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RESUMO

A interferéncia de fatores nutricionais sobre o sistema imunolégico apresenta
grande relevancia para o controle ou progresséo de doencas infecciosas. Sabe-se que
o ferro é essencial para a sobrevivéncia e multiplicagdo de patdgenos e que a vitamina
D possui papéis que vao além de sua fungao classica e tem sido apontada como um
potente estimulador de mecanismos associados com a eliminagao de patdégenos. Na
hanseniase  existem muitos mecanismos fisiopatoldégicos  parcialmente
compreendidos, como o impacto de nutrientes sobre a progressao da doencga. Para
avaliar a influéncia do status do ferro e vitamina D sobre a infec¢ao pelo M. leprae em
camundongos BALB/c, animais infectados receberam dietas deficientes ou
suplementadas de ferro ou vitamina D e racao padrao. Apds 100 dias de infecgao, os
coxins plantares foram processados e analisados quanto ao indice baciloscépico,
expressdo proteica e génica de mediadores do metabolismo do ferro
(hepcidina/HAMP1, ferroportina/SLC40A1 e lipocalina-2/LCN2) e da vitamina D
(catelicidina/ CAMP, beclina-1/BECN1 e interferon-y/IFNG). Os efeitos da
suplementacao e restricdo dietética de ferro e vitamina D também foram avaliados in
vitro pela quantificacdo da secregédo de citocinas pelas células peritoneais totais e
esplendcitos obtidos de camundongos BALB/c nao infectados que receberam as
diferentes dietas aqui avaliadas. A suplementagao de ferro no grupo infectado nao
aumentou os niveis séricos desse elemento como nos animais nao infectados que
receberam a mesma dieta. Os resultados de baciloscopia mostraram menor
multiplicacdo do M. leprae nos animais que receberam a dieta restritiva de ferro. As
andlises moleculares revelaram que a deficiéncia de vitamina D favoreceu
significativamente as expressdes dos genes SLC40A1, CAMP e BECN1, enquanto
que in situ apenas a expressao da catelicidina foi mais induzida nas condi¢cdes de
restricdo de vitamina D e de suplementacao de ferro. Foram observadas ainda uma
correlagao negativa entre a multiplicagcao bacilar e a expressao do gene SLC40A1 na
condigcao nutricional padrdo, bem como uma correlacao positiva entre a expressao
proteica de catelicidina e a multiplicacéo bacilar sob condicao de suplementacao de
ferro. Os resultados in vitro mostram que nas células peritoneais a suplementacao de
vitamina D e a restricdo de ferro diminuiram a producgao de IL-6 e TNF em resposta

ao M. leprae, enquanto os esplendcitos apresentaram reducdo na producédo de TNF



nessas mesmas condi¢coes. Niveis mais baixos de IFN-y foram observados tanto nos
esplendcitos suplementados quanto deficientes de ferro. Além disso, suplementacéo
com ferro também diminuiu as produgdes das interleucinas 6 e 10. Nossos resultados
apontam para um interferéncia do status desses nutrientes na interagdo entre o
hospedeiro e o M. leprae, com potencial para interferir na progressdo da hanseniase,

doenca que esta significativamente associada a condigbes sociais desfavoraveis.

Palavras-chave: Hanseniase; Vitamina D; Ferro; Mycobacterium leprae.



ABSTRACT

The interference of nutritional factors on the immune system is highly relevant
to the control or progression of infectious diseases. It is known that iron is essential for
the survival and multiplication of pathogens, and that vitamin D has roles that go
beyond its classical function and has been identified as a potent stimulator of
mechanisms associated with pathogen elimination. In leprosy, there are many partially
understood physiopathological mechanisms, such as the impact of nutrients on
disease progression. To assess the influence of iron and vitamin D status on M. leprae
infection in BALB/c mice, infected animals were given iron or vitamin D-deficient or
supplemented diets along with standard food. After 100 days of infection, the footpad
were processed and analyzed for the bacilloscopic index, protein expression, and gene
expression of iron metabolism mediators (hepcidin/HAMP1, ferroportin/SLC40A1 and
lipocalin-2/LCNZ2) and vitamin D (cathelicidin/ CAMP, beclin-1/BECN1 and interferon- y
/IFNG). The effects of iron and vitamin D dietary supplementation and restriction were
also evaluated in vitro by quantifying cytokine secretion by total peritoneal cells and
splenocytes obtained from non-infected BALB/c mice receiving the different diets
assessed here. Iron supplementation in the infected group did not increase serum
levels of this element as seen in non-infected animals receiving the same diet.
Bacilloscopy results showed reduced M. leprae multiplication in animals on the iron-
restricted diet. Molecular analyses revealed that vitamin D deficiency significantly
favored the expressions of the SLC40A1, CAMP and BECN1 genes, while in situ only
cathelicidin expression was more induced under conditions of vitamin D restriction and
iron supplementation. A negative correlation was also observed between bacillary
multiplication and SLC40A1 gene expression under standard nutritional conditions, as
well as a positive correlation between cathelicidin protein expression and bacillary
multiplication under iron supplementation conditions. In vitro results showed that in
peritoneal cells, vitamin D supplementation and iron restriction reduced IL-6 and TNF
production in response to M. leprae, while splenocytes showed reduced TNF
production under these same conditions. Lower levels of IFN- y were observed in both
iron-supplemented and iron-deficient splenocytes. Furthermore, iron supplementation
also reduced the production of interleukins 6 and 10. Our results suggest an

interference of the status of these nutrients in the interaction between the host and M.



leprae, with the potential to interfere with the progression of leprosy, a disease

significantly associated with unfavorable social conditions.

Keywords: Leprosy; Vitamin D; Iron; Mycobacterium leprae.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERARUTRA



1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1 Hanseniase

A hanseniase é uma doenga neural e dermatolégica causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae) ou Mycobacterium lepromatosis, bacilos
intracelulares obrigatérios e alcool-acido resistentes (1). Caracteristicamente, a
hanseniase € uma doenga infecciosa que apresenta um espectro de fenétipos clinicos
determinado, principalmente, pela resposta imunoldgica do hospedeiro que direciona
a progressao da doenga bem como suas caracteristicas histopatoldgicas, clinicas e a
carga bacilar (2).

A classificacdo da hanseniase foi amplamente debatida e redefinida ao longo
dos anos e, atualmente, dois esquemas classificatorios sao utilizados para definigao
de diagndstico e tratamento da doenga (3). O primeiro, € a classificagdo proposta por
Ridley e Jopling (4) baseada em critérios imunopatolégicos que categoriza a doenca
em dois polos, o tuberculéide (TT) e o virchowiano (VV), e em trés formas
intermediarias, dimorfo-tuberculdide (DT), dimorfo-dimorfo (DD) e dimorfo-
virchowiano (DV). O segundo sistema de classificagéo é o definido pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) que, baseado no numero de lesdes cutaneas e no indice
baciloscopico, classifica os pacientes em paucibacilares (PB), que apresentam até 5
lesdes e, quando disponivel, baciloscopia negativa, ou multibacilares (MB), que
apresentam mais de 5 lesdes ou baciloscopia positiva (5,6).

O periodo de incubagao do M. leprae € excepcionalmente longo, podendo levar
mais de 10 anos para se manifestar (7). O estagio inicial da infeccao € chamado de
hanseniase indeterminada (HI), onde a resposta imune mediada por células nao esta
totalmente definida e a doenga pode progredir em diregdo a qualquer um dos polos
do espectro ou regredir (2,8).

O polo TT é a forma menos grave da doenga, pois os pacientes desse polo
arquitetam uma resposta imune celular robusta e eficaz contra o M. leprae. As
principais manifestagbes clinicas sdo a presenga de uma ou poucas lesdes
anestésicas, hipopigmentadas, e de borda elevada (3).

No polo VV a hanseniase evolui de forma progressiva e sistémica em razao da
resposta imune celular deficiente e ausente do paciente que permite a multiplicagao
exacerbada do bacilo. Consequentemente, a doenga se manifesta com inUumeras
lesdes disseminadas que, quando ndo tratadas, formam papulas ou nédulos bilaterais.

Ha também maior comprometimento neural resultando na hipertrofia de nervos
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periféricos e comprometimento sensitivo e/ou motor. Outra caracteristica clinica
marcante dos pacientes VV é a face leonina (les6es nodulares) e madarose (perda de
cilios ou sobrancelha) (3,8).

As formas dimorfas, DT, DD e DV, correspondem a estados instaveis da
hanseniase e, de acordo com a resposta imunoldgica ou na auséncia de tratamento,
os pacientes dimorfos tendem ao polo VV. Como manifestagdes clinicas apresentam
placas eritematosas circulares ou anulares, com bordas externas difusas e bem
definidas internamente (2,8).

As reacdes hansénicas sdo episodios de grande destaque na evolugao da
hanseniase e tratam-se de respostas imunoldgicas severas no decurso da doencga
sendo a principal causa das complicacgdes e incapacidades permanentes. As reacoes
hansénicas afetam principalmente nervos periféricos e sdo frequentes,
especialmente, em pacientes dimorfos (2,9). Existem dois tipos de reacgdes
hansénicas, a reacao tipo 1, ou reacao reversa (RR), e a reagao tipo 2, ou eritema
nodoso hansénico (ENH). A RR acomete pacientes com menor carga bacilar e é
decorrente do aumento da imunidade celular e hipersensibilidade aos antigenos do
M. leprae que resulta em inflamacao e piora das lesbes preexistentes (3,9). O ENH
acomete pacientes com maior carga bacilar e se manifesta de forma sistémica por
meio da inflamagdo aguda de nervos e da pele, além de ser caracterizado por
infiltrados inflamatdrios de células polimorfonucleares e pelo aumento de citocinas
pro-inflamatorias (9).

A transmissao da hanseniase ocorre por meio das vias aéreas superiores pela
inalagdo do M. leprae. A maior parte da populagdo é naturalmente resistente ao M.
leprae ndo desenvolvendo a doenca. Em suma, o bacilo possui baixa
transmissibilidade e por isso a exposigdo prolongada, o contato proximo com
pacientes MBs nao tratados e a suscetibilidade do individuo sao fatores chaves dentro
da cadeia de transmissdao da doenga (10). Ressalta-se que determinantes
socioecondmicos e aspectos culturais e ambientais, sdo fortemente associados a
disseminagao da hanseniase (9).

A poliquimioterapia (PQT), instituida pela OMS em 1982, é o atual esquema de
tratamento prescrito para hanseniase e associa dapsona, rifampicina e clofazimina.
Esse esquema multimedicamentoso conjuga drogas com efeito bacteriostatico e
bactericida que atuam sob multiplos alvos minimizando os riscos de resisténcia do

bacilo (11). Casos classificados como MB devem ser tratados por 12 meses e casos
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PB devem ser tratados por 6 meses. Ressalta-se uma recente mudancga pela OMS,
que a partir de 2018 passou a recomendar a associagao dos trés medicamentos
(dapsona, rifampicina e clofazimina) para o tratamento de todos os casos de
hanseniase independente de sua classificagdo (12). No Brasil, esse esquema
terapéutico foi aderido a partir de 2021

Com o advento da PQT na década de 80, a prevaléncia da hanseniase diminuiu
drasticamente ndo sendo mais considerada um problema de saude publica mundial
pela OMS em 2005 (prevaléncia inferior a 1 caso por 10.000 habitantes) (13). No
entanto, a hanseniase ainda é endémica e um importante problema de saude publica
em alguns paises tropicais em desenvolvimento (1). Em 2021 a OMS contabilizou
140.594 novos casos de hanseniase no mundo, desses 18.318 novos casos foram
detectados no Brasil, que juntamente com a Iindia e Indonésia possuem o maior
numero de novos casos detectados no mundo (14).

A hanseniase € a doenga de pele mais antiga do mundo, estigmatizada devido
as suas sequelas incapacitantes e, principalmente, negligenciada. Apesar de
extensivamente estudada, muitos aspectos acerca da doencga necessitam ser melhor
elucidados. A incapacidade do cultivo do M. leprae em meios artificiais limita e torna
desafiador o conhecimento aprofundado de seus mecanismos imunopatogénicos e

fisiolégicos (9,15).

1.1.1 Mycobacterium leprae

Apesar dos relatos histéricos de mais de 3.000 anos sobre a hanseniase, o M.
leprae foi identificado somente em 1873 pelo médico noruegués Gerhard Armauer
Hansen sendo associado como agente causador da hanseniase. Han et al. (16)
descreveram em 2008 um segundo agente causador da hanseniase, o M.
lepromatosis isolado de pacientes com a hanseniase virchowiana difusa, forma
endémica unica e mais prevalente no México (17).

