -
700C até a sintese do cDNA.
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3.7.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA ocorreu a partir da transcricdo do RNA em cDNA por meio da a¢do da
transcriptase reversa (M-MLV RT). Inicialmente um micrograma de RNA foi diluido em 5 puL
de agua livre de RNase, ¢ a esta dilui¢do foi adicionado ainda 0,5 pLL de Oligo (dT) 15 primer
(Promega #C1101). Este homogenato permaneceu no termociclador (PTC-100TM, MJ
Research, Inc) a 720C por 5 minutos.

Na etapa seguinte, sem retirar os tubos do termociclador foi acrescido um mix contendo: 2 pL
de tampé&o 5x de M-MLV, 0,5 uL. de M-MLV RT (Promega #M1705), 0,5 uL. de ANTP Mix
(Promega #U1515), 0,1 pL de inibidor de ribonuclease (Promega #N2511) e 0,25 uL. de agua.
Os 420C, seguido de aquecimento a 720C por 15 minutos e resfriamento a 40C. Ap0s retirar 0s
tubos do termociclador, houve dilui¢do do cDNA formado a partir da adi¢ao de 90 pL de dgua
livre de RNase. O cDNA obtido foi armazenado a -200C até a realizacdo de gPCR.

3.7.3 Amplificagdo do cDNA por gPCR

2 uL de cDNA foram pipetados, em duplicata, na placa especifica para qPCR, seguido de 13
puL do mix, que inclui: 0,2 uLL de primer foward, 0,2 uLL de primer reverse, 3 uL de 5x HOT
FIREPol Eva Green gPCR Supermix (Solis BioDyne #08-36-00001) ¢ 9,6 uL de agua. Para
garantir a homogeneizagdo, a placa foi centrifugada a 2.000 rpm por um minuto.

A leitura foi realiza em maquina especializada (StepOnePlusTM Real Time PCR System) de
acordo com o seguinte ciclo: 950C por 12 minutos, 950C por 15 segundos, 600C por 30
segundos e 720C por 30 segundos (estas ultimas trés etapas repetidas por 45 vezes), além da
curva de dissociacdo. A andlise inicial foi realizada por meio do programa StepOne Software
(v2.3) que é associado a maquina de gPCR.Os resultados foram obtidos em Ct (threshold cycle),
que indica o ciclo em que o limiar de deteccao da fluorescéncia da amostra foi alcancado pelo
aparelho. Para a realizacdo da analise da expressdo do gene alvo, inicialmente os valores de
amplificacdo foram normalizados em relacdo aos valores do gene constitutivo GAPDH
(gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase), gerando valores de Ct. Em seguida foi calculado o
valor de 2- A ACt, no qual ACt corresponde a diferenca entre o valor de Ct da amostra e média
de Ct do grupo controle e OJOCt corresponde a diferenca do CJCt da amostra e o OCt do
calibrador (grupo de referéncia). A curva de dissociagdo também foi analisada e indicou a
obtencdo de apenas um unico produto de amplificacdo, aferindo confiabilidade a leitura. A
Tabela 8 indica a sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados.



]Tabela 7:Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para qPCR

Gene

Primer Foward

Primer Reverse

Z0-1

CCA GCT TAT GAA AGG GTT
GTTC

TCCTCT CTT GCC AACTTT
TCTC

Ocludina

ATG TCC GGC CGATGC TCT
C

TTT GGC TGC TCT TGG GTC
TGT AT

IL-33

ATTTCCCCGGCAAAGTTCAG

AACGGAGTCTCATGCAGTA
GA

TSLP

ACGGATGGGGCTAACTTAC
AA

AGTCCTCGATTTGCTCGAAC
T

IL-4

GGTCTCAACCCCCAGCTAGT

GCCGATGATCTCTCTCAAGT
GAT

IL-13

CCTGGCTCTTGCTTGCCTT

GGTCTTGTGTGATGTTGCTC
A

IL-22

ATGAGTTTTTCCCTTATGGG
GAC

GCTGGAAGTTGGACACCTC
AA

IL-23

ATGCTGGATTGCAGAGCAG
TA

ACGGGGCACATTATTTTTAG
TCT

IL-6

TAGTCCTTCCTACCCCAATT
TCC

TTGGTCCTTAGCCACTCCTT
C

IL-178

TTTAACTCCCTTGGCGCAAA
A

CTTTCCCTCCGCATTGACAC

TGF

CTCCCGTGGCTTCTAGTGC

GCCTTAGTTTGGACAGGATC
TG

TNF

CCCTCACACTCAGATCATCT
TCT

GCTACGACGTGGGCTACAG

GAPDH

AGGTCGGTGTGAACGGATT
TG

54
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3.8 Teste de permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuracdo da radioatividade difundida no
sangue ap6s administracdo de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m
(99mTc) (Viana et al., 2010). Apds 3 ou 7 diasda indugdo da mucosite, todos 0s camundongos
receberam 0,1mL da solucdo de DTPA conjugada com 18,5 mebequerel (MBq) de 99mTc, por
gavagem. Quatro horas depois, todos os animais foram anestesiados para coleta de 300uL de
sangue em EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), que foram acondicionados em tubos
apropriados para determinacdo de radioatividade. Os dados s&o obtidos em % de dose,
utilizando a seguinte equacéo: %Dose = (cpm de sangue/cpm da dose administrada) x 100; onde

cpm representa contagens por minuto.
3.9 Analise estatistica

As medidas realizadas foram comparadas, estatisticamente, através da analise de variancia
(ANOVA), utilizando o teste de Tukey para calcular a significancia entre os grupos. O Teste t
de Student foi também utilizado para comparacfes entre dois grupos experimentais. Foi

considerado diferente aqueles grupos cujo valor de p calculado foi menor que 0,05.



56

4  Resultados

4.1 O tratamento com Doxorrubicina causa perda de peso,aumento
da permeabilidade intestinal einduz alteragcbes na arquitetura do

intestino com ulceragdes compativeis com mucosite

Para estudar a evolucéo da imunopatobiologia da mucosite, desenvolvemos um protocolo com
dois time points de sacrificio. Camundongos BALB/cfémeas com idade de 6-8 semanas foram

inoculados i.p. com Doxo (10mg/Kg) e ap6s 3 e 7 dias os animais foram eutanasiados.

Apos a administracdo de Doxo os camundongos foram pesados diariamente. Os animais
acometidos pela mucosite apresentaram intensa perda de peso até o sétimo dia da mucosite,
apresentando alguma recuperacdo a partir do nono dia. (Figura 12A). Ndo observamos
encurtamento ou alongamento do intestino delgado dos animais acometidos pela mucosite em

relacdo ao grupo sham, nem sangue visivel nas fezes ou diarreia.

A perda da monocamada epitelial do intestino gerada por quimio e radioterapicos gera aumento
da permeabilidade intestinal. Logo, nosso préximo passo foi averiguar quais os efeitos da
administracdo de Doxo neste pardmetro. Para tanto, administramos o complexo
DTPA99MTcpor gavagem e, ap6s quatro horas,o sangue foi coletado a fim de determinar a
radioatividade presente no mesmo. Observamos que no terceiro dia de mucosite a
permeabilidade intestinal dos animais esta aumentada, mas retorna ao nivel do grupo normal,

no sétimo dia (Figura 12B).

Paralelo ao aumento da permeabilidade intestinal, analisamos também a expressdo de RNA
para duas tight junctions muito importantes para a integridade do epitélio no intestino delgado:
Z0O-1 e ocludina. Assim como na histologia e permeabilidade intestinal, no terceiro dia de
mucosite a expressdo destas tight junctions estd aumentada nos animais acometidos pela

mucosite, com aumento significativo no sétimo dia (Figura 12C e D).

A Figuras 12G representa a arquitetura da mucosa de camundongos normais (tratados com PBS
1x i.p.). Observamos que a arquitetura da mucosa se encontra intacta, a monocamada de células
epiteliais estd preservada sem ulceracBes, bem como altura de vilo e profundidade de cripta.

Abaixo da camada epitelial, observamos a ldmina propria
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— GALT. Na porgéo distal do ileo encontra-se a camada muscular que envolve o intestino.

