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RESUMO

Ramalho, Theresa Raquel de Oliveira. Os Leucotrienos no Diabetes tipo 1. 2018. Tese
(Doutorado em Ciéncias com énfase em Imunologia). Instituto de Ciéncias Biomédicas.
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

O diabetes tipo 1 (DT1) é uma doenca metabdlica associada a uma inflamacdo
sistémica de baixo grau, responsavel por importantes co-morbidades associadas. Nosso grupo
demonstrou que esta inflamagao depende dos niveis plasmaticos aumentados de leucotrieno-
B4 (LTB4), o qual estimula o eixo Myd88/STAT1 amplificando a resposta dos receptores
TLR/IL1B em macrofagos. Isso caracteriza o programa pro-inflamatério M1 nestas células, que
requer energia proveniente da glicdlise e produz substancias toxicas como espécies reativas de
oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO). Isto pode ser minimizado pela respiragdo mitocondrial
desacoplada a sintese de ATP no metabolismo lipidico. Assim, na primeira parte do trabalho os
macréfagos de camundongos (C57BI/6) DT1, expressaram niveis elevados de marcadores de
oxidacdo de 4cidos graxos, o que ndo foi observado em macréfagos de camundongos
diabéticos tratados com o antagonista de LTB4 (u75302). Além disso, o u75302 também
reduziu a expressdao aumentada de CD36, receptor envolvido na captagao de lipidios, assim
como aumento de lipidios intracelulares nestas células. Os elevados niveis de triglicérides e
acidos graxos presentes no plasma dos diabéticos também foram reduzidos pelo antagonista
u75302, e isso foi consistente com o aparecimento de marcadores de lipdlise (Prdm16 e Fgf21)
no tecido adiposo branco destes animais. Da mesma forma, u75302 reduziu o consumo de
oxigénio dos macréfagos de animais diabéticos. Isso foi consistente com os resultados obtidos
em macrdéfagos de camundongos diabéticos deficientes da UCP1, os quais apresentaram maior
peso corporal, maior massa de gordura e metabolismo mitocondrial mais baixo do que
diabéticos WT. A perda de gordura também foi recuperada pelo tratamento com u75302
indicando o envolvimento do LTB4 na perda de adiposidade e dislipidemia em DT1. Na
segunda parte do trabalho, confirmamos a participacdo dos leucotrienos na inflamacgdo
sisttmica em DT1 induzida por estreptozotocina. Camundongos (129SvE) diabéticos
apresentaram niveis sistémicos elevados das citocinas e este aumento ndo ocorreu em 129Sve
deficientes da enzima 5-lipoxigenase (5LO07°) responsavel pela sintese de leucotrienos. A
freqiéncia de mondcitos pro-inflamatérios (CD11b*Ly6CMe"Ly6G") circulantes estava
aumentada em camundongos diabéticos WT mas n3o nos 5LO7". Macréfagos peritoneais
residentes de camundongos diabéticos também apresentaram um fenétipo semelhante ao M1
classicamente ativado (alta expressdao de Nos2 e Statl, e alta producdo de NO), que nao foi
revertido com o estimulo de IL4 in vitro ou in vivo. Por outro lado, os macréfagos dos 5LO7
diabéticos apresentaram o fendtipo de macrdéfagos M2 alternativamente ativados (alta
expressao de Ym1 e Argl, e alta atividade de arginase). Os animais WT diabéticos tiveram
cicatrizacdo deficiente que se correlacionou com uma baixa freqtiéncia de macréfagos M2
(CD45'F4/80"CD206") nas lesGes cutdneas comparado com os demais grupos. Juntos, estes
dados sugerem que no DT1 os leucotrienos contribuem para a inflamacdo sistémica e
reprogramacdo dos mondcitos e macréfagos para perfil inflamatério e isto estd associado com
aumento do metabolismo energético nestas células. Estas altera¢des induzidas nos macréfagos
pelos niveis elevados de leucotrienos, particularmente LTB4, se correlacionam com a
cicatrizacdo deficiente, com a perda de gordura e hiperlipidemia nos camundongos DT1,
sugerindo que o LTB4 possa ser um alvo terapéutico no diabetes.