O bacilo pertence a classe Schizomycetes, ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae e género Mycobacterium (10). O M. leprae € um bacilo reto, ou
ligeiramente curvo, que mede cerca de 1 a 8 um de comprimento, 0,2 a 0,5 ym de
didametro, € imovel, gram-positivo e alcool-acido resistente (BAAR). Na microscopia
pode ser observado individualmente ou de forma agrupada (globias). E um patdégeno
intracelular obrigatorio que possui forte tropismo pelas células de Schwann em nervos

periféricos, sendo fagocitado pelos macrofagos na pele. O seu tempo de multiplicagao
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€ excepcionalmente longo, em média, de 12 a 14 dias e sua temperatura ideal para
replicacédo varia entre 33 a 35°C, justificando a maior incidéncia das manifestagoes
clinicas da hanseniase nas areas superficiais e frias do corpo (10,18).

A sobrevivéncia e a replicacdo do M. leprae exigem condigbes especificas e
altamente dependentes do metabolismo da célula hospedeira, peculiaridade que esta
fortemente vinculada ao seu genoma que devido a uma evolugao redutiva é rico em
pseudogenes e genes nao codificantes (19). O M. leprae nunca foi cultivado em meios
artificiais e, atualmente, sua manutencdo é realizada em modelo animal com
camundongos imunocompetentes ou imunossuprimidos (20). O modelo desenvolvido
por Shepard na década de 60 tem permitido grandes avangos no estudo da doenca
(21). A partir da inoculagdo em coxim plantar de camundongos, que induz formagao
de um granuloma local, este modelo viabiliza a avaliagdo de resisténcia a drogas, além
de servir como modelo experimental e fornecer microrganismos viaveis para o estudo
da doenga (21).

A parede celular do M. leprae exerce um papel chave na patogénese da
doenca, pois medeia a entrada deste nas células hospedeiras bem como participa de
mecanismos de escape do sistema imune. A parede celular € formada por um
complexo de peptideoglicanos, arabinogalactanos e acidos micdélicos, com destaque
para o glicolipideo-fendlico-I (PGL- I) componente antigénico especifico do M. leprae
(22,23). Acredita-se que o PGL-lI estda fortemente associado nas interagdes
hospedeiro-patégeno, e desempenhe um papel imunossupressor (20).

O metabolismo do M. leprae é limitado, em razao da perda de varios genes
funcionais, diante disso, uma grande estratégia de sobrevivéncia do bacilo da
hanseniase é a modulacdo do metabolismo da célula hospedeira. O M. leprae induz
mudanc¢as no microambiente tecidual que inibem as funcdes efetoras da resposta
imune celular criando condi¢des a favor da progressao da infecgao. Um exemplo bem
descrito € a modulacéo do metabolismo lipidico pelo M. leprae que induz o acumulo
de goticulas lipidicas na célula hospedeira, o que confere aspecto espumoso e
favorece o escape do patégeno da resposta imune, além da utilizagdo dos lipidios

como fonte de carbono (20,24).

1.1.2 Imunopatogénese da hanseniase
A primeira linha de defesa do organismo contra o M. leprae é a imunidade inata,

que reconhece o patdégeno através da interagdo dos receptores de reconhecimento
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de padrdes (PRRs) das células fagociticas com os padrbes moleculares associados a
patdogenos (PAMPs). Esse reconhecimento induz a transdugéo de sinais especificos
que resultam na liberacdo de mediadores pré e anti-inflamatérios, recrutamento de
células natural killer (NK), linfocitos T citotdxicos e leucacitos polimorfonucleares para
eliminagao do patdégeno (20,25).

Uma resposta imune inata efetiva associada a baixa viruléncia do M. leprae
pode ser suficiente para nao instalacdo da hanseniase (10). Em caso de nao
eliminacdo do patdégeno, as células dendriticas, que sédo células apresentadoras de
antigenos (APCs), migram para os linfonodos e estimulam as células T virgens a se
diferenciarem iniciando a resposta imune adquirida (20).

Indiscutivelmente o conceito espectral da hanseniase advém da capacidade do
hospedeiro em arquitetar diferentes graus de resposta imunolédgica frente ao M.
leprae. As citocinas e quimiocinas liberadas no inicio da infeccdo determinam a
diferenciagao e proliferacao dos linfocitos T-helper. Observa-se uma prevaléncia de
linfécitos T-helper 1 (Th1) no polo TT, enquanto que no polo VV ha predominio de
linfécitos do perfil T-helper 2 (Th2) (10,25,26).

A resposta imune do tipo Th1, predominante no polo TT, caracteriza-se pela
producao de citocinas pro-inflamatoérias como interferon y (IFN-y), interleucina 2 (IL-2)
e fator de necrose tumoral (TNF) que induzem a imunidade mediada por células e
ativagdo de macréfagos microbicidas (M1). Os macrofagos M1 exibem uma alta
atividade antimicrobiana, inflamatéria e de apresentagdo de antigenos. Assim, a
resposta Th1 reduz a proliferagdo do M. leprae e restringe a doenga(1,10,20,25).

Por outro lado, a resposta imune do tipo Th2, predominante no polo VV, é
mediada pela secre¢ao das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 que induzem a resposta imune
humoral com consequente proliferacdo de linfécitos B, produgcao de anticorpos contra
PGL-I. Além disso, observa-se a polarizagao de macréfagos M2, que possuem acgdes
anti-inflamatérias e de reparo tecidual M2 com producao de TGF-(, IL-10 e fator de
crescimento de fibroblastos (FGF)-B. O desfecho dessa reposta imunoldgica € a forma
disseminada da doenca com alta carga bacilar (1,10,20,25).

Apesar do paradigma Th1/Th2 ter grande destaque na imunopatogénese da
hanseniase, outros subconjuntos de células podem estar juntamente envolvidos em
sua patogénese, e neste contexto destacam-se as células T reguladoras (Tregs) e
Th17 (1). As células Tregs possuem fungdes imunossupressoras intermediadas pela

secrecgao de citocinas e moléculas inibitérias sendo associadas a nao responsividade
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das células T e a sobrevivéncia do M. leprae, por isso sdo mais frequentes em
pacientes VV. Ja as células Th17, secretoras de IL-17 e IL-22, sdo associadas a uma
funcdo protetora contra o M. leprae por estarem envolvidas com a inflamacéo e
recrutamento de outras células, exibindo maior atuacdo no polo TT em comparagao

ao polo VV e nas reagdes hansénicas (1,20).

1.2 Imunidade nutricional

A chamada imunidade nutricional baseia-se em mecanismos que limitam a
biodisponibilidade de nutrientes ao patdogeno. Essencialmente, a restricdo de
elementos envolvidos em processos metabdlicos do patdbgeno pode impactar na sua
multiplicagdo e, consequentemente, na progressao de doengas infecciosas (27,28).
Em vista disso, a imunidade nutricional torna-se um mecanismo adjacente importante
de ser compreendido (29) .

A restricdo ao acesso de metais de transicdo, como ferro (Fe), zinco e
manganés, pelo hospedeiro frente ao patdgeno é a estratégia mais investigada dentro
da imunidade nutricional (30,31). Os metais tém posicéo de destaque devido ao seu
envolvimento em inumeros processos que englobam desde o metabolismo bacteriano
até a regulacao de fatores de viruléncia (32). Corbin et al. (33) observaram a inibicao
do crescimento de Staphylococcus aureus em abscessos teciduais de camundongos
relacionada com a quelacdo de zinco e manganés, além de maior proliferacdo
estafilococica em abcessos enriquecidos com estes metais.

Por outro lado, para o hospedeiro os metais auxiliam nas fung¢des bactericidas
de células do sistema imunoldgico, como os macréfagos, além de atuarem como
cofatores para processos biologicos. Assim, é fundamental destacar que a nutricdo
exerce uma influéncia significativa sobre o sistema imunoldgico e, tanto as
deficiéncias nutricionais quanto o excesso de certos micronutrientes, podem ter um
impacto adverso na imunidade afetando a funcionalidade das células imunes
(29,31,32).

Outros micronutrientes adquiridos através da dieta, como as vitaminas, acidos
graxos e aminoacidos, também oferecem suporte para o sistema imunolégico, por
exemplo, auxiliando na biossintese de imunoglobulinas, citocinas e receptores (27). A
importancia dos micronutrientes e seu papel sinérgico no sistema imune tem como
marco inicial o ensaio clinico de James Linde conduzido em 1753 que associou a

deficiéncia de vitamina C com escorbuto (28,34).
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Assim a interacdo multidirecional entre nutricdo, infeccdo e imunidade
impulsiona uma potencial estratégia terapéutica alternativa para infecgdes bacterianas
pautada no impacto clinico das deficiéncias e suplementacdo dos micronutrientes
(35). Na hanseniase os estudos voltados para a influéncia dos nutrientes sobre a
doenga sao poucos e com limitagdes, resultando em grandes lacunas de

conhecimento acerca da doenca (36).

1.2.1 Metabolismo do ferro

O Fe é um oligoelemento essencial para quase todas as células e organismos
vivos, pois esta envolvido em varios processos bioquimicos e metabdlicos (37). E o
metal de transicdo mais comumente encontrado nos estados de oxidagdo +2
(Fe?*/ferro ferroso) e +3 (Fe3*/ferro férrico) (38).

No organismo, o Fe é armazenado, principalmente, no grupo heme das
hemoglobinas, nos hepatécitos e nos macréfagos esplénicos apds destruicdo dos
eritrécitos senescentes. O Fe é constantemente reciclado e sua eliminagao € limitada,
ocorrendo via descamacéo fisiologica das células da pele, do trato geniturinario e
gastrointestinal ou sangramentos (39,40).

A homeostase do Fe € mantida sistemicamente através de mecanismos que
regulam sua absorgao intestinal, utilizagdo, armazenamento e distribuicdo. A absorcao
de Fe no intestino é modulada por 3 mecanismos independentes: pela quantidade de
Fe consumido na dieta; de acordo com os estoques de Fe do corpo; em resposta a
eritropoiese ineficaz (41).

Os enterdcitos sdo responsaveis pela absorcdo do Fe da dieta no lumen
duodenal, sendo necessaria a reducdo do Fe3* em Fe?* por enzimas que estio
acopladas aos transportadores transmembrana. Assim, o Fe?* é transportado através
da membrana apical pelo transportador de ion metalico divalente 1 (DMT1) e ao
chegar no meio intracelular é armazenado pela ferritina, uma proteina de
armazenamento presente no citosol cuja principal fungdo € oxidar e sequestrar o
excesso de Fe?*. Em seguida, o mecanismo de exportagdo do Fe para a corrente
sanguinea acontece via proteina transportadora ferroportina, que € acompanhada da
atividade de enzimas oxidativas, expressas na membrana basolateral dos enterocitos
(Figura 1). A ferroportina é o Unico exportador de Fe?* e é expressa nas membranas

dos macrofagos e hepatdcitos (37,39).
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Figura 1 — Representagdo da absorcao de ferro pelos enterocitos e seu transporte
até a corrente sanguinea. Fe3+: ferro férrico, Fe2+: ferro ferroso, DMT1: transportador
de ion metalico divalente 1. (Criado em BioRender.com)

No plasma, apos sua reoxidagdo, o Fe®* se liga a transferrina tornando-se
solivel e possibilitando sua circulacdo pelo organismo. Fisiologicamente, o Fe
plasmatico estd majoritariamente associado a transferrina. A transferrina € uma
glicoproteina com dois sitios de ligacdo e tem como funcao o fornecimento de Fe para
as células. (39). O complexo transferrina/ Fe3* se liga ao receptor de transferrina (TfR),
localizado na superficie celular, sofrendo endocitose. No interior do endossomo uma
bomba de prétons acidifica o meio resultando na dissociagdo do complexo
transferrina/ Fe®*. O transportador DMT1 exporta o Fe do endossomo para o
citoplasma que pode ser destinado para as mitocondrias para formagdo do grupo
heme quando esse processo estda ocorrendo nas células eritroides, ou ser
armazenado na formar de ferritina e hemossiderina nas células nao eritréides. Apds a
liberacdo, a transferrina e seu receptor sdo enviados para a superficie celular e
reutilizados em novos ciclos de ligacao de Fe (39,41).

Outro elemento importante na homeostase sistémica de Fe € a hepcidina, um
horménio circulante sintetizado pelo figado e responsavel por regular o efluxo de Fe

pela ferroportina, resultando no controle da saturag&o da transferrina. A hepcidina atua
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através de dois mecanismos: (i) ligacdo com consequente oclusdo da ferroportina e
endocitose e (i) degradacdo permanente da ferroportina da superficie celular. Os
niveis de hepcidina sdo controlados pelos estimulos que atuam na homeostase do Fe
e por processos inflamatérios (Figura 2) (39,42).