Observamos a histopatologia que o tratamento com Doxo causa lesdes multifocais com perda
da camada epitelial apresentando éareas de destruicdo e encurtamento de vilosidades,
encurtamento da profundidade da cripta ulcerac@es (Figura 12H) especialmente no terceiro dia
apos o tratamento. No sétimo dia de mucosite a camada epitelial ja esta reestabelecida e altura

de vilo e profundidade de cripta retornaram ao nivel do grupo sham (Figura 121).
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Figura 11: : Mucosite experimental em camundongos BALB/c. (A) Variacdo de peso dos animais durante os 7
dias de acompanhamento.Os animais foram divididos em dois grupos, Naive (PBS 1x i.p.) e Doxo (10mg/Kg).
Cada animal foi pesado diariamente, onde a primeira pesagem foi realizada no primeiro dia do protocolo, e a média
de peso por grupo analisada. (B) Permeabilidade intestinal. A permeabilidade intestinal foi determinada pela
mensuracdo da radioatividade difundida no sangue dos camundongos apds 4 horas da administracdo de &cido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m (99mTc).(C,D) Expressdo de ZO-1 e Ocludina. A
expressao das tight junctions ZO-1 e Ocludina no ileo foram feitas por gPCR. (E,F) Profundidade de cripta e Altura
o vilo. Foi utilizado o software AxionVision para quantificar o tamanho dos vilos e das criptas dos camundongos
dos respectivos grupos. (G, H, 1) Histologia do ileo Sham, 3 e 7 dias pds mucosite. No corte representado pela
letra G observamos a arquiterura normal do ileo, com criptas com profundidade (linha preta — por¢éo inferior) e
altura de vilo (linha preta — por¢do superior) dentro dos padroes de normalidade, com a monocamada de células
epiteliais intacta. Em H temos um corte representativo do terceiro dia ap6s o tratamento com Doxo, observamos
uma area de ulceracdo (indicado pela seta preta) — perda da camada epitelial intestinal- evento caracteristico da
mucosite, com porcdes ndo acometidas pelo efeito colateral. Em | temos um corte representativo do sétimo dia
apos o tratamento com Doxo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey,
para comparacao de todos os grupos entre si. Letras e simbolos diferentes representam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05).
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4.2 O tratamento com Doxorrubicina induz morte das celulas
presentes na monocamada epitelial do intestino e interfere na taxa

proliferativa

E sabido que a Doxo é uma droga de agdo citotoxica inespecifica. Tendo isto em vista, nosso
proximo passo foi investigar os padrées de morte celular e proliferacdo na monocamada
epitelial do intestino delgado, foco da mucosite murina, por Citometria de fluxo. Para tanto,
extraimos a camada epitelial, como descrito no tépico 4.5, marcamos as células epiteliais
(CD326+), as stem cells (Lgr5+) e as T intraepiteliais (CD45+ CD3+). A marcagdo de morte
celulas se fez com Anexina V e 7TAAD, onde apoptose precoce € Anexina V+ 7AAD-, apoptose
tardia Anexina V+ 7AA+ e necrose Anexina V- 7AAD+. A taxa proliferativa foi estudada
através da marcacéo do fator de transcrigéo Ki-67.

Observamos as células epiteliais tem acentuada morte célular, por apoptose, nas primeiras horas
apos inoculacdo da Doxo. A partir do terceiro dia até o sétimo, a taxa de necrose se da muito
acentuda nos animais com mucosite, refletindo uma mudanca no perfil da morte celular.
Entretanto, no sétimo dia ja retorna aos niveis do grupo Sham. As stem cells apresentam maior
morte celular com seis horas, 5 e 7 dias. Em contra partida, as células T intraepiteliais
apresentam aumento progressivo de morte células, por apoptose, tendo pico com 24 horas
permanente até o terceiro dia e a partir de entdo retorna progressivamente aos niveis do grupo
Sham, apresentando o mesmo perfil no sétimo dia (Figura 13A).

Ao analisarmos a taxa proliferativa, observamos que as células epiteliais tem queda acentuada
apenas no terceiro dia, congruente com o pico da inflamacdo amplamente descrito na literatura.
Em contrapartida, as stem cells tem queda acentuada ja nas primeiras seis horas, retorna aos
niveis de proliferacdo ao do grupo Sham e apresenta aumento no quinto e sétimo dia de
mucosite (Figura 13A).
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Figura 12: Perfil de morte celular e proliferacdo das celulas da camada epitelial intestinal durante a
mucosite.Representacgdo grafica de apoptose precoce (Anexina V+ 7AAD-), apoptose tardia (Anexina V+ 7AAD+)
e necrose (Anexina V- 7AAD+), bem como células vivas (Anexina V- 7TAAD-). A andlise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparacdo de todos os grupos entre si. Letras diferentes
representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

4.3 A mucosite altera o perfil de células da lamina propria para uma

inflamacéao do tipo 2

A migracdo de células inflamatorias para tecido em processo de morte celular € um evento
comprovado na imunologia. Entretanto, ndo ha trabalhos que descrevam com detalhes a quais
celulas se direcionam ao sitio inflamatorio da mucosite, nem sua dinamica. Neste contexto
realizamos analises de citometria de fluxo, com o intuito de caracterizar as populagdes de
células residentes na lamina propria de camundongos com mucosite. Tendo em vista que a
mucosite € um processo inflamatdrio agudo, investigamos as populacdes celulares em tempos
precoces (6 e 24 horas), no pico da inflamacéo (3 dias) e na resolucéo (5 e 7 dias).

Observamos aumento de eosindfilos (CD11b+ SinglecF+) progressivo ja nas primeiras

24 horas poés inoculagdo da Doxo. Neutrofilos (CD11b+ Ly6G+) tem um comportamento
ondular, onde ha um aumento entre as 24 horas e terceiro dia de mucosite, queda no quinto dia
e aumento novamente no sétimo. As DC (Ly6G+ CD11c+ IAIE+) tem expressivo aumento nas
primeiras seis horas apds inoculagcdo de Doxo e seus niveis vao diminuindo até que no quinto
dia se encontram equiparaveis ao grupo sham (Figura 14A).

Ao investigarmos as ILCs, observamos que as ILC1 (Lin- CD56- CD45+ CD127+ Tbet+) so
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apresentam aumento apenas no sétimo dia apds inoculacdo de Doxo. As ILC2 (Lin- CD56-
CD45+ CD127+ GATA3+) apresentam-se aumentadas de forma significativa a partir do terceiro
dia de mucosite. Apesar de observarmos uma tendéncia de aumento ja nas primeiras 24 horas,
ndo ha diferenca estatistica entre os grupos. As ILC3 (Lin- CD56- Cd45+ CD127+ RORyt+), por

outro lado,aumentam apenas no quinto e sétimo dia de mucosite (Figura 14B).

As células T apresentaram pouca diferenca entre os tempos investigados. Os resultados mais
proeminentes foram diminuigdo de Th1l com 24 horas, diminuigdo de Th2 no sétimo dia e sutil
aumento de Th17 no terceiro dia de mucosite (Figura 14C).
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Figura 13: Perfil de células imunes inatas da lamina propria no decorrer da mucosite.Representagdo grafica da
imunofenotipagem por citometria de fluxo de (A) eosinéfilos (CD11b+ SinglecF+), neutréfilos (CD11b+ Ly6G+),
Células Dendriticas (Ly6G+CD11c+IAIE+) respectivamente da I&mina propria do intestino delgado. (B) ILC1
(Lin- Thet-), ILC2 (Lin- GATA3+) e ILC3 (Lin- RORgt+) (C) Thl (CD3+ CD4+ Thet+), Th2 (CD3+ CD4+
GATAS3+), Thl7 CD3+ CD4+ RORgt+). A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, seguido pelo teste
de Tukey, para comparacéo de todos 0s grupos entre si. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05)
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4.3 A Doxorrubicina induz expressao de citocinas do tipo 2

Realizamos analise do perfil de expressao de citocinas no ileo de camundongos acometidos ou
ndo pela mucosite, por gPCR. Quanto as alarminas, que poderiam estimular uma resposta
associada a ILC2, IL-33 ndo apresentou diferenca em sua expressdo (Figura 15A), ja IL-25
apresentou picos com seis horas, trés e sete dias de mucosite (Figura 15B). TSLP apresenta
aumento com seis horas, diminuicéo no terceiro dia e ligeiro aumento no quinto retornando aos
niveis do grupo Sham no sétimo dia (Figura 15C).

