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RESUMO

ARAUJO, F.S.Avaliacéo fenotipica dos linfocitos T em um model@animal de
deficiéncia de ferro. 2006. 70f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade ddas
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade deéPaélo, Ribeirdo Preto, 2006.

O ferro é um elemento chave em muitos processoabdi&tos, como transporte de
oxigénio, sintese de hormdnios esterdides, regmraglular, transporte de elétrons,
sintese de DNA, proliferacdo e diferenciacdo celalaegulacdo génica. A deficiéncia
de ferro é a desordem nutricional mais comum afetaproximadamente um terco da
populacdo mundial. Pequenos déficits no compartin&mcional de ferro tém sérias
consequéncias sobre o sistema imune, principalmeatemunidade mediada por
células. A abordagem dos pais ou responsaveesxigéncias éticas e a aderéncia de
criancas da mesma faixa etaria e sem outros pralleme afetem o metabolismo do
ferro e o sistema imune séo as principais difiaddaenfrentadas no desenvolvimento
de pesquisas com seres humanos, sendo necesséstalelecimento de modelos
experimentais. Este trabalho teve como objetivabetécer um modelo de inducgéo e
recuperacdo de deficiéncia de ferro em camundongsando a sua utilizagcdo em
estudos sobre alteragcdes do sistema imune indugatassta deficiéncia. A deficiéncia
de ferro foi induzida por ingestdo de uma racdo bairo teor de ferro (5 mg /kg de
racdo) por 4 e 8 semanas. No termino deste peftmdm determinados: concentracao
de hemoglobina (colorimetrico), hematocrito (miaotatocrito), estoques de ferro
hepatico (espectrometria de absorcdo atdémica) @ifagem (citometria de fluxo) dos
linfocitos presentes no sangue periférico e emeawsiD de células do baco dos animais
dos grupos controle (C) e deficiente em ferro (R¥Endo avaliado a porcentagem de
células T CD4 e CD8, bem como a expressdo do receptor de transfei@npa1’)
nessas subpopulacbes. Nao houve diferencas nant@g@® de hemoglobina e no
valor do hematécrito entre os animais dos grupo®F, porém os estoques de ferro
estavam significantemente reduzidos nos animagruiao DF de quatro g®,05) e oito
(p<0,01) semanas. N&do houve diferencas na porcentagelimfocitos T CD4de T
CDS8" entre os animais dos grupos DF e C, porém os #idedicientes em ferro
apresentaram maior porcentagem de linfécitos T @D&aco expressando CO7(p<
0,001). Este trabalho sugere que a deplecao noguest de ferro ndo altera a proporgéo
dos subtipos de linfocitos, porem as células T COf baco sdo mais sensiveis a
deficiéncia de ferro.

Palavras chave: deficiéncia de ferro, imunidadelagelreceptor de transferrina.



ABSTRACT

ARAUJO, F.S.Cells T immunophenotypic analysis in animal modeloof iron
deficiency 2006. 70f. Master Degree Dissertation — Faculdatke Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade deP&élo, Ribeirdo Preto, 2006.

Iron have a crucial role in several metabolic patissy such oxygen transport, steroid
hormone synthesis, cellular respiration, electroandport, DNA synthesis, cellular
proliferation and differentiation and genic regidat The iron deficiency is most
common disorder nutrition, affecting about 30% wogopulation. Deficits in iron
functional compartment have serious delays abouatuntty systems, especially in the
cellular immunity. Because of environmental proldemge, deficiency of nutrients
other than iron, prevalence of infection, which nmagke human studies difficult, we
used an animal model. This work aimed establismed deficiency induction and
recuperation in mouse, for study about immune systalteration. Iron deficiency was
induced by feeding mice a diet that contained &nigg Fe/Kg for 4 and 8 weeks. After
this period were determined: hemoglobin (colorimgthematocrit (microhematocrit),
liver iron stores (atomic absorption spectrophot@meand we performed a flow
cytometry analyses in peripheral blood and splgemphocytes in control (C) and iron
deficient (ID) mouse. We defined the effects ohirdeficiency on T-cell subset and
expression of cell-surface transferrin receptor TCD in these cells. Hemoglobin
concentration and hematocrit of ID mice were néfecence those of C mice, but iron
stores of ID mice (4 and 8 weeks) were reduced(Qi05 and g 0,01; respectively).
Although T-cells subsets in peripheral blood andeesp were not altered, iron
deficiency significantly increased the number ofesp T CD8§ cells that express CD
71" (p< 0,001). Data suggest that depletion of iron stenagt alter T-cells subsets and
spleen T CD8is the most sensible subset in iron deficiency.

Key words: iron deficiency, cellular immunity, tiferrin receptor



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

C57BL/6 Linhagem de camundongos, Black C57

Dcytb Citocromo b duodenal

DMT 1 Transportador de Metal Divalente (do ingiB$/alent Cation
Transporter”l)

DNA Acido desoxirribonucléico

HFE Proteina da hemocromatose

lg Imunoglobulina

IMP Via da integrina-mobilferrina (do inglés IntegMobilferrin Pathway)

IREG 1 ferroportina 1 ou MTP 1 — transportadofeteo na membrana
basolateral

IRE Elemento Responsivo ao Ferro (do inglés “Rasponse Element”)

IRP Proteina Regulatéria do Ferro (do ingles “IRegulatory Proteins”)

MHC Complexo principal de histocompatibilidade (dglés “major

histocompatibility complex”)

OoMS Organiza¢cdo Mundial da Saude

PBS Tampéo de fosfato salina (do inglés “PhospBatier Saline”)
RNA-m Acido ribonucléico mensageiro

SFT Estimulador do Transporte de Ferro (do intfi&ésnulator of Fe

transport”)

sTiR receptor de transferrina soluvel (do ing®sluble Transferrin
Receptor”)

TCR Receptor de Células T

TR Receptor de transferrina

UNICEF Fundo das Nag¢des Unidas (do inglés “ Unitations Children’s Fund”)
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1.1 Metabolismo do ferro

O ferro é o quarto elemento mais abuate na crosta da terra e todas as formas
de vida possuem estratégias peculiares para swacdbse metabolismo, sustentando
assim uma ampla variedade de reacdes biologicas,irpui a cadeia respiratoria
mitocondrial, a proliferagcéo celular e as funcéesélulas especializadas relacionadas a
sintese de proteinas como mioglobina e hemoglo@iBEsTA, 2002). Entretanto, o
ferro também é potencialmente tdxico estando eimiva geracdo de radicais livres, o
gue resulta em dano oxidativo para proteinas ev&aidcléicos e, eventualmente, em
morte celular (BARISANE; CONTE, 2002; GANZ; NEMETHEQ06; TESTA, 2002).

O ferro € essencial em todas as ®hileas, sendo um elemento chave em
muitos processos metabdlicos, como componenteit@akem algumas enzimas,
transporte de oxigénio, sintese de hormdnios edesx,respiracao celular, transporte de
elétrons, sintese de DNA, proliferacdo e difereg@macelular e regulacdo génica
(CETIN et al, 2004; SRAI;, BOMFORD; McARDLE, 2002).

A manutencdo da homeostase do ferde éundamental importancia para o
alcance de um balango 6timo entre a entrada e, ssddiBn sua absorcdo € compativel
com a quantidade necessaria para sustentar afadig bioquimicas e evitar os efeitos
nocivos ocasionados pelo seu excesso. Este egquiimantido através da regulacao
coordenada da taxa de entrada, estoque e excrec@ord, sendo o0s trés processos
regulados, via mecanismos transcricionais e pdeiti@onais, por proteinas que
respondem as mudancas na disponibilidade destd (héEd) et al, 2001; TESTA,
2002).

O ferro inorgéanico da dieta € absarvid trato gastrintestinal, especificamente

no duodeno e jejuno proximal. Nas células intei&jna ferro é incorporado aos
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estoques ou liberado no plasma para se ligar aféraima e ser distribuido (Figura 1)
(BUTENSKY et al, 2004).

Na fisiologia humana, o ferro ndo é um elementgotram adulto sadio possui
em torno de 4 a 5 g de ferro corporal. Dois tedgste metal € encontrado no tecido

eritrdide, como hemoglobina (ZHANG; SHEFTEL; PONKZ)06).

