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leishmaniose cutanea: o papel do leucotrieno B4. 48 f. il. Dissertagdo (Mestrado em
Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
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RESUMO

INTRODUCAO: A leishmaniose permanece como uma das doencas tropicais mais
negligenciadas do mundo. A resposta imune do hospedeiro contra a Leishmania tem um papel
critico na eliminacdo dos parasitas, mas também ¢é responsavel pela inflamacéo e gravidade da
doenca. A forma cutanea localizada (LCL) é caracterizada pela presenca de uma unica lesao
ulcerada na pele e inflamacdo descontrolada. A suscetibilidade aumentada de infecces de
pele € uma das complicacGes do diabetes. Quando comparada ao estado euglicémico, a
hiperglicemia leva a alteragdes na producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias,
principalmente pelo aumento da producdo de leucotrieno B4 (LTB,), um mediador lipidico
inflamatorio. OBJETIVO: Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia do diabetes no resultado do LCL humano, considerando o papel do LTBA4.
MATERIAL E METODOS: Primeiramente, foram medidos os niveis séricos de mediadores
inflamatdrios, como LTB4, PGE2, IL-1pB, IL-6, TNF-a e IL-10 por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) em pacientes euglicémicos ou hiperglicémicos com LCL. Em seguida foi feito uma
correlacdo com dados clinicos, como glicose, tempo, tamanho, nimero e area da lesdo. Para
determinar a suscetibilidade a infeccdo por Leishmania braziliensis, foi feito a infec¢do de
macrdfagos de individuos diabéticos ou ndo, cultivados em condigdes com baixa e alta
concentracédo de glicose. O sobrenadante da cultura foi destinado a mensuracéo do LTB.e as
células para andlise da expressdo génica de receptores do tipo Toll (TLR) e do BLTI1.
RESULTADOS: Detectamos aumento de LTB,, IL-6 e TNF-a no plasma de pacientes
diabéticos com LCL comparado a ndo diabético. Interessantemente, apenas o LTB4
apresentou correlacdo positiva com o tempo de cicatriza¢do. Os ensaios in vitro indicam que a
glicose aumenta a taxa de infeccdo e a viabilidade de parasitos de maneira dose-dependente
em macrofagos humanos infectados por L. braziliensis. Além disso, a alta concentracdo de
glicose modula negativamente BLT1, TLR2 e TLR4. CONCLUSAO: Juntos, esses
resultados sugerem que pacientes diabéticos produzem altos niveis de LTB. e que este esta
relacionado com o tempo de cicatrizacdo. Além disso, altas concentracbes de glicose
aumentam a suscetibilidade de macrofagos a infeccdo por L. braziliensis através da
modulagéo negativa de BLT1, TLR2 e TLR4 diminuindo assim, a acdo do LTB, produzido
exacerbadamente.

Palavras-chave: LTB,; Diabetes; Leishmania baziliensis; Inflamagé&o.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis remains one of the most neglected tropical diseases in the
world. The immune response of the host against Leishmania plays a critical role in the
elimination of parasites, but is also responsible for the inflammation and severity of the
disease. The localized cutaneous form (LCL) is characterized by the presence of a single
ulcerated lesion on the skin and uncontrolled inflammation. The increased susceptibility of
skin infections is one of the complications of diabetes. When compared to the euglycemic
state, hyperglycemia leads to alterations in the production of proinflammatory cytokines and
chemokines, mainly due to increased production of leukotriene B, (LTB.), an inflammatory
lipid mediator. OBJECTIVE: In this context, the present study aimed to evaluate the
influence of diabetes on the outcome of human LCL, considering the role of LTB..
MATERIAL AND METHODS: Serum levels of inflammatory mediators such as LTB4,
PGE,, IL-1pB, IL-6, TNF-a and IL-10 were measured by immunoenzymatic assay (ELISA) in
euglycemic or hyperglycemic patients with LCL. A correlation was then made with clinical
data, such as glucose, time, size, number and area of the lesion. To determine the
susceptibility to infection by Leishmania braziliensis, macrophages were infected from
diabetic or non-diabetic individuals, cultured under conditions with low and high glucose
concentration. The culture supernatant was used to measure LTB4 and the cells for analysis of
the Toll-like receptor (TLR) and BLT1 gene expression. RESULTS: We detected increased
LTB,, IL-6 and TNF-a in the plasma of diabetic patients with LCL compared to non-diabetic
patients. Interestingly, only LTB4 showed a positive correlation with healing time. In vitro
assays indicate that glucose increases the rate of infection and parasite viability in a dose-
dependent manner in L. braziliensis-infected human macrophages. In addition, high glucose
concentration negatively modulates BLT1, TLR2 and TLR4. CONCLUSION: Together,
these results suggest that diabetic patients produce high levels of LTB4 and that this is related
to the healing time. In addition, high glucose concentrations increase the susceptibility of
macrophages to L. braziliensis infection through the negative modulation of BLT1, TLR2 and
TLR4 thus decreasing the action of the exacerbated production of LTB..

Keywords: LTB4; Diabetes; Leishmania baziliensis; Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1. LEISHMANIOSES

1.1.1. Leishmaniose Cutanea Localizada

As Leishmanioses séo um complexo de doencas negligenciadas presentes em mais de
88 paises, resultantes da infec¢do pelo protozoério intracelular do género Leishmania. Estas
doencas apresentam duas formas clinicas principais: Tegumentar, com comprometimento
cutaneo ou mucoso, e Visceral, com envolvimento de baco, figado e medula 6ssea (DAVID;
CRAFT, 2009; KAYE; SCOTT, 2011).

A Leishmaniose é transmitida através da picada do flebotomineo fémea infectado, que
inocula na derme do hospedeiro vertebrado, a forma infectante do parasita denominada
promastigota metaciclica. Esta € livre e flagelada, mas se diferencia em amastigota no interior
de células fagociticas da imunidade inata, tais como: macrdfagos, células dendriticas e
neutrofilos. A forma amastigota prolifera por divisdo binéria, levando a lise da célula e
liberagdo desses parasitos no meio extracelular, os quais podem infectar celulas
circunvizinhas, assim como, ser ingerida por outro flebotomineo durante o repasto sanguineo,
dando continuidade ao ciclo bioldgico (DAVID; CRAFT, 2009).

Em média, 350 milhdes de pessoas residem em areas passiveis de infeccdo pelo
parasito. Considerado um problema de salde publica, a Leishmaniose é responsavel por mais
70.000 mortes e uma incidéncia de 2 milhdes de novos casos anualmente. Destes, cerca de 1-
1,5 milhdes sdo casos de Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) (DAVID; CRAFT, 2009;
DESJEUX, 2004; WHO, 2010).

Nas Américas, a LCL é a forma mais comum da doenca e apresenta lesdo Unica ou
multipla em diferentes partes do corpo, tais como face, bracos e pés. Estas lesdes sdo
caracterizadas por bordas elevadas, fundo necrético e de carater cronico, com baixa ou
nenhuma resposta a antibioticos ou esteroides (DAVID; CRAFT, 2009). E causada
principalmente pelas espécies Leishmania mexicana, Leishmania panamensis ou Leishmania
braziliensis. E a forma menos grave e apresenta cura espontanea. No entanto, as lesdes podem
levar meses para cicatrizar, ocasionando um impacto na vida social dos pacientes (DAVID;
CRAFT, 2009; SCOTT; NOVAIS, 2016).
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1.1.2. Imunopatogénese da LCL

Sabe-se que a LCL tem uma versatilidade muito grande no seu desfecho, uma vez que,
pode passar de uma Unica lesdo auto resolutiva para uma leséo de carater cronico. Pouco se
sabe sobre 0 mecanismo que determina essa dicotomia, podendo ter influéncia tanto do
parasito como da resposta do hospedeiro. A lesdo da LCL por L. brazilisineis é caracterizada
pela presenca de pouco parasitos e uma inflamacdo exacerbada, podendo esta Ultima, ser a
chave para a dificuldade de cicatrizagdo observada em muitos pacientes (SCOTT; NOVAIS,
2016).

No contexto inflamatdrio a resposta do hospedeiro contra a Leishmania é dependente
de diversos tipos celulares, como: neutréfilos, mondcitos, células dendriticas (DCs) e
macrofagos. A resposta inata € de suma importancia no contexto da Leishmaniose, uma vez
que € a resposta inicial apds a primeira infeccdo pelo patdgeno. A cinética inflamatéria
consiste inicialmente na chegada de neutrofilos para o sitio de infec¢do, seguido de
monacitos, DCs e macréfagos, os quais utilizam diferentes respostas celulares para eliminar o
patégeno (SCOTT; NOVAIS, 2016). Dentre estas respostas, duas sdo indispensaveis para o
controle da infeccdo por Leishmania, a producdo de Espécies Reativas de Oxigénios (ROS) e
Oxido Nitrico (NO), assim como a produgdo de interferon-y (IFNy), TNF-a (DE OLIVEIRA,;
BRODSKYN, 2012; SCOTT; NOVAIS, 2016) e LTB4 (CHAVES; CANETTI; COUTINHO-
SILVA, 2016).

