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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca zoondtica negligenciada, que
acomete a pele e as mucosas, resultando em lesbes ulcerativas Unicas ou mdltiplas. O
Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) é uma desordem metabolica, constituida por hiperglicemia
crbnica, decorrente da falha na secrecdo e/ou agdo da insulina, representando um grave e
crescente problema de salde e uma das principais causas de mortalidade no mundo.
Comumente, doencas infecciosas sdo mais recorrentes em pacientes diabéticos, devido a
disfungdo imunoldgica. A inflamagdo acentuada e cronica é uma caracteristica em comum
nessas duas comorbidades. O horménio melatonina é uma indolamina sintetizada
endogenamente, exercendo importantes a¢cGes imunomoduladoras e neuroprotetoras, além da
manutencdo temporal do ritmo bioldgico. O conhecimento sobre o efeito da infecgdo por
Leishmania no relégio bioldgico do hospedeiro ainda é escasso, portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a relacdo da melatonina com mediadores inflamatoérios na infec¢do por
Leishmania em pacientes hiperglicémicos. Foram avaliados, os niveis séricos do horménio
melatonina, glicose e mediadores inflamatorios (PCR, IL-4, TNF-o)) em individuos saudaveis,
com leishmaniose, com diabetes e com associacdo das duas doencas. Observou-se um
aumento do TNF-a nos grupos testes em relacdo ao controle. Além disso, niveis reduzidos de
melatonina no grupo LTA (43,12+4,44 pg.mL™1), com diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle (60,79+12,09 pg.mL?t) foram observadas maiores concentracbes de
melatonina do grupo LTA+DMT2 (69,65+7,03 pg.mL?) em relacdo aos grupos isolados.
Nosso estudo fornece evidéncias para considerar que o TNF-o pode afetar a producéo de
melatonina em pacientes com leishmaniose tegumentar. Por outro lado, pacientes diabéticos
acometidos pela LTA, tiveram a producdo de melatonina se equiparando aos individuos
saudaveis, por meio de mecanismos adicionais, que precisam ser compreendidos, buscando
esclarecer, se o ritmo diario da melatonina pode ser restaurado em doencas associadas.

Palavras-chave: Inflamacdo. Diabetes. Leishmaniose.
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ABSTRACT

American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a neglected zoonotic disease that affects the
skin and mucous membranes, resulting in single or multiple ulcerative lesions. Type 2
Diabetes Mellitus (T2DM) is a metabolic disorder, consisting of chronic hyperglycemia,
resulting from failure in insulin secretion and/or action, representing a serious and growing
health problem and one of the main causes of mortality in the world. Commonly, infectious
diseases are more recurrent in diabetic patients, due to immune dysfunction. Marked and
chronic inflammation is a common feature in these two comorbidities. The hormone
melatonin is an endogenously synthesized indolamine, exerting important immunomodulatory
and neuroprotective actions, in addition to the temporal maintenance of the biological rhythm.
Knowledge about the effect of Leishmania infection on the biological clock of the host is still
scarce, therefore, the objective of this work was to evaluate the relationship of melatonin with
inflammatory mediators in Leishmania infection in hyperglycemic patients. Serum levels of
the hormone melatonin, glucose and inflammatory mediators (CRP, IL-4, TNF-a) were
evaluated in healthy individuals, with leishmaniasis, with diabetes and with an association of
both diseases. An increase in TNF-a was observed in the test groups in relation to the control.
In addition, reduced levels of melatonin in the ACL group (43.12+4.44 pg.mL™?), with a
significant difference in relation to the control group (60.79+12.09 pg.mL™), were observed
higher melatonin concentrations of the ACL +DMT2 group (69.65+7.03 pg.mL™) in relation
to the isolated groups. Our study provides evidence to consider that TNF-o may affect
melatonin production in patients with cutaneous leishmaniasis. On the other hand, diabetic
patients affected by ACL had melatonin production matching healthy individuals, through
additional mechanisms, which need to be understood, seeking to clarify whether the daily
rhythm of melatonin can be restored in associated diseases.

Keywords: Inflammation. Diabetes. Leishmaniasis.
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1. Introdugéo
1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas negligenciadas, causadas por protozoarios
do género Leishmania, ordem Kinetoplastida, familia Trypanomastidae, presentes em mais de
98 paises, concentrando-se no Sudeste Asiatico, Africa Oriental, América Latina e no
Mediterraneo (ALVAR et al., 2012). Em nivel global, ocorrem cerca de 700.000 a 1 milh&o
de casos ao ano, com 40 mil mortes e mais de 350 milhdes de pessoas vivendo em &reas de
transmisséo ativa, com 14 milhdes afetadas diretamente (ALVAR et al., 2012; PACE, 2014,
SAVOIA, 2015; WHO, 2021).

Essa enfermidade, apresenta-se por duas formas clinicas principais, a forma tegumentar
com comprometimento cutdneo e/ou mucoso, e visceral, com acometimento do bago, figado e
medula 6ssea (MCGWIRE & SATOSKAR, 2014; PACE, 2014; VASCONCELOS et al.,
2018).

A Leishmaniose Visceral (LV), também chamada de Calazar, é caracterizada por febre
irregular de longa duracdo, perda de peso, palidez cuténea, hepatoesplenomegalia, anemia,
leucopenia e trombocitopenia, sendo fatal em mais de 95% dos casos ndo tratados. Calcula-
se, que ocorram anualmente cerca de 50 a 90 mil novos casos de LV em todo o mundo, com
taxas que variam entre 25 a 45% sendo relatados a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
tornando-se uma das principais doencas parasitarias com potencial de surto e mortalidade
(AGUIAR & RODRIGUES, 2017; SAVOIA, 2015; WHO, 2021).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ou cutanea é a forma mais comum de
leishmaniose e pode se manifestar de diversas formas, desde lesbes cutaneas restritas até
ulceragcBes mucocutaneas, podendo ser Unicas, multiplas ou difusas, com bordas elevadas,
indolores e com interior granulomatoso, que surgem em semanas ou meses apos a picada do
vetor, sendo capaz de passar de uma lesdo auto resolutiva para uma lesdo de carater cronico.
Estima-se que ocorram entre 600.000 a 1 milhdo de novos casos anualmente em todo o
mundo. (PACE, 2014; REITHINGER et al., 2007; SCOTT & NOVAIS, 2016; WHO, 2021).

A Leishmaniose Mucocutanea (LMC) surge em decorréncia de complicacdes provocadas
pela Leishmaniose Cutanea, onde consiste num processo inflamatério crénico, no qual, 0s
parasitas se alastram da lesdo cutanea primaria por vasos linfaticos e pela corrente sanguinea,
atingindo a mucosa do trato respiratorio superior, acometendo as mucosas nasal, faringea e
laringea, levando a destruicdo deste tecido. Mais de 90% dos casos de LMC ocorrem na
Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru. (AHLUWALIA et al., 2004; WHO, 2021).
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Essas variagbes nas apresentacGes clinicas estdo habitualmente relacionadas as
modifica¢fes individuais na resposta imunoldgica do hospedeiro e da espécie parasitaria
infectante. Deste modo, a LTA tornou-se uma das infec¢cdes dermatologicas mais importantes,
devido a sua elevada frequéncia, pelas dificuldades terapéuticas, deformidades e sequelas que
pode gerar no individuo (GONTINO & CARVALHO, 2003; MARTINS et al., 2014;
MCGWIRE & SATOSKAR, 2014; MURBACK et al., 2011; REITHINGER, 2007).

Nas Ultimas décadas, a LTA apresentou modificacbes em seu comportamento.
Considerada anteriormente como uma zoonose de animais silvestres, que acometia
eventualmente individuos que adentravam nas florestas, ela passou a ocorrer em zonas rurais
desmatadas e em regides urbanas e periurbanas em decorréncia da urbanizagéo, de atividades
econbmicas, garimpos, expansdo de fronteiras agricolas e extrativismo, configurando
condi¢des ambientais favoraveis a transmissdo da doenca (BASANO & CAMARGO, 2004;
BRASIL, 2019; DESJEUX, 2004).