A expressdao da hepcidina induzida pela inflamacdo é sinalizada aos
hepatocitos, principalmente, pela citocina inflamatoria IL-6 que ativa a regido
promotora do gene HAMP1, por intermédio do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3 (STAT 3), inibindo a atividade da ferroportina, acarretando na deplegéo
de Fe do meio extracelular. (42). Em contraponto a esse mecanismo, a hipoferremia
e a atuacdo do regulador eritropoiético agem concomitantemente suprimindo a
producéo da hepcidina para aumentar a disponibilidade de Fe para fun¢des essenciais
(43).

Excesso de Ferro Anemia Infeccéo/Inflamacéo

N /é 3]
Ferroporting 5

Figura 2 - Mecanismo de ag¢ao da hepcidina no metabolismo do ferro. IL-6:
interleucina 6, Fe3+: ferro férrico, Fe2+: ferro ferroso, DMT1: transportador de ion
metalico divalente 1. (Criado em BioRender.com)

1.2.1.1 Papel do ferro e sua modulagao nas infecgoes

O Fe ocupa uma posigao de destaque na interagao patdégeno-hospedeiro, pois
atua como um cofator essencial tanto para os mecanismos de viruléncia e proliferacao
do patégeno quanto para as respostas imunolégicas do hospedeiro (44). A redugao
dos niveis de Fe é uma importante estratégia de defesa do hospedeiro (45). A

inflamacéo, seja aguda ou crénica, desencadeia disturbios metabdlicos que afetam a
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homeostasia do Fe alterando as concentragdes de seus principais indicadores
(ferritina, transferrina e hepcidina) (46).

A producéo de hepcidina mediada por citocinas esta intimamente associada ao
qguadro de hipoferremia observado nas infec¢des cronicas e agudas, e exibe um efeito
protetor contra patdgenos extracelulares, uma vez que concentracdes aumentadas de
hepcidina inibem a atividade da ferroportina, acarretando na deplecédo de Fe do meio
extracelular e limitagdo da disponibilidade do ferro. A ferroportina também pode ser
regulada por moléculas microbianas, como os lipopolissacarideos (LPS), estimulando
os receptores do tipo Toll-Like (TLR), sensores-chave da imunidade inata, suprimindo
os niveis de RNA mensageiro (mMRNA) para expressao da ferroportina e a exportacao
de Fe celular (42—44). Por consequéncia a modulacao positiva da hepcidina pode ser
prejudicial ao hospedeiro ao favorecer os patégenos intracelulares em decorréncia do
acumulo do Fe intracelular pela degradacéo da ferroportina (47).

Souza et al. (48) observaram niveis elevados de hepcidina na urina e em lesbes
de pacientes MB, cenario que favorece a retengédo de Fe no interior dos macréfagos
e, assim, a multiplicacdo do M. leprae. Em contraste, nas lesbes de pacientes PBs
observaram maior expressao de ferroportina e menor expressao de hepcidina. No
mesmo sentido, esses autores encontraram aumento expressivo da forma soluvel do
receptor de transferrina em pacientes MB. Contudo, os estudos voltados para
relevancia do Fe nutricional sobre a hanseniase sdo poucos e com limitacbes e os
efeitos da homeostasia do Fe ndo sdo amplamente compreendidos nessa doenca
(36). Desse modo, investigar o papel do Fe dietético na multiplicacdo do M. leprae é
claramente importante.

Em contrapartida aos mecanismos do hospedeiro, 0s patdgenos
desenvolveram multiplos recursos para sequestro e aquisi¢cao de ferro. Pode-se citar
como principais estratégias as hemolisinas e proteases para clivagem dos eritrocitos
e hemoglobina, com consequente liberagéo de ferro; receptores especificos de ligacédo
a transferrina e ferritina; e os sideroforos, que sao agentes quelantes especificos com
alta afinidade pelo Fe (49,50). Os sideroforos sdo um importante fator de viruléncia e
a principal via de obtencéo de Fe3* da maioria dos patégenos e atuam ligando-se ao
Fe extracelular ndo ligado a transferrina (NTBI - non-transferrin bound iron) ou ainda
sequestrando o Fe associado a transferrina (51). A biossintese dos sideroforos pelos
patogenos é regulada pelos niveis ambientais de Fe, sendo estimulada sob baixas

concentracdes de Fe e suprimida sob altas concentracbes do metal (52).
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O principal siderdforo secretado pelo M. leprae € a exoquelina, um polipeptideo
de baixo peso molecular, hidrofilico, secretado para o meio extracelular para
sequestrar o Fe (53). O sequenciamento do genoma do M. leprae néo identificou
genes para biossintese de 2 sideréforos amplamente isolados de outras
micobactérias, a micobactina e a carboximicobactina. Ao contrario de outras
micobactérias, o M. leprae ndo é cultivavel in vitro, logo € desafiador e dificil a
identificacdo e recuperacdo de quaisquer sideréforos. O Fe capturado pelas
micobactérias é armazenado ligado a bacterioferritina, proteina semelhante a ferritina
dos mamiferos, expressa sob condicGes de excesso de Fe (52-55).

A contrarresposta do organismo aos sideroforos € a producédo de lipocalina-2,
uma proteina de fase aguda secretada por neutréfilos e macrofagos epiteliais, capaz
de se ligar aos sideréforos carregados de Fe interrompendo a estratégia de sequestro
de Fe do patégeno (56). A escassez de Fe resultante da acdo da lipocalina-2 é um
dos mecanismos de imunidade nutricional natural do hospedeiro. E importante
ressaltar que a lipocalina-2 ndo tem ligacéo direta com o ion ferro, somente com o0s
siderdéforos, auxiliando no combate aos patdgenos intracelulares exercendo um efeito
bacteriostatico pela inducéo de hipoferremia de forma independente da hepcidina (57).
O papel da lipocalina-2 € amplamente avaliado nas infecces bacterianas, contudo
nao sao muitos os estudo sobre sua influéncia na progressado da hanseniase. Bazid
et al. (58) observaram niveis séricos de lipocalina-2 significativamente menores em
doentes de hanseniase em relacdo ao grupo controle. No entanto, considerando as
formas clinicas observaram niveis mais altos dessa proteina em pacientes com
hanseniase MB do que em pacientes classificados como PBs, o que denota a tentativa
de restringir a captacao de Fe pelo patégeno na presenca de maior carga bacilar.

Outro recurso do hospedeiro que impacta na disputa pelo Fe com os
patdgenos, sobretudo os intracelulares, € a proteina Nramp-1 (proteina 1 de
macrofagos associada a resisténcia natural). Trata-se de uma proteina intracelular
expressa no fagolissosomo dos macréfagos que funciona como uma bomba de efluxo
transportando ions metélicos divalentes, como o ferro, para o citoplasma restringindo
a proliferacdo do patogeno (59). Apesar de nao ser totalmente esclarecido como a
fungdo de transporte dessa proteina contribui para os efeitos associados a sua
expressao, o Nramp-1 tem sido associado a resisténcia a patégenos intracelulares,

como os do género Mycobacterium, e a regulagdo positiva de fungbes pro-
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inflamatoérias de macrofagos. Estudos demonstram que polimorfismos do gene
NRAMP1estao associados a suscetibilidade a hanseniase (60,61).

Notoriamente as infecgbes causam alteragdes no metabolismo do Fe, sendo
um desafio para a estratégia de defesa do hospedeiro restringir o acesso ao Fe pelos
patdogenos, sem causar danos a si mesmo. Nao obstante, os patégenos se adaptaram
e também se muniram de mecanismos capazes de driblar a defesa do hospedeiro e
manipular a maquinaria operacional do Fe dispondo de uma vantagem de
sobrevivéncia (45).

As evidéncias acerca do papel do Fe em micobacterioses sao, em sua maioria,
derivadas de outras doencgas, em particular, da tuberculose. Estudos corroboram com
a influéncia do status do Fe na progresséo da tuberculose, assim como o excesso de
Fe favorece a proliferacdo do M. tuberculosis (62,63). Lounis et al. (63) demonstraram
que a multiplicagdo do M. tuberculosis foi significativamente aumentada em
camundongos BALB/c suplementados com Fe (hidroxila férrica).

Os estudos voltados para a relevancia do Fe nutricional sobre a hanseniase
sao poucos e com limitacdes, desse modo existem lacunas na compreensao da
interacao entre o patdbgeno e o hospedeiro nos aspectos que tangem a homeostasia

do Fe na hanseniase (36).

1.2.2 Metabolismo da vitamina D e o sistema imunolégico

A vitamina D (VTD) € uma vitamina lipossoluvel sintetizada, principalmente,
pela pele apds a exposicdo a luz ultravioleta e pouco obtida através da dieta. No
organismo a VTD sofre 2 processos de bioconverséo, primeiramente no figado onde
€ convertida para sua forma de armazenamento e circulante, a 25-hidroxivitamina D
(25(OH)D), e posteriormente, nos rins é convertida pela acdo da 1- a -hidroxilase para
sua forma biologicamente ativa, a 1,25 -hidroxivitamina D (1,25(OH)D). Sua sintese,
normalmente, é controlada pelos niveis séricos de calcio, paratorménio e 1,25(0OH)D.
O receptor de vitamina D (VDR) estd expresso majoritariamente nos enterocitos,
porém sao receptores também encontrados em outras células nucleadas, como as do
sistema imunoldgico (64).

Classicamente a VTD esta vinculada ao processo de homeostase do calcio e
metabolismo ésseo, contudo, funcdes consideradas nao classicas, por exemplo sua
influéncia sobre a imunidade inata e adaptativa, tém sido amplamente estudadas. A

conexao entre o sistema imunoldgico e VTD provém dos VDRs expressos nas células
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do sistema imune e também pela bioconverséao intracelular desse metabdlito realizada
pelos macrofagos através da enzima 1a-hidroxilase (65,66).

No sistema imune inato as agdes imunomoduladoras da VTD se iniciam pela
ativagdo dos TLRs aumentando a expressdao dos VDRs e a atividade da 1o-
hidroxilase. Citocinas, como IFN-y e IL-4, também possuem sinalizagdo positiva na
atividade da 1a-hidroxilase. A ligagao da 1,25(OH)D, metabdlito ativo, ao receptor
expressos em monaocitos ou macréfagos desencadeia o mecanismo de resposta do
sistema imune contra a infec¢ao pelo aumento da capacidade fagocitica e quimiotatica
dos macroéfagos. A ativagao dos VDRs de macréfagos é responsavel pela ativagcéao
direta da transcricdo da catelicidina, peptideo que atua nas membranas microbianas
para eliminagao de bactérias e fungos (65-67). Estudos demonstraram a capacidade
da catelicidina em neutralizar o crescimento de micobactérias, especificamente
Mycobacterium tuberculosis (68,69).

Na imunidade adaptativa a VTD fomenta modificagdes que minimizam uma
resposta imunolégica exacerbada. Nas células dendriticas, células ponte entre a
imunidade inata e adaptativa, a VTD modula alteragdes que induzem uma imunidade
adaptativa de perfil mais tolerogénico por intermédio da diminuicdo da expressao do
complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC-Il), reduzindo a
apresentacao de antigenos, com consequente diminui¢cdo da secrecao de IL-12 e de
moléculas coestimuladoras. A modulagéo da VTD na imunidade adaptativa também
se estende a polarizagdo das células T, suprimindo o fenétipo Th1, Th17 e suas
citocinas (IL-2, IFN-y, IL-17 e IL-21) e estimulando a sintese de citocinas do perfil Th2
(IL-4) e Tregs (IL-10) suprimindo respostas pro-inflamatdrias. A VTD também inibe a
diferenciacao e proliferagdo dos linfocitos B, com consequente prejuizo na secregao
das imunoglobulinas (65-67).

A metabolizagcdo da VTD pelo sistema imunolégico € regulada
independentemente dos niveis sistémicos desse horménio em sua forma ativa, uma
vez que, o tempo de meia vida varia entre 4 a 6 horas. Ressalta-se ainda que, nesse
cenario a regulacdo da 1a-hidroxilase também é desassociada da via renal e
totalmente controlada por sinais imunologicos, contudo a sintese autdcrina da
1,25(OH)D é dependente da disponibilidade da 25(OH)D circulante (67).

O VDR é um membro da superfamilia de receptores hormonais nucleares que
sdo fatores de transcricado induziveis por ligantes. O VDR expresso nas células pode

intermediar dois principais tipos de respostas associadas a VTD, a ndo gendmica,
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desencadeando uma cascata de sinalizagao intracelular independente de transcrigao
génica, e a resposta da via genbmica atuando como fator de transcricdo em regides
promotoras de diversos genes. (70). Como fator de transcricao o VDR regula genes
ao ser ativado pelo seu ligante 1,25(OH)D, que induz a sua translocagao para o
nucleo, onde associa-se ao receptor de retindide X (PXR) formando um heterodimero
capaz de se ligar a sitios especificos na regido promotora dos genes, denominados
elementos de respostas a VTD (VDRE), e recrutando proteinas coregulatérias

resultando na expressao ou repressao do gene-alvo (Figura 3) (71,72).