Ao invertigarmos as citocinas, percebemos que IL-22 aumenta 0s niveis de expressdo nas
primeiras seis horas, retorna para os niveis do Sham com 24 horas, no terceiro dia tem queda
acentuada, mas retorna novamente aos niveis do grupo Sham no sétimo dia (Figura 15D). A IL-
4 tem expressdo diminuida com seis horas, mas parece buscar o retorno aos niveis fisioldgicos
entre 24 horas e cinco dias, mas retorna aos niveis do grupo Sham no sétimo dia de
mucosite(Figura 15E). A IL-5 encontra-se diminuida com seis e 24 horas, aumenta a expressao
com trés dias e retorna para 0s niveis do grupo Sham a partir do quinto dia de mucosite (Figura
15F). A IL-9 tem queda proeminente nas primeiras seis horas que se mantém com 24 horas,
mas a partir do terceiro dia retorna aos niveis do grupo Sham (Figura 15G). A Anfirregulina
tem sutil queda nas primeiras horas da mucosite, queda no terceiro dia e retorna aos niveis do
grupo Sham ja no terceiro dia (Figura 15H).
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cDNA. IL-33 (A), IL-25 (B), TSLP (C) IL-22 (D), IL-4 (E), IL-5 (F), IL-9 (G),

Anfirregulina (H) foram quantificados por gPCR. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, seguido
pelo teste de Tukey, para comparagdo de todos os grupos entre si. Simbolos diferentes representam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).

4.4 Neutrdfilos tem papel secundario no desenvolvimento da

mucosite

A fim de investigar o papel dos neutréfilos na patobiologia da mucosite, utilizamos dois
modelos: um inibidor alostérico, ndo competitivo, para CXCR1/2, que impede a migracao de
neutrofilos para o sitio inflamatorio e anti-Ly6G (1A8), um anticorpo que depleta os neutrofilos
circulantes. Utilizamos camundongos C57BL/6 fémeas, entre 6-8 semanas, e 0s submetemos
ao seguinte delineamento experimental: os animais foram tratados com DF 2162 i.p. (45mg/Kg)
nos dias -1, 0, 1, 2, 4, 5 e 6; a mucosite foi induzida no dia 0 por administragéo i.p. de Doxo
(10mg/KQg).

Os animais tratados apenas com Doxo apresentaram intensa perda de peso nos dois primeiros
dias, retornando ao nivel do grupo sham no terceiro dia e decaindo novamente a partir do quarto,
sendo esta queda mais expressiva no sexto e sétimo dias. J& camundongos com mucosite e
tratados com DF 2162 recuperam 0 peso no terceiro dia e mantiveram este perfil até o dia 7
(Figura 16B).

Analise do perfil de ILCs na lamina propria destes animais no terceiro dia de mucosite,
demonstram que DF 2162 aumenta substancialmente os niveis de ILC2 no intestino delgado
tanto em relacdo ao grupo sham, quanto ao Doxo 3 dias (Figura 16D). Outra subpopulagéo que
encontra-se aumentada neste grupo, no terceiro dia, sdo as ILC3 (Figura 16).
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Figura 15: Mucosite experimental em camundongos C57BL/6 submetidos a tratamento com DF2162.
Camundongos C57BL/6 foram submetidos ao protocolo experimental com duragéo total de 7 dias, onde nos dias
-1,0, 2, 4,5 e 6 0s animais foram tratados com a droga DF, a mucosite foi induzida no dia 0 por administracéo i.p.
de Doxo (10mg/Kg). A eutandsia se deu em dois tempos: 3 e 7 dias. (B) Varia¢ao de peso dos animais durante 0s
7 dias de acompanhamento. Os animais foram divididos em dois grupos, Naive (PBS 1x i.p.) e Doxo (10mg/Kg).
Cada animal foi pesado diariamente, onde a primeira pesagem foi realizada no primeiro dia do protocolo, e a média
de peso por grupo analisada. (C, D e E) Imunofenotipagem de ILCs na lamina prdpria. Dotplots representativos
da porcentagem de ILC1, ILC2 e ILC3, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey, para comparagdo de todos 0s grupos entre si. Simbolos diferentes representam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Camundongos C57BL/6 (6-8 semanas) fémeas foram inoculados i.p. com Doxo (10mg/Kg) no
dia 0 e com anti-Ly6g i.p. nos dias -2, 0, 1, 4 e 6, e ap0s 3 e 7 dias de mucosite 0s mesmos
foram eutanasiado. Observamos na Figura 17A, que o tratamento com 1A8 néo foi capaz de
reverter o quadro de perda de peso durante a mucosite. Na Figura 17B, temos a representacao
gréfica da contagem de neutréfilos no esfregaco sanguineo e onde fica claro que este anticorpo
é capaz de diminuir significativamente o namero sistémico de neutréfilos. A figura 17C traz os
dados de permeabilidade intestinal, onde o tratamento com 1A8 traz ligeira melhora deste
parametro apenas no sétimo dia, mas apresenta 0 mesmo fenotipo com trés dias, ponto mais
agudo da mucosite, quando analisamos a permeabilidade intestinal, observamos que o
tratamento ndo traz uma melhora significativa deste parametro. A analise da qualidade do
infiltrado inflamatdrio, analisado por citometria de fluxo, da lamina propria neste contexto
(Figura 17 E, F, G, H, ) revela acentuada queda na presenca de neutréfilos no intestino, quando
comparado com animais que nao foram submetidos ao tratamento com 1A8. Ao analisarmos o
perfil de eosindfilos, percebemos animais inoculados com 1A8 tem alta frequéncia desta célula

no terceiro dia de mucosite. Analise das ILCs revelaram que o tratamento com anti-Ly6G
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aumenta os niveis de ILC1 e ILC3, mas ndo altera as proporg¢des de ILC2. Cortes histolégicos
(Figura 17 J, K, L, M, N e O) demonstram que a deplecao de neutréfilos traz ligeira melhora na
arquitetura do intestino, evitando um encurtamento tdo expressivo das vilosidades.
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Figura 16: : Mucosite experimental em camundongos C57BL/6 submetidos a tratamento com 1A8.Camundongos
C57BL/6 foram submetidos ao protocolo experimental com duragdo total de 7 dias, onde nos dias -2, 0, 1, 4 e 60s
animais foram tratados com 1A8, a mucosite foi induzida no dia 0 por administracdo i.p. de Doxo (10mg/Kg). A
eutanasia se deu em dois tempos: 3 e 7 dias. (A) Variagdo de peso dos animais durante os 7 dias de
acompanhamento. Os animais foram divididos em dois grupos, Naive (PBS 1x i.p.) e Doxo (10mg/Kg). Cada
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animal foi pesado diariamente, onde a primeira pesagem foi realizada no primeiro dia do protocolo, e a média de
peso por grupo analisada.(B) Esfregaco sanguineo.Tratamento com anti-Ly6G causou deplecdo de neutréfilos em
camundongos tratados com o anticorpo. (C)Permeabilidade intestinal. Os animais foram gavados oralmente com
DTPA (diethylenetriaminepentaacetic acid) marcado com Tecnécio 99m 3 e 7 dias apds a inducdo da mucosite.
Quatro horas apds a gavagem, o sangue dos camundongos foi coletado em EDTA para determinar a
radioatividade.(D, E, F, G, H) Imunofenotipagem na lamina propria.Grafico representativos da porcentagem de
neutrdfilos, eosindfilos, ILC1, ILC2 e ILC3, respectivamente.Histologia representativa mostra melhora mais
rdpida da arquitetura intestinal em camundongos tratados com 1A8. lleo dos animais foi coletado para
histopatologia. (I) Sham (J) Doxo 3 dias (K) 1A8 Doxo 3 dias (L) 1A8 (M) Doxo 7 dias (N) 1A8 Doxo 7 dias. A
andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparagdo de todos 0s
grupos entre si. Simbolos diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

4.5Camundongos deficientes em eosinéfilos sédo protegidos da

mucosite induzida por Doxorrubicina

Ao analisarmos o perfil de células imunes na lamina propria de animais acometidos
tratados com Doxo, observamos aumento de eosinofilos a partir do terceiro dia de tratamento,
este fato nos levou a investigar o papel desta célula no desenvolvimento da mucosite.