A prevaléncia da LTA no Brasil tem se propagado nos Gltimos 20 anos, gerando surtos
endémicos em diversos estados, com destaque para as regides norte, nordeste e centro-oeste
(BRASIL, 2005; BRASIL, 2019; GONCALVES et al., 2011).

A LTA é uma zoonose que acomete tanto o homem como vérias espécies de animais
silvestres (roedores, marsupiais, edentados e primatas) e doméstico (Canis lupus familiaris)
(REITHINGER & DAVIES, 1999; ROQUE & JANSEN, 2014)), sendo causada
principalmente pelas espécies de Leishmania mexicana, Leishmania panamensis, Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonensis. No Brasil, as 3 principais espécies sdo Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensi e Leishmania (Viannia)
braziliensis (BASANO & CAMARGO, 2004; BRASIL, 2019; GONTINO & CARVALHO,
2003; BRASIL, 2000).

A LTA ¢ transmitida atraves da picada do flebotomineo fémea infectado, pertencente ao
género Lutzomyia, que introduz na derme do hospedeiro vertebrado, a forma infectante do
parasita chamada de promastigota metaciclico que é fagocitada por celulas do sistema
monocitico fagocitario, onde se diferencia em amastigotas e se multiplicam por divisao
binéria, ocasionando a lise celular e liberacdo desses parasitos no meio extracelular, no qual
pode infectar outras células, assim como, ser ingerido no repasto sanguineo por outro
flebotomineo, dando continuidade ao ciclo biologico (DAVID & CRAFT, 2009; GONTIJO e
CARVALHO, 2003; MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).

A resposta do hospedeiro é dependente de diversos tipos celulares, principalmente

neutrdfilos, monocitos, que destroem o parasita e se diferenciam em células dendriticas
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(DCs), que promovem o desenvolvimento de células T protetoras, além dos macrofagos, que
fornecem abrigo ao parasito, atuando como células apresentadoras de antigeno, promovendo a
sintese de moléculas que induzem a resposta inflamatoria e eliminacdo do agente infeccioso
(CUNHA et al., 2020; SCOTT & NOVAIS, 2016; SILVA, 2018).

Os neutrofilos sdo ligeiramente atraidos para o local da infeccdo por Leishmania, no
entanto, sua finalidade é complexa, pois estes apresentam duplo papel, podendo tanto destruir
como proteger os parasitos, de acordo com a especie parasitaria e as caracteristicas do
hospedeiro (PETERS et al., 2008; SCOTT & NOVAIS, 2016).

Mondcitos inflamatorios e DCs também sdo carreados para regido da infeccdo, onde
tornam-se células infectadas por Leishmania ainda no periodo inicial do processo infeccioso.
O carreamento prematuro de mondcitos inflamatdrios é dependente da quimiocina CCL2,
derivada de células presentes na area de infeccao apos estimulacao pelo Fator de Crescimento
derivado das Plaquetas (PDGF). Mondcitos exibem um aumento do consumo de oxigénio
denominado "explosdo respiratéria” apds a infecgdo, levando a contengdo antecipada dos
parasitos. Posteriormente se diferenciam em células dendriticas estimulando o
desenvolvimento de células protetoras Thl (GONCALVES et al., 2011; RIBEIRO-GOMES
etal., 2012; SCOTT & NOVAIS, 2016).

Existem muitas complicagbes na imunidade contra a leishmaniose, devido sua alta
complexidade. As citocinas pro e anti-inflamatdrias que sdo produzidas, desempenham papéis
diferentes na resisténcia, suscetibilidade e imunopatologia da infeccdo por Leishmania
(MASPI et al., 2016).

A resisténcia a LTA esté relacionada com o surgimento de respostas com a participacdo
de células T CD4* com perfil Thl, através da producdo de citocinas pré-inflamatérias como
IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a, que levam a ativacdo de macrofagos e morte dos parasitas
(SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; VON STEBUT et al., 2003). Por outro lado, as células
T CD8" exibem um perfil citolitico, lizando as células infectadas sem matar os parasitos e
aumentando a producdo de citocinas e quimiocinas com perfil Th2, como IL-4, IL-5, IL-13,
TGF-p levando a replicacéo e persisténcia do parasita (CUNHA et al., 2020; DE OLIVEIRA
& BRODSKYN, 2012; KROPF, 2005; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; SCOTT &
NOVAIS, 2016).

1.2. Diabetes Mellitus
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O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabolica, constituida por hiperglicemia
cronica, ocasionada por distdrbios no metabolismo de carboidratos, que resultam em falhas na
secrecdo e/ou acdo da insulina. E considerado um importante e preocupante problema de
salde publica, devido ao grande numero de pessoas afetadas e mortalidade precoce, como
também, aos custos relacionados no controle e no tratamento das complicacdes decorrentes da
doenga (GOMES & ACCARDO, 2019; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017).

Calcula-se que cerca de 6,7 milhGes de mortes por ano decorram dos desdobramentos
do DM no mundo. Conforme a Federacéo Internacional de Diabetes, existem cerca de 537
milhdes de diabéticos no mundo, destes, 81% vivem em paises de baixa e média renda, sendo
a perspectiva até 2045 que este nimero cresga, alcancando cerca de 784 milhdes de pessoas
(IDF, 2021; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017).

Sdo descritas 3 formas de Diabetes Mellitus: tipo 1, tipo 2 e gestacional. A mais
importante delas € o Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), sendo a forma predominante de
diabetes, encontrada em aproximadamente 90% dos casos da doenca, estando ligado a dois
mecanismos patogénicos, o primeiro a resisténcia a acdo da insulina nos tecidos, como
masculo esquelético, figado e tecido adiposo, e o segundo a disfungdo secretoria das células B
pancredticas. J& o Diabetes tipo 1 (DT1), é considerado uma doenca autoimune em
decorréncia da reacdo de autoanticorpos contra as células beta pancreéticas, que sintetizam a
insulina, ocasionando a destruicdo destas células e desajustando toda a producdo deste
horménio (KATSAROU et al., 2017; KEANE et al., 2017; LEAL & VOLTARELLI, 2010).

E por fim, o Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) que € considerado como um subtipo
de hiperglicemia, diagnosticado pela primeira vez no decurso da gravidez, quando a fungéo
das células p maternas ndo se adaptam a elevada demanda de insulina, sendo considerado a
complicacdo metabélica mais frequente, afetando entre 2% a 5% das gestantes (DO CEU
ALMEIDA et al., 2017; GARCIA, 2008; GILMARTIN, URAL & REPKE, 2008). Esse
disturbio tem chamado cada vez mais atencdo, devido as suas repercussdes na mée, no feto e
no futuro da crianca (KIM, NEWTON & KNOPP, 2002). Criangas nascidas de mées com
DMG apresentam risco aumentado de natimortalidade, complicagOes perinatais, peso elevado
ao nascer, visceromegalia fetal e macrossomia (CORRIGAN, BRAZIL & MCAULIFFE,
2009; HAWDON, 2011).

O sistema imunoldgico e os mediadores inflamatérios atuam nos dois mecanismos basicos
do DMT2, aumentando a liberagdo de TNF-a, IL-6, MCP-1 e de outros fatores solUveis por

macrofagos, além da ativagdo NFkB e JNKs, que resultam no comprometimento da
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sinalizag&o dos receptores de insulina (GUILHERME et al., 2008; LEAL & VOLTARELLI,
2010).

Embora a participacdo do sistema imunoldgico na disfuncdo e morte das células B do
pancreas no DMT2 seja recente, dados clinicos e experimentais, in vivo e in vitro, indicam
que no DMT2, assim como no DT1, ocorre uma acentuada inflamacdo na ilhota de
Langerhans (insulite), tornando-se uma caracteristica predominante. Adicionalmente, fatores
inflamatdrios, incluindo IL-1p, IL-6, IL-8, quimiocinas, GCSF e MIP-1a., sdo sintetizados em
ilhotas expostas ao estresse metabolico aos altos niveis de glicose no sangue, indicando que o
sistema imune local pode estar relacionado no mecanismo de apoptose das células B que
acompanha os distdrbios metabdlicos iniciais e resultando no DMT2 (DONATH et al., 2008;
EHSES et al., 2007; LEAL & VOLTARELLLI, 2010).