FERRO DA DIETA

>

DUODENO
(1 a2 mg ao dia)

r

(300) mg (3mg) (300 mg)

Hemacias circulantes
(Hb 1800mgQ)

Parenquim ESTOQUES DE Macrofago
Hepatico

600
(1000 mg) FERRO (600mg)

PERDA DE FERRO

Descamacé
Menstruacao
Outras perdas
1 a 2 mg/dia

Figura 1. Distribuicdo do ferro no organismo (addptde ANDREWS, 1999).
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Os fatores que afetam a absorcéorde p@dem ser divididos em: intraluminal,
de mucosa e corporal (CONRAD; UMBREIT, 2002). Homeadultos absorvem
aproximadamente 1mg de ferro por dia de uma dattendo 10 a 20 mg do metal. As
mulheres se alimentam menos que os homens e delveonver diariamente 2 mg
durante a vida reprodutiva para ndo se tornareron fdeficientes (LIEU et al, 2001,
SRAI; BOMFORD; McARDLE, 2002).

O mecanismo molecular de absorcaoedm fvem sendo muito estudado. O
ferro da alimentacdo esta presente na forma de ligedo ao heme e ferro ndo ligado
ao heme. O primeiro é absorvido por um mecanismdaando identificado que parece
envolver um transportador especifico que o libevahdme dentro do enterdcito. O
segundo vem da alimentagdo em grande parte na férniza, porém o ferro ferroso é
0 mais eficientemente absorvido pelas célulastintds e este processo depende de
muitos fatores, incluindo a presenca de &cido igastacido ascoérbico e inibidores
como o acido fitico e polifendis (CRICHTON et aD02; GASCHE et al, 2004;
MORGAN; OATES, 2002; ROY; ENNS, 2000).

O ferro férrico € precipitado em sd@les com pH maior que 3 e deve ser
solubilizado e quelado no estémago ficando dispdrgara absor¢do no meio menos
acido do intestino delgado proximal (BENITO; MILLER998; SRAI; BOMFORD;
McARDLE, 2002). Algumas substancias da alimentag&mo fitatos, fosfatos,
carbonatos, taninos e oxalatos precipitam o fegoicb e formam complexos
macromoleculares dificultando sua absorcdo (BENIMILLER, 1998; CONRAD;
UMBREIT, 2002; THEIL, 1994).

Estudos recentes sobre o mecanismaegldacdo do transporte de ferro no

intestino revelam uma série de moléculas chavesioco transportador de metal
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divalente (DMT1), enzimas do citocromo b duodemadytb), hefestina e ferroportina
(MILLARD et al, 2004).

O DMT1 é uma proteina identificada bwrda em escova do enterécito, no
duodeno proximal, responsavel pelo transporte de fda luz intestinal para o
enterdcito, sendo este processo dependente do PNFBIN et al, 1997 MIMS et al,
2005). No eritroblasto, o DMT1 esta presente na bnanma do endossomo, tendo a
funcdo de transportar o ferro liberado do complésensferrina-receptor para o
citoplasma, onde este metal participara da sinteseme, na mitocéndria (MIMS et al,
2005).

Ha cerca de dez anos, foi descrittividade de uma redutase férrica em nivel
das células duodenais (GUNSHIN et al, 1997), esmitet apenas recentemente foi
identificada a primeira molécula localizada na loedth escova do enterdcito envolvida
na reducdo do ferro férrico. Esta proteina foi ci@dencitocromo b duodenal (Dcytb)
(CRICHTON et al, 2002; GOSWAMI; ROLFS; HEDIGER, ZAMCKIE et al, 2001;
TESTA, 2002), pertence a familia das redutases eebrana plasmatica citocromo
b561 (SRAI;, BOMFORD; McARDLE, 2002) e esta hipepmssa em casos de
deficiéncia de ferro, anemia crénica e hipoxia (TES2002).

A superficie polarizada do epitélitestinal exibe, além da membrana apical
envolvida na redugdo do ferro e entrada de alinsemligeridos, uma membrana
basolateral envolvida na saida deste metal dodaitigipara compartimentos do corpo.
O transportador envolvido na saida de ferro atrdeésmembranas foi identificado em
trés estudos sendo denominado ferroportina 1 ouGIREI MTP 1 (Figura 2)

(ABBOUD; HAILE, 2000; DONOVAN et al, 2000; McKIE «tl, 2000).
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{(1)Captacao (2) Transporte dentro do enterocito
(3) Transferéncia ao plasma

& Heminica
ol Redutase férric

g Complexo ferro

Hlazma

Figura 2. Absorcao de ferro no esterdcito.

O compartimento apical dos enterdcithedenais também possui outras
proteinas transportadoras de ferro, como o estifouldo transporte de ferro (SFT,
stimulator of Fe transport), que é especifico mat@nsporte de ferro férrico e ferroso,
nao transportando outros metais, e capaz de eatimaulransporte de ferro ligado ou
nao a transferrina (BARISANI; CONTE, 2002; TESTA02).

As vias identificadas para a entraéafelro ndo ligado a transferrina nos
enterdcitos sdo: a via da integrina-mobilferrindR| integrin-mobilferrin pathway) e a
do transportador de metal divalente (DMT-1, NramgANDREWS, 1999; CONRAD;

MORGAN; OATES, 2002; UMBREIT, 2002).
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A via IMP transporta exclusivamenterdeférrico e ndo transporta outros
metais de importancia nutricional. A mobilferrina@ 3 integrina sdo duas proteinas
associadas a esta via. Elas se associam no cgaligam a flavina monoxigenase,
formando um complexo macromolecular de 510 kDa, eswlo paraferritina, que
apresenta atividade ferroredutase. Dados receatgsesn que DMT-1 também é um
componente deste complexo. Este complexo pareceopey a entrada de ferro
reduzido para a mitocdndria para participar daes@ntde proteinas que contém este
metal, como a hemoglobina (CONRAD; UMBREIT, 2002U et al, 2001).

O mecanismo pelo qual células da argitodenal detectam os estoques de
ferro do corpo permanece desconhecido (MILLARDIgeP@04; MORGAN; OATES,
2002; TESTA, 2002). Entretanto, recentes estudgsrem que uma série de moléculas
estdo envolvidas neste processo, como o produtgetle mutado na forma mais
prevalente de hemocromatose hereditaria (HFE)ptecee transferrina 2 (sTfR 2) e a
hepcidina. Todas estas moléculas estdo exprességado e mutacdes em seus genes
podem resultar em sobrecarga de ferro (MILLARD let2804). A hepcidina é um
peptideo dissulfeto secretado na circulagdo quecpaer fungdo mensageira entre 0s
estoques de ferro corporal e a absor¢cdo de felos gaterocitos (MILLARD et al,
2004; MORGAN; OATES, 2002; TESTA, 2002).

Em individuos sadios, a concentragddedo no soro varia de 3 aug/ mL e
este esta predominantemente ligado a moléculaadsférrina, com pequena associacao
a albumina ou espécies de baixo peso molecularGBRON et al, 2002; EMERIT;
BEAUMONT; TRIVIN, 2001).

A tranferrina é uma proteina de 80 kjDa liga-se reversivelmente a dois ions
de ferro férrico e também a dois anions carbom@®RICHTON et al, 2002; EMERIT;

BEAUMONT; TRIVIN, 2001). A afinidade da transferarpelo ferro é dependente do
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pH, sendo o ferro liberado da transferrina quandoHoé menor que 6,5 (TESTA,
2002). Foi proposto que o HFE influencia a captad&oferro pela transferrina
(HERRMANN et al, 2004).

Além da transferrina, a lactoferrinac@paz de ligar-se ao ferro com alta
afinidade, porém sua principal funcdo ndo est&icelada ao transporte deste metal e
sim ao seu sequestro em compartimentos de teci&msigres e também parece estar
relacionada com a defesa do hospedeiro contracibdsdacterianas (TESTA, 2002).

O receptor de transferrina € uma glioteina composta por 760 amino&cidos
dispostos em dois mondmeros ligados por duas patitssiifeto, formando uma
molécula de 190 kDa, que interage com a transterparmitindo a entrada de ferro na
célula (BEGUIN, 2003; DEMIR et al, 2004; KUVIBIDILAet al, 2004;
RICHARDSON, 2004).

Dois diferentes receptores de transkerforam descritos, o receptor de
transferrina 1 (TfR1) e o receptor de transfer@n@l fR2). O TfR1 esti expresso em
praticamente todos os tecidos, com exce¢do da®aiits maduros e representa a
principal via de entrada de ferro na célula. A s¢farrina liga-se ao TfR1 na superficie
da célula e este complexo penetra na célula poocénde. A diminuicdo do pH
endossomal causa uma mudanca conformacional quiares liberacdo do ferro pela
transferrina. O DMT1 transfere o ferro para o d#sma, enquanto que a
apotransferrina e o TfR1 sao reciclados de vo#taperficie celular (Figura 3). O TfR2
esta hiper expresso no figado e suas funcbes erigitages, quando ligado a
transferrina, ndo foram ainda totalmente comprelsdi Em modelo animal, foi
demonstrado que sua expressao nao é afetada gharekcesso de ferro, entretanto
ratos com mutacdes no gene que codifica este mrcepsenvolveram um tipo raro de

hemocromatose hereditaria, chamada HFE 3 (BARISSRINTE, 2002).
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Figura 3. O ciclo da transferrina (ZAGO, 2004).