Para tanto, utilizamos camundongos GATA1l KO, deficientes para eosinofilos,
inoculamos Doxo (10mg/Kg) i.p., pesamos 0s animais diariamente e coletamos 6rgdospara
analise no terceiro e sétimo dia de mucosite. Observamos que os camundongos GATA1 KO
ndo apresentaram perda de peso, indicando uma boa resisténcia aos efeitos da mucosite (Figura
18A). Este fato se reflete também na preservacdo da permeabilidade intestinal, onde
observamos que os animais deficientes para eosindfilos tratados com Doxo apresentam sutil
aumento da permeabilidade (Figura 18B), mas muito menor que o grupo selvagem.

A histologia demonstra que o intestino dos animais GATA3 KO, diferentemente de seu WT
(BALB/c), ndo apresenta alteracdes na arquitetura da mucosa(Figura 18C). Condizente com
este fato, estes animais ndo apresentam alteracdo na expressao de Ocludina, mas diminuem
progressivamente a de ZO-1 (Figura 18D). Ao invertigarmos os parametros morfométricos,
observamos que estes camundongos apresentam, mais uma vez, alteracfes limiares com
diminuicdo sutil do tamanho das vilosidades apenas no terceiro dia (Figura 18F). A andlise da
expressao das citocinas ndo apresentou diferenca para o grupo Sham. Esses dados demonstram
que os eosindfilos parecem contribuir com a fisiopatologia da mucosite..
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Figura 17: : Alteragdes clinicas, histoldgicas e de citocinas em camundongos GATA1 KO durante a mucosite.
(A) Evolucdo do peso do GATAL1 KO durante a mucosite induzida pela doxorrubicgdo. (B)Permeabilidade
intestinal. A permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuracgéo da radioatividade difundida no sangue dos
camundongos ap6s 4 horas da administracdo de &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m
(99mTc).(C) Histologia do ileo de animais BALB/c e GATAL KO grupos Sham, 3 e 7 dias pds mucosite. (D)
Expressdo de tight junctions: A expressdo das tight junctions ZO-1 e Ocludina no ileo foram feitas por gPCR.(G)
Analise da expressdo de citocinas I1L-33, IL-25, TSLP, IL-4 e IL-9.A analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparacdo de todos os grupos entre si. Simbolos diferentes
representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

4.6 Camundongos ST2 KO apresentam perfil da
mucosite semelhante ao WT

A IL-33 é uma citocina membro da familia IL-1 e seu receptor é o ST2.Esta proteina é
armazenadano nucleo das células endoteliais e células epiteliais dos tecidos de barreira(Scott et
al., 2018). Apds o dano celular, a IL-33 ¢ liberada no espago extracelular e funciona como uma
alarmina, que alerta o sistema imunoldgico da necessidade de criar uma inflamacéo do tipo 2,
desempenhandoassim um papel critico na imunidade inata tipo 2(Salimi et al., 2013). Tendo
em vista que a mucosite se define por uma inflamacdo que acomete o epitélio oral e
gastrointestinal, investigamos o papel do eixo IL-33/ST2 na patologia deste efeito colateral.
Neste intuito, utilizamos camundongos ST2 KO, deficientes para o receptor da IL-33, Unico
mecanismo descrito de acdo dessacitocina (Gautier et al., 2016), inoculamos Doxo (10mg/Kg)
i.p., pesamos 0s animais diariamente e coletamos 6rgédos para analise no terceiro e sétimo dia
de mucosite.
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Observamos que os camundongos ST2 KO apresentaram perda de peso semelhante ao WT
(BALBI/c) (Figura 19A). Ao investigarmos o perfil da permeabilidade intestinal, percebemos
que os animais deficientes para ST2 tem aumento da permeabilidade no terceiro dia de mucosite
semelhante ao grupo WT. Entretanto, ao contrario do grupo WT, os camundongos ST2 KO
apresentaram um atraso na normalizacdo da permeabilidade, apresentando ainda niveis
levemente aumentados no sétimo dia de mucosite (Figura 19B).

A anélise dos cortes histologicos reflete o dado de permeabilidade intestinal. Animais WT
apresentam areas de ulceragdo multifocais no terceiro dia ap6s inoculacdo da Doxo, mas
retornam a morfologia normal do intestino (monocamada epitelial intacta) no sétimo dia.
Entretanto, animais com deficiéncia de sinalizacéo do eixo I1L-33/ST2 apresentam aind algumas
areas de ulceracdo no sétimo dia de mucosite.

A andlise da expressdo de tight junctions ndo revelou alteracdo de ZO-1, mas apresentou
aumento de Ocludina apenas no terceiro dia (Figura 19D). Os parametros morfométricos
analisados revelaram que no terceiro dia ha proeminente encurtamento dos vilos e diminuicéo
da profundidade de cripta que se sustenta ainda no sétimo dia, corroborando com as outras
andlises realizadas (Figura 19E). Quanto ao perfil de citocinas, verificamos uma diminuigdo
progressiva de 1L-4, j& IL-9 tem queda acentuada no terceiro dia e uma certa recuperagdo no
sétimo, mas n&o retorna aos niveis do grupo Sham.
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Figura 18: Alteragdes clinicas, histolégicas e de citocinas em camundongos ST2 KO durante a mucosite. (A)
Evolugdo do peso do ST2 KO durante a mucosite induzida pela doxorrubicgdo. (B)Permeabilidade intestinal. A
permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuracdo da radioatividade difundida no sangue dos
camundongos apds 4 horas da administracdo de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m
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(99mTc).(C) Histologia do ileo de animais BALB/c e ST2 KO grupos Sham, 3 e 7 dias pds mucosite. (D)
Expressao de tight junctions: A expressdo das tight junctions ZO-1 e Ocludinano ileo foram feitas por qPCR.(G)
Andlise da expressdo de citocinas IL-33, IL-25, TSLP, IL-4 e IL-9.A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparacdo de todos os grupos entre si. Simbolos diferentes
representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

4.7 Camundongos deficientes em linfocitos T e B apresentam perfil

da mucosite semelhante ao WT

Uma vez que a mucosite é pautada por uma resposta do tipo 2, nosso proximo passo foi
investigar o papel do sistema imune adquirido na suafisiopatologia. A fim de respondermos
esta pergunta, utilizamos camundongos RAG1 KO, que apresentam deficiéncia em células T e
B, inoculamos Doxo (10mg/Kg) i.p., pesamos 0s animais diariamente e coletamos 6rgaos para
analise no terceiro e sétimo dia de mucosite.

Observamos que os camundongos RAG1 KO tiveram o mesmo perfil de mucosite que o grupo
WT (C57BL/6), podemos observar que a evolucdo do peso se deu de forma similar entre os
grupos tratados com Doxo (Figura 14A). A permeabilidade intestinal dos camundongos
deficientes para células T e B encontra-se mais elevada que o WT apenas no terceiro dia de
mucosite, mas retorna aos niveis do grupo Sham no sétimo, bem como o controle de selvagem.

Os cortes histopatoldgicos (Figura 20G) demonstram que a evolucdo da patologia da mucosite
ocorreu de forma semelhante entre RAG1 KO e WT (C57BL/6), refletindo o mesmo perfil de
altura de vilo e profundidade de cripta (Figura 20D). A analise da expressao das citocinas
demonstrou que 1L-25 aumenta no sétimo dia durante a mucosite no grupo WT, enquanto que
no RAG1 KO ndo apresenta diferenca, ja@ TSLP diminui no KO e ndo altera no selvagem. Ja
IL-33, IL-4 e IL-9 ndo apresentaram diferencas entre selvagens e RAG1 KO (Figura 20H, K,
L).
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Figura 19: Alteracdes clinicas, histoldgicas e de citocinas em camundongos RAG1 KO durante a mucosite.(A)
Evolugdo do peso do RAG1 KO durante a mucosite induzida pela doxorrubiccéo. (B)Permeabilidade intestinal. A
permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuracdo da radioatividade difundida no sangue dos
camundongos apds 4 horas da administracdo de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m
(99mTc).(C) Histologia do ileo de animais C57BL/6 e RAG1 KO grupos Sham, 3 e 7 dias p6s mucosite. (D)
Expressao de tight junctions: A expressao das tight junctions ZO-1 e Ocludina no ileo foram feitas por gPCR.(G)
Andlise da expressdo de citocinas 1L-33, IL-25, TSLP, IL-4 e IL-9.A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparacdo de todos os grupos entre si. Simbolos diferentes
representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

4.8 Linfocitos inatos (ILC) séo fundamentais para

a sobrevivéncia a mucosite experimental

A analise do perfil da mucosite em camundongos deficientes para células T e B, ou seja, nos
RAG1 KO, demonstrou que o sistema imune adquirido tem funcdo marginal na patologia ou
resolucdo desta inflamacg&o. Tento isto em vista e sabendo da importancia da resposta do tipo 2
na mucosite e que recentemente foi descrito uma nova populagdo de células imunes inatas,
ILCs, com acdo sobreposta as células T, nosso préximo passo foi investigar se had uma relacéo
direta entre a mucosite e as ILCs. Para tanto, utilizamos de camundongos deficientes em Ragl
e na cadeia gama dos receptores de citocinas (que causa deficiéncia nos receptores de I1L2 e
IL7), também conhecidos como nod-scid- gamma (NSG) KO. Tais animais tém auséncia de
células T, B, NK e ILCs. Eles foram inoculados com Doxo (10mg/Kg) i.p., pesados diariamente
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e 0s 6rgaos foram coletados para analise no terceiro e sétimo dia de mucosite.