Ambos os tipos de diabetes estdo interligados com complicages secundarias que resultam
na diminuicdo da qualidade de vida de seus portadores. Em conjunto com modificagdes macro
e microvasculares, o diabetes tem sido correlatado com doencas cardiovasculares, retinopatia,
nefropatia, neuropatia, amputacdo de membros inferiores, reducdo da capacidade de
cicatrizacdo e aumento da vulnerabilidade a doencgas infecciosas (BOWLING, RASHID &
BOULTON, 2015; SILVA, 2018; KATSAROU et al., 2017; VINCENT et al., 2011; WU et
al., 2016).

1.3. Diabetes e Leishmaniose

A associacdo de duas ou mais doencas simultaneas, pode agravar o quadro do individuo,
decorrente da disputa por tempo, atencdo e tratamento (PENTAKOTA et al.,, 2012). De
acordo com Pentakota e colaboradores (2012), demonstrou-se que, cerca 88,6% de pacientes
diabéticos possuem uma doenca adicional. Comumente, doencas infecciosas sdo mais
recorrentes em pacientes diabéticos, visto que, o ambiente hiperglicémico beneficia a
disfuncdo imunoldgica, tal como quimiotaxia, fagocitose e atividade bactericida de neutrofilos
e macrofagos (CASQUEIRO, CASQUEIRO & ALVES, 2012; BENFIELD, JENSEN &
NORDESTGAARD, 2007).

A inflamacéo acentuada e crbnica € uma caracteristica semelhante nas duas patologias,
porém, de causas distintas, sendo de forma localizada na LTA e sisttmica no Diabetes
(CASQUEIRO, CASQUEIRO & ALVEZ, 2012; BENFIELD, JENSEN &
NORDESTGAARD, 2007).

1.4. Proteina C Reativa
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A proteina C reativa (PCR) foi reconhecida em 1930 pelos pesquisadores Tillett e Francis
e recebeu este nome por ser capaz de ligar-se ao polissacarideo C do Streptococcus
pneumoniae (TILLETT & FRANCIS, 1930). Adiante, observou-se que essa reacdo nao
acontecia somente na pneumonia pneumococica, mas em diversas outras infecgdes, levando a
caracterizagdo de outras “"proteinas de fase aguda" (MACLEOD & AVERY, 1941). As
proteinas de fase aguda tém seus niveis aumentados rapidamente no periodo de 24 — 48 horas
em resposta ha diversas condi¢Bes infecciosas ou inflamatérias (BLACK, KUSHNER &
SAMOLS, 2004).

A PCR é sintetizada principalmente pelos hepatocitos, estimulados pelas citocinas
inflamat6rias como IL-6, IL-1p e TNF-a, mas também por celulas musculares lisas,
macrofagos, células endoteliais, linfocitos e adipdcitos (BORAS et al., 2014; JUPE, 1996;
SAHEB et al., 2020).

A concentracdo da PCR na corrente sanguinea é capaz de elevar-se em até 1000 vezes na
presenca de uma resposta inflamatdria, traumas ou infec¢cdes, decrescendo ligeiramente, de
acordo com a retomada das condicdes fisioldgicas do organismo (LUZ, 2008; THOMPSON,
PEPYS & WOOD, 1999).

Seu papel coadjuvante na resolucdo de infeccdes por diversos microrganismos e na
regulacao de processos inflamatoérios tem sido cada vez mais reconhecido e abrangente, deste
modo, ela vem sendo empregada cotidianamente na avaliacdo dos pacientes com doencas
inflamatorias de qualquer natureza, no entanto, esta proteina pode sofrer modificagdes durante
processos inflamatérios croénicos (WALLACH, 2000; PEARSON et al., 2003; AGUIAR et
al., 2013).

Dentre as principais atividades executadas pela PCR, a defesa contra patégenos e a
eliminacdo de células necréticas e apoptoticas se sobressaem, demonstrando sua participacao
significativa na resposta imune do hospedeiro, através do recrutamento de inUmeros
componentes do sistema imunoldgico, ativacdo do sistema complemento e estimulacdo de
sinais inflamatdrios (VOLANAKIS, 2001; DU CLOS, 2000; LUZ, 2008).

1.5. Hormonio melatonina

O horménio melatonina (MLT), conhecido farmacologicamente como N-acetil-5-
metoxitriptamina é um derivado do aminoacido essencial triptofano, sendo o principal

hormonio produzido pela glandula pineal dos vertebrados. Ele foi separado, incialmente a



18

partir da glandula pineal de bovinos e estruturalmente identificado em 1958 (AXELROD,
1974; LENER et al., 1958).

A sintese deste hormonio também pode ocorrer em diversas células e tecidos extra pineais
como retina, trato gastrointestinal, figado, rim e baco, placenta humana e células do sistema
imunolégico (LANOIX et al., 2008; BUBENIK & KONTUREK 2011; CARRILLO-VICO et
al., 2004). A produgdo de MLT varia ao longo do dia de 5 a 200 pg.mL™, na qual, o pico de
producdo é maior durante a noite, sendo secretada de acordo com as variacdes circadianas,
desempenhando importante papel na manutencdo temporal do ritmo biol6gico (BOTELHO-
FRANCA et al., 2011; CARDINALI & HARDELAND, 2017; HICKIE & ROGERS, 2011,
TERZIEVA et al., 2009).

Por ser uma molécula lipossolivel, a MLT consegue alcancar alvos intracelulares
diretamente, porém, também pode agir através de seus receptores de membrana MT1 (alta
afinidade) e MT2 (baixa afinidade), que sdo encontrados em diversos 6rgdos e células do
sistema imunolégico dos mamiferos (LARANJEIRA-SILVA et al., 2015; LUCHETTI et al.,
2010).

A MLT exerce importantes acfes imunomoduladoras e neuroprotetoras na resposta
imunolégica. Ela também aprimora a apresentacdo de antigenos, proliferacdo de linfécitos,
atividade fagocitica e a sintese de células NK, mondcitos e diversas citocinas, demonstrando
que este indol poderia ser um agente terapéutico alternativo para combater infeccGes
bacterianas, virais e parasitarias por uma variedade de mecanismos (BOTELHO-FRANCA et
al., 2011; FRANCA et al., 2009; BOTTASSO & MORALES-MONTOR 2009; MARTINEZ-
BAKKER & HELM, 2015).

Além disso, este horménio apresenta acdo benéfica no controle de complicacGes do
diabetes e na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, pois esta, auxilia na melhora dos
disturbios de metabolismo associados ao diabetes e estimula os sistemas celulares
antioxidantes. Pacientes diabéticos que exibem niveis reduzidos de melatonina, apresentam
comprometimento da secrecdo de insulina, maior susceptibilidade a doencas secundarias e
déficit da resposta imunolégica (FRANCA et al., 2009; PESCHKE, 2008; ROBEVA et al.,
2008).

Bem como, € um agente muito importante contra a leishmaniose, pois esta protege a
célula-alvo, os macrofagos, de futuras invasdes e, em uma exposicdo prolongada, diminui a
viabilidade do parasita (LARANJEIRA-SILVA et al., 2015). O tratamento com MLT ex6gena
reduziu o nimero de promastigotas de L. infantum por meio de alteragdes dos parametros

mitocondriais essenciais para a sobrevivéncia do parasito, a abertura de poros de transicdo de
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permeabilidade mitocondrial (TPMP) ap6s o tratamento, culminou no colapso da cadeia
respiratoria mitocondrial e a eliminagdo do parasito (ELMAHALLAWY et al., 2014). Estudo
realizado por Laranjeira-Silva e colaboradores (2015) demonstrou que o ritmo circadiano da
MLT mediou a atenuacdo da infectividade por Leishmania em roedores, pois quando 0s
parasitos foram inoculados durante a fase escura, houve reducdo da carga e a replicacao
destes, retardando o desenvolvimento da lesdo.