Além da imunidade inata, a resposta imune adaptativa também é crucial na resposta a
infeccdo, com a participacdo de células T CD4+ com perfil Thl e células T CD8+
(BACELLAR et al., 2002; DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; SCOTT; NOVAIS, 2016).
No entanto, a reducdo da carga parasitaria no sitio infeccioso ndo € sinébnimo de resolucao e
cicatrizacdo da ferida, uma vez que, a inflamagdo exacerbada montada para eliminar o
patégeno pode prolongar o desfecho da lesdo, ocasionado uma doenca de carater crénico e

localizado.
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1.1.3. Leishmaniose e Diabetes

A comorbidade entre doencas podem agravar o quadro do paciente, devido a
competicdo por tempo, atengéo e tratamento (PENTAKOTA et al., 2012). Um estudo relatou
que pelo menos 88,6% de pacientes diabéticos possuem uma doenca adicional crénica
(PENTAKOTA et al., 2012). Em geral, doencas infecciosas sdo mais frequentes em pacientes
diabéticos, uma vez que, o ambiente hiperglicémico favorece a disfuncdo imune, tal como
quimiotaxia, fagocitose e atividade bactericida de neutrofilos e macréfagos (ALVES;
CASQUEIRO; CASQUEIRO, 2012; BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD, 2007).

A inflamacéo de caréater exacerbado e crénico é uma caracteristica em comum de duas
patologias de causas diferentes, a Leishmaniose Cutanea e o Diabetes, de forma localizada e
sistémica, respectivamente. Sabe-se que pacientes diabéticos sdo mais suscetiveis a diferentes
infeccdes cutaneas (ALVES; CASQUEIRO; CASQUEIRO, 2012; BENFIELD; JENSEN;
NORDESTGAARD, 2007; FILGUEIRAS et al., 2015b; POZZILLI; LESLIE, 1994). Neste
sentido, um estudo relatou o diagnostico de LCL em uma lesdo de pé diabético, podendo
inferir uma possivel associacdo entre ambas as patologias (NICLOT et al., 2014). No entanto,
ainda ndo é conhecido o mecanismo pelo qual a inflamacgéo exacerbada contribui para a maior

suscetibilidade a infeccdes observada em diabéticos.

1.2. DIABETES MELLITUS

1.2.1. Impacto Global

O Diabetes mellitus ¢ uma das desordens metabdlicas mais frequentes no mundo,
caracterizado por niveis elevados de glicose na circulacdo sanguinea (KEANE et al., 2017).
Atualmente, estimativas indicam que 422 milhdes de pessoas convivem com o diabetes, o que
corresponde a 8% da populacdo mundial (ZHOU et al., 2016). A China lidera a lista dos 10
principais paises com maior numero de adultos diagnosticados com diabetes, em média 109,6
milhGes de pessoas. O Brasil, com um nimero de 14,3 milhdes de pessoas diagnosticadas
para diabetes (9,4% da populagéo), ocupa o 4° lugar do ranking mundial para a doenga, com
uma estimativa de aumento para 23,3 milhdes até o ano de 2040 (IDF, 2015). Com um gasto
mundial de US$ 673 bilhdes e de US$ 21,8 bilhdes no Brasil (IDF, 2015), nos ultimos anos o
diabetes tem ganhado grande atencdo e se tornado uma preocupacdo no ambito da saude

publica nacional e internacional.
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H&, em média, 320,5 milhdes de pessoas vivendo com diabetes na faixa etéria entre
20-64 anos e 94,2 milhdes com 65-79 anos. Neste cenario, existe uma maior prevaléncia de
homens comparado com mulheres. Além disso, ha um percentual maior de casos situados na
zona urbana quando comparado com zona rural. No entanto, este ultimo ponto tende a ter uma
diferenga ainda maior devido a mudanca no hébito de vida implantado nos grandes centros
(IDF, 2015).

Ademais, o diabetes € uma importante causa de mortalidade e morbidade (ZHOU et
al., 2016) devido ao seu carater cronico e silencioso. Por conta disso, o diabetes causou, de
forma direta, a morte de 1,5 milhGes de pessoas em 2012 e, de forma indireta, por mais 2,2
milhdes. A principal causa destas mortes esta associada com o aumentando do risco de
doencas cardiovasculares. Sendo que 43% dessas mortes ocorreram antes dos 70 anos de
idade e em paises de baixa ou média renda (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Diante desses dados, fica evidente o impacto socioeconémico causado pelo diabetes.
Com uma incidéncia cada vez maior ao passar dos anos, o diabetes hoje, se encontra como um

grande problema de saude publica.

1.2.2. O que é Diabetes?

O Diabetes ¢ uma condicdo crbnica ocasionada pela auséncia de producéo de insulina
pelo pancreas (Diabete do tipo 1) ou por ndo reconhecer eficientemente a insulina produzida
(Diabetes do tipo 2), resultando, em ambos os casos, em niveis elevados de glicose na
circulacdo sanguinea (KATSAROQOU et al., 2017; KEANE et al., 2017).

O Diabetes tipo 1 (DM1), é considerado uma doenca autoimune devido uma reacao de
autoanticorpos contra as células beta pancreéticas produtoras de insulina, levando a destruicao
destas células e comprometendo a producdo deste horménio (KATSAROU et al., 2017). O
mecanismo responsavel pela eliminacdo das células beta pancreéaticas envolve anticorpos que
reagem contra a ilhota pancreatica, devido a apresentacdo do autoantigenos por células
dendriticas e subsequente resposta de células T CD4+ e CD8+ autoimunes (KATSAROU et
al., 2017). O individuo diagnosticado com DM1 é considerado dependente de insulina e
requer 0 seu uso exogeno diariamente para controlar o nivel glicémico (IDF, 2015). A
sintomatologia € composta por urinacdo excessiva e sede, fome constante, perda de peso,
alteracdo na visao e fadiga (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). O tratamento é

baseado na administracdo de insulina, com a finalidade manter os niveis de glicose nas
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condic¢Bes normais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). O diagnostico é feito por
um simples exame de rotina para analisar a glicemia ou atraves da deteccdo de autoanticorpos
(KATSAROU et al., 2017).

O Diabetes tipo 2 (DM2), antigamente conhecido como diabético ndo dependente de
insulina, € a forma mais frequente da doenca. Corresponde a cerca de 85-95% dos casos
(ZHOU et al., 2016), sendo caracterizado pela resisténcia a insulina (IR) nos tecidos, tais
como musculo esquelético, figado e tecido adiposo (KEANE et al., 2017). Apresenta sintomas
semelhantes ao DM1, porém sdo menos frequentes ou ausentes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). O tratamento mais utilizado para pacientes com DM2 ¢ através da
administracdo dos medicamentos hipoglicemiantes, como a Metformina e o Gliclazide.
Ambos bem estabelecidos no mercado, no entanto, podem ser encontrados alguns outros
farmacos como o analogo de GLP-1 e os inibidores de DPP4 (IDF, 2015). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) o diagndstico desses pacientes pode ser feito em
exames laboratoriais, 0s quais constam elevados niveis glicémicos, em ambos 0s tipos de
diabetes, ou seja, pacientes que possuirem valor glicémico em jejum > 126 mg/dl ou > 6,5%
de Hemoglobina Glicada (HbAlc) (IDF, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016).

1.2.3. ComplicacGes do Diabetes

Ambos os tipos de diabetes estdo associados com complicacBes secundarias que
culminam na reducdo da qualidade de vida destes pacientes. Juntamente com alteragdes micro
e macrovasculares, o diabetes tem sido correlacionado com doencas cardiovasculares,
retinopatia, nefropatia, neuropatia, amputacdo de membros inferiores, reducdo da capacidade
de cicatrizacdo e aumento de suscetibilidade a doencas infecciosas (BOWLING; RASHID;
BOULTON, 2015; EZZATI, 2014; FILGUEIRAS et al., 2015a; GOLDEN et al., 2015; IDF,
2015; KATSAROU et al., 2017; VINCENT et al., 2011; WU et al., 2016).

As doencas cardiovasculares sdo as causas mais comuns de morte em pacientes com
diabetes, dentre estas estdo a angina, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, doenca
arterial periférica e insuficiéncia cardiaca (IDF, 2015; SR et al., 2013). As doengas
cardiovasculares e diabetes, juntos, em 2010 foram responsaveis por mais de 33% de todas as
mortes do mundo (EZZATI, 2014). O paciente diabético, principalmente do tipo 2, possui 0s

maiores fatores de risco para as doengas cardiovasculares, como a obesidade, hipertenséo,
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dislipidemia, coagulabilidade, disfuncdo endotelial e neuropatia (LEON, 2015). A producéo
exacerbada de citocinas em diabéticos como Interleucina 1 (IL-1), IL-6 e proteina
quimioatrante de mondcitos (MCP-1) tem sido correlacionado com a disfuncdo endotelial,
infarto do miocardio e cardiomiopatias (MATHEUS et al., 2013).