Os animais NSG KO demonstraram-se extremamente susceptiveis a mucosite, com intensa
perda de peso (Figura 21A) e obito de 100% dos animais entre o quarto e sétimo dia apds
inoculacdo da Doxo (Figura 21B). Cortes histolégicos foram realizados no terceiro dia de
mucosite e revelam expressivo encurtamento dos vilos e perda da arquitetura das criptas (Figura
21D). Ja a analise de permeabilidade intestinal, ndo revelou diferenca entre as linhagens de
animais nesse ponto (Figura 21C).
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Figura 20: AlteracGes clinicas e histologicas em camundongos NSG KO durante a mucosite. (A) Evolugdo do
peso do NSG KO e do tipo selvagem BALB / ¢ durante a mucosite induzida pela doxorrubicina. (B) Curva de
sobrevida de camundongos NSG KO tratados e ndo tratados com doxo. (C) Permeabilidade intestinalde NSG KO
e BALB /¢ 3 e 7 dias ap6s a mucosite do tipo selvagem. (D) Histologia (HE) do ileo representativo do NSG KO
Sham e 3 dias p6s (10x).

4.9 Transferéncia adotiva de ILC2 para camundongos NSG KO

diminui taxa de mortalidade e mantém monocamada epitelial do

intestino

O fendtipo extremamente agressivo da mucosite nos animais NSG KO levantou a hipétese de
que as ILC2, as ILCs mais fortemente aumentadas durante a mucosite, seriam de suma
importancia para a manutencéo da integridade do epitélio durante a inflamacao aguda causada
pela Doxo. A fim de confirmar esta hipotese, realizamos transferéncia adotiva de células ILC2
para camundongos NSG KO.
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O primeiro passo foi induzir mucosite por Doxo (10mg/Kg) em camundongos BALB/c, pois
como demonstrado anteriormente, ha aumento expressivo desta populacdo no decorrer da
mucosite e estas células ja estariam primadas em resposta a mucosite. Realizamos a eutanésia
destes animais no quinto dia apds inoculacdo da Doxo, onde ocorre o maior pico de ILC2,
retiramos o intestino delgado destes animais, extraimos os leucécitos da lamina préprio e
fizemos o sortingdas células no FACS Aria I1.As ILC2foram, entdo, inoculadas, na veia caudal,
dos animais NSG KO, 24 horas depois a mucosite foi induzida com Doxo(10mg/Kg) i.p. Os
animais foram pesados diariamente e os 6rgdos foram coletados para analise post mortem, no
caso dos animais NSG KO + Doxo, e no sétimo dia de mucosite, no caso dos NSG KO + ILC2
+ Doxo.

Observamos que a transferéncia adotiva de ILC2 protegeu os camundongos NSG KO da intensa
perda de peso (Figura 22A), bem como reduziu significativamente a letalidade nestes animais.
Os cortes histoldgicos revelaram que os animais que NSG KO

+ Doxo tem perda completa do epitélio intestinal, com grave ulceracdes, deixando a lamina
prépria completamente exposta. Ja os animais NSG KO + ILC2 + Doxo, apesar de apresentarem
vilosidades encurtadas, sustentaram a monocamada epitelial (Figura 22C).

Realizamos citometria de fluxo na laminaprépria dos animais a fim de comprovamos a
efetividade da transferéncia adotiva de celulas, bem como que estas foram capazes de proliferar
no intestino dos animais aceptores.
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Figura 21: Alterac@es clinicas e histologicas em camundongos NSG KO com transferéncia adotiva de ILC2.(A)
Evolugdo do peso de camundongosNSG KO tratados com doxorrubicina com ou sem transferéncia adotiva de
ILC2. (B) Curva de sobrevida de camundongos NSG KO tratados com doxo com ou sem transferéncia adotiva de
ILC2. (C) Histologia (HE) do ileo representativo de camundongos tratados com NSG doxo com ou sem
transferéncia adotiva de ILC2 (10x).(D, E, F) Analise de Citometria de fluxo porcentagens de ILC1, ILC2 e ILC3,
respectivamente, na lamina prépria de camundongos NSG KO.
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4.10 Pacientes que desenvolvem mucosite tem alteracdo nas

populacdes de eosindfilos e ILCs

A mucosite é um fator limitante do tratamento com quimioterapicos e ainda hoje
existem poucas maneiras de controle e nenhum tratamento efetivo para esta condi¢édo, a ndo ser
a suspensdo da quimioterapia e a espera pela resolucdo espontanea do caso. O extremo
desconforto para o paciente aliado ao prejuizo ao tratamento configura a mucosite como
importante alvo de estudo. Muitos trabalhos séo realizados em modelos experimentais, mas
ainda ndo houve um estudo que fizesse um paralelo entre os modelos murinos e o aspecto
imunolégico dos pacientes. Nosso proximo passo foi averiguar se os dados que encontramos
em camundongos refletem a fisiopatologia da mucosite humana.

Em parceria com o Hospital das Clinicas da UFMG, coletamos amostras de sangue de
pacientes em tratamento de mieloablacao para transplante de medula 6ssea que desenvolveram
sintomas da mucosite. A primeira coleta se deu quando 0s pacientes comegavam a se queixar
de desconforto para degluticédo, a segunda cinco dias apds a primeira coleta e a terceira apds o
paciente ter se recuperado da mucosite. A fim de entendermos o papel do sistema imune inato
no contexto da mucosite, realizamos imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Observamos que no inicio dos sintomas 0s pacientes possuem aumento de ILC1 e de
eosindfilos, contraposto a uma diminuicdo de ILC2. No sétimo dia de mucosite o0 aumento de
ILC1 e eosindfilos se mantém e ha também aumento de ILC3 e ILC2 continuam diminuidas em
relagdo aos parametros encontrados apds a recuperacao dos pacientes (Figura 23A).
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Figura 22: Perfil de células imunes inatas em PBMCs de pacientes no decorrer da mucosite.Representagdo gréfica
da imunofenotipagem por citometria de fluxo de(A) ILC1 (Lin- Thet-),(B) ILC2 (Lin- GATA3+),(C) ILC3 (Lin-
RORgt+) e(D) eosindfilos (CD11b+ SinglecF+), A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA, seguido
pelo teste de Tukey, para comparacdo de todos os grupos entre si. Letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).
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5 Discussao

A mucosite é uma doenc¢a marcada pela inflamacgéo e desenvolvimento de Ulceras na mucosa
de todo o trato gastrintestinal, com aumento da expressdo de diversas citocinas e mediadores
pré-inflamatorios (Sonis, 1998; Paris et al. 2001; Soares et al. 2012; Kanarek et al. 2014). No
modelo murino de mucosite, 0 6rgdo mais acometido costuma ser o ileo (Gawish, 2013;
Guabiraba et al., 2014). Em pacientes, esse dano a mucosa intestinal pode gerar dor com perda
de apetite, diminuicdo da absorcdo de nutrientes e consequentemente perda de peso (Sonis,
2004; Logan et al., 2008; Al- Dasooqi et al., 2013).