O TfR é encontrado em uma forma sdl{s&fR) no soro de animais e
humanos e sua concentracao correlaciona-se comtelctm dos receptores das células.
O TfR sérico é a forma truncada do TfR intacto,eofalta os dominios citoplasmaticos
e transmembranicos, sendo identificado como unmfeajo monomérico do dominio
extracelular, com peso molecular de 85 kDa (COOKKSIE; BAYNES, 1993; SHIH
et al., 1990).

Nos dltimos anos, os receptores sedeotransferrina foram introduzidos como
um meio promissor para diagnosticar deficiéncidede. Os niveis destes receptores

fornecem o indicador mais sensivel da deplecacdwpartimento funcional e séo Uteis
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no diagndstico diferencial de varios tipos de amasmmicrociticas (BAYNES, 1996;
COOK; SKIKNE; BAYNES, 1993; FLESLAND et al, 2004).

Como o requerimento de ferro paraesmtde hemoglobina é alto, as células
eritréides possuem grande densidade de TfR. ESgegjae os niveis de sTfR elevem-se
com o aumento da atividade eritropoética. Na dafiia de ferro, o aumento destes
niveis é explicado pela maior necessidade de daptde ferro pelos precursores
eritrdides. Portanto, estes dois fatores regulapxmansao destes receptores e, por
conseguinte, seus niveis séricos. O numero det&tidual reflete a demanda de ferro
celular e aumenta quando o numero de células qesupdfR (a maioria em
reticulécitos e eritroblastos do tecido eritréid®)menta ou quando o numero de
receptores por célula aumenta (R’ZIK; BEGUIN, 2001)

A ferritina € uma proteina com pesdemolar de 450 kDa e diametro de 12nm,
capaz de acomodar até 4500 &tomos de ferro, ndoestadado (LINSENMAYER et
al, 2005; MEHLHASE et al, 2005). Esta proteinaizdilmecanismos alternativos para
estocar 0 excesso de ferro e estd presente emriggctglantas, invertebrados e
mamiferos. Sob condi¢cdes aerdbicas, todas asrfesitém a propriedade de interagir
com o ferro ferroso e induzir oxidacdo e agregalgibe metal (AROSIO; LEVI, 2002).
Em mamiferos, ela € composta por duas cadeiasip€@daheavy) e leve (L, light). As
cadeias possuem diferentes fungdes, a unidade B¢ exna atividade ferroxidase e
catalisa a primeira etapa no estoque de ferro, ésta oxidacdo do ferro ferroso,
enquanto a unidade L parece estar envolvida naaftiondo nucleo de ferro no interior
da ferritina (TESTA, 2002).

Pequenas quantidades de ferritinaoegtésentes no plasma humano, e esta
proteina de circulagdo é um produto da sinteseeddirfa intracelular (CAZZOLA,

2005). A ferritina sérica esta diretamente relaaiten com a ferritina intracelular,
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refletindo o total de ferro corporal (TROST; BERGEE CALOGERAS, 2006; YOU,;
WANG, 2005).

A sintese de ferritina e a express@id R sdo reguladas por um sistema que
opera atraves da interacdo de duas proteinasastogticas, as proteinas reguladoras de
ferro (IRP-1 e IRP-2, iron regulatory protein). &stproteinas possuem seqiéncias
especificas, os elementos responsivos ao ferro, (IBE responsive element). Quando
h& aumento na concentragdo de ferro no citosoindira afinidade da IRP pelo IRE, e
assim, a sintese de ferritina é estimulada. Nai@efiia de ferro, a ligagdo da IRP ao
IRE do RNA-m da ferritina, inibe sua traducédo enqaaa ligagdo ao IRE do RNA-m
do TfR, inibe a degradacdo deste RNA, levando auveato da expressdo do TfR

(Figura 4) (AROSIO; LEVI, 2002; TESTA, 2002).

' FERRITINA

IRP g ® Fero @
y A ¢
‘fi‘}r‘ 1.‘1- . ¢ \

!
| f § C
il Ty

= Regido eodificante . o

)

k..o
RV R VAP P l‘. ’ Mln L ﬁ") NN

RECEPTOR DE TRANSFERRINA

@
niFEfrn"i yr @
RP, R, ReFe o ‘ =l
.'r.-‘-..p f:.l ..-h".l- ..-r b *F"".. e ." Ls -'! l”’] o If‘I ; r} A
BLAEREEELTE SLES T IR LT
- . - (e o N - T - T A
5 ,m\.’—.‘” *—'I.rh“ul"lh_-‘f‘_-‘.'fiﬂi“ i‘. "ﬁﬁ' ,‘--_,..'fq_—n_,_ r‘__-—-_.‘J_ - \,I .
Reglao codificame Regide codificama RNAse
Pobire em ferro sm—- Fico tm e

Figura 4. Regulacdo genética do metabolismo do fadaptado de ZAGO, 2004).



23

Camundongos jovens, com deficiénciastitutiva total de IRP-2 apresentam
hematopoese restrita e microcitose, com distrilbuigé ferro anormal no duodeno,

figado e baco (GALY et al, 2005; COOPERMAN et &03).

1.2 Deficiéncia de Ferro

Nos ultimos anos, as deficiéncias d@anutrientes tornaram-se um importante
problema de saude publica, comparado as defic&neianacronutrientes (FERRAZ et
al, 2005). Uma recente reportagem no Consenso genfiagem, sobre prioridades
econbmicas, entre uma série de propostas, apontsupomento populacional de
micronutrientes como a segunda principal ordem etessidade, apds o controle da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (DARNTON-H[L2005). Essas deficiéncias
tém chamado a atencdo das autoridades de sauderefidsionais do ramo, do mundo
todo. Os estudos nacionais e internacionais sobfei@hcia de micronutrientes
destacam a ocorréncia da deficiéncia de ferro,cedpgente em criancas (FERRAZ et
al, 2005).

A deficiéncia de ferro é definida comma redugcdo de ferro corporal, em
alguns tecidos, enquanto os estoques de ferrotd esmpletamente exauridos. Em
estudos epidemiolégicos € comum a pratica de detarra prevaléncia da deficiéncia
de ferro e da anemia por deficiéncia de ferro (CO@B05). Esta deficiéncia ocorre
guando a ingesta do metal ndo consegue suprir @ssgidades corporais. Isto é
caracterizado por avaliagcdes bioquimicas anorreaigis adiante pelo aparecimento de
sintomas e sinais fisicos da anemia (MEIER etGi3}.

Um importante termo que ndo é sindnitaaleficiéncia de ferro é a eritropoese

deficiente em ferro, que se refere as evidénclasrddoriais de falta de ferro plasmético
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disponivel para a sintese de hemoglobina nos me®s eritréides na medula 6ssea,
com reducédo na saturagdo de transferrina e sieaieficiéncia de ferro nos eritrocitos

circulantes. Embora a eritropoese deficiente emo feeja a principal manifestacdo da

anemia por deficiéncia de ferro, ela também podar gwesente em uma grande

variedade de desordens clinicas, principalmentecestas a inflamacgédo e ao céancer.
Diferentemente da anemia por deficiéncia de feroogual os estoques de ferro estdo
totalmente esgotados, a eritropoese deficienteseirm pode ocorrer com 0s estoques de
ferro normais ou aumentados resultando em fraesalidio de ferro para o plasma a
partir do compartimento de reserva (COOK, 2005).

O ferro € o nutriente mais comum redadhumana. A deficiéncia de ferro afeta
varios processos celulares como mielinizacdo, pants de oxigénio, transporte de
elétrons, fosforilagdo oxidativa, metabolismo derogansmissores, fungdo imune e
sintese de DNA (ESEH; ZIMMERBENG, 2005; SRAI et2002; THEIL, 1994). A
diminuicdo no transporte de oxigénio resulta enigiaddispnéia, cefaléia, palpitacdes,
taquicardia e dilatacdo cardiaca (BUTENSKY et @04).

Os humanos conservam o ferro maisesiemente que outros animais. Um
homem adulto perde somente 1mg do metal por digyaemo mulheres durante a vida
reprodutiva perdem uma quantidade duas vezes meaiodo a menstruagcédo e o parto
(CONRAD; UMBREIT, 2002; SRAI; BOMFORD; MCARDLE, 2@&). A menstruacao
excessiva e perdas de sangue associadas as dgeastastestinais sdo importantes
causas de desenvolvimento de deficiéncia de fékeste Gltimo caso, o ferro perdido
ndo € reabsorvido, resultando em um balanco negativ que favorece o
desenvolvimento da anemia (GASCHE et al, 2004).

