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RESUMO

INTRODUCAO: O aumento da incidéncia na gravidade das manifestagdes clinicas em pacientes
com doengas metabolicas, como a diabetes mellitus (DM) tipo 2, ocorre devido a inflamagao
cronica induzida pelo aumento dos niveis plasmaticos de glicose e lipidios exogenos. DM ¢
classificada como um fator de risco para doencgas infecciosas e endémicas, em paises tropicais.
Portanto, infecgdes cutaneas causadas por patégenos como L. braziliensis (L.b), no Brasil, ,
causador da leishmaniose cutanea (LC), representam um modelo para avaliar o efeito da associagao
entre DM, uso da metformina, farmaco hipoglicemiante de primeira escolha para o tratamento por
hipoglicemiante na DM, mais amplamente utilizado no Sistema Unico de Satde (SUS), e suas
interferéncias na resposta imune in situ e sistémica do hospedeiro contra este protozoario. Tendo
em vista, os efeitos adicionais do hipoglicemiante metformina (MET) ter capacidade moduladora
na resposta imunologica inata e adaptativa do hospedeiro. OBJETIVO: Avaliar as diferencas
clinicas e histopatoldgicas de pacientes com LC com e sem DM e o efeito imunomodulador da
metformina em modelo experimental de infec¢do por L.b. MATERIAL E METODOS: Trata-se
de um estudo de caso-controle, amostra de conveniéncia, de carater investigativo e descritivo em
bidpsias de pacientes com LC com e sem DM. Bidpsias foram caracterizadas por anélises
histopatoldgicas e de imunohistoquimica. Adicionalmente, um estudo experimental de infecgao
com L.b e tratamento com MET in vivo em camundongos BALB/c e in vitro em macrofagos Raw
264.7. RESULTADOS: Pacientes com DM desenvolvem LC atipica, com menor frequéncia de
necrose e diminui¢ao do ntimero de células T CD8* nas Ulceras. MET no modelo experimental in
vivo induziu diminui¢ao de TNF e IL-12p70 séricos, interferiu na cinética da lesao e esteve
associado ao aumento da carga parasitaria no local da inoculagao e nos linfonodos ipsilaterais. In
vitro, em macro6fagos tratados com MET, foi observado redugao da proliferacgao celular e nao houve
interferéncia na viabilidade celular. Diminutas concentragoes de MET no cultivo de L.b permite a
manutencao da fase estacionaria de crescimento. Na infecgdo in vitro por L.b e células tratadas
com MET, observou-se aumento do namero de macréfagos infectados e da carga parasitaria. MET
e infec¢do por L.b isoladamente promove a produgao de ROS intracelular, contudo os niveis de
ROS sao reduzidos em macrofagos tratados com MET e submetidos a infec¢ao com L.b.
CONCLUSAO: DM podem interferir no fenotipico das lesdes cutaneas através da modulagdo no
infiltrado celular no local da inflamagao, assim como, na extensao e frequéncia da necrose na LC
em pacientes diabéticos. De forma sistémica, o tratamento experimental com MET foi capaz de
reduzir os niveis de citocinas indutoras de uma resposta Thl, descrita como protetora para o
controle parasitario, como também e interferir na cinética da ulceragao cutanea e causando aumento
da carga parasitaria. As evidenciais experimentais foram comprovadas em ensaios de cultivo
celular nos quais a MET aumentou a carga parasitaria, alterou a produ¢ao de ROS e modulou a
proliferagao celular. Diante dessas evidéncias conclui-se que DM interfere na apresentacéo clinica
na Ulcera da LC e MET piora a evolugao da leishmaniose cutanea experimental.

Palavras-chave: Metformina. Leishmaniose cutanea. Diabetes. Imunomodulagéo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The increased incidence in the severity of clinical manifestations in patients
with metabolic diseases such as diabetes mellitus (DM) type 2 is due to chronic inflammation
induced by increased plasma glucose and exogenous lipid levels. DM is classified as a risk factor
for infectious and endemic diseases, in tropical countries. Therefore, cutaneous infections caused
by pathogens such as L. braziliensis (Lb) in Brazil, which causes cutaneous leishmaniasis (CL),
represent a proposed model to evaluate the effect of the association between DM, metformin use.
Metformin is a hypoglycemic drug of first choice for hypoglycemic treatment of DM and is widely
used in the Unified Health System (SUS), despite its interference in the host's in situ and systemic
immune response against the protozoan. Given the additional effects of metformin (MET), it is
capable of modulating the innate and adaptive host immune response. OBJECTIVE: To evaluate
the clinical and histopathological differences of CL patients with and without DM and the
immunomodulatory effect of metformin in an experimental model of Lb infection. MATERIAL
AND METHODS: This is a case-control study, convenience sample, investigative and descriptive
study in biopsies from patients with CL with and without DM. Biopsies were characterized by
histopathological and immunohistochemistry analysis. Additionally, an experimental study of Lb
infection and MET treatment in vivo in BALB / ¢ mice and in vitro in Raw 264.7 macrophages.
RESULTS: Patients with DM develop atypical CL, with less frequency of necrosis and CD8 + T
cells in ulcers. MET in the in vivo experimental model induced a decrease in serum TNF and IL-
12p70, interfered with lesion Kinetics and was associated with increased parasite load at the
inoculation site and ipsilateral lymph nodes. In MET-treated macrophages, cell proliferation
reduction was observed and there was no interference on cell viability. Small MET concentration
in L.b culture allows the maintenance of the stationary phase of growth. In vitro infection with Lb
and MET-treated cells increased the frequency of infected macrophages and parasite load.
Although MET and Lb infection alone are able to promote the production of intracellular ROS,
ROS levels are reduced in MET-treated macrophages undergoing L.b infection. CONCLUSION:
DM can interfere with the phenotypic of skin lesions by modulating cell infiltrate at the
inflammation site, as well as the extent and frequency of CL necrosis in diabetic patients.
Systemically, the experimental treatment with MET was able to reduce the levels of cytokines that
induce a Thl response, described as protective for parasitic control, as well as to interfere with
cutaneous ulceration kinetics and causing increased parasite load. Experimental evidence was
confirmed in cell culture assays in which MET increased parasitic load, altered ROS production,
and modulated cell proliferation. Based on this evidence, it can be concluded that DM interferes
inthe clinical presentation of the ulcer and MET worsens the evolution of experimental cutaneous
leishmaniasis.

Keys word: Metformin. Cutaneous leishmaniasis. Diabetes. Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga metabolica cronica caracterizada por niveis elevados
de glicose no sangue, ocasionando danos teciduais sobretudo em coragao, olhos, rins e nervos
decorrentes das lesdes vasculares (DeFRONZO et al., 2015). DM ¢ classificada em diabetes tipo 1
ou 2. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ou denominada diabetes juvenil ou diabetes insulino-
dependente, ¢ uma condig¢do cronica em que 0 pancreas produz niveis baixos ou auséncia da
insulina. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) apresenta-se através da resisténcia a insulina ou produgao
insuficiente na vida adulta (ALBERTI, ZIMMET, 1998). Estima-se que 422 milhdes de adultos
convivem com DM e sendo considerado um importante problema de saade pablica mundial (OMS,
2016). No Brasil, ha pelo menos 7 milhdes pessoas diabéticas e aproximadamente 80 mil mortes
por ano por complicaces da DM (IDF, 2015; OMS, 2016).

A elevada taxa de glicose circulante resulta em produtos finais de glicacao avangada
(Advanced Glycation End-Products — AGEs). AGEs sao gerados pela ligagdao do grupamento
carbonila da glicose com um grupamento amina das proteinas. A glicolise e a autoxidacao de
glicose interagem com aminoacidos para formar AGEs de forma alternativa. A glicoxidagao gera
espécies reativas de oxigénio (ROS), levando ao estresse oxidativo e danos estruturais e funcionais
as macromoléculas, aumento da expressiao de mediadores inflamatorios, desenvolvimento e a
progressao das complicagdes diabéticas (JAKUS, RIETBROCK, 2004). Monoacitos, macrofagos e
células dendriticas apos estimulo inflamatorio produzem mieloperoxidases e NADPH oxidase que
induzem a formagao de mais AGEs por meio da oxidacao de aminoacidos, ocasionando inflamagao
adicional. AGEs sao associados a doencas macrovasculares, micro e macrovasculares diabéticas,
nefropatia, neuropatia e retinopatia. (HUEBSCHMANN et al., 2006).

A absorgao aumentada de glicose altera o metabolismo celular a fosforilagao oxidativa para
glicolise e desativa AMP-proteina cinase ativada (AMPK), um sensor critico de nutrientes e energia
celular, ativando assim complexo 1 do alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) e consequente
supressao da autofagia. A ativacao de capases via inflamassoma desencadeia inflamacao e

apoptose, como também, associado ao estresse metabolico e disfung¢ao vascular em diabéticos,



19

diminui a eliminacdo de patogenos e contribui assim para um risco maior de infec¢ao nos diabéticos
(KRAKAUER, 2015). Ativagao dependente de ROS do inflamassoma nod-like receptor family
pyrin domain containing 3 (NLRP3) em células endoteliais, em condigoes de hiperglicemia, se
estabelece como mecanismo inicial causando disfun¢ao endotelial e liberacdo de high-mobility
group box 1 protein (HMGBL1) induzindo mais inflamagao pela agdo de padroes moleculares
associados a dano (DAMPSs). Estes efeitos contribuem para o inicio precoce da lesao endotelial em
DM (CHEN et al., 2016).

1.2 EFEITOS CLASSICOS DAS BIGUANIDAS

A metformina ¢ uma biguanida derivada da planta Galega officinalis, utilizada desde a
Idade Média na Europa para tratamento da poliaria em diabéticos. Seu uso oficial como farmaco
para controle DM sé ocorreu a partir do século XX, e atualmente é considerado um tratamento de
primeira linha para DM 2 (SANTOMAURO et al., 2008; ALVAREZ, 2011). Seu efeito
hipoglicemiante tem sido atribuido ao aumento da sensibilidade a insulina no tecido muscular
esquelético, diminui¢ao também da producao hepatica de glicose por inibir a gliconeogénese e a
glicogenolise, aumenta a expressao dos receptores de insulina e os niveis séricos do GLP-1, e ainda,
promove perda de peso por ter propriedades anorexigenas e diminui a absorgao intestinal de glicose
(SANTOMAURO et al., 2008; ALVAREZ, 2011; MORANTES-CABALERO et al., 2016;
CRESPO, 2009). Associado a isso, evidéncias demonstram que a metformina diminui os
triglicérides e acidos graxos livres ao inibir a lipolise, reduz a pressao arterial sistolica e diastolica
e melhora a fungao endotelial (SANTOMAURO et al., 2008).

O mecanismo de ac¢do da metformina no tratamento da DM 2 tem sido associado a inibi¢ao
do complexo 1 da cadeia mitocondrial, causando aumento do monofosfato de adenosina (AMP) e
levando a ativagao da AMPK, proteina envolvida na regulagao metabolica, que ¢ ativada quando
ha deplecao do trifosfato de adenosina (ATP). Os mecanismos modulatorios sao associados a
supressao das vias anabélicas, induzindo o catabolismo, resultando na restaura¢ao do balango
energético celular (HARDIE, 2016). O aumento do AMP promovido pela metformina inibe a
proteina cinase ativada por AMPc (AMPc-PKA), proteina responsavel pela via de sinalizagdo do
glucagon, horménio indutor da elevagao dos niveis plasmaticos de glicose, e a frutose-1,6-

bifosfatase, enzima que atua na transformagao do lactato e do glicerol em frutose-6-fosfato, que
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posteriormente ¢ convertida em glicose que ¢ liberada do figado para a corrente sanguinea através

do transportador GLUT-2, inibindo assim a gliconeogénese (ADAK et al., 2018).

O aumento da captagao de glicose pelo musculo esquelético é proporcionado pela agao da
AMPK em fosforilar a proteina membro da familia 1 do dominio TBC1 (TBC1D1) ativadora da
Rab-GTPase (Rab-GAP). A TBC1D1 e a proteina membro da familia 4 do dominio TBC1
(TBC1D4) possuem acdes semelhantes, porém a primeira é predominante no masculo, enquanto
que a segunda esta presente em adipocitos. Essa proteina se liga as vesiculas contendo o
transportador de glicose GLUT-4 e seus dominios Rab-GAP atuam como GTPases, que quando
ligados ao GDP impedem a translocagao do GLUT-4 para membrana plasmatica. AMPK
fosforilando a proteina TBC1D1 promove sua ligagao a proteinas que inibem a atividade GTPase,
levando ao aumento da concentracao de GLUT-4 na membrana e melhorando a captaciao de
glicose. A capacidade da AMPK de elevar a sensibilidade do musculo a agao da insulina é¢ mediada
pela fosforilagao da Ser237, local fosforilado juntamente com Thr596 pela via da Akt ativada pela
insulina (HARDIE, 2014).

A agdo da metformina sobre 0 metabolismo lipidico ocorre através da B-oxidagao sobre a
sintese de acidos graxos, que decorre da inibigdo da fosforilagdo pelas ACC1 e ACC2 via AMPK,
reduzindo os niveis de malonil-CoA, um intermediario da sintese de acidos graxos e inibidor da
absorgao dos acidos graxos pela mitocondria (HARDIE, 2014). Associado a isso, a AMPK também
diminui a sintese de triglicérides e de colesterol por inibir as enzimas HGM-CoA redutase
(SANTOMAURO et al., 2008).

Os efeitos adicionais da metformina sao na modulagao negativa do complexo | da cadeia
de transporte de elétrons mitocondriais, resultando em uma diminui¢ao na concentracao de ATP
celular e um aumento nas relagoes ADP/ATP e AMP/ATP, o que reflete um nivel de baixa energia.
Esta deplegdo de energia ¢ responsavel pela ativagio AMPK a fim de restaurar a homeostase
energética (DAUGAN et al., 2016).

1.3 ACAO IMUNOMODULATORIA DA METFORMINA

A metformina desencadeia agoes anti-inflamatorias pela inibigao de IL-1p3, TNF e MCP- 1

in vitro e in vivo (VASAMSETTI et al., 2015). Os efeitos anti-inflamatorios da metformina
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inerentes a diferenciagao e polarizagdo de macrofagos sao associados para prevengao e tratamento
de lesdao vascular, aterosclerose e cancer (HATTORI, HATTORI, HAYASHI, 2015). Efeitos
pleiotropicos descritos sao parcialmente mediados pela ativacao de AMPK. Os ativadores AMPK
atenuam a diferenciacao de monocitos em macrofagos e eventos pro-inflamatérios através de
AMPK-1a regulando transdutor de sinal e ativador de transcrigao 3 (STAT3). STAT3 desempenha
um papel na regulagao da diferenciacao celular e AMPK regula negativamente a fosforilacao de
STAT3 inibindo sua ativagao (VASAMSETTI et al., 2015).

Nos modelos de infec¢ao com patogenos intracelulares como , por exemplo, a Legionella
pneumophila, observou-se reducao na expressao de IL-1p e TNF, interleucina (IL)-12 (IL-12) e
interferon-gama (IFN-y), citocinas que amplificam a inflamacao através da ativacao dos
macrofagos e aumento da atividade citotoxica por células natural killer (NK) e linfocitos T. A
metformina modula também o balango ADP/ATP mitocondrial induzindo a produgao de espécies
reativas de oxigénio mitocondrial (mROS) em macréfagos, reduzindo assim o crescimento de
patogenos intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (KAJIWARA et al., 2017,
SINGHAL et al., 2014). De modo semelhante, o efeito da metformina tem sido observado em
outras infec¢oes como pelo virus da hepatite C (HCV), Helicobacter pilori e Pseudomonas
aeruginosas, revelando seu papel benéfico na resposta imunidade inata e adaptativa do hospedeiro
(DEL CAMPO et al., 2018; TSENG, 2018; ABBAS, ELSHERBINI, SHALDAM, 2017).

