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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecto-contagiosa, granulomatosa de evolugéo crénica,
causada pelo Mycobacterium leprae. A introducdo da poliquimiterapia pela
Organizacdo Mundial da Saude em 1981, resultou na cura de milhdes de individuos
infectados pelo bacilo, no entanto ela ainda € considerada endémica e negligenciada
em paises como o Brasil. A industria farmacéutica ndo tem mostrado interesse em
investir na pesquisa de novos farmacos, porém novas opc¢les terapéuticas séo
importantes para o controle da endemia. Uma das alternativas de terapia para
infeccbes que sdo causadas por microrganismos intracelulares € o bloqueio de ferro.
Este metal tem grande importancia na replicacdo dos patdgenos no hospedeiro entéo,
0 uso de quelantes para a reducdo da carga parasitaria € uma das possibilidades
estudadas. Um dos compostos utilizados como quelante do ferro € o mesilato de
desferroxamina (DFX), que tem atividade antimicrobiana e vem sendo estudado no
tratamento de diversas doencas como a talassemia. O maltolato de gélio também é
um quelante capaz de se ligar ao ferro, competindo em sua via metabdlica. O objetivo
do estudo foi avaliar o efeito do DFX, administrado sozinho ou em associa¢cdo com o
maltolato de gélio, na replicagcdo do Mycobacterium leprae em modelo experimental
murino. Os camundongos infectados foram divididos em trés grupos (controle, DFX e
DFX + galio) e o tratamento teve inicio 60 dias apos a inoculagcdo sendo administrado
por 90 dias. Os animais receberam racdo com restricdo de ferro e agua ad libitum. A
suspensao do maltolato de galio (150mg/kg) foi administrada diariamente via oral por
gavage. O DFX foi aplicado por via intraperitoneal na concentracdo de 10 mg/kg, uma
vez por semana durante cinco semanas. Os camundongos foram eutanasiados ap0s
150 e 240 dias apoés inoculagdo. Em relacdo ao primeiro tempo de eutanasia (150
dias), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de bacilos
recuperados entre o controle e os animais tratados; apos 240 dias, houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre o niumero de bacilos recuperados entre o
grupo controle e os animais tratados com DFX e DFX + galio oral (p<0,0088 e
p<0,0032 respectivamente). Os resultados mostraram que o uso de quelantes de ferro
como o DFX e o gélio oral ndo impediram a replicagdo do bacilo, mas contribuiram

para a diminuicdo da quantidade recuperada (carga bacilar).

Palavras-chave: Hanseniase 1. Mycobacterium leprae 2. Mesilato de desferroxamina

3. Galio 4. Replicagao 5.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious, contagious, granulomatous disease of chronic evolution,
caused by Mycobacterium leprae. The introduction of multidrug therapy by the World
Health Organization in 1981 resulted in the cure of millions of individuals infected by
the bacillus, however it is still considered endemic and neglected in countries like
Brazil. The pharmaceutical industry has not shown interest in investing in the research
of new drugs, but new therapeutic options are important for controlling the endemic
disease. One of the therapy alternatives for infections that are caused by intracellular
microorganisms is iron blockade. This metal is of great importance in the replication of
pathogens in the host, so the use of chelators to reduce the parasite load is one of the
possibilities studied. One of the compounds used as a iron chelator is desferrioxamine
mesylate (DFX), which has antimicrobial activity and has been studied in the treatment
of various diseases such as thalassemia. Gallium maltolate is also a chelator capable
of binding to iron, competing in its metabolic pathway. The objective of the study was
to evaluate the effect of DFX, administered alone or in association with gallium
maltolate, on the replication of Mycobacterium leprae in a murine experimental model.
Infected mice were divided into 3 groups (control, DFX and DFX + gallium) and
treatment started 60 days after inoculation and was administered for 90 days. The
animals received iron-restricted chow and water ad libitum. The suspension of gallium
maltolate (150mg/kg) was administered orally daily by gavage. DFX was applied
intraperitoneally at a concentration of 10 mg/kg, once a week for five weeks. The mice
were euthanized after 150 and 240 days after inoculation. Regarding the first time of
euthanasia (150 days), there was no statistically significant difference between the
number of bacilli recovered between the control and treated animals; after 240 days,
there was a statistically significant difference (p<0.05) between the number of bacilli
recovered between the control group and the animals treated with DFX and DFX + oral
gallium (p<0.0088 and p<0.0032 respectively). The results showed that the use of iron
chelators such as DFX and oral gallium did not prevent the bacillus from replicating,

but contributed to a decrease in the amount recovered (bacillary load).

