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“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez.”

George Bernard Shaw.
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RESUMO

A hanseniase €é uma doenca infectocontagiosa, granulomatosa,
dermatoneuroldgica, de evolucdo crbnica, causada pelo Mycobacterium leprae.
A introducdo da poliquimioterapia, associacdo de dapsona, rifampicina e
clofazimina pela OMS, em 1981, resultou na cura de milhées de individuos
infectados pelo M. leprae. Entretanto, mesmo com a efetividade da
poliquimioterapia, os dados epidemioldgicos de 143 paises reportaram 140.594
casos novos de hanseniase em 2021, um aumento de mais de 10% comparado
a 2020. No Brasil, no mesmo ano, foram notificados 22.426 casos novos da
doenca. Problemas decorrentes da terapia e as dificuldades por sintese de novos
agentes estao entre os fatores sdo contribuintes para a dificuldade no controle
da infecc&o. Dados da literatura demonstram a importancia da homeostasia do
ferro para a replicacéo bacilar e instalacdo da doenca, o que a coloca como uma
via candidata para alvos farmacologicos. Neste contexto, compostos com galio,
um metal trivalente que funciona como analogo do ferro bloqueando vias
metabdlicas dependentes deste metal, apresentam potencial para uso no
controle desta infeccao. Este estudo teve como obijetivo principal a avaliacdo do
efeito da administracdo topica e oral de maltolato de galio sobre a replicacédo do
M. leprae em modelo murino e em modelo in vitro com células IDE8 derivadas
de carrapatos Ixodes scapularis. Camundongos da linhagem BALB/c foram
inoculados com 5x102 bacilos e apds 60 dias tratados por trés meses com
administracdo oral de 150mg/kg/dia de maltolato géalio ou 1mg/kg/semana de
rifampicina ou 150mg/kg/dia de maltolato gélio associado a 1mg/kg/semana de
rifampicina; ou administracdo topica de creme com maltolato de galio 0,5%
(Gallixa, CA, USA) ou Aquaphor® (Eucerin). Os animais foram avaliados quanto
ao indice baciloscopico, por analise em microscopia 6tica, e a viabilidade bacilar,
determinada por qPCR da regido génica 16S para cDNA e gDNA, nos seguintes
tempos: imediatamente e apos 90 e 180 dias apds o término do tratamento. Os
dados de baciloscopia demonstram que o maltolato de galio foi capaz de conter
a replicacdo bacilar apos 90 dias de tratamento quando comparado ao grupo
infectado sem nenhum tratamento (p-valor=0,0358), o que ndo se manteve apds

180 dias. Embora sem significancia estatistica, os dados da viabilidade



molecular mostraram que o perfil observado no grupo controle diferiu daquele
dos grupos tratados, mostrando modificacdo do tempo da curva de crescimento
associada aos tratamentos. No modelo in vitro a adicdo de maltolato de galio
reduziu a quantidade de bacilos na cultura celular quando comparado a cultura
controle (p-valor= 0,0007). Nossos resultados demonstram um potencial efeito
bacteriostatico do maltolato de galio sobre a replicagdo do M. leprae,
fundamentando maiores investigacfes acerca do uso de compostos de galio em

hanseniase.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious, contagious, granulomatous, dermato-
neurological disease of chronic evolution, caused by Mycobacterium leprae. The
introduction of multidrug therapy, a combination of dapsone, rifampicin and
clofazimine by the WHO in 1981, resulted in the cure of millions of individuals
infected with M. leprae. However, even with the evolution of multidrug therapy,
epidemiological data from 143 countries reported 140,594 new cases of leprosy
in 2021, an increase of more than 10% compared to 2020. In Brazil, in the same
year, 22,426 new cases of the disease were reported. Problems resulting from
therapy and difficulties in synthesizing new agents are among the factors that
contribute to the difficulty in controlling the infection. Literature data demonstrate
the importance of iron homeostasis for bacillary replication and disease onset,
which places it as a candidate pathway for pharmacological targets. In this
context, compounds with gallium, a trivalent metal that works as an iron analogue
blocking metabolic pathways dependent on this metal, have potential for use in
controlling this infection. The main objective of this study was to evaluate the
effect of topical and oral administration of galium maltolate on the replication of
M. leprae in a murine model and in an in vitro model with IDE8 cells derived from
Ixodes scapularis ticks. BALB/c mice were inoculated with 5x103 bacilli and after
60 days treated for three months with oral administration of 150mg/kg/day of
gallium maltolate or 1mg/kg/week of rifampicin or 150mg/kg/day of gallium
maltolate associated with 1mg/kg/week of rifampicin; or topical administration of
0.5% gallium maltolate cream (Gallixa, CA, USA) or Aguaphor® (Eucerin). The
animals were evaluated for bacilloscopic index, by light microscopy analysis, and
for bacillary viability, determined by qPCR of the 16S gene region for cDNA and
gDNA, at the following times: immediately and after 90 and 180 days after the
end of treatment. Bacilloscopy data demonstrate that gallium maltolate was able
to contain bacillary replication after 90 days of treatment when compared to the
infected group without any treatment (p-value=0.0358), which was not maintained
after 180 days. Although without statistical significance, the molecular viability
data observed that the profile observed in the control group differed from those

of the treated groups, showing the time of the growth curve associated with the



treatments. In the in vitro model, the addition of gallium maltolate showed the
amount of bacilli in the cell culture when compared to the control culture (p-value=
0.0007). Our results demonstrate a potential bacteriostatic effect of gallium

maltolate on M. leprae replication, supporting further investigations into the use
of gallium compounds in leprosy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hanseniase: aspectos gerais e epidemiologia

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa, granulomatosa, de evolucao
cronica, causada pelo Mycobacterium leprae um bacilo alcool-acido resistente
(BAAR), quando submetido a coloracdo de Ziehl-Neelsen. Este bacilo possui forte
tropismo pelas células de Schwann, das fibras nervosas mielinizadas
periféricas(Khanolkar, 1952). Tais lesdes sdo responsaveis pelas manifestacoes
clinicas da hanseniase como &reas hipocrdomicas, anestésicas, hipohidrose,
ferimentos, Ulceras plantares, maos em garra, pé caido e lagoftalmia(Shetty et al.
1988).

Uma das principais caracteristicas do M. leprae é 0 ndo crescimento nos meios
de cultura artificiais, sendo possivel sua manutencdo apenas com uso de modelos in
vivo. O tempo prolongado de replicacdo e o custo elevado para manutencdo dos
modelos experimentais é um desafio para o estudo essa doencga (Shepard, 1971).

O diagnéstico e o tratamento precoce sao fundamentais na reducdo do dano
neural, dor e incapacidades fisicas dos individuos acometidos por essa doenca,
constituindo um desafio para os servicos de salude no atendimento aos
pacientes(Talhari, Neves. 1997); (OMS, 1982); (OMS, 2017). Tal desafio tem sido
enfrentado de forma mais efetiva desde o inicio da década de 1980 com a introducéo
da poliquimioterapia (PQT) pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), resultando na
cura de milhdes de individuos infectados pelo M. leprae e mudando significativamente
o cenario mundial da hanseniase (OMS, 1982). Contudo, mesmo com 0S avangos no
tratamento, os dados epidemioldgicos de 143 paises, em 2021, reportaram 140.594
casos novos da doenca. Esse numero representa um aumento de 10.2% em relagéo
a 2020, quando provavelmente os registros foram severamente afetados pela
pandemia do COVID-19. O Brasil registrou 18.318 novos casos da doenca em 2021 e
17.979 em 2020, o que sugere uma demanda ainda reprimida para o diagndstico dos
casos que surgiram durante o periodo mais grave da pandemia(OMS, 2022).

