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Resumo 

A fisiopatologia da mucosite, complicação comum em tratamento quimioterápico para 

o câncer, é pouco compreendida.O objetivo do presente trabalho foi elucidar 

mecanismos imunológicosassociados a mucosite.Utilizamos um modelo de mucosite 

induzida por doxorrubicina i.p. (Doxo, 10 mg/Kg e realizamos curva ponderal e 

avaliações imunológicas, histopatológicas e de permeabilidade intestinal (DTPA-

99mTc),6 e 24 horas, 3, 5 e 7 dias depois da indução da mucosite (ddm). Ante a indução 

da mucosite, camundongos BALB/c apresentaram, entre 1 e 3 ddm, perda de peso, 

aumento de permeabilidade intestinal, encurtamento dos vilos intestinais com 

diminuição de profundidade de cripta e áreas de ulceração à histopatologia. Essas 

alterações foram acompanhadas de aumento de morte celular em células epiteliais 

(apoptose), células tronco (apoptose e necrose) e linfócitos (apoptose) com proliferação 

reativa em todas essas linhagens. Com três dias, observamos ainda um infiltrado 

inflamatório com forte componente de células Th2, ILC2, neutrófilos e eosinófilos. 

Coerentemente, a expressão de RNA para citocinas associadas a dano celularcomo 

TSLP e IL25, envolvidas na ativação de células Th2 e ILC2, aumentam com 6 horas 

após a indução da mucosite e apresentam variações ao longo dos dias. Por outro lado, 

citocinas pró-inflamatórias de perfil tipo 2 diminuíram (IL4 e IL9) ou aumentaram (IL5) 

nos primeiros 3 dias de lesão quando comparadas ao grupo SHAM (injetado com PBS). 

Já citocinas associadas a regeneração tecidual (IL22) apresentaram aumento de 

expressão nas primeiras horas seguida de inibição no dia 3, movimento acompanhado 

por amphiregulina que também foi encontrada inibida no dia 3.Comoa maioria dos 

demais parâmetros,a expressão de citocinas retornaram à normalidade no dia 7 após a 

indução da mucosite. Para verificar a relevância da resposta imune do tipo 2 na 

mucosite, induzimos mucosite em camundongos deficientes para ST2 (receptor de IL33, 

outra citocina importante para a diferenciação de ILC2 e Th2, mas que não apresentou 

expressão diferencial durante a mucosite quando comparada ao grupo controle). Apesar 

desses animaisapresentarem melena, observamos apenas um pequeno atraso, não 

significativo estatisticamente, na recuperação da arquitetura intestinal no 7 ddm,bem 

como um atraso não significativo na resolução do aumento de permeabilidade intestinal 
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e evolução ponderal semelhante ao grupo de controles selvagens, sugerindo um papel 

discreto da IL33 na recuperação e integridade intestinal. Camundongos deficientes em 

eosinófilos (ΔdblGATA-1), por outro lado,não apresentaramperda de peso quando 

comparada ao seu controle selvagem com mucosite, sugerindo uma participação 

importante dessas células nos efeitos deletérios da mucosite. Como neutrófilo também 

apresentaram aumento durante a mucosite, realizamos a depleção de neutrófilos (usando 

anticorpo 1A8) ou a inibição da sua migração (usando DF 2162) e observamos que 

nãohouve alteração na evolução de peso, permeabilidade ou histopatologia, sugerindo 

participação 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 não 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 

transferência adotiva de ILC2 para camundongos NSG KO observamos restauração da 

sobrevivência e dos parâmetros clínicos como os camundongos WT. Nossos dados 

sugerem que a resposta imune inata mediada por ILC2 promove a recuperação do 

intestino lesado durante o processo de mucosite enquanto que eosinófilos promovem 

patologia associada. 

Palavras-chave: Mucosite, Doxorrubicina, ILC 
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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 (IL22) 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 (ΔdblGATA-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 
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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 deficient in 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 Introdução 

 

1.1 A mucosa intestinal 

 
O trato gastrointestinal (TGI) tem uma duplicidade de papéis na fisiologia animal 

atuando na digestão e captação de nutrientes e na manutenção da homeostase imune 

intestinal. O TGI, por sua vez, é o maior sítio de integração 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 linfóide também muito extenso conhecido 

como tecido linfóide associado ao intestino ou GALT (do inglês Gut-associated 

lymphoid tissue) (Bott, 2014). 

A especialização gastrointestinal deve-se a uma potente pressão evolutiva: onde e como 

os animais viviam. Mudanças na estrutura e função do trato gastrointestinal permitiram 

maior diversidade alimentar e absorção de nutrientes. Além de importante papel para 

digestão de alimentos e absorção de água, o intestino também entra em contato com uma 

diversidade de antígenos alimentares e microbiota, bem como abriga o sistema imune 

(Bott, 2014). 

Uma das principais forças que tem impulsionado o desenvolvimento e estimulação de 

todo o sistema imune durante sua ontogenia e evolução, e continua a fazê-lo em todos 

os dias de vida, é a interface das mucosas com o ambiente externo que compreende a 

complexa microbiota associada à mucosa, os antígenos dos alimentos, o ar inalado, os 

xenobióticos ambientais e os potenciais agentes patogênicos e seus produtos. A pressão 

seletiva desses antígenos ambientais resultou na distribuição estratégica, por toda a 

mucosa, de células envolvidas na absorção, processamento e apresentação de antígenos 

e na produção de fatores humorais e celulares da imunidade inata e específica (Ley, 

Peterson and Gordon, 2006). 

A avaliação quantitativa dos macrófagos, células dendríticas (DC), linfócitos T e B, 

células linfóides inatas (ILC) e outras linhagens celulares no sistema imune das 

mucosas, revela número superior das mesmas na lâmina própria, bem como a sua 

diversidade fenotípica e heterogeneidade funcional. Essas células trabalham em 

conjunto de modo a entrar em harmonia com os antígenos ambientais sem comprometer 

a integridade da barreira da mucosa, evitando a hiperestimulação do sistema imune. Esse 
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objetivo é alcançado pelas interações entre células do sistema imune e células epiteliais, 

fenotipicamente e funcionalmente diferentes, que cobrem as enormes áreas de superfície 

das membranas mucosas (Bott 2014; Ley et al. 2006). 

As funções de absorção e proteção do intestino dependem de um epitélio intestinal 

intacto e funcional. A homeostase do epitélio intestinal adulto normal é mantida por 

substituição contínua e rápida de células epiteliais especializadas através de 

diferenciação e posterior migração de steam cells,que se dá 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 posição +4 (acima da porção onde as 

células de Paneth se encontram) (Umar, 2010; Peterson and Artis, 2014). 

As células-tronco do intestino dão origem aos enterócitos (células absortivas), às células 

caliciformes (células produtoras de muco), às células enteroendócrinas (células 

produtoras de hormônios) e às células de Paneth (células que secretam substâncias 

antimicrobianas). Novas células são formadas nas criptas e migram para porção distal 

dos vilos. Aproximadamente três dias após a sua diferenciação terminal, as células 

epiteliais atingem a ponta das vilosidades, ficam viáveis por alguns dias, sofrem 

apoptose espontânea e são vertidas para dentro do lúmen do intestino. 

As células de Paneth são o único tipo celular epitelial intestinal que tem migração 

diferenciada, uma vez que se localizam nas criptas. (van der Flier and Clevers, 2009; 

Clevers, 2013). Tais células são exclusivamente adaptadas para a secreção de proteínas 

antimicrobianas (PAMs), incluindo defensinas (criptidinas em camundongo), 

catelicidinas e lisozima, nas criptas do intestino delgado. Essa estratégia permite a ampla 

regulação do número de bactérias patogênicas e comensais no intestino (Peterson and 

Artis, 2014). As células caliciformes produzem o muco, que é composto de mucinas 

glicosiladas. A alta secreção de mucinas glicosiladas no lúmem intestinal por essas 

células é a primeira barreira de defesa contra invasão bacteriana. A mucina mais 

abundante é a mucina 2 (MUC2), fundamental para organização das camadas de muco 

no cólon. A importância da produção de MUC2 pelas células caliciformes pode ser 

demonstrada pelo desenvolvimento espontâneo de câncer colorretal induzido por 

inflamaçãoem 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 

β tipo resistina (RELMβ), contribuem para a regulação da barreira física 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 reparação epitelial, a migração de IECs e a resistência à 

apoptose. O RELMβ promove a secreção de MUC2, atua no processo de regulação de 

macrófagos e nas respostas de células T durante a inflamação (Taupin, Kinoshita and 

Podolsky, 2000). 

 

 

 
Figura 1: A barreira epitelial do intestino. Células epiteliais intestinais (IECs) formam uma barreira física e 

bioquímica que mantém a segregação entre a microbiota luminal e o sistema imune da mucosa. O nicho de células 

tronco epiteliais do intestino, células estromais e hemaopoieticas, controla a renovação contínua da camada de 

células epiteliais por células estaminais cripta - residente. IECs diferenciadas - com exceção 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 proteínas antimicrobianas (AMPs), respectivamente, para promover a exclusão de 

bactérias da superfície epitelial. Contribuindo para esta função da barreira, há liberação luminal e por transcitose 

de IgA secretória (sIgA). Células M e células caliciformes mediam o transporte de antígenos luminais e bactérias 

vivas através da barreira epitelial para as células dendríticas (DC), através de dendritos transepiteliais, e 

macrófagos residentes provar o lúmen. TFF3, factor trefoil 3. (Modificado de: Peterson & Artis 2014) 

 

Como dito anteriormente, a mucosa intestinal lida com uma grande quantidade de 

antígenos, microorganismos e outros estímulos externos e precisa fazê-lo de forma 

balanceada para não permitir o avanço de infecções ou a hiperestimulação do sistema 

imune. Para isso, a mucosa intestinal abriga o maior tecido linfóide do organismo, sendo 

que 70% dos linfócitos ali presentes estão ativados. Esse tecido linfóide é conhecido 

como GALT (do inglês Gut-associated lymphoid tissue). Uma grande quantidade desses 
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linfócitos está localizada nas placas de Peyer (PP) e na lâmina própria intestinal 

(linfócitos da lâmina própria), assim como nos linfonodos mesentéricos (LNM) e muitas 

dessas células expressam moléculas de ativação e secretam citocinas pró-inflamatórias 

como IFN-γ, IL-1, IL-6, IL-4, IL-13 e TNF-α (Forchielli and Walker, 2005; Bott, 2014). 

Por outro lado, um dos aspectos mais interessantes das interações diárias entre os 

antígenos da microbiota e da dieta com os elementos linfóides da mucosa intestinal, é 

que esse estado de ativação não se traduz em um quadro de inflamação patológica. Ao 

contrário, esses contatos com antígenos no intestino induzem dois tipos de atividades 

imunológicas não inflamatórias: a produção de IgA secretória (SIgA) e a indução de 

tolerância oral (Faria & Weiner, 1999). 

A tolerância oral é um evento análogo à tolerância aos auto-componentes mas ocorrendo 

no intestino e dirigida a antígenos externos. Conceitualmente, a tolerância oral se refere 

a uma supressão ativa da reatividade imunológica ao antígeno que tenha sido contatado 

primeiramente pela via oral(Carvalho, Verdolin and Vaz, 1997). Ela é um evento 

imunológico único uma vez que este processo envolve a assimilação contínua de 

antígenos exógenos. Assim, as proteínas da dieta e a microbiota comensal que entram 

em contato diário com a mucosa, representam a fronteira entre o externo e os 

componentes próprios. Então, a tolerância oral é uma forma de tolerância periférica que 

envolve o reconhecimento dos antígenos externos que acessam o corpo pela via oral 

como componentes internos, que por sua vez, tornam-se parte do próprio(Faria, Ana M 

C; Weiner, 1999; Weiner, 2011). 

As células linfóides inatas (ILCs) são uma nova população de células imunes com 

importantes funções efetoras da imunidade inata, além de desempenharem papel 

fundamental na remodelação tecidual e organização dos tecidos linfoides periféricos. As 

ILCs são definidas por três características principais: a ausência degenes ativadores de 

recombinação (RAG), portanto não apresentam TCR ou BCR; ausência de marcadores 

fenotípicos de células mielóides e dendríticas; 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 subpopulação de células imunes 

encontradas em baço de camundongos com morfologia semelhante a linfócitos. 

Entretanto, utilizando o método de separação por coluna, identificaram não se tratar de 

células T ou B, mas apresentavam função citotóxica expressiva. Esta população foi 

identificada como Natural Killers cells ou NKs (Kiessling et al., 1975). 