1.4 DIABETES MELLITUS COMO FATOR DE RISCO PARA INFECCOES

Os mecanismos que levam a maiores riscos de infec¢ao em diabéticos nao estdo totalmente
elucidados, no entanto, hiperglicemia e hiperlipidemia em diabéticos nao s6 contribuem para
alteragbes no metabolismo, assim como, a glicose e os acidos graxos livres podem ativar
diretamente a inflamacdo e a produ¢dao da interleucina-1p (IL-1p) (KRAKAUER, 2015). As
alteragoes bioquimicas como os niveis glicémicos e lipidicos sao ativadores das cinases como
forma de estresse metabolico ocasionando resisténcia a insulina e disfung¢ao das células B do
pancreas. As cinases de estresse c- Jun N-terminal 1 (JNK1) e inibidor do fator nuclear kappa 3
(IKKPB) induzem citocinas pro- inflamatérias como IL-1B e fator de necrose tumoral (TNF),
quimiocinas como proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1) e interleucina-8 (IL-8)
induzindo um ambiente de inflamagao (SOLINAS, KARIN, 2010).
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Pacientes diabéticos tem aumento do risco para o desenvolvimento de infec¢des em
comparagao com a populagio geral. DM associada a um paciente com mais de 70 anos e obesidade
morbida resulta em um risco ainda maior para infecgdes e pior prognostico culminando em
hospitalizacdao (CAREY, 2018). A maior frequéncia de infec¢cdes em pacientes com DM ¢é causada
pelo ambiente hiperglicémico que favorece modificagcdes na fungao neutrofilica, indugao de
apoptose dos polimorfonucleares, inibicdo do sistema antioxidante (CASQUEIRO, CASQUEIO,
ALVES, 2012; KUWABARA et al., 2018). A diabetes, devido a hiperglicemia no plasma, ativa
previamente os leucocitos e tornando-os pro-inflamatorios. Esse estimulo cronico pelo estado
metabolico alterado nessa doenga pode levar ao aparecimento de leucécitos tolerantes ou anérgicos
que nao sao capazes de responder totalmente a um estimulo infeccioso, permitindo a disseminagao
do microorganismo (KUWABARA et al., 2018).

Os paises tropicais apresentam aumento no namero de pessoas com DM2. Por sua vez, DM
¢ um fator de complicagéo para doengas infecciosas e endémicas como, por exemplo, tuberculose,
melioidose, dengue e outras arboviroses. Todavia, 0s mecanismos imunopatologicos associados a
interacao diabetes e infecgdes tropicais nao estdo totalmente esclarecidos, até o momento. Os
pacientes com diabetes que vivem em paises tropicais provavelmente enfrentam riscos aumentados
de infec¢des comuns e associados as falhas dos cuidados a saude. (CREVEL, VIJVER, MOORE,
2016). Portanto, ¢ relatado um aumento na gravidade das manifestagoes clinicas em doencas devido
a inflamagao metabolica cronica decorrente do excesso de glicose e lipidios exdgenos na pele em
pacientes com diabetes (OUMEISH, 2008).

DM2 gera uma disfun¢ao imunoloégica que interefere no controle da carga parasitaria,
conforme sugerido pelo aumento observado do risco de desenvolvimento da malaria com a
elevacdao da concentracao de glicose (DANQUAH, ADDO, MOCKENHAUPT, 2010). Os
pacientes imunocomprometidos com HIV, doengas autoimunes, uso cronico de alcool ou com DM,
que ¢ considerada uma causa de imunodeficiéncia secundaria, apresentam maior risco, pior
prognaéstico e maior taxa de recidiva, também relatado na leishmaniose visceral (LV) (SCHWETZ
et al., 2017; FLETCHER, ISSA, LOCKWOOQOD, 2015). Os fatores imunolégicos defeituosos do
hospedeiro causados por DM em paciente com leishmaniose cutanea (LC) podem provocar uma
resposta diminuida das células T aos antigenos de Leishmania, levando a caracteristicas

morfologicas incomuns na lesao cutanea (OLIVIER et al., 2009).
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1.5 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sao um grupo de doencas antropozoonoticas predominantes em paises
tropicais e subtropicais causadas por tripanossomatideos do género Leishmania spp, parasita
intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico mononuclear (SWAH, 1994; DESJEUX,
1996; ALVAR et al., 2012). Estes parasitas sao transmitidos aos seres humanos através do repasto
sanguineo da fémea do flebotomineo do género Lutzomyia infectado. As leishmanioses sao
classificadas em visceral (LV) e cutanea (LC). A LC se apresenta na forma clinica localizada
(LCL), forma disseminada (LCD) ou ao acometer mucosas, mucocutanea (LMC). A leishmaniose
cutanea antropica, endémica no Brasil, ¢ predominantemente urbana e periurbana (CARVALHO,
2012). A leishmaniose tegumentar constituiu um problema de saude publica em 85 paises dos
continentes americano, europeu, africano e asiatico, com notificagao de 0,7 a 1,3 milhoes de casos
novos por ano (Brasil, 2019). A OMS classifica a leishmaniose tegumentar como uma das seis mais
relevantes doencas infecciosas devido ao elevado coeficiente de detec¢ao e a ocorréncia de
deformidades (ALVAR et al., 2012). No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢é
mais associada ao complexo Leishmania (Viannia) braziliensis e mais frequentemente relacionada
a doenga cutanea no homem (BRASIL, 2010). Em 2015, foram registrados no Brasil 19.395 casos,
sendo a Bahia o terceiro estado em maior naimero de casos com 2.175 registros de LTA (Brasil,
2017). No ano de 2017, foram computados no Sistema de Notificagdo de Agravos de Notificagao
(SINAN) 2.840 casos no Estado da Bahia, classificando-o como segundo em maior namero de
casos, sendo o Estado do Para o primeiro do ranking com 3.210 casos confirmados e o Estado no

Mato Grosso em terceira colocagao com 2.239 casos (SINAN, 2019).
1.5.1 Ciclo parasitario e desenvolvimento da doenga cutanea

O parasita tem um ciclo de vida dimorfico, o estimulo extracelular dentro do trato digestivo
do vetor promove multiplicagdo e desenvolvimento em forma promastigota prociclica. As
promastigotas diferenciam-se e migram ao proboscide do vetor e podendo ser inoculadas no
hospedeiro através do repasto sanguineo e na forma infectante denominada promastigota
metaciclica (SACKS, 2001). Apés a inoculagdo das promastigotas no hospedeiro, ocorre a
fagocitose por macrofagos e, no interior do fagolisossomo, as promastigotas transformam-se em
umas formas arredondadas, nao flageladas e replicativas denominadas amastigotas. (HERWALDT,
1999; SCOTT, NOVAIS, 2016).
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Apds a infecgdo ocorre um eritema cutaneo que se desenvolve no local da picada do
flebotomineo infectado. O eritema evolui-se em uma papula acneiforme com elevada carga de
amastigotas no interior dos vacuolos parasitoforos e moderada inflamagdo. Com a evolugio da
carga parasitaria desenvolve-se um nodulo e o desenvolvimento posterior de uma ulcera cutanea
com bordas elevadas, fundo granuloso e a analise histopatologica revela moderada namero de
amastigotas e uma acentuada inflamagao cronica difusa (SALDANHA et al., 2017). Antes do
surgimento da ulcera, ocorre o desenvolvimento frequente de linfadenopatia nos ganglios linfaticos
ipsilateral que drenam o local da infecgao. Progressivamente durante um periodo de 2 semanas a 6
meses a lesao ulcerada caracteristica de LCL ¢ formada (REITHINGER et al., 2007). LCL classica
resulta em uma ulceracdo da pele devido a resposta inflamatoria e em alguns casos, a lesao pode

curar espontaneamente ou evoluir para outras formas clinicas (COSTA et al., 2009).
1.5.2 Resposta imune na leishmaniose cutanea

As caracteristicas clinicas da infec¢ao por Leishmania dependem da espécie e do grau da
imunidade do hospedeiro (CARVALHO, 2012). Apdés o inéculo do parasito, sao recrutados
neutrofilos para sitio da infec¢ao, contudo a eliminagdao do patégeno depende da espécie de
Leishmania (PETERS et al., 2008). Neutréfilos contribuem para a eliminagao de L. braziliensis
através da interagao com macrofagos infectados (NOVAIS et al., 2014.). Contudo, a fagocitose de
corpos apoptoticos dos neutrofilos suprimem a atividade microbicida dos macréfagos e células
dendriticas e podem contribuir para a proliferacao parasitaria intracelular (SAVILL et al., 2002;
van ZANDBERGEN et al., 2004).

As amastigotas intracelulares se multiplicam dentro dos vacuolos fagolissosomal dos

macrofagos. A resposta imune desencadeada por linfocitos cluster of differentiation (CD)4+ T-
helper (Th) 1 ¢é associada um perfil de resisténcia ao avango da carga parasitéria, sendo o perfil de
resposta observado experimentalmente por camundongos C57BL/6, como modelo de resisténcia a
infecgao por L. braziliensis. Linfocitos Th1l secretam IFN-y e TNF, contribuindo para ativagao de
macrofagos, indugao de ROS, expressao de oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e liberagao de
oxido nitrico (NO) para eliminagdo das amastigotas intracelulares (MOUGNEAU, BIHL,
GLAICHENHAUS, 2011). ROS intracelulares ativam inflamassoma NLRP3 liberando IL-1

mantendo a resposta inflamatéria local. A citotoxicidade via linfocito TCDS" parece contribuir
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com a destruigdo das células infectadas, contribuindo também com a destruigdo tecidual e
possivelmente permitindo a disseminagao parasitaria (OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; SCOTT,
NOVALIS, 2016).

Camundongos BALB/c apresentam-se como modelo experimental de desenvolvimento da
doencga e cura espontanea com reposta Thl de menor intensidade, resposta com susceptibilidade
mediada pelas citocinas do perfil Th2 IL-4, IL-5 e IL-10 que modulam o macrofago para uma
ativagao alternativa, permitindo o crescimento parasitario intracelular e progressao da doenca
(AWASTHI, MATHUR, SAHA, 2004; SCOTT, NOVAIS, 2016).

1.5.3 Tratamento para leishmaniose

Drogas de primeira escolha no tratamento das leishmanioses sdo 0s antimoniais

pentavalentes (Sb+5). Sb+5

amastigotas de Leishmania inibindo a glicolise e oxidagao dos acidos graxos resultando na redugao

sao leishmanicidas, que interferem na bioenergética das formas

de ATP e trifosfato de guanosina (GTP). Como segunda escolha para o tratamento, a anfotericina
B e as pentamidinas sao utilizadas. Anfotericina B ¢ um antibiotico poliénico, leishmanicida e atua
nas formas promastigotas in vitro e amastigotas in vivo. Apresenta toxicidade seletiva por sua
interferéncia nos ésteres (episterol precursor do ergosterol) da membrana citoplasmatica do parasita
(BRASIL, 2010). Pentamidinas sao diamidinas aromaticas que interferem na sintese de poliaminas
e ligam-se ao acido desoxirribonucleico (BEZERRA, LEON, GENESTRA, 2004).



26

2 JUSTIFICATIVA

Ha um consenso na literatura sobre a resposta imune inflamatoria contra a infecgao por L.
braziliensis a qual contribui para o controle parasitario, mas também importante para a patogénese
da formagao da ulcera mucocutanea e possivelmente na disseminagao do parasito. Controlar o
excesso inespecifico da inflamagdo pode contribuir com a cura, se associado como terapia
adjuvante as drogas leishmanicidas. Em areas endémicas para L. braziliensis observou-se que
pacientes com DM tinham ulceras atipicas quando comparadas as lesoes de pacientes nao
diabéticos. As informagdes que metformina, um hipoglicemiante muito utilizado por pacientes com
DM, poderia alterar a ulceragdo através da modulagao das citocinas inflamatérias e controle do
infiltrado celular, estimulou o desenho deste estudo tomando estratégias distintas para avaliar 0s
aspectos hitopatologicos das biopsias de pacientes com DM e leishmaniose em um estudo de casos
tipo caso-controle, assim como, outras obordagens experimentais in vivo e in vitro em
camundongos e macrofagos infectados com L. braziliensis e tratados com metformina para

observar o efeito deste hipoglicemiante, sem a participacdo adicional do glucantime.

A categorizacao da DM como fator de risco para pior prognostico das manifestagdes
clinicas de doencas infecciosas cutaneas, revela que mais pesquisas sao necessarias para avaliar a
susceptibilidade, interferéncia na resposta imune do hospedeiro e efeito das drogras
hipoglicemiantes na formagao da resposta imunolégica na presenca das duas comorbidades.
Portanto, infec¢des cutaneas causadas por patogenos endémicos no Brasil como L. braziliensis,
causador da leishmaniose cutanea, representa um modelo de estudo para avaliar associagao entre
DM, uso de metformina, farmaco de primeira escolha para o tratamento da DM e mais amplamente
utilizado no Sistema Unico de Satde (SUS), e interferéncias na resposta imune contra o
protozoario. Assim como, na elucidacdo dos mecanismos celulares imunomodulados pelo
tratamento com metformina que interferem no recrutamento da resposta celular, nas diferengas
fenotipicas do infiltrado inflamatorio, regulagdo de mediadores microbicidas como ROS, que
interferem diretamente na carga parasitaria do hospedeiro e nas mudangas dos aspectos clinicos

das lesdes cutianeas.
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3 HIPOTESE

A DM ¢é capaz de modificar a apresentacao clinica das ulceras leshmanidticas, assim como,
a administracao da metformina em modelos experimentais in vitro e in vivo é capaz de modular a

inflamagao e diminuir a carga parasitaria induzida por L. braziliensis.
4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as diferencas clinicas e histopatologicas de pacientes com LC com e sem DM e 0

efeito imunomodulador da metformina em modelos experimentais de infecgao por L. braziliensis

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar comparativamente os aspectos clinicos e histopatologicos das ulceras cutaneas
leishmanidticas de pacientes sem e com DM;

2. Quantificar amastigotas de L. braziliensis e o perfil de infiltrado celular nas lesdes cutaneas;

3. Avaliar o efeito da metformina na carga parasitaria de camundongos infectados por L.
braziliensis;

4. Dosar os niveis sérios de citocinas durante o tratamento com metformina e infecgao por L.
braziliensis;

5. Quantificar a taxa de infecgdo e viabilidade parasitaria intracelular em macrofagos Raw
264.7 infectados com L. braziliensis e tratados com metformina;

6. Awvaliar o efeito da metformina na producao de ROS em macrofagos Raw 264.7 infectados

com L. braziliensis.
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5 METODOLOGIA
5.1 MODELO DE ESTUDO

O presente estudo tem duas estratégias de investigagdo. A avaliagdo das biopsias foi
realizado um estudo de caso-controle, amostra de conveniéncia, de carater investigativo e
descritivo de cada caso identificado comparando bidpsias de pacientes com LC com e sem DM. E
0 modelo experimental in vivo e in vitro para avaliar os efeitos da metformina na infecgdo por L.

braziliensis de forma isolada.
5.2 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi executado no Instituto Gongalo Moniz - Fundagao Oswaldo Cruz (IGM —
Fiocruz BA), Salvador, Bahia, Brasil e no Centro de Saude de Corte de Pedra, sede do Programa
de Controle de Leishmaniose Tegumentar e estando localizado no municipio Presidente Tancredo

Neves, Bahia, Brasil.
5.3 POPULACAO DE ESTUDO
Pacientes diagnosticados com LC foram divididas em dois grupos:

Grupo 1 (n=10): pacientes com LC, diagnosticados através dos critérios clinicos, da
intradermorreagao de Montenegro (IDRM), cultura e/ou reagao em cadeia da polimerase positiva

para L. braziliensis, sem diagnostico de DM e utilizagao de hipoglicemiante oral nio relatada.