A deficiéncia de ferro é a desordentricional mais comum no mundo

(GASCHE et al, 2004; VIEIRA; GALVAO; FERNANDES, 200 ZIMMERMANN;
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CHAOUKI; HURRELL, 2005) afetando dois em cada ti@$ividuos, ou seja, mais de
3,5 bilhGes de pessoas. A anemia por deficiéncierde afeta 43% das criangas sendo
comum na Asia e na Africa (SCHOFIELD; ASHWORTH, 69¥IMERMANN:;
CHAOUKI; HURRELL, 2005), mas esta prevaléncia tambg&brange a populacdo de
paises desenvolvidos. No Japdo, por exemplo, 15%0 dd@adores de sangue sao
rejeitados por terem esta deficiéncia e estimatse 2p% das adolescentes possuam
caréncia deste metal. Nos Estados Unidos da Améajsaximadamente 75% das
mulheres em idade escolar e 90% das gravidas imgalimentos com baixo teor de
ferro. Aproximadamente 50% das criancas nos pasesiesenvolvimento possuem
esta doencga. Na infancia, esta sindrome traz ciéeei@s adversas como diminuigdo
no desenvolvimento fisico e comprometimento do medgimento cognitivo
(BALTUSSEN; KNAI; SHARAN, 2004; BEARD; CONNOR; JONE, 1993; COOK,
1999, ZIMMERMANN; CHAOUKI; HURRELL, 2005).

Uma crianga recém nascida possui apamamente 250 mg de ferro corporal
oriundos do estoque materno, via placenta (CONRABBREIT, 2002). O balanco de
ferro em criancas é mantido por um ajuste entreuantgfade de ferro absorvido,
necessaria ao crescimento e expansao da massaitrdeites, e as perdas pela
descamacdo da pele e do epitélio dos tratos dastimal e geniturinario
(ZIMERMANN; CHAOUKI; HURRELL, 2005).

A prevaléncia da deficiéncia de fevaria com a idade, género e estagio da
vida. Embora a deficiéncia de ferro seja obsereadarande quantidade na populacéo,
alguns grupos sdo de alto risco para esta desor®mmy os adolescentes, criancas
jovens, gravidas e mulheres apds o parto (BALTUSSENAI; SHARAN, 2004;
MEIER et al, 2003; QUEIROZ; TORRES, 2000). Adoletes, em particular os do

sexo feminino, sdo de alto risco para o desenvelnior de desordens nutricionais,
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incluindo a deficiéncia de ferro, ocasionadas pelmanda necessaria ao crescimento.
Além disso, ocorre a menarca e a subseqiente macdtr regular, 0 que pode
dificultar a manutencéo positiva no balanco fer(ib&EEGAN; BATES; McCARGAR,
2005).

A deficiéncia de ferro tem importamepacto no bem estar dos individuos,
como também na producdo da sociedade. Na gravideaumento do risco para as
maes e para os bebés, incluindo baixo peso aorrascenento da mortalidade materna
e infantil (GARN et al, 1981; LAZOFF et al, 2000CBOLL et al, 1992). Esta
sindrome resulta em menor produtividade no trabathenor desenvolvimento das
criancas e, a anemia moderada pode aumentar gshiéicade a doencas infecciosas
(COOK, 1999; STOLZFUS, 2001).

Os danos no desenvolvimento mentalotomdas criangcas tém efeitos no
comportamento e mais tarde no desempenho acadéducnte a fase escolar
(LAZOFF, 2000). O menor aproveitamento educaciomgllica em impacto negativo
na fase adulta. A capacidade fisica de traballar@&sbmprometida em todas as idades
(HAAS; BROWNLIE, 2001; LAZOFF et al, 2000). Ha cauogiéncias econbmicas
significantes para o individuo, para a familia eapa pais, particularmente quando as
pessoas dependem de tarefa manual (LAZOFF et@0)20

A OMS e o UNICEF recomendam a integ&npara prevenir e controlar a
deficiéncia de ferro, seguindo normas multidisagles como, aumento no consumo de
ferro, controle da infeccdo e melhoramento do estadricional. Ha clara evidéncia da
importancia da intervengéo nutricional para redazimorbidade e a mortalidade e o
impacto econdmico da deficiéncia de ferro (BALTUSSEKNAI; SHARAN, 2004).

O numero de estratégias para comizatificiéncia de ferro tem aumentado,

incluindo modificacdo alimentar, fortificacdo alintar e suplementacdo oral e
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parenteral de ferro. Entre estas estratégias, emaptacdo oral de ferro por 2 a 4
meses € considerada a mais efetiva. Apesar disgm adesdo ao tratamento € o maior
problema desta estratégia devido a efeitos gassdtintis e a dificuldade de sustentar a
motivagdo de consumir o suplemento de ferro pomgdomeriodo (SIDDIQUI,
RAHMAN; JADEEL, 2004).

A deficiéncia de ferro e a anemia oor por um balanco negativo de ferro no
organismo, apesar da aparente simplicidade destanmseno, poucos avangos foram
feitos com objetivo de reduzir a prevaléncia danaaepor deficiéncia de ferro,
provavelmente pelo fato do balanco negativo sertesto final de uma série de fatores
culturais e bio - socioecondmicos, na infancia. @ackgionais mostram um aumento
substancial na prevaléncia de anemia no Brasiergados entre homens e mulheres de
todas as idades, grupos e niveis socioeconémicogofalacdo (ALMEIDA et al,

2004).

1.3 Deficiéncia de Ferro e Sistema Ima

A ma nutricdo primaria causada poestg inadequada de micronutrientes pode
provocar deficiéncia no sistema imune e infeccOes aeiancas. E necessario o
desenvolvimento de um sistema imune normal, praiaipnte em periodos criticos de
gestacdo, maturacdo neonatal e durante a fase siraohe. Infeccdes seguidas,
frequentemente se tornam cronicas em criancas wielsisu A interacdo de baixa
nutricdo e infecgdes promove uma fraca respostaenuonduzindo a alteragdes nas
populacdes de células imunes e provocando aumergamediadores inflamatorios.

Deficiéncias de micronutrientes afetam a resposiané adaptativa, celular e inata

(CUNNINGHAM-RUNDLES; McNEELEY; MOON, 2005).
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O ferro tem uma relevancia particular fungcdo neural e imune. Estudos em
animais revelam que ratos com baixo suprimentoed®,fdesenvolvem alteracdes de
funcdes cerebrais irreversiveis. Em animais adwdtdsimanos, a deficiéncia de ferro
afeta a resposta imune de varias maneiras. Os fagosdexibem atividade bactericida
reduzida e os neutrofilos reducdo na atividadendare mieloperoxidase. Esta enzima
produz varios intermediarios reativos do oxigémeponsaveis pela morte intracelular
de patégenos (ARREDONDO; NUNES, 2005; EKIZ et AD%).

O ferro, além de ser essencial pagaiteopoese, é também um componente
ativo de muitas enzimas relevantes para o0 crestimen fungcdo de outros
compartimentos celulares, como as células imunesfer@® esta envolvido em
mecanismos imunes efetores de neutréfilos e maypséfpela formacdo de radicas
toxicos de hidroxila. A restricdo de ferro paretetar a proliferacéo e diferenciacdo de
linfocitos B e Thl, enquanto que o excesso de fpode levar a disfuncdo de células
NK (natural killer), diminuicAo da citotoxicidade de neutrofilos e daoca na
proporc¢éo de linfocitos CD4m relagéo aos linfocitos CDEBGASCHE et al, 2004).

O ferro € vital a todas as célulastipalarmente para a ativacdo metabdlica e
proliferagdo celular, tendo importancia fundameptaa os timocitos, na ativacdo de
células T (BOWLUS, 2003). A deficiéncia de feresulta em diminuicdo do nimero
de linfécitos T, na blastogénese destas célulagtay@mese em resposta a mitdgenos
(ARREDONDO; NUNES, 2005; EKIZ, 2005; SAWITSKY; KARER; SAWITSKY
A., 1976; SOYANO; CANDELLET; LAYRISSE, 1982).

O complexo receptor de células T-C&8 um papel central na resposta imune
mediada pelas células T, estando envolvido no resmmento de antigenos e
subsequente transducado e ativagcdo de linfocitoedoampententes. Por esta razéo, as

moléculas CD3 e o receptor de células T (TCR),@gtié&o na superficie estrutural dos
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linfocitos, tém sido extensivamente estudados (GANARKHOUSE; WILEMAN,
2005).