Scollay (1992) observando o acúmulo de células em linfonodos nos primeiros sete dias 

de vida, descreveram uma migração 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 formação de linfonodos no período neonatal, propuseram que um novo 

tipo celular (CD3- LTβ+ α4β7+) era responsável pela organização 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 o mundo decidiram se dedicar 

a entender melhor sobre estes linfócitos que não apresentavam a maioria dos cluster de 

diferenciação conhecidos a época. Apenas em 2013, especialistas da área, em um 

trabalho de revisão, descreveram a nomenclatura de consenso como:Innate Lymphoid 

Cells ou ILCs. (Spits et al., 2013) 

Dentro das ILCs encontramos 3 subpopulações diferentes: ILC1(Tbet+), das quais 

pertencem às NKs, ILC2 (GATA3+) e ILC3 (RORγt+). Cada um destes subtipos 

corresponde, no sistema imune inato, às respostas do tipo Th1, Th2 e Th17, 

respectivamente. A ativação e proliferação das ILCs foi descrita como dependente de 

sinalização via CD127, receptor da IL-7α(Gasteiger et al., 2015; Almeida and Belz, 

2016; Vivier et al., 2016). Entretanto, alguns trabalhos demonstram que também podem 

utilizar-se do eixo CD25/IL-2 para tais funções (Engelbertsen, 2015). Recentemente, em 

2017, foi descrito uma ILCreg, capaz de produzir IL-10. Apesar de não expressar FoxP3, 

possui outro fator de transcrição atuante: Id2. (Wang et al., 2017)  
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Figura 2: As subpopulações de ILCs. As células hematopoiéticas precursoras das Innate Lymphoid cells (ILCs) são 
ID2+. O commitment para as subpopulações se dá mediante a expressão de fatores de transcrição específicos. 
As ILCs do grupo 1 expressão T-bet, ILC1 apenas T-bet e NKs T-bet e EOMES. As do grupo 2 expressam GATA3. 
Foi descrito que há uma interconversão 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 Id3 e secretam IL-10, atuando como uma Treg. O grupo 3 é definido pela expressão de RORꝩt, 
abrange as LTi, e ILC3. Dentre as ILC3 temos as que expressam apenas RORꝩt e as que expressam RORꝩt e T-bet. 
Também pode ocorrer uma interconversão de ILC1 em ILC3 e vice-versa. (Adaptado de Mortha and Burrows, 
2018). 

 

As ILC2 foram primeiramente descritas no tecido adiposo, sendo responsável 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 infecções 
helmínticas (Nippostrongylus brasiliensis), onde foram chamadas de nuocytes(Neill et 

al., 2010). Neste trabalho, foi demonstrado que as ILC2 não são capazes de expandir na 

ausência de IL-33 e IL-25, bem como que esta população é responsável por uma robusta 

produção de citocinas do tipo 2, como IL-4, IL-5 e IL-13. Esta resposta do tipo 2 

orquestrada pelas ILC2 se dá pela ação do fator de transcrição GATA3, importante tanto 
para diferenciação quanto manutenção desta população. (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 resolução de infecção por 

nematódeos, como demonstrado no modelo de infecção por Trichinella spiralis (Walker 
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and McKenzie, 2013; Angkasekwinai et al., 2017). Foi demonstrado que em outros 

sítios, como pele e pulmão, estas células produtoras de IL-9, estimuladas por alarminas, 

contribuem para resolução da inflamação local, atuando como reguladoras da resposta 

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

Também é 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 – eosinófilos e macrófagos alternativamente ativados -diminuindo 

o acumulo de lípides, bem como resistência à insulina (Brestoff et al., 2015; Spadoni et 

al., 2015). 

Outro tipo celular que está intimamente ligada as ILC2 são os eosinófilos, que também 

possuem perfil de resposta do tipo 2. Ambos tipos celulares são fortemente estimulados 

pela presença de alarminas no meio(Scanlon and McKenzie, 2012). As ILC2 

aparentemente controlam a manutenção de eosinófilos em estado homeostático ou 

inflamatório, pela secreção de IL-5(Nussbaum et al., 2013). Além disso, durante a 

inflamação IL-13 é secretada, aumentando processos de eotaxia de 

eosinófilos(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 

antineoplásicos isolados ou combinados, com a finalidade de eliminar as células 

tumorais do organismo. O tratamento quimioterápico gera efeitos tóxicos sobre as 

células tumorais, mas também afeta inúmeras células normais do organismo, 

especialmente aquelas de rápida proliferação, como as células da medula óssea e das 

mucosas em geral. Nesse contexto, a produção e circulação de células hematopoiéticas 

fica reduzida, resultando em aumento da incidência de infecções 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 inflamação e ulcerações, 

conhecido como mucosite(Sonis et al., 2004; Logan et al., 2008). 



27 

 

 

A mucosite é o efeito adverso da terapia antineoplásica afetando as mucosas. Em 

pacientes que recebem radioterapia de cabeça e pescoço, a mucosite oral têm seu efeito 

potencializado. Em regimes de condicionamento usados para transplante alogênico de 

células-tronco hematopoiéticas, em que se utiliza de altas doses de quimioterápicos, 

cerca de 75% dos pacientes desenvolve mucosite oral. O desenvolvimento dessa 

complicação pode ter um alto custo ao paciente em tratamento para o câncer pois, além 

de dor, desconforto, limitações na nutrição e maior susceptibilidade a quebra de barreira 

intestinal predispondo o paciente a infecções, pode também significar a interrupção do 

tratamento, interferindo no controle do tumor local e na sobrevida do paciente(Sonis, 

2004; Cutler et al., 2005). 

Além do prejuízo a qualidade de vida e suas consequências para a saúde dos pacientes 

o desenvolvimento deste efeito colateral também está associado a expressivo aumento 

do tempo e gastos com internações. Um estudo analisou 3 diferentes hospitais em 

Chicago (EUA) e constatou que a mucosite aumenta o tempo de hospitalização entre 5 

e 14 dias e os custos com medicação e internação aumentam em média 18.515,00 

dólares(Nonzee et al., 2008). Outro estudo, desenvolvido em Houston (EUA) aponta 

que há um aumento de cerca de 6.000,00 dólares nos gastos com tratamento(Elting et 

al., 2007). 

Na sua forma mais branda, a mucosite apresenta uma lesão eritematosa atrófica em que 

a mucosa permanece intacta. Os pacientes têm uma sensibilidade semelhante a uma 

queimadura de alimentos, que pode ser gerido de maneira relativamente fácil. Por outro 

lado, pacientes com mucosite mais grave desenvolvem ulcerações que penetram 

completamente na submucosa causando dor grave que exige analgesia com narcóticos. 

Além dos sintomas da mucosite e seu impacto na qualidade de vida, essa doença afeta 

negativamente uma variedade de outros aspectos da saúde. Uma vez que a mucosa oral 

abriga uma vasta gama de microrganismos, a perda de integridade epitelial - 

especialmente quando os pacientes são submetidos mieloablação - 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 dá em cinco fases: iniciação, regulação, 

amplificação, ulceração e cicatrização. Iniciação é a fase imediatamente após a 

exposição à radioterapia ou quimioterapia. Acredita-se que a quimioterapia e a 

radioterapia produzem espécies reativas oxigênio (ROS), radicais livres que causam 



28 

 

 

danos ao tecido e iniciam uma cascata de eventos biológicos 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 

iniciação, são produzidas moléculas, como enzimas que causam a apoptose, tendo como 

consequência uma mucosa delgada, eritematosa e dolorida (Sonis, 2004; Kanarek et al., 

2014).Durante essa sequência de eventos inflamatórios desencadeados pelos 

quimioterápicos há aumento da expressão de fatores de transcrição, como NFκB, fase 

que se denomina sinalização. Posteriormente tem-se a fase de amplificação, orquestrada 

pelo aumento da expressão de NFκB, queregula genes que controlam a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias. As quais são encontradas aumentadas no sistema 

circulatório dos pacientes. Algumas citocinas parecem ter papel fundamental no 

desenvolvimento da mucosite como IL-4, IL-18 e IL-33(Soares, Maurício, et al., 2013; 

Lima-Júnior, 2014; Guabiraba et al., 2014). 

Na fase de amplificação e sinalização, não 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 sinalização/amplificação seja a 

citocina TNF-α, um excelente ativador de NF-kB, que amplifica a inflamação (Kanarek 

et al., 2014). Essa fase pode ser definida como um feedback positivo que reforça a fase 

de amplificação, sendo fundamental para manutenção dos mediadores inflamatórios que 

culminarão no dano epitelial (Sonis, 2004; Al-Dasooqi et al., 2013). 

A evolução do processo desde a iniciação até a amplificação resulta numa quarta fase: 

ulceração. É o ponto clínico crítico da mucosite, com exposição de terminações 

nervosas, colonização da superfície da mucosa por microrganismos, os quais 

desprendem toxinas, estimulam células inflamatórias einduzem quantidade adicional de 

citocinas pró-inflamatórias. Por fim, os pacientes são capazes de chegar à quinta fase, a 

cicatrização. Eventualmente a cura ocorre e, para isto, as moléculas, como a troponina 

I, se soltam da matriz extracelular do epitélio contínuo da úlcera, gerando divisão, 

migração e diferenciação celular em uma mucosa saudável (Sonis, 2004; Chiappelli, 

2005; Al-Dasooqi et al., 2013). 
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Figura 3: Desenvolvimento da mucosite. Iniciação - consiste em danos diretos ao DNA/RNA, lesão extensa de 
tecidos, resultando na geração de espécies reativas de oxigênio, que desencadeia uma cascata de vias inflamatórias. 
Mensagem, sinalização eamplificação - ativação de uma série de vias de sinalização e fatores de transcrição, o 
mais importante NF- kB. Isto faz com que haja síntese de moléculas inflamatórias (TNF-α, IL4, IL33, IL6 e IL1β). 
Nesta fase observa-se amplificação do sinal por citocinas pró- inflamatórias, tais como TNF- α um ciclo de 
feedback positivo que reforça fase 2. Ulceração - A integridade do epitélio gastrointestinal é comprometida, 

possibilitando colonização bacteriana no local da úlcera, induzindo mais inflamação. Cicatrização - processo de 
auto resolução espontânea. (Modificado de: Sonis 2004) 

Existem poucos estudos abordando mecanismos imunológicos envolvidos com a 

mucosite, tanto em pacientes quanto em modelos animais. Apesar desta escassez, alguns 

autores já elucidaram a participação de algumas citocinas no desencadeamento da 

mucosite. 

Animais tratados com 5-FU, deficientes para IL-4, são protegidos do desenvolvimento 

da mucosite(Soares, Maurício, et al., 2013). Camundongos deficientes ou depletados 

para IL-18, tratados com irinotecano, não desenvolveram diarreia e outros parâmetros 

associados a esta condição(Lima-Junior et al, 2014).Da mesma forma, animais 

deficientes para ST2, receptor da IL-33, tratados com irinotecano, apresentaram 

mucosite menos severa e o bloqueio desta via de sinalização não prejudicou a 

citotoxicidade da droga ao tumor CT26(Guabiraba et al., 2014).Experimentos em ratos 

demonstraram por imuno-histoquímica, que o tratamento com irinotecano é capaz de 

aumentar os níveis de IL-1β e IL-6 associado a aumrntyo de expressão do fator de 

transcrição pró-inflamatório NFκB (Logan et al., 2008). 
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1.2 Doxorrubicina 

 
A doxorrubicina é uma droga da classe antraciclina, derivada de cultura de Streptomyces 

ssp. Este composto é utilizado no tratamento de muitos tipos de câncer: leucemias, 

linfomas, câncer de mama, estômago, útero, ovário, bexiga e pulmão(Cutts et al., 2005; 

Cassinelli, 2016). Até a década de 50, só havia sido descrita a ação antibacteriana das 

antraciclinas.Somente em 1960, na Itália, 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 ação destes compostos, o 

grupo italiano tratou cultura de células HeLa com estas frações, onde constataram 

potente ação citotóxica das antraciclinas. Apenas três anos depois, mediante parceria 

com instituições americanas, foramrealizados estudos clínicos utilizando a Doxo como 

agente anticarcinogênico(Cassinelli, 2016).Já a partir da década de 70 essa droga tem 

sido amplamente utilizada na clínica. 

 

 

 
Figura 4: Estrutura molecular das antraciclinas utilizadas na clínica.(A) Doxorrubicina, (B) Idarrubicina, (C) 

Daurrubicina e (D) Epirrubicina. (Modificado de: Cutts 2005)
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Tabela 1: Datas da aprovação do uso de Daunomicina e Adriamicina. (Modificado de: Cassinelli 2016) 

 

 

Apesar de haverem muitos estudos sobrea ação da Doxo, ainda não está claro qual o 

mecanismo de ação desta antraciclina. Em 1989 Bodley e colaboradores descreveram 

um dos mecanismos de ação da Doxo: quebra de DNA de fita dupla por inibição da 

Topoisomerase II. Este trabalho sugere que existem dois domínios da molécula de 

antraciclina que podem determinar algumas das propriedades biológicas desta classe de 

drogas. O primeiro está localizado na posição C-14 do anel de cromóforo e a segunda 

no nitrogênio-3' da fração daunosamina. Ambas porções são capazes de formar o 

complexo fármaco-topoisomeraseII-DNA. Consequentemente, a topoisomerase II não 

ficaestabilizada e o complexo de clivagem não é formado. Com um número crescente 

de moléculas de fármaco intercaladas, a interação pode atingir um nível de saturação e 

resultar na quebra da fita dupla de DNA. (Bodley et al. 1989; Goto 2001) 

Outro mecanismo de ação proposta para a Doxo é o dano em proteínas, DNA e 

membrana celular gerado por ROS. A doxorrubicina é oxidada para semiquinona, um 

metabolito instável, que é convertido de volta para doxorrubicina: um processo que 

libera ROS. As espécies reativas de oxigênio podem levar à peroxidação lipídica e danos 

à membrana e DNA, estresse oxidativo e desencadear vias apoptóticas de morte celular. 