O conhecimento sobre o efeito da infeccdo por Leishmania no relégio biolégico do
hospedeiro ainda é bem escasso, Laranjeira-Silva e colaboradores (2015) relataram que a
infecgdo por L. amazonensis ndo modificou os niveis de MLT em hamsters. A MLT reduziu a
infeccdo de macrofagos por L. amazonensis de maneira dependente da dose e do tempo em
modelo animal (FERNANDES et al.,2019).

O horménio MLT demostra acGes fisioldgicas complexas, envolvendo seu papel na
relagdo parasito-hospedeiro, atuando como um protetor do hospedeiro, ou, como um
instrumento utilizado pelo parasita. Portanto, elucidar as lacunas que cercam essa relacdo é
um grande avanco para compreender como esses patdgenos atuam, e auxiliar na procura por

novas abordagens terapéuticas.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral:

Avaliar a relagcdo do horménio melatonina com mediadores inflamatorios na infeccdo por

Leishmania em pacientes hiperglicémicos.
2.2. Objetivos especificos:
- Tracar um perfil dos pacientes que apresentam DMT2 e Leishmaniose;
- Dosar os niveis de glicose;
- Avaliar os mediadores inflamatdrios como: Citocinas e Proteina C Reativa;
- Medir os niveis do hormonio melatonina;

- Verificar se ha correlagdo entre infeccdo parasitaria, mediadores inflamatorios e

concentragdo hormonal.
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3. Materiais e métodos
3.1. Areade estudo

O estudo foi conduzido no municipio de Barra do Gargas, localizado na Regido Centro-
Oeste, no estado de Mato Grosso, a 516 km de Cuiaba, com latitude 15°53'24" sul. Sendo o
municipio, uma area que apresenta condicdes favoraveis a instalacdo e manutencédo do ciclo

da Leishmania em seres humanos e animais domésticos (DE MORAES, 2015).
3.2. Critérios de inclusdo e excluséo

Foram incluidos neste trabalho, individuos do sexo masculino e feminino, com idade entre
18 a 65 anos, com diagnostico confirmatério de DMT2 e/ou LTA e excluidos, pacientes que
utilizaram medicamentos antiprotozoarios (Glucantime®) nos ultimos 30 dias e/ou individuos

portadores de doencas infecciosas graves como HIV/AIDS, Sifilis e Hepatite.
3.3. Aspectos éticos

As consideracdes éticas foram baseadas no uso do material bioldgico para fins cientificos,
com sigilo da identidade do paciente, livre de coagdo ou conflito de interesses da instituicao
ou de pessoas envolvidas no projeto. As coletas respeitaram o0s protocolos técnicos dos
servicos envolvidos. Os pacientes foram previamente informados, responderam um
questionario (APENDICE 1) e o material somente foi coletado ou utilizado sob expresso
consentimento em formulario especifico (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
TCLE) (APENDICE 1), conforme resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP).

3.4. Sujeitos e tamanho amostral

Foram coletadas amostras de sangue periférico por puncdo venosa no antebraco de 20
voluntarios, utilizando tubos contendo EDTA com volume de 4 mL, no periodo entre 07:00 as
17:00 horas. Estes individuos foram subdivididos em quatro grupos constituidos por 5
voluntarios, onde o grupo controle apresentava os voluntarios saudaveis, o grupo teste 1 0s
voluntarios que tinham somente LTA, o grupo teste 2 somente DMT2 e 0 grupo teste 3 com

individuos que manifestavam ambas as doencas (LTA + DMT?2).

3.5. Processamento das amostras
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O plasma foi obtido apds centrifugacdo do sangue total, no tempo de 10 minutos, a 1850
rpm e depois armazenado em microtubos de 2 mL em freezer a -80°C, para posteriormente

serem realizadas as dosagens bioquimicas e hormonais.
3.5.1. Dosagem glicose

A glicemia foi dosada no plasma humano através do Kit Glicose PP- Gold Analisa
Diagnostica®, pelo principio enzimatico-colorimétrico, seguindo as orientagdes do fabricante.
A absorbéancia foi lida em espectrofotobmetro com comprimento de onda de 505 nm e os

resultados demonstrados em mg.dL ™.
3.5.2. Quantificacdo de citocinas

As concentracOes de citocinas (IL-4 e TNF-a) presentes nas amostras de plasma foram
avaliadas pelo Kit “Cytometric Bead Array” (CBA, BD Bioscience, USA). As andlises destas
citocinas foram realizadas através de citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience,
USA). Os dados foram analisados pelo software FCAP Array (BD Bioscience, USA).

3.5.3. Determinagdo da Proteina C Reativa (PCR)

A Proteina C reativa foi determinada no plasma humano por meio do Kit PCR LATEX -
Biotécnica®, pelo método de aglutinacdo em placa, para a detec¢do qualitativa e semi-
quantitativa da proteina, seguindo todas as orientacGes do fabricante. Os resultados foram
mostrados em mg.L. E também, por meio do Kit PCR TURBILATEX-- Biotécnica®,
através do ensaio de turbidimetria, seguindo todas as orientacdes do fabricante. A absorbancia
foi lida em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 540 nm e os resultados

demonstrados em mg.L™.
3.5.4. Dosagem horménio melatonina

A melatonina foi quantificada no plasma humano, por meio do kit ELISA (Immune-
Biological Laboratories, Hamburgo, Alemanha) (BELYAEYV et al., 2011), através da extragédo
por cromatografia de afinidade e concentrada por velocidade-vacuo. As taxas de reagdo foram
medidas por espectrofotémetro de leitura de placa de absorbancia com filtro de 405 nm. Os

resultados foram calculados de acordo com a curva padrdo e apresentados em pg.mL™.
3.6. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados por meio de suas médias e desvio padrdo. Foi utilizada

analise de variancia (ANOVA), e pos teste Tukey. Para analise das correlacdes, aplicou-se o
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teste de correlacdo de Pearson. Foi utilizado o programa Biostat 5.3® para execugio dos testes
utilizados no estudo. Foram considerados significativos os resultados cujos valores de p foram

menores do que 0.05 (p<0,05).
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4. Resultados
4.1. Caracterizacdo da populagéo estudada

Dentre os 20 voluntarios estudados, 13 eram do sexo feminino e 7 do sexo masculino,
com faixa etaria que variava entre 20 a 65 anos (Tabela 1). Dos 10 voluntarios com
diagnostico positivo para Leishmaniose Tegumentar, 6 eram mulheres e 4 eram homens,
destes, 5 residiam em zona rural e 5 na regido urbana, no qual, 5 desses individuos
apresentaram lesfes nos membros superiores, 3 nos membros inferiores, 1 no abdémen e 1

apresentou diversas lesGes simultaneas pelo corpo (boca, nariz, orelha e membros) (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizagéo da populagéo estudada.

Caracteristica Pacientes com LTA
n (%) n (%)
Total 20 (100) 10 (100)
Sexo
Masculino 7 (35) 4 (40)
Feminino 13 (65) 6 (60)
Faixa Etaria
20 a 35 anos 5 (25) 1 (10)
36 a 45 anos 5 (25) 4 (40)
46 a 55 anos 5 (25) 2 (20)
56 a 65 anos 5 (25) 3 (30)
Zona de moradia
Rural 5 (25) 5 (50)
Urbana 15 (75) 5 (50)
Local de leséo
Membro superior 5 (50)
Membro inferior 3 (30)
Abddmen 1(10)
Diversos 1 (10)

4.2. Dosagem da glicemia no plasma

Na figura 1 estdo apresentados os resultados da concentracdo da glicemia no plasma dos
pacientes, sendo os maiores valores observados no grupo DMT2 (245,40+63,54 mg.dL™?),
LTA+DMT2 (180,93+48,10 mg.dL™?) e no LTA (123,98+33,70 mg.dL™t), quando comparados
ao grupo controle (100,98+18,71 mg.dLY). Houve um aumento significativo na glicose
plasmatica no grupo DMT2 em comparacgdo com o grupo LTA (p<0,01).
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Figura 1- Concentracédo glicémica (mg.dL?) no plasma humano. Os resultados foram avaliados por
ANOVA e teste de Tukey, os dados foram expressos em médiaxtDP (n= 5 por grupo), onde: *

diferenca estatistica (p<0,01) em relacdo ao grupo controle; # diferenca estatistica (p<0,01) em relacéo
ao grupo LTA.