Os linfécitos T CD4sdo subtipos de linfocitos T bem caracterizadosasEs
células atuam na maturacdo dos linfécitos T (TRABRE, FORBUSH; LEVIN,
2001), além de estabilizar a interagdo do TCR cooomplexo peptideo-MHC Il e
agem na sinalizagdo intracelular das células T (C¥Net al, 2006).

O antigeno de superficie CD8 esta kidm na transdugcdo de sinal e no
processo de adesdo de um subtipo de células T, ddéatuar no desenvolvimento
destas células, expressando TCR restrito a MHQadsecl (KERN et al, 1999).

Alguns autores tém demonstrado alfEsqas subpopulacdes linfocitarias na
deficiéncia de ferro. Segundo Santos e Falcao0)12@lultos com deficiéncia de ferro
tém significante reducdo no nimero de célulaelper(CD4") em sangue periférico, e
alcancam valores normais apés a reposicao de févidénciasin vitro indicam que
células T citotoxicas (CD3 e as células CD4s&o os linfocitos mais sensiveis a
caréncia de ferro (KEMP, 1993). Entretanto, Ekizadaboradores (2005), em um
estudo realizado com criancas de 0,5 a 2 anos cemia por deficiéncia de ferro,
apontaram que ndo houve alteracdo na distribuigio sdbgrupos de linfocitos T,
aumentando a polémica sobre o tema.

A deficiéncia de ferro diminui as fides de macréfagos, neutréfilos e
linfécitos e conseqientemente aumenta a suscégdihd a infeccbes. Essa deficiéncia
suprime a resposta imune de modo a aumentar o decmorbidade em infec¢des
bacterianas, virais e parasitarias. A melhoria stado de ferro, com ingesta adequada
restabelece a imunocompeténcia (BODNAR; COGSWELEDRNALD, 2005).

Embora o ferro seja necessario para mesposta imune efetiva, se o ferro

disponivel estiver em maior quantidade que a rdédmepelo hospedeiro, 0s
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microorganismos invasores podem usar o ferro paescinento, exacerbando a
infeccdo (BODNAR; COGSWELL; McDONALD, 2005).

A suplementacédo de ferro pode adveessgnafetar individuos em fase aguda
da infeccdo, injuria ou estresse. O mesmo ocorrendividuos portadores de genes
predispostos a sobrecarga de ferro (CUNNINGHAM-RUWHES; McNEELEY;
MOON, 2005).

Acredita-se que a proliferacdo daslaélT depende da interacdo entre o ferro
ligado a transferrina com o receptor de transfarnma superficie celular (CHAUDHRI
et al, 1986). Em humanos, o receptor de transtemiode ser encontrado em duas
formas: presente na superficie celular, que podéetectado por citometria de fluxo,
usando um anticorpo monoclonal contra CD71; e l@rte no soro, que pode ser
determinado por imunoensaios.

Dois estudos relacionam a expresséim@mero de TfR (CD7) em linfécitos
de individuos com deficiéncia de ferro. Pattanapaal (1990) constatou que, em
portadores de anemia por deficiéncia de ferro lrandnimero de TfR (CD7)lem
linfocitos do sangue periférico estava normal, emtp o estudo de Kinik, Tuncer e
Altay (1999) indicou que, em uma severa deficiéntéa ferro, o nimero de TfR
(CD71") em linfécitos do sangue periférico apresentavsigficativamente baixo.

De acordo com Kinik, Tuncer e Altay99P), na anemia por deficiéncia de
ferro, enquanto as células eritréides apresentarawmento na expressao e no nimero
de TfR (CD71), os linfécitos do sangue periférico apresentana wtiminuicdo na
expressdo e no nimero de TfR (CD7& esta reducdo pode, em parte, explicar a
deterioragdo da imunidade celular relatada em gorés de anemia por deficiéncia de

ferro.
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A quantificacdo de células ndo eritedi que expressam o marcador CDeth
sangue periférico antes e apds o tratamento dai&hefia de ferro pode fornecer
informacdes valiosas sobre os efeifosvivo desta deficiéncia (KINIK; TUNCER,;
ALTAY, 1999).

Nos ultimos anos, surgiram na literatalguns estudos com resultados
controversos sobre a fungcao imune na deficiénciterde. As dificuldades em realizar
estudos controlados com humanos, especialmentegasiaapontam para a necessidade
de utilizar modelos experimentais nestas invesbigag

Vérios pesquisadores utilizam camugdsncomo modelo experimental de
deficiéncia de ferro para estudos sobre o metabolide ferro e efeitos no sistema
imune, como exemplo citamos Nancy Andrews (199@yr\BBlakley (1994a , 1994b,

1994c) e Solo Kuvibidila (2003a, 2003b, 2004).



2. OBJETIVOS
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Os objetivos do presente trabalho foram:

e Estabelecer um modelo experimental de indugcac@pesacdo de deficiéncia

de ferro em camundongos;

e Avaliar as sub-populacées de linfocitos T, a saleigcitos CD4 e CD8, no
sangue periférico e em suspensdo de células do HEmocomo verificar a
expressado de receptores de transferrina (CD71lasgsbpulacbes visando

identificar alteragdes da fun¢do imune provocaede geficiéncia de ferro.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 MATERIAL

3.1.1Animais

Foram utilizados 60 fémeas jovens dmundongos da linhagem C57BL/6,
com peso inicial variando entre 6 e 12 gramas,gmientes do Biotério Il da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Bidede de Sao Paulo, divididos em
2 grupos. Os animais foram alojados em caixas tgrppileno medindo 50 X 35 X 15
cm. As caixas foram mantidas em salas com temparatmbiente constante (22 e
24°C), controlada por meio de aparelho de ar condi@donem ciclo controlado de 12
horas de claro e escuro. Agua e comida foram fatasaurante todo experimento. Os
animais tiveram racdo disponivel 24 horas por @ais tipos de ragBes foram
utilizados. As racdes tinham a mesma constituico relacdo aos componentes
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais,feratica entre elas era unicamente a
qguantidade de ferro, na forma de sulfato ferrosse.rédcbes foram preparadas sob
encomenda pela RHOSTER INDUSTRIA E COMERCIO LTDAi¢SPaulo, Brasil).
Todos os procedimentos com 0s animais estavamatdacom as normas éticas da
Associacao Internacional para Estudos da Dor (Zimraan, M., 1983). O projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com asiisaCampus da USP - Ribeirdo

Preto e aprovado em 22/11/2004 (Anexo ).

3.1.2 Coleta de Material

Os camundongos foram anestesiadosétenetilico por um periodo de 30 a 60
segundos. Amostras de sangue venoso (l1QOforam obtidas por puncdo do plexo
retro orbital ou por puncdo cardiaca. O bago, figado timo foram removidos

cirurgicamente e pesados. Os animais foram szeidis por deslocamento cervical.
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3.2 METODOS

3.2.1Grupo de Estudo
Cinguienta e sete camundongos foramdosse divididos em 2 grupos: controle

(C; n =19) e deficiente em ferro (DF; n = 38).

O grupo controle recebeu ragao comé&tdmg (0,9 mmol) de ferro/ kg de
racao, enquanto o grupo DF recebeu racdo com beoxale ferro (2,6 mg ou 0,05
mmol de ferro/ kg de racdo). Apos anestesia, todanimais foram submetidos a
coleta de 10QiL de sangue do plexo retro orbital para a detergina@o hematocrito e
da concentracdo de hemoglobina pelos métodos nles&ahemoglobina e
microhematdcrito, respectivamente. Esse procedimfentealizado quinzenalmente.
Os animais do grupo DF sofreram adicionalmente sangria de 2Q{L para auxiliar

na inducao da deficiéncia de ferro.

Foram estipulados periodos de quatitoesemanas para analise do estado
férrico e da imunofenotipagem, uma vez que essaasfases de crescimento

acelerado dos animais.

O grupo DF foi subdividido em quatudbgrupos. Dezoito camundongos (DF)
foram examinados, quatro (n=9) e oito semanas (apd$ o inicio da ingesta de racao
pobre em ferro. Os vinte camundongos restantealiaim um protocolo de reposicéo
de ferro (R) passando a receber a ragédo que c&@éng de ferro/ kg de racdo. Destes,
dez camundongos foram examinados apos quatro elimgjestao desta dieta (R4) e os
outros dez apos 10 dias (R10). Nos quatro tempasifeoletados 600L sangue de
cada animal, por puncéo cardiaca. O baco, figamoeforam removidos

cirurgicamente e pesados.
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3.2.2 Avaliacdo do estoque hepatico feéero:

Os figados foram pesados e sofreram processo dst@ligde matéria organica
em presenca de,B0O, concentrado e ¥D,, sob chama. O digesto foi diluido para
volume de 10mL com solucéo de HCI 2% para posteeberminagéo do teor de ferro
por espectrometria de absorgcdo atdmica em Esp8bimadzu, modelo AA680. Estas
analises foram realizadas pelo técnico Valdir RmbedBalbo, no Laboratério de
Métodos Analiticos da Faculdade de Filosofia e dstde Ribeirdo Preto-USP,

laboratorio este sob responsabilidade do ProfJ&@se Fernando de Andrade.