(Thorn et al., 2011)
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Figura 5: Representação da farmacodinâmica da Doxorrubicina.A doxorrubicina é oxidada para a semiquinona, 
um metabólito instável, que é convertido de volta à doxorrubicina em um processo que libera espécies reativas de 
oxigênio. As espécies reativas de oxigênio podem levar a peroxidação lipídica gerando danos à membrana, ao 
DNA, estrese oxidativo e desencadeiam as vias apoptóticas da morte celular. Os genes candidatos que podem 
modular essa via envolvem aqueles capazes de reação de oxidação (NADH desidrogenases, óxido nítrico sintases, 
xantina oxidase) e capazes de desativar os radicais livres, tais como glutationa peroxidase, catalase e superóxido 
dismutase. Alternativamente, a doxorrubicina é capaz de entrar no núcleo é impedir a ação de topoisomerase-II, 
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 áreas cromossômicas abertas. A porção H2AX da histona - 

componente chave da resposta ao dano no DNA - também é destruída pelas antraciclinas 

trazendo consequências importantes para respostas de danos ao DNA, epigenéticas, 

transcrição e efeitos colaterais, dentre eles, a mucosite.(Pang et al., 2013) 

Denard e colaboradores, em 2012, descreveram outro mecanismo citotóxico da 

doxorrubicina. Segundo o grupo, a droga estimula a síntese de novo de ceramidas - 

precursor lipídico de membrana plasmática. Em resposta ao acúmulo de ceramidas, o 

fator de transcrição CREB3L1 é ativado. CREB3L1, após clivagem, é capaz de entrar 

no núcleo e ativar genes codificadores de inibidores de ciclo celular, como por exemplo 
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p21. Como consequência, a célula entra em apoptose.(Denard, Lee and Ye, 2012). 

Do ponto de vista histomorfológico, a Doxo induz morte celular, apoptose, 

especialmenteem células tronco intestinais, prejudicando o processo de renovação 

epitelial, fundamental para a manutenção das condições fisiológicas do intestino. A 

mucosite por Doxo apresenta-se de forma muito aguda com altos índices de morte 

celular em eventos iniciais da injúria, já a partir de 6 horas após inoculação da 

droga.(Dekaney et al., 2009) Camundongos deficientes para TLR2 e TLR9 apresentam 

mucosite mais branda e são mais resistentes a apoptose epitelial em modelo de mucosite 

induzida por Doxo, sugerindo um papel importante dos TLRs e da inflamação na 

indução ou ampliação da apoptosede células epiteliais com consequências naulceração 

intestinal e na translocação bacteriana(Wardill and Bowen, 2018). 

A literatura sobre a mucosite ainda é muito escassa. Não se sabe se a morte celular da 

camada epitelial do intestino é uma causa ou uma consequência da mucosite. E, apesar 

de sabermos que a mucosite é pautada em uma resposta do tipo dois, a qualidade do 

infiltrado inflamatório da lâmina própria ainda não foi estabelecida. Tão pouco o 

envolvimento de ILCs nesta patologia.Entretanto, pelo fato da mucosite ser uma 

patologia antigenicamente inexpecífica e muito aguda, faz-se relevante avaliar se as 

ILC2 teriamparticipação importante no processo imunológico envolvido na 

mucosite.Assim, nosso objetivo é elucidar mecanismos imunológicos associados a 

mucosite, a fim de compreender as diversas facetas do sistema imune frente a um 

ambiente inflamatório 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 dinâmica do processo inflamatório envolvido na mucosite 

experimental induzida por Doxorrubicina. 

 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 
✔ Analisar a cinética de alterações histopatológicas do íleo de animais acometidos pela mucosite; 

✔ Verificar a dinâmica e a qualidade do infiltrado celular durante a evolução da mucosite 

✔ Verificar o fenótipo das populações de linfócitos da lâmina própria do intestino delgado durante 

a mucosite; 

✔ Verificar o perfil cinético daexpressão de citocinas produzidas no intestino delgado de animas 

com mucosite; 

✔ Verificar a evolução da permeabilidade intestinal de animas com mucosite. 

 

✔ Testar modelos de animais geneticamente deficientes (ex. ST2 KO, GATA1KO, RAG1 KO e 

NSG KO) a fim de elucidar mecanismos imunológicos do desenvolvimento deste efeito 

adverso. 

 

✔ Verificar se pacientes sob tratamento quimioterápico tem alteração de eosinófilos 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 IL33, foram cedidos pela Dra. Ana Maria 

Caetano de Faria;já os camundongos GATA1 KO, deficiente para eosinófilos e NSG KO, 

deficientes para T, B, NK e ILCs, foram cedidos pelo Dr. Mauro Martins Texeira. Independente 

da linhagem, foi utilizado fêmeas, livre de patógenos específicos, com 6-8 semanas de idade. 

No decorrer do delineamento experimental os mesmos foram mantidos no Biotério 

Experimental Ênio Cardillo Vieira, do Departamento de Bioquímica e Imunologia. No Biotério 

Experimental os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com no máximo cinco indivíduos 

por gaiola tendo água e dieta ofertados livremente. As condições ambientais foram controladas, 

sendo ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura em torno de 28°C. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética para Experimentação Animal 

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

 

3.2 Delineamento Experimental 

 

Camundongos (BALB/c, ST2 KO, GATA1 KO,NSG KO, C57BL/6 eRAG1 KO) foram 

pesados e divididos em grupos experimentais (Tabela 1) de maneira randomizada. Os animais 

do grupo controle (Sham) receberam 100μL de solução salina por administração intraperitoneal 

(i.p.), enquanto os grupos Doxo receberam 10mg/Kg via i.p. de doxorrubina. 

A eutanásia se deu emdiversos momentos: 06 e 24 horas,3, 5 e 7 dias após a indução da 

mucositeNa eutanásia, foram retirados intestino delgado e sangue. Posteriormente, o intestino 

delgado foi dividido em partes (duodeno, jejuno distal, jejuno proximal, íleo). A porção distal 

do íleo (aproximadamente 1cm) foi congelado a -80o C para avaliação da expressãode citocinas. 

O restante do íleo foi utilizado para análises histológicas e
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morfométricas.Toda a extensão do intestino delgadofoi utilizadapara análise do perfil de 

células, por citometria de fluxo. 

3.3 Eutanásia 

 

Os camundongos foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de 0,1ml de uma solução 

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) diluídos em tampão fisiológico. 

Após anestesia geral, o sangue dos animais foi retirado pela veia axilar. Posteriormente, os 

animais foram submetidos ao deslocamento cervical e então a retirada de órgãos foi realizada. 

3.4 Análise histológica 

 

Amostras do íleo dos camundongos foram fixados em metanol/DMSO (10%) e processados 

para análise histológica. 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 lâminas 

histológicas analisadas no software ImageJ 1.49v. Foram computados 10 campos aleatórios por 

animal, tendo a integridade do tecido como fator limitante. 

3.5  Leucócitos da lâmina própria 

 

Para a realização do protocolo de retirada de linfócitos da lâmina própria foram utilizadas as 

soluções: Buffer A (HBSS (Hank`s balance salt solution) + 5%SBF (soro fetal bovino) + 

HEPES a 25mM (ácido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinoetanossulfónico)); 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 + 100μg/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 pedaços 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. Após descartar o Buffer A, pela segunda vez, os amostras foram transferidas 

para tubos falcon de 15mL, com 5mL de Buffer A, agitados em vórtex e o sobrenadante foi 

descartado. As amostras foram novamente transferidas para tubos falcon de 15mL, agora com 

10mL de Buffer B, agitadas em vórtex e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente as 

amostras foram encubadas, em falcon de 15mL contendo 5mL de Buffer C pré-aquecido 

(37oC), em homogeneizador orbital durante 15 minutos a 37oC. 

Os fragmentos de intestinos foram transferidas para tubos de fundo emU” com 5mL de Buffer 

A, agitadas vigorosamente e o sobrenadante coletado, pois nesta fração encontram-se as células 

da camada epitelial do intestino. Este procedimento é repetido e posteriormente os fragmentos 

de intestinos são cortadas em pequenos pedaços, com auxílio de tesoura cirúrgica. Após este 

passo o tecido é retornado aos tubos de fundo “U” com 5mL de Buffer A e são centrifugados 

por 7 minutos a 1500 RPM a 4oC, o sobrenadante é descartado e é adicionado 5mL de meio 

Iscov`s completo pré-aquecido a 37oC e foram encubadas em homogeneizador orbital durante 

60 minutos a 37oC. Após incubação, 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 100μm, o filtrado foi coletado e 

submetido à centrifugação novamente. O pellet foi ressuspendido em 5mL de Buffer B, os 

fragmentos de intestinos foram homogeneizados com seringa e novamente filtrados em redes 

de 70μm, o filtrado foi coletado, novamente submetido à centrifugação e o pellet ressuspendido 

em 2mL de Buffer A para contagem de células. 

A contagem do número de células viáveis foi feita em câmara de Newbawer. Foi utilizada uma 

diluição 1:2 da suspensão de células com solução de azul de trypan. Foram consideradas vivas 

as células que não foram coradas pelo corante. 

3.6 Citometria de Fluxo 

 

Células da lâmina própria previamente isoladas, de acordo com o protocolo descrito acima, 

foram submetidas a análise por citometria de fluxo com o intuito de distinguir as populações 

celulares presentes no intestino delgado durante o desenvolvimento da mucosite induzida por 

Doxo. Para isto foram utilizados painéis para identificarlinfócitos B, linfócitos T, células T 

reguladoras,células da mielóides da Imunidade Inata e Células Linfoides Inatas (ILCs). Após o 
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término das marcações os dados foram adquiridos no citômetro BD LSRFortessa utilizando o 

software BD FACSDiva e as análises realizadas com auxílio do programa FlowJo V10.1. 

3.6.1 Painel Imunidade Inata 

 

A marcação deste painel é capaz de detectar basófilos, células dendríticas, eosinófilos, 

macrófagos, monócitos, neutrófilos e NKs. Para realizar esta marcação, as células foram 

pipetadas em placa específica (1x106 células por poço), seguidas pelo mix de anticorpos 

extracelulares (50 μL), cuja quantidade dos anticorpos utilizados é descrita na tabela 3. Após 

incubação de 30 minutos, ao abrigo da luz, as células foram lavadas com 100 μL de tampão 

FACS (0,5% de albumina bovina sérica diluída em PBS), centrifugadas a 

1.500 rpm, por 10 minutos, e fixadas com 100 μL de paraformaldeído em incubação de 20 

minutos. Após uma nova lavagem, as células foram ressupendidas em 200 μL de tampão FACS 

para a realização da aquisição. 

A estratégia de gate para análise deste painel, foi iniciada a partir dos dados de tamanho e 

granulosidade (SSC-A x FSC-A) para a delimitação do gate de linfócitos, células pequenas e 

pouco granulosas, e de outros leucócitos, células de tamanho variado e maior granulosidade 

que incluem exatamente as células do sistema imune inato. Em seguida foi demarcado o gate 

de células únicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para excluir possíveis grumos celulares, e 

também o gate de time (SSC-A x TIME) para exclusão de eventuais interrupções na aquisição. 

A partir da demarcação destes três gates foi utilizada a ferramenta Boolean Gate com a opção 

Make and Gate, para gerar a interseção destas três populações. 

Considerando-se a população de linfócitos, uma nova demarcação a partir do gate de SSC-A x 

CD19 (Alexa Fluor 700) delimitou a população de linfócitos B, que é positiva para este 

marcador. Já os gates para determinação das células do sistema imune inato foram delimitados 

a partir da população de outros leucócitos. O primeiro deles, CD49 (FITC) x FC RI (PE/Cy7) 

foi capaz de distinguir duas populações: NKs (CD49+FCeRI -) e basófilos (CD49+ FCeRI +). 

A população de eosinófilos foi determinada pelo gate de CD11bint (APC) x SiglecF+ (PE-

CF594) e os neutrófilos por CD11b+ x Ly6G+ (PE). Em seguida foram analisadas as 

populações relacionadas com Ly6C (BV605) e Ly6G sendo a população negativa para os dois 

marcadores utilizada para determinação de macrófagos e células dendríticas, e a população 

Ly6C+ Ly6G- utilizada para determinação dos monócitos. Para complementar a determinação 
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dos monócitos foi realizado o gate de SSC-A x CD11b, sendo que os monócitos correspondem 

a população positiva para este marcador. Dentro da população Ly6C- Ly6G- foi delimitado o 

gate de CD11bhigh SiglecF- que determina os macrófagos, e também CD11c+ (PercP Cy5.5) 

x IAIEhigh (BV 510), que delimita as células dendríticas. A população de macrófagos foi 

submetida a uma nova análise, a partir de CD11c, considerando a população positiva para este 

marcador como macrófagos do tipo M1. 

Tabela 2:Anticorpos utilizados no painel de Imunidade Inata, de acordo com o flurocromo e a quantidade, em μL, 

para marcação de 1x106 células. 
 