4.3. Dosagem da Proteina C Reativa (PCR)

Na figura 2 estdo representadas as concentragdes da PCR nos grupos testados: controle
(5,94+3,76 mg.L 1), LTA (16,45+7,35 mg.L?), DMT2 (28,55+14,19 mg.L!), LTA+DMT2
(17,79£7,41 mg.L?). Houve um aumento significativo desta proteina no grupo DMT2 em
relacdo ao controle.
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Figura 2- Concentragdo da Proteina C reativa (mg.L?) no plasma humano. Os resultados foram
avaliados por ANOVA e teste de Tukey, os dados foram expressos em médiatDP (n=5 por grupo),
onde: * diferenca estatistica (p<0,01) em relacdo ao grupo controle.



26

4.4. Concentragdo das citocinas IL-4 e TNF-a

A concentragdo da citocina IL-4 nos grupos controle (10,51+2,99 pg.mL™?), LTA (8,33+
0,65 pg.mL?), DMT2 (9,62+0,62 pg.mL') e LTA+DMT2 (9,40+1,26 pg.mL™?) estd

representada na figura 3, ndo havendo diferenca estatistica entre os valores observados.

J& a concentracdo da citocina pré-inflamatéria TNF-a foi maior nos grupos, LTA
(20,17+1,63 pg.mL?), DMT2 (23,60+7,29 pg.mL™?) e LTA+DMT2 (23,53+3,22 pg.mL7?),
quando comparado ao grupo controle (10,20+2,67 pg.mL™) (Figura 4), sendo observadas

diferencas significativas em todos os grupos em relagdo com o controle.
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Figura 3- Concentracdo da citocina IL-4 (pg.mL™) no plasma humano. Os resultados foram avaliados
por ANOVA e teste de Tukey, os dados foram expressos em médiaxDP (n=5 por grupo).
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Figura 4- Concentracdo da citocina TNF-o. em (pg.mL?) no plasma humano. Os resultados foram
avaliados por ANOVA e teste de Tukey, os dados foram expressos em médiatDP (n= 5 por grupo),
onde: * diferenca estatistica (p<0,05) em rela¢do ao grupo controle; # diferenga estatistica (p<0,01) em
relacdo ao grupo controle.

4.5. Dosagem do horménio melatonina no plasma

A concentragdo do hormonio MLT foi maior no grupo LTA+DMT?2 (69,65+7,03 pg.mL"
1y e menores nos grupos LTA (43,12+4,44 pg.mL™?) e DMT2 (52,08+6,68 pg.mL™), quando
comparado ao grupo controle (60,79+12,09 pg.mL™), como exemplificado na figura 5. Houve
uma diminuicdo dos valores da MLT no grupo LTA em relagdo ao controle. Ocorreu um
aumento na concentracdo da MLT no grupo LTA+DMT2 quando comparado com 0 grupo sé
de leishmaniose e s6 diabéticos. Portanto, o grupo LTA+DMT2 apresentou niveis de MLT
equivalentes ao controle e com valores significativamente maiores em comparacdo com 0S

valores observados nos grupos LTA e DMT2.
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Figura 5- Concentracdo de melatonina (pg.mL™) no plasma humano. Os resultados foram avaliados
por ANOVA e teste de Tukey, os dados foram expressos em médiatDP (n= 5 por grupo), onde: *
diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo controle; # diferenca estatistica (p<0,01) em relacéo
ao grupo LTA; ¥ diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo DMT2.

4.6. Correlacdo do hormdnio melatonina e mediadores inflamatorios

Foi realizado o teste de correlagdo de Pearson, entre as concentragfes do hormdnio
melatonina com os mediadores inflamatdrios (IL-4, TNF-a. e PCR), no qual, observou-se uma
correlagé@o negativa entre o grupo controle da melatonina com o grupo controle da Proteina C
reativa (r= -0,914 e p=0,029), ou seja, a medida que uma varidavel aumenta a outra diminui

(Tabela 2a). Em relacdo a glicemia, houve uma correlagdo negativa entre 0 grupo
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Melatonina/DMT2 e Glicemia/DMT2 (r= -0,962 e p= 0,008) e uma tendéncia de correlacdo
positiva entre o grupo Melatonina/LTA com Glicose/LTA (r= 0,876 e p=0,051) (Tabela 2b).

Tabela 2a - Correlagdo entre os niveis do hormoénio melatonina com os mediadores
inflamatdrios (PCR, IL-4 e TNF-a). *Correlagdo intragrupo.

Melatonina PCR IL-4 TNF-a
r (valor p) r (valor p) r (valor p)
Controle -0,914 (0,029)* 0,126 (0,873) 0,443 (0,556)
LTA 0,278 (0,650) 0,549 (0,450) 0,681 (0,318)
DMT?2 0,538 (0,349) -0,631 (0,368) -0,180 (0,819)
LTA+DMT2 0,155 (0,802) 0,343(0,657) -0,08 (0,92)

Tabela 2b - Correlacdo entre os niveis do horménio melatonina com os indices glicémicos.
*Correlacdo intragrupo; **Tendéncia a correlagéo intragrupo.

Melatonina GLICEMIA
r (valor p)
Controle 0,083 (0,894)
LTA 0,876 (0,051)**
DMT2 -0,962 (0,008)*

LTA+DMT?2 -0,814 (0,093)
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5. Discussao

Nesse trabalho, observou-se que a maior prevaléncia de LTA foi em mulheres, além
disso, ndo houve diferenca no nimero de casos comparando a regido urbana e rural, fatos
incomuns, visto que, os homens normalmente sdo os mais acometidos, devido as suas
atividades ocupacionais, que normalmente estdo relacionadas as atividades do campo, que
apresentam condicGes favoraveis a transmissdo da doenca (ALENCAR & FIGUEIREDO,
2019; RAMALHO et al.; 2018; ROCHA, 2007). Por outro lado, as mulheres (82,3%) séo as
que mais procuram atendimento médico, quando comparado aos homens (69,4%)
(PNS,2019). Em relagéo a idade, a LTA ocorreu em maior frequéncia nos adultos (35 a 65
anos) e as lesdes mais comuns apresentaram-se principalmente nos membros superiores e
inferiores, sendo areas mais expostas do corpo, corroborando com estudos anteriores de
Fernandes (2009), Ramalho e colaboradores (2018) e Rocha (2007).

O diabetes € uma doenca metabdlica, que tem se destacado por sua gravidade e elevada
incidéncia na populacdo mundial (IDF, 2021). Os indices glicémicos estavam
descompensados nos grupos que continham pacientes diabéticos, fato preocupante, uma vez
que, ambos o0s tipos de diabetes estdo interligados com complicacBes secundarias que
reduzem a qualidade de vida de seus portadores e mortalidade precoce (KATSAROU et al.,
2017; VINCENT et al., 2011; WU et al., 2016).

Como relatado por Pentakota e colaborados (2012), cerca de 88,6% dos pacientes
diabéticos possuem uma doenca adicional, em geral, doencas infecciosas sao mais frequentes
em pacientes diabéticos, pois o ambiente hiperglicémico aliado a inflamacdo exacerbada e
sistémica favorecem a disfuncdo imunoldgica, além da maior susceptibilidade a infeccGes
cutaneas, decorrente da dificuldade de cicatrizacdo (CASQUEIRO, CASQUEIRO & ALVES,
2012; BENFIELD, JENSEN & NORDESTGAARD, 2007). Um estudo com pacientes
hospitalizados revelou que, o aumento de cada 1 mmol/L de glicose sérica, eleva de 6-10% as
chances de o individuo desenvolver quadros de pneumonia, infeccdo do trato urinério e
infeccbes dermatoldgicas (BENFIELD, JENSEN & NORDESTGAARD, 2007).