Grupo 2 (n=22): pacientes com LC, diagnosticados através dos critérios supracitados e
com diagnostico de DM e em uso de hipoglicemiante (metformina, glibenclamida, glicazida,

glimeperida, insulina).

Os critérios de exclusao estabelecidos para os grupos foram: a) pacientes em tratamento
para LC, b) portadores de virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ¢) em uso de corticosteroides,

d) mulheres gravidas.
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O tamanho amostral para esse estudo foi estipulado em coeréncia com o tempo, 0s custos,
viabilidades dos ensaios laboratoriais e o surgimento de biopsias de pacientes com DM e LC
atendidos no ambulatorio do estudo. Todos os voluntarios que foram elegiveis para participar do

estudo foram atendidos consecutivamente no centro de saude do municipio de Corte de Pedra.
5.4 OBTENCAO DE DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS

Apds identificagdo da populagdo de estudo e concordancia em participagdo no projeto
através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ou Termo de Assentimento (TA),
foi consultado o prontuario, com o objetivo de determinar dados demograficos, historico clinico,
estado de saude e imunologico, resultados de exames clinicos e laboratoriais, local e tamanho da
lesao, estimativa do periodo da lesao fornecida pelo paciente e uso de medicamentos. Os pacientes
de LC foram identificados quanto a presenca ou auséncia de linfadenopatia, para realizacao do
calculo do diametro da circunferéncia para medir o tamanho da tlcera e da enduragao na IDRM,

que foi considerada positiva com area de enduragao cutanea superior a 5 mm no local de aplicagao

antigénica intradérmica. Os valores referentes a estes dados foram expressos em mm2. Os dados
foram armazenados em banco de dados para as analises e correlagdes propostas e em seguida

submetidos as analises estatisticas.
5.5 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
IGM, conforme previsto na Resolugao 466/12. A execugao do mesmo acorreu apenas apos emissao
do parecer final aprovando a pesquisa com CAAE: 70752317.9.0000.0040. Os individuos
envolvidos foram informados sobre o projeto, sua importancia para a comunidade cientifica e para
a saude publica. Todos os participantes atestaram a sua concordancia com o estudo através da
assinatura do TCLE e TA. A equipe de execugao do presente projeto se comprometeu em efetuar
0 repasse das informagdes ao CEP em relagao a adequagdes e suspensoes do mesmo, assim como,

as respectivas justificativas para a execucao das agdes descritas.
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5.6 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

5.6.1 Obtencgao das biopsias

As biopsias foram obtidas utilizando um punch de 4 mm sob anestesia local. Estes
fragmentos foram fixados, em paraformaldeido (PFA) 12% para transporte e processamento no
Servico de Histotecnologia do IGM, onde foram realizados cortes histologicos para coloragao com
hematoxilina-eosina (H.E) para analise anatomopatologica e secgoes teciduais para a técnica de

imuno-histoquimica (IHQ).

5.6.2 Histopatologia qualitativa

Os aspectos histopatologicos da epiderme e derme foram avaliados em secgoes histologicas
coradas pelo H&E. Os grupos propostos para o estudo foram analisados randomicamente e sem
conhecimento prévio para descrigdo das alteragdes da epiderme e derme. As bidpsias foram
classificadas em LC (n=10) provenientes de pacientes com LC sem DM e LC DM (n=8) de
pacientes com LC e diagnosticados com DM. A avaliagao qualitativa do estudo histopatologico foi
efetuada por um médico patologista em conjunto com o autor da dissertagao. A area total do tecido
foi quantificada pelo software Image-Pro Plus 3D Suite v. 7.0 (Media Cybernetics) para avaliagao

do calculo da porcentagem da area de inflamagao.

5.6.3 Imuno-histoquimica

O método IHQ foi realizado para a caracteriza¢ao de células envolvidas nas detecgoes da
LC humana. No setor de histotecnologia do IGM, os fragmentos foram processados, emblocados
em parafina e cortados em micrétomo (Leica Biosystems), em secgoes de 3 um de espessura. Os
cortes foram montados em laminas de vidro com carga positiva (Easy Path, Brasil). Foram

analisadas 06 bidpsias para cada grupo LC e LC DM, respectivamente.

O protocolo padronizado para IHQ foi realizado para as etapas de desparafinizagao em duas
imersdes em xilol por 10 minutos (min), desidratacao em duas imersoes em alcool absoluto por 10
min e hidratagdo em uma imersao final em agua destilada por 1 minuto. As reagoes de
imunomarcagao foram realizadas utilizando o kit EnVision FLEX Mini Kit, High pH (Dako Omnis).

A etapa de recuperagao antigénica foi realizada utilizando EnVisionTM FLEX Target Retrieval
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Solution (Dako Omnis) em banho-maria a 98° C por 20 min. Em seguida, as laminas foram lavadas
com agua destilada por 1 min. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito em trés ciclos de 1 min
com EnVisionTM Peroxidase-Blocking Reagent (Dako). As etapas de lavagens foram realizadas
por duas vezes com agua destilada por 1 min e trés vezes utilizando EnVisionTM FLEX Wash
Buffer 1x (DAKO). Logo apés, os cortes de tecido foram submetidos ao bloqueio proteico
utilizando Protein Block serum-free (Dako Omnis) por 20 min e, em seguida, lavados por uma vez
com EnVisionTM FLEX Wash Buffer 1x (DAKO).

Em seguida, os anticorpos primarios (Tabela 1) foram diluidos em Diluent antibody (Dako
Cytomation, EUA) e incubados durante 1 hora a temperatura ambiente (T.A.) ou overnight a 4o C,
conforme recomendagoes dos fabricantes e protocolos internos do laboratério. A lista de anticorpos
e suas especificagoes seguem na Tabela 1 abaixo. Apds a incubagido os cortes foram lavados
durante cinco ciclos de 1 min com EnVisionTM FLEX Wash Buffer 1x (DAKO). A reagao antigeno-
anticorpo especifica foi detectada utilizando EnVisionTM FLEX/HRP detection reagent que
consiste numa estrutura base de dextrano a qual foi associado um vasto namero de moléculas de
peroxidase (HRP) e moléculas de anticorpos secundarios incubados por 30 min a T.A. E permitido
a ligagao de, no maximo, 100 moléculas de HRP e de até 20 moléculas de anticorpo primario por
estrutura base. Em seguida, foram feitas trés lavagens com EnVisiontm FLEX Wash Buffer
1X(DAKO). Osistema de substrato foi realizado com 50 uL de EnVisiontrm FLEX DAB +
Chromogen, uma solugdo de diaminobenzidina (DAB) concentrada e contendo peroxido de
hidrogénio, sendo diluido em 1000 uL de EnVisiontm FLEX Substrate Buffer.

O substrato precipita o produto final de cor castanho no local da reagao antigeno-anticorpo.
Logo apos, os cortes foram lavados com agua destilada por 1 min. A constratacao foi realizada
utiizando EnVisionTM FLEX Hematoxylin por 15 min para atribuir coloragiao nuclear azul clara.
Por fim, as laminas foram lavadas em agua destilada por 1 min, submersas em alcool absoluto para
desidrata¢ao, xilol por duas vezes para clarificacdo e montadas com 50 uL de Entenllan (Merck) e

laminula para conservagao do material.
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Tabela 1. Lista de Anticorpos Primarios

Anticorpo Reatividade Marca Diluicdo
Monoclonal anti-CD68 Macréfagos CD68+ Dako 1:1000
Monoclonal anti-CD20 Linfécitos B CD20+ Dako 1:400
Monoclonal anti-CD8 Linfécitos T CD8+ Cell Marque 1:400

Monoclonal anti-Granzima B Células citotoxicas Cell Marque 1:50
Policlonal anti-Leishmania ~ Amastigota Leishmania sp. In house USP - SP 1:1000

5.6.4 Histopatologia gquantitativa

As secgoes coradas pelo H&E foram digitalizadas utilizando o microscopio optico
(Olympus BX51) com sistema de camera digital acoplado (Olympus Q5) nas objetivas de 10x a
40x. As imagens das seccdes foram registradas em aumento digital 0,8x, mediante visualizagao
utilizando o software OlyVIA 2.7 (Olympus Corporation). A analise semiautomatica foi realizada
com o auxilio do software Image-Pro Plus 3D Suite v. 7.0 (Media Cybernetics). As medidas da
area total do corte histologico e areas de infiltrado inflamatorio e necrose na derme foram
selecionadas para mensuragdo, como exemplificado na figura 1 abaixo. A extensao total do

2

fragmento e o somatorio das areas de inflamagao foram apresentados em mm<. Sendo assim, foi

descrito a propor¢dao em porcentagem (%) da inflamagao por area total do fragmento mensurado.

+f cBANdaLsel Bed

Figura 1. Quantificacdo semiautomatica das areas de inflamacao in situ no software Image-Pro

Plus 3D Suite v. 7.0.
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5.6.5 Imuno-histoquimica quantitativa

A quantificagao dos cortes histoldgicos foi realizada de forma semiautomatica, com auxilio
software Image- Pro Plus 3D Suite v. 7.0 (Media Cybernetics). A sele¢do e demarcagao dos campos
para contagem foi feita com o software OlyVIA 7.0 (Olympus). Foram contabilizadas células
imunomarcadas pelos anticorpos anti-CD8, anti-CD20, anti-CD31, anti-CD68 e anti-Granzima B.
Para todos os marcadores, exceto anti-CD31, foram selecionados 10 campos aleatorios da regiao
de derme de cada corte, os quais foram demarcados com retangulos feitos no aumento 20x com
uso da ferramenta “Drawing” do software OlyVIA, e posteriormente copiados para o Image Pro

Plus.

Para a contagem, foram criados filtros no proprio software (Image Pro Plus), que foram
comparados a contagem manual de um campo selecionado objetivando uma semelhanga de
quantificagao com variacao de até 10%. Dessa forma, os filtros foram ajustados para terem o
maximo de semelhanca com a contagem manual, sendo salvos posteriormente para utiliza¢ao na
quantificagao das laminas com a intencao de padronizar as analises. A acuracia dos filtros variou
de 90 a 95%. Os filtros foram desenvolvidos utilizando como parametros o tamanho e a cor das
células marcadas. Foram selecionados com a ferramenta conta gotas do Image Pro Plus os tons
variados de castanho das marcagoes de cada reacdao com anticorpo especifico e foi utilizado o
intervalo do tamanho do perimetro de 50 a 50.000 pixels, no aumento 20x previamente copiado do
OlyVIA como exemplificado na figura 2 abaixo.
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Figura 2. Quantificacdo semiautomatica das imunomarcagdes no software Image-Pro Plus 3D

Suite v. 7.0. Visualizagdo das células imunomarcadas (A). Quantificagdo das células positivas (B).

A quantificagao dos vasos marcados pelo anticorpo anti-CD31 foi realizada de forma
manual. Para cada corte selecionado, foram contados os vasos totais (contagem total) e vasos de
uma area de borda de ulcera e de uma area de borda normal objetivando avaliar a microdensidade
vascular in situ. As areas foram demarcadas no software OlyVIA com a estratégia de delimitagao

em retangulos com a ferramenta “Drawing”, no aumento digital de 8x.
5.7 MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

Camundongos isogénicos BALB/c (Mus muscullus), machos, com 6 semanas de idade,
obtidos do biotério do IGM, foram mantidos em condigoes fisicas controladas (temperatura 22 + 2
°C, umidade 50%), ciclo luz/escuro de 12 horas e divididos em grupos conforme tratamento com

metformina e infec¢do por L. brazilienses.
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Grupo 1 (n=5): camundongos infectados com L. braziliensis;
Grupo 2 (n=5): camundongos tratados com metformina;

Grupo 3 (n=5): camundongos tratados com metformina e infectados com L. brasilienses.

O tamanho amostral para esse estudo foi estipulado em coeréncia com os estudos utilizando
um namero de 12 animais (VASAMSETTI et al., 2015), 07 animais (KATO et al., 2014), 10 e 15
(FILHO et al., 2008) animais submetidos ao tratamento com metformina. Assim como, o calculo
amostral para o estudo foi realizado atribuindo a férmula abaixo e para um modelo experimental
para testar uma hipotese formal e comparando dados entro dois grupos (DELL, HOLLERAN,
RAMAKRISHNAN, 2002). Considerando, o poder para o teste de 90% e nivel de significancia
0,05, considerando um desvio maximo (s) de 0,2 (20%) e uma diferenca esperada entre 0s grupos
(d) de 0,5 (50%):

n=1+[2C" (s/d) 2]
n=1+[2"10,51" (0,2/0,5)2]
n=436=50
Portanto, levando em consideracao estudos anteriores, calculo amostral, tempo de estudo,
0s custos e a viabilidade dos ensaios laboratoriais. O namero amostral para o estudo consistiu em

05 animais para cada grupo, totalizando 15 animais para o projeto.
5.7.1 Tratamento com Hidrocloridrato de Metformina

Os camundongos dos grupos 2 e 3 receberam um pré-tratamento em uso continuo com
solucgdo oral preparada com hidrocloridrato (Hcl) de metformina (Galena Biopharma, India) a uma
dose de 500 mg/kg diario em agua disponivel no bebedouro por 6 semanas (VASAMSETTI et al.,
2015; TAJIMA et al., 2013; MATSUI et al., 2010). Apds 6 semanas, foram realizadas as infecgdes
nos grupos 1 e 3 e dado a continuidade do tratamento com metformina aos grupos 2 e 3. O peso
corporal foi mensurado semanalmente para avaliacao do estado fisico dos animais. O quantitativo
de 5 animais em mesmo ambiente ndo garante que todos fizeram a ingestdo da mesma dose diaria

de metformina, sendo uma limitagdo da metodologia escolhida.
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5.7.2 Infec¢ao com L. braziliensis

Os grupos 1 e 3, apdés 6 semanas do inicio do pré-tratamento, foram infectados por via
intradérmica na orelha esquerda com promastigotas metaciclicas de L. braziliensis (cepa
MHOM/BR/01/BA788) pos cultivo em meio Schneider (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Gibco, USA), L-glutamina
(2mM), penicilina (100U/ml), estreptomicina (100mg/ml) a 23 °C por 5 a 7 dias quando o0s

parasitas atingiram a fase estacionaria.

Os camundongos foram infectados, segundo protocolo de procedimento 006/2009 (IGM),

na orelha esquerda, utilizando seringas com agulhas de 30G com 10ul de 2x10 5 promastigotas na

fase estacionaria de L. braziliensis.

Apos a infecgdo, a espessura do local da infec¢ao foi medido semanalmente com auxilio de
um paquimetro digital. Os dados expressos em milimetros (mm) foram utilizados para confec¢ao

da curva de crescimento da lesao cutanea e comparando-se entre 0s animais.
5.7.3 Dosagem sérica de citocinas

Sangue foi obtido por puncéo na orbita ocular dos animais, para avaliar o efeito em resposta
ao tratamento com metformina e a infecgao com L. braziliensis. Com esse objetivo, animais foram
anestesiados e submetidos a puncao no plexo retro-orbital com auxilio de uma pipeta Pasteur de
vidro. O volume de sangue obtido por capilaridade foi transferido para microtubos identificados e,
logo apds, foram submetidos a centrifugagao a 3000 rpm por 10 min para separagao do soro. O
soro foi armazenado em freezer a -20 °C para as analises posteriores. As avalia¢des séricas foram
realizadas antes do inicio do tratamento com metformina (T0), 6 semanas ap6s a administracao da

droga (T1) e 6 semanas apos a infecgcao com L. braziliensis e dia da eutanasia (T3).