Apesar de haver diversos estudos sobre o processo inflamatério associado a mucosite, até o
presente momento, uma investigacdo detalhada sobre a dinamica do infiltrado inflamatério néo
havia sido realizada. Poucos trabalhos avaliaram a participacdo do sistema imune no
desenvolvimento ou resolucdo desta inflamacdo(Soares, Mauricio, et al., 2013; Soares, Mota,
etal., 2013; Guabiraba et al., 2014; Kanarek et al., 2014; Wardill and Bowen, 2018). Mais raros
ainda sdo os estudos da area que investigaram o que ocorre nas primeiras horas apés inoculacéo
de quimioterapicos. Acreditamos que nossos dados trazem uma nova perspectiva sobre a
organizacéo e participacao do sistema imune no contexto da mucosite.

Inicialmente, procuramos estabelecer uma perspectiva geral de pardmetros clinicos e
histoldgicos no modelo experimental da mucosite induzida pela Doxo. Observamos intensa
perda de peso, que se inicia ja nas primeiras horas ap0s o tratamento, mas com o pior cenario
no terceiro dia e recuperacao total no nono. A permeabilidade intestinal se encontra elevada no
terceiro dia, mas retorna aos niveis normais no sétimo, acompanhado de alteracdo na expressdo
de tight junctions. Analises de cortes histoldgicos demonstraram que a mucosite induzida por
Doxo leva a encurtamento dos vilos e diminuicdo da profundidade de cripta com é&reas
multifocais de ulceracdo no terceiro dia. Entretanto, no sétimo dia estes pardmetros sdo
restaurados. Estes dados revelam o quédo aguda é a inflamacéo instaurada durante a mucosite,
sugerindo um papel importante do sistema imune inato no controle da morte celular da
monocamada epitelial.

Analises de morte celular, por citometria de fluxo, demonstraram intensa morte do epitélio
intestinal nas primeiras seis horas ap6s inoculacdo de Doxo e sutil alteracdo em stem cells
(Figura 12A). Entretando, as células T intraepiteliais se demonstraram mais susceptiveis a
morte celular.Ao investigarmos a proliferacdo destas subpulagfes, observamos intensa
diminuicdo da taxa proliferativa de stem cells nas primeiras seis horas ap6s inoculagdo de Doxo.
As lesOes epiteliais causadas pela quimioterapia se ddo pelo fato de que os quimioterapicos sdo
drogas citotoxicas, com acao inespecifica, que atingem células de alta taxa proliferativa. O
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intestino tem renovacdo da monocamada epitelial a cada cerca de cinco dias e este processo se
dé através da diferenciacdo de stem cells, localizadas na cripta do intestino (Lgr5+) (Cao et al.,
2011). Alguns trabalhos demonstram que a Doxo atinge severamente células Lgr5+ (Dekaney
et al., 2009; Cao et al., 2018), o que pode prejudicar a renovacdo epitelial, contribuindo para
ulceragdes multifocais correspondentes a mucosite. Células T intraepiteliais estdo idealmente
posicionadas para realizar a vigilancia de monocamada epitelial e ajudar na homeostase e reparo
dos tecidos(Nielsen et al., 2018). A alta taxa de morte celular de células T, combinado com as
ulceragGes na monocamada epitelial, deixam o intestino em processo de mucosite um sitio com
alto potencial de infecgdo. Este dado ajuda a entender o elevado potencial de sepse durante a
manifestacdo da mucosite.

Até o presente momento ainda ndo ha estudos atrelando algum subtipo celular imune ao
desenvolvimento ou progressao da mucosite. Investigamos, por citometria de fluxo, a qualidade
do infiltrado inflamatdrio na lamina propria em diversos tempos ap6s a inoculacdo da Doxo.
Observamos aumento de eosindfilos, neutrofilos e DC (Figura 13A). As células dendriticas sao
apresentadoras de antigeno profissionais e atuam como sentinelas no corpo, onde ao
identificarem um corpo estranho automaticamente se organizam a fim de apresentar antigeno
para células T e orquestrar uma resposta imune robusta frente ao antigeno encontrado
(Banchereau et al., 2000). Estes antigenos podem ser provenientes da dieta, de patégenos e
também células proprias que passaram por processo de morte celular. O aumento das DC nas
primeiras horas apds inoculacdo de Doxo pode ser dar devido a intenso aumento de DAMPs
(Nace et al., 2012), resultado da intensa morte de células epiteliais neste periodo.

Neutrofilos, que também encontram-se aumentados até o terceiro dia de mucosite, séo
tipicamente os primeirosleucdcitos a serem recrutados para um local inflamatorio e séo capazes
de eliminar patégenos por trés mecanismos distintos: fagocitose, degranulacdo de proteinas
proteoliticas e liberacdo de NETs (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Esta subpopulacdo do
sistema imune inato é recrutada para o sitio inflamatorio através da liberagcdo de quimiocinas,
sabe-se gque eosinofilos, quando estimulados, produzem altos niveis destas e recrutam grande
quantidade de neutréfilos para o sitio inflamatorio (Loktionov, 2019). Durante a mucosite, as
ulceracdes na monocamada epitelial, além de aumentarem a permeabilidade intestinal, também
a deixa mais susceptivel a translocacdo epitelial, neutréfilos respondem prontamente a
infeccdes bacterianas e este fato pode explicar o aumento desta populacéo nesta fase inicial da
mucosite.

Eosindfilos sdo leucdcitos pré-inflamatérios, que em um estado fisiolégico, tém baixa
porcentagem circulante no sangue, mas amplamente presentes na lamina propria do trato
gastrointestinal (Hogan, Waddell and Fulkerson, 2013). Observamos um aumento nos niveis
desta populacéo ja nas primeiras 24 horas de mucosite. Alarminas, citocinas liberadas devido a
dano celular, como TSLP, IL-25 e IL-33, promovem eosinofilia, induzindo a producéo de IL-
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5(Rosenberg, Dyer and Foster, 2012).A acdo citotoxica de eosinéfilos se dé por degranulacéo,
onde liberam proteinas proteoliticas que geram intenso dano tecidual e exacerbam a
inflamacéao(Gleich, 2000). Seu aumento durante o processo de mucosite, pode estar atrelado a
um significativo aumento da translocacdo bacteriana e também ao aumento das alarminas,
devido ao intenso dano tecidual.

Apbs analisarmos a qualidade do infiltrado inflamatorio no contexto da mucosite, nosso
préximo passo foi investigar as alteragBes na expressdo de citocinas no intestino no decorrer da
inflamacdo. A mucosite € caracterizada por uma inflamagdo aguda do trato gastrointestinal,
sabe-se que quando ha morte celular ha a liberacdo de alarminas no meio extracelular e este
sinal é capaz de estimular intensa resposta imune(Rider et al., 2019). Tendo isto em vista,
investigamos o perfil de expressdo destas moléculas no ileo de animais com mucosite (FiguralO
A, B, C). Observamos aumento significativo das alarminas IL-25 e TSLP, mas nao IL-33, como
descrito por Guabiraba (2013). O aumento das alarminas é congruente com o estado do tecido
epitelial com mucosite, onde ocorre intensa morte do epitélio celular e, portanto, liberacéo
dessas citocinas associadas ao dano. O fato de ndo termos observado aumento significativo de
IL-33 neste contexto pode se explicar pelo fato de investigarmos a expressao desta proteina e
ndo a proteina propriamente dita. Por outro lado, a IL-33 pode néo ser relevante na inflamacéo
gerada pela Doxo, mas relevante em outros modelos de mucosite.

A fim de compreendermos 0s mecanismos envolvidos na patogénese da mucosite, investigamos
também a expressdo da IL-22, citocina de papel dubio podendo participar tanto no contexto
inflamatdrio, quanto de reparo tecidual(Rutz, 2013). Observamos intenso aumento da IL-22 nas
primeiras 6 horas ap6s inoculacdo de Doxo, com queda progressiva entre as 24 horas e 3 dias e
voltando a ter ligeiro aumento entre os dias 5 e 7 da mucosite (Figura 14D). No intestino,
geralmente, alL-22age para fortalecer as fungdes de barreira epitelial e esti envolvidatanto na
homeostase dos tecidos como no reparo tecidual ecicatrizagdo(Rutz, 2013). Portanto, podemos
especular que o aumento desta citocina a partir do terceiro dia de mucosite possa estar associado
ao mecanismo de reparacéo, ou healing, do epitélio intestinal.