Atualmente, a biologia molecular contribui com o diagndstico da hanseniase e
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da resisténcia medicamentosa por métodos que fornecem resultados de forma mais
rapida, como o gPCR e o sequenciamento. Ensaios moleculares para deteccdo de
mutacdes que conferem resisténcia as drogas séo preconizados e tem como objetivo
principal a reducdo do tempo de diagnostico. Convencionalmente sao investigados os
genes Folpl, RpoB e GyrA, responsaveis pela resisténcia a dapsona, rifampicina e
clofazimina. No entanto, estes marcadores explicam numero reduzido dos casos
investigados com suspeita de resisténcia, o0 que demanda pela ampliagcdo do nimero
de alvos investigados (Andrade et al. 2022). O padrdo ouro para o diagndéstico de
resisténcia medicamentosa segue sendo o modelo experimental murino, que consiste
na inoculagdo de suspenséo obtida da biépsia do paciente em patas de camundongos
BALB/c juntamente com a administracdo oral das drogas da PQT (Adams, 2021;
Shepard, 1969). O resultado € obtido aproximadamente 6 meses ap0ds a inoculagéo e
informa se o microrganismo presente no paciente possui ou ndo fendtipos de
resisténcia a rifampicina e/ou dapsona (Shepard, 1969). Ja o método de diagndéstico
utilizando modelo experimental murino prevé a inoculacdo da suspensdo gerada no
processamento da bidpsia de pele do paciente nos coxins plantares traseiros de
camundongos nude atimicos (athymic nude, nu/nu — Foxnl™). O tempo para a
avaliacdo de crescimento ou ndo também é de aproximadamente 6 meses (Welch et
al. 1980).

Para o diagnostico molecular da hanseniase é utilizado ensaio de gPCR com
primers especificos para a regido repetitiva especifica do genoma do M. leprae
(RLEP), que € altamente sensivel. O resultado positivo consiste na amplificagdo das
amostras de DNA extraidas da biépsia do paciente até 34 ciclos de reacdo. O
resultado negativo do gPCR ¢é considerado quando a amostra ultrapassa o ciclo 34

sem atingir o limite de deteccao de fluorescéncia (Manta et al. 2022).

1.2. Aspectos clinicos e tratamento

A classificagdo clinica da hanseniase obedece a um espectro definido por
Ridley e Jopling (1966), baseado na clinica, histologia, baciloscopia e resposta a
reacdo de Mitsuda. Nessa classificacdo a hanseniase indeterminada é a fase inicial

da doenca, ainda sem progressdo para uma das formas do espectro e que pode
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evoluir para a cura espontanea. O polo tuberculoide é caracterizado pela menor carga
bacilar decorrente de presenca de resposta imune celular do tipo Thi,
compreendendo pacientes com poucas lesdes com perda de sensibilidade, sem pelos
e com descamacéao. O polo oposto virchowiano € a forma disseminada da doenca,
com muitas lesbes e capaz de comprometer 6rgdos, o que decorre da maior carga
bacilar devido a presenca de resposta imune humoral (Th2) ineficiente contra o bacilo
intracelular. Entre os polos estédo as formas intermediarias do espectro, denominadas
dimorfo-tuberculoide, dimorfo-dimorfo e dimorfo-virchowiano, caracterizadas pela
proximidade com um dos polos e pela instabilidade devido a resposta imune do
hospedeiro.

Existe ainda uma classificagcdo operacional da hanseniase, empregada para
fins de tratamento, e definida pela OMS baseada no nimero de lesdes. Esta inclui a
forma paucibacilar com até cinco lesées e a multibacilar com mais do que cinco leses
(OMS, 2017).

A evolucdo da hanseniase, responsavel pelas sequelas incapacitantes
associadas a doenca, inclui dois principais tipos de reacdes: reacédo tipo 1 ou reacao
reversa, reagao tipo 2 ou eritema nodoso hansénico, além dos episédios recorrentes
de neurite (Ebenezer, Scollard. 2021).

A reacao do tipo 1 é caracteristica de inflamacao aguda ou subaguda de nervos
e pele mediada pelo aumento da imunidade celular, e pode ocorrer desde 0 momento
do diagnéstico até a cura, provocando neurite, reducdo ou perda da capacidade
motora e parestesia. Os fatores de risco que podem influenciar em seu
desenvolvimento ainda ndo sdo muito bem esclarecidos e seu tratamento envolve a
associacao de corticoides com a PQT (Walker, Lockwood. 2008).

A reacédo do tipo 2 tem como caracteristica o aparecimento de nédulos que
podem vir a gerar Ulceras e sintomas sistémicos como febre e dores no corpo. Apesar
de ser considerada como uma desordem imunomediada, ndo € muito bem
compreendida. O diagnaostico é clinico, com auxilio da histopatologia, e o tratamento
realizado, geralmente, com talidomida. Entretanto, a talidomida possui diversas
contraindicagbes e reagOes, incluindo altas chances de desenvolvimento de
tromboses e embolia pulmonar, além do importante efeito teratogénico (Chavez-
Alvarez et al. 2020)
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Existe ainda o fendmeno de Lucio que é um tipo de reacdo hansénica rara
caracterizada por ser dolorosa, com eritemas e lesdes irregulares e com Ulceras
acompanhadas por necrose (OMS, 2004). Ha presenca sintomas sistémicos como
febre, anemia e hepatoesplenomegalia. Esta forma € tratada com o uso da PQT e
corticoides (Tajalli, Wambier. 2021).

A administracdo das drogas era, usualmente, feita a partir da associacao de
dapsona e rifampicina para pacientes paucibacilares devido a carga bacilar reduzida
e dapsona, rifampicina e clofazimina para multibacilares, portadores de cargas
bacilares mais altas. Esta estratégia contribuiu significativamente para a reducéo da
selecdo de cepas de M. leprae resistentes aos componentes da PQT (OMS, 2004).
No entanto, a partir de julho de 2021, a PQT passou a ser Unica para pacientes
paucibacilares e multibacilares, denominando-se PQT-U (poliquimioterapia Unica)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Desde entéo, o tratamento padréo para pacientes
de hanseniase € a associa¢cdo de dapsona, rifampicina e clofazimina.

As bases farmacoldgicas da PQT decorrem dos alvos de acdo de cada
componente da PQT. A dapsona é um agente bacteriostéatico, analogo estrutural do
acido para-amino benzoico (PABA), que inibe competitivamente a enzima
diidropteroato, resultando no blogueio da sintese de acido foélico, um metabdlito
imprescindivel para sintese de DNA, RNA e proteinas em microrganismos (Kulkarni
et al. 1983). A rifampicina € um antimicrobiano macrociclico, do grupo das rifamicinas,
com acédo bactericida (Waters et al. 1966; Pearson et al. 1970). A acao bactericida
desta droga decorre da complexacdo com a RNA-polimerase DNA dependente,
blogueando a sintese de RNA (Hartman et al. 1967; Umezawa et al. 1968). A
clofazimina é um corante riminofenazinico usado no tratamento da hanseniase desde
0s anos 1960, com elevadas propriedades lipofilicas que facilitam sua penetragéo nos
macroéfagos infectados pelo M. leprae. O mecanismo de acdo da clofazimina ainda
nao é bem explicado, mas as hipbteses mais relevantes sugerem que esta droga
tenha capacidade de intercalar-se no DNA bacteriano, além de gerar anions
superoéxido e peréxido de hidrogénio que danificam o DNA (Martindale, 2023). Diante
do exposto denota-se que o folato, o RNA mensageiro e o DNA bacteriano, constituem

0s principais alvos de agcédo da DDS, RFP e CFZ, respectivamente.
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Consideravel parte dos casos de hanseniase evoluem com ocorréncia de
recidiva, insuficiéncia terapéutica ou faléncia terapéutica. No ultimo boletim
epidemioldgico da OMS, os indicadores mostram que o Brasil € o pais com maior
namero de recidivas registrado em 2021, sendo 1212 pacientes. Além disso, o nimero
de pacientes que necessita de retratamento, independentemente do motivo, é de
3586, colocando o Brasil na segunda posicdo de indice de retratamentos, atras
apenas da india (OMS, 2022). A recidiva se da quando o paciente recebe alta médica
apos o tratamento, mas volta a apresentar sintomas e sinais da hanseniase apos 5
anos. A insuficiéncia terapéutica é constatada quando o tratamento é inadequado,
seja por negligéncia do paciente ao tomar a medicacao, seja pela classificacéo clinica
equivocada. A faléncia terapéutica ocorre quando o paciente diagnosticado com
hanseniase ndo apresenta melhora clinica ap6s o tratamento correto por 6 ou 12
meses, que é estendido por 24 meses e, mesmo apods, apresenta bacilos e doenca
ativa (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Esse cenario fundamenta a necessidade de

descoberta de novas drogas para o tratamento da hanseniase.