Keywords: Leprosy 1. Mycobacterium leprae 2. Gallium 3. Desferrioxamine mesylate

4. Replication 5.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros casos de hanseniase relatados no Brasil sdo da época da
colonizacdo e, provavelmente, a doenca foi trazida para as Américas pelos
colonizadores espanhois, portugueses e escravos africanos. A manutencdo da
doenca é um problema de saulde publica que se d& pelas condigbes sanitarias
desfavoraveis e a caréncia de recursos econémicos enfrentados por grande parte da

populacéo brasileira. *

E uma doenca infectocontagiosa e de evolugdo lenta causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae). O bacilo fica localizado de preferéncia na pele e
nas células de Schwann e é um parasita intracelular obrigatorio, principalmente de
macréfagos. Sua reproducdo acontece por fissdo binaria e s&@o considerados
organismos Gram-positivos e alcool-acido resistentes (BAAR) quando submetidos a

coloracédo pelo método de Ziehl-Neelsen. %34

Uma das caracteristicas marcantes do bacilo € a de néo se reproduzir em meios
de cultura artificiais ou celulares, o que a torna um grande obstaculo para o avanco
em estudos relacionados a microbiologia do patégeno. Porém, em 1960, Charles
Shepard demonstrou pela primeira vez a multiplicacdo do M. leprae, fora do organismo
humano, em coxim plantar de camundongos imunocompetentes, inoculados com

suspensdo de bacilos obtido de paciente ndo tratado. °

A padronizac¢do da técnica de inoculacao (técnica de Shepard) foi um marco na
pesquisa do bacilo e da doenca, propiciando um importante avan¢co em estudos,

especialmente na area de terapéutica e resisténcia medicamentosa. &7

O M. leprae se propaga pelo meio ambiente por meio das vias &reas superiores
de uma pessoa que esteja infectada e sem tratamento, e isso pode afetar pessoas

que sejam predispostas a essa doenca. 2

Sua manifestagdo acontece por meio de sintomas e sinais
dermatoneuroldgicos, afetando pele e o0s nervos periféricos, olhos, méos e pés,
podendo levar a deformidades e incapacidades fisicas. Essas condicbes modificam
diversos parametros na vida de uma pessoa com hanseniase, seja ele, sociais,
emocionais e psicologicos e quando associados prejudicam a qualidade de vida dos

pacientes acometidos pela doenca. 8



O diagnostico da hanseniase é realizado, principalmente, por meio de exame
clinico dermato-neuroldgico para identificacdo de lesdes/areas da pele com alteracfes
de sensibilidade e/ou nervos periféricos. Entretanto, um dos exames laboratoriais que
pode auxiliar no diagnostico € o de raspado intradérmico (baciloscopia) considerado
de facil execucdo, baixo custo e pouco invasivo. Outros exames como histopatologia,
eletrofisioldgicos, teste rapido imunocromatografico para detec¢éo de anticorpos IgM
para M. leprae e PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) também auxiliam no
diagnéstico diferencial de outras doencas dermatoneurologicas, casos suspeitos de

recidiva e tratamento. %10.11

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2020
foram registrados no mundo 127.396 casos novos da hanseniase, sendo que destes,
17.979 foram no Brasil. A diminuigdo no nimero de casos diagnosticados acredita-se
gue esteja associada a pandemia da Covid-19 e o isolamento social imposto. Além
disso, os servicos de saude ficaram sobrecarregados, priorizando atendimentos de
urgéncia/emergéncia. 12, O diagndstico tardio da hanseniase é um problema grave
pois aumenta o risco de o paciente ja apresentar algum grau de incapacidades fisicas.

A implantag&o da poliquimioterapia (PQT) em 1981 pela OMS foi um dos mais
importantes avancos técnicos na histéria do controle da doenca, contribuindo
drasticamente para queda da prevaléncia da hanseniase. O Brasil, por meio da
Coordenacédo Nacional do Programa de Hanseniase, adotou a PQT/OMS como o
Unico tratamento para os doentes de hanseniase apenas em 1991. 1314, O tratamento
varia de acordo com a forma clinica da doenca sendo que, para 0s pacientes que
apresentam a forma paucibacilar (PB) a duracdo € de seis meses e para 0S

multibacilares (MB) a duracdo é de doze meses. !

O esquema terapéutico é composto pela associacao de trés antimicrobianos —
rifampicina (RFP), dapsona (DDS) e clofazimina (CLO) — a qual denominamos de
Poliquimioterapia Unica (PQT-U). Essa associagdo diminui o risco de o bacilo
desenvolver resisténcia medicamentosa, 0 que ocorre com frequéncia quando se
utiliza apenas uma droga, impossibilitando a cura da doenca. Além disso, a PQT atua
prevenindo as deformidades e incapacidades fisicas que a doenca costuma

apresentar durante a evolugéo. !