Anticorpo Fluorocromo Quantidade 

(μL) 

 
CD11b (Biolegend #101211) 

 
APC 

 
 

0,01 

 
CD11c (BD Pharmingen #560584) 

 
PercP/Cy5.5 

 
 

0,03 

 
CD49 (Biolegend #108905) 

FITC  
0,25 

FC RI (Biolegend #134317) PE/Cy7 1,25 

 

IAIE (Biolegend #107635) 

 
 

BV510 

 

0,31 

 
Ly6C (Biolegend #128035) 

 
 

BV605 

 
0,15 

Ly6G (Biolegend #127607) PE 0,03 
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Figura 6: Estratégia de gate painel de Imunidade Inata.Inicialmente foram delimitadosos gates de leucócitos 
(SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A xTIME) e a partir da interseção dos mesmos foram 
determinadas as populações de NKs(CD49+ FCe RIa -), basófilos (CD49+ FCeRIa+), eosinófilos (CD11bint 
SiglecF+) eneutrófilos (CD11b+ Ly6G+). A partir do gate de Ly6C+ Ly6G-, foramdelimitados osmonócitos (SSC-
A x CD11b) e por fim, considerando Ly6C- x Ly6G- foram delimitadas aspopulações de macrófagos (CD11bhigh 
SiglecF-) e células dendríticas (CD11c+ IAIE high)
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3.6.2 Painel Células Linfoides Inatas e Linfócitos T 

 
A partir da marcação deste painel foi possível distinguir além das subpopulações de ILC (ILC 

1, 2 e 3), as células T helper e suas subpopulações (Th1, Th2, Th17) e as células T citotóxicas. 

O processo de marcação extra e intracelular ocorreu da mesma maneira descrita para o painel 

de células T reguladoras, e a quantidade dos anticorpos utilizados está descrita na tabela 5. 

Para análise das subpopulações de ILC a população de linfócitos, resultante da interseção dos 

gates de linfócitos, singlets e time, foi analisada considerando linhagem negativa (CD11b, 

CD11c, CD16, CD19, FceRI - Pacific Blue) x CD3 (Alexa Fluor 700), sendo selecionada a 

população negativa para todosos marcadores. Posteriormente, considerando SSC-A x CD45 

(BV570) foi delimitada a população CD45+, que em seguida ao ser analisada por CD127 

(BV510) x Tbet (PE) / GATA 3 (Alexa Fluor 488) / RORgt (PE-CF594), resultou, 

respectivamente, nas ILC 1, 2 e 3. 

As populações de células T também foram delimitadas a partir do gate de linfócitos, porém 

considerando as células CD3+. Em seguida foram demarcadas as populações positivas para 

CD4 (PE/Cy7) ou CD8 (PercP/Cy5.5). Dentro das células consideradas CD4+, a partir dos 

fatores de transcrição Tbet, GATA 3 e RORgt foi possível identificar as células Th1, Th2 e 

Th17 respectivamente. 
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Tabela 3:Anticorpos utilizados no painel de Células Linfoides Inatas e Linfócitos T, de acordo com o flurocromo 

e a quantidade, em μL, para marcação de 1x106 células. 

Anticorpo Fluorocromo Quantidade (μL) 

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 

#560539) 

Pacific Blue 0,01 

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 

#653807) 

Alexa Fluor 700 0,625 

RORgt (BD Horizon 

#562684) 

PE-CF594 0,07 

Tbet (Biolegend #644809) PE 0,625 
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Figura 7: Estratégia de gate painel Células Linfoides Inatas. Inicialmente foram delimitados os gates de 
linfócitos (SSC-A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da interseção dos 
mesmos a população de linfócitos resultantes foi analisada em linhagem negativa x CD3, sendo selecionada a 
população negativa para ambos os marcadores. Em seguida foi delimitada a população CD45+, que a partir do 
gate de CD127+ associado aos fatores de transcrição Tbet, GATA 3 e RORgt resultou nas populações de ILC1, 2 
e 3 respectivamente.
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Figura 8: Estratégia de gate painel Linfócitos T.Inicialmente foram delimitados os gates de linfócitos 
(SSC-A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da interseção dos mesmos 
a população de linfócitos resultante foi analisada em linhagem negativa x CD3, sendo selecionada a 
população positiva apenas para CD3. Em seguida o gate de CD4 x CD8 resultou nas células T citotóxicas 
(CD8+) e T helper (CD4+), esta última ao ser analisada pelos fatores de transcrição Tbet, GATA 3 e RORg 
t resultou nas subpopulações, Th1, Th2 e Th17, respectivamente. 
 

 

3.6.3 Painel Necrose e Apoptose 

 
A marcação deste painel é capaz de detectar necrose e apoptose em células epiteliais, células 

tronco e linfócitos. Para realizar esta marcação, as células foram pipetadas em placa específica 

(1x106 células por poço), seguidas pelo mix de anticorpos extracelulares (50 μL), cuja 

quantidade dos anticorpos utilizados é descrita na tabela 3. Após incubação de 30 minutos, ao 

abrigo da luz, as células foram lavadas com 100 μL de tampão FACS
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(0,5% de albumina bovina sérica diluída em PBS) e submetidas a incubação com 7- AAD por 

15 minutos, ao abrigo da luz. Posteriormente as células foram centrifugadas a 1500rpm por 10 

minutos e ressupendidas em solução contendo Anexina V, após esta etapa as amostras foram 

adquiridas em um prazo máximo de 15 minutos, como indica o fabricante. 

A estratégia de gate para análise deste painel foi iniciada a partir dos dados de tamanho e 

granulosidade (SSC-A x FSC-A) para a delimitação do gate de linfócitos e células grandes e 

pouco granulosas, que incluem exatamente as células do sistema imune e células epiteliais. 

Posteriormente foi demarcado o gate de células únicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para 

excluir possíveis grumos celulares, e também o gate de time (SSC-A x TIME) para exclusão de 

eventuais interrupções na aquisição. A partir da demarcação destes três gates foi utilizada a 

ferramenta Boolean Gate, opção Make and Gate, para gerar a interseção destas três populações. 

Considerando-se a população de linfócitos, uma nova demarcação a partir de CD3+ (APC Cy7) 

x CD45+ (BV570) delimitou a população de linfócitos no epitélio, que é positiva para este 

marcador. Já os gates para determinação das células do epiteliais , SSC-A x CD325+ (PE Cy7) 

e steam cells, SSC-A x Lgr-5 (PE) foram delimitados a partir da população 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 

,7AAD+ (PercpCy5.5) x AnevinV- (APC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

 

 

Tabela 4:Anticorpos utilizados no painel de Necrose e Apoptose, de acordo com o flurocromo e a quantidade, em 

μL, para marcação de 1x106 células. 

 

Anticorpo Fluorocromo Quantidade 

(μL) 

Anexina V (Biolegend 

#640920) 

APC 2,5 

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 linfócitos (SSC-
A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da interseção dos mesmos a população 
de linfócitos resultante foi analisada em CD45 x CD3, sendo selecionada a população duplo positiva. Dentro desta 
população delimitamos o gate Anexina V x 7AAD para análise dos eventos de morte celular. A partir do boolean 
gate analisamos Lgr5 x CD326, onde stem cells são apenas Lgr5+, células epiteliais são apenas CD326+, também 
analisamos a população intermediária Lgr5+ CD326+. Dentro desses gates selecionamos Anexina V x 7AAD para 
análise dos eventos de morte celular.
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3.6.4 Painel Proliferação 

 
A marcação deste painel é capaz de detectar proliferação em células epiteliais, células tronco e 

linfócitos. Para realizar esta marcação, as células foram pipetadas em placa específica (1x106 

células por poço), seguidas pelo mix de anticorpos extracelulares (50 μL), cuja quantidade dos 

anticorpos utilizados é descrita na tabela 3. Após incubação de 30 minutos, ao abrigo da luz, as 

células foram lavadas com 100 μL de tampão FACS (0,5% de albumina bovina sérica diluída 

em PBS) e submetidas a incubação com 7- AAD por 15 minutos, ao abrigo da luz. 

Posteriormente as células foram centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos e ressupendidas em 

solução contendo Anexina V, após esta etapa as amostras foram adquiridas em um prazo 

máximo de 15 minutos, como indica o fabricante. 

A estratégia de gate para análise deste painel foi iniciada a partir dos dados de tamanho e 

granulosidade (SSC-A x FSC-A) para a delimitação do gate de linfócitos e células grandes e 

pouco granulosas, que incluem exatamente as células do sistema imune e células epiteliais. 

Posteriormente foi demarcado o gate de células únicas ou singlets (FSC-H x FSC-A), para 

excluir possíveis grumos celulares, e também o gate de time (SSC-A x TIME) para exclusão de 

eventuais interrupções na aquisição. A partir da demarcação destes três gates foi utilizada a 

ferramenta Boolean Gate, opção Make and Gate, para gerar a interseção destas três populações. 

Considerando a população de linfócitos, uma nova demarcação a partir de CD3+ (APC Cy7) x 

CD45+ (BV570) delimitou a população de linfócitos no epitélio, que é positiva para este.Já os 

gates para determinação das células do epiteliais, SSC-A x CD325+ (PE Cy7) e steam cells, 

SSC-A x Lgr-5 (PE) foram delimitados a partir da população total. Posteriormente às 

populações delimitadas, foi delimitada a parcelas de células em proliferação, SSC-A x Ki-67 

(Alexa 488). 
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Tabela 5: Anticorpos utilizados no painel de Proliferação, de acordo com o flurocromo e a quantidade, em μL, 

para marcação de 1x106 células. 

 

Anticorpo Fluorocromo Quantidade (μL) 

Ki-67 (Biolegend # 350508)  

Alexa 488 

2,5 

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 10: Estratégia de gate painel Morte celular.Inicialmente foram delimitados os gates de linfócitos (SSC-
A x FSC-H), singlets (FSC-H x FSC-A) e time (SSC-A x TIME) e a partir da interseção dos mesmos a população 
de linfócitos resultante foi analisada em CD45 x CD3, sendo selecionada a população duplo positiva. Dentro desta 
população delimitamos o gate SSC-A x KI-67 para análise dos eventos de proliferação celular. A partir do boolean 
gate analisamos Lgr5 x CD326, onde stem cells são apenas Lgr5+, células epiteliais são apenas CD326 +. Dentro 
desses gates selecionamos SSC-A x KI-67 para análise dos eventos de proliferação celular.
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3.6.5 Painel Sorting 

 
A marcação deste painel tem o intuito de fazer separação de um populações específicas: T e 

ILC2s. Para realizar esta marcação, as células foram pipetadas em tubos Falcon de 15mL e a 

marcação de deu de acordo com o número de células adquiridas, cuja quantidade dos anticorpos 

utilizados é descrita na tabela 3. Após incubação de 30 minutos, ao abrigo da luz, as células 

foram lavadas com 100 μL de tampão FACS (0,5% de albumina bovina sérica diluída em PBS) 

e foram levadas ao FACS Aria II 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 μL, 

para marcação de 1x106 células. 
 

Anticorpo Fluorocromo Quantidade 

(1x106) 

CD11b (Biolegend #101223) PE 0,25 

CD11c (Biolegend #117321) PE 0,25 

CD16 (BD Horizon 

#560539) 

PE 0,01 

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 Análise da expressão gênica 

 
Para avaliar a expressão de citocinas no intestino delgado, foi extraído 1cm do íleo distal, 

colocado em tubo eppendorf livre de RNase e congelado a -70oC até o momento do uso. Antes 

da realização da análise, o tecido precisou ser submetido a diversos procedimentos, iniciando 

com a extração de RNA, seguido de síntese de cDNA, para possibilitar então a quantificação 

da amplificação do cDNA por qPCR (reação quantitativa em cadeia da polimerase). 

3.7.1 Extração de RNA 

 
Para a extração de RNA, inicialmente uma pequena porção distal do íleo associado a 1 mL de 

trizol (TRI reagente, Sigma-Aldrich #T9424) foi submetido a maceração por homogeneizador 

de tecidos. Foram adicionados 200 μL de clorofórmio (CHCl3) seguido de agitação vigorosa 

por 30 segundos, incubação a temperatura ambiente por cinco minutos e centrifugação a 13.000 

rpm, 4°C por 15 minutos. A fase superior resultante da centrifugação, foi transferida para outro 

eppendorf contendo 500 μL de isopropanol (C3H8O) e os líquidos misturados por inversão 

durante um minuto. Para auxiliar a precipitação do RNA, os tubos foram incubados a -70°C por 

90 minutos. 

Ao término do período de incubação, 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 centrifugação 

nas mesmas condições, porém por 10 minutos. Após a repetição do processo de lavagem, os 

eppendorfs permaneceram abertos para evaporação de todo o etanol restante. Por fim, para 

ressuspensão do pellet foi acrescido ao tubo 30 μL de água livre de RNase. Para facilitar a 

dissolução do pellet na água, os tubos foram incubados em banho maria, a 55oC por 10 minutos. 

A concentração do RNA, em ng/μL, foi mensurada a partir da leitura em espectrofotômetro 

(Spectrophotometer ND-1000). Para evitar degradação, o RNA permaneceu armazenado a -

70oC até a síntese do cDNA.
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3.7.2 Síntese de cDNA 

 
A síntese de cDNA ocorreu a partir da transcrição do RNA em cDNA por meio da ação da 

transcriptase reversa (M-MLV RT). Inicialmente um micrograma de RNA foi diluído em 5 μL 

de água livre de RNase, e a esta diluição foi adicionado ainda 0,5 μL de Oligo (dT) 15 primer 

(Promega #C1101). Este homogenato permaneceu no termociclador (PTC-100TM, MJ 

Research, Inc) a 72oC por 5 minutos. 

Na etapa seguinte, sem retirar os tubos do termociclador foi acrescido um mix contendo: 2 μL 

de tampão 5x de M-MLV, 0,5 μL de M-MLV RT (Promega #M1705), 0,5 μL de dNTP Mix 

(Promega #U1515), 0,1 μL de inibidor de ribonuclease (Promega #N2511) e 0,25 μL de água. 