1.3. Metabolismo do ferro na hanseniase

Na busca de novos alvos farmacolégicos contra o M. leprae as vias relacionadas
a homeostasia de metais de transicdo como manganés, cobre, zinco, e em especial 0
ferro, que é essencial para a replicacdo bacilar na infeccdo de macréfagos pelo M.
leprae, séo fortes candidatas (Pinheiro et al. 2018).

Ha evidéncias consistentes do envolvimento do metabolismo do ferro com a
hanseniase, com aumento da hepicidina e receptor de transferrina, e diminuicdo de
ferroportina nas formas clinicas de maior carga bacilar (Souza et al. 2012). Esses
dados apontam que a manutengéao do ferro intracelular seja um mecanismo de grande
relevancia para a replicagao bacilar. No mesmo sentido, é descrito aumento do ferro
em macrofagos de pacientes multibacilares, assim como aumento do receptor de
transferrina e diminuicdo da expressao de ferroportina, fatores que favorecem a
sobrevivéncia e a replicacédo do M. leprae (Barbosa et al. 2017).

O status do ferro em doencas infecciosas tem sido bastante investigado em

tuberculose, mostrando que o ferro influencia na ocorréncia e na progressao da
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doenca, e que seu excesso aumenta a proliferacdo do M. tuberculosis (Gangaidzo et
al, 2001). Lounis et al. (2001) também demonstraram aumento significativo da
multiplicacdo do M. tuberculosis em camundongos BALB/c que receberam dieta
suplementada com ferro (hidroxila férrica).

A competicdo pelo ferro decorre da capacidade dos microrganismos de
captacdo do ferro do hospedeiro. Para tanto, estes secretam sideroforos, que sdo
guelantes de ferro de alta afinidade e captadores de ferro do meio, o que confirma a
importancia da aquisicéo de ferro para patogenicidade das micobactérias. O principal
sideréforo secretado pelas micobactérias € a micobactina, molécula intracelular de
natureza hidrofébica que atua retendo o ferro dentro do envelope celular. Por outro
lado, o hospedeiro produz a lipocalina-2 que tem a funcéo de sequestrar o sideréforo
ligado ao ferro. A expresséo destas proteinas esta ainda envolvida com mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos. Grande producé&o de bacterioferritina, que tem
funcdo de estocagem deste metal, tem sido detectada em cepas de M. tuberculosis
resistentes a aminoglicosideos (Matzanke, 1996).

Outra evidéncia relevante do papel do ferro na infec¢@o por micobactérias vem
do transportador Nramp-1. Esta proteina é analoga a codificada pelo gene Bcg de
camundongos, associada com a resisténcia a infeccdo murina por micobactérias.
Encontra-se expresso nos fagossomos dos macrofagos e é responsavel por regular a
concentracdo de metais divalentes no fagossomo, interferindo com a replicacdo da
bactéria (Frehel et al. 2002). Ap6s a fagocitose, o Nramp-1 é recrutado para a
membrana fagossémica, onde funciona como uma bomba de efluxo mediando o
transporte de metais, como ferro e manganés, do fagossomo para o citoplasma. Essa
proteina macrofégica foi relacionada a imunidade porque a mutacdo de seu gene
confere suscetibilidade para infeccdo por patdégenos intracelulares como
Mycobacterium, Salmonella e Leishmania. O mecanismo pelo qual o Nramp-1 afeta a
atividade antimicrobiana dos macréfagos permanece incerto, e foi proposto que os
homologos de NRAMP bacterianos e de mamiferos podem competir pelos mesmos
substratos no microambiente do fagossoma (Abel et al. 1998). A importancia desta
proteina para a hanseniase é ainda reforcada pela associacao de polimorfismos deste
gene como risco de hanseniase em diversas populacdes, e pela maior expressao

desta em lesdes de pacientes virchowianos (Lagrange, 1996).
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Dados ainda ndo publicados de um projeto desenvolvido pelo nosso grupo
mostraram a importancia de vias relacionadas a homeostasia de metais de transicao
como ferro, cobre, manganés e zinco, na infeccdo de macrofagos pelo M. leprae. Em
analise de transcriptoma, transportadores de metais, como SLC40A1 (ferroportina),
mostraram ser expressos diferencialmente na infeccdo. Esses dados fundamentaram
a nossa busca por agentes quimioterapicos que possuem essas vias como alvos.
Nesse contexto, foi estabelecida parceria com os detentores da patente do uso
farmacéutico do maltolato de galio (GaM) (Patente: US20100286263A1) para
investigar o efeito da droga sobre o M. leprae em modelos in vivo e in vitro.
Adicionalmente, o gélio na forma de maltolato,apresenta acéo antibacteriana contra P.
aeruginosa, S. aureus e A. baumannii (Hijazi et al. 2018).

A via do metabolismo do ferro pode ser blogueada pelo uso do galio (Ga*3), um
metal trivalente,descoberto em 1875, que possui efeito antiproliferativo por bloquear
a replicacdo do DNA de células tumorais (Jakupec, 2004). O gélio se liga a transferrina
e € transportado até o fagossomo, onde é captadopelo receptor de transferrina. Essa
€ a via pela qual as micobactérias captam ferro do hospedeiro.O galio por sua vez nao
pode ser reduzido e, quando incorporado no sitio de ligacdo do Fe*3, inativa os
processos de reducdo e oxidacdo dependentes de Fe*3 (Bernstein, 1998; Giacani et
al. 2019). Assim, o galio funciona como um anéalogo do ferro, privando microrganismos
desse metal essencial.

Para verificar a funcdo bactericida e/ou bacteriostatica do maltolato de galio
sobre o M. leprae, ensaios de viabilidade por métodos moleculares sdo necessarios,
uma vez que a baciloscopia ndo possui esse alcance. Nesse contexto, € importante
mencionar a busca por marcadores que sejam capazes de expressar a viabilidade e
gue ndo dependam de modelos murinos. Atualmente, o marcador mais utilizado para
ensaios de viabilidade do M. leprae € a regido do gene ribossomal 16S, que codifica
uma parte do ribossomo e é capaz de identificar bacilos viaveis nas amostras
(Kurabachew, 1998).

Diante do cenario em questdo, o interesse pelo maltolato de galio surge na
perspectiva de estabelecer um novo composto capaz de bloquear as vias do
metabolismo do ferro na infecgcdo causada pelo M. leprae. A possibilidade de

efetividade desta molécula na infeccéo por M. leprae serd um ganho consideravel para
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a terapia da hanseniase, sobretudo em um momento que ha grandes dificuldades por
sintese de novos agentes antimicrobianos, somado a crescente ocorréncia de
problemas relacionados a terapia da hanseniase que pode ameacar o controle da
infeccéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Investigar o efeito do maltolato de galio sobre o Mycobacterium leprae.