A DDS exerce efeito bacteriostatico sobre o bacilo que age por meio da
competicdo com o acido paraaminobenzdico (PABA), fazendo com que ocorra uma

queda ou bloqueio da sintese do &cido félico, inibindo o crescimento bacteriano. 1°

A RFP é um derivado piperazinico da rifampicina SV extraida do Streptomyces
mediterranei. Possui um efeito altamente bactericida atuando seletivamente sobre a
enzima RNA polimerase, unindo-se a esta de forma n&o covalente, produzindo uma
mudanca de conformacdo, inativando-a e consequentemente bloqueando a sintese
do RNA mensageiro. Devido a sua poderosa acéo bactericida contra o M. leprae, a

eficacia da PQT é grandemente dependente dessa droga. 16

A CLO também tem efeito bactericida, porém com menos intensidade, ligando-
se preferencialmente ao DNA do bacilo. Sua atividade de acdo é a desintegracédo do
DNA bacteriano, levando a apoptose, isso por conta da ativacao da fosfolipase A2
bacteriana e assim tem a liberacdo de lisofosfolipidios que é téxico para as
micobactérias. Exibe alguma atividade antiinflamatdria clinicamente importante no
controle do eritema nodoso hansénico, no entanto, seu mecanismo de acao exato &

desconhecido. 1/

De acordo com a OMS?!8, a ofloxacina (OFLO) é uma droga utilizada como
substitutiva naqueles casos em ha resisténcia medicamentosa. Porém a utilizacao
dessa droga em excesso e irregular pode levar a quadros de resisténcia também para

o M. leprae. A OFLO é antibi6tico bactericida e pertence a classe das fluoroquinolonas.
19

A minociclina tem ac&o bactericida e faz parte do grupo das tetraciclinas. E uma
droga utilizada como substitutiva no esquema terapéutico. Tem funcéo de inibir a
sintese proteica por ligacdo com os ribossomos dos bacilos. Sua eficacia é maior

guando combinada com a dapsona e a rifampicina. 202

A hanseniase é considerada uma doenca negligenciada devido a sua
prevaléncia em pessoas com baixas condi¢cdes socioecondémicas. Por esse motivo, a
industria farmacéutica nao tem interesse em investir na pesquisa de novos farmacos
e as agéncias de fomento a pesquisa nao tem aberto chamadas com apoio financeiro

a projetos nesta linha de investigacéo. 22. No entanto, a busca por novos farmacos é
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muito importante para o controle da endemia e também para aqueles casos em que 0

bacilo é resistente ao esquema padréo.

O Fe é fundamental para a regulacéo do sistema imunolégico humano, atuando
tanto na resposta celular quanto humoral. Portanto, a mudanca na disponibilidade de
Fe para 0 organismo € uma tatica para aumentar o potencial de defesa do hospedeiro

e diminuir o progresso da doenca. 23

Além de atuar no sistema imunologico humano, o Fe também €& um metal de
extrema importéncia para a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos, sendo
essencial na interacdo entre ele e o seu hospedeiro. Quando se tem uma dieta rica
em ferro o risco de desenvolver uma infeccéo é alto, porque um dos efeitos desse

metal é favorecer a sobrevivéncia de bactérias. 242>

Estudos sobre a proliferacédo de bactérias e fungos no tecido do hospedeiro tém
demonstrado que seu crescimento é limitado ndo s6 por mecanismos de defesa do
hospedeiro, mas também pela disponibilidade de nutrientes, como o Fe, importante
fator de crescimento que participa de processos biolégicos essenciais como transporte
de oxigénio, regulacdo génica e sintese de DNA. 2627, A necessidade de Fe e a
capacidade de adquiri-lo in vivo tém sido descritas em diversos agentes patogénicos

como fatores de viruléncia. 28

Em bactérias patogénicas, um dos fatores que desencadeiam a infeccao e
consequentemente a sua colonizagao é a privacdo de Fe, quando em contato com o
hospedeiro, pois a quantidade de Fe livre é estritamente limitada e geralmente ligada

a proteinas, tais como transferrina, lactoferrina e ferritina. 2230

O Fe pode se apresentar em dois tipos de estados de oxidagéo, sendo eles o
Fe?* (ion ferroso) e Fe3* (ion férrico). As espécies do género Mycobacterium séo
capazes de absorver a forma de Fe3* por meio de estratégias para a sua sobrevivéncia