O soro foi utilizado para dosagens de citocinas pelo método Cytometric Bead Array (CBA).
A técnica se baseia no uso de esferas de poliestireno marcadas com anticorpos especificos para
captura das citocinas em diferentes graus de fluorescéncia, conforme especificacoes do fabricante.

A este complexo ligam-se anticorpos anti-citocinas conjugados com fluorocromo ficoeritrina (PE).

Em seguida, o ensaio foi adquirido por citometria de fluxo no equipamento BD FACSArrayT'VI
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Bioanalyzer. Os reagentes utilizados foi o0 Mouse Inflammation Kit (BD, Pharmingen, EUA), para
dosagem das citocinas e quimiocinas IL-6, IL-10, CCL2, IFN-y, TNF, e IL-12p70. O protocolo

seguido foi o descrito pelo fabricante.
5.7.4 Quantificacao da carga parasitaria

A carga parasitaria foi determinada nos grupos 1 e 3 pelo ensaio de dilui¢ao limitante, como
previamente descrito por BELKAID, et al. (1998). Ao final da 6a semana apo6s a infecc¢ao, 0s
animais foram submetidos a eutanasia e foram retirados os linfonodos ipslateral e orelhas
infectadas. Apds extragao em condigoes de esterilidade, os 6rgaos foram macerados em utilizando
peneira celular de (tamanho de poro de 40 um) com adi¢ao de 2 mL de meio RPMI suplementado
10% SFB, L-glutamina (2mM), penicilina (100U/ml), estreptomicina (100mg/ml) e posteriormente
centrifugados a 1500 rpm, a 4 °C, durante 10 min. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de
meio Schneider suplementado e 20 pL foi diluido de forma seriada em em placa de 96 pogos com
fundo chato, contendo 180 uL/pogo de meio Schneider suplementado. A diluigao foi realizada em
triplicata e nos pogos A ao H, totalizando 8 condigoes em triplicata. As placas foram seladas e
incubadas a 25 °C em estufa incubadora Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D) durante 10
dias. Os cultivos foram observados em microscopio optico invertido (Nikkon), aumento 20x, com
leitura diaria a partir do 3o dia de cultivo, para o registro das diluigdes que continham promastigotas

viavelis.
5.7.5 Consideracdes Eticas

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica do Uso de Animais (CEUA) do IGM.
A execugao do mesmo aconteceu apenas apos emissao do parecer final aprovando a pesquisa no
protocolo 013/2017. Apés os experimentos, os camundongos foram submetidos a eutanasia
conforme o protocolo de procedimento 002/2009 do IGM com uma dose elevada de anestésico
intraperitoneal (cloridato de quetamina na dose de 50 mg/kg e cloridrato de xilazina na dose de 10
mg/kg). Os sinais como auséncia de movimento respiratorio (apneia), auséncia de batimentos
cardiacos (assistolia), auséncia de pulsacao, mucosas palidas e perda do reflexo corneal foram

avaliados para confirmagao da morte por profissional qualificado para este fim.
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5.8 MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO

5.8.1 Ensaio de viabilidade celular

Macrofagos Raw 264.7 foram adicionados na concentragao de 1x10 5 células/pogo em

placa de 96 pogos fundo plano (CELLSTAR®) contendo meio DMEM (GibcoTM) suplementado
com 10% SFB (Gibco), L-glutamina (2mM), penicilina (100U/ml), estreptomicina (100mg/ml) no
volume de 200 ulL/pogo. O experimento foi realizado em triplicata nas condigdes de controle
positivo (células viaveis em meio DMEM), controle negativo (células cultivadas em PBS 1x),
controle branco (meio DMEM) e macrofagos incubados por 24 horas nas concentragdes de 2 mM,

2,5 mM, 5mM e 10 mM de metformina a 37° C, 5% CO2 . Apds o periodo de tratamento, foram

coletados 20 pL do volume de cada pogo, adicionado 20 uL do reagente Alamarblue™ cell
Viability (ThermoFisher Scientific) e incubado por 4 horas nas condigoes supracitadas e protegido
da luz. A leitura da placa foi realizada em espectrofotometro em 570 nm e 600 nm e seguido o

protocolo do fabricante para interpretagao dos resultados.

5.8.2 Ensaio de crescimento celular

As células foram cultivadas em garrafas de 25 cm? (CELLSTAR®). Cerca de 1x10 5

macrofagos Raw 264.7 em 8 mL de DMEM (GibcoTM) suplementado para avaliagdao da
interferéncia da metformina na proliferagao celular. As células foram cultivadas sem metformina,
2mM de metformina, 5 mM de metformina e 10 mM de metformina. Ap6s 96 horas de cultivo a
37° C e 5% COo, as células foram retiradas das garrafas por agao enzimatica com 2 mL de tripsina-
EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich) por 1 minuto a 37° C e agdo mecanica através da homogeneizagao
com micropipeta de 1000 pL. Em seguida, o volume aspirado foi inativado com DMEM completo
e centrifugado a 1200 rpm, 10 min a 40 C para obtengido do pellet de células. As células foram
ressuspensas em 1 mL de DMEM suplementado, diluidas na propor¢ao de 1:10 em Trypan Blue
solution (Sigma-Aldrich) e contadas em camara de Neubauer para contabilizacao das células

viaveis.

A concentracao de escolha para os experimentos posteriores foi de 2 mM de metformina,

sendo assim, foi realizado um ensaio em triplicata em placa de 24 pogos (CELLSTAR®), com
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adigao de 1x10 5 macrofagos/pogo e confeccionado um cinética do crescimento celular nas
condigdes sem metformina, tratados com 2 mM de metformina e células pré-tratadas por 6 dias
com metformina de forma continua em meio DMEM suplementado. As contagens foram realizadas

com 24, 48, 72 e 96 horas pés-cultivo.
5.8.3 Crescimento de L. braziliensis com metformina

Para avaliar o efeito direto da metformina no parasito, foram cultivadas em garrafas de 25

cm? (CELLSTAR®) e incubadas em B.O.D. a 230 C a concentragao de 5x10 S/mL promastigotas
metaciclicas de L. braziliensis por 5 mL de meio Schneider suplementado, em duplicata, os cultivos
nas condigdes sem metformina, 2 mM de metformina, 5 mM de meformina e 10 mM de metformina
foram adicionados ao meio. Diariamente por 6 dias foi contabilizado o crescimento das
promastigotas em microscopio optico E200 (Nikon) retirando-se 10 pL de cada garrafa e

transferindo para contagem e avaliacdao da morfologia das promastigotas em camara de Neubauer.

5.8.4 Infeccdo de macrofagos Raw 264.7 com L. braziliensis

Macrofagos foram plagueados na concentragao de 1x10 S células/pogo em placas de 24
pocos (CELLSTAR®) em 300 uL de meio DMEM suplementado. O experimento foi executado
em duplicata e as condigdes experimentais abaixo (Tabela 2) em quadruplicata. No po¢o foram
adicionadas laminulas circulares com 13 mm de circunferéncia para adesao dos macrofagos e
posterior coloracao e realizagdo da quantificagao da taxa de infec¢ao da triplicata. As células das
condigoes ClI, ClIlI, CIV e CV foram pré-tratadas com Hcl metformina por 5 dias antes do desafio
e dado continuidade durante a infec¢do. A infec¢do e desafios nas condigdes tabeladas abaixo

foram realizadas durante 4 horas a 37° C e 5% CO».
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Tabela 2. Condigdes experimentais de desafios e tratamento de macrofagos

Macrdfagos Raw 264.7  Dose de tratamento  Infeccdo L. braziliensis LPS
10 s células/poco Hcl Metformina parasitos/macrofago
Controle negativo (CN) - -
Controle positivo (CP) - - 100 ng/mL
Condicéo I (C I) 2mM
Condicao Il (C I1) - 10:1
Condicéo I11 (CIHI) 2mM 10:1
Condicéo IV (CIV) 2mM - 100 ng/mL
Condicao V (CV) 2mM 10:1 100 ng/mL

5.8.5 Taxa de infec¢do e quantificacdo de parasitos intracelulares

As laminulas dos experimentos de infec¢ao de macrofagos Raw 264.7 com L. braziliensis
foram lavadas com 1mL PBS 1x por 3 vezes e em seguida, foram submetidas a coloragao panético
rapido (Laborclin). 300 pL do panoético rapido namero 1 foi adicionado nos pogos e armazenado
por 10 min na geladeira de 2 a 8° C, 300 uL panotico namero 2 por 1 minuto em T.A., 300 pL
panotico numero 3 por 10 segundos em T.A. e, por fim, lavadas com 1mL de agua destilada por 3
vezes, com auxilio de uma micropipeta de 1000 uL para todo o processo. As laminulas foram
montadas com Entellan (Sigma-aldrich) sob laminas de vidro 26x76 mm para posterior avaliagao
no microscopio optico (Nikon) no aumento de 100x. Foram contadas a quantidade de células
infectadas (presenca de amastigota no meio intracelular) em 100 células contadas, com os valores
expressos em porcentagem, assim como, contabilizado o numero de amastigotas na porcentagem
de células infectadas. As laminulas foram digitalizadas em microscépio optico (Olympus BX51)
com sistema de camera digital acoplado (Olympus Q5) nas objetivas de 40X para selegao de células

representativas da taxa de internalizagao das promastigotas.

5.8.6 Avaliagao da viabilidade parasitaria intracelular

Em placa de 96 pogos (CELLSTAR®) foram plaqueados 5x10 4/p0go macrofagos Raw
264.7 em 200 pL de meio DMEM suplementado nas condic¢des C 11 e CIlI descritas na tabela 2.
Apos 4 horas de infecc¢ao, os pogos foram lavados com 300 uL solugao fisiologica 0,9% NaCl a
37° C por 3 vezes para retirar as promastigotas que nao foram internalizadas. Em seguida, foi

adicionado 200 pL/pogo de meio Schneider suplementado, a placa foi tampada e vedada, como
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também, alocada na incubadora B.O.D a 23° C por 96 horas. No periodo de 48 e 96 horas foi
retirado 10 puL de cada pogo para prosseguir com a contagem em camara de Neubauer das

promastigotas que foram provenientes do meio intracelular.

5.8.7 Dosagem de ROS no sobrenadante da cultura

Os sobrenadantes dos cultivos realizados nos experimentos de infecgao de macrofagos Raw
264.7 com L. braziliensis e nas condigdes descritas na tabela 2, com exce¢ao da condi¢ao CV,
foram distribuidas em triplicata em placa de 96 pogos com fundo plano (Greiner Bio-One). Para
mensurar ROS no sobrenadante foi utilizado uma metodologia alternativa com o Griess reagent
(Sigma-Aldrich). O teste Griess assay permite através de uma reacao colorimétrica mensurar a
produgao de oxido nitrico (ON) com a dosagem de nitrito e nitrato que foi convertido em nitrito
pela técnica de espectrofotometria. Contudo, foram realizadas duas placas, sendo uma placa sem
hidroxilamina (NH20H) e outra placa com NH2OH nos pogos nas condi¢des experimentais
descritas na Tabela 2. Os valores em densidade optica e transformados em concentragao (uM) da
placa 1 foi subtraido do valor mensurado na placa 2, permitindo assim, uma avaliacao indireta de
ROS no sobrenadante do cultivo, devido a inibigdo da rea¢ao de nitrificagdo pela presenga do

substrato intermediario NH20H.

5.8.8 Quantificagao de metabolitos derivados do oxigénio intracelular

As células cultivadas no experimento de infeccdo de macrofagos Raw 264.7 com L.
braziliensis foram submetidas ao ensaio CellROX Oxidative Stress Reagent (ThermoFisher
Scientific). Os pogos com os macrogafos foram lavados por 3 vezes com PBS 1x, acrescentado
300uL/pogo de meio DMEM suplementado e reagente CellROX, encubadas no escuro a 37° C, 5%
CO2 por 30 min. Em seguida, os pogos foram lavados por 3 vezes com PBS 1x, as laminulas com
as células foram fixadas com PFA 3,7% por 15 min e montadas sob lamina de vidro 23x76 mm
com 5uL de 4°,6-diamino-2-fenil-indol (DAPI) em antifade mounting medium. Posteriormente, as
laminas foram analisadas em microscopio invertido de fluorescéncia (Leica) na faixa de 485/520
nm. Foram capturadas imagens contendo 8 células para quantificagdo do coeficiente de
fluorescéncia total corrigido (CTCF) no software OlyVIA 7.0 (Olympus). A estratégia de analise

consiste na mensuragao da fluorescéncia na area ocupada por uma célula, calculo da média das 8
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células analisadas e a subtracdo da média do background da fluorescéncia de 5 espagos

extracelulares.

5.9 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram avaliados através do software GraphPad Prism v.7 (GraphPad
Software, San Diego, CA). A avaliagdo da normalidade dos dados foi executada levando em
consideracao o tamanho amostral e aplicando em concordancia os testes D’ Agostino-Pearson e
Shapiro-Wilk para classificagdo da distribuicdo das amostras como paramétricas e nao
paramétricas. Uma vez classificadas como nao paramétricas, para comparagdes entre grupos, o
teste de Mann-Witnney ou Kruskal-Wallis foi utilizado para dois ou mais de dois grupos,
respectivamente. Como também, foi aplicado o Teste T ou One Way Analysis of Variance
(ANOVA) para amostras paramétricas. As analises de correlagao entre variaveis foram executadas
utilizando o teste de Spearman. O comparativo entre dois grupos para avaliacao da presenca e
auséncia das alteragoes epiteliais foi efetuado utilizando o teste exato de Fisher. O nivel de
significancia considerado foi de 95% (alfa=0,05), considerando o valor de p significativo menor
ou igual a 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 ANALISES DOS ASPECTOS CLINICOS DOS PACIENTES E AVALIACOES IN SITU

6.1.1 Avaliacdo demogréfica e clinica dos pacientes com LC e DM

Os pacientes foram pareados para execugao do estudo de casos pela idade e género com
objetivo de minimizar viés de analises, contudo, em decorréncia da amostra de conveniéncia e
conforme a demanda espontanea de pacientes com LC diabéticos atendidos na unidade de saude
nao foi possivel estabelecer uma populacao sem diferenca estatistica em relagao a idade. A
populagao foi alocada em dois grupos sendo explanados na Tabela 3 abaixo, sendo 0s grupos:
portadores de LC e pacientes com LC e DM (LC DM).