2.2. Objetivos especificos

e Investigar o efeito da administracdo oral do maltolato de gélio sobre a
replicacdo do M. leprae em modelo experimental de Shepard;

¢ Investigar o efeito da administracdo tépica do maltolato de galio sobre a

replicagéo do M. leprae em modelo experimental de Shepard;

e Investigar o efeito da associacdo entre o maltolato de galio e a
rifampicina sobre a replicagdo do M. leprae em modelo experimental de
Shepard;

e Investigar o efeito in vitro do maltolato de galio na replicacédo do M. leprae

em cultura de células IDE8 provenientes de carrapatos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho do Estudo:

Foram utilizados 90 camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, com
6 a 7 semanas de idade, provenientes do biotério do Instituto Lauro de Souza
Lima, Bauru, Sdo Paulo. Os animais foram inoculados com 5x102 bacilos em
ambos os coxins plantares traseiros, segundo a técnica de Shepard, seguindo
protocolo descrito em Laboratory Techniques for Leprosy (WHO 1986).

O maltolato de gélio foi gentilmente cedido para estes experimentos pelo
Dr. Lawrence Richard Bernstein, detentor de patentes relacionadas ao uso

farmacéutico do maltolato de gélio e colaborador deste projeto.

Os animais foram divididos em grupos de n=5 da seguinte forma:

e Controle inoculado e néo tratado;

e Administracao oral por gavagem 150mg/kg/dia de maltolato gélio;

e Administracdo oral por gavagem de 1mg/kg/semana de rifampicina;

e Administracdo oral por gavagem 150mg/kg/dia de maltolato galio
associado a 1mg/kg/semana de rifampicina;

e Administracéo topica duas vezes ao dia de creme com maltolato de galio
0,5% (Gallixa, CA, USA);

e Administracéo topica duas vezes ao dia de Aquaphor® (Eucerin).

Os tratamentos foram iniciados apds 60 dias da infeccéo, e feitos por trés
meses (90 dias), cinco dias por semana.

A eutanasia dos animais foi realizada em trés tempos diferentes, no seguinte
plano:

e Eutanasia 1 - Imediatamente apds o término do tratamento (150 dias);

e Eutanasia 2 - 90 dias ap6s o término do tratamento (240 dias);

e Eutanasia 3 - 180 dias apds o término do tratamento (330 dias).
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® Terceira
eutanasia

¢ Término dos
tratamentos e
primeira

eutanasia

* Inoculagdo dos
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¢ Inicio dos
tratamentos

* Segunda
eutanasia

Figura 1. Linha do tempo representando o desenho do estudo. Fonte: elaborado pelo autor

Os periodos de eutanasia foram planejados tendo em vista a avaliacdo de
um possivel clearance bacilar, isto €, a eliminacdo do bacilo da pata do
camundongo ap0s sua morte.

Durante todo o periodo do estudo todos os grupos receberam racéo
peletizada com quantidade controlada de ferro em 25ppm (Envigo) e 4gua ad
libitum. A reducado de ferro na composicdo da racao foi feita a fim de limitar a
oferta deste metal possibilitando a competicédo entre o gélio e o ferro. As racdes
sem restricdo de ferro contém cerca de 180ppm do metal em sua composicéo.

A administracdo oral do maltolato de galio foi feita por gavagem com
300uL de suspensdo contendo 15mg/mL de maltolato de galio em
carboximetilcelulose a 1%.

A administracao oral da rifampicina foi feita por gavagem com 250 pL de
solucéo contendo 0,12 mg/mL de rifampicina (Sigma).

A administracdo tépica de maltolato de géalio 0,5% (Gallixa, CA, USA) e
Aquaphor® (Eucerin) foi feita com o auxilio de uma seringa na quantidade de
0,2mL por pata. O uso do Aquaphor® funcionou como controle, uma vez que a
base da preparacdo topica comercial de maltolato de galio apresenta

composic¢ao similar ao Aquaphor®.

3.2. Métodos:

3.2.1. Obtencéo do inoculo e infec¢cdo de camundongos com M. leprae
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Os bacilos para infeccdo dos camundongos foram obtidos de coxins
plantares de camundongos nude atimicos (athymic nude, nu/nu — Foxn1™),
previamente infectados com a cepa Thai 53 de M. leprae, conforme descrito por
Trombone et al. (2014). Em seguida, para ajuste do inoculo foi realizada a
contagem dos bacilos na suspensao obtida pela coloracdo de Ziehl-Neelsen a
frio.

Os bacilos utilizados para infeccdo do modelo in vitro foram obtidos da
mesma forma. Para este experimento, além da cepa Thai 53, também foi
utilizada bacilos de cepa portadora do SNP tipo 4, conforme descrito por Monot
et al. 2005, com perfil de resisténcia a rifampicina e dapsona.

Os camundongos BALB/c com 40 dias de idade foram inoculados por via
intradérmica com 5x10° bacilos por coxim plantar traseiro esquerdo e direito
conforme descrito por Shepard (1960).

3.2.2. Processamento das patas dos camundongos

Os animais eutanasiados tiveram seus coxins plantares traseiros excisados
e processados conforme descrito por Trombone et al. 2014, da seguinte forma:
um coxim foi excisado e armazenado em solucdo de formaldeido 10% para
analise histopatolégica e o outro processado em homogeneizador de tecidos
Ultra Turrax T10 (IKA) em cloreto de so6dio 0,9%. A suspenséo obtida (1000 pL)
foi utilizada para realizacdo de coloracdo de Ziehl-Neelsen a frio para a
baciloscopia, considerando a contagem de 20 campos por esfregaco, totalizando
60 campos. O restante desta suspensao foi centrifugado em 13.000rpm, por 30
minutos e o pellet armazenado em 1mL de TRIzol™ Reagent (Invitrogen), em

ultrafreezer a -80°C para posterior extracao de RNA e DNA.

3.2.3. Analise de multiplicac&o bacilar

Para a contagem dos bacilos, 10 pL das suspensfes obtidas e 5 pL de
solucdo fenol-soro foram depositados e espalhados em uma lamina de

microscopia previamente marcada com trés circulos de 1 centimetro cada. Apos
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a secagem, os esfregacos foram fixados pelo calor passando-se a lamina na
chama do bico de Bunsen. Em seguida as laminas foram coradas pelo método
de Ziehl-Neelsen a frio da seguinte forma: filtrar fucsina sobre as laminas e deixar
agir por 20 minutos; lavar em agua corrente; descorar rapidamente com alcool-
acido; lavar abundantemente em agua corrente; filtrar azul de metileno sobre as
laminas e deixar agir por 5 minutos; lavar abundantemente em agua corrente e
deixar secar.

A contagem dos bacilos foi realizada por microscopia Optica em objetiva
de imersédo e foram avaliados 20 campos por circulo, totalizando 60 campos

contados por amostra.

3.2.4. Determinacdo molecular da viabilidade do M. leprae

O RNA do bacilo foi isolado e purificado a partir da amostra de coxim
plantar em TRIzol™ Reagent (Invitrogen), em tubo FastPrep® Lysing Matrix D
(MP-Biomedicals) no equipamento FastPrep 24 (MP-Biomedicals) por 3 ciclos
de 6,5m/s por 45 segundos, deixando as amostras em gelo por 5 minutos entre
os ciclos. Apés essa homogeneizacdo, foram acrescentados 200uL de
cloroférmio (Merck) e a amostra foi centrifugada a 14000rpm por 15 minutos. A
fase aquosa superior foi coletada e transferida para outro microtubo, onde foi
adicionado 500uL de isopropanol (Merck) por amostra, mantendo em
temperatura ambiente por 10 minutos em seguida centrifugando a 14000rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e em seguida adicionado 500uL de
etanol 75% (Merck). As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos no
vortex e centrifugadas a 7500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e em seguida o pellet foi mantido em temperatura ambiente por 10 minutos ou
até o etanol evaporar e ressuspendido em 25uL de agua ultrapura.