25(0H)D

Proteina g
transportadora

de VTD

Figura 3 - Representagao da regulagao transcricional da vitamina D. A 25(OH)D
& internalizada, convertida para 1,25(OH)D pela 1-a-hidroxilase que se liga ao VDR
sendo translocada para o nucleo celular onde associa-se a outro receptor e atua na
regulagdo de genes-alvo. VTD: vitamina D, VDR: receptor de vitamina D. (Criado em
BioRender.com)

1.2.2.1 Influéncia da Vitamina D nas infecgoes

Os avancos no conhecimento dos mecanismos envolvidos na imunomodulagao
pela VTD evidenciaram a relagao fisioldgica entre este micronutriente e a resposta
imune que, apesar de nao ter uma agao antimicrobiana direta, atua de forma

significante sobre os principais componentes da imunidade inata e adaptativa.
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Capacidade que, como previamente descrito, esta intimamente associada com a
conversao intracelular da VTD e a expressao do VDR (66).

Na imunidade inata, a insuficiéncia de VTD resulta em niveis menores de
expressdo do antimicrobiano catelicidina, logo a insuficiéncia desse micronutriente
tem potencial para regular a resposta imune durante uma infecgdo. Adicionalmente,
mecanismos de autofagia e a formacédo de autofagossomos em mondécitos sao
influenciados também pelo status da VTD, aumentando a morte intracelular de
patogenos, por exemplo M. tuberculosis. A deficiéncia de VTD também prejudica a
capacidade dos macrofagos de amadurecerem e liberarem citocinas e quimiocinas
inflamatorias (73,74).

Varios estudos apontam o beneficio da VTD no tratamento da tuberculose,
assim como a associagao da sua insuficiéncia com maior incidéncia da doenca. A
conversdo de 1,25(0OH)D nos macréfagos induz positivamente expressao de
catelicidina, B-defensina e intermediarios reativos de oxigénio. Além disso, a VTD
parece ser capaz de aumentar a fagocitose e reduzir a disponibilidade de Fe
intracelular limitando o crescimento do M. tuberculosis. E improvavel que estes efeitos
reguladores da VTD sobre o sistema imune estejam restritos a tuberculose e as
doencas infecciosas (73,75,76).

Na imunidade adaptativa a deficiéncia da VTD favorece a resposta imune pro-
inflamatdria envolvendo células Th1 e Th17. Na hanseniase as células T tém papel
fundamental na imunopatogénese da doencga e a resposta Th1 é a mais eficiente na
contencao do bacilo (77). A deficiéncia de VTD observada em micobacterioses tem
uma forte correlagao negativa com o aumento de citocinas proé-inflamatérias. Mandal
et al. (78) apontaram associagao entre os niveis de expressédo do VDR e a progresséo
da hanseniase, e que pacientes com reagdes hansénicas apresentam baixos niveis
séricos de VTD e, particularmente, os que sdo acometidos pelo ENH baixa expressao
de VDR (78). Apesar dos niveis de VTD nao estarem diretamente associados com
hanseniase, polimorfismos no gene VDR tem sido correlacionado com a progressao
da hanseniase e indice baciloscépico mais elevado (78,79).

Ainfluéncia de fatores genéticos humanos sobre a suscetibilidade a hanseniase
tem sido amplamente estudada, e dentre os genes associados com o risco da doencga
encontra-se 0 gene que codifica o VDR, ja que pode influenciar no crescimento
intracelular da micobactéria (80). O estudo de Araujo et al. (81) associou os

polimorfismos T61968C e A61894G do gene VDR com o risco de hanseniase na
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populagao brasileira e descreveu ainda que estes controlam o equilibrio das citocinas
Th1 e Th2, que prediz a evolugao clinica da hanseniase. Ademais, polimorfismos do
gene VDR também foram associados com a suscetibilidade a infeccdo por M.
tuberculosis (82).

O gene CAMP que codifica a catelicidina, um potente peptideo antimicrobiano
contra patdégenos intracelulares, é alvo do VDR sendo regulado positivamente pela
presenga de VTD (72). Oliveira et al. (72) demonstraram essa regulagdo ao
encontrarem forte associagao entre a expressao génica de VDR e CAMP com os
niveis séricos de 25(0OH)D em pacientes com hanseniase.

A VTD pode exercer influéncia da sobre a homeostase do Fe pela supressao
transcricional que o VDR exerce sobre o gene HAMP1. Niveis suficientes de VTD
diminuem a transcrigdo de HAMP1 e, consequentemente, diminuem os niveis de Fe
intracelular. Em contrapartida, a insuficiéncia de VTD aumenta a sintese de hepcidina
e os niveis de Fe intracelular. Assim, a regulagdao da hepcidina mediada pela VTD
pode ser uma faceta importante da defesa em infec¢gdes causadas por patéogenos
intracelulares (83).

Nesse cenario, a VTD é um importante nutriente na modulagdo da resposta
imune e, consequentemente, para o controle da proliferacdo do M. leprae, bem como
progressdo e prognostico da hanseniase. Contudo, o impacto e relevancia na

hanseniase ndo sdo bem estudados.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos niveis de Fe e VTD da dieta sobre a infecgao pelo M.

leprae in vivo e in vitro.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da suplementagao ou restricdo dietética de Fe ou VTD na

infeccdo experimental de camundongos BALB/c pelo M. leprae, segundo o método de

Shepard (21), considerando os seguintes parametros:

Multiplicagéo bacilar por baciloscopia;

Expressao génica e proteica in situ dos mediadores do metabolismo do
Fe: hepcidina (HAMP1), ferroportina (SLC40A1), e lipocalina-2 (LCN2);
Expressao génica e proteica in situ dos mediadores imunoldgicos
associados com a VTD: catelicidina (CAMP), beclina-1(BECN1) e
interferon-gama (IFNG).

Avaliar o efeito da suplementacao ou restricio dietética de Fe ou VTD sobre a

resposta in vitro de células infectadas com M. leprae das seguintes formas:

Quantificagcdo da secrecao das citocinas IL-6, IL10, IL-17A e TNF por
células peritoneais de camundongos submetidos as diferentes dietas
aqui avaliadas;

Quantificagcdo da producdo dos mediadores inflamatérios: proliferagcao
celular e citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL10, IL-17A, IFN-y e TNF por
esplendcitos de camundongos submetidos as diferentes dietas aqui

avaliadas.
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3 METODOS
3.1 Desenho do estudo

O modelo experimental desse estudo foi composto por camundongos machos
da linhagem BALB/c que, imediatamente apds desmame, receberam ragao
modificada (Pragsolu¢des Biociéncias) ou ragcdo padrdao (AIN-93M) ofertadas ad
libitum e mantidas até o sacrificio. A Figura 4 ilustra as principais etapas do estudo

Os animais foram divididos em 2 grandes grupos experimentais: ndo infectados
e infectados. Os camundongos foram ainda subdivididos em 5 grupos de 5 animais,
de acordo com a dieta experimental da seguinte maneira:

» Dieta padrdo: racdo padrdao para manutengao da vida adulta
(quantidades minimas de VTD de 2.000 UI/Kg e Fe 50ppm) (84);

» Dieta deficiente de Fe: racao modificada com 0% de Fe;

» Dieta suplementada com Fe: ragcdo modificada com 500 ppm de
Fe;

» Dieta deficiente de VTD: ragdo modificada com 0 Ul/Kg;

» Dieta suplementada com VTD: ragdo modificada com 10.000
Ul/kg.

Os grupos de animais nao infectados receberam as respectivas dietas por 30
dias, imediatamente apés desmame, e em seguida sacrificados para coleta das
células peritoneais e esplendcitos para execugao dos experimentos in vitro.

Os grupos de animais infectados foram inoculados aos 60 dias de vida e a
infeccao foi mantida por 100 dias. Estes animais receberam as respectivas dietas apos
desmame e durante o periodo de infecgdo, totalizando 140 dias de dieta, e

eutanasiados para a execucao das avaliacdes in vivo.

Introdugao L Inoculagao 22
g das dietas Eutanasia M. leprae Exitanésia
0 20 50 60 160
3 L | | 1 1 2
=] 4 Padréo' Ll Ll v
% Dia Deficiente Fe GI’I.IpO Nao Grupo
S0 Smmwae” | infectado Infectado

Suplementada de VTD

Avaliagdes in vitro Avaliagées in vivo

Figura 4 - Fluxograma de execugdo do estudo. Linha do tempo com especificacdo das
principais etapas do estudo. Fe: ferro, VTD: vitamina D
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Esse estudo foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais (ILSL003/18)

do Instituto Lauro de Souza Lima.

3.2 Obtencao do Mycobacterium leprae e inoculagao dos camundongos

Os in6culos de M. leprae para infecgao dos camundongos utilizados no estudo
foram obtidos a partir dos coxins plantares de camundongos atimicos nude (athymic
nude, nu/nu — Foxn 1) previamente infectados com a cepa Thai-53, conforme descrito
por Trombone et al. (85). Os bacilos foram quantificados apds a coloragcédo de Ziehl
Nielsen a frio para ajuste do indculo de infecgdo. Os camundongos BALB/c foram
infectados, por via intradérmica, na superficie plantar de ambas as patas traseiras com

suspensao bacilar contendo 1,0 x 104 bacilos/mL, conforme descrito por Shepard (21).

3.3 Dosagens séricas de ferro e vitamina D

Os niveis séricos de Fe e 25(0OH)D foram dosados no soro dos camundongos
infectados e nao infectados coletados por puncido cardiaca, apos eutanasia. A
quantificacdo do Fe sérico foi realizada por método colorimétrico utilizando kit
comercial Quimifer (Ebram) com faixa de detecgéo de 0 a 1000 pg/dL. A dosagem da
25(0OH) foi realizado por turbidimetria utilizando o kit comercial Turb Vit-D (Ebram) com
faixa de detecgdo de 7,6 a 147,8 ng/mL. Ambas dosagens foram feitas em

equipamento bioquimico automatizado BS-300 (Mindray).

3.4 Avaliacao de mediadores inflamatérios em cultura de células peritoneais e
esplendcitos

Os grupos de animais nao infectados que receberam as dietas de
suplementacao ou deficiéncia de Fe ou VTD foram avaliados quanto a producao de

mediadores inflamatorios in vitro.

3.4.1 Cultivo de células peritoneais in vitro

Células peritoneais totais foram obtidas por lavagem da cavidade peritoneal
com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) gelado suplementado com 3% de
soro fetal bovino seguido de centrifugacdo a 1.500 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de células ressuspenso em meio RPMI (Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico (penicilina 100U/ml e

estreptomicina A 100 pg/ml). A concentragdo celular foi ajustada para 1 x 106
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células/ml, através da contagem em camara de Neubauer utilizando corante vermelho
neutro (proporcao 1:8), e 200 ul da suspenséo foi distribuida por pogo em placas de
24 pocgos.

As células foram cultivadas na presenca de M. leprae por 24 horas a 37°C em
atmosfera imida com 5% de diéxido de carbono (CO2) em multiplicidade de infecgao
(MOI) de 10:1. Como controle positivo, as células foram estimuladas com
lipopolissacarideo de Escheria coli (LPS) (Sigma) na concentracéo final de 10 ug/mL.
Como controle negativo as células peritoneais foram cultivadas em meio
suplementado idéntico na auséncia de estimulo. Os sobrenadantes foram utilizados

para dosagem de citocinas, 0xido nitrico e peroxido de hidrogénio.

3.4.1.1 Purificagdo do Mycobacterium leprae para infeccdo das células
peritoneais

Os bacilos para infecgao in vitro das células peritoneais foram obtidos dos
coxins plantares de camundongos atimicos nude previamente inoculados com a cepa
Thai 53 de M. leprae, conforme protocolo de Trombone et al. (85). Resumidamente, o
protocolo para a recuperagao dos bacilos incluiu dissecgdo do coxim plantar,
isolamento do tecido, processamento em homogeneizador de tecidos (Turrax-IKA)
seguido de purificagao pela digestao enzimatica com tripsina a 0,05%. A contagem de

M. leprae foi feita apds coloragédo de Ziehl-Neelsen.

3.4.2 Cultivo de esplendcitos in vitro

As células esplénicas foram obtidas apds maceragcdo dos bagos com meio
RPMI e recuperadas por centrifugagéo a 1.500 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em tampéo de lise (NH4Cl
0,15M) e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente para lise osmética dos
eritrocitos. Apos, realizou-se uma etapa de lavagem e inativagdo do tampéo de lise
com RPMI. Imediatamente as células foram ressuspensas em RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (penicilina 100U/ml e estreptomicina
A 100 pg/ml), contadas em camara de Neubauer com azul de Trypan (proporgao 1:2)
e a concentracéo celular foi ajustada para 5 x 108 células/ml e 100 pl da suspensao
foi distribuida em placas de 96 pocos.