A escolha dos pacientes levou em consideragao a positividade dos métodos diagnosticos
explicitados nos critérios de inclusao do estudo, sendo assim, a frequéncia de positivo foi de 100%
para a IDRM. A consulta aos prontuarios e avaliagdes clinicas complementares nao evidenciaram
diferencas estatisticamente significantes para as avaliagoes clinicas tabuladas abaixo (Tabela 3).
Os pacientes do estudo possuem tratamento para DM com uma Unica droga ou com terapia

associada com os farmacos listados na tabela 3.
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Tabela 3. Variaveis demogréaficas e clinicas dos voluntarios

LC LCDM

Variavel (n=10) (n=22) p valor
Idade, anos 26 (14-45) 47 (22-75) 0,0001¢
Sexo, n (%)
Masculino 4 (40) 6(27,3) 0,47°
Feminino 6 (60) 16 (72,7)
IDRM, n (%)

Pos 10 (100) 11 (100) 0.94
Neg 00 0(0) ’
IDRM, drea (mm?) 181 (100-360) 181 (36-960) 0,91¢
Tamanho da lesdo (mm?) 200 (25-840) 258 (35-3885) 0,44«
Tempo de cura 130 (30-240) 93,5 (20-150) 0,28¢e
Tempo de evolucio 42.5 (30-60) 30 (20-120) 0,15¢
Nimero de lesdes 1(1-4) 1(1-4) 0,92¢

Tratamento DM, n (%)
Glibenclamida - 8 (36,4)
Glicazida - 5(22,7)
Glimepirida - 1 (4,5)
Insulina - 6(22,3)
Metformina - 11 (50)
Tratamento LC, n (%)
Glucantime 10 (100) 22 (100)
Falha 6 (60) 11 (52,4) 0,94f
Sucesso 4 (40) 10 (47.,6)

LC: leishmaniose cutanea; DM: diabetes mellitus; IDRM: intradermorreacao
de Montenegro; Pos: positivo; Neg: negativo.

aTeste T

b Teste Chi-square

¢ Teste de Mann-Whitney

d Teste Exato de Fisher

e Analise com 20 pacientes

f Analise com 21 pacientes

6.1.2 Pacientes diabéticos apresentam leishmaniose cutanea com Ulceras atipicas

Os pacientes foram avaliados em relagdo ao tamanho das ulceras cutaneas e suas
caracteristicas dermatologicas para identificar se as condi¢cdes metabolicas da diabetes ou o
tratamento hipoglicemiante interferem na manifestagdo dermatopatolégicas da leishmaniose.

Apesar de nao ter havido diferenca estatistica, os pacientes diabéticos apresentam area de ulceragao
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cutanea com mediana e valor minimo e maximo de 258 (35 - 3.885) mm?2 em comparagao com 0S

grupos LC que foi de 200 (25 - 840) mm? (Figura 3A).

As evidéncias dermatologicas direcionaram o estudo para uma investigacao da resposta
imune in situ nos fragmentos de pele objetivando caracterizar as diferengas no infiltrado celular,

alteragoes epiteliais e mensuragao da carga parasitaria.

Os individuos do grupo LC apresentaram tilcera com bordas elevadas e delimitadas e fundo
granuloso, caracteristica de LCL classica. O grupo LC DM tem ulceragdes que nao diferem em
extensao, mas possuem menor profundidade e e bordas irregulares, assim como, 06 pacientes tem
ulceras atipicas, sem bordas elevadas, profundidade reduzida e com crosta mais proeminente
(Figura 3B).
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Figura 3. Ulceras cutineas de pacientes com LC. Avaliagdo comparativa entre os grupos LC
(n=10) e LC DM (n=22) das areas ulceradas. Teste Mann-Whitney (p = 0,66) (A). Imagens das

Ulceras antes da bidpsia de pele (B).

6.1.3 Hiperglicemia néo interfere no tamanho da Ulcera leishmani6tica



46

Os resultados laboratoriais nesses pacientes foram analisados em relagao aos niveis séricos
de glicose em jejum e/ou pos-prandial. A glicemia nos pacientes do grupo LC DM foi superior a
100 mg/dL (Figura 4A). As avaliacdes entre 0s grupos mostraram diferencas estatisticas

significantes entre os grupos (p<0,0001), comparando a glicose sérica com pacientes LC sem DM.

Com objetivo de verificar se ha associacao entre niveis glicémicos e tamanho das tulceras,
os dados foram analisados pelas correlagdes de Sperman. Para o grupo LC DM os niveis glicémicos
apresentaram correlagao negativa com tamanho de ulcera (p = 0,03 e r =-0,45) e pacientes do grupo
LC nao tiveram correlacao com tamanho da lesao, devido a homogeneidade dos niveis glicémicos

e dimensoes da ulcera no grupo (p = 0,16; r = 0,59) (Figura 4B).
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Figura 4. Comparacdo dos niveis de glicose sérica jejum e/ou po6s-prandial nos pacientes com
leishmaniose. Glicose sérica nos grupos LC (n=07) e LC DM (n=20) (A). Correlacdo de Sperman
entre nivel glicémico e tamanho da Ulcera no grupo LC e LC DM (B). **** teste Mann-Whitney

p<0,0001; Anélise com n=07 pacientes no grupo LC.

6.1.4 Pacientes com LC diabéticos diferem nas alteracdes histologicas em comparagdo com

pacientes com LC sem DM na frequéncia de necrose

Apds analise clinica dos pacientes com LC e DM, foram selecionados os pacientes que

tinham sido biopsiados previamente. Nesses casos foram realizadas analises anatomopatologicas
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de biopsias de pacientes LC (n=10) com seus dados clinicos descritos na tabela 3 e biopsias de
pacientes LC associada a DM (n = 8) selecionadas da populacdo caracterizada clinicamente na
tabela 3. Os pacientes biopsiados no grupo LC DM possuem tempo de evolugdo em dias com
mediana 32,5 (20-90), tempo de cura 115 (40-150) dias e area da lesdo de 320 mm2 (35-2046).
Essa analise, mostrou que biopsias de pacientes com LC e DM tinham menos necrose, s6 50% das
biopsias tinham algum foco de necrose (p = 0,02). J4 em pacientes com LC 100% dos fragmentos
tinham focos de necrose (Tabela 4). No entanto, o quantitativo de biopsias com a presenca de

amastigotas no tecido em ambos os grupos foram semelhantes.

Tabela 4. Andlises anatomopatoldgicas dos pacientes LC e LC DM

Anailise Anatomopatolégica LC(n=10) LCDM (n=8) p valor®
n (%) n (%)

Analise da epiderme
Acantose 6 (60) 6 (75) 0.60
Crosta fibrinoleucocitaria 5(50) 2 (25) 0.36
Espongiose 3(30) 1(12.5) 0.58
Exocitose 2 (20) 1(12.5) 0.9
Hiperceratose 9 (90) 5(62.5) 0.27
Hiperplasia 4 (40)° 5 (62.5)F 0.9

Analise da derme
Inflamagéo difusa 10 (100) 7 (87.5) 0.44
Infiltrado neutrofilico 0 (0) 2 (25) 0.18
Focos de necrose 10 (100) 4 (50) 0.02
Fibrose 2 (20) 3(37.5) 0.60
Vasculite 0 (0) 2(25) 0.18
Granuloma 1(10) 0(0) 0.99
Amastigotas de Leishmania sp. 10 (100) 6 (75) 0.18

a Teste exato de Fisher
" Andlise com 5 pacientes
= Andlise com 6 pacientes

As alteragoes teciduais foram analisadas seguindo a divisao em epiderme e derme. A
epiderme foi analisada quanto a presenca do espessamento da camada (acantose), presenca de
crosta com infiltrado com polimorfonucleares (PMN) e debris celulares na superficie da Ulcera

(crosta fibrinoleucocitaria), edema intercelular no estrato espinhoso (espongiose), invasao de
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células inflamatorias na epiderme (exocitose), aumento da camada coérnea (hiperceratose) e
presenca de hiperplasia. Portanto a epiderme em ambos os grupos foi hiperceratotica, espongiotica

e acantotica.

Apods as avaliagoes da epiderme, as camadas de derme e hipoderme foram também
analisadas. O estudo anatomopatologico evidenciou alteragoes sem diferengas estatisticas
significantes entre os grupos, exceto a frequéncia de necrose que foi menor no grupo LC DM (50%)
que pacientes sem DM (100%). A presenca de inflamagdo difusa, infiltragdo neutrofilica, crosta
fibrinoleucocitaria foram observadas em 25% das biopsias do grupo LC DM. Assim como,
presenca de um infiltrado inflamatorio cronico histiolinfoplasmocitario. Fibrose foi mais evidente
na hipoderme em associagao com tecido adiposo. So foi observado em 10% das biopsias do grupo
LC uma inflamagao cronica do tipo granulomatosa, com presenga de multiplos granulomas,
presenga de células gigantes multinucleadas e macrofagos epitelioides. Em 25% das biopsias de
pacientes diabéticos foram observadas alteracoes vasculares com proliferacao fibromuscular e
endotelial sugerindo um quadro de arteriolosclerose, contudo, em nenhuma bidépsia do grupo de
pacientes LC sem DM foram observadas essas alteragdes vasculares. Em 100% dos fragmentos de

pele do grupo LC e 75% do grupo LC DM detectou-se amastigotas de Leishmania spp.

A analise quatitativa da extensao da inflamagao através da histomorfometria nao evidenciou
diferengas estatisticas (p = 0,27), embora tenha-se observado que a extensao da inflamagao nas
biopsias das bordas de ulcera de LC em pacientes diabéticos ¢ menor 53,16 % (34,17 — 85,58 %)
(Figura 5) em comparagao aos nao diabéticos 67,3% (40,9 - 80,27 %).
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Figura 5. Extensdo do infiltrado inflamatorio relativo a area total do fragmento cutaneo. Analise

com bidpsias no grupo LC (n=09) e no grupo LC DM (n=08). Teste Mann-Whitney (p = 0,31).

6.1.5 Avaliacdo imunofenotipica do infiltrado inflamatdrio in situ revela menor frequéncia de
celulas CD8+

As avaliagoes foram realizadas através de imunomarcagdes pela reagao de IHQ (Figura 8)
e foram selecionadas 06 bidpsias para cada grupo LC e LC DM, conforme a disponibilidade de
tecido parafinado para processamento de todos os marcadores selecionados. Os dados mostram que
nao ha diferenga na frequéncia de macrofagos CD68* (Figura 6 A), linfocitos CD20* (Figura 6 B)
e células granzima B* (Figura 6 D). Nas biopsias de pacientes com LC foram detectadas 2.489
variando de 1.220 a 3.194 células CD8" (p = 0,02). Ja nas biopsias de pacientes com DM foram
quantificadas 715 variado de 359 a 1309 células CD8* (Figura 6 C). Dados apresentados em
mediana e intervalo interquartilico (1Q). Foram realizadas as reacg0es para os marcadores CD20,
granzima B e CD31 no grupo LC DM em 05 bidpsias, devido a disponibilidade de tecido parafinado
necessario para os cortes histolégicos. 04 bidpsias do grupo LC DM foram classificadas como

lesBes clinicas atipicas e 02 biopsias como lesdes tipicas de leishmaniose.
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Figura 6. Avaliacdo imunofenotipica do infiltrado inflamatério in situ. Quantitativo de células
imunomarcadas por IHQ para CD68+ (A), CD20+ (B), CD8+ (C) e Granzima B+ (D). Foram
analisadas biopsias no grupo LC DM (n=04) provenientes de Ulceras atipicas e bidpsias como
Ulceras tipicas de leishmaniose (n=02). As analises para os marcadores CD20 e granzima B no
grupo LC DM foram realizadas em n=05 bidpsias, sendo biopsias de Ulceras atipicas (n=04) e
bidpsia de Ulcera tipica de leishmaniose (n=01). ns: ndo significante; teste Mann-Whitney (p >
0,05). *Teste Mann-whitney p = 0,02.
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6.1.6 Correlacdo negativa entre células Granzima B+ e &rea de ulceracdo e positiva entre

macrofagos CD68+ nas bidpsias de pacientes diabéticos com LC.

As biospias de pacientes imunomarcadas para células CD68* mostram que quanto maior o
infiltrado de macrofagos, maior a extensao da ulcera cutanea (r = 0,73) (Figura 7A). Nesses casos
nalisados as quantidades de células CD8* e CD20* nao mostraram correlagao com o tamanho das
ulceras (r =- 0, 45 e r = - 0,48, respectivamente) (Figura 7 B e C). A correlagido negativa entre a
quantidade de células granzima B* e a extensao da ulcera (Figura 7D) sugere gue o crescimento da
lesao, nos casos de LC com DM, nao ¢é dependente de granzima B* (r =- 0,84; p = 0,03). As analises

estatisticas de correlacdo de Sperman possuem valor de p e r referentes ao grupo LC DM.
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Figura 7. Correlacdo entre células do infiltrado inflamatorio das lesdes e a extensdo da Ulcera.
Correlagbes de Sperman para células CD68+ (A), CD20+ (B), CD8+ (C) e granzima B+ (D). Foram
analisadas bidpsias no grupo LC DM provenientes de Ulceras atipicas (n=04) e bidpsias como
Ulceras tipicas de leishmaniose (n=02). As analises para os marcadores CD20 e granzima B no
grupo LC DM foram realizadas em n=05 bidpsias, sendo bidpsias de Ulceras atipicas (n=04) e
biopsia de Ulcera tipica de leishmaniose (n=01).
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Figura 8. IHQ para o estudo imunofenotipico in situ. 10x e 40x: aumento digital no software
OlyVIA.
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6.1.7 Ulceras de pacientes com DM e LC ndo diferem na microdensidade vascular de pacientes
sem DM na LC

As alteracoes dérmicas apontam para 25% dos pacientes diabéticos avaliados com
arteriolosclerose. Com intuito de avaliar a vascularizagdo da lesao, foram imunomarcados e
quantificado vasos CD31* por IHQ (Figura 9 C) com objetivo de mensurar a frequéncia de vasos
na extensao total do fragmento (Figura 9 A), na regiao de borda normal do tecido e borda de ulcera,
tendo em vista a coleta do material de pele na periferia da lesao (Figura 9 B). Os dados encontrados
nao mostram diferencas estatisticamente significantes (p > 0,05), contudo, ha uma tendéncia de

menor frequéncia de vasos nos pacientes diabéticos (LC DM) quando comparados ao grupo LC.
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Figura 9. Quantificacdo de vasos CD31+ in situ. Microdensidade total na extensao do tecido (A) e
avaliacdo em borda normal e borda ulcerada (B). Comparativo entre os grupos LC e LC DM. As
anéalises foram realizadas no grupo LC DM em n=05 bidpsias, sendo bidpsias de Ulceras atipicas
(n=04) e bidpsia de Ulcera tipica de leishmaniose (n=01). Fotomicrografias representativas das
imunomarcacOes para avaliagdo da microdensidade vascular (C). ns: ndo significante; teste Mann-
Whitney (p > 0,05). 10x e 40: aumento digital no software OlyVIA.
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6.1.8 DM ndo interferiu na carga parasitaria dos pacientes com LC

Os cortes histologicos foram imunomarcados com anticorpo anti-Leishmania objetivando
avaliar a carga parasitaria entre os grupos (Figura 10 C). Os resultados evidenciam que ambos 0s
grupos tem quantidade semelhante de parasitos. LC (n = 06) e LC DM (n = 06) possuem carga
parasitaria semelhante (p > 0,05) (Figura 10 A). Os grupos LC (n =06) e LC DM (n = 06) mostram

correlacao positiva entre quantitativo de amastigotas e area lesionada (r = 0,83) (Figura 10 B).
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Figura 10. Avaliacdo do numero de amastigotas in situ. Comparando-se os grupos LC e LC DM
(A). Correlacdo de Sperman entre a area da lesdo e o quantitativo de amastigotas (B).
Fotomicrografias representativas das imunomarcacfes para amastigostas de Leishmania spp. em
biopsia do grupo LC (C) e grupo LC DM (D). Foram analisadas biopsias no grupo LC DM
provenientes de Ulceras atipicas (n=04) e biopsias como Ulceras tipicas de leishmaniose (n=02).
ns: nao significante; teste Mann-Whitney (p > 0,05). 40x: aumento digital no software OlyVIA.
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6.2 RESULTADOS DO MODELO EXPERIMENTAL DE INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS
IN VIVO