Palavras-chave: Diabetes tipo 1, leucotrienos, leucotrieno B4, macréfagos,
metabolismo energético, imunometabolismo. polarizacdo de macréfagos, cicatrizagao.



ABSTRACT

Ramalho, Theresa Raquel de Oliveira. Leukotrienes in Type 1 Diabetes. 2018. Tese
(Doutorado) — Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2018.

Type 1 diabetes (T1D) is a metabolic disease associated to systemic low grade
inflammation, which has an important role in co-morbidities. Our group showed that
this inflammation depends on the high systemic levels of leukotriene-B4 (LTB4), which
stimulateds MyD88/Statl axis, amplifying TLR/IL1B response in macrophages. This
characterizes pro inflammatory M1 program, which requires energy from glycolysis, and
produces harmful molecules, such as reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO). This
can be mitigated by mitochondrial respiration uncoupled to ATP synthesis in lipid metabolism.
Therefore, in the first part of this study, macrophages from T1D mice (C57BI/6) expressed
high levels of fatty acid oxidation markers, which was not observed in macrophages from T1D
mice treated with LTB4 receptor antagonis, u75302. Moreover, u75302 also reduced the high
expression od CD36, a receptor involved in lipids uptake, and also reduced intracellular lipids
in these cells. The high levels of triglycerides in diabetic plasma were reduced by u75302, and
this is consistent with lipolysis markers (Prdm16 and Fgf21) in white adipose tissue of these
mice. This was also consistent with results obtained in macrophages from diabetic UCP1
deficient mice, which had higher body weight and lower mitochondrial metabolism then WT
diabetics. Fat loss was also recovered by u75302 treatment, indicating an involvement of LTB4
in adiposity loss and dyslipidemia in T1D. In the second part of this study, we confirmed
leukotrienes participation in systemic inflammation in T1D streptozotocin-induced. T1D mice
(129SvE) increased systemic levels of cytokines, which was not observed in T1D 5-
lipoxygenase deficient mice (5L07).The frequency of pro inflammatory monocytes
(CD11b*Ly6CMe"Ly6G) was increased in WT diabetic mice, but not in 5LO”". Resident peritoneal
macrophages in diabetics had a phenotype similar to M1 classically activated (Nos2 and Stat1
highly expressed, and high production of NO), which was not reversed by IL-4 stimulation in
vitro and in vivo. On the other hand, macrophages from diabetic 5LO7" had a phenotype M2
alternatively activated (Ym1 and Argl highly expressed, and high arginase activity). WT
diabetic mice had a defective wound healing, which was related to low frequency of M2
(CD45*F4/80"CD206"*) macrophages in cutaneous wounds, compared to the other groups. All
together, our data suggest that in T1D leukotrienes induce systemic inflammation, and
reprogram pro inflammatory phenotype in monocytes and macrophages, and this is related to
increased energetic metabolism in these cells. These alteration in macrophages due to
leukotrienes effects, mainly LTB4, are correlated to defective healing, with fat loss, and
dyslipidemia in T1D mice, suggesting that LTB4 can be a therapeutic target in diabetes.

Keywords: type 1 diabetes, leukotrienes, leukotriene B4, macrophages, energetic
metabolism, immunemetabolism, macrophages polarization, wound healing.



1. INTRODUCAO

1.1 O diabetes tipo 1

O diabetes tipo 1 é uma doenca metabdlica caracterizada por alteracdes no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Esta doenca se desenvolve devido a
uma resposta auto-imune contra as células B do pancreas, o que leva a falha na produgao
de insulina. Devido a isso, pacientes com diabetes tipo 1 sdo dependentes da reposicao
de insulina para controle da glicemia *.

Apesar disso, 0s pacientes diabéticos quando ndo diagnosticados, ou com mau
controle da glicemia, podem apresentar sérias manifestacdes em resposta a
hiperglicemia. Além disso, pacientes em reposi¢cdo prolongada com insulina podem
desenvolver resisténcia a insulina 2. De acordo com os dados do Atlas da Federagdo
Internacional de Diabetes (IDF Atlas) de 2017, a incidéncia de diabetes tipo 1 esta
aumentando por volta de 3 a 4 % a cada ano, principalmente entre criancas. Porém, as
causas para este aumento anual ainda estdo sob investigac&o .