Os 42oC, seguido de aquecimento a 72oC por 15 minutos e resfriamento a 4oC. Após retirar os 

tubos do termociclador, houve diluição do cDNA formado a partir da adição de 90 μL de água 

livre de RNase. O cDNA obtido foi armazenado a -20oC até a realização de qPCR. 

3.7.3 Amplificação do cDNA por qPCR 

 

2 μL de cDNA foram pipetados, em duplicata, na placa específica para qPCR, seguido de 13 

μL do mix, que inclui: 0,2 μL de primer foward, 0,2 μL de primer reverse, 3 μL de 5x HOT 

FIREPol Eva Green qPCR Supermix (Solis BioDyne #08-36-00001) e 9,6 μL de água. Para 

garantir a homogeneização, a placa foi centrifugada a 2.000 rpm por um minuto. 

A leitura foi realiza em máquina especializada (StepOnePlusTM Real Time PCR System) de 

acordo com o seguinte ciclo: 95oC por 12 minutos, 95oC por 15 segundos, 60oC por 30 

segundos e 72oC por 30 segundos (estas últimas três etapas repetidas por 45 vezes), além da 

curva de dissociação. A análise inicial foi realizada por meio do programa StepOne Software 

(v2.3) que é associado a máquina de qPCR.Os resultados foram obtidos em Ct (threshold cycle), 

que indica o ciclo em que o limiar de detecção da fluorescência da amostra foi alcançado pelo 

aparelho. Para a realização da análise da expressão do gene alvo, inicialmente os valores de 

amplificação foram normalizados em relação aos valores do gene constitutivo GAPDH 

(gliceraldeído 3- fosfato desidrogenase), gerando valores de Ct. Em seguida foi calculado o 

valor de 2- Δ ΔCt, no qual ΔCt corresponde a diferença entre o valor de Ct da amostra e média 

de Ct do grupo controle e Ct corresponde à diferença do Ct da amostra e o Ct do 

calibrador (grupo de referência). A curva de dissociação também foi analisada e indicou a 

obtenção de apenas um único produto de amplificação, aferindo confiabilidade a leitura. A 

Tabela 8 indica a sequência de nucleotídeos dos primers utilizados. 
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]Tabela 7:Sequência de nucleotídeos dos primers utilizados para qPCR 

Gene Primer Foward Primer Reverse 

ZO-1 CCA GCT TAT GAA AGG GTT 

GTT C 

TCC TCT CTT GCC AAC TTT 

TCT C 

Ocludina ATG TCC GGC CGA TGC 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-17ª TTTAACTCCCTTGGCGCAAA

A 

CTTTCCCTCCGCATTGACAC 

TGF CTCCCGTGGCTTCTAGTGC GCCTTAGTTTGGACAGGATC

TG 

TNF CCCTCACACTCAGATCATCT

TCT 

GCTACGACGTGGGCTACAG 

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATT

TG 
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3.8 Teste de permeabilidade intestinal 
 

A permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuração da radioatividade difundida no 

sangue após administração de ácido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m 

(99mTc) (Viana et al., 2010). Após 3 ou 7 diasda indução da mucosite, todos os camundongos 

receberam 0,1mL da solução de DTPA conjugada com 18,5 mebequerel (MBq) de 99mTc, por 

gavagem. Quatro horas depois, todos os animais foram anestesiados para coleta de 300μL de 

sangue em EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), que foram acondicionados em tubos 

apropriados para determinação de radioatividade. Os dados são obtidos em % de dose, 

utilizando a seguinte equação: %Dose = (cpm de sangue/cpm da dose administrada) x 100; onde 

cpm representa contagens por minuto. 

3.9 Análise estatística 

 
As medidas realizadas foram comparadas, estatisticamente, através da análise de variância 

(ANOVA), utilizando o teste de Tukey para calcular a significância entre os grupos. O Teste t 

de Student foi também utilizado para comparações entre dois grupos experimentais. Foi 

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

 

4.1 O tratamento com Doxorrubicina causa perda de peso,aumento 

da permeabilidade intestinal einduz alterações na arquitetura do 

intestino com ulcerações compatíveis com mucosite 

Para estudar a evolução da imunopatobiologia da mucosite, desenvolvemos um protocolo com 

dois time points de sacrifício. Camundongos BALB/cfêmeas com idade de 6-8 semanas foram 

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

Após a administração 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 recuperação a partir do nono dia. (Figura 12A). Não observamos 

encurtamento ou alongamento do intestino delgado dos animais acometidos pela mucosite em 

relação ao grupo sham, nem sangue visível nas fezes ou diarreia. 

A perda da monocamada epitelial do intestino gerada por quimio e radioterápicos gera aumento 

da permeabilidade intestinal. Logo, nosso próximo passo foi averiguar quais os efeitos da 

administração de Doxo neste parâmetro. Para tanto, administramos o complexo 

DTPA99mTcpor gavagem e, após 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 está aumentada, mas retorna ao nível do grupo normal, 

no sétimo dia (Figura 12B). 

Paralelo ao aumento da permeabilidade intestinal, analisamos também a expressão de RNA 

para duas tight junctions muito importantes para a integridade do epitélio no intestino delgado: 

ZO-1 e ocludina. Assim como na histologia e permeabilidade intestinal, no terceiro dia de 

mucosite a expressão destas tight junctions está 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 está preservada sem ulcerações, bem como altura de vilo e profundidade de cripta. 

Abaixo da camada epitelial, observamos a lâmina própria 
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– GALT. Na porção distal do íleo encontra-se a camada muscular que envolve o intestino. 

Observamos à histopatologia que o tratamento com Doxo causa lesões multifocais com perda 

da camada epitelial apresentando áreas de destruição e encurtamento de vilosidades, 

encurtamento da profundidade da cripta ulcerações (Figura 12H) especialmente no terceiro dia 

após o tratamento. No sétimo dia de mucosite a camada epitelial já está reestabelecida e altura 

de vilo e profundidade de cripta retornaram ao nível do grupo sham (Figura 12I).
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Figura 11: : Mucosite experimental em camundongos BALB/c. (A) Variação de peso dos animais durante os 7 
dias de acompanhamento.Os animais foram divididos em dois grupos, Naïve (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 
mensuração da radioatividade difundida no sangue dos camundongos após 4 horas da administração de ácido 
dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m (99mTc).(C,D) Expressão de ZO-1 e Ocludina. A 
expressão das tight junctions ZO-1 e Ocludina no íleo foram feitas por qPCR. (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, I) Histologia do íleo Sham, 3 e 7 dias pós mucosite. No corte representado pela 
letra G observamos a arquiterura normal do íleo, com criptas com profundidade (linha preta – porção inferior) e 
altura de vilo (linha preta – porção superior) dentro dos padrões de normalidade, com a monocamada de células 
epiteliais intacta. Em H temos um corte representativo do terceiro dia após o tratamento com Doxo, observamos 
uma área de ulceração (indicado pela seta preta) – perda da camada epitelial intestinal- evento característico da 
mucosite, com porções não acometidas pelo efeito colateral. Em I temos um corte representativo do sétimo dia 
após o tratamento com Doxo. A análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, 
para comparação de todos os grupos entre si. Letras e símbolos diferentes representam diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05).
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4.2 O tratamento com Doxorrubicina induz morte das células 

presentes na monocamada epitelial do intestino e interfere na taxa 

proliferativa 

É sabido que a Doxo é uma droga de ação citotóxica inespecífica. Tendo isto em vista, nosso 

próximo passo foi investigar os padrões de morte celular e proliferação na monocamada 

epitelial do intestino delgado, foco da mucosite murina, por Citometria de fluxo. Para tanto, 

extraímos a camada epitelial, como descrito no tópico 4.5, marcamos as células epiteliais 

(CD326+), as stem cells (Lgr5+) e as T intraepiteliais (CD45+ CD3+). A marcação de morte 

células se fez com Anexina V e 7AAD, onde apoptose precoce é Anexina V+ 7AAD-, apoptose 

tardia Anexina V+ 7AA+ e necrose Anexina V- 7AAD+. A taxa proliferativa foi estudada 

através da marcação do fator de transcrição Ki-67. 

Observamos as células epiteliais tem acentuada morte célular, por apoptose, nas primeiras horas 

após inoculação da Doxo. A partir do terceiro dia até o sétimo, a taxa de necrose se dá muito 

acentuda nos animais com mucosite, refletindo uma mudança no perfil da morte celular. 

Entretanto, no sétimo dia já retorna aos níveis 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 então retorna progressivamente aos níveis 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 inflamação amplamente descrito na literatura. 

Em contrapartida, as stem cells tem queda acentuada já nas primeiras seis horas, retorna aos 

níveis de proliferação 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 proliferação das células da camada epitelial intestinal durante a 
mucosite.Representação gráfica de apoptose precoce (Anexina V+ 7AAD-), apoptose tardia (Anexina V+ 7AAD+) 
e necrose (Anexina V- 7AAD+), bem como células vivas (Anexina V- 7AAD-). A análise estatística foi realizada 
pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Letras diferentes 
representam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

 

 

4.3 A mucosite altera o perfil de células da lâmina própria para uma 

inflamação do tipo 2 

A migração de células inflamatórias para tecido em processo de morte celular é um evento 

comprovado na imunologia. Entretanto, não há trabalhos que descrevam com detalhes a quais 

células se direcionam ao sítio inflamatório da mucosite, nem sua dinâmica. Neste contexto 

realizamos análises de citometria de fluxo, com o intuito de caracterizar as populações de 

células residentes na lâmina propria de camundongos com mucosite. Tendo em vista que a 

mucosite é um processo inflamatório agudo, investigamos as populações celulares em tempos 

precoces (6 e 24 horas), no pico da inflamação (3 dias) e na resolução (5 e 7 dias). 

Observamos aumento de eosinófilos (CD11b+ SinglecF+) progressivo já nas primeiras 

24 horas pós inoculação da Doxo. Neutrófilos (CD11b+ Ly6G+) tem um comportamento 

ondular, onde há 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 após inoculação de Doxo e seus níveis vão diminuindo até que no quinto 

dia se encontram equiparáveis ao grupo sham (Figura 14A). 

Ao investigarmos as ILCs, observamos que as ILC1 (Lin- CD56- CD45+ CD127+ Tbet+) só 
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apresentam aumento apenas no sétimo dia após inoculação 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 tendência de aumento já nas primeiras 24 horas, 

não há diferença estatística entre os grupos. As ILC3 (Lin- CD56- Cd45+ CD127+ RORꝩt+), por 

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

As células T apresentaram pouca diferença entre os tempos investigados. Os resultados mais 

proeminentes foram diminuição de Th1 com 24 horas, diminuição de Th2 no sétimo dia e sutil 

aumento de Th17 no terceiro dia de mucosite (Figura 14C). 

 

 
 

 
Figura 13: Perfil de células imunes inatas da lâmina própria no decorrer da mucosite.Representação gráfica da 
imunofenotipagem por citometria de fluxo de (A) eosinófilos (CD11b+ SinglecF+), neutrófilos (CD11b+ Ly6G+), 
Células Dendríticas (Ly6G+CD11c+IAIE+) respectivamente da lâmina própria do intestino delgado. (B) ILC1 
(Lin- Tbet-), ILC2 (Lin- GATA3+) e ILC3 (Lin- RORgt+) (C) Th1 (CD3+ CD4+ Tbet+), Th2 (CD3+ CD4+ 
GATA3+), Th17 CD3+ CD4+ RORgt+). A análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA, seguido pelo teste 
de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Letras diferentes representam diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) 
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4.3 A Doxorrubicina induz expressão de citocinas do tipo 2 

 

Realizamos análise do perfil de expressão de citocinas no íleo de camundongos acometidos ou 

não pela mucosite, por qPCR. Quanto às alarminas, que poderiam estimular uma resposta 

associada a ILC2, IL-33 não apresentou diferença em sua expressão (Figura 15A), já IL-25 

apresentou picos com seis horas, três e sete dias de mucosite (Figura 15B). TSLP apresenta 

aumento com seis horas, diminuição no terceiro dia e ligeiro aumento no quinto retornando aos 

níveis do grupo Sham no sétimo dia (Figura 15C). 

Ao invertigarmos as citocinas, percebemos que IL-22 aumenta os níveis de expressão nas 

primeiras seis horas, retorna para os níveis do Sham com 24 horas, no terceiro dia tem queda 

acentuada, mas retorna novamente aos níveis do grupo Sham no sétimo dia (Figura 15D). A IL-

4 tem expressão diminuída com seis horas, mas parece buscar o retorno aos níveis fisiológicos 

entre 24 horas e cinco dias, mas retorna aos níveis do grupo Sham no sétimo dia de 

mucosite(Figura 15E). A IL-5 encontra-se diminuída com seis e 24 horas, aumenta a expressão 

com três dias e retorna para os níveis 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 níveis do grupo Sham (Figura 15G). A Anfirregulina 

tem sutil queda nas primeiras horas da mucosite, queda no terceiro dia e retorna aos níveis do 

grupo Sham já no terceiro dia (Figura 15H). 