6.2.1 Avaliacdo do peso corporal dos animais como monitoramento fisico

Diante do efeito imunomodulador ocasionado pelos farmacos hipoglicemiantes utilizados
no tratamento para DM e a metformina (MET) o farmaco mais amplamente prescrito, foi realizado
um modelo experimental de infecgdo com L. braziliensis (L.b) para avaliar os efeitos isolados do
farmaco na patogénese da LC. Para monitorar o estado dos animais ap6s tratamento com a MET,
trés grupos de camundongos BALB/c foram comparados: G1 (infectados com L.b Ba788); G2
(apenas tratados com MET e G3 (tratados com MET e infectados). Camundongos foram pré-
tratados por 6 semanas com Hcl metformina por via oral (ad libitum). Para avaliar o efeito na
nutrigao, avaliamos o peso em gramas (g). Antes do tratamento (T0), os animais G1 apresentaram
média do peso de 28,59 (+1,6), 30,8g (x1,4) em G2 e 29,69 (x1,5) para G3. Ap6s 6 semanas de
tratamento e no dia da infec¢do com L.b (T1), os grupos 2 e 3 tiveram uma diferenga de 9,1%
(29,99 (£1,5) e 29,99 (£1,5), respectivamente, quando comparados com o grupo 1 com 32,99
(x1,4). Na 12a semana, ou seja, 6 semanas apos infecgao para G1 e G3 e 12 semanas de tratamento
para G2 e 3 (T2), os animais infectados e tratados apresentaram média de 31,5g (£1,8), diferenca

de 6,2% em comparagao com o grupo 1 e 7,3% com grupo 2 (Figura 11).
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Figura 11. Monitoramento do peso corporal dos camundongos. Tempos de avaliacGes
classificados em TO: inicio do tratamento com MET (T), T1: semana da infecgdo com L.b () e T2:

semana da eutanasia (E) indicados com as setas azuis. Teste one-way ANOVA p > 0,05.
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6.2.2 MET retarda o surgimento da papula e modifica curva de evolucéo da lesdo leishmanidtica

Animais apoés infecgao, foram fotografados e monitorados semanalmente em relagao a
espessura da lesao da orelha. Apos trés semanas de infecgao os animais G1 (apenas infectados)
apresentaram 20% a mais na espessura da orelha com média 0,7 mm (+ 0,07; p = 0,0048) e, ap0s
a 4%semana, a papula ulcerada com aspecto acneiforme e hiperemia cutanea diminuiu. Ja o G3
(tratados com MET e infectados) diminuiu 3,4% em comparacao com o grupo 2 (nao infectado) de
0,56 mm (% 0,055), ou seja, demonstrando auséncia de dano tecidual. Na 4a semana de infecgao o
grupo 1 (infectado) reduziu em 5,7% e o grupo 3 (infectado e tratado com MET) aumentou 15,1%
e surgiu papula acneiforme sem ulceragao. Seis semanas apos a infec¢ao, a avaliagao da curva da
lesao demonstra auséncia de ulcera nos animais nao tratados com MET (G1) com média 0,58 mm

(= 0,084) com diferenca de apenas 0,8% do grupo nao infectado (Figura 12 A e B).
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Figura 12. Monitoramento do surgimento da lesdo cutanea em modelo experimental de infeccdo com
L.b. Gréfico da curva da lesdo nos animais infectados (A). Documentacdo fotogréfica da orelha
esquerda do grupo infectado com L.b e ndo tratado com MET e infectado com L.b e tratado com MET,
respectivamente, durante a terceira (3s), quarta (4s) e sexta semana (6s) de infeccdo (B). **one-way
ANOVA p = 0,0048.

6.2.3 Tratamento prévio com MET promove 0 aumento da carga parasitaria na lesdo e em

linfonodo ipsilateral

Na 60 semana de infec¢ao, os animais foram eutanasiados, a orelha esquerda e linfonodos

cervicais em G1 (infectados com L.b) e G3 (infectados com L.b e tratados com MET) foram

6s
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retirados para analises. Os o6rgaos foram macerados, diluidos em meio e cultivados para

mensuragao da carga parasitaria. No local da infec¢ao (Figura 13 A) e no linfonodo cervical (Figura

13 B), o G3 apresentou maior carga parasitaria de 5x10 6 parasitos/ml na dilui¢ao limitante, ou

seja, 10% mais promastigotas em comparagio com G1 (p = 0,02; p = 0,01, respectivamente).
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Figura 13. Avaliacdo comparativa da carga parasitaria em modelo experimental de infeccéo por L.b.
Representacdo grafica e comparativa entre os grupos infectados com L.b e ndo tratados com MET e
infectados com L.b e tratados com MET na orelha esquerda (A) e no linfonodo (B). * teste Mann-
Whitney p = 0,02; **p = 0,01.

6.2.4 MET inibe a producéo sistémica de TNF e IL-12p70

Nos tempos TO, T1 e T2 de tratamento e/ou infec¢do, foram coletadas aliquotas de sangue
para obtengao do soro. Citocinas inflamatorias e regulatorias da resposta imune inata e adaptativa
foram dosadas pela técnica CBA (BD). Os dados obtidos ressaltam o efeito modulador de MET
nos niveis sistémicos em G3 de TNF (p = 0,006) (Figura 14 A) e IL-12p70 (p = 0,02) (Figura 14
B) em T1, quando comparados com 0 G1. MET tem efeito inibidor nos niveis de TNF em G3 e T2
mesmo apos a infecgao por L.b (p = 0,03), quando comparado com G1 em T1. MET nao interferiu
nos indices sistémicos e nao houve diferenca nos tempos e entre 0s grupos para as citocinas IL-6,
IFN- v, IL-10 e quimiocina CCL2 (Figura 14 C-F) (p > 0,05).
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Figura 14. Niveis séricos de citocinas e quimiocina durante infeccdo experimental por L.b com e
sem tratamento com MET. Quantificagio e comparativo entre 0s grupos para as citocinas TNF (A),
IL-12p70 (B), IL-6 (C), CCL2 (D), IFN- y (E), IL-10 (F).***one-way ANOVA p = 0,006; **p =
0,03; *p=0,02.
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6.3 RESULTADOS DOS EFEITOS DA METOFORMINA EM CULTIVO DE CELULAS COM
E SEM INFECCAO POR L.b.

6.3.1 MET nao apresenta efeito citotoxico e inibe o crescimento de macrofagos Raw 264.7

A viabilidade celular de macrofagos Raw 264.7 nao ¢ alterada pela exposigao a diferentes
concentragoes de MET (Figura 15). Como esperado, os resultados revelam que MET em 24 horas
nao ¢ citotoxico para as células. A viabilidade celular variou de 85 a 100% em comparagao ao
controle positivo (MEIO), ou seja, cultura de macrofagos sem MET em meio DMEM

suplementado.
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Figura 15. Avaliacdo da viabilidade celular de macrofagos Raw 264.7 expostos a diferentes

concentragdes de MET. PBS: Tampéo fosfato-salino.

Para a escolha das concentracdes nos experimentos posteriores, foi realizado o cultivo de

1x10° macrofagos Raw 264.7/garrafa em diferentes concentracdes e condigdes experimentais para
avaliacdo do efeito de MET na proliferagao celular. Macrofagos cultivados em 2 mM de MET em

meio DMEM em placas de 96 pocos crescem menos 36,8% em comparagao aos cultivados sem
MET (4,5x10 6células), apos 96 horas de cultivo. Ja células cultivadas em meio com 5mM crescem

98,9% menos em comparagao com as células nao tratadas, ap6s 96 horas, ou seja, 1,3x10 5

células/garrafa. Em 10 mM, macrofagos crescem também menos 99,7% relativo as células nao

tratadas e tiverem um crescimento celular de 2,7x10 4 células/garrafa, em 96 horas de exposicao
(Figura 16 A).
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Tendo em evidéncia a concentragao de 2mM de MET com o menor efeito na inibi¢ao da

proliferagdo dos macrofagos, foi realizado o ensaio com 1x10 5 células/pogo para quantificar o
numero de células viaveis em 24, 48, 72 e 96 horas de exposicao a MET comparando células pré-

tratadas por 6 dias em MET e células sem exposigao prévia a droga. Os resultados demonstram que
a cultura sem exposi¢ao prévia a MET tem um crescimento médio de 4,3x10° células, ou seja,

22,5% superior em relacao as células pré-tratadas. A cultura sem MET atingiu 5,9x10 6 células,
apos 96 horas, representando uma proliferagao 27,1% maior em relagdo aos macrofagos expostos
a MET pela primeira vez (p = 0,0024) e 81,3% a mais em comparagao com as células anteriormente
tratadas (p = 0,0016) (Figura 16 B).
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Figura 16. Cultivo de macr6fagos Raw 264.7 expostos a MET. Avaliacdo do crescimento em
diferentes concentrac@es de MET (A). Crescimento celular comparativo entre células ndo tratadas
(MEIO), pré-tratadas (P MET 2mM) por 6 dias com MET e inicialmente tratadas com MET (B).
** one-way ANOVA p = 0,0024 entre MEIO e 2 mM; p = 0,0016 entre MEIO e P MET 2 mM.
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6.3.2 Efeito de MET no crescimento da cultura de promastigotas de L.b in vitro

Apos verificar que diferentes doses de MET interferem no crescimento de macrofagos in

vitro, avaliamos o efeito direto da MET no cultivo de promastigotas de L.b in vitro. Cerca de 5x10°
promastigotas metaciclicas/mL em 5mL de meio. O cultivo foi quantificado diariamente por 6 dias,
até o decréscimo na proliferagao na curva de crescimento. No 6° dia de cultura, observou-se que

em comparagao com a cultura sem o farmaco, houve um crescimento 34,3% maior em 2 mM de

MET com média de 1,7x10 8 parasitos/mL, demonstrando permanéncia na fase logaritmica (log)

de crescimento, apesar de ndo haver diferencas estatisticas. Em condi¢do com 5 mM de MET houve
0% de diferenca e com média de 6x10 7 parasitos/mL, quando comparado com o cultivo sem droga.

Ao passo que, houve 8,5% a menos de proliferacdo em 10 mM de MET com média de 5,5x10 /

parasitos/mL (Figura 17).
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Figura 17. Curva de crescimento parasitario in vitro em diferentes concentracdes de MET. *teste
Kruskal-Wallis p = 0,04.

6.3.3 Tratamento com MET in vitro contribuiu para 0 aumento da taxa de infec¢do e carga

parasitaria em macrofagos Raw 264.7

Apds a padronizagdo da concentracdo de MET e os efeitos isolados na cultura de
macrofagos e dos parasitos, realizou-se o desafio com a infecgao em MOI 10:1. Apés o periodo de
infeccao de 4 horas, foram contabilizados os percentuais de células infectadas (Figura 18 C) e o

numero de parasitos internalizados por células (Figura 18 D). As células positivas nas condi¢des
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experimentais (Tabela 2) descritas em CIl (infectadas com L.b) e CIlI (infectadas com L.b e
tratadas com MET) estam representadas abaixo, respectivamente (Figura 18 A-B). A modulagao
das células com MET na cultura interfere no quantitativo de macrofagos infectados (p = 0,006) e
quando analisado de forma comparativa com os macrofagos ndo tratados com MET. A quantidade
de parasitos/células ¢ 46,8% (p = 0,002).
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Figura 18. Quantificacdo da infeccdo de macréfagos Raw 264.7 por L.b tratados com MET. Célula
infectada com L.b e ndo tratada com MET (A). Célula infectada com L.b e tratada com MET (B).
Representacdo grafica da taxa de infeccdo em 100 células contadas (C). Contagem de parasitos
internalizados na frequéncia de células infectadas (D). *Teste Kruskal-Wallis: p = 0,006; **Teste
Kruskal-Wallis: p = 0,02.



63

Em paralelo a avaliagao da taxa de infecgao e contagem de parasitos, foi realizado a analise
da viabilidade parasitaria intracelular, permitindo assim, identificar modificagdoes no potencial
microbicida dos macrofagos. A avaliagao foi realizada em 48 e 96 horas. A analise dos resultados
evidencia um aumento da viabilidade parasitaria em 96 horas para macrofagos infectados com L.b
e tratados com MET (CI1l), em comparagao com os infectados com L.b e nao tratados em 24 horas
(CII) (p = 0,001) e Clll em 24 horas (p = 0,01 (Figura 19). Os dados supracitados ressaltam, em
termos de, taxa de infec¢ao e numero de parasitos internalizados, que as células tratadas com MET

apresentam um redugao da capacidade microbicida na infeccao por L.b.
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Figura 19. Analise comparativa da viabilidade parasitaria intracelular em macrofagos Raw 264.7

infectados com L.b. Teste Kruskal-Wallis: **p = 0,001; *p = 0,01. LPS: lipopolissacarideo.

6.3.4 MET suprime a liberagdo de ROS no meio extracelular e producdo de ROS intracelular em

macrofagos Raw 264.7 durante a infeccdo por L.b

Macrofagos expostos a MET tiveram a producdo de reativos derivados do oxigénio
liberados no sobrenadante reduzida 89,6% (p = 0,007), apés a infec¢ao com L.b, quando

comparados com os macréfagos tratados com MET e sem infeccédo por L.b (Figura 20).
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Figura 20. Producdo de ROS no sobrenadante da cultura de macréfagos Raw 264.7 tratados com
MET e infectados com L.b. **Teste Kruskal-Wallis p = 0, 007. LPS: lipopolissacarideo. NH20H:

hidroxilamina.

As dosagens de ROS nos sobrenadantes funcionaram como método de triagem para
confirmagao das altera¢des bioenergéticas intracelulares. Para quantificar as ROS intracelulares, 0s
macrofagos foram analisados conforme a intensidade de fluorescéncia celular total corrigida. Os
campos microscopicos sao representativos das culturas e permitem a verificagao qualitativa da area
celular fluorescente para ROS, DAPI e a sobreposi¢ao (Merge) (Figura 21 A). Os dados mostram
0 aumento significativo na produgio de ROS nas células infectadas com L.b (CIl), evidenciando o
efeito da L.b na ativacdo macrofagica em comparagao com células nio infectadas (CN) (p <
0,0001). L.b induz um efeito superior ao estimulo com LPS (CP) (p = 0,01) e metformina (CI) (p
=0,0008), assim como, representa efeito superior na producao de ROS em comparagao com células
estimuladas com LPS e tratadas com MET (CIV) (p = 0,01). As analises salientam as diferencas
na inducao da produgao dos mediadores reativos, em comparagao com CN, utilizando os estimulos
em macrofagos tratados com MET e infectados com L.b (CIII) (p = 0,008), macrofagos tratados
com MET e estimulados com LPS (CIV) (p = 0,03) e macrdfagos tratados com MET, infectados
com L.b e estimulados com LPS (CV) (p = 0,006). Apesar de nao haver diferenga estatistica,
verificamos que MET reduziu 34,1% na inducao de radiacais do oxigénio intracelular na infecgao

por L.b (CIIl) em comparagao com macrofagos apenas infectados (Figura 21 B).
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Figura 21. Dosagem intracelular de ROS em macrofagos Raw 264.7 infectados com L.b e tratados

ou ndo com MET. Imagens representativas da marcagdo celular por imunofluorescéncia (A) e

quantificagao do coeficiente de fluorescéncia total corrigido (B). Teste Kruskal-Wallis ****p = 0,
0001; ***p = 0,008; *p = 0,03; **p = 0,006; &« p = 0,01; # = 0,0008; »p = 0,01. LPS:

lipopolissacarideo.
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7 DISCUSSAO

As alteracoes metabolicas decorrentes da diabetes como a hiperglicemia e formagao dos
AGEs contribuem para complicagdes como arteriolosclerose que contribui para formagio de
ulceras cutaneas nos pacientes com DM (MACEDO, NUNES, BARRETO, 2016). Farmacos
hipoglicemiantes sao utilizados para o tratamento da DM e ja sao descritas a¢oes pleotropicas no
sistema imune dos individuos que modulam a inflamagao, o potencial microbicida dos fagocitos e
a resposta celular adaptativa (LIU et al., 2014; KAJIWARA et al., 2017; SINGHAL et al., 2014).
Essses achados estimulam investigar quais os efeitos inflamatérios cronicos e sistémicos da DM e
a possivel modulagdo farmacologica da metformina e outros farmacos como a gliburida na

patogénese da leishmaniose cutanea por L. braziliensis.