Outra complicacdo do diabetes é a retinopatia, uma complicacdo microvascular retinal
que afeta de forma moderada ou grave a visdo em pacientes diabéticos, podendo progredir
para casos que resultem até em perda total da visdo. Possui uma prevaléncia de 80% em
pacientes com DM1 (HANG et al., 2014; KATSAROU et al., 2017; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). A retinopatia diabética é caracterizada principalmente pelo
extravazamento vascular e a neovascularizacdo, esses dois fatores sdo provenientes da
ativacdo dos produtos finais da glicacdo avancada (AGE), ativacdo da Proteina Quinase C
(PKC) e a ativacdo da via de superoxido. A ativacdo dessas vias resulta na regulacdo positiva
de fatores imunoldgicos, imunogénicos e prd-angiogénicos, como fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e MCP-1 (HANG et al., 2014).

O dano a pequenos vasos sanguineos localizados nos rins pode levar ao quadro de
nefropatia (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011), onde os rins se tornam menos eficientes
ou até mesmo totalmente falhos (IDF, 2015). O Estéagio Final de Doenca Renal (EFDR) tem
uma incidéncia de até 10 vezes maior em pacientes hiperglicémicos comparado aos
euglicémicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A hiperglicemia age de forma
direta nas células renais residentes ou ndo, levando a producdo de mediadores inflamatérios e
fatores de crescimento, os quais provocam alteracdes no glomérulo desses pacientes,
incluindo arteriosclerose hialina, aumento da deposicdo de colageno e aumento da
permeabilidade glomerular (SCHENA, 2005).

O alto nivel glicémico de forma prolongada pode, também, afetar o0s nervos,
conhecido como neuropatia. A participacdo da hiperglicemia no contexto da neuropatia se da
principalmente pela disfuncdo mitocondrial ocasionado pela mudanca metabdlica e
consequente producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (VINCENT et al., 2011). Além
disso, os AGE reconhecidos por seus receptores ativam sinais inflamatorios nas células
intensificando ainda mais o estresse oxidativo (VINCENT et al., 2011). A forma mais comum
¢ a neuropatia periférica, a qual os nervos sensoriais dos pés sdo os mais afetados, podendo
levar a dor, formigamento e perda de sensibilidade. Essa perda de sensibilidade pode permitir
que lesBes nestas extremidades passem despercebidas pelos pacientes, o que pode levar a
ulceracdo da lesdo, infeccBes secundarias e até mesmo amputacdes de membros (BOWLING;
RASHID; BOULTON, 2015; IDF, 2015).
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1.2.4. Cicatrizagao e suscetibilidade a infecgGes

Dentre todas as complicacdes provocadas pelo diabetes, a dificuldade de cicatrizacdo
(WU et al., 2016) e a maior suscetibilidade a doencas infecciosas nesses individuos tem
chamado a atencdo (ALVES; CASQUEIRO; CASQUEIRO, 2012; BENFIELD; JENSEN;
NORDESTGAARD, 2007; FILGUEIRAS et al., 2015b). A cicatrizacdo de feridas € um
processo biolégico complexo e dindmico, sendo feito de forma organizada e coordenada em
quatro fases: (I) Homeostase, fase inicial, onde ocorre a formagdo do coédgulo e agregacéo
plaquetéria; (1) Inflamacédo; etapa caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios;
(1) Proliferacéo, etapa responsavel pela producdo de colageno e formacdo de novos vasos;
(IV) Remodelamento, etapa final onde ocorre o balango final entre sintese e degradacédo de
matriz extracelular (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014; SINGH et al., 2016).

A cicatrizacdo de lesdes teciduais deve apresentar, na fase inflamatéria, producéo de
citocinas e quimiocinas curta e auto-limitada. A inflamacdo exacerbada e prolongada
observada em pacientes diabéticos contribui para que a cicatrizacdo seja falha ou mais lenta,
tornando o processo cronico e pouco resolutivo, ocasionando a ulceracdo das lesdes
(BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014; SINGH et al., 2016). Além disso, o perfil
celular encontrado nas feridas desses pacientes € predominantemente mais pro-inflamatorio,
com a presenca de macrofagos classicos (M1), liberacdo de citocinas inflamatorias como IL-
1, IL-6, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014;
MIRZA; KOH, 2015) e participagdo do mediador lipidico inflamatério Leucotrieno Bs
(LTB4s) (GUIMARAES et al., 2018). Devido a essa resposta inflamatoria exacerbada,
individuos diabéticos apresentam maior risco de desenvolver lesdes cutaneas cronicas.

Apesar do padrdo inflamatério exacerbado, os diabéticos apresentam maior
suscetibilidade a doencas infecciosas quando comparado a pacientes euglicémicos. No
entanto, 0 mecanismo que leva a esse aumento na suscetibilidade ainda € pouco conhecido
(ALVES; CASQUEIRO; CASQUEIRO, 2012; BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD,
2007; KRAKAUER, 2015). Um estudo em pacientes hospitalizados mostrou que a cada 1
mmol/l aumentado de glicemia, o risco para o desenvolvimento de pneumonia, infec¢do do
trato urindrio e infeccbes de pele aumenta em 6-10% (BENFIELD; JENSEN;
NORDESTGAARD, 2007). Em 2015, Filgueiras e colaboradores demonstraram, em modelo
murino de diabetes, que ha uma forte associacdo entre inflamacdo exacerbada e maior
suscetibilidade a sepse. Os autores atribuem essa associacdo ao mediador lipidico LTB4, que

se encontra aumentado nesse contexto (FILGUEIRAS et al., 2015b). Diante desses achados,
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fica evidente que apesar da inflamagé&o exacerbada em pacientes hiperglicémicos, durante um

processo infeccioso esses individuos parecem ser mais suscetiveis.

1.2.5. Diabetes e Inflamacéo

A resposta inflamatdria, de modo controlado e auto limitante, € um processo bioldgico
de importancia fundamental na defesa contra patégenos (CHEN; NUNEZ, 2010). Contudo,
mesmo na auséncia de patdgenos, uma resposta inflamatdria pode ser induzida, conhecida
como “inflamagao estéril”. Sendo caracterizada pela cronicidade da inflamacao, desencadeada
pelo acumulo de produtos metabdlicos como &cido Urico, colesterol, acidos graxos livres ou
glicose (FILGUEIRAS; HENRIQUE SEREZANI; JANCAR, 2015).

O acumulo de glicose na circulacdo sanguinea em pacientes diabéticos resulta no
processo de inflamagdo estéril, caracterizada por elevados niveis de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-1pB, IL-6 e TNF-a (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES,
2014; ZAND; MORSHEDZADEH; NAGHASHIAN, 2017), além do mediador lipidico LTBa4
(FILGUEIRAS et al., 2015a). Dentre esses mediadores inflamatorios, 0 TNF-a foi o primeiro
a ser relacionado com a indugéo de resisténcia a insulina em tecido adiposo, principalmente
pela ativacdo do Fator Nuclear Kappa B (NFkB) e cinases c-Jun N-terminal (IJNKS),
resultando no comprometimento da sinalizacdo dos receptores de insulina (HOTAMISLIGIL,
2017; ZAND; MORSHEDZADEH; NAGHASHIAN, 2017). A producdo dessas citocinas
pré-inflamatorias pode ser induzida por dois mecanismos distintos: ativacdo dos receptores do
tipo Toll (TLR) ou pela via do inflamassoma. A cascata de sinaliza¢do apds a ativacdo através
dos receptores Toll sdo dependentes da molécula adaptadora Resposta Primaria de
Diferenciacdo Mieloide 88 (MyD88), a qual culmina na ativagdo do NFxB, um fator de
transcricdo envolvido na expressdo de varios genes de citocinas pro-inflamatérios. Os niveis
de expressdo destas moléculas estdo elevados em individuos com hiperglicemia, indicando
gue a inflamacdo estéril € uma consequéncia importante proveniente dessa alteracao
metabodlica. (FILGUEIRAS; HENRIQUE SEREZANI; JANCAR, 2015).

Outro aspecto importante da resposta inflamatdria, € que seus diferentes mediadores
apresentam vias de sinalizagdo em comum. Apesar disso, grande parte dos estudos sobre o
controle da inflamag&o no diabetes é focado em avaliar um mediador de interesse de forma
isolada, com pouco ou nenhum sucesso (LI et al., 2015). Neste sentido, estudos recentes

demonstraram a forte influéncia do LTB4 no contexto inflamatério, como uma molécula
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chave, uma vez que, a sua producéo esta relacionado com o aumento na expressdo do Myd88
e consequentemente de outros mediadores inflamatérios. Com isso, o LTB4 tem sido
associado a inducdo de inflamacdo exacerbada, suscetibilidade a infecgdes, dificuldade de
cicatrizacdo e aumento de resisténcia a insulina observados em diabéticos (FILGUEIRAS et
al., 2015b; GUIMARAES et al., 2018; LI et al., 2015).