A analise do infiltrado inflamatdrio revelou intensa presenca de células com perfil de resposta
do tipo 2, como eosindfilos e ILC2. Portanto, investigamos também a expressao de citocinas
do tipo 2. Para nossa surpresa, observamos intensa queda da IL-4 nas primeiras 24 horas ap0s
a inoculacdo de Doxo que retorna aos niveis do grupo sham no sétimo dia (FiguralOE). Tal
dado entra em conflito com dados encontrados na literatura, onde animais deficientes para IL-
4, tratados com 5-FU, foram protegidos da mucosite (Soares, Mota, et al., 2013).Entretanto, os
autores ndo investigaram a expressdo ou a secrecdo de IL-4 neste contexto inflamatério e
segundo a literatura, no contexto de asma alérgica, IL-4 inibe apoptose e promove recrutacdo
de eosinofilos para o sitio inflamatorio(J. and L., 2001), além disso auséncia de IL-4 também
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diminui os niveis de IL-5, o que prejudica a ativacdo e migracdo de eosinofilos (Foster et al.,
1997). Em contra partida, IL-5 tem extrema queda com seis horas, mas intenso aumento em sua
expressao entre 24 horas e 3 dias (Figura 14F). Sabemos que a IL-5 é uma potente citocina
ativadora de eosindfilos, esta citocina foi reconhecida como o principal fator de maturacéo e
diferenciacdo para eosindfilos em camundongos e humanos (Kouro and Takatsu, 2009),
portanto o0 aumento desta citocina corrobora com 0s altos niveis de eosindfilos no infiltrado
inflamatorio durante a mucosite.

Baseado no intenso aumento de ILC2 durante o desenvolvimento da mucosite e seu potencial
em desenvolver resposta do tipo Th9, investigamos a expressdo de IL-9 e anfirregulina (Figura
14 G eH). Observamos intensa diminuicdo de IL-9 nas primeiras 24 horas ap0s inoculacdo de
Doxo, porém ja no terceiro dia ha retorno aos niveis do grupo sham. IL-9 é uma citocina pouco
estudada, sabe-se de sua participacdo no desenvolvimento da asma alérgica aumentando a
expressdo de muco(Erpenbeck et al., 2003), no desenvolvimento de colite ulcerativa, através da
sinalizacdo por STAT3/SOCS3(Tian et al., 2018), mas também possui acdo anti-tumoral,
animais IL-9 KO apresentaram crescimento acelerado em modelo de melanoma(Purwar et al.,
2012). Por outro lado, foi demonstrado que no modelo murino de colite induzida por DSS, que
gera intenso dano epitelial, o tratamento com IL-9 é capaz de controlar a inflamacéo e diminuir
significativamente os sintomas da colite (Yuan et al., 2015).Esta citocina também pode atuar
como fator de crescimento para mastocitos, linfocitos T e células hematopoiéticas, além disso
é capaz de sustentar os niveis de ILC2, promovendo controle de infec¢do helmintica pulmonar
(Turner et al., 2013). Por outro lado, a expressao de anfirregulina encontra-se diminuida entre
as primeiras horas até o quinto dia, mas retorna aos niveis do grupo sham no sétimo. Esta
citocina esta intimamente atrelada a regeneracdo tecidual. Sabe-se que esta é capaz de aumentar
a expressdo de fator de crescimento epidermal (EFG) (Plowman et al., 1990) e polarizar
macrofagos para um perfil M2, associado a cicatrizacdo(Patel et al., 2009; Chen et al., 2012).
Interessantemente, o ponto de maior queda de anfirregulina coincide com o tempo onde ha
também perda de peso mais acentuada e maior &rea de ulceracfes da mucosa.

Esta primeira analise de parametros imunolégicos no decorrer do desenvolvimento da mucosite
nos fez investigar mais a fundo a participacdo de alguns subtipos celulares nesta inflamagéo:
neutrofilos, eosindfilos, T e ILCs. Quando utilizamos o inibidor alostérico DF2162, observamos
reducdo na perda de peso, acompanhado por aumento significativo de ILC2 (Figura 16). ILC2
sdo capazes de promover healing tecidual quando apresentam perfil do tipo Th9 (Rauber et al.,
2017), portanto o efeito protetor da deplecdo de neutrofilos neste contexto, parece estar mais
atrelado ao aumento da frequéncia de ILC2 do que propriamente a auséncia de neutréfilos. Nao
sabemos se a 0 DF2162 possui uma atividade de inducédo de ILC2 instrinsica ou extrinseca, mas
o efeito dessa droga na mucosite parece independente da reducdo de migragédo de neutrofilos,
embora mais estudos sejam necessarios para determinar seu efeito. J& o tratamento com 1A8,
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anticorpo anti-Ly6G que depleta neutrofilos de forma especifica, ndo foi eficaz paraalterar a
perda de peso, mas aumentou levemente os niveis de eosin6filos e ndo alterou os de ILC2. A
histopatologia, parece haver uma discreta protecdo do epitélio intestinal (Figura 16).Sabe-se
que neutrofilos sdo células de alto potencial de causar dano tecidual e sua acéo é capaz de
aumentar o processo inflamatorio local (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Portanto, a retirada
desta célula do ambiente inflamado por si s6 pode ser capaz de diminuir o dano tecidual. Visto
que a deplecdo de neutréfilos, bem como o impedimento da migracdo desta célula, ndo foi
eficaz para o controle da mucosite, concluimos que esta populacdo tem acdo marginal na
patologia da mucosite.

Os eosindfilos estdo intimamente ligados a uma resposta do tipo 2 representam alto potencial
de causar dano tecidual através de degranulacéo, além de secretarem citocinas pré-inflamatorias
(Woodruff et al., 2011; Klion, 2017), podendo exacerbar uma inflamac&o do tipo 2. A fim de
investigarmos o papel de eosindfilos na patologia da mucosite, utilizamos camundongos
GATAL KO, deficientes para esta célula (Yu et al., 2002).

Observamos que animais GATAL KO sdo refratarios a mucosite (Figura 13). Nao apresentaram
perda de peso, e apenas um aumento discreto da permeabilidade intestinal no terceiro dia de
mucosite. A histopatologia, ndo apresentaram alteragBes significativas, nem na expressdo de
citocinas, sejam alarminas ou inflamatorias. Tais resultados indicam que os eosinofilos tem
importante funcdo na patologia da mucosite, exacerbando os efeitos citotoxicos da Doxo,
aumentando os mediadores locais da inflamacdo.Estes resultados abrem perspectiva para o
desenvolvimento de tratamento para mucosite, por exemplo, utilizando anti-1L-5 a fim de inibir
a participacdo de eosinofilos na mucosite.

O uso de terapias anti-IL-5 tem sido empregada para o tratamento de asma. Por exemplo, a
asma severa eosinofilica € uma doenca pautada no aumento exacerbado de eosinofilos no
pulmdo, que geram intensa inflamacdo. Para tratar esta condi¢cdo, estdo sendo utilizados
tratamento com anti-IL-5 e anti-IL-5R (Busse et al., 2018). O uso destes compostos reduz a
migracdo de eosindfilos para o sitio inflamatorio e gera intensa melhora no quadro, reduzindo
pela metade a taxa de exacerbacOes da asma nos pacientes, melhorando significativamente o
fluxo respiratério (Ha et al., 2017). Estes dados abrem a perspectiva do uso destes
medicamentos para o controle da mucosite em pacientes sob tratamento com quimioterapicos.