3.2.3 Preparo da suspensédo de céludasbaco

Apo6s a remocgédo do bacgo, foi prepatada suspenséo de células utilizando
PBS suplementado com soro bovino fetal 10%. Adaloram lavadas com este meio
e centrifugadas a 4@f) em £C, por 10 minutos. O botéo de células foi ressuspem
2 mL de PBS . O numero total délulas foi determinado no contador automatico
HORIBA ABX 45. As amostras foram centrifugadas leotdo de células ressuspenso
em PBS. A suspensao celular foi dividida equitamieate em trés tubos assim
marcados: CD3/CD4/CD71, CD3/CD8/CD71 e isotipodries. Apds, foram
adicionados os respectivos anticorpos, e os tubtasm incubados no escuro e em
temperatura ambiente, por 30 minutos. Foram adicios 2 mL de cloreto de amonio
0,83% em cada tubo para lisar os eritrécitos. Ada foram novamente lavadas,
inicialmente com PBS — Azida 0,01% acrescido deSBk e a segunda lavagem com
PBS. Apds ser desprezado o sobrenadante, o bdtdar dei ressuspenso em 2 mL de

PBS-formaldeido 1% para realizagdo da citometrifiucte.
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3.2.4 Citometria de fluxo

Foram analisados os linfécitos presenb sangue periférico e na suspensao de
células do bago dos animais dos grupos controle.d-Di realizada tripla marcagéo
para estudo das subpopulacdes de linfocitos Texpt@ssdo do CD#estas

populacdes.

A viabilidade celular foi testada no citbmetro FA@8to (Becton, Dickinson
and Company; San Jose, CA, USA), da Faculdade&w®i@s Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, com 106L da solucéo de células/PBS, 300de PBS puro e 5Q1L de

iodeto de propidio.

Os anticorpos anti-CD3, anti-CD4, &8, anti-CD71 (BD Biosciences
Pharmingen, USA) estavam marcados com os segtlimbescromos: FITC
(Fluorescein isothiocyanatgara CD3, PERhycoerythri) para CD71 e PerCP
(Peridinin chlorophyll proteintambém nomead®riColour, CychromePE-Cy5) para

CD4 e CDS8.

Trés tubos-testes de poliestireno {@edickinson and Company; San Jose,
CA, USA) especificos para andlise no citdmetrolwefforam identificados com o
namero da amostra e com as determinacdes imunddeast para cada amostra

analisada. As determinac¢des imunofenotipicas iraotui
* CD3-FITC /CD4-PerCP /CD71-PE
* CD3-FITC /CD8-PerCP /CD71-PE

O terceiro tubo foi utilizado paratipos controles (BD Biosciences
Pharmingen) dos tipos IgG1 (FITC), IgG1 (PE) e IJ82rCP). As contagens médias
de leucécitos em amostras de sangue periféricgefbeam 4.1G e 2.10 células,

respectivamente. Portanto, nos tubos identificados amostras de sangue periférico,
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foram colocados AL de cada anticorpo ou isotipos controles com dpradamente
1.10 células. Nos tubos identificados com amostras do,dfaram incubados 2L de

cada anticorpo ou isotipos controles com aproxinmedae 6.10células.

Os resultados foram fornecidos nanfodedot-plot no qual foi verificado o
percentual da populacdo celular com reagédo pogitiva as células CD3, CD4, CD8,

CD4/CD71 e CD8/CD71.

3.25 Andlise Estatistica:

Utilizaram-se técnicas ndo paramétricas para aserndas variaveis do estudo. A
comparacgao dos grupos 4C e 4 DF foi realizadatpsete Mann-Whitney, enquanto que
a comparacao entre os grupos DF, C, R1 e R2 forada pelo teste Kruskal-Wallis
com o pés-teste de Dunns para comparagao enteegesfEos.

Os dados foram processados utilizando-se o prog@ahPad InStat®, versao

3.01, 1998 (GraphPad Software Inc.).



4. RESULTADOS
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4.1 Periodo de inducao da deficiéncia de ferro

A cada duas semanas, os todos os mnim@am submetidos a coletas de
sangue para determinacdo do hematocrito e da doacdo de hemoglobina. Estes
dados néo estdo demonstrados, pois estas avalisg®¥sam apenas para acompanhar
o0 estado de saude dos animais. O teor de ferroag&o rdeficiente em ferro foi
determinado através de andlise por espectrometr&sorcdo atbmica, em triplicata, e

foi igual a 2,6 mg ou 0,05 mmol de ferro/ kg detxag

4.2 Indicadores do estado férrico, peso corporaldgo e timo.

Os valores do hematdcrito, concentracdo de herbingl e peso corporal dos
animais do grupo deficiente em ferro quatro semé&hBf) ndo diferiram dos valores
obtidos para os animais do grupo controle de qusénmanas (4C). Os estoques
hepéaticos de ferro dos animais do grupo 4DF forigmifcantemente menores quando
comparados aos dos animais do grupo 4C (Figura@,pp).

Os animais de ambos os grupos, 4@E,4iveram 0 mesmo peso relativo dos

bacos e timos (Tabela 1).

Tabela 1.Indicadores do estado férrico, peso corporal eadiey 6rgaos do grupo
controle de quatro semanas (4C) e de deficienteeemquatro semanas (4DF).

4C 4DF
Hemoglobina (g/dL) 12,8 12,5
Hematocrito (%) 43 43
Estoque de Ferrqu/g) 63,79 51,77
Peso Corporal (g) 16 16
Baco (mg/g peso corporal) 4,41 4,16
Timo (mg/g peso corporal) 3,59 3,79

aP\ediana dos valores, que foram significantemerferetites (ab).
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Figura 1. Estoque hepatico de ferro dos animais dos grd@os 4 DF (* p<0,05,
Mann-Whitney).

Os animais do grupo deficiente emofesito semanas (8DF) tiveram valores
de hematocrito e concentragdo de hemoglobina men@ue os animais do grupo
controle de oito semanas (8C), porem esta difersigdoi estatisticamente significante
(Tabela 2).

Os animais do grupo de dez dias desiego (R2) apresentaram valores de
hematdcrito significantemente maiores que os asirdas grupos 8DF €9,01), 8C
(p<0.05) e de 4 dias de reposicdo (RRQ®1). A concentracdo de hemoglobina dos
animais do grupo R2 também foi estatisticament®ntpie a dos animais do grupo R1
(p<0,01), 8C (p0,01) e 8DF (p0,001) (Tabela 2).

Os estoques hepaticos de ferro dosmasi do grupo 8DF foram
significantemente menores que os dos animais doog8C (p<0,01). A reposicao de

ferro por 10 dias corrigiu a deficiéncia de ferfal§ela 2, Figura 2).
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O peso corporal dos animais dos ggU§ioF e R1 foi estatisticamente menor
que o dos animais do grupo R2<(p05). O bago dos animais do grupo R1 foi
estatisticamente maior que dos animais dos grupps 8~0,01) e 8C (R0,05). O
timo dos animais do grupo DF foi menor que dos argndos grupos 8C, R1 e R2,

porém essa diferenca néo foi estatisticamentefisignie (Tabela 2).

Tabela 2. Indicadores do estado férrico, peso corporal e &y 6rgdos do grupo
controle de oito semanas (8C), deficiente em feit® semanas (8DF), deficiente em
ferro com reposicéo de 4 dias (R1) e 10 dias (R2).

8C 8DF R1 R2
Hemoglobina (g/dL) 12,35 12,3 12,45 13,4
Hematocrito (%) 40% 40° 41° 45°
Peso Corporal (g) 18 i8 18 19°
Estoque de Ferrqug/g) 60,26 40,22 49,37 60,62
Baco (mg/g peso corporal) 3072 3,54 5,75 4,07
Timo (mg/g peso corporal) 2,96 2,29 3,27 3,08

aP\Mediana dos valores, que foram significantemerferetites (ab).