1.3. MEDIADORES LIPIDICOS

1.3.1. Biossintese

A producdo de mediadores lipidicos € iniciada a partir da metabolizacdo do acido
araquidoénico (AA), que é um acido graxo essencial formado por uma cadeia de 20 carbonos
encontrado na membrana celular. Apo6s estimulos como patdgenos, particulas fagociticas,
citocinas, complexos imunes e lesdes, a enzima fosfolipase A2 (PLA?2) é ativada, liberando o
AA no citosol (BENNETT; GILROY, 2016; BRANDT; SEREZANI, 2017). Ele é, entdo,
metabolizado gerando os eicosanoides, produtos fundamentais nos processos inflamatorios,
agindo de modo autdcrino e paracrino (SIVAMANI, 2014). A metabolizagdo do AA pode
ocorrer por trés diferentes vias/enzimas, gerando diferentes produtos. Prostaglandinas e
Tromboxanos sdo formados a partir das cicloxigenases (COX); os Leucotrienos (LTs) e
Lipoxinas (LXs), pelas lipoxigenases (LOXs) e os Acidos epoxieicosatriendicos (EETS), pelo
citocromo P450 (CYP) (BENNETT; GILROY, 2016). Dentre esses eicosanoides, 0 LTB4tem
sido o0 mais relacionado no contexto inflamatério (FILGUEIRAS et al., 2015b), participando
diretamente no processo de suscetibilidade e resisténcia a infeccdes, principalmente de
Leishmania sp. (CHAVES; CANETTI; COUTINHO-SILVA, 2016; MORATO et al., 2014;
SEREZANI et al., 2006; TAVARES et al., 2016).

1.3.2. Leucotrieno B4

Para a formagdo dos LTs , o AA liberado no citosol sofre a agdo da enzima 5-
lipoxigenase (5-LO) juntamente com a proteina de ativacdo (FLAP), gerando assim o LTAa.
Este pode ser metabolizado por duas enzimas distintas: a LTCs sintetase, dando origem aos
Leucotrienos cisteinil (CisLTs, que sdo LTCs, LTD4 e LTE4) ou pode ser convertido pela
LTC4 hidrolase, originando o LTB4 (Figura 1). Este ultimo € considerado um dos mais

potentes quimioatrator e ativador celular produzido por diferentes tipos celulares, como 0s
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granuldcitos, mondcitos e macrofagos durante um estimulo inflamatério (BRANDT,;
SEREZANI, 2017; WERZ, 2002).

A sinalizacdo induzida pelo LTB4 se da atraves de dois possiveis receptores acoplados
a proteina G associados a membrana (GPCRs), o Receptor de LT 1 (BLT1) e 2 (BLT2). No
entanto, o BLT1 é o receptor mais estudado, devido sua maior afinidade ao LTB4. J4 0 BLT2
tem baixa afinidade ao LTB4 e pouco se sabe sobre as consequéncias da sua ativagdo
(BRANDT; SEREZANI, 2017; TODA; YOKOMIZO; SHIMIZU, 2002). O reconhecimento
do LTB4pelo receptor BLT1 ativa respostas bioldgicas nas células, tais como degranulagdo de
neutrdfilos, fagocitose, producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), Oxido Nitrico
(NO), citocinas como GM-CSF, TNF- o, IL-6 e IL-1B, além de quimiocinas como Proteina
qguimioatrativa de mondcitos (MCP-1), quimiocina CXC Ligante 1 (CXCL1) e CXCL2
(BRANDT; SEREZANI, 2017). Juntos, estas respostas celulares desencadeadas pela
sinalizacdo do LTB4 potencializam a inflamacgéo.

A sinalizacdo intracelular ap6s o reconhecido do LTB4 ja estd bem elucidada e se
baseia na sua capacidade em aumentar a expressdo do Myd88 via Transdutor de Sinal e
Ativador de Transcri¢do 1 (STAT-1), ap6s uma regulacdo negativa do SOCS-1, resultando na
maior ativa¢ao do NFkB (Figura 1) (SEREZANI et al., 2011a).
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Figura 1 Biossintese e via de sinalizagédo do LTBa4:

Ap0s estimulacdo,, a enzima PLA: é ativada, agindo em fosfolipideos de membrana gerando acido araquiddnico. O &cido
araquidénico, entdo, é metabolizado pela enzima 5-LO e sua proteina ativadora FLAP, originando o LTA4. O LTB4 é
formado a partir da agdo da hidrolase LTA4H sobre o LTA4 que se liga ao receptor de maior afinidade, BLT1, de forma
autdcrina ou parécrina. Isso resulta na inibicdo do SOCS-1 e aumento de STAT-1, levando a transcricdo do Myd88, que
potencializa a via dos TLRs. Com isso, ha uma maior ativacdo do NF«B e consequentemente uma resposta celular mais
inflamatdria.

Os efeitos da sinalizagdo via LTB4/BLT1 tem um papel fundamental para a eficiéncia
na eliminacdo de patdgenos, tais como aumento da capacidade fagocitica e producdo de
espécies reativas de oxigénio. No entanto, em condicfes de inflamacgéo estéril, tais como no
diabetes, 0 excesso de LTB4 tem sido associado a um comprometimento no mecanismo de
defesa, levando ao aumento da susceptibilidade & infecces (BRANDT; SEREZANI, 2017,
FILGUEIRAS et al., 2015b; MORATO et al., 2014). Contudo, o mecanismo pelo qual essa
producéo excessiva de LTB4 compromete a defesa do hospedeiro ainda ndo é bem conhecido.
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2 JUSTIFICATIVA

O diabetes é uma das doencas metabolicas com o crescimento mais acelerado nos
ultimos anos. O Brasil possui uma prevaléncia de adultos com diabetes superior a média
mundial, cerca de 9,4%, ocupando o 4° lugar no ranking mundial. Sabe-se que pacientes em
condigdes hiperglicemias possuem elevados niveis de mediadores inflamatdrios na circulagéo
sanguinea e que estes podem aumentar o risco de comorbidades, dentre elas a dificuldade de
cicatrizagdo e o aumento de suscetibilidade a infecgdes. Atualmente, os estudos tém focado
em controlar a inflamacgéo crénica e exacerbada desses pacientes agindo de forma isolada e
pontual no produto final. No entanto, essa estratégia até 0 momento tem pouco ou nenhum
resultado satisfatorio. Entretanto, um mediador lipidico, o LTB4, tem mostrado sua forte
participagdo no contexto inflamatério, uma vez que, sua acdo € necessaria para a
potencializacdo das demais vias inflamatdrias.

Mediadores lipidicos também possuem participacdo na patogénese de doencas de
carater infeccioso, como a LCL, uma doenga inflamatdria cronica localizada causada por um
protozoério intracelular. Diante de duas doencas de carater inflamatorio, surge a necessidade
de investigacdo de novas ferramentas e alvos que possam contribuir para um melhor desfecho
da doenca nesses pacientes. Uma vez que, relatos clinicos em areas endémicas tem mostrado
uma possivel associacdo entre o diabetes e a LCL, diante da baixa resposta desses pacientes
aos tratamentos convencionais. Além disso, os achados obtidos neste estudo podem ser
aplicados em outras enfermidades inflamatoérias de cunho infeccioso, cuja gravidade pode

estar relacionada com a presenca do diabetes.
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3 HIPOTESE

AlteracBes nos niveis de producdo do LTBs estdo associadas a gravidade da
Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) em pacientes diabéticos.

4 OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel funcional do LTB4 na influéncia da LCL humana em pacientes

diabéticos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Correlacionar dados clinicos de pacientes com LCL, diabéticos ou ndo com niveis

séricos de mediadores lipidicos e inflamatorios;

e Mensurar a producdo deste(s) mediador(es) in vitro em cultura de macréfagos
humanos infectados com Leishmania braziliensis em condi¢Ges normoglicémicas ou

hiperglicémicas;

e Avaliar a infeccdo de macrdéfagos humanos por Leishmania braziliensis em condi¢6es

normoglicémicas ou hiperglicémicas;

e Avaliar a participacdo desses mediadores na infeccdo de macrofagos humanos por

Leishmania braziliensis em condi¢des normoglicémicas ou hiperglicémicas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. DECLARACAO DE ETICA

Esse estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o
nimero CAAE 34954814.1.0000.0040.

5.2. AREA DE ESTUDO

O atual estudo foi realizado na regido de Corte de Pedra, pertencente ao municipio de
Tancredo Neves situado no Sudoeste do estado da Bahia, a 275 km da capital Salvador
(latitude sul 13°26° e 59°30°). Corte de Pedra ¢ considerada uma regido endémica para a
Leishmaniose, sendo bem conhecida pelos altos indices de transmissdo de Leishmania

braziliensis.