De acordo com Silva (2018) macro6fagos de individuos diabéticos sdo mais susceptiveis
infeccdo por L. braziliensis comparado com individuos ndo diabéticos e que o mediador
lipidico LTB4 estd presente em altos niveis em pacientes hiperglicémicos, levando a uma
resposta ineficaz contra a Leishmania, resultando em uma resposta inflamatoria crénica e
subsequente, dificuldade de cicatrizagdo. Além disso, outro estudo revelou que a Leishmania

sp. parece modular negativamente a agédo do LTB4 com a finalidade de escapar do sistema
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imunolégico (CHAVES et al., 2014; CHAVES; CANETTI & COUTINHO-SILVA, 2016;
MORATO et al., 2014). Reforcando os achados de Filgueiras e colaboradores (2015) que
mostraram em modelo experimental de diabetes, maior associacdo a infecgcdes secundarias e
agravamento de sepse.

Para determinar o estado inflamatério dos pacientes em estudo, foram mensurados os
niveis da PCR, IL-4 e TNF-a,no qual, a PCR e o TNF-a estavam elevados e a IL-4
relativamente mais baixos nos grupos LTA, DMT2, LTA+DMT2 em relacdo ao grupo
controle.

Os mediadores imunoinflamatorios como TNF-a., resistina, IL-1 e IL-6 promovem a
resisténcia insulinica, decorrente do estresse oxidativo ocasionado pela ingestdo excessiva de
glicose, diminuindo a sensibilidade a insulina, encontrando-se em niveis elevados na
circulacdo, e também, atuam sobre a regulacdo da sintese de PCR, importante marcador
inflamatorio relacionado a lesdo tecidual, que inclusive atua na resisténcia a insulina
(CROOK, 2004; LACERDA, MALHEIROS & ABREU, 2016; PETTO et al., 2015; PICKUP,
2004; YUDKIN et al., 1999; ZIMMET & ALBERTI, 1997). Esses achados corroboram com
os dados de nossa pesquisa, onde visualizamos niveis elevados do TNF-a. e da PCR nos
pacientes diabéticos com diferencas significativas em relacdo ao grupo saudavel,
configurando um estado inflamatério crénico, resultando em déficits da reparagdo do tecido e
maior susceptibilidade a doencas infecciosas.

Fernandes e colaboradores (2016) evidenciaram uma suprarregulacdo da expressdo
génica de citocinas pro-inflamatdrias (IL-1B, TNF-o e IL-6) em macrdfagos humanos apos
infeccdo por L. amazonensis e L. major. Por outro lado, foi demonstrado que a MLT foi capaz
de inibir a producgéo destas citocinas mediada pela sinalizacdo de LPS-TLR4 (FERNANDES
etal., 2019; XIA et al., 2012).

Sabe-se, que o fator de necrose tumoral € um importante mediador pré-inflamatorio
(WAJANT et al.,, 2003) envolvido na imunoprote¢do e imunopatologia da leishmaniose
tegumentar, que sinaliza através dos receptores TNF-R1 e TNF-R2, no qual, o TNF-R1 é
expresso em muitas células e tecidos, enquanto o TNF-R2 é encontrado principalmente nas
células do sistema imunoldgico (HEHLGANS & MANNEL, 2002). O TNF-a. é produzido
principalmente por macrofagos que desempenham um papel crucial na eliminagdo do parasito
pela sintese de NO (LIEW et al., 1997). Foi demonstrado que a presenca de TNF-R1 em
pinealdcitos indica fortemente que o TNF-a afeta diretamente a producdo de MLT em modelo
animal induzido pela noradrenalina (CARVALHO-SOUSA et al., 2011).
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Nossos resultados apontaram um aumento significativo do TNF-a e reducdo dos niveis
de MLT em pacientes com LTA corroborando com os achados apontados acima e reforgando
os dados clinicos que evidenciaram a supressdo do pico noturno de MLT em pacientes com
altos niveis de TNF-a circulante, em situacfes diferentes, como na presenca de sepse
(MUNDIGLER et al., 2002), acidente vascular cerebral (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al.,
2002), assim como, na andlise dos niveis de TNF-a. e MLT de maes que realizaram cesariana,
procedimento que induz uma resposta inflamatoria aguda, na qual a producdo diaria de MLT
foi restaurada apenas em mées sem TNF-a circulante (PONTES et al., 2007). No entanto, é
importante destacar que em nosso estudo, a MLT diurna foi avaliada, toda via, esse padréo
parece se estender para a producdo diaria da MLT.

Diferentes estudos demonstraram que a suprarregulacdo das citocinas pré-inflamatérias
em especial 0 TNF-o estd associada ao aumento do dano tecidual no local da infecgo,
promovendo a formac&o de Ulceras graves e aumento de danos a mucosa (ANTONELLI et al.,
2004; BACELAR et al., 2002). Esses fatos foram evidenciados em nossos pacientes, uma vez
que estes apresentavam lesBes caracteristicas, com ulceracfes bem definidas, e até mesmo,
casos de recidivas em mesmo local e um paciente apresentou lesdes que se estenderam para
regido de mucosa.

Diversos estudos tem apontado o poder leishmanicida da PCR na LV, podendo ser
considerada como um marcador ndo invasivo de monitoramento (ANSARI et al., 2007;
GASIM et al., 2000; SINGH et al., 1999). Por outro lado, Bodman-Smith e colaboradores
(2002) demonstraram que a captacdo de promastigotas de L. donovani por macr6fagos
humanos através da opsonizacao inicial da PCR é especifica, mas ndo altera a sobrevivéncia
do parasita ou as respostas de citocinas da célula hospedeira, sugerindo que esse mecanismo
exibido pela PCR tem pouco efeito sobre a capacidade dos macréfagos de montar uma
resposta leishmanicida, ndo podendo ser usada como um marcador na leishmaniose
tegumentar.

Como vimos, existem muitas divergéncias relacionadas a atuagdo da PCR na
leishmaniose, pois, a0 mesmo tempo que afirmam que ela é capaz de induzir a producéo de
diversas citocinas inflamatorias como TNF-o em locais de inflamacdo (CALABRO &
WILLERSON, 2003; ESPIR, 2013; HAN et al., 2004), outros estudos, apontam contradi¢oes,
mostrando o efeito inibitério da PCR na producdo de TNF-a, sugerindo que esta poderia criar
um mecanismo de feedback negativo, pelo qual niveis elevados de PCR reduziriam a

producéo de TNF-a (INATSU et al., 2009). Em contrapartida, observamos niveis aumentados
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da PCR nos pacientes com LTA, porém, ndo foi significativo com os individuos do grupo
controle, somados aos niveis elevados de TNF-o nesses pacientes, sugerimos pouca
influéncia desta proteina com a producdo desta citocina em nosso trabalho. Esse padréo,
também foi observado no grupo de pacientes diabéticos com leishmaniose.

A IL-4 é uma citocina multifuncional desempenhando diversas funcGes na regulacédo das
respostas imunologicas, exercendo um papel critico na modulacdo de células T helper, no
entanto, o desequilibrio desses subconjuntos de linfocitos T tem sido associado a doencas
imunologicas, incluindo alergia, inflamagdo e doengas autoimunes (GANDHI, PIROZZI &
GRAHAM 2007; HOU et al., 1994; NELMS et al., 1999).

A IL-4 regula negativamente a producéo de quimiocinas que recrutam células do tipo Thl
para o local da infeccdo (LAZARSKI et al., 2013). Citocinas Th2, como IL-4 e IL-13
estimulam macrofagos a induzirem a atividade de arginase, resultando na sobrevivéncia do
parasito e inibindo o processo inflamatorio (GORDON, 2010). O equilibrio entre o0 macréfago
ativado classicamente e o0 macrofago ativado alternativamente regula as respostas
inflamatorias e leva a homeostase no sistema imunoldgico e na cicatrizacdo de feridas
(GORDON, 2010; HESSE et al.,2001; MUNDER et al., 1999).