Pacientes diabéticos com mau controle da hiperglicemia apresentam uma
substancial reducdo de peso, devido a perda de adiposidade *. Curiosamente, estes
pacientes também apresentam elevados niveis de triglicérides no sangue, sendo a
dislipidemia a principal causa para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares °.
Considerando que no diabetes as alteracbes do metabolismo lipidico acarretam em
modificagdes no metabolismo dos mondcitos e macréfagos que adquirem um perfil pro-
inflamatério que leva ao estabelecimento de uma inflamacdo cronica de baixa
intensidade (LGI, do inglés low grade inflammation) % 7, neste trabalho investigamos o
papel dos leucotrienos nas alteracdes metabdlicas e inflamatorias assim como em uma
comorbidade importante do diabetes que é a cicatrizacdo deficiente. Nos tdpicos abaixo
desta introducdo pretendemos dar os subsidios da literatura que suportam a hipétese

deste trabalho.

1.2 O metabolismo lipidico sistémico

A funcdo priméaria do metabolismo lipidico é transportar lipidios, advindos da

alimentacéo ou da perda do tecido adiposo, para serem usados em tecidos periféricos,



ou direcionados para reciclagem ou ablacdo no figado. O metabolismo lipidico é
realizado por trés vias que retroalimentam entre si: via exdgena, via enddgena e via do
transporte reverso de colesterol. Na via exdgena, quilomicrons advindos do intestino séo
liberados na linfa, entram na circulacdo e séo estocados no tecido adiposo. No tecido
adiposo, lipoproteinas lipases degradam o quilomicron em acidos graxos e quilomicrons
remanescentes, estes voltam para a circulagdo e entram no figado para serem
degradados em &cidos graxos e colesterol 8.

Na via enddgena, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) sdo
exportadas do figado para a circulacdo, por onde elas chegam até o tecido adiposo. No
tecido adiposo, as VLDLs sdo degradadas novamente em acidos graxos e VLDLs
remanescentes (IDLs). O IDL depois é convertido a lipoproteinas de baixa densidade
(LDLs) que voltam para a circulagdo para transferéncia de colesterol para tecidos
periféricos, e voltam para o figado. Na via do transporte reverso de colesterol, 0 excesso
de colesterol retorna para o figado atraves das lipoproteinas de alta densidade (HDL)
para ser secretado na bile &°.

A insulina tem um papel central na regulacdo do metabolismo lipidico. No
tecido adiposo, a insulina exerce funcdo antilipolitica através da inibicdo da lipase, 0
que leva ao estoque de triglicérides nos adipdcitos, e reducdo da liberacdo de acidos
graxos do tecido adiposo para a circulacdo. A insulina também inibe a producdo de
VLDL pelo figado pela reducdo de acidos graxos circulantes (devido a sua atividade
antilipolitica), que sdo substratos para a VLDL ° 1, A insulina também é um potente
ativador da lipoproteina lipase (LPL), que catabolizam lipoproteinas ricas em
triglicérides e reduz, por consequéncia, os niveis de triglicérides no plasma. A insulina
também auxilia no clearance de LDL por aumentar a expressao do receptor B,E de LDL
no figado. Este hormdnio também age no metabolismo de HDL pela ativacdo da
atividade de enzimas lipases no figado 2.

Pacientes com diabetes tipo 1 com cetoacidose apresentam anormalidades nos
niveis de lipidios devido a deficiéncia nos niveis de insulina. Isso esta diretamente
relacionado a reducdo do catabolismo de lipoproteinas ricas em triglicérides, e indugéo
de hipertrigliceridemia 3. Pacientes diabéticos tratados com insulina e com mau
controle glicémico apresentam desordens no metabolismo lipidico % *°. Isso acontece
devido a producéo de VLDL estar aumentada e o catabolismo de lipoproteinas ricas em
triglicérides ndo estar suficientemente reduzido, o que leva ao aumento na producéo de

LDL 6. . As VLDLs sdo consideradas altamente aterogénicas em diversas patologias *’.