Os RNAs extraidos foram tratados com TURBO DNA-free™ Kit
(Invitrogen) segundo as recomendac0des do fabricante. A quantidade de RNA nas
amostras foi avaliada por fluorometria empregando o equipamento Qubit 4
(Thermo Fisher Scientific) e a qualidade avaliada pelo equipamento Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific). Apos, 1jug de RNA foi transcrito para cDNA com
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uso da enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Merck) conforme protocolo do
fabricante.

O DNA do bacilo foi purificado a partir da fase aquosa e da interfase que
permanece nos tubos FastPrep® Lysing Matrix D, seguindo protocolo descrito
por Adams et al. (2022) e avaliado quanto a quantidade pelo Qubit 4 e pureza
pelo espectrofotdbmetro Nanodrop 2000.

A viabilidade dos bacilos nas amostras foi obtida a partir de dados do
gPCR para as amostras de cDNA e de gDNA para com primers especificos para
sequencias que codificam o RNA riboss6mico 16S. Unidades de fluorescéncia
arbitrarias denominadas NO foram obtidas para cada amplificacdo de cDNA e
gDNA a partir das saidas do software LinRegPCR versdo 2021.2 para as
andlises das reagbes. O NO de cada amostra foi entdo normalizado pela
eficiéncia da respectiva reacdo, calculada também pelo software LinRegPCR
versao 2021.2. Entdo, o NO de cada amostra de cDNA foi normalizada pelo NO
do respectivo gDNA. Essa razdo € entdo considerada a quantidade relativa de
bacilos viaveis entre os presentes na amostra. Esse protocolo foi adaptado a
partir do descrito por Ruijter et al (2013).

As reacdes de gPCR foram realizadas com ensaios SYBR® (Applied
Biosystems) em equipamento de PCR em tempo real CFX Opus 96 (BioRad). As
sequéncias dos primers especificos para a regido do RNA ribossémico 16S
foram obtidas a partir do protocolo descrito por Martinez et al. (2009): primer
forward 5’-GCA TGT CTT GTG GTG GAA AGC-3’ e reverse 5-CAC CCC ACC
AAC AAG CTG AT-3’, em concentracao final de 10mM. As reacdes foram feitas
em volume final de 12,5uL, usando 20ug do template de cDNA ou gDNA e
seguindo o protocolo de ciclagem padrdao para ensaios SYBR neste
equipamento. Curvas de melting foram feitas em todas as reacfes a fim de

controlar para a especificidade da reagéo.

3.2.5. Modelo in vitro

O modelo in vitro foi desenvolvido em células IDES8, proveniente de
carrapatos Ixodes scapularis, conforme descrito por Ferreira et al. (2018). As
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células foram mantidas em meio L-15B suplementado com 10% de soro fetal
bovino e infectadas com a cepa referéncia Thai 53 e cepa portadora do SNP tipo
4 de M. leprae, mantidas pelo Laboratério de Hanseniase Experimental do
Instituto Lauro de Souza Lima, na multiplicidade de infecgéo de 50 bacilos por
célula (MOI 50:1). As células foram cultivadas em placas de 24 pogcos em
quantidade de 2x10° células/poco, acrescentando laminulas aos pocos para
adeséo das células.

O maltolato de gélio foi adicionado ao meio de cultura na concentracao
50pug/mL.

Simultaneamente foram feitas culturas controles nas mesmas condi¢des
sem a adicao de maltolato de galio.

As culturas foram mantidas por 2 meses em estufa de COz e a quantidade
de M. leprae foi avaliada por baciloscopia em microscopia Otica corando as
laminulas retiradas dos pocos com coloracao de Ziehl-Neelsen, como ja descrito.

Esses experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia
Celular do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), no Rio de Janeiro, sob a
supervisao do Dr. Flavio Alves Lara.

3.2.6. Analise dos resultados

Testes ANOVA foram utilizados para comparacgéo de trés ou mais grupos.
Teste-t ou Mann-Whitney foram empregados para comparacdo entre dois
grupos. Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo pelo teste de Shapiro-
Wilk.

Os resultados foram analisados no software GraphPad Prism 9®. O limite

de significAncia adotado foi de p-valor < 0,05.

3.2.7. Comité de Etica no Uso de Animais

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do
Instituto Lauro de Souza Lima (CEUA — ILSL) sob registro nimero 003/19.
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4. RESULTADOS

Apébs 60 dias da inoculacdo e 90 dias dos tratamentos as eutanasias foram

executadas em trés tempos experimentais, conforme descrito a seguir:

4.1. Eutanasial- D150

Neste primeiro tempo de experimento, observamos reducéo estatisticamente
significante dos dados de baciloscopia do grupo tratado com maltolato de galio oral
associado a rifampicina quando comparado ao controle (p-valor= 0,0395) (Figura 3).

Realizamos também as seguintes comparacdes entre grupos que se
relacionam quanto ao tipo de tratamento: Aquaphor e maltolato de gélio topico (Figura
4A); rifampicina e maltolato de galio oral associado a rifampicina (Figura 4B); maltolato
de gélio oral e sua associacdo com rifampicina (Figura 4C); GaM 150 e GaM Tépico
(Figura 4D) (Figura 4). Em nenhuma destas comparagbes os dados foram

significativos.

7

* INOCULACAO:
* Controle
% oo « INICIO DOS TRATAMENTOS

* GaM + RFP

« TERMINO DOS TRATAMENTOS E
PRIMEIRA EUTANASIA:

* Controle (n=4)

* Aguaphor (n=5)

* RFP 1mg (n=5)

* GaM + RFP (n=3)
* GaM 150mg (n=5)
* GaM tdpico (n=5)

Figura 2. Representacéo grafica do experimento da primeira eutanasia (D150) com a distribui¢cdo dos 27 animais por grupo. RFP:

rifampicina; GaM: maltolato de gélio. Fonte: elaborado pelo autor



BAAR/20 BAAR/20 BAAR/20
campos campos campos

27 29 32 3,86E+05

w 15 15 19 2,15E+05
% 21 45 29 4,16E+05
S 17 33 25 3,29E+05
6 3 10 8,33E+04

15 12 1,58E+05

x 19 21 25 2,85E+05
3 16 13 15 1,93E+05
§ 31 3 3 1,62E+05
10 17 15 1,84E+05

9 15 12 1,58E+05

§ 12 32 13 2.50E+05
2 3 2 2 3,07E+04
z 14 6 11 1,36E+05
13 71 17 4,43E+05

16 15 14 1,97E+05

23 10 11 1,93E+05

47 21 35 4,51E+05

10 14 11 1,53E+05

11 28 18 2,50E+05

33 27 30 3,94E+05

5 1 5 4,82E+04

10 11 9 1,31E+05

4 28 29 2,67E+05

6 3 4,38E+04

13 14 11 1,67E+05

9 7 10 1,14E+05
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Tabela 1. Dados de baciloscopia a cada 20 campos e total de bacilos por pata para os 27 animais avaliados na primeira eutanasia

(D150). BAAR: bacilo alcool-acido resistente; RFP: rifampicina; GaM: maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor



35

1%x106- 0.0395
|

T 3x10°- ﬂf -
(iR
< 1x1054 | | |3
o)
@ L L
g 3x104- A
=z

1x104——"—1—T1

Figura 3. Comparacéo dos dados de baciloscopia entre os grupos tratados e o grupo controle na primeira eutanasia (D150) por
teste ANOVA com limite de significancia de valor de p-valor < 0,05. BAAR: bacilo alcool-acido resistente; CTL: controle; RFP:
rifampicina; GaM: maltolato de galio; Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 4. Gréficos das comparagdes dos dados de baciloscopia entre os tratamentos na primeira eutanasia (D150). Grafico A:
comparagdo entre o tratamento com Agquaphor (placebo) e GaM tépico. Gréafico B: comparagdo entre o tratamento com
rifampicina 1mg/kg/semana e GaM oral 150mg/kg/dia associado a rifampicina 1mg/kg/semana. Gréafico C: comparagédo entre o

tratamento com GaM oral 150mg/kg/dia e GaM oral 150mg/kg/dia associado a rifampicina 1mg/kg/semana. Grafico D:

comparagdo entre o tratamento com GaM tépico e GaM oral 150mg/kg/dia. Andlises por teste t para amostras paramétricas e

teste de Mann-Whitney para amostras ndo paramétricas, com limite de significancia de p-valor < 0,05. BAAR: bacilo alcool-acido
resistente; CTL: controle; RFP: rifampicina; GaM: maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 5. Gréficos da comparagéo dos dados de viabilidade molecular obtidos pela normalizagéo do NO da reacé@o de amplificacao
por gPCR para cDNA de 16S pelo NO do respectivo gDNA para a primeira eutanasia (D150). A: Comparacéo de viabilidade entre
GaM Topico e Controle; B: Comparacdo de viabilidade entre GaM Oral e Controle; C: Comparacdo de viabilidade entre
Rifampicina e Controle; D: Comparacao de viabilidade entre GaM Oral associado a Rifampicina e Controle.RFP: Rifampicina;

GaM: maltolato de gélio. Fonte: elaborado pelo autor



4.2. Eutanasia 2 — D240
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A segunda eutanasia, 90 dias apds o término do tratamento, foi realizada com

26 camundongos (Figura 6). Nesse tempo experimental podemos constatar que houve

uma reducao de bacilos estatisticamente significativa no grupo tratado por gavagem

com 150mg de GaM quando comparado ao grupo controle, com p-valor de 0,0358

(Figura 7). Na comparacado entre os tipos de tratamento, ndo existiram diferencas

estatisticas (Figura 8).

Em relacdo a viabilidade molecular, neste tempo notamos que, embora nao

significativa, hd uma reducéo da viabilidade nos grupos tratados quando comparados

ao grupo controle (Figura 9).

7

* INOCULACAO:
* Controle

* Aguaphor,

* RFP 1mg

* GaM + RFP

* GaM 150mg

* GaM tépico

* INICIO DOS TRATAMENTOS

* TERMINO DOS TRATAMENTOS E
PRIMEIRA EUTANASIA:

* Controle (n=4)

* Aguaphor (n=4)

* RFP 1mg (n=5)

* GaM + RFP (n=5)

* GaM 150mg (n=3)

* GaM topico (n=5)

Figura 6. Representacéo grafica do experimento da segunda eutanasia (D240) com a distribuicdo dos 26 animais por grupo.

RFP: rifampicina; GaM: maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor



BAAR/20 BAAR/20 BAAR/20
campos campos campos

18 15 31 2,81E+05

4 5 12 20 1,62E+05
g 10 4 9,20E+04
S 10 7 7,80E+04
19 13 17 2,15E+05

x 34 19 20 3,20E+05
5 37 48 38 5,39E+05
o 20 22 13 2, 41E+05
2 5 1 3,51E+04

11 14 1,36E+05

3 22 26 39 3,81E+05
S 3 8 6 7.45E+04
g 16 19 20 2,41E+05
5 5 6 7,01E+04

8,33E+04

2 5 8 6,57E+04

67 60 106 1,02E+06

40 73 30 6,27E+05

16 15 22 2,32E+05

54 27 39 5,26E+05

13 34 14 2,67E+05

9 1 4,82E+04

14 3 4 9,20E+04

14 22 37 3,20E+05

19 25 19 2,76E+05

64 47 58 7.41E+05
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Tabela 2. Dados de baciloscopia a cada 20 campos e total de bacilos por pata para os 26 animais avaliados na segunda eutanasia

(D240). RFP: rifampicina; GaM: maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 7. Comparacéo dos dados de baciloscopia entre os grupos tratados e o grupo controle na segunda eutanasia (D240) por
teste ANOVA com limite de significancia de valor de p-valor < 0,05. BAAR: bacilo alcool-acido resistente; CTL: controle; RFP:

rifampicina; GaM: maltolato de gélio; Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 8. Graficos das comparacdes dos dados de baciloscopia entre os tratamentos na segunda eutanasia (D240). Grafico A:
comparagao entre o tratamento com Aquaphor (placebo) e GaM tdpico. Grafico B: comparagéo entre o tratamento de rifampicina
1mg/kg/semana. Gréafico C: comparacao entre o tratamento com GaM oral 150mg/kg/dia e GaM oral 150mg/kg/dia associado a
rifampicina 1mg/kg/semana. Gréfico D: comparagéo entre o tratamento com GaM tépico e GaM oral 150mg/kg/dia. Analises por
teste T para amostras paramétricas e teste de Mann-Whitney para amostras ndo paramétricas, com limite de significancia de p-
valor < 0,05. BAAR: bacilo alcool-acido resistente; RFP: rifampicina; GaM: maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 9. Gréaficos da comparagéo dos dados de viabilidade molecular obtidos pela normalizagdo do NO da reacéo de amplificagdo
por gPCR para cDNA de 16S pelo NO do respectivo gDNA para a segunda eutanasia (D240). A: Comparacao de viabilidade entre
GaM Topico e Controle; B: Comparagdo de viabilidade entre GaM Oral e Controle; C: Comparacdo de viabilidade entre
Rifampicina e Controle; D: Comparacao de viabilidade entre GaM Oral associado a Rifampicina e Controle. RFP: Rifampicina;

GaM: maltolato de gélio. Fonte: elaborado pelo autor



4.3. Eutanasia 3 - D330
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Na terceira eutanasia realizamos os experimentos aos 330 dias apds o inicio

do protocolo com 23 camundongos (Figura 10). Nos grupos tratados com RFP e GaM

+ RFP, a carga bacilar foi zerada para boa parte dos animais. Entretanto, quando

comparados ao controle, nenhum grupo apresentou diferenca estatisticamente

significativa (Figura 11). Com relacéo aos grupos relacionados pelo tipo de tratamento,

houve diferenca estatisticamente significativa entre o maltolato de galio oral associado

com rifampicina e maltolato de galio oral, com p-valor = 0,0286 (Figura 12C).

Neste tempo, os dados de viabilidade molecular mostram que, embora sem

significancia estatistica, os grupos tratados voltam a ter niveis de bacilos viaveis

maiores quando comparados ao grupo controle (Figura 13).

/

* Controle

* Aquaphor,
* RFP 1mg
* GaM + RFP

* INOCULAGAO:

* INiCIO DOS TRATAMENTOS

/

« TERMINO DOS TRATAMENTOS E
PRIMEIRA EUTANASIA:

* Controle (n=3)

+ Aguaphor (n=3)

* RFP 1mg (n=5)

* GaM + RFP (n=5)
* GaM 150mg (n=4)
* GaM tdpico (n=4)

Figura 10. Representagdo grafica do experimento da terceira eutanasia (D330) com a distribuicdo dos 23 animais por grupo.