e crescimento, podendo causar infeccdes em seus hospedeiros. 3132

Uma das alternativas de terapia para infec¢cdes que sao causadas por
microrganismos intracelulares é o bloqueio de Fe. Este metal tem grande importancia
na replicacdo dos patdégenos no hospedeiro entéo, o uso de quelantes para a redugéo

da carga parasitaria € uma das possibilidades estudadas. 2>32
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Os dois tipos de ions do ferro (Fe?*e Fe®') podem fazer ligacdes que séo
conhecidas como quelantes que por sua vez sao capazes de fazer ligagdes com o
cobre, zinco ou galio. O uso de moléculas quelantes é uma das estratégias para a
restricdo de Fe, pois elas retém o metal, impedindo que ele seja absorvido pelo

microrganismo. 2434

Um dos compostos utilizados como quelante do Fe, e que é utilizado no
tratamento da sobrecarga do mesmo no organismo, é o mesilato de desferroxamina
(DFX). O DFX também tem atividade antimicrobiana e vem sendo estudado no
tratamento de diversas doencas como a talassemia. 35> Ele esta disponivel desde
1981, sendo indicado para pacientes que apresentam doenca falciforme,
betatalassemia, sindrome mielodisplasica, aumento de ferro no organismo e para

anemias que precisam de transfusdes de sangue. 3¢

Estudos relatam uma relagéo entre o Fe e o processo de infec¢do por alguns
microrganismos como o Trypanosoma cruzi. Lalonde e Holbein®” e Loo e Lalonde3®
utilizaram camundongos infectados pelo parasita, que foram tratados com DFX ou
com uma dieta com deficiéncia de ferro; eles observaram que apds o tratamento com
o DFX a mortalidade e a parasitemia diminuiram e, como consequéncia, houve uma

melhora no quadro infeccioso. 23
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2 JUSTIFICATIVA

A hanseniase é uma doenca negligenciada e endémica em varios paises,
inclusive no Brasil. A PQT é composta por trés farmacos que sdo administrados
concomitantemente a fim de prevenir a resisténcia medicamentosa. Os relatos de
casos de resisténcia ttm aumentado e isto tem despertado grande preocupacao entre

0S programas nacionais e internacionais de controle da doenca.

Vale lembrar que € de extrema importancia que o bacilo resistente seja
detectado, tanto para orientar o tratamento como para evitar que essas bactérias
sejam transmitidas para outras pessoas, incluindo os proprios familiares do paciente.
No entanto, o processo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é
complexo e de alto custo, que pode demorar até 10 anos ou mais e com baixa

probabilidade de sucesso, ou seja, chegar até o paciente.

Apesar da PQT ter se mostrado um dos mais importantes avancos técnicos na
histéria do controle da doenca, € importante salientar que o numero de drogas
disponiveis para o tratamento é bastante reduzido. Nos casos em que o bacilo é
resistente ou o0 paciente apresenta algum efeito colateral a uma das drogas do

esquema padrao, restam poucas medicacdes alternativas.

Em estudo realizado por Bernstein®, foi verificado que o maltolato de galio
compete com o ferro em sua via metabdlica. Em outro estudo realizado por
pesquisadores da instituicdo, observou-se que esse composto exerceu um efeito na
reducao da replicacao do M. leprae em camundongos BALB/c inoculados com o bacilo

(dados néo publicados).

Em nosso estudo utilizamos o mesilato de desferroxamina (DFX), quelante de
ferro, para avaliacdo da associacdo entre o maltolato de galio e o DFX e observar se

haveria uma diminui¢do ou inibicdo na replicacdo do bacilo.
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3 OBJETIVOS
Avaliar o efeito do mesilato de desferroxamina na replicacdo do M. leprae em

modelo experimental murino.

Avaliar o efeito do mesilato de desferroxamina associado ao maltolato de galio

na replicacéo do M. leprae em modelo experimental murino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 30 camundongos isogénicos, fémeas, da linhagem BALB/c,
com seis a sete semanas de idade, provenientes do biotério do Instituto "Lauro de
Souza Lima", Bauru — Sao Paulo. Os bacilos foram obtidos de camundongos atimicos
nude (athymic nude, nu/nu — Foxnlnu) previamente inoculados por via intradérmica,
em ambos coxins plantares traseiros, com uma suspensédo da cepa Thai53 de M.

leprae, conforme descrito por Trombone. 4°

4.2 INOCULO

Os camundongos foram inoculados em ambos coxins plantares traseiros, por
via intradérmica, com uma suspensédo contendo 5,0x10° bacilos/0,03ml, de acordo
com protocolo descrito em Laboratory Techniques for Leprosy. #1. Brevemente, 0s
coxins plantares traseiros de um camundongo nude foram excisados e macerados em
solucéo salina balanceada de Hank’s para preparo da suspenséo bacilar; em seguida,
para ajuste da concentracdo do inéculo, 30 pL da suspenséo foram depositados em
uma lamina de microscopia para contagem do numero de bacilos; a lamina foi

submetida a técnica de coloracéo de Ziehl Nielsen a frio.