As avalia¢oes histopatologicas das biopsias de pacientes com LC diabéticos revelaram
frequéncia da necrose tecidual 50% menor que em biopsias de pacientes nao diabéticos, o que pode
correlacionar os pacientes diabéticos com ulceragao cutanea menos profundas, caracterizando uma
lesao superficial crostosa e com menor dano tecidual visivel, observadas clinicamente. A nao
identificacao de amastigotas nos 25% do grupo LC DM nao excluiu o diagnoéstico de LC, pois 0s
pacientes tiveram histologia compativel, IDRM positivo, melhora clinica com uso de glucantime,

assim como, PCR e/ou cultivo positivos para Leishmania spp.

Pela caracterizagao do infiltrado celular nas bordas das tlceras dos pacientes com LC
observou-se uma diminuicao de 35,2% da quantidade de células CD8* em ulceras de pacientes com
ambas as doencgas (LC e DM). Na literatura ha fortes evidéncias que células CD8* contribuem para
dano tecidual nas ulceras de pacientes com leishmaniose (MACHADO et al., 2002; RUIZ,
BECKER 2007; SANTOS et al., 2013; DANTAS et al., 2013). Redugao na frequéncia de células
CD8* nos pacientes diabéticos pode ter relagao com menor frequéncia de necrose in situ e
modificagdes no aspecto clinico. Os achados em outros trabalhos atribuem que as células T CD8*
em pacientes com LC como células efetoras citotoxicas que migram para a lesao e participam na
formacdo da necrose. Células CD8" Granzyme B*causam o dano tecidual, ja as células CD4*

produtoras de IFN-y contribuem para eliminagao dos parasitos (SANTOS et al., 2013).
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A quantificacao de células granzima B* demonstrou que quanto maior a extensao das lesdes
em pacientes LC DM temos a menor frequéncia de células produtoras de granzima B. Estudos
realizados por Kumar et al. (2014) evidenciaram a diminui¢ao na populagio de células T CD8*
Granzima B* em pacientes diabéticos com tuberculose, concluindo que os pacientes diabéticos
possuem uma diminuigao na expressao de moléculas citotoxicas em células CD8*. A hiperglicemia
pode estar modulando a expressao de moléculas citotoxicas em células CD8* (KUMAR et al.,
2014).

Observou-se uma correlagao negativa entre os niveis glicémicos e a extensao da lesao
leishmanidtica (r = - 0,75; p = 0,007) em pacientes com DM em uso de metformina, quando
comparados aos pacientes sem DM. O oposto também foi observadoo (r = 0,6; p > 0,9) entre
glicemia e area da ulcera entre os pacientes portadores de DM em uso de outras drogas
hipoglicemiantes. Os dados sugerem que a extensao e aspecto da ulcera cutanea em pacientes

diabéticos sao modulados pela metformina.

O infiltrado inflamatorio cronico presente nas ulceras de LC sdo caracterizados pela
presenca de muitos macrofagos CD68*. Neste estudo encontrou-se uma correlagao positiva (r =
0,83) entre a extensao da lesao e nimero de macrofagos in situ, independente, da presenca ou nao
de DM. Resultados semelhantes por Saldanha et al. (2017) corroboram com os dados encontrados
aqui. Macrofagos mesmo no inicio na LCR e forma cronica na LCC possuem correlagao com a
extensao da area ulcerada e area de necrose na LCR (r = 0,55) e LCC (r = 0,53). Concluindo que
macrofagos podem estar diretamente envolvidos na patogénese da ulcera por Lb em lesdes recentes
de LC (SALDANHA etal., 2017). CAMPOS et al. (2017) ressalta que o aumento da frequéncia de
células inflamatorias e atividade citotoxica na LC por Lb interfere na aparéncia e desenvolvimento
da ulcera cutanea (CAMPOS et al., 2017).

Saldanha et al. (2017) e Shirian et al. (2014) evidenciaram para correlagdo negativa entre o
numero de amastigotas e extensao da area de ulceragao na LC. Resultados encontrados no presente
estudo em biopsias de pacientes revelaram 29,1% mais amastigotas no grupo com DM e correlagao
positiva (r = 0,83) entre tamanho da ulcera e naumero de amastigotas. A biopsia do paciente
diabético com maior area de lesdo (2046 mm?) possuiu cerca de 28,6% mais amastigotas quando

comparado ao paciente sem DM. Os achados corroboram com a hipoétese que a DM altera a
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suscetibilidade as infecgoes, possivelmente interferindo na fungao dos neutréfilos, diminui¢ao dos
mecanismos antioxidantes e imunidade humoral (CASQUEIRO; CASQUEIRO; ALVES, 2012) e
complicagdes na LC (NICLOT et al., 2014).

Os achados do presente comparativo com biopsias de pacientes foram fundamentais para
outro estudo incluido nesta dissertacdo para avaliar no modelo experimental o efeito da metformina
na infecgao por L.b. Sabe-se que mesmo com DM, o uso da medicacao ¢ irregular, também nos
pacientes com diabetes e leishmaniose e os pacientes também foram submetidos ao tratamento para
leishmaniose com glutamine. Assim, para avaliar qual o efeito da metformina na evolugao da
infecgcao neste modelo mais controlado de vieses, se avaliou o efeito isolado do tratamento com
MET na LC experimental em BALB/c. Estudos como de Qing et al. (2019) evidenciam 0s
mecanismos moleculares da MET em induzir o eixo AMPK/mTOR promovendo a inibi¢ao de
NLRP3 como evento crucial na indu¢ao de macrofagos M2 e promovendo um avango para a
cicatrizacao tecidual (QING et al., 2019). Os resultados encontrados neste estudo demonstraram
que o tratamento com MET em camundongos infectados com L.b retarda o aparecimento da papula
leishmaniotica, mas nao impede a ulceragdo, apos 6 semanas de infec¢ao. O estudo realizado por
Ochoa-Gonzalez et al. (2016), afirmou que MET bloqueia agao de mTOR, diminuiu o ciclo celular,
reduz a proliferacao celular de queratinocitos in vitro reduzindo a cicatrizagao em modelo
experimental e interferindo negativamente na clinica dos pacientes com ulcera do pé diabético,
sugeririndo que o uso de MET interfere no remodelamento tecidual, no tamanho da lesao e no
tempo de cicatrizagao das lesoes (OCHOA-GONZALEZ et al., 2016).

MET induz AMPK modulando o balango ADP/ATP mitocondrial o que resulta na produgao
de ROS em macrofagos, que aumenta o potencial microbicida dos macrofagos em infecgoes por
M. tuberculosis (SINGHAL et al., 2014), L. pneumophila (KAJIWARA et al., 2017). Interferindo
no metabolismo mitocondrial e na imunidade adaptativa em infecgdes por Plasmodium, sugerindo
também um efeito protetor da MET na malaria (BRIDGES et al., 2014; MIYAKODA et al., 2018).
Tratamento com MET no modelo experimental de infec¢do por L.b proposto na presente
dissertagao resultou um aumento 1.000 vezes o numero de parasitos no local de infec¢do e nos
linfonodos drenantes. Sugere-se avaliar a carga parasitaria dos animais em diferentes tempos de
infecgdo, pois a curva da lesdo no momento da anélise evidencia a fase de remissdo da doenca para

0s animais ndo tratados com MET e 0 aumento da lesdo e carga parasitaria no para 0s animais
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tratados com MET. Esses achados sugerem para a hipotese, que MET exacerba a produgao de ROS,
um estresse oxidativo celular e resulta no aumento da suceptibilidade para L.b. Novais et al. (2014)
avaliou que embora as Leishmanias sejam sensiveis as ROS, a explosao respiratoria que ocorre nos
macrofagos, nao ativados pela imunidade adaptativa apos a infecgao, ¢ insuficiente para mata-los.
Fukai et al. (2011) afirmam que alguns parasitas podem induzir respostas antioxidantes como um
mecanismo de escape. Khouri et al. (2009) ressalvaram que em macrofagos humanos infectados
por L. amazonensis ocorrem aumentos significativos na expressao e atividade da superoxido

desmutase-1 (SOD-1), o que favorece diretamente a sobrevivéncia do parasito.

A imunidade inata regula positivamente o perfil de citocinas de ativagao da resposta
adaptativa Thl contra a L.b em modelos de infec¢ao (OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). A
administracao de MET por 6 semanas em camundongos BALB/c diminuiu TNF e IL-12. O pré-
tratamento dos animais permitiu reproduzir possivelmente os individuos diabéticos em uso de
hipoglicemiante ao serem infectados com L.b. Animais infectados, sob efeito da MET, com
menores niveis de TNF e IL-12 facilita a infec¢do por L.b. Rocha et al. (2007) demonstra que a
infeccdo com L.b em camundongos TNF - favorecem lesdes cutaneas nio cicatrizantes. Carvalho
et al. (2008), relatam que as células dendriticas infectadas contribuem para o controle do parasito
através da produgao aumentada de TNF-o. Portanto, a utilizagao de MET na infecgao experimental
modificou a dinamica de infecgao por L.b, proporcionou o aumento de carga parasitaria e modulou
niveis circulantes de TNF e IL-12, sendo IL-12, citocina critica para inducao da ativagao celular
no contexto da infec¢ao por L.b (VARGAS-INCHAUSTEGUI, XIN, SOONG, 2008).

O aumento na carga parasitaria dos camundongos e modulagao das citocinas inflamatérias
produzidas principalmente de células da resposta imune inata, levaram a suposta elucidagdo dos
mecanismos da imunidade inata, que quando modulados por MET, séo capazes de modificar o seu

potencial microbicida e perfil de ativagao no modelo in vitro.

Sabe-se também que efeitos pleiotropicos de MET atenua a diferenciagao de monocitos em
macrofagos e eventos indutores da inflamagao, como a produgio de TNF (VASAMSETTI et al.,
2015). Os achados preliminares da dissertagio com uso de MET no macrofago revelam a
capacidade em inibir a proliferagao de macréfagos em condigdes experimentais com doses de 5 e

10 mM de MET e independente de exposi¢ao prévia ao farmaco, contudo, sem interferir na
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viabilidade celular. O efeito na inibi¢ao da proliferagao foi restrito ao macrofago e mantendo o
crescimento de L.b com 2 mM de MET na fase estacionaria de crescimento, mas 0 que nao ocorre
com doses maiores ou auséncia de MET. Wang et al. (2018) mostraram os efeitos de MET no
cancer, onde ha muita proliferacao celular, modifica o0 microambiente inibindo a proliferacao de
células neoplasicas, pela diminuigao da angiogénesse e modificagao no fenétipo do macrofago
associado ao tumor que suporta o desenvolvimento tumoral. Em carcinoma hepatocelular, Del
Campo et al. (2018) e Jonggi et al. (2015) corroboraram com os achados reafirmando a acao direta
de MET na indugdo de AMPK, inibi¢do de mTOR, suprimindo o ciclo celular e consequente

proliferagao das células tumorais.

Diante das avaliagoes do efeito de MET nos cultivos isolados de macrofagos, investigou-
se MET na infeccao por L.b in vitro. O aumento no namero de células infectadas e também da
carga parasitaria, contudo, foi observado que apenas 30% de aumento na viabilidade dos parasitos
intracelulares nas células tratadas com MET em 24 horas ap6s a infec¢ao e aumentaram 36% em
96 horas. Sabendo que um dos principais mecanismos de morte intracelular dos patogenos ¢é atraves
produgio de ROS (NOVAIS etal., 2014) e que MET interfere na produgao de mROS (KAJIWARA
et al., 2017; SINGHAL et al., 2014) formulamos a hipotese que durante o curso da infec¢ao por
L.b ocorre uma interferéncia nos niveis de ROS induzidos pela infeccdo e MET que ativam
mecanismos de evasao do parasito via acao antioxidante que promovem o aumento da viabilidade
parasitaria intracelular. As evidéncias na liberagdo de ROS no sobrenadante das culturas de
macrofagos demonstram que MET aumenta a libera¢do de ROS, contudo, ocorre uma diminuigao
significativa na liberagao, quando as células sao tratadas com o farmaco e infectadas com L.b. A
técnica para quantificacao das ROS extracelular foi executada com a utilizagdo de NH2OH, que
possuiu atividades microbicidas descritas (JULIAN et al., 2015) e os ésteres provenientes de
NH>OH sao associados por inibir o crescimento de amastigota e promastigota de L. donovani
(KHOMUTOV et al., 2010), portanto, pode ser atrelado as baixas concentragoes de ROS

extracelular durante a infecgao com L.b.

O cultivo de macrofagos com MET induziu um aumento de 48,1% na média de produgao
de ROS intracelular, assim como, o estimulo proporcionado pela infec¢ao promove uma sintese
37,8% superior a indugao por MET. A adigdo de MET nos cultivos de macrofagos infectados

diminuiu 34% a produgao de ROS intracelular. Carvalho et al. (2017) descreve que, em excesso,
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as ROS sao altamente prejudiciais para os parasitas e para as células hospedeiras. Portanto, para
contornar o estresse oxidativo, as células hospedeiras produzem antioxidantes, como a SOD-1, que
catalisa a dismutagao do superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (FUKAI, USHIO-
FUKAI, 2011). Os mecanismos elucidados na literatura, correlacionam que alguns parasitos podem
induzir respostas antioxidantes como um mecanismo de escape. Em macrofagos humanos, a
infecgao por L. amazonensis é seguida por aumentos dramaticos na expressao e atividade da SOD-

1, que tem mostrado favorecer diretamente a sobrevivéncia do parasito (CARVALHO etal., 2017).