As células foram estimuladas com antigeno sonicado do M. leprae na

concentracado final de 10 uyg/mL (gentiimente cedido pelo Dr. Patrick Brennan,
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Colorado State University, USA). Como controle positivo, os esplendcitos foram
estimulados com Concanavalina A (ConA) (Sigma) na concentracao final de 2,5 pg/mL
e como controle negativo os esplendcitos foram cultivados apenas com meio RPMI
suplementado. As culturas foram incubadas por 72 horas a 37°C em atmosfera umida
com 5% de CO2. Os sobrenadantes das culturas foram utilizados para dosagem de
citocinas. Os esplendcitos estimulados com antigeno de M. leprae sonicado, ConA e

cultura controle foram utilizados para o ensaio de avaliagdo da proliferagéo celular.

3.4.2.1 Avaliagao da proliferagao celular

A proliferagao celular da cultura de esplendcitos foi avaliada pelo ensaio MTT
(3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazélio). Apos 72 horas de cultivo,
adicionou-se aos pogos de cultura 20 ul de solugdo de MTT (Sigma) em 5 mg/mL com
incubacao de 2 horas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2. Em seguida, as
placas foram centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes,
cuidadosamente, descartados. Em seguida, foi adicionado 100uL de DMSO
(dimetilsulfoxido, Sigma) em cada pogo. Apds 5 minutos de reacao, as placas foram
submetidas a leitura a 540nm em leitor de ELISA (ThermoFisher Scientific). As
dosagens foram feitas em triplicatas. As absorbancias das células controles de cada
dieta foram consideradas como 100% de viabilidade celular e utilizadas como

referéncia para os calculos percentuais de viabilidade das células estimuladas.

3.4.3 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

A quantificagao das citocinas nos sobrenadantes das culturas foi realizada por
meio do ensaio Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Kit (BD
Biosciences e tal), conforme instrugdes do fabricante. Nos sobrenadantes da cultura
de células peritoneais foram quantificadas IL-6, IL10, IL-17A e TNF. Ja os
sobrenadantes da cultura de esplendcitos foram quantificados para os niveis de IL-2,
IL-4, IL-6, IL10, IL-17A, IFN-y e TNF. Brevemente, os sobrenadantes das culturas e
dos padrdes de citocinas, diluidos previamente, foram misturados com um pool de
beads (IL-2, IL-4, IL-6, IL10, IL-17A, IFN-y eTNF) e do reagente de detecgdo PE com
subsequente incubagao por 120 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz.
Apds incubacao, as esferas de captura foram lavadas duas vezes com wash buffer, o
sobrenadante cuidadosamente descartado e as beads ressuspensas em wash buffer

para analise em equipamento de citometria de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences).
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ApoOs a coleta dos dados as concentragdes de citocinas foram calculadas com base
nos resultados das curvas padrées usando o software FCAP Array (BD Biosciences).

O limite de detecc¢éao para cada uma das citocinas quantificada pelo CBA Mouse
Th1/Th2/Th17 kit estdo especificados no Quadro 1.

Quadro 1. Limite de detecgao das citocina s do kit CBA Mouse Th1/Th2/Th17.

Citocina | Limite de detecgcao (pg/mL)

IL-2 0,1
IL-4 0,03
IL-6 1,4
IL-10 16,8

IL-17A 0,8

IFN-y 0,5
TNF 0,9

3.5 Avaliacao dos mediadores do ferro e vitamina D na infec¢dao pelo
Mycobacterium leprae in vivo
3.5.1 Analise da multiplicagcao do Mycobacterium leprae em modelo murino
Para quantificacdo da multiplicacdo do M. leprae, apds término da dieta, os
camundongos foram eutanasiados e seus coxins plantares excisados, pesados e
triturados. Para obtencdo da suspensdo bacilar apenas um dos coxins plantares
traseiros foi processado em solugdo fisiologica estérii com auxilio de um
homogeneizador de tecidos (85). Os bacilos foram contabilizados apds a coloragao
de Ziehl-Nielsen a frio em microscopio o6tico avaliando o total de 60 campos por

amostra conforme Shepard (86).

3.5.2 Extracdao de RNA e sintese de cDNA

Metade do segundo coxim plantar excisado foi coletado em 1 mL de Trizol
(Invitrogen) e destinado para extracdo de RNA pelo kit comercial RNeasy Mini Kit
(Qiagen) seguindo as recomendacgdes do fabricante.

As amostras foram transferidas para microtubos com esferas de ceramica
(Bertin Technologies) para processamento em equipamento Precellys24 (Bertin
Technologies). Foram feitos trés ciclos de homogeneizacgao e lise de 1 pulso de 6.500
rpm por 10 segundos seguido de incubagao em gelo por 5 minutos. O homogeneizado

foi transferido para novo microtubo e incubado, em temperatura ambiente, por 5
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minutos. Foram adicionados 100 ul da solugéo eliminadora de gDNA (disponibilizada
no kit) ao lisado e, vigorosamente, homogeneizado em vértex. Em seguida, adicionou-
se 180 pyl de cloroférmio seguido de homogeneizagdo em vortex, incubagdo em
temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugagdo a 12.000g por 5 minutos a 4°C.
A fase aquosa superior contendo o RNA foi transferida para novo microtubo e
transferida para o equipamento Qiacube (Qiagen) para extracdo automatizada. Ao
final do processo o RNA foi ressuspenso em 30 ul de agua ultrapura. O RNA extraido
foi avaliado quanto a quantidade e pureza através da leitura em espectrofotdmetro
NanoDrop (ThermoFisher Scientific).

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por reacéo de transcrigdo reversa
com SuperScript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen) a partir de 1 pg de RNA,

conforme as instru¢des do fabricante.

3.5.3 Expressao génica por PCR quantitativo em Tempo Real

As expressodes dos genes alvos HAMP1 (hepcidina), SLC40A1 (ferroportina),
IFNG (interferon-gama), LCNZ2 (lipocalina), CAMP (catelicidina) e BECN1 (beclina-1)
e do gene constitutivo ACTB (B-actina) foram avaliadas por ensaios TagMan Gene
Expression (Thermo Fisher) em equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems). Os
seguintes ensaios inventariados para camundongos foram empregados: HAMP1-
MmO00519025 m1; SLC40A1- Mm01254822 m1, IFNG- Mm01168134_m1; LCN2-
MmO01324470 _m1; CAMP- Mm00438285 m1; BECN1-Mm01265461_m1 e ACTB-
MmO00607939_s1.

As reacgdes foram feitas em volume final de 25 ul, com 1,25 pl de ensaio, 12,5
Ml de mix reacdo (TagMan™ Gene Expression Master Mix), 8,75 ul de agua para PCR
e 2,5 ul de cDNA. As condi¢des da reacao foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

As expressodes dos genes de interesse foram calculadas pelo método da curva
padrao relativa. Para isso, um pool de amostras de cDNA foi diluido de forma seriada
em 6 pontos e esta curva foi amplificada simultaneamente com as amostras para os
alvos e referéncia. Os dados de expressao dos alvos foram entdo normalizados pela
expressao do controle endégeno ACTB.
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3.5.4 Imuno-histoquimica

Parte de um dos coxins plantares de cada camundongo foi processada para
inclusdo em parafina, microtomia (5 ym) e analise imuno-histoquimica, conforme
previamente descrito (87,88). Foram avaliados marcadores do metabolismo de Fe
(ferroportina, hepcidina, lipocalina-2) e mediadores inflamatérios (beclina-1,
catelicidina, interferon-y), em grupos experimentais submetidos a dietas com
deficiéncia ou suplementagdo de Fe e VTD, além de controle com dieta padrdao. No
Quadro 2, encontra-se o detalhamento dos anticorpos primarios empregados neste

estudo.

Quadro 2. Anticorpos, fatores de diluicao e tampdes para imuno-histoquimica.

Anticorpo (Fabricante) Diluicdo | Tampao

anti-Hepcidin (Abcam 190775) 1:50 Tris-EDTA
anti-SLC40A1 (Abcam78066) 1:80 Citrato de sodio 10 mM
anti-Lipocalin-2 (Abcam 227814) 1:1500 Tris-EDTA
anti-Cathelicidin (Abcam 207758) 1:1500 Tris-EDTA

anti-Beclin 1 (Abcam 232461) 1:50 Tris-EDTA
anti-Interferon gamma (Abcam 231301) 1:100 Tris-EDTA

Cortes microscopicos de cada espécime e grupo, foram dispostos em laminas
silanizadas (Perfecta), desparafinizados em estufa a 60 °C seguida de banhos em xilol
e hidratados por gradientes de etanol (100%, 90% e 70%). A recuperagao antigénica
foi obtida em camara de pressao (DakoCytomation Pascal), por 5 minutos a 98 °C,
com 0s espécimes submersos em tampé&o citrato de sodio (10 mM) ou Tris/EDTA (10
mM/1 mM, pH 9,0), conforme indicado pelo fabricante dos anticorpos (Quadro 1). Em
seguida, passaram por bloqueio de peroxidase enddgena, utilizando perdxido de
hidrogénio a 5%, por 30 minutos, para inibir as interacées de peroxidase endbgena.
ApOs essa etapa, os cortes foram tratados com solugao de bloqueio de reagao cruzada
contendo Molico® 1% em solugéo salina tamponada (TBS, tris-buffered saline), por
60 minutos, para bloquear ligacdo nao especifica de anticorpos. Os espécimes foram
entdo, incubados com anticorpos primarios para os alvos de interesse, diluidos em
tampao TBS/BSA 1%, overnight, a 4 °C. Apds a incubagdo com os anticorpos
primarios, o sistema EnVision Flex’HRP (Dako Agilent, USA) foi utilizado para
imunodetecgdo dos alvos celulares. O substrato cromogénico diaminobenzidina

(Liquid DAB+, Dako Agilent, USA) foi empregado para revelar a reagdo imuno-
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histoquimica. Apds essa etapa, os cortes foram contracorados com Hematoxilina de
Harris e montados em meio aquoso Glycergel® (Dako Agilent, USA). Controles
negativos internos consistiram em cortes nos quais os anticorpos primarios foram

substituidos por solugao de bloqueio (TBS/Molico® 1%).

3.5.4.1 Analise de imagens digitalizadas

Os cortes microscopicos foram submetidos a captura de imagens na camera
Axiocam 234 HRc (Carl Zeiss, DE), acoplada ao fotomicroscépio Axiophot 2 (Carl
Zeiss, DE), em objetiva 40x. A avaliagao semiquantitativa da imunoexpressao tecidual
de ferroportina, hepcidina, lipocalina-2, beclina-1, catelicidina e interferon-y, foi
conduzida no software de acesso aberto, Imaged 1.53a (National Institutes of Health,
USA) (89). No IHC Profiler as proteinas expressas in situ s&o mensuradas pela
intensidade de pixels por amostra, que variam de 0 (= preto) a 255 (= branco). Os
dados sdo expressdes em uma pontuacdo de quatro niveis: muito positivo (MP),
positivo (P), pouco positivo (PP) e negativo (N). Intensidades de 0 a 60 pontuam para
a zona muito positiva, de 61 a 120 para a zona positiva, de 121 a 180 para a zona
pouco positiva e de 181 a 235 para a zona negativa. Os quatro niveis obtidos por
imagem, sao entdo convertidos em escores de densidade Optica, conforme a formula
fornecida por S. Jafari et al. (89): (4MP + 3P + 2PP + 1N) /100. Os dados foram
tabulados e comparados estatisticamente no software GraphPad Prism 9.0.0™
(GraphPad Software, USA).

3.6 Analise dos resultados

Os resultados referentes as modificagdes dietéticas de ferro e vitamina D foram
submetidos a analise estatistica de forma independente. Para avaliar os efeitos entre
as dietas padrao, deficiente e suplementada, bem como para validar os estimulos
utilizados, foram aplicados testes de multiplas comparacgdes. Adicionalmente, o teste
de comparagdes multiplas foi empregado utilizado o grupo da dieta padrdo como
parametro de controle para contrastar os efeitos do desequilibrio com a condicéo
ideal. Além disso, as condi¢cdes de suplementagao e deficiéncia foram comparadas
diretamente entre si por meio de testes de comparagao entre dois grupos.

Inicialmente, os dados foram submetidos a analise de distribuicdo por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Para dados que apresentaram distribuicdo normal, foram

utilizados o Teste t de Student e/ou ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey para
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comparagdes multiplas, ou pelo teste de Dunnett para comparagdes com o grupo
controle (dieta padrao). Ja para dados nao paramétricos, foram utilizados o teste de
Mann-Whitney e/ou teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para
comparagdes multiplas.

As analises de correlagao entre a multiplicacado do M. leprae e a expressao
génica e proteica in situ dos mediadores do metabolismo do Fe e da VTD foram
realizadas pelo teste de correlagdo de Spearman.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism versao

9.0.0 adotando o nivel de significancia de p valor menor do que 0,05.