4.3 TRATAMENTO DOS ANIMAIS
Os animais inoculados foram divididos em 3 grupos, com 10 animais cada; o
tratamento teve inicio apés 60 dias de inoculacédo (figura 1) e foi administrado por 90

dias conforme descrito no quadro 1.

Figura 1: Linha do tempo do projeto

Do D 60 D 150 D 240

j Fim do
Inoculagdo nos Comeco do tratamento e 12 22 eutanasia
camundongos tratamento eutanasia

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro 1: Esquema de administracéo do tratamento por cada grupo do estudo.

Controle (CTL) N&o tratado
Desferroxamina Desferroxamina intraperitoneal 10 mg/kg por camundongo, 1x/
(DFEX) semana durante 5 semanas
Desferroxamina + Desferroxamina intraperitoneal 10 mg/kg por camundongo, 1x/
Galio Oral semana durante 5 semanas + gavagem de galio 150 mg/kg/dia
(DFX+GaM)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos os animais receberam racdo peletizada com restricdo de ferro (Fe
25ppm, Rhoster) da marca Envigo e agua ad libitum. A suspensédo do maltolato de
gdlio foi preparada em metilcelulose a 1%, por uma farmacia de manipulagédo para
controle de estabilidade e concentracdo; a administracdo oral foi realizada por meio
da técnica de gavage. O DFX (Desferal 500mg, Novartis) foi aplicado na concentracéo

de 10 mg/kg e por via intraperitoneal.

4.4 EUTANASIA
Os camundongos foram submetidos a eutanasia apés 150 dias de inoculacéo
(12 eutanasia - término do tratamento) e 240 dias (22 eutanasia — 3 meses apos

termino do tratamento).

4.5 PRAPARO DA SUSPENSAO E CONTAGEM DO NUMERO DE BACILOS
OBTIDOS DO COXIM PLANTAR

Apdbs a eutanasia, o coxim plantar esquerdo dos camundongos infectados
foram excisados e utilizados para analise de multiplicacdo do bacilo. Para a obtencéo
da suspensdo bacilar, os coxins foram individualmente triturados em solucdo
fisiologica estéril com auxilio de um homogeneizador de tecido (IKA T10 basic ULTRA-
TURRAX®); 10 pl desta suspenséo e 10 pL de solugéo fenol-soro foram depositados
e espalhado em uma lamina de microscopia previamente marcada com trés circulos
de 1 cm cada. Apds a secagem, os esfregacos foram fixados passando-se a lamina
trés vezes na chama do bico de Bunsen. Em seguida as laminas foram coradas pelo
meétodo de Ziehl Neelsen a frio. A contagem dos bacilos foi realizada com auxilio de
microscopio, em objetiva de imersédo (aumento de 100 x 10); foram observados 20

campos por circulo, totalizando 60 campos contados por amostra. Foi considerado
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multiplicagédo bacilar o indice obtido de = 10e5 bacilos/coxim (Laboratory Techniques

for Leprosy. 4

4.6 ANALISE DE RESULTADOS

Os dados referentes a contagem do numero de bacilos obtidos por coxim plantar
foram analisados pelo software Graph Pad Prism® versdo 9 para realizacdo das
andlises estatisticas e montagem dos gréficos. Os dados foram analisados pelos
testes Mann-Whitney e analises de variancia ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunn
para amostras independentes, para as comparag0es entre 0S grupos experimentais.
O limite para significancia estatistica adotado foi de p-valor < 0,05.

4.7 COMITE DE ETICA

O projeto foi submetido a analise pela comisséo cientifica do Instituto Lauro de
Souza Lima/Bauru/SP e do comité de ética no uso de animais (CEUA), sendo
aprovados sob os numeros 407/22 e 003/19 respectivamente.
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5 RESULTADOS

Apébs o término do tratamento foi realizada a primeira eutanasia (D150) dos
camundongos inoculados (n=13), sendo 5 do grupo controle, 3 do grupo tratado com
DFX e 5 do grupo tratado com galio oral mais DFX. Dois camundongos foram a Obito
antes de completar o tempo do tratamento, ndo sendo possivel realizar a analise dos
coxins plantares. Os resultados da contagem do numero de bacilos por coxim plantar
estdo expressos na tabela 1. No grupo controle houve multiplicacéo do bacilo em 3/5
dos animais (= 10e5 bacilos/coxim). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0o numero de bacilos recuperados entre o controle e os animais tratados
conforme descrito no gréfico 1. Em relagdo a contagem do niumero de bacilos no grupo
tratado com galio oral mais DFX, 3/5 dos camundongos obtiveram multiplicacéo
bacilar (= 10e5 bacilos/coxim). Ja no grupo tratado apenas com DFX, a multiplicacao

bacilar ocorreu em 2/3 dos animais (= 10e5 bacilos/coxim).