Estudos utilizando camundongos transgénicos e knockout para IL-4 verificaram o
importante papel da IL-4 na suscetibilidade a infeccdo por Leishmania, no qual, camundongos
BALB / ¢ deficientes em IL-4 eram resistentes a infeccdo por L. major e que os camundongos
C57BL / 6 transgénicos IL-4 eram mais suscetiveis a infeccdo por L. major em comparacao
com os camundongos do tipo selvagem (KOPF et al., 1996; RADWANSKA et al., 2007). A
neutralizacdo da IL-4 levou a cura completa em 85% dos camundongos infectados e a
atenuacdo da infeccdo em 100% dos animais (SADICK et al., 1999). No entanto, existem
estudos contrarios, como de Noben-Trauth e Kropf (1996), que mostraram que a interrupgao
do gene IL-4 em camundongos BALB / c infectados com L. major ndo promoveu a
polarizacdo da resposta Thl e ndo foi observado efeito na cicatrizacdo de feridas e na
eliminacdo do parasito.

Ao analisarmos os niveis da IL-4 em pacientes com LTA, ndo observamos diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle, mas associado a niveis mais altos da citocina pro-
inflamatoria TNF-a e da PCR nesses individuos, acreditamos que possa haver a polarizagdo
da reposta Thl e a maior resisténcia a infecgdo por Leishmania nesses pacientes, sugerindo
que esse padrdo de resposta possa ser semelhante em humanos.

A IL-4 melhora a sensibilidade a insulina, promovendo depositos de energia hepatica por
meio da regulacdo positiva da captacdo de glicose e da sintese de lipidios, levando a
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tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina (HARTMAN et al., 2004; RAPOPORT et al.,
1993; YANG et al., 2018). Esta citocina, promove a miogénese e melhora a eficicia
metabolica da glicose em células musculares (CHANG et al., 2019), ela também possui
capacidade antilipogénica, suprimindo a diferenciacéo de adipocitos e promovendo a lipolise,
assim como, é capaz de modular ativamente o comportamento alimentar e o metabolismo
energético em camundongos, pela regulacdo de leptina e adiponectina (CHANG et al., 2012;
HO et al.,, 2010; TSAO et al., 2014; YANG et al., 2018). No entanto, sob o estado de
resisténcia a insulina, a atividade da lipogénese hepatica através da IL-4 torna o figado mais
propenso a desenvolver esteatose, devido ao excesso de acidos graxos e a sintese enddgena de
lipidios. Portanto, a producdo desequilibrada de citocinas como IL-4 e TNF-a, pode ocasionar
desordem metabolica em pacientes diabéticos (CABLE et al., 2009; CHANG et al., 2012;
TSAO et al., 2014; YANG et al., 2018).

Por outro lado, nosso estudo demonstrou que os niveis de IL-4 em pacientes diabéticos
ndo apresentou diferenca em relacdo aos individuos saudaveis, no entanto, se levarmos em
consideracdo os altos indices de glicose, de TNF-a e PCR nesses pacientes, indica-se uma
possivel desregulacdo do metabolismo da glicose/lipideo, resultando na intolerancia a glicose,
reducdo da lipolise, inflamag&o cronica e resisténcia a insulina, evidenciando a importancia do
papel imunorregulador desta citocina na patogénese do DMT?2.

Os niveis de MLT coletada no periodo diurno, curiosamente, apresentam grandes
variagBes na literatura em individuos saudaveis, 3,30-93,2 pg.mL™ (TERZIEVA et al., 2009),
7,5-58,1 pg.mL? (MALHBER, 2006) e 25-50 pg.mL?! (BRUN et al., 1998). Essas
divergéncias, provavelmente, estdo ligadas as caracteristicas de cada populagdo estudada, pois
a MLT é um importante marcador do ritmo circadiano e seus niveis podem sofrer alteracdes,
decorrente das variacdes sazonais (GORMAN, 2020).

A concentracdo de MLT em pacientes diabéticos com LTA foi significativamente maior,
qguando analisamos com os grupos LTA e DMT?2 isolados, toda via, esse aumento ndo foi
significativo com o controle. Verificou-se, uma correlacdo negativa entre o controle de MLT e
controle da PCR, no qual, a literatura cientifica evidencia que menores duragdes de sono estdo
relacionada com um aumento de TNF-o, PCR e IL-6 (IRWIN & OPP, 2017).

Uma correlacdo inversa entre MLT e glicemia foi notada nos pacientes diabéticos,
corroborando com os achados de Peschke e colaboradores (2006), que evidenciaram uma
suposta interacdo entre a insulina e a MLT em pacientes com DMT2 e em ratos Goto-

Kakizaki, no qual, observaram que niveis elevados de glicose e insulina estdo associados a
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niveis mais baixos de MLT e que os efeitos da MLT na secrecdo da insulina sdo mediados
pelos receptores MT1 e MT2 presentes nas ilhotas de Langerhans murinas e humanas,
preferencialmente nas células B pancreaticas (ESPINO et al., 2011; KEMP, UBEDA &
HABENE, 2002; MUHLBAUER et al., 2004; MUHLBAUER & PESCHKE, 2007;
PESCHKE et al., 2000). Além disso, no estudo de Frese e colaboradores (2009), verificou-se
alteracbes nas quantidades de RNAm das enzimas que atuam na sintese de MLT, como
HIOMT em condicdes diabéticas in vitro e que as concentracfes de todos os precursores da
MLT, incluindo triptofano e serotonina, estavam diminuidas nas glandulas pineais de ratos
GK diabeticos.

Ademais, sabe-se, que espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico contribuem para a
destruicdo das ilhotas pancreaticas na patogénese do DM (TIEDGE et al., 1999) e a MLT
auxilia na melhora dos disturbios relacionados ao diabetes, reduzindo o estresse oxidativo e
estimulando os sistemas celulares antioxidantes (FRANCA et al., 2009; GURER-ORHAN et
al., 2006; PASKALOGLU, SENER & AYANGOLU-DULGER, 2004), destacando que
pacientes diabéticos com niveis reduzidos de MLT, como demostrado em nossa pesquisa,
apresentam grande déficit na resposta imunoldgica (FRANCA et al., 2009; PESCHKE, 2008;
ROBEVA et al., 2008).

A MLT exerce diversas fungbes no organismo, além da sincronizacdo do ritmo
circadiano, tendo efeitos imunomoduladores (REITER et al., 2000; CALVO & GONZALEZ-
YANES, 2013), antioxidantes (REITER et al., 2013; ZHANG & ZHANG, 2014) e
citoprotetores (LUCHETTI et al.,, 2010) em infeccdes bacterianas, virais e parasitarias.
Conhece-se o importante papel imunomodulador da MLT na infeccéo parasitaria, no entanto,
existem algumas caracteristicas dos parasitos a serem consideradas, demonstrando que este
horménio exerce acdes fisioldgicas complexas, podendo atuar como protetor para o
hospedeiro, ou, como um instrumento a ser utilizado pelo parasito.

O horménio MLT foi capaz de modular a sincronicidade de matura¢do do Plasmodium,
agente etioldgico da malaria in vitro (HOTTA et al., 2000). O tratamento com MLT reduziu o
dano oxidativo e elevou a sobrevida de camundongos infectados com Schistosoma mansoni,
reduzindo as alteracBes histopatoldgicas encontrados no figado, rim e bago, evidenciando o
papel protetor deste hormonio na esquistossomose (EL-SOKKARY et al., 2009). Na doenca
de chagas, observou-se protecdo contra o Trypanosoma cruzi na infeccdo durante a fase
aguda, reduziu os danos no tecido cardiaco e do parasitismo na fase cronica, sugerindo que o
uso de MLT pode representar uma terapia alternativa para o controle da replicagdo do parasito
(SANTELLO et al., 2007). Franca-Botelho e colaboradores (2011) demonstraram que 0
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tratamento com MLT aumentou a atividade dos leucécitos mononucleares e
polimorfonucleares e reduziu significativamente regides com necrose hepética causadas pela
infeccdo in vivo de hamsters por Entamoeba histolytica, evidenciando as a¢cdes benéficas na
imunidade contra esse parasito.