RESULTADOS



38

4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao dos efeitos das dietas modificadas em teor de ferro
4.1.1 Avaliagao in vitro

4.1.1.1 Cultura de células peritoneais totais

4.1.1.1.1 Produgao de IL-10, IL-6 e TNF

Em nosso estudo, a deficiéncia de Fe acarretou na diminuicdo da secregao de
IL-6 (Figura 5 A) e TNF (Figura 5 C) pelas células peritoneais infectados in vitro com
M. leprae. Nessa condig¢ao de cultura a producao de IL-6 foi menor em relagao a dieta
padrao (p 0,01). Ja a secrecdo de TNF das células peritoneais totais provenientes da
deficiéncia de Fe estimulados com M. leprae foi menor e relagao a dieta padrao (p
0,0007) e suplementada de Fe (p 0,009).

Nao foram detectados niveis expressivos de IL-10 nas culturas controles e com
estimulo de M. leprae (Figura 5 B), e somente em pequenas quantidades na presenca
de LPS. Entretanto, os niveis de IL-10 no estimulo com LPS foram significativamente
diferentes entre as dietas com suplementacgéo e deficiéncia (p 0,049), sendo que a

deficiéncia de Fe inibiu a secrecédo dessa citocina.
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4.1.1.2 Cultura de esplendcitos
4.1.1.2.1 Ensaio de proliferagao celular

Os esplendcitos obtidos de camundongos com dieta suplementada ou
deficiente de Fe apresentaram o mesmo nivel de resposta proliferativa dos
esplendcitos da dieta padrao quando estimulados por ConA ou antigeno sonicado de

M. leprae (Figura 6).

700+
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400-
300+

200+ T
100~ —
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(%)

0 | | |
Padrdo D.Fe S.Fe Padrao D.Fe S.Fe
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Figura 6 - Proliferacao de esplendcitos obtidos de camundongos com
dieta modificada de ferro ou padrao. Esplendcitos estimulados in vitro com
ConA e antigeno sonicado de M. leprae por 72 horas. A porcentagem de
proliferagdo para cada dieta foi calculada assumindo a média da absorbancia
dos esplendcitos sem estimulo como 100% de viabilidade celular. D. Fe:
deficiente de ferro; S. Fe: suplementado de ferro., M.L.: antigeno sonicado de
Mycobacterium leprae; CONA: concanavalina A

4.1.1.2.2 Producao de citocinas
A Figura 7 mostra os niveis de secregao de IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-17
pelos esplendcitos obtidos dos camundongos submetidos a suplementagdo ou

deficiéncia de Fe.
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Figura 7 - Producéao de citocinas por esplenécitos de camundongos com diferentes condig¢ées
dietéticas de ferro e estimulados in vitro com antigenos sonicado de M. leprae. Os esplendcitos
foram recuperados de camundongos com dieta padrao, deficiente ou suplementada de ferro. *p<0,05;
**p<0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 representam diferenca estatistica por ANOVA. #p<0,05; ##p<0,01;
representam diferencga estatistica por Teste t. D. Fe: deficiente de ferro, S. Fe: suplementado de ferro,
M.L.: antigeno sonicado de Mycobacterium leprae, CTR: controle, CONA: concanavalina A
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A producdo de IFN-y (Figura 7 A) e TNF (Figura 7 B) pelos esplendcitos
estimulados com antigeno sonicado de M. leprae foram significativamente diferentes
entre as dietas avaliadas pelo nosso estudo. Nessa condicdo de estimulo, houve
diminui¢ao da producao de IFN-y tanto na suplementacéo quanto na deficiéncia de Fe
em relagao ao nivel de secreg¢ao obtidos dos esplendcitos da dieta padrao (p 0,009 e
p 0,02, respectivamente). Esse mesmo perfil de reducao foi observado para o TNF
quando comparamos as variagdes do teor de Fe com a dieta padréo (p <0,0001).

Nas culturas de esplendcitos estimuladas com M. leprae, observamos também
que diante da suplementacao de Fe houve reducao na producgao de IL-6 (Figura 7 D)
e IL-10 (Figura 7 F) em comparagdo com a dieta padrdo (p 0,04 e p 0,03,
respectivamente). Além disso, a suplementagdo com Fe foi associada a menores
niveis de produgao de IL-10 em comparagcdo com sua restricdo diante do estimulo
especifico com M. leprae (p 0,02).

A producéao de IFN-y, TNF e IL-10 pelos esplendcitos estimulados com ConA
nao sofreram influéncia das diferentes condi¢cdes de dieta, apenas a produgao de IL-
6 foi reduzida diante da suplementacao de Fe nesse estimulo.

A producéo de IL-2 foi baixa em todas as condi¢cdes de cultura ou dietas, sendo
que apenas para as culturas nao estimuladas houve diferenca estatistica (Figura 7 C).
Nestas a suplementacao de Fe diminuiu a secrecao de IL-2 em relacéo a dieta padrao
(p 0,01), assim como em relagéo a dieta deficiente de Fe (p 0,009).

Em relagdo aos niveis de secreg¢ao de IL-17A (Figura 7 E), na cultura controle
os esplendcitos de animais que receberam dieta suplementada com Fe produziram
menor nivel de IL-17A quando comparado a dieta padréo (p 0,03) e a dieta com
restricdo de Fe (p 0,009). Apesar dos estimulos com ConA e M. leprae terem induzido
maiores producdes dessa citocina em relagao a cultura controle ndo houve diferenca
estatistica entre as diferentes dietas.

A produgao de IL-4 ocorreu somente quando os esplendcitos foram estimulados
com ConA e nenhuma diferencga estatistica foi detectada entre as diferentes dietas

(dados n&o mostrados).
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4.1.2 Avaliagao in vivo
4.1.2.1 Niveis séricos de ferro

As dietas modificadas em teor de Fe produziram niveis significativamente
diferentes nos niveis séricos desse metal em camundongos n&o infectados (p 0,001),
0 que valida os efeitos esperados para essas dietas (Figura 8).

Os valores de Fe sérico obtidos com a dieta padrao e dieta deficiente de Fe
entre os grupos infectados e n&o infectados mantiveram-se proximos. Contudo, os
camundongos infectados que receberam a dieta suplementada por um periodo maior
que os animais nao infectados apresentaram niveis séricos de Fe significativamente
reduzidos (p 0,02) .
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Figura 8 - Niveis séricos de ferro dos camundongos
infectados e nao infectados apés dieta padrao ou com
modificacido do teor de ferro. Dosagem realizada por
colorimetria. Valores expressos em ug/dL.*p<0,05; **p<0,001
representam diferenga estatistica por estatistica por Teste t.
Def.: deficiente de ferro, Supl.: suplementado de ferro.

4.1.2.2 Multiplicagao de M. leprae em modelo murino
Em nosso estudo, a restricao de Fe foi associada com aumento da quantidade
de M. leprae (Figura 9). Nesse grupo o valor médio de bacilos recuperados foi de
5,99x10°%, apresentando aumento em relagéo a suplementagdo de Fe (p 0,009).
Além disso, observamos que a reducgéo e suplementacdo de Fe ndo exibiram
qualquer influéncia significativa sobre a o niumero de bacilos recuperados em relagéo

a dieta padrao.
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Figura 9 - Quantificacdo de M. leprae por baciloscopia apos
tratamento com dieta padrdao ou modificada de ferro. O nimero de
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de ferro, S. Fe: suplementado de ferro.

4.1.2.3 Expressao génica
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Os mediadores imunolégicos e do metabolismo do Fe aqui avaliados nao

apresentaram expressao diferencial entre as dietas restritivas e suplementadas de Fe

(Figura 10).
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Figura 10 - Expressao génica relativa em coxim plantar de camundongos com dietas
modificadas de ferro. Expresséao relativa calculada por método da curva padrao relativa
usando como controle enddgeno o gene da B-actina/ACTB. D. Fe: deficiente de ferro, S. Fe:
suplementado de ferro

4.1.2.4 Expressao in situ por imuno-histoquimica

Na avaliagao in situ dos mediadores do metabolismo do Fe e imunoldgicos,

durante infecgdo por M. leprae verificamos que a suplementacdo de Fe elevou a

expressao proteica de catelicidina em relagao a dieta deficiente de Fe (p 0,033) (Figura

11 A). A andlise estatistica foi realizada apds processo de digitalizacédo e
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desconvolugao dos cortes microscopicos de cada condigdo experimental (Figura 12
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Figura 11 - Imunodeteccdo de mediadores do ferro e imunolégicos em camundongos
infectados por M. leprae e tratados com dietas modificadas de ferro. Resultados obtidos de
coxins plantares de camundongos BALB/c submetidos variagcdes de dieta: padrao, deficiente ou
suplementada de ferro, e infectados com M. leprae pela técnica de Shepard. Dados imuno-
histoquimicos expressos por escores de densidade 6ptica, calculados no programa Imaged 1.53a
(NIH, USA). Valores de p < 0,05 (*) representam diferengas estatisticas. Analise estatistica por
teste t ndo pareado. D.Fe: deficiente de ferro, S.Fe: suplementado de ferro
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Figura 12 - Fotomicrografia da expressao proteica de catelicidina em camundongos
infectados com M. leprae com diferentes condi¢oes dietéticas de ferro. Reagcédo imuno-
histoquimica para o anticorpo anti-Cathelicidin (Abcam 207758), em coxins plantares de
camundongos BALB/c infectados com M. leprae. Animais submetidos a dieta com deficiéncia
(A, B) ou suplementacao (C, D) de ferro. Cortes microscopicos marcados por diaminobenzidina
(Liquid DAB+, Dako Agilent, USA) e contracorados com Hematoxilina de Harris (A-C). A
avaliagdo dos escores de densidade optica foram conduzidas nas imagens desconvoluidas de
DAB em cada espécime (B-D), no programa ImagedJ 1.53a (NIH, USA). Imagens representativas

de 3-5 animais por condigao experimental. Aumento: 400 x

4.2 Avaliagao dos efeitos das dietas modificadas em teor de vitamina D
4.2.1 Avaliagao in vitro
4.2.1.1 Cultura de macréfagos peritoneais

4.2.1.1.1 Produgao de IL-10, IL-6 eTNF
A Figura 13 mostra a inibicdo na secregcdo de IL-6, TNF e IL-10 pelos

macrofagos peritoneais dos camundongos submetidos a suplementagao de VTD
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Figura 13 - Produgao de citocinas por macréfagos peritoneais de camundongos com
diferentes condig¢oes dietéticas de vitamina D e estimulados in vitro com M. leprae. Os
macrdéfagos peritoneais foram recuperados de camundongos com dieta padrao, deficiente ou
suplementada de vitamina D e estimulados com M. leprae ou LPS e nao estimulados. *p<0,05;
**p<0,01; ***p <0,001 representam diferenga estatistica por ANOVA ou Kruskal-Wallis. #p<0,05;
##p<0,01; #HH#p<0,0001 representam diferenca estatistica por Teste t ou Mann-Whitney. D.
VTD: deficiente de vitamina D, S. VTD: suplementado de vitamina D, M.L. Mycobacterium leprae,
CTR: controle, LPS: lipopolissacarideo

Com relagéo a IL-6 (Figura 13 A), pudemos observar que no estimulo com M.
leprae a suplementacao de VTD diminuiu significativamente a secrecao desta citocina

em comparagao com a dieta padrao (p 0,02). Esse mesmo perfil foi observado para o
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estimulo com LPS em comparagao com as dietas deficiente de VTD (p 0,001) e padrao
(p 0,001).

No mesmo sentido, a produgcdo de TNF nos macréfagos estimulados com M.
leprae (Figura 13 C) foi menor na condigao de suplementacdo de VTD em comparagéo
com a dieta padréo (p 0,0007) e deficiente de VTD (p < 0,001).

A producdo de IL-10 pelos macréfagos foi detectada apenas nas culturas
estimuladas com LPS (Figura 13 B), onde a suplementagcédo de VTD também exibiu

efeito redutor na producao dessa citocina (p 0,01) em relagao a restrigao.