Tabela 1 — Nimero de bacilos recuperados por coxim plantar de camundongos BALB/c inoculados

com Mycobacterium leprae, entre os diferentes grupos de tratamento, no tempo D150 (12 eutanasia)

BAAR/60  Pata Ziehl

campos (BAAR
total)

9 41 1,80E+05
=
o 0 0,00E+00
o
(]
S 58 2,54E+05
t
S 8 3,51E+04
o
S 103 4,51E+05
U]

52 2,28E+05
X
[T
a 56 2,45E+05
g 23 1,01E+05
§ 2 8,77E+03
=
© 9 3,94E+04

7 3,07E+04
x 33 1,45E+05
o

29 1,27E+05

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico 1 — Ndmero de bacilos recuperados por coxim plantar de camundongos BALB/c inoculados
com Mycobacterium leprae, entre os diferentes grupos de tratamento, no tempo D150 (1% eutanasia),

comparando-se o grupo controle aos grupos tratados

6%10°5-
5%x105- .
4x105-

3%10°

BAAR/mL

2x105+

1%105+

0_

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbs 90 dias do tratamento e 240 (D240) da inoculacao foi realizada a segunda
eutanasia dos animais (n=14), sendo 5 do grupo controle, 4 do grupo tratado com DFX
e 5 do grupo tratado com galio oral mais DFX. Um camundongo foi a 6bito antes de
completar o tempo de tratamento, ndo sendo possivel realizar a analise dos coxins

plantares.

Os resultados da contagem do numero de bacilos (D240) por coxim plantar
estdo expressos na tabela 2. No grupo controle houve multiplicagdo do bacilo em 5/5
dos animais (= 10e5 bacilos/coxim). Houve diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05) entre o numero de bacilos recuperados entre o controle e os animais tratados
conforme descrito no gréafico 2; a diferenga foi maior entre o controle e o grupo galio
oral mais DFX (p=0,0032). Em relacdo a contagem de bacilos no grupo tratado com
géalio oral mais DFX, houve multiplicagdo bacilar em 2/5 dos camundongos (= 10e5
bacilos/coxim). JA4 no grupo tratado apenas com DFX, a multiplicacdo bacilar foi

observada em 4/4 dos animais (= 10e5 bacilos/coxim).
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Tabela 2 — Numero de bacilos recuperados por coxim plantar de camundongos BALB/c inoculados

com Mycobacterium leprae entre os diferentes grupos de tratamento, no tempo D240 (22 eutanasia)

Grupo controle positivo

Gallium oral + DFX

DFX

BAAR/60
campos
2267
1137
646
732
703
22
53

38

253
160
49

27

Pata Ziehl
(Baar total)

9,94E+06
4,98E+06
2,83E+06
3,21E+06
3,08E+06
9,64E+04
2,32E+05
1,67E+05
8,77E+03
4,38E+03
1,11E+06
7,01E+05
2,15E+05

1,18E+05

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico 2 — Nimero de bacilos recuperados por coxim plantar de camundongos BALB/c inoculados
com Mycobacterium leprae, entre os diferentes grupos de tratamento, no tempo D240 (22 eutanasia),

comparando-se o grupo controle aos grupos tratados

0.0032

| 0.0088

1x107
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1x103
1x104
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o

w
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No grafico 3, estdo descritos os resultados da multiplicacdo do bacilo entre os
camundongos que nao receberam tratamento, em relagéo aos diferentes tempos de
eutanasia, demostrando que houve a instalacdo da infeccdo. No D240 é esperado
recuperar mais bacilos do que no D150 (p<0,0159), conforme a curva padrao de
multiplicacdo do bacilo em camundongos imunocompetentes. LOUIS LEVY &
BAOHONG JI. The mouse foot-pad technique for cultivation of Mycobacterium leprae.
Lepr Rev (2006) 77, 5-24
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Gréfico 3 — NUmero de bacilos recuperados por coxim plantar de camundongos BALB/c inoculados
com Mycobacterium leprae (grupo controle) nos tempos D150 e D240

2%x107 -
1.5%107— 0.0159

1%107 |

5x106- %

1%106 +

BAAR/mL

5x105-  ——

R s

> »
N iy

\%
N

Fonte: Elaborado pelo autor.