 
 

 
Figura 14: Expressão de citocinas no decorrer da mucosite. O íleo dos camundongos dos grupos Naïve, Doxo 
3dias e Doxo 7dias foram retirados, pesados, homogeneizados em trizol para retirada de mRNAs e convertidos em 
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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 qPCR. A análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA, seguido 
pelo teste de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Símbolos diferentes representam diferenças 
estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

4.4  Neutrófilos tem papel secundário no desenvolvimento da 

mucosite 

A fim de investigar o papel dos neutrófilos na patobiologia da mucosite, utilizamos dois 

modelos: um inibidor alostérico, não competitivo, para CXCR1/2, que impede a migração de 

neutrófilos para o sítio inflamatório e anti-Ly6G (1A8), um anticorpo que depleta os neutrófilos 

circulantes. Utilizamos camundongos C57BL/6 fêmeas, entre 6-8 semanas, e os 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 administração i.p. de Doxo 

(10mg/Kg). 

Os animais tratados apenas com Doxo apresentaram intensa perda de peso nos dois primeiros 

dias, retornando ao nível do grupo sham no terceiro dia e decaindo novamente a partir do quarto, 

sendo esta queda mais expressiva no sexto e sétimo dias. Já camundongos com mucosite e 

tratados com DF 2162 recuperam o peso no terceiro dia e mantiveram este perfil até o dia 7 

(Figura 16B). 

Análise do perfil de ILCs na lâmina própria destes animais no terceiro dia de mucosite, 

demonstram que DF 2162 aumenta substancialmente os níveis de ILC2 no intestino delgado 

tanto em relação ao grupo sham, quanto ao Doxo 3 dias (Figura 16D). Outra subpopulação que 

encontra-se aumentada neste grupo, no terceiro dia, são 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 duração total de 7 dias, onde nos dias 
-1, 0, 2, 4, 5 e 6 os animais foram tratados com a droga DF, a mucosite foi induzida no dia 0 por administração i.p. 
de Doxo (10mg/Kg). A eutanásia se deu em dois tempos: 3 e 7 dias. (B) Variação de peso dos animais durante os 
7 dias de acompanhamento. Os animais foram divididos em dois grupos, Naïve (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 lâmina própria. Dotplots representativos 
da porcentagem de ILC1, ILC2 e ILC3, respectivamente. A análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA, 
seguido pelo teste de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Símbolos diferentes representam 
diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 
 

Camundongos C57BL/6 (6-8 semanas) fêmeas 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 após 3 e 7 dias de mucosite os mesmos 

foram eutanasiado. Observamos na Figura 17A, que o tratamento com 1A8 não foi capaz de 

reverter o quadro de perda de peso durante a mucosite. Na Figura 17B, temos a representação 

gráfica da contagem de neutrófilos no esfregaço sanguíneo e onde fica claro que este anticorpo 

é capaz de diminuir significativamente o número sistêmico de neutrófilos. A figura 17C traz os 

dados de permeabilidade intestinal, onde o tratamento com 1A8 traz ligeira melhora deste 

parâmetro apenas no sétimo dia, mas apresenta o mesmo fenótipo com três dias, ponto mais 

agudo da mucosite, quando analisamos a permeabilidade intestinal, observamos que o 

tratamento não traz uma melhora significativa deste parâmetro. A análise da qualidade do 

infiltrado inflamatório, analisado por citometria de fluxo, da lâmina própria neste contexto 

(Figura 17 E, F, G, H, I) revela acentuada queda na presença de neutrófilos no intestino, quando 

comparado com animais que não foram submetidos ao tratamento com 1A8. Ao analisarmos o 

perfil de eosinófilos, percebemos animais inoculados com 1A8 tem alta frequência desta célula 

no terceiro dia de mucosite. Análise das ILCs revelaram que o tratamento com anti-Ly6G 
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aumenta os níveis de ILC1 e ILC3, mas não altera as proporções de ILC2. Cortes histológicos 

(Figura 17 J, K, L, M, N e O) demonstram que a depleção de neutrófilos traz ligeira melhora na 

arquitetura do intestino, evitando um encurtamento tão expressivo das vilosidades. 

 

 

 

Figura 16: : Mucosite experimental em camundongos C57BL/6 submetidos a tratamento com 1A8.Camundongos 
C57BL/6 foram submetidos ao protocolo experimental com duração total de 7 dias, onde nos dias -2, 0, 1, 4 e 6os 
animais foram tratados com 1A8, a mucosite foi induzida no dia 0 por administração i.p. de Doxo (10mg/Kg). A 
eutanásia se deu em dois tempos: 3 e 7 dias. (A) Variação de peso dos animais durante os 7 dias de 
acompanhamento. Os animais foram divididos em dois grupos, Naïve (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) Esfregaço sanguíneo.Tratamento com anti-Ly6G causou depleção de neutrófilos 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 após a indução da mucosite. 
Quatro horas após a gavagem, o sangue dos camundongos foi coletado em EDTA para determinar a 
radioatividade.(D, E, F, G, H) Imunofenotipagem na lâmina própria.Gráfico representativos da porcentagem de 
neutrófilos, eosinófilos, ILC1, ILC2 e ILC3, respectivamente.Histologia representativa mostra melhora mais 
rápida da arquitetura intestinal em camundongos tratados com 1A8. Íleo 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 
análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparação de todos os 
grupos entre si. Símbolos diferentes representam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

4.5 Camundongos deficientes em eosinófilos são protegidos da 

mucosite induzida por Doxorrubicina 

Ao analisarmos o perfil de células imunes na lâmina própria de animais acometidos 

tratados com Doxo, observamos aumento de eosinófilos 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 GATA1 KO, deficientes para eosinófilos, 

inoculamos Doxo (10mg/Kg) i.p., pesamos os animais diariamente e coletamos órgãospara 

análise no terceiro e sétimo dia de mucosite. Observamos que os camundongos GATA1 KO 

não apresentaram perda de peso, indicando uma boa resistência aos efeitos da mucosite (Figura 

18A). Este fato se reflete também na preservação da permeabilidade intestinal, onde 

observamos que os animais deficientes para eosinófilos 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), não apresenta alterações na arquitetura da mucosa(Figura 18C). Condizente com 

este fato, estes animais não apresentam alteração na expressão de Ocludina, mas diminuem 

progressivamente a de ZO-1 (Figura 18D). Ao invertigarmos os parâmetros morfométricos, 

observamos que estes camundongos apresentam, mais uma vez, alterações limiares com 

diminuição sutil do tamanho das vilosidades apenas no terceiro dia (Figura 18F). A análise da 

expressão das citocinas não apresentou diferença para o grupo Sham. Esses dados demonstram 

que os eosinófilos parecem contribuir com a fisiopatologia da mucosite.. 
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Figura 17: : Alterações clínicas, histológicas e de citocinas em camundongos GATA1 KO durante a mucosite. 
(A) Evolução do peso do GATA1 KO durante a mucosite induzida pela doxorrubicção. (B)Permeabilidade 
intestinal.A permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuração da radioatividade difundida no sangue dos 
camundongos após 4 horas da administração de ácido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m 
(99mTc).(C) Histologia do íleo de animais BALB/c e GATA1 KO grupos Sham, 3 e 7 dias pós mucosite. (D) 
Expressão de tight junctions: A expressão das tight junctions ZO-1 e Ocludina no íleo foram feitas por qPCR.(G) 
Análise da expressão de citocinas IL-33, IL-25, TSLP, IL-4 e IL-9.A análise estatística foi realizada pelo teste 
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Símbolos diferentes 
representam diferenças 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 família IL-1 e seu receptor é o ST2.Esta proteína é 

armazenadano núcleo das células endoteliais e células epiteliais dos tecidos de barreira(Scott et 

al., 2018). Após o dano celular, a IL-33 é liberada no espaço extracelular e funciona como uma 

alarmina, que alerta o sistema imunológico da necessidade de criar uma inflamação do tipo 2, 

desempenhandoassim um papel crítico na imunidade inata tipo 2(Salimi et al., 2013). Tendo 

em vista que a mucosite se define por uma inflamação 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, único 

mecanismo descrito de ação dessacitocina (Gautier et al., 2016), inoculamos Doxo (10mg/Kg) 

i.p., pesamos os animais diariamente e coletamos órgãos para análise no terceiro e sétimo dia 

de mucosite. 
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Observamos que os camundongos ST2 KO apresentaram perda de peso semelhante ao WT 

(BALB/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 contrário do grupo WT, os camundongos ST2 KO 

apresentaram um atraso na normalização da permeabilidade, apresentando ainda níveis 

levemente aumentados no sétimo dia de mucosite (Figura 19B). 

A análise dos cortes histológicos reflete o dado de permeabilidade intestinal. Animais WT 

apresentam áreas de ulceração multifocais no terceiro dia após inoculação da Doxo, mas 

retornam a morfologia normal do intestino (monocamada epitelial intacta) no sétimo dia. 

Entretanto, animais com deficiência de sinalização do eixo IL-33/ST2 apresentam aind algumas 

áreas de ulceração no sétimo dia de mucosite. 

A análise da expressão de tight junctions não revelou alteração de ZO-1, mas apresentou 

aumento de Ocludina apenas no terceiro dia (Figura 19D). Os parâmetros morfométricos 

analisados revelaram que no terceiro dia há proeminente encurtamento dos vilos e diminuição 

da profundidade de cripta que se sustenta ainda no sétimo dia, corroborando com as outras 

análises realizadas (Figura 19E). Quanto ao perfil de citocinas, verificamos uma diminuição 

progressiva de IL-4, já IL-9 tem queda acentuada no terceiro dia e uma certa recuperação no 

sétimo, mas não retorna aos níveis do grupo Sham. 

 

 
 

 
Figura 18: Alterações clínicas, histológicas e de citocinas em camundongos ST2 KO durante a mucosite. (A) 
Evolução do peso do ST2 KO durante a mucosite induzida pela doxorrubicção. (B)Permeabilidade intestinal.A 
permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuração da radioatividade difundida no sangue dos 
camundongos após 4 horas da administração de ácido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m 
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(99mTc).(C) Histologia do íleo de animais BALB/c e ST2 KO grupos Sham, 3 e 7 dias pós mucosite. (D) 
Expressão de tight junctions: A expressão das tight junctions ZO-1 e Ocludinano íleo foram feitas por qPCR.(G) 
Análise da expressão de citocinas IL-33, IL-25, TSLP, IL-4 e IL-9.A análise estatística foi realizada pelo teste 
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Símbolos diferentes 
representam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 
 

 

 

4.7 Camundongos deficientes em linfócitos T e B apresentam perfil 

da mucosite semelhante ao WT 

Uma vez que a mucosite é pautada por uma resposta do tipo 2, nosso próximo passo foi 

investigar o papel do sistema imune adquirido na suafisiopatologia. A fim de respondermos 

esta pergunta, utilizamos camundongos RAG1 KO, que apresentam deficiência em células T e 

B, inoculamos Doxo (10mg/Kg) i.p., pesamos os animais diariamente e coletamos órgãos para 

análise 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 evolução 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 níveis do grupo Sham no sétimo, bem como o controle de selvagem. 

Os cortes histopatológicos (Figura 20G) demonstram que a evolução 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 análise da expressão das citocinas 

demonstrou que IL-25 aumenta no sétimo dia durante a mucosite no grupo WT, enquanto que 

no RAG1 KO não apresenta diferença, já TSLP diminui no KO e não altera no selvagem. Já 

IL-33, IL-4 e IL-9 não apresentaram diferenças entre selvagens e RAG1 KO (Figura 20H, K, 

L). 
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Figura 19: Alterações clínicas, histológicas e de citocinas em camundongos RAG1 KO durante a mucosite.(A) 
Evolução do peso do RAG1 KO durante a mucosite induzida pela doxorrubicção. (B)Permeabilidade intestinal.A 
permeabilidade intestinal foi determinada pela mensuração da radioatividade difundida no sangue dos 
camundongos após 4 horas da administração de ácido dietilenotriaminopentacético (DTPA) com tecnécio 99m 
(99mTc).(C) Histologia do íleo de animais C57BL/6 e RAG1 KO grupos Sham, 3 e 7 dias pós mucosite. (D) 
Expressão de tight junctions: A expressão das tight junctions ZO-1 e Ocludina no íleo foram feitas por qPCR.(G) 
Análise da expressão de citocinas IL-33, IL-25, TSLP, IL-4 e IL-9.A análise estatística foi realizada pelo teste 
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Símbolos diferentes 
representam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

 

4.8 Linfócitos inatos (ILC) são fundamentais para

 a sobrevivência a mucosite experimental 

A análise do perfil da mucosite em camundongos deficientes para células T e B, ou seja, nos 

RAG1 KO, demonstrou que o sistema imune adquirido tem função marginal na patologia ou 

resolução desta inflamação. Tento isto em vista e sabendo da importância da resposta do tipo 2 

na mucosite e que recentemente foi descrito uma nova população de células imunes inatas, 

ILCs, com ação sobreposta às células T, nosso próximo passo foi investigar se há uma relação 

direta entre a mucosite e as ILCs. Para tanto, utilizamos de camundongos deficientes em Rag1 

e na cadeia gama dos receptores de citocinas (que causa deficiência nos receptores de IL2 e 

IL7), também conhecidos como nod-scid- gamma (NSG) KO. Tais animais têm ausência de 

células T, B, NK e ILCs. Eles foram inoculados com Doxo (10mg/Kg) i.p., pesados diariamente 
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e os órgãos foram coletados para análise no terceiro e sétimo dia de mucosite. 

Os animais NSG KO demonstraram-se extremamente susceptíveis à mucosite, com intensa 

perda de peso (Figura 21A) e óbito de 100% dos animais entre o quarto e sétimo dia após 

inoculação da Doxo (Figura 21B). Cortes histológicos foram realizados no terceiro dia de 

mucosite e revelam expressivo encurtamento dos vilos e perda da arquitetura das criptas (Figura 

21D). Já a análise de permeabilidade intestinal, não revelou diferença entre as linhagens de 

animais nesse ponto (Figura 21C). 