Os dados discutidos no trabalho permitem propor (Figura 22) que a utilizagdo de MET
diminuiu a proliferagao celular, na infecgao por L.b, suprime a liberacdo e producao de TNF e IL-
12p70, boqueia a liberacao de ROS para 0 meio extracelular, como também, a produgao de ROS,
quando infectadas por Leishmania. MET através do aumento de AMPK-p pode gerar um elevado
estresse oxidativo celular, quando somado a producdo de ROS viabilizada via fagocitose do
parasito. A condicdo gerada promove a inducao de SOD do hospedeiro e isoformas descritas do
parasito (GHOSH; GOSWAMI; ADHYA, 2003), as quais irao implementar a detoxificacao de

ROS e permitir 0o aumento da carga parasitaria no interior dos vactolos parasitoforos.
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Figura 22. Modelo proposto da imunomodulagdo induzida por metformina durante a infecgdo por
L. braziliensis em macrofagos. Durante a infec¢do na auséncia de MET, a produgdo de TNF e IL-
12p70 permite a manutencdo do perfil inflamatério do macréfago, assim como, o processo de
fagocitose desencadeia a produgdo de ROS via NADPH oxidase no interior do vécuolo
parasitoforo, logo que a auséncia de MET também ndo interfere na proliferacdo das células e
garante um maior controle da carga parasitaria por ndo haver subversdo dos mecanismos
microbicidas do macréfago. Diante da introducdo da MET, ocorre a ativacdo de AMPK-p que inibe
a producdo de TNF e IL-12p70, suprime a proliferacdo celular e proporciona o aumento de mROS.
A fagocitose induz ROS via NADPH oxidase e em adigdo com mROS geradas via AMPK-p
proporcionam um ambiente de elevado estresse oxidativo intracelular. A condigcdo gerada ativa a
via de detoxificacdo por SOD da célula hospedeira e isoformas do parasito, reduzindo ROS

intracelulares e viabilizando o crescimento parasitario no interior do vacutolo parasitéforo.
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8 CONCLUSAO

Pacientes previamente diabéticos com LC desenvolvem ulceras leishmaniéticas que sao
atipicas, com menos necrose e menos células CD8* no local da lesdo. Muitos dos pacientes com
LC DM usavam Metformina para controle da glicemia. Nesta tese avaliamos também a utiliza¢ao
experimental de metformina in vivo em animasi infectados com Lb como farmaco imunomodulador
MET diminuiu os niveis de TNF e IL-12p70, interfere no tempo de ulceragao com L.b e aumenta
a carga parasitaria no sitio de infecgao e lifonodo ipsilateral. JA no modelo tratamento in vitro com
MET hé& a redugao na proliferagao celular, independente, de exposig¢ao préviaa MET e nao interfere
na viabilidade celular. Baixas concentragoes de MET adicionadas no cultivo de L.b favoreceu a
fase estacionaria de crescimento da L.b. Ja a presenga de MET durante a infec¢ao in vitro, elevou
o namero de células infectadas e o nimero de parasitos por células. A associagao da MET durante
infeccao com L.b reduz as produgdes de ROS induzidas por L.b e MET de forma isolada. Os
achados encontrados sugerem que DM interfere na apresentagao clinica das ulceras na LC, por
interferir no padrao de resposta celular do hospedeiro, diminuindo células CD8* e favorecendo a
carga parasitaria, mesmo com o tratamento com glucantime. Ja os estudos experimentais in vitro e
in vivo revelam que sé o uso da metformina, principal droga hipoglicemiante incluida no tratamento

da diabetes, nao controla a infecgao e favorece a doenga.
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corroborar para o estudo dos mecanismos da DM e seus di tos nos p de defesa do
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DM apresenta-se por favorecer um pior prognostico das manifestagdes clinicas de doengas infecciosas
cutaneas, sendo assim, mwmmm“uawmnwm

na resposta imune do hospedeiro e efeito da medicagao hipogli iante na formagdo da resposta
inflamatoria. Niveis elevados de gl sdo associados a glicagio de protéinas, interferéncias funcionais e
estruturais na célula e indugdo da resposta infl toria. Os hipogli iantes p acdo anti-
inflamatoria.

Objetivo da Pesquisa:

- Objetivo Primari

Endersgo: Rua Waldemar Faic3o, 121

Balrro: Candeal CEP: 40295-710
UF: BA Municiplo: SALVADOR
Telefone: (71)3176-2327 Fax (T13176-2285 E-mall: cep@bahia flocruz be

Pigne 01 de OF



ANEXO 2 - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Ministéra 48 Saude

FIOCRLZ
Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pasquisas Gongale Monlz

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO DE APROVACAQ
PROTOCGLO: 012/2017
PROJETC "AVALIACAD DA INFLUENCIA DE METFORMINA NA RESPOSTA INFLAMATORIA

TECIGUAL EM MODELO MURINO DE QBESIDADE E DIABETES TIPU 2 INFECTADOS COM L
braztfiensas™ . ! '

GOCRDENADOR. Dr. S&rgic Alrada

Quanytativo de Anlmals Aprovados
Espécia/LInhigsm N% de Anitais
Koamundongag Bzlbvc 3

Camundongo CE7BL/G ' : : 30

- Cerllitamos qua na presente vers3a aate projelo exta de acorde com as prnglpiog de &tice na pesUISa
com animaiz adotado pela Lel 11.784/20C8, foi aprovadd ¢ licenciado pela COMISSAO CE ETICA NO
VSO DE ANIMAIS (GEUA-CPaGM) em 22082017, & fem valicde Fte 221062018,

' Tre pressnt vevsion of the abave refeisncad project agrses with 12 ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL
RESEARCH adoptad by the Brazilian law 1. 7542008 and was approved and licsnsad by the £ rHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH of the CRoGM-FIOCRUZ &: 08:23/2017, being vaflg unti
0822/20° 0, : '

SOLICITAMOS © ENVIO DOS RELATSRIOS PARCIAL E FINAL NOS PRAZOS ESTARELECIDCS
ABAXCH ’

Yigancia: 22/03/2017 a 22/0&8/2019.
Emvio do Relatoric Anusl; 23/08/2018.

Relatéro Finel: 23/08/2015.

Se.vallor, 22 de agosto ds 2017, .

}&;\hi_ﬂ.@. £, TN ?32 :S_Nm_ Or Daniel B Bazema
: DANIEL FEAEIRA BEZERRA - Fesjusadar- FIDCRAZ.BA
Coordanader da Comigse ca Etica no Uso da Animais Mat STARE D 839390

Centro da Peaguisa Gongalo Moniz - FIGCRUZ

Comisde go Efce Mr Use de Aninsai - Fur Ve nar Faledo, P 121, Candra | Selvader, Dzha UEP <0206-7 10, Gragk
. T, (#1) 2176-2288
E-il: e ahanle.fieerus,br



ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sria) esti sendo convidado(a) a participar, como voluntiriofa). em uma pesquisa
intitulada “Avaliacio da resposta inflamatoria em bidpsias de pacientes diabéticos com
leishmaniose cutinea localizada™ coordenado pelo Dr. Sérgio Marcos Armuda. O objetivo da
pesquisa ¢ avabar a pele ¢ quantificar estruturas ¢ substincias (células ¢ citocinas)
responsdveis pela defesa, que se encontram na pele lesionada ¢ agem contra o parasito que
causa leshmaniose.

Para isso, caso ofa) Sra) concorde em participar desta pesquisa, sua paricipacio
constari em responder a um questiondrio especifico ¢ doar parte da biépsia de pele retirada
para o diagnostico, para os exames laboratonais da pesquisa, Se for da vontade dofa) Sr(a),
todo o excedente do material retirado serd armazenado para eventuais confirmagdes dos
resultados ou para pesquisas futuras, desde que aprovado pelo Comité de Etica. Ressalto
ainda que, caso seja da sua vontade, o Sr(a) serd novamente consultado para obter um novo
consentimento para uwso de sua amostra de tecido no(s) estudois) futuro(s). Todos os
procedimentos citados serdo realizados apenas uma Gnica vez, nido necessitando de um
segundo retormo ao centro de sande.

Alguns dados referentes aos procedimenios de rotina feitos no centro de saidde serio
retirados do seu prontudrio, tas como o resultado da avaliacio dermatoldgica e clinica, como
tamanho da lesio, resultados de exames complementares e histonco de sainde.

A coleta da bidpsia serd realizada com material estéril, uso de anestésico local ¢ por
profissional qualificado, podendo provocar um pequeno desconforto temporirio causado pela
retirada da pele, queimor ¢, muito rmramente hematoma (roxo), que habitualmente melhora em
algumas horas ou poucos dias.

A participacdo dofa) Sr(a) neste estudo nio trard beneficio diretos ao seu problema.
Entretanto, o conhecimento obtido a partir destes testes poderd contribuir para um melhor
conhecimento da resposta imunologica contra o agente causador da leishmaniose. Sua
participacio neste estudo ¢ voluntina, voceé pode se recusar a participar em qualquer
momento, sem que isto acamrete qualquer constrangimento, penalidade e ndo cause prejuizo ao
seu ratamento ou conduta clinica. O grupo de pesquisa se compromele em custear lransporte
¢ alimentagdo para os participantes do estudo ¢ também seus acompanhanies, caso seja
necessino deslocamento devido ds atividades do projeto de pesquisa.

O{a) Sr(a) pode solicitar esclarecimentos ¢ trar davidas a qualquer momento com o
pesquisador responsavel pelo estudo Dr. Sérgio Amuda (telefone para contato: 3176-23 10 ou
3176-2232) ou com o Comité de Etica em Pesquisa do IGM/FIOCRUZ, Instituto Gongalo
Monmiz - Fiocruz, Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Salvador-Ba, CEP: 40296-710.

Além disso, qualquer informagio divulgada durante este estudo seri confidencial sendo
apenas compartilhada com outros membros da equipe. Sua identidade sert preservada ¢
nenhum resultado obtido com esta pesquisa conterd o seu nome.

Este termo ¢ composto de duas vias de igual conteido, sendo a primeira para
arquivamento pelo pesquisador coordenador ¢ a segunda para o voluntino. Se aceitar
participar do estudo, por favor, assine ao final do documento concordando em fazer parte da
pesquisa.

1. Autorizo o armazenamento do meu material biologico (fragmento de pele) para
eventuais confirmacdes dos resultados. Ou para fins de pesquisas futuras, desde que
aprovados pelo Comité de Etica:

OSim ONao
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Eu, s RG:
. reafirmando que tenho ciéncia do acima exposto, concordo em
participar deste estudo por minha propria vontade, sem receber qualquer incentivo fmanceiro
e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa.

Estou ciente de que receberei resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer divida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionado com a
pesquisa a que serei submetido. Minha colaboraciio se fard de forma andmima, por meio de
doacio da biopsia e das informacdes a respeilo da minha saide. Os dados coletados serdo
mantidos em absoluto sigilo.

Fui ainda informado(a) que todas as mformagdes serio mantidas de forma andnima e
que posso me retrar deste estudo a qualquer momento, sem  prejuizo pam meu
acompanhamento ¢ da munha familia, bem como, ndo sofrerer quaisquer sangdes ou
constrangimentos. A minha nio participacio na pesquisa nio afetard, de forma alguma, a
minha conduta clinica.

Salvador, f f
Nome:

Assinatura:

Impressio datiloscopica :

Assinatura do Pesquisador responsavel:
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ANEXO 4 - ARTIGO 1 PUBLICADO DURANTE O MESTRADO NO PGPAT

244 Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de janeiro, Vol. 172(12): 844-849, December 2017

ELISA-based assay of immunoglobulin G antibodies against mammalian
cell entry 1A (McelA) protein: a novel diagnostic approach for leprosy
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BackCrOUND Leprosy is a chroaic infectious disease caused by the obligate intracellular bacilius Afycobacserium lgprae. Because

(McelA). ﬁﬂpﬂlﬂnﬂhhmd&eﬁmhcﬂ]mﬁamﬂdhmwuﬂbﬂsmm
oejecTive The aim of this study was to evaluate antibody responses against the McelA protein in leprosy patients, household
contacts of patients, and the peneral population to present an addition tool for leprosy diagnosis.
METHODS A cross-sectional study involving 89 volunteers [55 leprosy cases, 12 household contacts (HHC) and 22 endemic
controls (EC)] was conducted at Couto Maia Hospital, in Salvador. Bahia (BA), Brazil.

resuLTs The median anti-Mcel A IzA was

significantly hizher in multibacillary (MB)
< 0.0001). A sumilar trend was observed in [gM levels, which were significantly
to in EC individuals. The greatest differences were observed for

and paucibacillary (PB) cases than in EC (p
higher in both MB (p < 0.0001) and PB (p=0.0006)
antibodies McelA The

ETOuUpS
median levels of MB and PB were significantly higher compared to both controls HHC and EC (MB or PB vs EC MBvs HHC p <

0.0001; PB vs HHC, p = 0.0013). Among leprosy cases, IgG enzyme-

Inked imrmnosorbent assay sensitivaty and specificty were

92.7% and 97.1%. respectively. IgGmmouﬁmdmgu%ndMl%dmlndEpmm
conclusion This novel diagnostic approach presents an easy, non-invasive, and inexpensive method for leprosy screenming,

which may be applicable in endemic areas.

Key words: jeprosy - antibodies - McelA protesn - is ~ imemur

-

Leprosy, a disabling chronic infections disease, is
caused by the oblizate intracellular bacillus Afycobacrari-
um leprae and remains a public health problem in endemic
areas of developing countries, such as Brazil (Rodrigues
& Lockwood 2011). M. leprae tropism in reticuloendo-
thelial and Schwann cells results in infection, mainly af-
fecting the skin peripheral nerves, mmcosa of the upper
respiratory tract and eyes (Eichelmann et al 2013, WHO
2016). Skin lesions, neuropathological involvement result-
ing in loss of peripheral motor function, and deformities
are historically responsible for the social stizma associ-
ated with this disease (Eichelmann et al. 2013).

According to official reports from 121 countries, the
global registered prevalence of leprosy was 213,899 in
2014. This umber of new cases indicates the high rate of
continued transmission of infection by M. leprae (WHO
2016). The nasal nmcosa is the most common route of
transmission of the bacillus during close and frequent
contact with leprosy patients (Martins et al. 2010). Ac-

doi: 1015900074 02760160549

cordingly, the early detection of disease spread and ef-
fective treatment with standard multidrug therapy is an
important strategy for controlling leprosy (Rodrigues &
Lockwood 2011). However, the WHO global strategy for
reducing the leprosy burden may be unsuccessful with-
out improved diagnostic tools.
D:mgkposyxsdﬁmhmdplm

tise is required to differentiate this disease from other skin
diseases, including vitilizo, hypochromic eczematides,
tinea corpons, and pityriasis veriscolor (Yang et al. 2013).
The diagnosis of leprosy is based on clinical examination,
bacilloscopy of the dermal lymph and histopathology of
skmlemnbnps:s(WHOZOlG) Allhxghblcﬂhsmpy

negative results do not exchade the diagnosis of leprosy
(MS 2002). In addition, histopathology presents techmi-
cal and practical limitations such as the imvasive nature of
this method and need for specific laboratory equipment.
A{ lgprae has been shown to reprogram macrophage
differentiation, contributing to persistence of the bacillus in
the host (Batista-Silva et al 2016). Although modulation of
imrmume mechanisms by mycobacteria have been compre-
mmmanmwwm

mycobacterial wall Proteins found in the bacllary cell wall
are the first to imteract with host immmume cells; ie, these
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ANEXO 5 - ARTIGO 2 PUBLICADO DURANTE O MESTRADO NO PGPAT
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ENSINO POR INVESTIGAGAO EM IMUNOLOGIA:
AS CELULAS DE DEFESA E SEUS MECANISMOS
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RESEARCH-LED TEACHING IN IMMUNOLOGY: DEFENSE CELLS AND

THEIR EFFECTOR MECHANISMS AGAINST SPECIFIC DISEASES
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RESUMO
Introducdo: O tipo de metodologia de ensino amplia as possibilidades dos

alunos em reter o conteiddo. As metodologias ativas surgem como
alternativa para os alunos participarem ativamente da construgdo do seu
conhecimento, assim como, estimular as fungGes mentais de pensar,
raciocinar, combinar, refletir, entender e observar. Objetivo: O trabalho
objetiva propor uma atividade de investigacdo para a disciplina de
imunologia, para estudantes de graduacdo, com a finalidade de discutir as
funcbes das células imunologicas em doengas. Metodologia: O trabalho foi
consolidado com a proposta de uma atividade fundamentada no ensino por
investigacao com o topico resposta imunologica aos patdgenos e os
mecanismos efetores das células imunes nas doencas. Resultados: A
aplicacdo do contelddo sobre functes das células do sistema imune e seus
mecanismos de mediacdo e resposta foi melhor assimilado quando
utilizamos ferramentas de metodologia ativa, que nesse contexto esta
configurada na elaboracdo e excursdo do jogo "Perfil Imunoldgico”.
Palavras-chave: Imunologia; Ensino; Doencas; Investigacdo; Perfil
Imunolégico.
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