No gréfico 4 estdo apresentados os resultados do grupo tratado com DFX nos
D150 e D240. Observou-se um aumento no numero de bacilos recuperados no D240
em relacdo ao D150, indicando que o tratamento com o DFX n&do impediu a
multiplicacéao bacilar.
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Gréfico 4 — NGmero de bacilos recuperados por coxim plantar de camundongos BALB/c inoculados

com Mycobacterium leprae e tratados com mesilato de desferroxamina nos tempos D150 e D240

1%x106- —
8x10°5-
1
£ 6x105-
?% el
5
= 4x10
2x105-
0- |
o W
RO
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relagdo aos camundongos tratados galio oral mais DFX, foi observada uma
pequena diminuicdo no numero de bacilos recuperados no D240 em relacédo ao D150,

porem esses valores ndo foram estatisticamente significativos. (Grafico 5)
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Gréfico 5 — Nimero de bacilos recuperados por coxim plantar de camundongos BALB/c inoculados
com Mycobacterium leprae, tratados com gélio oral e mesilato de desferroxamina nos tempos D150 e
D240

3%105-
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Fonte: Elaborado pelo autor.



24

6 DISCUSSAO
O ferro (Fe) é um metal fundamental para a manutencdo de todos os
organismos, apresentando funcdes celulares basicas e atuando nas vias metabdlicas,

incluindo as respiratérias do hospedeiro e do microrganismo. 2542

Quando o hospedeiro esta infectado com algum patégeno, ocorre uma
competicdo pela disponibilidade do Fe do hospedeiro e entdo, estratégias de
sobrevivéncia sao realizadas como também mecanismos de defesa microbicida do
hospedeiro séo ativadas. O Fe é utilizado pelos microrganismos para diversas funcées
sejam elas metabdlicas, replicacdo microbiana, como também no transporte de
elétrons, glicolise e na sintese de DNA. Portanto, este elemento é um importante fator
de crescimento para bactérias patogénicas. As micobactérias sdo patdgenos
estritamente intracelulares, assim como a Chlamydia sp e Legionella pneumophila.
Elas dependem do Fe do hospedeiro para sua sobrevivéncia, entdo a restricdo da
absorcdo do metal pelas células infectadas, impossibilita o crescimento desses

patdgenos nas células dos hospedeiros. 42

As bactérias que séo intracelulares precisam se estabelecer dentro de uma
célula do hospedeiro para conseguir sobreviver e se reproduzir. A principal célula
utilizada por essas bactérias sdo os macréfagos, pois acabam escapando do sistema
imune. Outro fato importante € que os macrofagos sdo células essenciais para a
reciclagem do ferro e dessa forma as bactérias intracelulares conseguem com maior
facilidade obter ferro. 4

A hanseniase € uma doenca causada pela infec¢cdo pelo Mycobacterium
leprae, patégeno intracelular obrigatorio, cujos locais preferenciais sdo os
macrofagos e as células de Schwann. A doenca tem alto poder incapacitante é
endémica no pais, atinge uma parcela mais vulneravel da populacao, entdo qualquer
esforco para diminuir a replicacédo do bacilo e consequentemente a transmisséo é de
extrema importancia.

A estratégia do nosso estudo foi restringir o acesso do M. leprae ao Fe
disponivel na célula do camundongo, na tentativa de eliminar mecanismos que o
bacilo precisaria para a sua sobrevivéncia. Para a restricdo do Fe os camundongos
foram alimentados com racao contendo baixa concentragéo de Fe (25 ppm). No D150
houve replicacdo do bacilo nos trés grupos (01 controle e 02 tratados) indicando que

o tratamento ndo exerceu efeito bactericida independentemente do tratamento com o
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DFX ter sido administrado sozinho ou em combina¢do com o Galio. (Grafico 1). No
entanto, no D240, a quantidade do numero de bacilos recuperados entre o0s
camundongos tratados (DFX e DFX + galio oral) foi menor quando comparada ao
grupo controle (P<0,0088 e P<0,0032 respectivamente). Em estudo feito com
camundongos BALB/C infectados por Leishmania chagasi e tratados com a DFX,
guelante de ferro, mostrou que o DFX foi capaz de provocar uma reducao significativa
da carga parasitaria hepatica. Os resultados apresentados neste estudo fornecem
evidéncias de que a deficiéncia de ferro pode contribuir para o controle da infeccéo e,
portanto, pode estar associada a uma carga parasitaria menor. 32