5.3. POPULACAO EM ESTUDO E DIAGNOSTICO DA DOENCA

Diante do acordo com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o
estudo de corte transversal recrutou 8 pacientes com LCL sem diabetes e 12 pacientes
diabéticos com LCL, ambos os grupos provenientes do Centro de Saude de Corte de Pedra
(CSCP) sob responsabilidade do Dr. Edgar Carvalho. Para o diagndstico de pacientes com
LCL duas ferramentas foram utilizadas, o Teste de Cutaneo de Leishmania (LST) seguindo 0s
critérios estabelecidos pela OMS e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detec¢édo
do parasito em biopsia de pele, a positividade em uma das técnicas juntamente com a
observacdo clinica, foi considerado positivo para LCL. O diagndstico de Diabetes foi baseado
nos niveis glicémicos em jejum desses pacientes, aqueles que possuissem o nivel glicémico >
126 mg/dL eram considerados diabético e aqueles com niveis inferiores considerados
pacientes ndo diabéticos. Em ambos 0s grupos, os seguintes dados clinicos foram coletados:

Sexo, idade, glicemia, tempo de cicatrizacdo, quantidade e tamanho de lesdes.
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5.4. AMOSTRAS BIOLOGICAS

5.4.1. Obtencdo do plasma

Foi coletado 20ml de sangue periférico de cada paciente por venipuntura usando tubos
anticoagulantes contendo Heparina. Em seguida o sangue foi centrifugado a 400 xg por 15
minutos para separacdo do plasma e aliquotas foram feitas para a dosagem dos mediadores

inflamatorios.

5.4.2. Separacdo de células mononucleares

O sangue periférico dos pacientes e de voluntéarios saudaveis do Hemocentro do
Estado da Bahia (Bahia, Brazil) foram diluidos com solugdo salina estéril na proporédo 1:1 e
depositado lentamente sobre HISTOPAQUE® 1077 (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Para a
separacdo do gradiente, foi feito uma centrifugacdo por 30 minutos em temperatura ambiente
a 400 xg, a fase que continha a camada de Células Mononucleares do Sangue Periférico
(PBMCs) foram retiradas e lavadas com salina estéril por sucessivas lavagens a 4°C. Por fim,
as células foram contadas em azul de tripan com a Camara de Neubaeur (Boeco, Germany) e

destinadas a cultura celular.

5.5. CULTURA DE MACROFAGOS HUMANOS

Os PBMCs isolados de volutarios saudaveis foram plaqueados (2-5 x 10%/pogo) em
placa de cultura com 24 pocos (TPP, Switzerlan) contendo ou ndo laminulas de 13mm
(Perfecta), sendo incubadas por 37°C e 5% CO por 30 min para ocorrer a aderéncia celular.
As células aderentes, em média 10% do total de células plaqueadas (2-5 x 10°) foram
cultivadas com meio RPMI 1640 (LGC Biotecnologia, Brazil) em diferentes concentracOes de
glicose ou manitol (0 mg/dL, 90 mg/dL, 150 mg/dL e 300 mg/dL) (Sigma Aldrich, St Louis,
MO) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), 2 mM L-glutamina, 100 U/mi
penicilina, 100 mg/ml estreptomicina e 50 ng/ml M-CSF por 7 dias. A cultura de PBMCs de
pacientes diferiram em alguns quesitos, as células foram cultivadas utilizando o soro autélogo
e com o nivel de glicose correspondente ao nivel glicémico de cada paciente. Para avaliar a

densidade celular por campo, foi feito uma média da contagem de 10 campos aleatorios nas
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laminulas. Para garantir a viabilidade celular da cultura em diferentes concentracfes de
glicose foi feitos o teste de citotoxicidade celular com o reagente Alamar blue (Invitrogen,
Frederick, MD).

5.6. CULTURA DE LEISHMANIA E INFECCAO DE MACROFAGOS

L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram cultivadas em cultura in vitro em meio
Schneider Insect medium (Sigma Aldrich, St Louis, MO) a 24°C, suplementado com 10%
SBF, 2 mM/ml L-glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 mg/ml estreptomicina por 5-7 dias.
Os macrdéfagos diferenciados foram infectados por 4 horas com a forma promastigota de L.

braziliensis (fase estacionéaria), na propor¢do de 10 parasitos para uma célula (10:1).

5.7. TAXA DE INFECCAO E VIABILIDADE DOS PARASITAS

Depois da infeccdo, o sobrenadante da cultura foi coletado e os pogos foram lavados
para remover 0s parasitas ndo internalizados, em seguida, as células foram fixadas com
Metanol e coradas com Pandtico rapido (LB Laborclin, Brazil), uma vez corado, as laminulas
foram analisadas com microscépio optico (Nikon) na objetiva de 100x para determinar a taxa
de infeccdo e o numero de amastigota total. O percentual de células infectadas e o nimero de
amastigotas intracelular foram obtidos pela contagem as “cegas” de 100 células em campos
aleatorios. Para avaliar a viabilidade dos parasitas, depois da infeccdo por 4 horas, as ce’lulas
foram incubadas com meio Schneider Insect medium (Sigma Aldrich, St Louis, MO) a 24°C
por 72 horas para favorecer o crescimento dos parasitas ndo eliminados, em seguida esses

parasitas foram contados em Camara de Neubaeur (Boeco, Germany).

5.8. MEDIADORES INFLAMATORIOS

A producédo das citocinas TNF-a (Invitrogen, San Diego, CA), IL-1, IL-6 e IL-10
(eBioscience, San Diego, CA) no plasma sanguineo e sobrenadante foram medidos usando o
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica do tipo sanduiche (ELISA) de acordo as normas do
fabricante. Para quantificar o nivel de PGE2 no plasma por ELISA foi utilizado o Kit
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Prostaglandina E> (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). Para mensurar a producdo do LTB4
no plasma e sobrenadante celular por ELISA foi utilizado o Kit Leucotrieno B4 (Cayman

Chemical, Ann Arbor, MI), todos de acordo com as normas do fabricante.

5.9. EXPRESSAO DE RECEPTORES POR PCR EM TEMPO REAL

Para avaliar a expressdo de BLT1, TLR2 E TLR4 (IDT, Illinois, EUA) em macrofagos
humanos cultivados em diferentes concentracdes de glicose, infectados ou ndo. As células
foram ressuspensas em 500uL do reagente TRIzol (Invitrogen, San Diego, CA, EUA). Em
seguida, foi feito a extracdo pela técnica de fenol-cloroférmio e quantificagdo do RNA obtido,
bem como analise da sua qualidade e pureza utilizando espectrofotdmetro NanoDrop a 260
nm. Para obtencdo do cDNA, foi feito a transcricdo reversa (RT) do mRNA com o kit
SuperScript® 11l Reverse Transcriptase (Invitrogen, San Diego, CA, EUA) seguindo o
protocolo do fabricante. O cDNA em seguida foi destinado para uma reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR). A analise da expresséo relativa dos genes foi feita usando

0 método de 2"22¢T e tendo como pardmetro o gene constitutivo B-actina.

5.10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados perante o padrdo de distribuicdo de
normalidade, uma vez, assumindo uma distribuicdo ndo normal as analises foram executadas
utilizando o teste de Mann-Whitney quando comparado dois grupos e Kruskal-Wallis
seguido do pds-teste de Dunn quando comparado multiplos grupos, os valores foram
expressos como mediana com desvio do interquartil. Para analise das correlagdes, utilizou-se
a correlacdo de Spearman. Todos os testes foram executados utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA) e aqueles resultados que obtiveram um valor de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significante.


https://en.wikipedia.org/wiki/Skokie,_Illinois
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6 RESULTADOS

6.1. DADOS CLINICOS

Dados clinicos, tais como, glicemia em jejum, tamanho da lesdo, nimero de lesdes e
tempo de cura (quantidade de ciclos de tratamento) de pacientes com LCL, diabéticos ou nao,
foram obtidos e analisados (Tabela 1). Com base nos valores de glicemia, foi possivel separar
dois grupos distintos, obedecendo ao limiar de positividade para diabetes nesse estudo
(glicemia > 126mg/dL). E possivel observar, no grupo de pacientes diabéticos (LCL+DM),
que seus valores de glicemia apresentam variacao entre 129 a 430mg/dL (Figura 2A). Essa
heterogeneidade ndo é observada no grupo de pacientes normoglicémicos (LCL) (Figura 2A).

Em relacdo ao tamanho (Figura 2B) e nimero de lesdes (Figura 2C), nao foi observada
diferenca entre os grupos LCL e LCL+DM. No entanto, o grupo LCL+DM apresenta, em
média, parece precisar mais tempo para cicatrizacdo da lesdo, uma vez que pacientes
diabéticos ndo cicatrizavam no primeiro ciclo de tratamento, necessitando de no minimo 2
ciclos (Figura 2D). Por outro lado, no grupo LCL, pacientes normoglicémicos ja
apresentavam resposta ao tratamento apds o primeiro ciclo (Figura 2D).