Estoque Hepatico de Ferro

Ferro
(ng/9)
3

8C 8DF R1 R2
Grupos

Figura 2. Estoque hepético de ferro dos animais que reagbgror oito
semanas a racao controle (8C) e deficiente em {8D&) e que foram suplementados
com a racao rica em ferro por 4 (R1) e 10 (R2) dja&s estarem com deficiéncia de
ferro (* p<0,01, kruskal-wallis).
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4.3 Porcentagem de células T CDd CD8

A andlise fenotipica, por citometr&a ftlixo, de linfécitos do sangue periférico
e da suspensao de células do baco, revelou queirnais dos grupos 4DF e 4C néo
tiveram diferencas significantes quanto a porcenagle células T CD4e CDS

(Tabela 3).

Tabela 3.Porcentagem de células CD&CD8 em animais dos grupos 4C e 4DF.

Sangue Periférico Baco
CD4 CD§8" CD4'/CDS8’ CD4" CD§8' CD4'/CD8"
4C 56 42 1,33 57 37 1,58
4DF 59 38 1,60 60 38 1,58

Resultados expressos em mediana.

A andlise fenotipica, por citometria de fluxo, despensdo de células do baco
dos animais dos grupos 8C, 8DF, R1 e R2 revelou wof@ houve diferenca
estatisticamente significante quanto a porcentagencélulas CD4e CD8, porém
estes grupos tiveram diferencas significantes cquaasl subpopulagcbes de linfécitos
foram analisadas nas amostras de sangue perif@atela 4).

Os animais do grupo R1 tiveram porcentagem dea=l0D4 estatisticamente
maior que os animais dos grupos DE (®01) e R2 (p 0,05) (Figura 3) enquanto que a
porcentagem de células CD®i significantemente menor que a dos animaisgitopos

8C (p< 0,05), 8DF e R2 (0,01) (Figura 4).
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Tabela 4.Porcentagem de células CD&tCD8 em animais dos grupos
8C, 8DF, R1 e R2.

Sangue Periférico Baco
CD4 CD8 CD4/CDS  CD4 CD8  CD4'/CD§&
8C 60,5 36,% 1,64 55 40,5 1,34
8DF 58 37 1,52 55 40 1,35
R1 64 28 2,28 57,5 38,5 1,47
R2 58 35,5 1,54 55 39,5 1,39

aPMediana dos valores, que foram significantemerferetites (ab).

CD3+CD4+
80 N
*
70
= 600 7/ '
S
50_
40_
30
8C 8DF R1 R2
Grupos

Figura 3. Porcentagem de células CDdo sangue periférico dos animais dos
grupos 8C, 8DF, R1 e R2 (¥®,05, * g 0,01; kruskal-wallis).
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CD3+CD8+

8C 8DF R1 R2
Grupos

Figura 4. Porcentagem de células CD&o sangue periférico dos animais dos
grupos 8C, 8DF, R1 e R2 (k®,05, ™ g 0,01; kruskal-wallis).

4.4 Expressdo do receptor de transferrina (CD7) em células T CD4 e CDS8 dos

animais dos grupos 8C, 8DF e R1.

A analise fenotipica, por citometria de fluxias células do bago, mostrou que
0s animais do grupo R1 apresentaram maior porocemtade células CD4 que
expressam CD 71 quando comparados aos animaisugo @, sendo esta diferenca
estatisticamente significante (Figura 5; p,01), porem quando feita a analise na
populacdo CD§ ficou evidente que a deficiéncia de ferro aumemgorcentagem de
células CD8 que expressam CD 71 em relacdo aosadnibpie receberam a racéo
controle (g 0,001). A reposicéo de ferro por 4 dias diminuiasnmao corrigiu essa

porcentagem (Figura 6x®,01).
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Quando analisadas as amostras de sangue petifgsi@mimais deficientes em
ferro apresentaram maiporcentagem de células CD4 e CDfiie expressam CD 71
guando comparados aos animais que receberam aawagfiole, porém esta diferenca
nao foi estatisticamente significante (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de células CD4 e CD8 que expressam ICDag
amostras de sangue periférico e baco dos animaigrdpos 8C, 8DF e R1.

Sangue periférico Baco
CD4'/CD7Y CD8'/CD71 CD4'/CD7Y CD8'/CD71
8C 4,75 7,25 1,85 1,18
8DF 7,50 12,20 2,23 5,30
R1 2,05 7,1 3,30 3,40

aP\Mediana dos valores, que foram significantemerferetites (ab).

CD4+/CD71+

8C 8DF R1
Grupos

Figura 5. Porcentagem de células CD4 que expressam CD s amastras de
baco dos animais dos grupos 8C, 8DF e RXk(0,01; kruskal-wallis).
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CD8+CD71+

8C 8DF R1
Grupos

Figura 6. Porcentagem de células CD8 que expressam CD g1 na
amostras de baco dos animais dos grupos 8C, 80F® & 0,01, - g 0,001; kruskal-
wallis).



5. DISCUSSAO
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Desnutricdo e infeccdo s@o dois dosiom@s obstaculos a saude,
desenvolvimento e sobrevivéncia mundial e, a p@beea ignorancia sdo os fatores
contribuintes de maior significancia (CHANDRA, 199D96, 2002).

A deficiéncia de ferro € a desordertricional mais comum no mundo e esta
associada com alteracbes em muitas funcdes imuoad)g principalmente na
imunidade celular (BOWLUS, 2003). Ha varios mecawois relacionados aos efeitos da
deficiéncia de ferro no sistema imune. Em animdisitas e humanos, com sistema
imune intacto, a imunidade ndo especifica podefstada pela deficiéncia de ferro de
varias maneiras. A atividade bactericida de magaifeesta diminuida e os neutréfilos
apresentam atividade reduzida da enzima mielopdas&i (EKIZ et al, 2005). H&
diminuicdo na blastogénese e no numero de linf§citoem resposta a diferentes
mitégenos (BEARD, 2001), o que pode comprometenumidade mediada por células.
Por outro lado, ha relatos de proliferacdo nornealifocitos em resposta a mitbgenos
(CANONE-HERGAUX, 1999). Os dados conflitantes jlisiim mais pesquisas nesta
area.

Poucas informacdes estdo disponiveisesos efeitos provocados no sistema
imune por diferentes niveis de deficiéncia de fexree essas alteragbes podem estar
presentes antes da diminuicdo da concentracéo miegitebina (OPPENHEIMER,
2001).

A realizacdo de pesquisas com humarmejudicada pela baixa adesédo e pela
dificuldade de formar grupos com idades pareadggoglmente em criangas, pois elas
sao recrutadas em escolas e/ou creches, onde réragarde patologias que afetam o
sistema imune € comum e elas sao facilmente dieselas para todo o grupo. Estas
observagbes nos levaram a estabelecer um modeleriregptal de inducdo de

deficiéncia de ferro. Os modelos animais aind&sgrtam uma grande vantagem em
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comparac¢do com os estudos em humanos, que € hilese de estudar os linfécitos
de diferentes 6rgéos, como baco, timo e linfonodos.

Dentre as dificuldades enfrentadasapar desenvolvimento do trabalho,
podemos destacar o periodo de indugéo da defiaiéiecierro.

O nosso objetivo inicial era estabeleo periodo necessario para indugéo
através de um estudo piloto onde os camundongimrs@icompanhados até que o
grupo que recebia a racdo deficiente de ferro dva®ducédo na concentragdo de
hemoglobina, comparando-se aos animais que recehiamacdo controle. Foram
realizados dois estudos pilotos, cujos resultadosoram satisfatorios.

No primeiro estudo, os animais obtijla#to ao biotério Il da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto tinham pagoral inicial médio de 17g, o
gue caracterizava que o periodo de crescimenteradel do animal j4 havia passado o
que dificultou a indugcédo da deficiéncia de ferr@. @aixas de polipropileno utilizadas
para armazenamento dos animais tinham tampas dénidue a agua fornecida aos
animais era destilada o que pode ter servido comie fde ferro para os camundongos.

No segundo estudo piloto, foram tormsai@las as precaucdes sendo eliminado
os interferentes que haviamos identificado comoeditpentos para a indugdo da
deficiéncia de ferro. Os animais obtidos junto amd3io Il da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto tinham peso inioigdlio de 8 g, necessitando de
maior quantidade de ferro para o crescimento fighsatampas utilizadas nas caixas de
armazenamento dos animais foram substituidas pyras de ago inoxidavel e a agua
fornecida aos animais foi deionizada e autoclavitisamo com todos esses cuidados
nao foi possivel verificar a redugdo da concentralgihemoglobina nos animais, o que
nos levou a inferir que poderiamos também ter proalcom o teor de ferro na racao

fabricada sob encomenda.
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Foi feito contato com a Dra Solo Kuvibidila, pesgqulora dd_ouisiana State
University Health Sciences Cent@tew Orleans, USA) que tem varios trabalhos nesta
area, que nos sugeriu duas alteracdes no protddwia.das sugestdes foi trabalhar com
racdo com teor de ferro inferior a 0,09 mmol / legrdg&o. Outra sugestao foi realizar
uma sangria de cerca de 200nos animais antes de iniciar o fornecimento d#&oa
pobre em ferro, procedimento que foi incorporadrabocolo do grupo DF.