Além disso, neste caso, quando os niveis de glicose excedem a capacidade renal, a
glicosUria leva a perda de &gua e desidratagdo crénica. Isso contribui negativamente
para 0 balanco energético, de forma independente do consumo de energia pela
alimentagdo . Existem relatos de que mesmo em pacientes diabéticos com glicemia
bem controlada, os nivei de HDL sdo elevados. A literatura tem sugerido que isso
acontece em conseqiéncia do aumento da atividade da LPL lipase do figado *°,

O tecido adiposo exerce um papel fundamental no metabolismo lipidico. Na
composicdo de gordura corporal existem dois tipos de tecido adiposo, o branco e o
marrom. O tecido adiposo branco (WAT) é especializado em estocar triglicerideos. Ja o
tecido adiposo marrom (BAT) utiliza os lipidios como fonte termogénica. No tecido
adiposo marrom existe uma alta expressdo e atividade de moléculas associadas a
termogénese, como as proteinas desacopladoras (Uncoupling proteins, UCPS), portanto
neste tecido o tipo de respiracdo predominante é a desacoplada da sintese de ATP 2.

Muitas doencas cronicas, como obesidade, sindrome metabdlica e lipodistrofia,
induzem remodelamento do tecido adiposo branco. Na caquexia associada ao cancer,
um exemplo de patologia em que existe perda do tecido adiposo branco, citocinas
aumentam a taxa metabodlica na gordura através da ativacdo de termogénese, e
inibicdo de diferenciacdo de adipdcitos = z,

Um fator que também estd envolvido neste gasto energético é o aumento dos
niveis de glucagon, em decorréncia da auséncia da insulina 2. Trabalhos demonstraram
que o glucagon tem habilidade em aumentar o consumo de oxigénio, pois 0 uso de
somatostatina (uma droga que bloqueia a producdo de glucagon) reduz o gasto
energético em pacientes diabéticos 24, Os altos niveis de glucagon induzem
gliconeogénese, a qual contribui para um estado hipermetabdlico no diabetes. Isso leva
a um aumento na producdo de glicose pelo figado, o que contribui ainda mais para a
hiperglicemia, glicosuria e perda de agua 2°

Ja foi demonstrado que a perda de peso em pacientes diabéticos se da em
decorréncia de perda no masculo, porém recentemente foi demonstrado que esta perda
de peso esta mais fortemente atrelada a perda de gordura .

Diversas doencas metabolicas que manifestam elevados niveis de lipidios no
sangue mostram que a hiperlipidemia esta associada com o desenvolvimento de LGl 25
2! Por exemplo, humanos com doencas cardiovasculares apresentam uma forte relagdo

entre altos niveis de lipidios no sangue e um estado inflamatorio em mondcitos 28, Ja em



pacientes com diabetes tipo 1, que tem a hiperlipidemia como manifestacdo clinica °,

0s mondcitos secretam citocinas inflamatorias de forma esponténea, como IL-6 e IL-1
6

1.3 O metabolismo energético nos macrofagos

Os macrofagos sdo células bastante maleaveis, que podem adaptar sua fisiologia
e funcio de acordo com o microambiente onde estdo inseridas *. A adaptacdo
fisiolégica dos macréfagos altera o metabolismo destas células. Em condicbes
homeostaticas, o ciclo glicolitico acontece de forma intacta e interage com outras vias
metabdlicas de forma equilibrada. A glicolise converte glicose em piruvato, o qual pode
ser convertido a lactato, que é secretado. O piruvato também pode entrar no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) gerando NADH e FADH2 para a cadeia transportadora de
elétrons na mitocondria, levando & producio de ATP. Acidos graxos quando oxidados
também geram NADH e FADH2A. A glicose também alimenta a via das pentoses
fosfato (PPP), que gera ribose para sintese de nucleotideos, aminoacidos e NADPH. O
NADPH ¢ usado para a sintese de acidos graxos, que utiliza citrato advindo do TCA. Os
aminoacidos também podem alimentar o TCA, que também & importante para
crescimento celular e sintese de proteinas 3.