4.2.2 Cultura de esplendcitos
4.2.2.1.1 Ensaio de proliferagao celular

A modificacdo da dieta de VTD influenciou a resposta proliferativa dos
esplendcitos in vitro apenas quando estimulados por ConA (Figura 14). Nessa
condicdo, a deficiéncia de VTD induziu uma resposta proliferativa menor dos
esplendcitos quando comparada a dieta suplementada de VTD (p 0,0009) e a dieta
padrao (p 0,01).
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Figura 14 - Proliferacdao de esplenodcitos obtidos de camundongos com
dieta modificada de vitamina D ou padrao. Esplendcitos estimulados in vitro
com ConA e antigeno sonicado de M. leprae por 72 horas. A porcentagem de
proliferacdo para cada dieta foi calculada assumindo a média da absorbancia
dos esplenécitos sem estimulo como 100% de viabilidade celular. ###p<0,0001
representa diferenca estatistica por Teste t. D. VTD: deficiente de vitamina D; S.
VTD: suplementado de vitamina D., M.L.: antigeno sonicado de Mycobacterium
leprae; CONA: concanavalina A
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4.2.2.1.2 Producao de citocinas

A producdo de citocinas pelos esplendcitos submetidos a condicédo de
suplementacéo ou restricdo de VTD in vivo quando estimulados por ConA ou M. leprae
in vitro apresentaram diminuicdo na producdo das citocinas avaliadas em nosso

estudo (Figura 15).
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Figura 15 - Producéao de citocinas por por esplenécitos de camundongos com diferentes
condi¢cdes dietéticas de vitamina D e estimulados in vitro com antigenos sonicado de M.
leprae. Os esplendcitos foram recuperados de camundongos com dieta padrédo, deficiente ou
suplementada de vitamina D. *p<0,05; **p<0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 representam diferenca
estatistica por ANOVA ou Kruskal-Wallis. #p<0,05; ##p<0,01 representam diferenca estatistica
por Teste t ou Mann-Whitney. D. Fe: deficiente de ferro, S. Fe: suplementado de ferro, M.L.
antigeno sonicado de Mycobacterium leprae, CTR: controle, CONA: concanavalina A
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Em comparagdo com a dieta padrao a suplementagcdo de VTD diminuiu
significativamente a produgéo de IFN-y (Figura 15 A) e TNF (Figura 15 B) nas culturas
de esplendcitos estimuladas com antigeno sonicado de M. leprae (p 0,006 e p
<0,0001, respectivamente). Para o TNF essa reducdo em relagdo a dieta padréo
também foi observada para deficiéncia (p 0,0004).

Os niveis de secrecéao de IL-10 para o estimulo com M. leprae foram reduzidos
de forma significativa em relagdo a ConA em todas as dietas (Figura 15 F).

Os esplendcitos estimulados com M. leprae apresentaram maior produgao de
IL-6 em comparagao ao nivel de produgdo dessa citocina quando estimulados com
ConA (Figura 15 D). Essa reducgao foi observada na dieta padrao (p 0,001), deficiente
(p 0,001) e suplementada de VTD (p 0,01).

Nao foram observadas diferencas na producéo de IL-17A para o estimulo com
M. leprae (Figura 15 E).

As producdes de IL-2 pelos esplendcitos foram baixas em todas as condi¢des

de cultura e ndo apresentaram diferencas estatisticas (Figura 15 C).

4.2.3 Avaliagao in vivo
4.2.3.1 Niveis séricos de vitamina D

Nao foram detectados niveis de 25(0OH)D nos grupos experimentais com dieta
padrao e deficiente de VTD. A dosagem sérica de uma amostra testada de animal nao
infectado que recebeu suplementacdo de VTD foi de 18,3 ng/mL. Para 4 animais

infectados que receberam essa dieta a média da dosagem sérica foi 3,6 +2,65 ng/mL.

4.2.3.2 Multiplicagao de M. leprae em modelo murino

As dietas com reducdo ou suplementacdo de VTD ndo exibiram qualquer
influéncia significativa sobre a o numero de bacilos recuperados em relacéo a dieta
padréo (Figura 16). Também ndo encontramos diferenga para esse parametro entre

as dietas suplementada e deficiente de VTD.
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Figura 16 - Quantificagdo de M. leprae por baciloscopia apés
tratamento com dieta padrdao ou modificada de vitamina D. O
numero de bacilos contados foram normalizados por mL de suspensao
(BAAR/mL). D. VTD: deficiente de vitamina D, S. VTD: suplementado
de vitamina D

4.2.3.3 Expressao génica
Os niveis de mRNA para mediadores do metabolismo do Fe e sistema
imunologico foram avaliados nos coxins plantares dos camundongos apdés infecgao

om M. leprae utilizando a B-actina como gene referéncia (Figura 17).
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Figura 17 - Expressao génica relativa em coxim plantar de camundongos com dietas
modificadas de vitamina D. Expressao relativa calculada por método da curva padrao relativa
usando como controle endégeno o gene da 3-actina/ACTB. **p<0,01 representa diferenca estatistica
por ANOVA. #p<0,05; ##p<0,05 representam diferenca estatistica por Teste t. D. VTD: deficiente de
vitamina D, S. VTD: suplementado de vitamina D

Na expressao génica dos mediadores do metabolismo do Fe observamos que
a expressao do gene SLC40A1 (Figura 17 A) foi reduzida com a suplementacgéo de

VTD em relagao a dieta com restrigéao (p 0,02).
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A suplementagcdo de VTD, embora nao significativa, também refletiu em
tendéncia de menor expressdo de HAMP1 em relagao a sua restricao (p 0,05) (Figura
17 B).

De forma similar para os parametros do metabolismo da VTD, os genes CAMP
(Figura 17 C) e BECN1 (Figura 17 D) foram significativamente menos expressos na
condicao de suplementagao quando comparados a deficiéncia dessa vitamina (p 0,02
e p 0,04, respectivamente). Para a expressdo de CAMP a redugdo também foi
observada para a dieta padrdao em relagao a deficiéncia (p 0,01).

Nao foram observadas expressoes diferenciais de IFNG (Figura 17 E) ou LCN2
(Figura 17 F) induzidos pela VTD.

4.2.3.4 Expressao in situ por imuno-histoquimica

AFigura 18 mostra a expressao proteica in situ dos mediadores do metabolismo
do Fe e dos mediadores imunoldgicos no coxim plantar dos camundongos infectados
com M. leprae. Em relagdo a VTD, verificamos uma redugédo significativa de
catelicidina no grupo suplementado de VTD, comparado ao grupo deficiente (p 0,007)
(Figura 18 A). A analise estatistica foi realizada apds processo de digitalizagao e
desconvolugao dos cortes microscopicos de cada condicao experimental (Figura 19
A-D).
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Figura 18 - Imunodeteccdo de mediadores do ferro e imunolégicos em

camundongos infectados por M. leprae e tratados com dietas modificadas com
vitamina D. Resultados obtidos de coxins plantares de camundongos BALB/c
submetidos variagbes de dieta: padréo, deficiente ou suplementada de vitamina D, e
infectados com M. leprae pela técnica de Shepard. Dados imuno-histoquimicos
expressos por escores de densidade 6ptica, calculados no programa ImagedJ 1.53a (NIH,
USA). Valores de p < 0,005 (**) representam diferencas estatisticas. Analise estatistica
por teste t ndo pareado. D.VTD: deficiente de vitamina D, S.VTD: suplementado de
vitamina D
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Figura 19 - Fotomicrografia da expressao proteica de catelicidina em camundongos infectados
com M. leprae com diferentes condi¢6es dietéticas de vitamina D. Reagédo imuno-histoquimica
para o anticorpo anti-Cathelicidin (Abcam 207758), em coxins plantares de camundongos BALB/c
infectados com M. leprae. Animais submetidos a dieta com deficiéncia (A, B) ou suplementagéo (C, D)
de vitamina D. Cortes microscopicos marcados por diaminobenzidina (Liquid DAB+, Dako Agilent, USA)
e contracorados com Hematoxilina de Harris (A-C). A avaliagao dos escores de densidade 6ptica foram
conduzidas nas imagens desconvoluidas de DAB em cada espécime (B-D), no programa ImageJ 1.53a
(NIH, USA). Imagens representativas de 3-5 animais por condigao experimental. Aumento: 400 x

4.3 Correlagées in vivo
Para as diferentes dietas empregadas em nosso estudo testamos as
correlagdes entre a quantificacdo de M. leprae e as expressdes génicas e proteicas in

situ de todos os mediadores aqui estudados.

4.3.1 Correlagao entre multiplicagao de M. leprae e expressao génica
Observamos correlagdes negativas entre os resultados da baciloscopia com os

niveis de expressao génica da SLC40A1 (p 0,01) para a dieta padrao (Figura 20).
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4.3.2 Correlacao entre multiplicagao de M. leprae e expressao proteica
As analises de correlagao mostraram correlacdo positiva entre 0 numero de
bacilos e a presenga de catelicidina no coxim plantar dos camundongos que

receberam dieta suplementada de Fe (p 0,03) (Figura 21).
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Figura 21 - Correlagdo entre os resultados de multiplicagao de M. leprae e a expressao
proteica in situ de catelicidina. Correlagdo de Spearman entre expressao proteica de catelicidina
IFN-y e a baciloscopia de camundongos que receberam dieta suplementada de ferro. BAAR/mL:
bacilo alcool acido resistente por mL, Fe: suplementado de Fe
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5 DISCUSSAO

As crescentes associagbes dos metabolismos do Fe e da VID com a
progressédo de doencgas, e sobre a resposta imunoloégica do hospedeiro, mostram a
relevancia da compreensdo dos efeitos que os status de nutrientes tém sobre o
desfecho de doengas infecciosas (45,90-92). Importante mencionar que, no contexto
das doengas negligenciadas, como a hanseniase, essa compreensao deve tomar
maior relevancia.

De forma geral, nossos dados in vitro mostram que em macréfagos estimulados
com M. leprae a suplementacdo com VTD e a restricdo de Fe diminuiram as
producdes das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF. Em esplendcitos, tanto a
suplementacao quanto a restricado de VTD ou Fe diminuiram a produg¢ao de TNF. Ainda
nestas células, o IFN-y foi diminuido na suplementacdo de VTD, bem como na
restricdo ou suplementacéao de Fe. Por fim, a suplementagao com Fe também diminuiu
as producgdes das interleucinas 6 e 10.

Os efeitos in vivo da suplementagdo com Fe incluem a diminui¢ao da replicagao
bacilar e o0 aumento da catelicidina in situ. Ja a suplementagcdo com VTD diminuiu as
expressodes génicas de SLC40A1, CAMP e BECN1 e diminuiu a expressao in situ da
catelicidina, mas nao alterou a multiplicagao bacilar.

Os niveis séricos de Fe na condicdto de suplementagdo foram
significativamente menores nos camundongos infectados, apontando um papel da
infecgado na hipoferremia. A menor replicagdo do M. leprae observada nessa dieta
deve ser consequéncia de melhor imunidade nutricional decorrente do status de Fe
no momento da infecgdo. Souza et al. (48) encontraram tendéncia de niveis séricos
de Fe inferiores em pacientes MB. Oktaria et al. (93) relacionaram a anemia e a
hipoferremia independente da presenga de anemia como marcadores de prognostico
para a manifestacdo clinica da hanseniase. Harrington-Kandt et al. (94) nao
encontraram diferenga na quantidade de M. tuberculosis em pulmao de camundongos
deficientes em Fe e especulam que tal desfecho infeccioso possa ser resultado da
alta eficiéncia dos mecanismos da micobactéria para sequestrar o Fe do hospedeiro.

O aumento da expresséo in situ de catelicidina na suplementagéo de Fe suporta
a reducao da carga bacilar observada neste grupo, uma vez que esta proteina
apresenta importante efeito microbicida (72,95,96). Baixos niveis séricos de
catelicidina foram reportados em pacientes com hanseniase, sugerindo a importancia

desta proteina para o controle da replicagao bacilar (97).
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Nossos dados apontam tendéncia de maior expresséao in situ de hepcidina no
grupo que recebeu suplementacao de Fe em relagao a restricao (p 0,05), o que esta
alinhado a menor multiplicagédo bacilar observada neste grupo, e ao papel microbicida
deste peptideo (98). Por outro lado, este dado discorda da hipétese de que o aumento
intracelular de Fe mediado pela hepcidina favorega a multiplicagao bacilar (48) . Souza
et al. (48) descreveram o quadro de anemia de inflamagdo em pacientes com
hanseniase, com diminuigdes nos parametros hematologicos, aumento dos niveis
séricos de ferritina, bem como niveis elevados de hepcidina na urina e a correlagao
positiva entre a expressao de hepcidina e o indice baciloscépico. Nosso estudo ndo
avaliou parametros, como a ferritina, que permitam identificar anemia de inflamacao.
Nesse contexto, ha que se considerar ainda que o modelo murino desenvolvido por
Shepard (21) na década de 60 apresenta lesdes localizadas, e, portanto, limitagdes
como modelo experimental da doenga quando consideramos o envolvimento
sistémico em humanos. Assim, ndo podemos descartar a hipotese de que o efeito
microbicida da hepcidina na lesédo prevaleceu em relagao ao efeito deste peptideo no
quadro de anemia de doenga cronica.