Estes dados sugerem, entdo, que pacientes sob condicGes hiperglicémicas tendem a
responder ao tratamento a LCL com maior dificuldade quando comparado a pacientes

normoglicémicos. Necessitando assim um maior nimero de ciclos até o diagnostico de cura
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Figura 2 Individuos diabéticos com LCL necessitam de maior nimero de ciclos de tratamento:

A) Nivel de glicose sérica com critério de separacdo entre pacientes ndo diabéticos (até 125mg/dL) e diabéticos (acima de
126 mg/dL). B) Tamanho de lesdo. C) NUmero de lesbes. D) Tempo de cura com base nos ciclos de tratamento utilizados (1
ciclo: até 30 dias; 2 ciclos: entre 31 e 60 dias; 3 ciclos: acima de 60 dias). LCL: pacientes apenas com Leishmaniose Cutanea
Localizada; LCL+DM: pacientes com LCL e diabetes; Teste de Mann—-Whitney; *** p < 0,001.
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6.2. INDIVIDUOS DIABETICOS PRODUZEM MAIORES NIVEIS DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS

Diferentes mediadores inflamatdrios, tais como citocinas (IL-1p, IL-6, TNF-a e IL-10)
e mediadores lipidicos (LTB4 e PGE2) foram mensurados no plasma de pacientes com LCL,
diabéticos ou ndo. Com relacdo aos mediadores lipidicos, foi observado que os pacientes
diabéticos possuem niveis circulantes de LTB4 superiores em comparagdo aos ndo diabéticos
(Figura 3A). Esta diferenca ndo foi encontrada com o mediador lipidico PGE> (Figura 3B).

Os pacientes diabéticos com LCL também apresentaram niveis circulantes mais
elevados de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 (Figura 3C) e TNF-a (Figura 3D) quando
comparados com pacientes ndo diabéticos. As citocinas IL-18 e IL-10 também foram
avaliadas, mas tiveram niveis abaixo do limite de deteccdo em todas as amostras.

Em conjunto, esses dados indicam que individuos diabéticos com LCL possuem um
perfil inflamatorio sisttmico maior que aqueles pacientes normoglicémicos, com uma maior
producéo de LTB4, IL-6 e TNF-a..
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Figura 3 Individuos diabéticos com LCL apresentam quadro inflamatério sistémico mediado por LTB4, IL-6 e TNFa:
Quantificagdo dos niveis séricos de A) LTB4; B) PGEz; C) IL-6 e D) TNF-a em pacientes apenas com Leishmaniose Cutanea
Localizada (LCL); Pacientes com LCL e diagnosticado com diabetes (LCL+DM); Teste de Mann-Whitney; * p < 0,05.

6.3. MEDIADORES INFLAMATORIOS POSSUEM CORRELACAO POSITIVA COM
GLICOSE E TEMPO DE CURA

Com a obtencdo dos dados clinicos e da quantificacdo sérica dos mediadores
inflamatérios de cada paciente, buscamos identificar possiveis consequéncias clinicas
associadas a este padrdo inflamatorio através de anélises de correlacdo. Dessa forma,
encontramos uma correlagcdo positiva entre os valores de glicemia com LTB4 (Figura 4A) e

também com TNF-a (Figura 4C), quando todo o conjunto de pacientes (LCL e LCL+DM) é
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avaliado. Estes achados indicam que quanto maior o nivel glicémico desses individuos, maior
sera a concentracao serica de LTB4 e TNF-a.

Contudo, ao analisar a associacdo entre esses mediadores com o tempo de cura da
LCL somente em pacientes diabéticos, apenas o LTB4 (Figura 4D) apresenta correlagéo
positiva. Diferentemente, os outros mediadores, IL-6 (Figura 4E) e TNF-a (Figura 4F) nédo
apresentam qualquer associacdo com o tempo de cicatrizacdo da lesdo na LCL. Com isso,
estas analises sugerem que quanto maiores o0s niveis de LTB4 na circulacdo, maior sera o
tempo de cura da LCL nos diabéticos.
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Figura 4 A glicemia e o tempo de cura estdo correlacionados positivamente com a producéo de LTB4 em individuos
diabéticos:

Andlise de correlagdo entre A) LTB4; B) IL-6 e C) TNF-a com niveis glicémicos em pacientes com LCL, diabéticos (circulo
preenchido) ou néo (circulo vazio) e de D) LTB4; E) IL-6 e F) TNF-a. com tempo de cura apenas em pacientes diabéticos
com LCL; r = Coeficiente de correlacdo de Sperman; * p < 0,05.
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6.4. MACROFAGOS DE INDIVIDUOS DIABETICOS SAO MAIS SUSCETIVEIS A
INFECCAO POR L.braziliensis

Em seguida, buscamos avaliar se o diabetes também aumenta & suscetibilidade de
macrdéfagos humanos a infecgdo por L. braziliensis. Para isso, células mononucleares do
sangue periférico foram coletadas dos pacientes com LCL, diabéticos ou ndo, cultivadas in
vitro, diferenciadas em macrofagos e infectadas com o parasita.

Os resultados mostram que macrdfagos de individuos diabéticos possuem uma maior
suscetibilidade a infeccdo por L. braziliensis, devido ao aumento na sua taxa de infeccéo
(Figura 5A) e numero de amastigotas (Figura 5B) em comparacdo com macrdfagos de
individuos ndo diabéticos. Esta diferenca pode ser visualizada nas fotomicrografias
representativas da infeccdo, onde os macrofagos provenientes de diabéticos estdo mais
infectados e com nimero superior de amastigotas em comparagdo aos ndo diabéticos (Figura
5C).

Esses resultados confirmam a maior suscetibilidade a infeccdo por parasita

protozodrio, como L. braziliensis, de células humanas provenientes de individuos diabéticos.
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Figura 5 Macrofagos de individuos diabéticos infectados com L. braziliensis sdo mais suscetiveis:

A) Percentual de infeccdo e B) nimero de amastigotas em 100 células. C) Fotomicrografia de macr6fagos humanos de
pacientes com LCL, diabéticos ou ndo, infectados com L. braziliensis por 4 horas. Objetiva de 100x; Barra de escala = 10um.
Setas = amastigotas. Grupo ndo diabético n=4; diabético n=7; Teste de Mann—Whitney; * p < 0,05.
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6.5. A SUSCETIBILIDADE DE MACROFAGOS INFECTADOS COM L. braziliensis E
PROPORCIONAL A CONCENTRAGCAO DE GLICOSE

Para avaliar os mecanismos que regulam esse aumento da suscetibilidade a infecgédo
por L. braziliensis em condigdes de hiperglicemia, macr6fagos humanos de doadores
voluntarios foram cultivados em diferentes concentracdes de glicose e, em seguida, expostos
ao parasita.

Os achados obtidos com esses ensaios indicam que 0 aumento na concentracdo de
glicose resulta em maior suscetibilidade dos macrofagos a infeccdo, conforme
fotomicrografias representativas (Figura 6A). Nas imagens, € possivel observar a maior
frequéncia de células infectadas a medida que a concentracdo de glicose aumenta de 90 até
300mg/dL (Figura 6A). Os valores referentes a quantificacdo das repeticbes deste
experimento confirmam o aumento significativo na taxa de infeccdo (Figura 6B) e nimero de
amastigotas nos macrofagos (Figura 6C) em condicdes hiperglicémicas. Isso se reflete na
viabilidade dos parasitos apds 72 horas de cultivo, onde ha um aumento significativo com
300mg/dL de glicose (Figura 6D), sugerindo que macrofagos submetidos a hiperglicemia sdo
menos eficientes em eliminar L.braziliensis.

Uma vez que alteracdes na concentracdo de solutos interferem na osmolaridade do
meio, o manitol foi utilizado como controle osmotico nas mesmas condi¢cdes que a glicose
(90, 150 e 300mg/dL). Nossos resultados confirmam que é a presenca da glicose que leva ao
aumento da suscetibilidade a L. braziliensis, visto que o tratamento dos macréfagos com
manitol ndo alterou os valores de taxa de infec¢do (Figura 6E) e nimero de amastigotas
(Figura 6F). Ademais, estas alteracGes na osmolaridade ndo tiveram nenhum efeito na cultura
celular, tendo a caracteristica de uma cultura homogénea em relagdo ao nimero de células por
campo (Figura 6G).

Diante desses achados, conclui-se que em condi¢des de hiperglicemia ha o aumento da
suscetibilidade de macréfagos humanos a infeccdo por L. braziliensis, reduzindo a eficiéncia

destas células em eliminar o parasita.
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Figura 6 Macrofagos cultivados em diferentes concentragdes de glicose e infectados com L.braziliensis:

A) Fotomicrografias de macrdfagos humanos de doadores saudaveis cultivados em 0, 90, 150 e 300 mg/dL de glicose,
infectados com L. braziliensis. B) Percentual de infeccdo e C) NUmero de amastigotas em 100 células, n=6. D) Viabilidade
do parasita 72 horas ap6s infeccdo em diferentes concentracGes de glicose, n=13. E) Percentual de infeccdo e F) Ndimero de
amastigotas em macréfagos cultivados em manitol infectados com L.braziliensis, n=2.. G) Densidade celular, n=6. Objetiva
de 100x; Barra de escala = 10 um. Setas = amastigotas; Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn; * p < 0,05; ** p < 0,01.

6.6. L. BRAZILIENSIS INDUZ LTB4 E IL-6 EM MACROFAGOS INDEPENDENTE DA
CONCENTRACAO DE GLICOSE, MAS A HIPERGLICEMIA INIBE A SUA

SINALIZACAO

Diante destes resultados, buscamos identificar in vitro o mecanismo envolvido no
aumento da suscetibilidade a L. braziliensis em condig¢des hiperglicémicas.