A MLT é um agente muito importante contra a leishmaniose, no entanto, ainda séo
escassos 0s estudos na literatura abordando sobre essa tematica, com muitas lacunas sem
respostas. Estudo realizado por Elmahallawy e colaboradores (2014) descreveram que 0
tratamento com MLT exdgena reduziu o numero de promastigotas de Leishmania infantum e
que este efeito antileishmania foi associado a maior abertura de poros TPMP, alterando a
distribuicdo intracelular de Ca** e também, ao aumento nos niveis de nitrito mitocondrial e
comprometimento da cadeia respiratdria, implicando indiretamente na sobrevivéncia do
parasito.

Laranjeira-Silva e colaboradores (2015) demonstraram que a infecgdo por Leishmania
amazonensis ndo interferiu na producdo da MLT pineal em hamsters, no qual, o ritmo diério
de producdo deste horménio se manteve inalterado durante a infeccdo por Leishmania, fato
contréario ao encontrado em nossa pesquisa, onde observamos menor nivel de MLT no grupo
constituido apenas por pacientes com LTA, com diferenca significativa em relagcdo ao grupo
controle, indicando uma redugdo da producdo da MLT nesses pacientes, sugerindo que a
infecgdo por Leishmania pode interferir da sintese deste horménio em humanos.

Esses dados apontam a MLT como um agente muito potente contra a leishmaniose, pois
esta, protege a célula-alvo (macrofago) de uma nova invasdo e, em uma exposi¢do a longo
prazo, reduz a viabilidade do parasito. Em contraste, por encontrarmos menores indices de
MLT em pacientes com LTA podemos dizer que, provavelmente, existe uma exacerbacéo na
resposta imunologica destes pacientes, favorecendo a infeccdo por Leishmania. No entanto,
pacientes com LTA+DMT2 apresentaram niveis elevados de MLT com diferencas
significativas em relacdo aos grupos isolados LTA e DMT2, nos fazendo questionar se a
associacdo destas duas comorbidades traz algum beneficio a resposta imunoldgica mediada
pela MLT.

Pacientes com LTA+DMT2 apresentaram perfil inflamatorio semelhante aos grupos
analisados isoladamente, no entanto, seus niveis de MLT n&o diferiram dos individuos
saudaveis, sugerindo um mecanismo adicional, que auxilie no equilibrio da producéo de a,

beneficiando o controle da infecgdo por Leishmania e do DMT2 nesses pacientes.
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6. Conclusao

As mulheres apresentaram maior numero de diagnostico para LTA em nosso estudo e nao
houve diferenca de casos entre area urbana e area rural.

J& os pacientes diabéticos, apresentaram indices glicémicos descompensados, um fator
critico, visto que, o diabetes € um problema de salde global em expansdo, que esta associado
a alto risco de diversas complicacBes que reduzem a qualidade de vida de seus portadores,
resultando em mortalidade precoce.

Em relagdo ao estado inflamatdrio, os niveis da PCR e do TNF-a estavam elevados e a
IL-4 relativamente mais baixa nos grupos LTA, DMT2, LTA+DMT2 em relagcdo ao grupo
controle, configurando um estado inflamatdrio acentuado nesses pacientes.

Os niveis de MLT diurna foram maiores no grupo de pacientes diabéticos com
leishmaniose, quando comparamos com o0s grupos isoladamente (LTA e DMT2), se
equiparando aos individuos saudaveis, na tentativa de controlar essas duas comorbidades,
através de mecanismos adicionais, que precisam ser compreendidos, para entendermos como
a sintese de MLT ¢ essencial para a construcdo de uma resposta inflamatéria adequada,
buscando esclarecer, se o ritmo diério da MLT pode ser restaurado em doencas associadas.

Além do mais, uma correlagdo negativa entre MLT e glicemia foi notada nos pacientes do
grupo DMT2, evidenciando a importancia deste hormdénio no controle dos distarbios
relacionados ao diabetes.

Por fim, nosso estudo traz um questionamento pertinente, referente a0 TNF-a, nos
indagando, se esta citocina pode ser capaz de interferir na producdo de MLT em pacientes
com LTA, uma vez que, observamos niveis reduzidos de MLT nestes pacientes, para melhor
compreendermos sobre seu papel na resisténcia ou suscetibilidade frente a essa parasitose e

assim, auxiliar na busca de novas abordagens terapéuticas.
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APENDICE |

QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS DOS PACIENTES

Nome do(a) paciente:

N° Protocolo:

Estado civil: () Casado(a) () Solteiro(a) () Amigado(a) () Vilvo(a)

Profissao:

Data de nascimento: Sexo: () Feminino () Masculino

Bairro de origem: Data da coleta (sangue):

Leishmaniose Tegumentar: () Suspeita () Diagnostico
Ja teve Leishmaniose anteriormente: () Sim () Néo

*Caso positivo, descrever o local:

Doenca pré-existente (Ex: Diabetes/Hipertensdo): () Sim () Néo

*Caso positivo, descrever qual(is) doenca(s)
Realizou exame de glicemia em jejum recentemente? () Sim () N&o

*Caso positivo, descrever o valor:

Tabagismo: () Sim () Nao
Etilismo: () Sim () N&o
Drogas ilicitas: () Sim () Néo

*Caso positivo, descrever qual(is):

Peso: Altura: IMC (calcular):

Tem alguma medicacgéo de uso continuo: () Sim () Nao

*Caso positivo, descrever o(s) medicamento(s):

Telefone para contato:
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APENDICE II

TERMO DE CONSENTIMENO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

Projeto: Avaliacdo dos parametros imunologicos e bioquimicos em pacientes
diabéticos e com Leishmaniose no municipio de Barra do Gargas-MT.

Pesquisadores e Instituicdes envolvidas: Profa. Dra. Danny Laura Gomes Fagundes
Triches — Campus Universitario do Araguaia — Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT), Felipe Rubin Ferrari — Aluno do Programa de Pds-Graduacdo em Imunologia e
Parasitologia Bésicas e Aplicadas - Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Thalissa
Mariana de Moraes Martins — Aluna do Programa de Pds-Graduacdo em Imunologia e
Parasitologia Bésicas e Aplicadas - Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).

Objetivos principal: Avaliar atraveés de exames laboratoriais, alteracdes imunoldgicas e
bioguimicos do sangue de pacientes diabéticos e com Leishmaniose.

Procedimentos: coleta de material bioldgico- sangue periférico, volume de aproximadamente
4 mL.

Possiveis riscos e desconfortos: ndo ha riscos previsiveis, mas podera haver desconforto na
coleta de sangue, apesar desta ser realizada com técnica adequada e de maneira cuidadosa.
Beneficios previsiveis: Para os participantes do estudo, melhorar a compreensdo deste
bindmio diabetes e Leishmaniose, assisténcia e orientacdo sobre as doencas. Para as geragoes
futuras, com o conhecimento adquirido nesta pesquisa sobre essas doengas, podera haver
melhora no diagndstico, nas intervencgdes terapéuticas e nas medidas profilaticas.
SRRSO TPTPRPRPRPRN fui
informado(a) dos objetivos, procedimentos, riscos e beneficios desta pesquisa, descritos
acima. Entendo que terei garantia de confidencialidade, ou seja, ninguém além dos
pesquisadores, tera acesso aos nomes dos participantes desta pesquisa. Entendo também, que
tenho direito de receber, sempre que desejar, outras informacdes sobre o estudo, entrando em
contato com a pesquisadora (Dra. Danny Laura G. F. Triches). Fui informado(a), que minha
participacdo é voluntaria e que, se eu preferir ndo participar ou deixar de participar deste
estudo em qualquer momento, isso NAO influenciara no meu atendimento no servico de
Saude deste municipio. Compreendendo tudo o que foi explicado sobre o estudo e, estando de
acordo em participar, assino embaixo.

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador principal

Profa. Dra. Danny Laura Gomes Fagundes Triches
ICBS/UFMT- dannylauragf@hotmail.com