RFP: Rifampicina; GaM: Maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor



BAAR/20 BAAR/20 BAAR/20
campos campos campos

¥ 16 30 56 4,47E+05

2 16 15 34 2,85E+05

g 33 31 24 3,86E+05

i} 0 0 3 1,31E+04
o

z 12 11 14 1,62E+05

o 14 26 103 6,27E+05

58 107 79 1,07E+06

3 4 6 6 7,01E+04

S 18 14 82 5 00E+05

3 1 3 10 6,14E+04

24 22 18 2,.81E+05

23 48 34 4,60E+05

2 0 9 4,82E+04

46 42 30 5,17E+05

0 0 0 0,00E+00

3 0 0 1,31E+04

0 0 0 0,00E+00

0 0 0 0,00E+00

0 0 0 0,00E+00

0 0 1 4.38E+03

0 0 2 8,77E+03

0 0 0 0,00E+00

0 0 0 0,00E+00
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Tabela 3. Dados de baciloscopia a cada 20 campos e total de bacilos por pata para os 23 animais avaliados na terceira eutanasia

(D330). RFP: rifampicina; GaM: maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 11. Comparagao dos dados de baciloscopia entre os grupos tratados e o grupo controle na terceira eutanasia (D330) por

teste ANOVA com limite de significAncia de valor de p-valor < 0,05. BAAR: bacilo alcool-acido resistente; CTL: controle; RFP:
rifampicina; GaM: maltolato de gélio. Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 12. Gréficos das comparagdes dos dados de baciloscopia entre os tratamentos na terceira eutanasia (D330). Grafico A:
comparagao entre o tratamento com Aquaphor (placebo) e GaM tdpico. Grafico B: comparagao entre o tratamento de rifampicina
1mg/kg/semana e GaM oral 150mg/kg/dia associado a rifampicina 1mg/kg/semana. Gréafico C: comparagdo entre o tratamento
com GaM oral 150mg/kg/dia e GaM oral 150mg/kg/dia associado a rifampicina 1mg/kg/semana. Gréafico D: comparacgao entre o
tratamento com GaM tépico e GaM oral 150mg/kg/dia. Analises por teste T para amostras paraméticas e teste de Mann-Whitney

para amostras ndo paramétricas com limite de significancia de p-valor < 0,05. BAAR: bacilo alcool-acido resistente; RFP:
rifampicina; GaM: maltolato de gélio. Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 13. Gréficos da comparagéo dos dados de viabilidade molecular obtidos pela normalizagdo do NO da reac&o de

amplificac@o por gPCR para cDNA de 16S pelo NO do respectivo gDNA para a terceira eutanasia (D330). A: Comparacéo de
viabilidade entre GaM T6pico e Controle; B: Comparagé&o de viabilidade entre GaM Oral e Controle; C: Comparacao de viabilidade

entre Rifampicina e Controle; D: Comparagéo de viabilidade entre GaM Oral associado a Rifampicina e Controle. RFP:
Rifampicina; GaM: maltolato de gdlio. Fonte: elaborado pelo autor
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As médias da baciloscopia e da viabilidade molecular dos diferentes tempos
para cada grupo estéao representadas nas figuras 14 e 15, respectivamente, a fim de
possibilitar uma melhor visualizacdo do comportamento desses dados no decorrer do

experimento para cada um dos tratamentos.
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Figura 14. Representacdo grafica das médias de baciloscopia para os 3 tempos de tratamento (D150, D240 e D330) para
os seis grupos avaliados (controle, Aguaphor, GaM tépico, GaM 150, RFP e GaM + RFP). RFP: rifampicina; GaM:
maltolato de galio. Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 15. Representacdo grafica das médias da viabilidade bacilar para os 3 tempos de tratamento (D150, D240 e
D330) para os seis grupos avaliados (controle, GaM tépico, GaM 150, RFP e GaM + RFP). RFP: rifampicina; GaM:

maltolato de gélio. Fonte: elaborado pelo autor
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4.4. Modelo in vitro

No modelo in vitro com células IDE8 com a cepa referéncia Thai 53, a
adicdo de 50ug/mL de maltolato de galio reduziu significativamente a carga
bacilar p-valor = 0,0007 (Figura 16). Para a cepa portadora do SNP tipo 4,
embora a adicdo de GaM também tenha reduzido a quantidade de bacilos apos

2 meses, esta nao foi significativa (p = 0,09) (Figura 16).

Cepa portadora de
Thal 53 SNPtipo4

4.0x10% 3.0x10°,

L2 2

3.0x1054 p =0,0007

p=0,0912

T

2.0x10°%

201054

1.0x10°+

T

1.0x105

Concentragdo bacilos/mLeultura
Concentragdo bacilos/mLeultura

0 ] ] o0
A A P Py
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Figura 16. Comparacgéo entre as concentracdes de bacilo por volume de cultura celular em células infectadas com as
cepas Thai 53 ou cepa portadora do SNP tipo 4, submetidas (+ Galio) ou ndo (- Galio) a adigdo de 50ug/mL de maltolato

de galio. Fonte: elaborado pelo autor
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5. DISCUSSAO

A investigacao de novas drogas em hanseniase constitui em desafio dada
as limitacdes técnicas para investigacdo da viabilidade do M. leprae. A técnica
desenvolvida por Charles Shepard é até os dias de hoje o padréo ouro para esta
investigagdo, no entanto, esta esta limitada a quantificacdo bacilar sem dados
precisos sobre a viabilidade do microrganismo. Shepard a partir dos seus
estudos descreve que camundongos imunocompetentes inoculados com 5x103
bacilos apresentam recuperagdo de 2x10° a 2x108 microrganismos ap6s 150 a
200 dias (Shepard, 1971). Partindo dessa premissa, e baseado na reducéo
estatisticamente significativa da baciloscopia para o tratamento com maltolato de
galio oral na segunda eutanasia, € razoavel supor o efeito bacteriostatico desse
composto, quando administrado oralmente, sobre o M. leprae. Para este tempo,
apenas no grupo que recebeu este tratamento todos 0s animais apresentaram
guantidade de bacilos abaixo do valor limite de replicacdo de 2x10° bacilos.

A significante redug&o do numero de bacilos observada em nosso modelo
in vitro para a cepa Thai 53 refor¢ca os dados obtidos in vivo sobre o papel do
maltolato de galio na replicacdo do M. leprae. Para a cepa portadora do SNP tipo
4, resistente a dapsona e rifampicina, apesar de observarmos uma redu¢ado no
namero de bacilos na cultura tratada, esta ndo foi significante. Este resultado
pode sugerir que a mudanc¢a do gendtipo promove maior resisténcia bacteriana
também contra este composto.

Para a avaliacdo da replicacdo do M. leprae nas diferentes condicdes
estudadas utilizamos a baciloscopia, considerada padrdo ouro na hanseniase.
Entretanto, esta técnica € limitada a quantificacao bacilar, uma vez que o tempo
para a eliminacdo do bacilo ap0s a sua morte (clearence bacilar) ndo permite
uma avaliacao fidedigna da sua viabilidade por meio desta técnica. Assim, a fim
de melhor compreender o efeito do maltolato de galio sobre o M. leprae,
utilizamos um ensaio molecular utilizando regides gendmicas especificas para o
RNA ribossémico 16S do bacilo, adaptado de Williams et al. (2009), a partir da
técnica descrita e adaptada de Ruijter et al. (2009). O gene 16S foi descrito como

expresso em altas quantidades quando o M. leprae esta em fase de crescimento
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em camundongos atimicos, sendo bastante utilizado em protocolos de
quantificacdo de viabilidade molecular do bacilo (Cox et al., 1991). Os dados de
viabilidade molecular aqui obtidos para o grupo controle demostram que a maior
viabilidade foi atingida na segunda eutandsia, o que esta de acordo com o
esperado considerando o tempo da curva de crescimento descrita para este
microrganismo (Shepard, 1971). Curiosamente, este perfil ndo foi observado
para nenhum dos grupos tratados, o que denota uma mudanca na curva de
crescimento do bacilo associada aos tratamentos feitos. Na segunda eutanasia
todos os grupos aparecem com viabilidade inferior a do controle indicando atraso
na replicacao bacilar, que parece ser retomado na terceira eutanasia, onde todos
0S grupos tratados ultrapassam os valores de viabilidade do controle.