 

 

 

 
Figura 20: Alterações clínicas e histológicas em camundongos NSG KO durante a mucosite. (A) Evolução do 
peso do NSG KO e do tipo selvagem BALB / c durante a mucosite induzida pela doxorrubicina. (B) Curva de 
sobrevida de camundongos NSG KO tratados e não tratados com doxo. (C) Permeabilidade intestinalde NSG KO 
e BALB / c 3 e 7 dias após a mucosite do tipo selvagem. (D) Histologia (HE) do íleo representativo do NSG KO 
Sham e 3 dias pós (10x). 

 

 

4.9 Transferência adotiva de ILC2 para camundongos NSG KO 

diminui taxa de mortalidade e mantém monocamada epitelial do 

intestino 

O fenótipo extremamente agressivo da mucosite nos animais NSG KO levantou a hipótese de 

que as ILC2, as ILCs mais fortemente aumentadas durante a mucosite, seriam de suma 

importância para a manutenção da integridade do epitélio durante a inflamação aguda causada 

pela Doxo. A fim de confirmar esta hipótese, realizamos transferência 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, há aumento expressivo desta população no decorrer da 

mucosite e estas células já estariam primadas em resposta a mucosite. Realizamos a eutanásia 

destes animais no quinto dia após inoculação da Doxo, onde ocorre o maior pico de ILC2, 

retiramos o intestino delgado destes animais, extraímos os leucócitos da lâmina próprio e 

fizemos o sortingdas células no FACS Aria II.As ILC2foram, então, 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 órgãos foram coletados para análise 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 transferência 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 histológicos revelaram que os animais que NSG KO 

+ Doxo tem perda completa do epitélio intestinal, com grave ulcerações, deixando a lâmina 

própria completamente exposta. Já os animais NSG KO + ILC2 + Doxo, apesar de apresentarem 

vilosidades encurtadas, sustentaram a monocamada epitelial (Figura 22C). 

Realizamos citometria de fluxo na lâminaprópria dos animais a fim de comprovamos a 

efetividade da transferência adotiva de células, bem como que estas foram capazes de proliferar 

no intestino dos animais aceptores. 

 

 
Figura 21: Alterações clínicas e histológicas em camundongos NSG KO com transferência adotiva de ILC2.(A) 
Evolução do peso de camundongosNSG KO tratados com doxorrubicina com ou sem transferência adotiva de 
ILC2. (B) Curva de sobrevida de camundongos NSG KO tratados com doxo com ou sem transferência adotiva de 
ILC2. (C) Histologia (HE) do íleo representativo de camundongos tratados com NSG doxo com ou sem 
transferência adotiva de ILC2 (10x).(D, E, F) Análise de Citometria de fluxo porcentagens de ILC1, ILC2 e ILC3, 
respectivamente, na lâmina própria de camundongos NSG KO. 
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4.10 Pacientes que desenvolvem mucosite tem alteração nas 

populações de eosinófilos e ILCs 

A mucosite é um fator limitante do tratamento com quimioterápicos e ainda hoje 

existem poucas maneiras de controle e nenhum tratamento efetivo para esta condição, a não ser 

a suspensão da quimioterapia e a espera pela resolução espontânea do caso. O extremo 

desconforto para o paciente aliado ao prejuízo ao tratamento configura a mucosite como 

importante alvo de estudo. Muitos trabalhos são realizados em modelos experimentais, mas 

ainda não houve um estudo que fizesse um paralelo entre os modelos murinos e o aspecto 

imunológico dos pacientes. Nosso próximo passo foi averiguar se os dados que encontramos 

em camundongos refletem a fisiopatologia da mucosite humana. 

Em parceria com o Hospital das Clínicas da UFMG, coletamos amostras de sangue de 

pacientes em tratamento de mieloablação para transplante de medula óssea que desenvolveram 

sintomas da mucosite. A primeira coleta se deu quando os pacientes começavam a se queixar 

de desconforto para deglutição, a segunda cinco dias após a primeira coleta e a terceira após 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 início dos sintomas os pacientes possuem aumento de ILC1 e de 

eosinófilos, contraposto a uma diminuição de ILC2. No sétimo dia de mucosite o aumento de 

ILC1 e eosinófilos se mantém e há também aumento de ILC3 e ILC2 continuam diminuídas em 

relação aos parâmetros encontrados após a recuperação dos pacientes (Figura 23A). 

 

 
Figura 22: Perfil de células imunes inatas em PBMCs de pacientes no decorrer da mucosite.Representação gráfica 
da imunofenotipagem por citometria de fluxo de(A) ILC1 (Lin- Tbet-),(B) ILC2 (Lin- GATA3+),(C) ILC3 (Lin- 
RORgt+) e(D) eosinófilos (CD11b+ SinglecF+), A análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA, seguido 
pelo teste de Tukey, para comparação de todos os grupos entre si. Letras diferentes representam diferenças 
estatisticamente significativas (p<0,05).



74 

 

 

5 Discussão 

 
A mucosite é uma doença marcada pela inflamação e desenvolvimento de úlceras na mucosa 

de todo o trato gastrintestinal, com aumento da expressão de diversas citocinas e mediadores 

pró-inflamatórios (Sonis, 1998; Paris et al. 2001; Soares et al. 2012; Kanarek et al. 2014). No 

modelo murino de mucosite, o órgão mais acometido costuma ser o íleo (Gawish, 2013; 

Guabiraba et al., 2014). Em pacientes, esse dano à mucosa intestinal pode gerar dor com perda 

de apetite, diminuição da absorção 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 inflamatório associado a mucosite, até o 

presente momento, uma investigação detalhada sobre a dinâmica do infiltrado inflamatório não 

havia sido realizada. Poucos trabalhos avaliaram a participação do sistema imune no 

desenvolvimento ou resolução desta inflamação(Soares, Maurício, et al., 2013; Soares, Mota, 

et al., 2013; Guabiraba et al., 2014; Kanarek et al., 2014; Wardill and Bowen, 2018). Mais raros 

ainda são os estudos da área que investigaram o que ocorre nas primeiras horas após inoculação 

de quimioterápicos. Acreditamos que nossos dados trazem uma nova perspectiva sobre a 

organização e participação do sistema imune no contexto da mucosite. 

Inicialmente, procuramos estabelecer uma perspectiva geral de parâmetros clínicos e 

histológicos no modelo experimental da mucosite induzida pela Doxo. Observamos intensa 

perda de peso, que se inicia já nas primeiras horas após o tratamento, mas com o pior cenário 

no terceiro dia e recuperação total no nono. A permeabilidade intestinal se encontra elevada no 

terceiro dia, mas retorna aos níveis normais no sétimo, acompanhado de alteração na expressão 

de tight junctions. Análises de cortes histológicos demonstraram que a mucosite induzida por 

Doxo leva a encurtamento dos vilos e diminuição da profundidade de cripta com áreas 

multifocais de ulceração no terceiro dia. Entretanto, no sétimo dia estes parâmetros são 

restaurados. Estes dados revelam o quão aguda é a inflamação instaurada durante a mucosite, 

sugerindo um papel importante do sistema imune inato no controle da morte celular da 

monocamada epitelial. 

Análises de morte celular, por citometria de fluxo, demonstraram intensa morte do epitélio 

intestinal nas primeiras seis horas após inoculação de Doxo e sutil alteração em stem cells 

(Figura 12A). Entretando, as células T intraepiteliais se demonstraram mais susceptíveis a 

morte celular.Ao investigarmos a proliferação destas subpulações, observamos intensa 

diminuição da taxa proliferativa de stem cells nas primeiras seis horas após inoculação de Doxo. 

As lesões epiteliais causadas pela quimioterapia se dão pelo fato de que os quimioterápicos são 

drogas citotóxicas, com ação inespecífica, que atingem células de alta taxa proliferativa. O 
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intestino tem renovação da monocamada epitelial a cada cerca de cinco dias e este processo se 

dá através da diferenciação 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 renovação epitelial, contribuindo para 

ulcerações multifocais correspondentes a mucosite. Células T intraepiteliais estão idealmente 

posicionadas para realizar a vigilância 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 

ulcerações na monocamada epitelial, deixam o intestino em processo de mucosite um sítio com 

alto potencial de infecção. Este dado ajuda a entender o elevado potencial de sepse durante a 

manifestação da mucosite. 

Até o presente momento ainda não há estudos atrelando algum subtipo celular imune ao 

desenvolvimento ou progressão da mucosite. Investigamos, por citometria de fluxo, a qualidade 

do infiltrado inflamatório na lâmina própria em diversos tempos após a inoculação da Doxo. 

Observamos aumento de eosinófilos, neutrófilos e DC (Figura 13A). As células dendríticas são 

apresentadoras de antígeno profissionais e atuam como sentinelas no corpo, onde ao 

identificarem um corpo estranho automaticamente se organizam a fim de apresentar antígeno 

para células T e orquestrar uma resposta imune robusta frente ao antígeno encontrado 

(Banchereau et al., 2000). Estes antígenos podem ser provenientes da dieta, de patógenos e 

também células próprias que passaram por processo de morte celular. O aumento das DC nas 

primeiras horas após inoculação de Doxo pode ser dar devido a intenso aumento de DAMPs 

(Nace et al., 2012), resultado da intensa morte de células epiteliais neste período. 

Neutrófilos, que também encontram-se aumentados até o terceiro dia de mucosite, são 

tipicamente os primeirosleucócitos a serem recrutados para um local inflamatório e são capazes 

de eliminar patógenos por três mecanismos distintos: fagocitose, degranulação de proteínas 

proteolíticas e liberação de NETs (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Esta subpopulação do 

sistema imune inato é recrutada para o sítio inflamatório através da liberação de quimiocinas, 

sabe-se que eosinófilos, quando estimulados, produzem altos níveis destas e recrutam grande 

quantidade de neutrófilos para o sítio inflamatório (Loktionov, 2019). Durante a mucosite, as 

ulcerações na monocamada epitelial, além de aumentarem a permeabilidade intestinal, também 

a deixa mais susceptível a translocação epitelial, neutrófilos respondem prontamente a 

infecções bacterianas e este fato pode explicar o aumento desta população nesta fase inicial da 

mucosite. 

Eosinófilos são leucócitos pró-inflamatórios, que em um estado fisiológico, têm baixa 

porcentagem circulante no sangue, mas amplamente presentes na lâmina própria do trato 

gastrointestinal (Hogan, Waddell and Fulkerson, 2013). Observamos um aumento nos níveis 

desta população já nas primeiras 24 horas de mucosite. Alarminas, citocinas liberadas devido a 

dano celular, como TSLP, IL-25 e IL-33, promovem eosinofilia, induzindo a produção de IL-
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5(Rosenberg, Dyer and Foster, 2012).A ação citotóxica de eosinófilos se dá por degranulação, 

onde liberam proteínas proteolíticas que geram intenso dano tecidual e exacerbam a 

inflamação(Gleich, 2000). Seu aumento durante o processo de mucosite, pode estar atrelado a 

um significativo aumento da translocação bacteriana e também ao aumento das alarminas, 

devido ao intenso dano tecidual. 

Após analisarmos a qualidade do infiltrado inflamatório no contexto da mucosite, nosso 

próximo passo foi investigar as alterações na expressão de citocinas no intestino no decorrer da 

inflamação. A mucosite é caracterizada por uma inflamação aguda do trato gastrointestinal, 

sabe-se que quando há morte celular há a liberação 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 expressão destas moléculas no íleo de animais com mucosite (Figura10 

A, B, C). Observamos aumento significativo das alarminas IL-25 e TSLP, mas não 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, liberação 

dessas citocinas associadas ao dano. O fato de não termos observado aumento significativo de 

IL-33 neste contexto pode se explicar pelo fato de investigarmos a expressão desta proteína e 

não a proteína propriamente dita. Por outro lado, a IL-33 pode não ser relevante na inflamação 

gerada pela Doxo, mas relevante em outros modelos de mucosite. 

A fim de compreendermos os mecanismos envolvidos na patogênese da mucosite, investigamos 

também a expressão da IL-22, citocina de papel dúbio podendo participar tanto no contexto 

inflamatório, quanto de reparo tecidual(Rutz, 2013). Observamos intenso aumento da IL-22 nas 

primeiras 6 horas após inoculação 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, aIL-22age para fortalecer as funções de barreira epitelial e está envolvidatanto na 

homeostase dos tecidos como no reparo tecidual ecicatrização(Rutz, 2013). Portanto, podemos 

especular que o aumento desta citocina a partir do terceiro dia de mucosite possa estar associado 

ao mecanismo de reparação, ou healing, do epitélio intestinal. 