Novo lote de racdo foi solicitado ao fabricante (B&TER INDUSTRIA E
COMERCIO LTDA) e o teor de ferro na racéo deficigrdonstatado através de analise
por espectrometria de absorgéo atdmica, foi da@u 0,05 mmol de ferro/ kg de
racao.

Um novo estudo piloto foi realizado, utilizando @va lote de ragéo, e ainda
assim ndo foi possivel observar reducdo da coragdrde hemoglobina dos animais
que receberam racdo pobre em ferro. Entdo, decidiaiterar nosso protocolo,
utilizando o modelo estabelecido por Omara e Blgklesquisadores da University of
SaskatchewaSaskatoon, CANADA). Submetemos os animais a tagés ragdo em
periodos de 4 e 8 semanas, periodos que correspoagecrescimento acelerado dos
camundongos e elegemos o0 estoque hepatico declamo parametro para avaliar a

deficiéncia de ferro .

5.1 Indicadores do estado férrico, peso corporaldgo e timo

Os animais dos grupos deficientes em ferro aprassentdeplecao significativa
nos estoques hepaticos de ferro e, como esperadmcantracdo de hemoglobina e o
valor do hematécrito ndo foram diferentes dos esloencontrados nos grupos
controles. O peso corporal e do baco dos animasregeberam a racao deficiente em

ferro também ndo mostraram diferencas quando c@upgaraos animais que receberam
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a racao controle (Tabela 2). Estes achados foranelkantes aos encontrados por
Omara e Blakley (1994a, 1994b).

Kuvibidila et al (1990, 2001, 2003ajataram atrofia no timo de animais com
severa deficiéncia de ferro. Em nossos estudoaniosis deficientes em ferro tiveram
reducdo no peso dos timos quando comparados aunaigsmo grupo controle, embora
essa diferenca ndo seja estatisticamente sigrtiéic@omo podemos observar na Tabela
2, os animais sofreram uma deficiéncia de ferroeradh e, portanto a atrofia do timo
foi proporcional ao grau desta deficiéncia. Estesultados indicam que o modelo

experimental foi adequado para nossos objetivos..

5.2 Porcentagem de células T CD&tCD8

Propusemo-nos a trabalhar com as squipgdes de linfécitos T, jA que a
literatura concernente ao assunto enfatiza altesagin linfocitos CD3 A maioria dos
estudos sugere que a deficiéncia de ferro afetmumidade celular e as funcbes
mediadas pelas células T, ndo comprometendo signiBmente a imunidade humoral
(AHLUWALIA et al, 2004, BAGCHI; MOHANRAM; REDDY, 180; FARTHING,
1989).

As analises fenotipicas foram realizaddilizando sangue total, pois, em
camundongos, sO é possivel a obtencdo de pequehames de sangue. Segundo
Ahluwalia e colaboradores (2004), os ensaios camgusatotal tém como vantagens a
simplicidade da preparacéo e o fato de refletithorea situagam vivo.

Em nosso estudo, os animais deficientes em fé&ooapresentaram diferencas
significantes na porcentagem de células T TB4ACD8 quando comparados aos
animais do grupo controle, tanto na analise do sapgriférico como nas células do

baco.
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Nossos resultados estdo de acordokdamet al (2005) que verificaram que a
deficiéncia de ferro ndo afetava o numero de litddcT e a distribuicdo dos seus
subgrupos, sugerindo que a disfuncdo reportadeéhales T pode ser devida a defeitos
funcionais e ndo quantitativos.

Soyano et al (1982) reportaram que a deficiénciiede provocava diminuigéo
no numero de linfocitos circulantes e na sua bigsiese quando estimulado por
mitdgenos. De acordo com Savino (2002), a redugdonimero de linfocitos T parece
ser secundaria a atrofia do timo. Estudos em caongu$, onde ndo ha risco de outras
deficiéncias nutricionais, confirmam que a defici@rde ferro provoca atrofia do timo
(KUVIBIDILA et al, 1990, 2001). Kuvibidila et al @90) relataram que a deficiéncia de
ferro leva a uma diminuicdo no numero de timocitoas que ndo ha alteragbes nos
seus subtipos.

Provavelmente os resultados conflitantes em relagdoumero de linfécitos e
seus subtipos sejam decorrentes do grau da deimi@e ferro, em nossos estudos
houve uma deplecdo nos estoques de ferro e endrdra ocorrido atrofia no timo, esta
foi sem significaAncia estatistica. Acreditamos @ueliminuicdo do timo tenha sido
proporcional ao grau moderado de deficiéncia candeg em nosso modelo
experimental.

Surpreendentemente, na analise fenotipica do samegiférico, os animais do
grupo R1 apresentaram porcentagem significantenmeai@r de células CD3+/ CD4
menor de células CD3+/CD8Esses achados nido eram esperados, uma vez gse ess
animais receberam a racéo controle por apenass4 sses resultados aliados a um
aumento significante no volume do baco desses amoeaem sugerir a ocorréncia de,

por exemplo, um quadro infeccioso nao diagnosticebe grupo.
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5.3 Expresséo do receptor de transferrina (CD7) em células T CD4 e CD8 dos
animais do grupo 8C, 8DF e R1.

As células do sistema imune apresentam netagdo entre ativagdo celular ou
estado funcional e expressdao do receptor de tramsfe(WARD; KUSHNER;
KAPLAN, 1982). Varios fatores parecem estar enwugi na regulacdo do receptor de
transferrina. Inicialmente, foi relatado que a ¢i§a da transferrina ao seu receptor de
membrana, emite sinais necessarios para a prgiferde uma variedade de células ndo
eritrdides (BROCK; MAINOU-FOWLER, 1983; PELOSI; TES; LOUACHE, 1986).
Isso sugere que o0 numero de receptores de tranaf@wde estar relacionado com o
grau de proliferacdo celular (CHITAMBAR; MASSEY; BIEMAN, 1983;
MUSGROVE; RUGG; TAYLOR; HEDLEY, 1984). Posteriornte, foi relatado que
0s niveis de receptores de transferrina refletemetabolismo de ferro na célula.
Quando ha excesso de ferro para o cresciment@cehdl diminuicdo na expressao dos
receptores na superficie da célula, porém quandaltaédde ferro, ocorre um aumento
na sintese dos receptores de transferrina e umorg@eiclinio nos niveis intracelulares
de ferro (BOMFORD et al, 1986; PELOSI-TESTA et1#38).

Em nossos estudos, o grupo deficiemte ferro mostrou maior namero de
células CD4 e CD8 expressando CD71, tanto em sangue periférico quanto em
células do baco, quando comparados aos animaisrguo gcontrole, porém este
aumento foi significante apenas nos linfocitos &sipbs T CD8, sugerindo que este
subtipo de linfécitos € mais sensivel a deplecafere.

Nossos resultados corroboram com atb§e de que o aumento na expressao
dos receptores de transferrina nos animais defeseam ferro pode ser ocasionado pelo

grau da deficiéncia de ferro. Em casos de deplega@stoques de ferro, possivelmente
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ocorra um mecanismo compensatorio, em que aumeexerassao dos receptores de
transferrina como tentativa de captar mais ferro.

Mais estudos sdo necessarios par&daftua relacdo causal entre deficiéncia de
ferro e imunidade celular. Camundongos da linhag€BVBL/6 mostraram-se
resistentes a inducdo de deficiéncia de ferro. Ms@Estudos em outros modelos

experimentais e em humanos poderédo ajudar a esmlave efeitos da deficiéncia de

ferro no sistema imune.



6.CONCLUSOES
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Os resultados obtidos neste estudo permitem corglet

e Houve uma reducdo significativa dos estoques lesatide ferro dos
camundongos, 0 que demonstra que € possivel estabe¢ manter, em
laborat6rio, um modelo experimental de deficiénlgderro.

e Um periodo de dez dias de ingestdo de ragcdo cenfodl suficiente para
recuperar os estoques hepaticos de ferro e melbasraiveis de hemoglobina
dos camundongos deficientes.

e A deplecdo nos estoques de ferro ndo alterou aep@gem de linfocitos T
CD4" e TCDS.

e As células T CD8sao sensiveis a deficiéncia de ferro.

e Camundongos deficientes em ferro mostraram maiorendl de células CD4e
CDS8" expressando CD71, tanto em sangue periférico quanto em células do

baco, o que sugere que na deficiéncia moderadardedcorre um aumento na

sintese dos receptores de transferrina.
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