Verificamos que a producdo de LTB4 (Figura 7A) e IL-6 (Figura 7B) foi aumentada
apos a infeccdo dos macrofagos com L. braziliensis de forma independente da concentragdo
de glicose. Sabendo da importancia do reconhecimento do LTB4, buscamos avaliar o receptor,
0 BLT1, onde este se mostrou modulado negativamente em altas concentracfes de glicose,
tanto em macrdfagos infectados como apenas com a glicose (Figura 7C). Essa modulagéo

negativa também pode ser vista para os receptores TLR2 (Figura 7D) e TLR4 (Figura 7E) em
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macrofagos cultivados em altas concentracdes de glicose. Com isso, os resultados sugerem
que macréfagos em condicOes hiperglicémicas possuem uma modulacdo negativa de BLT1,
TLR2 e TLR4, resultando em um menor reconhecimento do LTB4 e consequentemente menor
potencializacdo dos TLR, os quais também estdo modulados negativamente, fazendo com que
0 macrofago seja mais hiporresponsivo.

Para garantir que esta diferenca de suscetibilidade é realmente um fendmeno biol6gico
da hiperglicemia e ndo uma influéncia na viabilidade celular devido a deposi¢cdo de um soluto
na cultura (glicose) foi feito o teste citotoxicidade (Figura 7F). Mostrando que alta

concentracéo de glicose néo interferia na viabilidade celular.
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Figura 7 Macrdfagos infectados produzem LTB4 e IL-6, independente da concentracdo de glicose, mas possuem uma
modulagdo negativa dos receptores BLT1, TLR2 e TLR4:

A) Producéo de LTB4 e B) IL-6 em macrofagos humanos infectados em diferentes concentragdes de glicose comparados a
macréfagos ndo infectados, n=9. Quantificagdo relativa da expressao génica de C) BLT1, n=9 D) TLR2, n=6 e E) TLR4, n=6
em macrofagos cultivados em diferentes concentragdes de glicose sem infecgdo (branco) ou infectados (preto). F)
Viabilidade dos macréfagos em diferentes concentragdes de glicose, n=3. Teste de Mann-Whitney; * p < 0,05; ** p < 0,01.
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7 DISCUSSAO

O diabetes é uma doenca metabolica, caracterizada por elevados niveis de glicose na
circulacdo sanguinea (KEANE et al., 2017). Esse distdrbio metabolico tem ganhado grande
atencdo devido a sua gravidade e a alta incidéncia ao passar dos anos. No Brasil, estima-se
que no prazo de 20 anos, o numero de adultos diagnosticado com Diabetes cresca mais de
60% (IDF, 2015).

A inflamacdo cronica e sisttmica em pacientes diabéticos € algo bem estudado e
consolidado, com elevados niveis de mediadores pro-inflamatorios na circulagdo sanguinea,
esses pacientes em longo prazo tendem a desenvolver graves complicacGes, dentre elas, a
dificuldade de cicatrizacdo e aumento da suscetibilidade a infeccbes (DONATH;
SHOELSON, 2011; FILGUEIRAS et al., 2015a).

Os dados clinicos dos pacientes do presente estudo revelaram um grande descompenso
glicémico em pacientes diabético, tornando um grupo bastante heterogéneo, isso pode ser
devido a falta de diagndstico precoce e controle da doenca em regides endémicas (Figura 2A).
A érea endémica de Corte de Pedra no estado da Bahia é uma das mais significativas da
América Central e do Sul na infeccdo por L. braziliensis, no entanto, os dados de pacientes
diabéticos até o periodo de 2008 eram escassos no Posto de Saude de Corte de Pedra,
evidenciando que a populacdo em estudo apenas nos Gltimos anos passou a ter atencdo
perante a hiperglicemia (JIRMANUS et al., 2012).

Na populacdo em estudo ndo foi possivel verificar aumento no tamanho (Figura 2B) e
nimero de lesdo (Figura 2C) entre pacientes diabético e ndo diabético. Jirmanus e
Colaboradores rastrearam os dados clinicos de pacientes da area endémica de Corte de Pedra
no periodo de 1988-2008, constatando um numero constante de lesdes por pacientes, ndo
verificando diferenca nem mesmo em formas clinicas distintas da doenga. Eles mostraram
também que a forma cutanea da Leishmaniose é a que possui 0 menor tamanho em
comparacdo as outras formas clinicas (JIRMANUS et al., 2012). De Moura e Colaboradores
mostraram em modelo experimental que a lesdo surge apenas no local de inoculagdo das
formas infectantes do parasita, deixando a entender que na LCL, o0 nimero de lesdo pode ser
mais dependente do flebotomineo do que mesmo o hospedeiro (DE MOURA et al., 2005). No
entanto, foi possivel observar que pacientes hiperglicémicos ndo cicatrizavam no primeiro
ciclo de tratamento para LCL, possuindo uma resposta positiva apenas com o segundo ciclo

em diante, quando o0s pacientes também comecam a responder aos medicamentos
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hipoglicemiantes (Figura 2D). A dificuldade de cicatrizacdo em ambiente hiperglicémico é
uma complicagdo constante desses pacientes, 0S comprometimentos macro e microvasculares,
a neuropatia, hipéxia e inflamacdo crénica podem ser fatores determinantes para tal
consequéncia (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014).

No processo de cicatrizagdo em ambiente hiperglicémico pouco se sabe o0s
mecanismos celulares e moleculares envolvidos, Wu e Colaboradores experimentalmente
mostraram que um dos principais fatores na dificuldade de cicatrizacdo é a inflamacéo
exacerbada induzida via TLR3 (WU et al., 2016). Nesse mesmo contexto, um estudo mostrou
a participacdo da inflamagdo proveniente do TLR9 dificultando a cicatrizagdo em pacientes
DM2 (SINGH et al., 2016). Além disso, Mirza e Colaboradores ressaltaram a participacdo de
macrofagos na dificuldade de cicatrizacdo em ambientes hiperglicémicos, principalmente pela
sua polarizacdo para um perfil pré-inflamatorio (MIRZA et al., 2014, 2015). Isso fortalece o
entendimento que determinados mediadores inflamatérios e potencializadores de TLRs estdo
relacionados com a dificuldade de cicatrizacdo em pacientes diabéticos (MIRZA et al., 2013;
MIRZA; KOH, 2015; SINGH et al., 2016; WU et al., 2016).

Para determinar o estado inflamatdrio dos pacientes em estudo, os niveis de LTB4
(Figura 3A), PGE> (Figura 3B), IL-6 (Figura 3C) e TNF-a (Figura 3D) foram mensurados. Os
resultados confirmam que individuos diabéticos com LCL possuem elevados niveis de
mediadores inflamatdrios comparado a pacientes apenas com LCL. Resultados estes, que
corroboram com os achados por Hang e Colaboradores, onde encontraram um aumento de IL-
6 e TNF-a em pacientes com retinopatia diabética (HANG et al., 2014). As citocinas IL-6 e
TNF-a também tém sido associadas em pacientes diabéticos com nefropatias (NAVARRO-
GONZALEZ et al., 2011). Em modelo experimental de diabetes, 0 aumento de LTB4 tem sido
relacionado com o a suscetibilidade a infeccbes (FILGUEIRAS et al., 2015b). O LTB4 em
camundongos diabéticos é encontrado em grandes niveis na circulacdo, possuindo uma
caracteristica peculiar, a capacidade de aumentar as demais citocinas pré-inflamatorias
encontradas em condigdes hiperglicémicas (BRANDT; SEREZANI, 2017; FILGUEIRAS et
al., 2015b; SEREZANI et al., 2011a). Em relacdo ao PGE», os resultados mostram que
pacientes diabéticos com LCL mesmo estando sistemicamente inflamados, os niveis deste
eicosanoide permanece indiferente em relacdo a pacientes com LCL ndo diabético, isso
mostra um desequilibrio inflamatdrio desses pacientes hiperglicémicos, uma vez que, PGE>
tem sido relacionado com a patogénese de doencas inflamatorias, principalmente pela sua

associacao anti-inflamatéria e imunossupressora ao ligar no seu receptor EP4 e induzir a
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inibicdo do NF-xB, diminuindo assim citocinas pro-inflamatorias (GILL et al., 2016;
NATARAIJ et al., 2001; OGAWA et al., 2009).