A análise do infiltrado inflamatório revelou intensa presença de células com perfil de resposta 

do tipo 2, como eosinófilos e ILC2. Portanto, investigamos também a expressão de citocinas 

do tipo 2. Para nossa surpresa, observamos intensa queda da IL-4 nas primeiras 24 horas após 

a inoculação de Doxo que retorna aos níveis do grupo sham no sétimo dia (Figura10E). 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 não investigaram a expressão ou a secreção de IL-4 neste contexto inflamatório e 

segundo a literatura, no contexto de asma alérgica, IL-4 inibe apoptose e promove recrutação 

de eosinófilos para o sítio inflamatório(J. and L., 2001), além disso ausência de IL-4 também 
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diminui os níveis de IL-5, o que prejudica a ativação e migração de eosinófilos (Foster et al., 

1997). Em contra partida, IL-5 tem extrema queda com seis horas, mas intenso aumento em sua 

expressão entre 24 horas e 3 dias (Figura 14F). Sabemos que a IL-5 é uma potente citocina 

ativadora de eosinófilos, esta citocina foi reconhecida como o principal fator de maturação e 

diferenciação para eosinófilos em camundongos e humanos (Kouro and Takatsu, 2009), 

portanto o aumento desta citocina corrobora com os altos níveis de eosinófilos no infiltrado 

inflamatório 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 expressão de IL-9 e anfirregulina (Figura 

14 G eH). Observamos intensa diminuição de IL-9 nas primeiras 24 horas após inoculação de 

Doxo, porém já no terceiro dia há retorno aos níveis do grupo sham. IL-9 é uma citocina pouco 

estudada, sabe-se de sua participação no desenvolvimento da asma alérgica aumentando a 

expressão de muco(Erpenbeck et al., 2003), no desenvolvimento de colite ulcerativa, através da 

sinalização por STAT3/SOCS3(Tian et al., 2018), mas também possui ação 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 inflamação e diminuir 

significativamente os sintomas da colite (Yuan et al., 2015).Esta citocina também pode atuar 

como fator de crescimento para mastócitos, linfócitos T e células hematopoiéticas, além disso 

é capaz de sustentar os níveis de ILC2, promovendo controle de infecção helmíntica pulmonar 

(Turner et al., 2013). Por outro lado, a expressão de anfirregulina encontra-se diminuída entre 

as primeiras horas até o quinto dia, mas retorna aos níveis do grupo sham no sétimo. Esta 

citocina está intimamente atrelada a regeneração tecidual. Sabe-se que esta é capaz de aumentar 

a expressão de fator de crescimento epidermal (EFG) (Plowman et al., 1990) e polarizar 

macrófagos para um perfil M2, associado a cicatrização(Patel et al., 2009; Chen et al., 2012). 

Interessantemente, o ponto de maior queda de anfirregulina coincide com o tempo onde há 

também perda de peso mais acentuada e maior área de ulcerações da mucosa. 

Esta primeira análise de parâmetros imunológicos no decorrer do desenvolvimento da mucosite 

nos fez investigar mais a fundo a participação de alguns subtipos celulares nesta inflamação: 

neutrófilos, eosinófilos, T e ILCs. Quando utilizamos o inibidor alostérico DF2162, observamos 

redução na perda de peso, acompanhado por aumento significativo de ILC2 (Figura 16). ILC2 

são capazes de promover healing tecidual quando apresentam perfil do tipo Th9 (Rauber et al., 

2017), portanto o efeito protetor da depleção de neutrófilos neste contexto, parece estar mais 

atrelado ao aumento da frequência de ILC2 do que propriamente a ausência de neutrófilos. Não 

sabemos se a o DF2162 possui uma atividade de indução de ILC2 instrínsica ou extrínseca, mas 

o efeito dessa droga na mucosite parece independente da redução de migração de neutrófilos, 

embora mais estudos sejam necessários para determinar seu efeito. Já o tratamento com 1A8, 



78 

 

 

anticorpo anti-Ly6G que depleta neutrófilos de forma específica, não foi eficaz paraalterar a 

perda de peso, mas aumentou levemente os níveis de eosinófilos e não alterou os de ILC2. À 

histopatologia, parece haver uma discreta proteção do epitélio intestinal (Figura 16).Sabe-se 

que neutrófilos são células de alto potencial de causar dano tecidual e sua ação é capaz de 

aumentar o processo inflamatório local (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Portanto, a retirada 

desta célula do ambiente inflamado por si só pode ser capaz de diminuir o dano tecidual. Visto 

que a depleção de neutrófilos, bem como o impedimento da migração desta célula, não foi 

eficaz para o controle da mucosite, concluímos que esta população tem ação marginal na 

patologia da mucosite. 

Os eosinófilos estão intimamente ligados a uma resposta do tipo 2 representam alto potencial 

de causar dano tecidual através de degranulação, além de secretarem citocinas pró-inflamatórias 

(Woodruff et al., 2011; Klion, 2017), podendo exacerbar uma inflamação do tipo 2. A fim de 

investigarmos o papel de eosinófilos na patologia da mucosite, utilizamos camundongos 

GATA1 KO, deficientes para esta célula (Yu et al., 2002). 

Observamos que animais GATA1 KO são refratários a mucosite (Figura 13). Não apresentaram 

perda de peso, e apenas um aumento discreto da permeabilidade intestinal no terceiro dia de 

mucosite. À histopatologia, não apresentaram alterações significativas, nem na expressão de 

citocinas, sejam alarminas ou inflamatórias. Tais resultados indicam que os eosinófilos tem 

importante função na patologia da mucosite, exacerbando os efeitos citotóxicos da Doxo, 

aumentando os mediadores locais da inflamação.Estes resultados abrem perspectiva para o 

desenvolvimento de tratamento para mucosite, por exemplo, utilizando anti-IL-5 a fim de inibir 

a participação de eosinófilos na mucosite. 

O uso de terapias anti-IL-5 tem sido empregada para o tratamento de asma. Por exemplo, a 

asma severa eosinofílica é uma doença pautada no aumento exacerbado de eosinófilos no 

pulmão, que geram intensa inflamação. Para tratar esta condição, estão sendo utilizados 

tratamento com anti-IL-5 e anti-IL-5R (Busse et al., 2018). O uso destes compostos reduz a 

migração de eosinófilos para o sítio inflamatório e gera intensa melhora no quadro, reduzindo 

pela metade a taxa de exacerbações da asma nos pacientes, melhorando significativamente o 

fluxo respiratório (Ha et al., 2017). Estes dados abrem a perspectiva do uso destes 

medicamentos para o controle da mucosite em pacientes sob tratamento com quimioterápicos. 

A IL-33 é uma proteína muito importante, que pode atuar como fator de transcrição, 

aumentando a produção de citocinas pró inflamatórias, e quando liberadas no meio extracelular 

atua como alarmina (Matta et al., 2014). O eixo IL-33/ST2 é muito importante na sinalização 

de eosinófilos (Travers and Rothenberg, 2015), bem como em ILC2(Mortha and Burrows, 

2018). Estas duas células apresentam íntima relação, ondeos níveis de IL-5 são mantidos por 

células ILC2 residentes em tecidos periféricos. Células ILC2 secretam IL-5 constitutivamente 
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e são induzidas a co-expressarem IL-13 durante a inflamação do tipo 2, resultando em produção 

localizada de eotaxina e acúmulo de eosinófilos(Nussbaum et al., 2013). A fim de entendermos 

melhor a participação desta via de sinalização na mucosite, utilizamos camundongos ST2 KO 

(Cullinan et al., 1998). Observamos que os animais ST2 KO não apresentam diferença na 

evolução do peso em relação ao WT. Entretando, mantém a permeabilidade intestinal 

aumentada ainda no sétimo dia de mucosite, dados de morfometria e os cortes histológicos 

revelam que estes camundongos apresentam encurtamento de vilo e ulcerações multifocais até 

o sétimo dia, enquanto que os animais WT neste tempo, já retornaram os parâmetros para os 

níveis 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 IL33 é capaz de 

induzir a produção de citocinas do tipo 2, como IL-4 e IL-13, mas também IL-9 (Lu et al., 

2015). A via de sinalização IL-33/ST2 na literatura está associada ao aumento da inflamação, 

como na inflamação hepática onde ela induz o recrutamento de ILC2 que induzem a formação 

de fibrose (Weiskirchen and Tacke, 2016). Também está envolvida na patogênese da asma 

alérgica, aumentando eotaxia(Chan et al., 2019) e na progressão de câncer colorretal, 

aumentando os níveis de Treg ST2+ no tumor, aceleração do crescimento do mesmo(Zhou et 

al., 2018). Por outro lado, outros estudos apontam um papel anti-inflamatório desta cascata em 

modelo de colite ulcerativa por TNBS, através da ativação de TLR4(Wang et al., 2019).Estudo 

em modelo murino de mucosite, por CPT-11, demonstrou que camundongos ST2 KO são 

protegidos da mucosite(Guabiraba et al., 2014), possivelmente, segundo os autores, pela 

redução da migração de neutrófilos para o sítio inflamatório. Entretanto, como demonstramos 

anteriormente, a retirada de neutrófilos do contexto da mucosite, apesar de diminuir os sinais 

de inflamação e ter um melhor prognóstico da doença, é uma célula de ação marginal no 

contexto da mucosite. Por outro lado, Guabiraba et al. não investigaram a dinâmica de 

eosinófilos neste modelo. A diferença de resultados também pode ser creditada ao modelo, 

CPT-11 versus Doxo. Dados preliminares de nossos colaboradores sugerem que IL-33 parece 

ser importante no modelo de mucosite por 5-FU. Desta forma, a participação da sinalização 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 restauração 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 ausência de células T e B 

não altera as manifestações 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 relação 

ao WT, no sétimo retorna aos níveis do sham, não há alteração na expressão de tight junctions, 

nos parâmetros morfométricos, ou na expressão 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 linfócitos não participam ativamente da patologia induzida por Doxo, 

investigamos então a participação dos linfócitos 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 relação ao WT e 

100% de letalidade até o sétimo dia de mucosite, acompanhado intenso aumento da 

permeabilidade intestinal e diminuição expressiva do tamanho das vilosidades. Este resultado 

releva que as ILCs são fundamentais para sobrevivência dos camundongos durante a mucosite. 

As ILCs são células do sistema imune, que não reconhecem antígenos, em contra partida, esta 

população responde, prontamente, as alterações das citocinas presentes no meio (Almeida and 

Belz, 2016). ILC2 expressam GATA3 e portanto montam uma resposta do tipo 2 (Serafini, 

Vosshenrich and Di Santo, 2015). Entretanto o tipo de citocinas que vão expressar depende dos 

fatores que a estimularam. Por exemplo, as ILC2 são capazes de expressar citocinas típicas de 

uma resposta Th9, como a IL-9 (Roediger and Weninger, 2015), se forem estimuladas por IL-

25 (Angkasekwinai et al., 2017). Esta subpopulação de ILC está envolvida no desenvolvimento 

de diversas patologias, como obesidade, onde via IL-33 promove o beiging dos 

adipócitos(Brestoff et al., 2015) e asma, aumentando a expressão de IL-5 e IL-13 levando a um 

pior prognóstico do quadro(Scanlon and McKenzie, 2012). Entretanto, também há estudos que 

atrelam as ILC2 na resolução de infecção parasitológica intestinal (Angkasekwinai et al., 2017), 

na resolução e preservação do epitélio respiratório durante a infecção por influenza vírus 

(Monticelli, 2012), tratamento com IL-33 aumenta os níveis de ILC2 e promove resolução da 

inflamação do tecido epitelial epidermal (Rak et al., 2016). 

Como os animais ST2 KO e NSG KO tiveram uma manifestação da mucosite muito intensa, 

levantamos a hipótese de que as ILC2 são importantes para o controle da inflamação durante a 

mucosite induzida por Doxo. Para comprovarmos esta hipótese, purificamos ILC2 utilizando 

os marcadores de superfície ST2 e CD127, bem como Lin- (NK1.1, CD11c, CD11b, CD3, 

CD19, Ly6G) para exclusão das demais populações.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 não transferidos. Além disso, cortes histológicos post mortem dos animais 

não transferidos, revelaram que há perda total da monocamada epitelial nestes camundongos. 

Em contra partida, animais transferidos com ILC2 tiveram manutenção da monocamada 

epitelial. Estes dados sugerem que as ILC2 são fundamentais para a integridade do epitélio, 

especulamos que este fato se dá pela secreção de IL-9 e manutenção dos níveis de anfirregulina. 

Ambas citocinas aumentam fatores de crescimento importantes para renovação do epitélio neste 

contexto inflamatório. 
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Modelos murinos são de fundamental importância para o entendimento das patologias. 

Entretanto, estes estudos servem como embasamento para posterior aplicação clínica, para tanto 

é necessário estabelecer uma correlação entre os eventos observados em camundongos e o que 

ocorre no humano. Neste intuito, em colaboração com o Hospital das clínicas da UFMG, 

coletamos PBMCs de pacientes que desenvolveram mucosite durante tratamento de ablação 

para transplante de medula. 

Após a extração de leucócitos do sangue, investigamos por citometria de fluxo, a porcentagem 

de ILCs e eosinófilos. As coletas se deram em três momentos, entre 2-3 dias após início dos 

sintomas (fase inicial), entre 5-7 dias após o início dos sintomas (pico do quadro clínico) e 

depois que o paciente se recuperou da mucosite. Nossos dados demonstram que há aumento 

significativo de eosinófilos, enquanto há diminuição de ILC2 e aumento de ILC3 na fase aguda 

da mucosite. Este fato corrobora com os dados obtidos em camundongos, onde eosinófilos são 

importantes para a inflamação e ILC2 tem ação protetora. 
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6 Conclusão 

 

Nossos dados sugerem que a resposta do tipo 2 desencadeada por eosinófilos está associada a 

piora da mucosite, em contra partida ILC2 promovem manutenção 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 utilização de inibidores 

de eosinófilos e promotores de ILC2. 
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