Em relacdo ao tratamento, os resultados mostraram que o tipo de tratamento,
ou seja, DFX sozinho ou associado ao Galio oral, ndo influenciou na quantidade de
bacilo recuperado, tanto no D150 quanto no D240. Embora esses resultados tenham
sido pouco significativos, ndo podemos desconsiderar o efeito do DFX na replicacéo
do M. leprae. As micobactérias sdo organismos intracelulares que produzem
sideroforos, que sdo metabdlitos secundarios especificos para ions de Fe, produzidos
em ambientes com baixa disponibilidade desse metal, chamados de micobactinas. No
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), problemas na sintese das
micobactinas impedem o crescimento dessa espécie de micobactéria. 44

Em estudo realizado por Boelaert*®, foi demonstrado que o crescimento do M.
tuberculosis € reduzido pela suspensao da disponibilidade de Fe, tanto pelo uso de
algum guelante, como € o caso da deferoxamina; exposicdo ao enddgeno quelantes
de ferro apo-transferrina e apo-lactoferrina; quanto incubacdo com sais de galio ou
transferrina de gdlio que ocupam vias de ferro com um metal que ndo pode ser
utilizado pelo M. tuberculosis.

Por isso o presente estudo teve como iniciativa o uso de quelantes para deixar
o0 camundongo com doses baixas de ferro em seu organismo e obteve como
resultado uma diminuicdo de bacilos encontrados nos coxins plantares dos
camundongos infectados com M. leprae e obteve como resultado uma diminui¢cédo de
bacilos encontrados nos coxins plantares dos camundongos infectados com M.
leprae.

Como ha pouco ferro ndo quelado (ferro ndo puro) no hospedeiro, as bactérias
invasoras devem obter ferro de proteinas circulantes contendo ferro, como

transferrina, lactoferrina ou ferritina (uma proteina de armazenamento de ferro). 46
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A suplementacao de Fe pelo hospedeiro est4 associada a um risco aumentado
de desenvolver processos infecciosos. Em estudos realizados por Boelaert*;
Paradkar*’; Souza?® foi observado que é possivel o tratamento de infeccdes causadas

por microrganismos intracelulares com o uso de quelantes de ferro.

Estudo in vitro realizado por Paradkar” mostrou que o crescimento intracelular
de algumas bactérias é regulado pelos niveis do Fe presentes no interior da célula
hospedeira, como é o0 caso daChlamydia psittaci, trachomatis e Legionella
pneumophila. Isso acontece porque os macréfagos que sédo expressos na ferroportina
da superficie celular (Gnico exportador de ferro celular) limitam o crescimento
intracelular dessas bactérias. O autor testou o uso de quelantes de Fe oral como a
deferriprona e desferasirox em macrofagos de camundongos e observaram um
crescimento bacteriano intracelular reduzido, sugerindo que o uso de quelantes

podem ser uma via terapéuticos para infeccfes bacterianas intracelulares.

Estudos clinicos em camundongos com administracdo de suplementacao de
ferro para tratar a anemia também mostraram uma ligacao direta entre a captacdo de
ferro e o risco aumentado de apresentar infeccbes e uma piora na evolucdo da

doenca, como por exemplo a tuberculose. 4849

A maioria das espécies de bactérias apresentam mecanismos para obter o ferro
e se multiplicarem dentro de um organismo (hospedeiro) para provocar a doenca e
quando ha uma alteracdo na homeostase do ferro para esses microrganismos pode

haver influencia no decorrer da doenca. 42

Existem dificuldades de estudar o M. leprae pelo fato dele ndo ser cultivavel in
vitro, em meio de cultura como as outras bactérias como por exemplo o
Mycobacterium tuberculosis que € uma micobactéria como o M. leprae. Entdo o
crescimento bacilar do M. leprae € apenas in vivo, dificultando os estudos
relacionados a esse patdégeno, porque dependemos de camundongos para estudos.
Além do obstaculo se der apenas in vivo que é cultivavel o bacilo, ele demora para se
multiplicar e isso prejudica o tempo de estudo, por isso poucas pessoas tem interesse

em fazer estudos relacionados a hanseniase.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos em nosso estudo, concluimos que:

1. O uso de quelantes de ferro como o DFX (sozinho ou administrado em
associacdo com o maltolato de galio) ndo mostrou efeito bactericida
sobre o M. leprae.

2. O DFX administrado sozinho ou em associagdo com o maltolato de galio,
contribuiu significantemente para a diminuicdo da carga bacilar do M.
leprae.

3. Provavelmente o M. leprae utiliza outras vias ou fonte de metabdlitos

para se manter vivo no interior da célula.
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