Encontramos uma correlagédo negativa entre a expressao génica da ferroportina
(SLC40A1) e o indice baciloscopico no grupo da dieta padrao (r= -1; p 0,01). Essa
correlagdo também foi demonstrada por Souza et al. (48) em pacientes com
hanseniase, com menor expressao de ferroportina em lesées MB. Johnson et al. (99)
também demonstraram que a super expressdo da ferroportina em macréfagos
murinos foi acompanhada por inibicdo do crescimento intracelular de M. tuberculosis
durante os estagios iniciais da infecgao.

A maior produgéao de IL-6 e TNF em macréfagos de camundongos sob condigéao
de suplementacao de Fe corrobora com a menor replicacéo bacilar observada in vivo
para esta dieta, uma vez que estas citocinas possuem papel pré-inflamatorio
restringindo o crescimento bacilar. Por outro lado, os baixos niveis de Fe alcancados
pela dieta com restricaio em camundongos infectados prejudicaram de forma
significativa a resposta precoce dos macrofagos na infecgdo. Esse efeito da
suplementacgao ja foi descrito em estudos experimentais em malaria (100).

A IL-10 é outra citocina com agao na regulacao do Fe na inflamagao atuando
positivamente na inducdo de ferritina e no armazenamento de Fe nos macrofagos
(90,101). Nossos experimentos in vitro demonstram menor secregao desta citocina

pelos esplendcitos recuperados da dieta com suplementacao de Fe estimulados com
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M. leprae. Na hanseniase a IL-10 esta associada a uma reposta de células T
regulatérias no polo VV que contribui para a multiplicagdo do M. leprae (90,102).
Assim, a menor produgdo de IL-10 pelos esplendcitos esta alinhada aos dados
observados para a menor replicacado bacilar nesta dieta, bem como para a doenca.
Em nosso estudo observamos que, tanto a suplementacéo quanto a deficiéncia
de Fe resultaram na diminuicdo da producédo de IFN- y e TNF dos esplendcitos em
relagdo a dieta padrdo. A diminuicdo destas citocinas na restricdo de Fe esta de
acordo com a maior replicacao bacilar, bem como com as respostas dos macrofagos
observadas para esta dieta. No entanto, as reducdes destas citocinas observadas
para a dieta suplementada foram inesperadas. Apesar da suplementacdo com Fe ndo
ter produzido niveis séricos mais altos em relacao a dieta padrao, o estoque do Fe na
forma de ferritina ndo foi avaliado. Assim, é permitido supor que um aumento de Fe
observado na suplementacdo tenha causado efeitos supressores sobre estas
citocinas, como ja descrito na literatura (103-105). A resposta prévia efetiva dos
macréfagos pode explicar a menor carga bacilar observada na suplementacao.
Nossos dados mostram que o0s macréfagos recuperados da dieta
suplementada de VTD e estimulados com M. leprae exibiram niveis menores das
citocinas proé-inflamatérias TNF e IL-6 em relacdo a restricido deste nutriente,
apontando um efeito inibitério mediado pela suplementagdo na fungao inata dos
macrdéfagos. Korf et al. (106) observaram que o pré-condicionamento de macréfagos
com a forma ativa da VTD afeta o perfil inflamatério de macrofagos e interfere na
producao de citocinas e quimiocinas. Os macréfagos peritoneais murinos foram pré-
tratados in vitro com 1,25(0OH)D por 48 horas antes da inducdo da resposta
inflamatdria com LPS resultando na reducao dos mediadores inflamatorios IL-12, TNF-
a e oxido nitrico sintase (iINOS) e na baixa expressdao de mRNA de quimiocinas
recrutadoras de células T. Zhang et al. (107) também observaram inibigdo da produg¢ao
de IL-6 e TNF-a sobre mondcitos humanos pré-tratados com 1,25(OH)D e 25(0OH)D
por 24 horas seguido de estimulacdo com LPS. Harishankar et al. (108) relataram o
efeito de inibicao sobre as citocinas IL-1a, TNF-a, TNF-3, IL-17 e IL-23 mediado por
1,25(OH)D na presencga de antigeno filtrado de M. tuberculosis em cultura de células
mononucleares do sangue periférico de controles saudaveis e de pacientes com
tuberculose pulmonar. Os autores discutem que diferentes mecanismos inibitorios
podem estar envolvidos na regulagdo negativa de citocinas pré-inflamatérias pela

1,25(0OH)D, como receptores Toll-like, e aumento da producdo de IL-10 com
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consequente diminuicdo da expressao de citocinas Th1 e Th17 (108). Os resultados
aqui obtidos confirmam por meio de suplementagao em dieta esses dados obtidos in
vitro.

A IL-10 é uma citocina fortemente associada a tolerancia imunologica e a VTD
€ um regulador positivo de sua produg¢ao (109). A maior produgao de IL-10 na cultura
de esplendcitos estimulados com conA apos suplementagdo com VTD valida o carater
anti-inflamatério dessa vitamina neste estudo. No mesmo sentido, Yang et al. (110)
observaram em seus experimentos que a suplementacdo com VTD in vivo refletiu no
aumento da producao de IL-10 e redugao de IFN-y por linfécitos esplénicos murinos
cultivados in vitro e estimulados com tuberculina.

Na imunidade adaptativa a VTD € um metabdlito que ndo exerce efeito sobre
linfécitos T virgens, mas exibe agdes distintas nas subpopulag¢des diferenciadas de
células T. Aforma ativa da VTD pode suprimir a produgao de IFN-y e IL-2 em Th1, IL-
4 em Th2 e IL17A em Th17, além de regular positivamente a diferenciagcao de Tregs
que mediam a supressdo da atividade de macrofagos e produzem IL-10 e TGF-3
(111,112). Essa modulagao parece corresponder com 0s nossos resultados, uma vez
que os esplendcitos recuperados da dieta com alta concentragdo de VTD exibiram
menor producao de IFN-y.

O efeito mais notavel da VTD é sobre a imunidade inata, onde desempenha
uma acao pré-inflamatéria pela ativagédo de macrofagos via ligagao direta da 25(0OH)D
ao VDR. Contudo, o efeito da VTD sobre os componentes da imunidade adaptativa
modula negativamente a inflamagao restringindo a ativacdo de linfécitos Th1 e
estimulando a polarizacao de linfocitos Th2 e Tregs e suas citocinas (70,110). Assim,
o efeito imunomodulador da VTD se estende para além da regulagado de macréfagos,
mediando a supressdo de respostas inflamatdrias excessivas consideradas
prejudiciais ao organismo atuando também na balanca de citocinas pré e anti-
inflamatoérias durante uma resposta ativa e aguda (108). Uma variedade de efeitos pro
e anti-inflamatdérios foram relatados para a VTD e, em especial, os estudos
relacionados a inflamacgao e autoimunidade demonstram a atividade anti-inflamatéria
da VTD mediada, principalmente, pela sua forma ativa (1,25(OH)D) que reduz a
produgédo de citocinas pro-inflamatérias (111,113). Essa correlagédo negativa entre
marcadores inflamatoérios e VTD tem sido observada em pacientes com trauma agudo
(114).
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Diferentemente de outros estudos, ndo avaliamos a resposta inflamatdria das
células sob condicbes de suplementagcao e deficiéncia in vitro controlados por
estimulos exégenos com precursores de VTD ou ativagdo dos VDRs com citocinas,
mas sim a produg¢ao de citocinas das células imunes provenientes de animais em
condicbes de restricdo ou suplementagcdo de VTD. Essa diferenca no desenho
experimental pode resultar em desfechos distintos e conflitantes acerca do papel da
nutricdo da VTD na hanseniase.

A hepcidina é regulada positivamente por sinais pro-inflamatérios, em particular
pela IL-6 (115). Nossos dados in vitro mostraram menor producdo de IL-6 por
macrofagos oriundos da dieta suplementada em VTD. De forma alinhada, nossos
dados in vivo apontam uma tendéncia para menor expressdo de HAMP (p 0,05) nos
camundongos com essa dieta. A supressao de hepcidina associada a suplementagao
de VTD tem sido sugerida por alguns estudos com diferentes condi¢des (83,116—118).
No entanto, a diminuigdo concomitante da expressao de SLC40A1 na suplementacao,
bem como as nao alteragdes das expressodes in situ de hepcidina e ferroportina,
podem sugerir que do ponto de vista funcional a expressao génica de HAMP nao teve
efeito nessa dieta. O efeito da VTD e do VDR sobre a transcricao do gene SLC40A1
nao esta descrito na literatura.

A expressao do gene CAMP e de catelicidina foram menores diante da
suplementacao de VTD (119). Em humanos, o gene CAMP é um alvo direto do VDR
sendo regulado positivamente pela VTD. Em infecgdes a ativagdo deste receptor
coordena sinais da imunidade inata para a producgao de catelicidina por varias células,
como queratindcitos, células epiteliais e macrofagos. Todavia, em camundongos a
regidao promotora do gene CAMP nao apresenta o VDRE, diminuindo o efeito positivo
da suplementacdo com VTD sobre esta proteina. Assim, o efeito observado da
restricdo de VTD sobre a catelicidina na infeccéo pelo M. leprae deve ter sido indireto.
A producgao de catelicidina estimulada por patdégenos, ativagao de TLR e citocinas sao
exemplos de mecanismos independentes de VTD descritos na literatura (96,120).

A suplementagao com VTD diminuiu a expressdo de BECN1 em nosso estudo.
A beclina-1 é uma proteina autofagica de mamiferos envolvida no processo de morte
celular e supresséo tumoral e, assim como a catelicidina, a VTD pode estimular sua
sintese em quadros infecciosos (95). Estudos em miocardite mostram que o
tratamento com a forma ativa da VTD reduz a expressdo da beclina-1 em

camundongos e melhoram a disfungéao da autofagia (121). Contrariamente, Wu et al.
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(122) investigaram o efeito da VTD na infecgdo de M. tuberculosis em células THP-1
e observaram que reducao significativa da expressao génica e proteica relacionadas
a autofagia e, apds o tratamento com VTD, observaram aumento da expresséo desses
marcadores, incluindo a beclina-1. Uma correlagao positiva entre as expressoes de
catelicidina e beclina-1 tem sido descrita, de forma que a redugdo de catelicidina
observada na suplementacdo de VTD pode explicar o efeito sobre a expressao de
BECNT1 (95,123,124).

A baixa taxa de detecgao da VTD nas amostras de soro foi um fator limitante
do estudo. Embora nao exista um modelo validado sobre o nivel adequado de vitamina
D3 que pode ser utilizada nas formulagdes das ragbes murinas para induzir estados
de deficiéncia ou suplementagcdo de VTD, é valido supor que a suplementagao
adotada aumentou os niveis da VTD sérica uma vez que apenas para esta dieta os
niveis foram detectados em todas as amostras testadas (125).

Nossos resultados demonstram que os status de Fe e VTD interferem na
interacao entre o hospedeiro e M. leprae e, consequentemente, apresentam potencial
para interferir na progressao da hanseniase. Assim, os dados aqui obtidos colocam
em evidéncia o impacto dos aspectos nutricionais sobre essa doenga negligenciada,

que afeta de forma importante as camadas mais pobres da populagao.
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6 CONCLUSOES

A restricdo dietética de Fe tem um efeito anti-inflamatério em macrofagos
estimulados in vitro com M. leprae,;

A restricao e suplementacao de Fe refletiu na menor produgao de IL-6 e IL-10
por esplendcitos estimulados in vitro com antigenos sonicados de M. leprae;

Tanto a suplementagao quanto a restricado de Fe refletiram na menor produgéo
in vitro de TNF e IFN-y por esplendcitos estimulados in vitro com antigenos sonicados
de M. leprae;

A suplementacdo com Fe ndo aumentou significativamente os niveis séricos
deste oligoelemento em animais infectados como para os animais nao infectados;

A dieta com restricdo em Fe favoreceu a multiplicacdo do M. leprae em modelo
experimental de Shepard;

A expressao in situ de catelicidina foi maior na suplementagcdo de Fe em
camundongos infectados com M. leprae;

A expressao in situ de catelicidina e o indice baciloscépico apresentaram
correlacido positiva na dieta com suplementacdo de Fe em modelo experimental de
Shepard;

A suplementacao dietética de VTD tem um efeito anti-inflamatério em
macrofagos estimulados in vitro com M. leprae;

A suplementacido com VTD diminuiu a producao de IFN-y por esplendcitos
estimulados com antigeno sonicado de M. leprae;

Tanto a suplementagdo quanto a restricdo de VTD refletiram na menor
produgcao in vitro de TNF por esplendcitos estimulados in vifro com antigenos
sonicados de M. leprae;

As modificacdes do teor de VTD das dietas nao exibiram qualquer influéncia na
multiplicagdo do M. leprae em modelo experimental de Shepard;

A restricdo de VTD aumentou in vivo a expressao dos genes SLC40A1, CAMP
e BECN1 em camundongos infectados com M. leprae;

A expressao in situ de catelicidina foi maior na condi¢ao deficiente de VTD em

camundongos infectados com M. leprae.
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