A hiperglicemia é um fator determinante para a producdo de altos niveis de
mediadores inflamatdrios, nossos achados demonstram uma correlagdo positiva entre a
glicemia e os niveis de LTB4 (Figura 4A), IL-6 (Figura 4B) e TNF-a (Figura 4C) em pacientes
com LCL, diabético ou ndo. Liu e Colaboradores, conseguiram associar o grau de glicacdo de
Hemoglobina (HbA1c) com a inflamacéo em pacientes euglicémicos ou hiperglicémicos (LIU
et al., 2015). Interessantemente, o LTB4 foi 0 Unico mediador inflamatorio capaz de mostrar
uma correlacgdo positiva com o tempo de cura para LCL em pacientes diabéticos (Figura 4D).
Mostrando a participagdo deste mediador no desfecho da LCL em pacientes sistemicamente
inflamados. Estudos recentes tem mostrado a participacdo deste mediador lipidico no contexto
de cicatrizacdo de feridas, demonstrando que a sua inibicdo esta relacionado com um melhor
processo resolutivo (GUIMARAES et al., 2018). Além disso, a producio descontrolada de
LTBs em ambientes hiperglicémicos tem sido relacionada com um recrutamento
descontrolado de neutréfilo e formacéo ineficiente do abscesso (Dados ndo publicados -
BRANDT et al., 2018). Nesse contexto, Hang e Colaboradores mostraram a capacidade de um
mediador inflamatorio ser utilizado como biomarcador em complicacgdes diabéticas (HANG et
al., 2014). Sindhu e Colaboradores também evidenciaram a possibilidade de encontrar
proteinas com potencial de sinalizar a agravamento de patologias como o diabetes (SINDHU
et al., 2016). Mostrando que o alvo do atual estudo, pode tanto fornecer uma via a ser
explorada como medida terapéutica assim como um possivel biomarcador.

A suscetibilidade a infecgdes em pacientes com distirbio metab6lico como o diabetes
€ uma preocupacao incessante, tanto para o paciente quanto para o corpo médico em ambiente
hospitalar (BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD, 2007; FILGUEIRAS et al., 2015b;
POZZILLI; LESLIE, 1994). Os resultados do presente estudo destaca o0 aumento da
suscetibilidade de macrofagos de individuos diabéticos a infeccdo por L. braziliensis
comparado com individuos ndo diabético (Figura 5A;B). Nesse contexto, esses resultados
estdo de acordo com o descrito por Filgueiras e Colabores, os quais, em modelo experimental
de diabetes, mostraram a suscetibilidade a infecgédo e agravamento de sepse (FILGUEIRAS et
al., 2015b). Outro estudo também mostrou associacdo da suscetibilidade a infeccbes com o
diabetes, relatando o aumento de infec¢bes na pele, pulméo e trato urinario (BENFIELD;
JENSEN; NORDESTGAARD, 2007).

Os dados do atual estudo mostram que macrofagos cultivados em condigdes

hiperglicEémicas parecem ter uma resposta ineficiente durante um processo infeccioso (Figura
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6A-D) diferindo do encontrado em um estudo feito para avaliar a suscetibilidade de
macrofagos submetidos a altas concentracdes glicose infectados com Mycobaterium
tuberculosis, o qual mostrou que a glicose ndo participa sozinha no processo de
suscetibilidade, sendo dependente de outros fatores, como a producdo dos mediadores
inflamatorios (LACHMANDAS et al., 2015). Sendo assim, a suscetibilidade diante da
hiperglicémica pode ser dependente do patdgeno e ndo uma caracteristica generalizada para
todos os tipos de infecces.

Diante desses achados, o LTB4 produzido em macrofagos apos a infeccdo por L.
braziliensis juntamente com a modulagdo negativa dos receptores BLT1 (Figura 7C), TLR2
(Figura 7D) e TLR4 (Figura 7E) em macrofagos sob condigdes hiperglicémicas parece ser o
responsavel pela suscetibilidade (Figura 7A). A sinalizacdo do LTB4 parece ter um papel
fundamental, uma vez que, um estudo experimental de diabetes destacou a correlacdo da
producdo exacerbada de LTB4 com a suscetibilidade a infec¢bes bacterianas (FILGUEIRAS
et al., 2015b). Além disso, um estudo mostrou que 0 parasita protozoario Leishmania
sp.parece modular negativamente a acdo do LTB4 com a finalidade de evadir do sistema
imune (CHAVES et al., 2014; CHAVES; CANETTI; COUTINHO-SILVA, 2016; MORATO
etal., 2014).

Sabe-se que o LTB4 é um potencializador de TLR (SEREZANI et al., 2011b). No
entanto, quando os TLR ou o seu receptor BLT1 estdo modulados negativamente pouco da
sua funcdo é exercida, como a producdo de citocinas pré-inflamatérias e capacidade de
eliminacdo do patogeno (FILGUEIRAS et al., 2015b; MORATO et al., 2014; ROSE-JOHN;
WINTHROP; CALABRESE, 2017; SEREZANI et al., 2011b). Além disso, os TLR sdo de
grande importancia para o controle da infeccdo por Leishmania (GATTO et al., 2015). Em
especial, a expressdo de TLR2 e TLR4 foi relacionada com a producdo de mediadores
inflamatdrios antes e depois do tratamento para Leishmaniose (GATTO et al., 2015). Assim
como no perfil de resposta contra a L. donovani (MURRAY et al., 2013). Halliday e
Colaboradores mostraram que camundongos sem TLR2 e TLR4 apresentou um nimero maior
de lesdes e de carga parasitaria comparado a camundongos selvagens, mostrando a
participacdo desses receptores no controle da infeccdo por L. major (HALLIDAY et al.,
2016).

Os dados mostram também a producdo da citocina IL-6 apds infeccdo de macréfagos
por L. braziliensis. Um estudo mostrou que essa citocina esta relacionada com a capacidade
do hospedeiro em resolver os mais variados tipos de infec¢bes, como viral, fungica,
bacteriana e parasitaria (ROSE-JOHN; WINTHROP; CALABRESE, 2017). A producéo de
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IL-6 na Leishmaniose tem mostrado ter um papel imunoprotetor (STAGER et al., 2006). Foi
relatada também a sua participagio em PMBCs estimulados com a L.braziliensis e
relacionada com individuos bons respondedores (GOMES et al., 2014). No entanto, em um
contexto de cultura celular, a citocina IL-6 pode ndo estar relacionado a suscetibilidade, uma
vez que, diferente do LTB4 que age diretamente no aumento ROS e subsequente eliminacéo
do parasita (CHAVES; CANETTI; COUTINHO-SILVA, 2016), a IL-6 em macrofagos estd
relacionada apenas com o0 aumento da expressdo do receptor de IL4 (IL4R) (BONCI;
LUPICA; MORALES, 2015).

Diferente de condi¢des normoglicémicas, que o LTB4 parece ter um papel protetor em
infeccGes com L. braziliensis (CHAVES et al., 2014; CHAVES; CANETTI; COUTINHO-
SILVA, 2016; MORATO et al., 2014). Esses dados sugerem que em condicdes
hiperglicémicas, a producéo exacerbada de LTB4 pode dificultar uma resposta controlada e
eficaz contra a L. braziliensis, resultando em uma resposta inflamatéria crénica e subsequente
dificuldade de cicatrizacdo. Além disso, a hiperglicemia parece ter um papel importante na
modulacdo de receptores da via do LTBs e dos TLR, resultando em macréfagos mais
hiporresponsivo a infeccdo por L. braziliensis. Fornecendo assim, possiveis vias a ser
exploradas com a finalidade de melhorar a resposta imunoldgica desse pacientes, resultando

em um melhor progndstico no tempo de cicatrizag&o.

8 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo, juntos, mostram que individuos diabéticos com LCL
possuem um perfil inflamatorio exacerbado e sisttmico comparado a individuos nao
diabético. E em destaque, um mediador lipidico, o LTB4 presente em altos niveis em
pacientes hiperglicémicos esta relacionado com a dificuldade de cicatrizacdo. Além disso, 0s
resultados mostram que tanto macréfagos provenientes de individuos diabéticos como de
doadores saudaveis submetidos a altas concentracBes de glicose possuem uma maior
suscetibilidade a infeccdo por L. braziliensis. Esta suscetibilidade pode ser estar relacionado
com a modulagdo negativa de receptores como BLT1, TLR2 e TLR4, fazendo com que ndo
haja a sinalizagdo completa do LTB4, resultando assim, em uma reposta ineficiente e diferente

em comparacdo aos macrofagos cultivados em concentragGes normais de glicose.
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Tabela 1 Dados clinicos de pacientes com LCL infectados por L. braziliensis, diabetico ou nao.
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Parametro
) ldade Género Glicemia Tempode  Tamanhode Numer  Local da leséo LST PCR
Pacientes (Anos) (mg/dL) cura lesdo ode (mm)
(Dias) (mm) leséo
(n)
Nao diabético
27062 30 5X4 01 Coxa 23x20 Positivo
esquerda
54 F 112
90 13X12 01 | Bragodireito 17x15 Positivo
27067
55 M 114
80 25X18 01 Perna 15x15 Positivo
27140 esquerda
49 M 99
X 20X19 04 Perna 5x5 Positivo
27197 esquerda
39 M 104
90 X7 03 | Toéraxebrago | 10x10 Positivo
27807
24 F 108
80 35X22 01 | Braco direito 17x15 NR
27828
28 F 101
145 10X05 01 Coxa direita 12x12 Positivo
28097
25 F 98
F 104 40 10X10 02 Pé direito 15x12 NR
26970 62
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LST — Teste de Pele contra Leishmania; PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase ; NR — Ndo reagido; X — Dados ndo obtidos