A IL-33 é uma proteina muito importante, que pode atuar como fator de transcricdo,
aumentando a producdo de citocinas pr6 inflamatorias, e quando liberadas no meio extracelular
atua como alarmina (Matta et al., 2014). O eixo IL-33/ST2 é muito importante na sinalizacdo
de eosindfilos (Travers and Rothenberg, 2015), bem como em ILC2(Mortha and Burrows,
2018). Estas duas células apresentam intima relacdo, ondeos niveis de IL-5 sdo mantidos por
células ILC2 residentes em tecidos periféricos. Células ILC2 secretam IL-5 constitutivamente
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e sdo induzidas a co-expressarem IL-13 durante a inflamacdo do tipo 2, resultando em producao
localizada de eotaxina e acimulo de eosindfilos(Nussbaum et al., 2013). A fim de entendermos
melhor a participacdo desta via de sinaliza¢cdo na mucosite, utilizamos camundongos ST2 KO
(Cullinan et al., 1998). Observamos que os animais ST2 KO ndo apresentam diferenca na
evolucdo do peso em relacdo ao WT. Entretando, mantém a permeabilidade intestinal
aumentada ainda no sétimo dia de mucosite, dados de morfometria e 0s cortes histologicos
revelam que estes camundongos apresentam encurtamento de vilo e ulceragcGes multifocais até
0 sétimo dia, enquanto que os animais WT neste tempo, j& retornaram 0s parametros para 0s
niveis do grupo sham. Sabe-se que as ILC2 residentes ou induzidas, em camundongos ou
humanos, expressam ST2(Walker and McKenzie, 2013). Por esse receptor, a 1L33 é capaz de
induzir a producéo de citocinas do tipo 2, como IL-4 e IL-13, mas tambem IL-9 (Lu et al.,
2015). A via de sinalizacdo 1L-33/ST2 na literatura esta associada ao aumento da inflamacéo,
como na inflamac&o hepatica onde ela induz o recrutamento de ILC2 que induzem a formacéo
de fibrose (Weiskirchen and Tacke, 2016). Também estd envolvida na patogénese da asma
alérgica, aumentando eotaxia(Chan et al., 2019) e na progressdo de cancer colorretal,
aumentando os niveis de Treg ST2+ no tumor, aceleracdo do crescimento do mesmo(Zhou et
al., 2018). Por outro lado, outros estudos apontam um papel anti-inflamatdrio desta cascata em
modelo de colite ulcerativa por TNBS, através da ativacdo de TLR4(Wang et al., 2019).Estudo
em modelo murino de mucosite, por CPT-11, demonstrou que camundongos ST2 KO s&o
protegidos da mucosite(Guabiraba et al., 2014), possivelmente, segundo os autores, pela
reducdo da migracdo de neutréfilos para o sitio inflamatorio. Entretanto, como demonstramos
anteriormente, a retirada de neutréfilos do contexto da mucosite, apesar de diminuir os sinais
de inflamacéo e ter um melhor prognoéstico da doenga, é uma célula de acdo marginal no
contexto da mucosite. Por outro lado, Guabiraba et al. ndo investigaram a dindmica de
eosindfilos neste modelo. A diferenca de resultados também pode ser creditada ao modelo,
CPT-11 versus Doxo. Dados preliminares de nossos colaboradores sugerem que 1L-33 parece
ser importante no modelo de mucosite por 5-FU. Desta forma, a participacao da sinalizacao de
IL-33/ST2 ainda é pouco entendida, mas nossos dados sugerem que no contexto da mucosite
induzida por Doxo, esta via parece ter algum papel na restauracéo epitelial.

Como a resposta do tipo dois parece ser importante para a mucosite, resolvemos verificar se as
células T teriam algum papel nesse processo. Para tanto, utilizamos camundongos RAG1 KO,
deficientes para T e B (Mombaerts et al., 1992). Observamos que a auséncia de células T e B
n&o altera as manifestages de mucosite, os animais RAG1 KO apresentam o mesmo perfil de
perda de peso, a permeabilidade intestinal, apesar de estar mais alta no terceiro dia em relagéo
ao WT, no sétimo retorna aos niveis do sham, ndo ha alteracdo na expressao de tight junctions,
nos parametros morfométricos, ou na expressdo de citocinas. Podemos concluir com esses
dados, que o sistema imune adquirido tem papel marginal no desenvolvimento da mucosite por
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Doxo.

Tendo em vista que os linfécitos ndo participam ativamente da patologia induzida por Doxo,
investigamos entéo a participacao dos linfocitos inatos (ILCs). Utilizamos camundongos NSG
KO, deficientes para células T, B, NK ou ILC (Shultz et al., 2005; Coughlan et al., 2016). Os
animais NSG KO tratados com Doxo apresentaram intensa perda de peso em relacdo ao WT e
100% de letalidade até o sétimo dia de mucosite, acompanhado intenso aumento da
permeabilidade intestinal e diminui¢do expressiva do tamanho das vilosidades. Este resultado
releva que as ILCs séo fundamentais para sobrevivéncia dos camundongos durante a mucosite.

As ILCs séo células do sistema imune, que ndo reconhecem antigenos, em contra partida, esta
populacdo responde, prontamente, as alteracdes das citocinas presentes no meio (Almeida and
Belz, 2016). ILC2 expressam GATAS3 e portanto montam uma resposta do tipo 2 (Serafini,
Vosshenrich and Di Santo, 2015). Entretanto o tipo de citocinas que vao expressar depende dos
fatores que a estimularam. Por exemplo, as ILC2 sdo capazes de expressar citocinas tipicas de
uma resposta Th9, como a IL-9 (Roediger and Weninger, 2015), se forem estimuladas por IL-
25 (Angkasekwinai et al., 2017). Esta subpopulagéo de ILC esta envolvida no desenvolvimento
de diversas patologias, como obesidade, onde via IL-33 promove o beiging dos
adipdcitos(Brestoff et al., 2015) e asma, aumentando a expressdo de IL-5 e IL-13 levando a um
pior prognastico do quadro(Scanlon and McKenzie, 2012). Entretanto, também héa estudos que
atrelam as ILC2 na resolucgdo de infeccdo parasitologica intestinal (Angkasekwinai et al., 2017),
na resolucdo e preservacdao do epitélio respiratorio durante a infeccdo por influenza virus
(Monticelli, 2012), tratamento com IL-33 aumenta os niveis de ILC2 e promove resolucéo da
inflamacéo do tecido epitelial epidermal (Rak et al., 2016).

Como os animais ST2 KO e NSG KO tiveram uma manifestacdo da mucosite muito intensa,
levantamos a hipotese de que as ILC2 sdo importantes para o controle da inflamacgéo durante a
mucosite induzida por Doxo. Para comprovarmos esta hipétese, purificamos ILC2 utilizando
os marcadores de superficie ST2 e CD127, bem como Lin- (NK1.1, CD11lc, CD11b, CD3,
CD19, Ly6G) para exclusdo das demais populagdes.Transferimos ILC2 para animais NSG KO
e depois de 24 horas inoculamos Doxo i.p.. Os animais transferidos apresentaram maior taxa
de sobrevida que os néo transferidos. Além disso, cortes histoldgicos post mortem dos animais
ndo transferidos, revelaram que ha perda total da monocamada epitelial nestes camundongos.
Em contra partida, animais transferidos com ILC2 tiveram manutencdo da monocamada
epitelial. Estes dados sugerem que as ILC2 sdo fundamentais para a integridade do epitélio,
especulamos que este fato se da pela secrecdo de 1L-9 e manutencéo dos niveis de anfirregulina.
Ambas citocinas aumentam fatores de crescimento importantes para renovacao do epitélio neste
contexto inflamatorio.
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Modelos murinos sdo de fundamental importancia para o entendimento das patologias.
Entretanto, estes estudos servem como embasamento para posterior aplicacdo clinica, para tanto
€ necessario estabelecer uma correlacdo entre os eventos observados em camundongos e o que
ocorre no humano. Neste intuito, em colaboracdo com o Hospital das clinicas da UFMG,
coletamos PBMCs de pacientes que desenvolveram mucosite durante tratamento de ablacéo
para transplante de medula.

Apds a extracdo de leucocitos do sangue, investigamos por citometria de fluxo, a porcentagem
de ILCs e eosinofilos. As coletas se deram em trés momentos, entre 2-3 dias apés inicio dos
sintomas (fase inicial), entre 5-7 dias ap0s o inicio dos sintomas (pico do quadro clinico) e
depois que o paciente se recuperou da mucosite. Nossos dados demonstram que ha aumento
significativo de eosindfilos, enquanto ha diminuicdo de ILC2 e aumento de ILC3 na fase aguda
da mucosite. Este fato corrobora com os dados obtidos em camundongos, onde eosinofilos sao
importantes para a inflamacdo e ILC2 tem acdo protetora.
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6 Conclusao

Nossos dados sugerem que a resposta do tipo 2 desencadeada por eosinofilos esta associada a
piora da mucosite, em contra partida ILC2 promovem manutencdo da monocamada epitelial e
healing da mucosa. Neste contexto, abrimos uma nova perspectiva para o entendimento da
imunobiologia da mucosite, bem como abrimos precedentes para futuros estudos no que tange
o tratamento deste efeito colateral associado a quimioterapia, através da utilizagdo de inibidores
de eosinofilos e promotores de ILC2.
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