O galio € um metal trivalente que compartilha propriedades com o ferro e
tem capacidade de competir com este pela ligagdo com as suas proteinas
carreadoras, como a transferrina, diminuindo assim o ferro biodisponivel para as
células. Como diversas células e microrganismos necessitam de ferro para
manter sua homeostasia, a reducao do ferro biodisponivel pode causar morte
celular (Chitambar, 2016). O ferro é elemento fundamental para o
desenvolvimento bacteriano (Cole et al. 1998). As micobactérias secretam
sideréforos, denominados micobactinas, com finalidade de sequestrar o ferro em
uma competicdo com o hospedeiro. Matzanke et al. (1996) descreveram que,
quando a micobactéria se encontra em um ambiente com quantidades
suficientes em ferro, este é acumulado na sua proteina de estoque
bacterioferritina (Andrews et al. 2003). No nosso estudo, a dieta oferecida aos
animais com reducéo de ferro em sua composicéo (25ppm), guando comparada
a racdo tradicionalmente utilizada para camundongos (180ppm), € uma forma de
controlar a quantidade de ferro disponivel no organismo do animal viabilizando
a investigagao dos efeitos da competicdo entre galio e ferro.

Giacani et al. 2019 investigaram o efeito do uso topico do maltolato de
galio sobre a lesdo causada pelo Treponema spp. em modelo experimental com
coelhos. Os achados demonstraram um efeito bactericida com redugéo das
lesBes, e sugeriram que 0 usoO topico associado ao tratamento padrdo com

azitromicina acelera o clearance bacteriano. Nossos resultados em relacdo aos
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animais que receberam tratamento com maltolato de galio tOopico mostram
estabilidade na infeccdo até a segunda eutanasia, com manutencédo da carga
bacilar em niveis inferiores a 2x10° na maioria dos animais.

Apds 6 meses de inoculacdo e com 5 meses de tratamento com esta
mesma dose de rifampicina (1mg/kg/semana), Lobato et al. (2014) encontraram
cargas bacilares semelhantes as que encontramos na segunda eutanasia. A
rifampicina € altamente eficaz contra o M. leprae e outras micobactérias, como
o M. tuberculosis, e sua concentracéo inibitoria minima (MIC) varia de 0,1 pg/mL
a 0,2 pg/mL (Blanchard, 1996). Shepard (1973) descreve que, em modelos
experimentais, a dose recomendada para tratamento da hanseniase € de 10 a
40 mg/kg, podendo uma dose Unica ser eficiente para combater o M. leprae
enquanto, em humanos, a dose diaria € de 600mg/dia. Considerando a premissa
de Sheppard (1971), nossos dados sugerem que o maltolato de géalio apresentou
efeito superior a esta subdose de rifampicina até o tempo da segunda eutanasia.
Curiosamente, na terceira eutanasia, mesmo em subdose, a rifampicina foi
capaz de zerar a carga bacilar em todos os animais, enquanto no grupo tratado
com maltolato de galio oral observamos a retomada da replicacdo bacilar para a
maioria dos animais.

O efeito do maltolato de galio ja foi investigado em diversos estudos com
outros microrganismos (Fecteau et al. (2014); Hijazi et al. (2018); Bernstein
(2020); Sampieri et al. (2014); Giacani et al. (2019); Chua et al. (2006); Chitambar
(2018).). Fecteau et al. (2014) investigaram a atividade do gélio na forma de
maltolato e nitrato sobre o Mycobacterium avium e encontraram inibicdo dose-
dependente. Os dados deste estudo indicaram ainda que este efeito foi mais
eficaz com o maltolato quando comparado ao nitrato de galio, corroborando com
nossos dados.

Hijazi et al. (2018) avaliaram o potencial bactericida do maltolato de galio
contra patogenos ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp. Foram testadas 24 cepas diferentes, em 3 diferentes meios de
cultura, sendo dois deles com reducao de ferro em sua composi¢cao. Todos os

microrganismos foram resistentes ao maltolato de galio, independentemente dos
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meios e de suas cepas. O maltolato de galio também foi submetido a testes para
avaliacao de potencial viricida sobre 0 SARS-CoV-2. A cultura de célula utilizada
para infeccdo viral, e previamente tratada com o composto em estudo,
apresentou 50% de inibicdo da replicacao viral (Bernstein, 2020). Sampieri et al.
(2014) investigaram o efeito do maltolato de géalio sobre Lawsonia intracellularis,
bactéria intracelular obrigatdria, causadora de lesfes do trato gastrointestinal em
animais. O efeito do maltolato de galio foi comparado ao farmaco padréo usado
neste tipo de lesdo e, interessantemente, os dois apresentaram a mesma
eficacia. Os resultados acima compilados chamam a atencéo pelo fato de que o
efeito dos compostos de galio parece ser potencializado em microrganismos
intracelulares.

Como o ferro é fator essencial para a replicacédo e diferenciacdo de todas
as células, a sua substituicdo pelo galio acarreta prejuizo para a fungéo celular
(Zhang et al. 2022). Assim, além do potencial antibacteriano, os compostos de
galio sdo explorados quanto ao potencial anti-tumoral e anti-inflamatorio.
Suspeita-se que o maltolato de galio esteja envolvido com a desregulacdo de
células T inflamatérias e macréfagos, com possivel interferéncia das
metaloproteinases (Wu et al. 2015). Compostos derivados de galio também tém
demonstrado potencial anti-inflamatorio por modular a producéo de 6xido nitrico
e das citocinas proé-inflamatérias IL-183, IL-6, IL-8 e TNF. Além disso, diversos
compostos de ferro possuem capacidade pré-inflamatéria, o que confirma o
potencial anti-inflamatério dos compostos de galio (Chitambar, 2016). O carater
granulomatoso da hanseniase pressupde a ocorréncia de um infiltrado de células
inflamatorias para combater o agente causador. Nesse contexto, o efeito dos
compostos de galio modulando a inflamacéo, aliado ao efeito bacteriostatico aqui
observado, deve ser mais bem avaliado.

Estudos indicam ainda possivel efeito dos compostos de galio no
tratamento do cancer, como no carcinoma hepatocelular, visto que o galio é um
metal de baixa toxicidade, evitando efeitos de seu acumulo no figado (Chua et
al. 2006). Além disso, seu efeito inibidor sobre o desenvolvimento de
gliobastomas, o mais comum tumor maligno de cérebro, foi constatado em

modelos in vitro, e testado in vivo em ratos com o tumor ja estabelecido,
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mostrando a eficacia do maltolato de galio no retardo do desenvolvimento deste
tipo de cancer (Chitambar et al. 2018).

Nosso estudo € pioneiro na avaliagdo do efeito da administracédo oral do
maltolato de galio em modelo experimental de doencas infecciosas. Nossos
resultados demonstraram que o uso do maltolato de gélio controla a infec¢éo por
tempo determinado, mas néo foi capaz de eliminar o bacilo, sendo assim uma
droga com potencial bacteriostatico sobre a replicacdo do M. leprae. Importante
salientar a necessidade da avaliagdo do efeito anti-inflamatorio do uso topico do
maltolato de galio sobre les6es de hanseniase como uma ac¢éo adjuvante deste
composto, bem como de outros compostos de galio. Por fim, os dados aqui
obtidos reforcam a importancia das vias da homeostasia do ferro como alvos

terapéuticos para uso em doencas infecciosas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluirmos que:

e a administracao oral do maltolato de galio na dose avaliada apresentou
efeito bacteriostatico sobre a replicacdo do M. leprae em modelo
experimental de Shepard;

e a administracdo topica do maltolato de galio sobre a replicacdo do M.
leprae em modelo experimental de Shepard apresentou efeito sobre o
crescimento deste microrganismo similar ao observado para a
administracao oral;

e aadicdo de maltolato de gélio reduziu a infecgcdo com M. leprae em cultura
de células IDE8 provenientes de carrapatos.
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