Em condi¢gBes homeostaticas, os macrofagos captam lipoproteinas de densidade
baixa (LDLs) e lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLS) via macropinocitose,
fagocitose e receptores scavengers como 0 CD36. O colesterol livre e os &cidos graxos
sdo gerados a partir da degradacéo de lipidios digeridos nos lisossomos. Este colesterol
pode ser utilizado para formacdo de plataformas lipidicas (lipid rafts) na membrana
plasmatica e o acumulo de colesterol citosélico pode ativar fatores de transcricdo que
induzem a expressdo de transportadores do efluxo de colesterol 3% 33, J4 os acidos
graxos vao para a via oxidativa na mitocondria onde eles sdo convertidos em produtos
que a célula utiliza para geragdo de energia, como acetil-CoA, NADH e FADH2 *,

Inicialmente os &cidos graxos sdo convertidos a acil-CoA. Quando os &cidos
graxos sdo de cadeia curta, eles entram de forma passiva na mitocondria, mas quando
sdo de cadeia média ou longa, eles sdo conjugados a carnitina por a¢do da enzima
carnitina palmitoil transferase 1A (CPT1A) e sdo transportados para dentro da
mitocondria. Dentro da mitocondria a enzima CPT2 remove a carnitina e a 3-oxidagao

dos &cidos graxos acil-CoA acontece gerando acetyl-CoA, NADH e FADH2, que séo



subsequentemente usados no ciclo TCA e cadeia transportadora de elétrons para
geracdo de ATP 3%3°,

Além da sintese de ATP, a cadeia de transporte de elétrons também pode
direcionar o efluxo de prétons de forma desacoplada a sintese de ATP, com participagdo
das proteinas desacopladoras, ou uncoupling proteins. Neste caso, a sintese de ATP ¢
convertida para sintese de calor. Inicialmente, estas moléculas foram bastante descritas
no tecido adiposo marrom, em decorréncia da funcdo termogénica deste Orgao.
Posteriormente, viu-se que estas moléculas também exercem fungdes em outros 6rgdos
como no tecido adiposo branco, e em células imunes como macréfagos *°.

Sob estimulos inflamatérios, os macréfagos ativados requerem um aporte
energético advindo da glicOlise anaerébia. Apesar de a gliclise anaerébia produzir
baixos niveis de ATP, esta reacdo acontece de forma rapida, por utilizar uma via menos
complexa, gerando ATP em velocidade e quantidade suficiente para o macrofago
permanecer vivo e ativo em respostas inflamatdrias *’. A glicdlise aerébia também pode
estar atrelada ao perfil pro-inflamatério de macrdfagos, pois a molécula de oxigénio, ao
receber um elétron adicional, cria um ion superoxido, que, além de ter funcéo
microbicida, também é bastante toxico para outras moléculas, o que caracteriza a
nocividade das espécies reativas de oxigénio (ROS) . Além disso, a glicdlise também
permite a reducdo de NAD+ para NADH, que ¢ utilizado como co-fator para inimeras
enzimas importantes para a fungdo microbicida dos macréfagos 3.

Sabe-se que a respiragao desacoplada reduz a formagao de ROS advindos da
mitocondria. A explicagdo para isso é que a formagdo destas ROS depende do
gradiente de prétons e do potencial mitocondrial. Skulahev postulou que acidos graxos
podem prevernir o aumento do gradiente eletroquimico mitocondrial e reduzir a
geracdo de ROS °. Ou seja, a respiracdo desacoplada exerce uma funcdo antioxidante
nas células .

J4 foi descrito que acidos graxos gerados por lipdlise sdo direcionados para a via
desacoplada. A via desacoplada também permite uma continua reoxidacdo de
coenzimas que s3ao essenciais para outras vias metabdlicas. Os acidos graxos sao
moléculas que quando oxidadas induzem sintese de elevados niveis de ATP, o que
pode inibir, através de um feedback negativo, a respiracao mitocondrial. Portando, o

desacoplamento da sintese de ATP previne o aumento exagerado dos niveis de ATP 4%,



1.4 O fenétipo de mondcitos e macrofagos

Os mondcitos sdo gerados por células precursoras mieldides da medula éssea, e
sdo liberados na corrente sanguinea, de onde eles podem infiltrar nos tecidos, e se
diferenciar em macrofagos. Na cavidade peritoneal existem diferentes subtipos de
macréfagos com diferentes fendtipos, funcdes e origens. Na cavidade peritoneal ndo
estimulada, o subtipo de macréfago gerado de células precursoras mieldides da medula
6ssea predomina. Enquanto em resposta a um estimulo inflamatorio, a composicdo da
cavidade peritoneal € alterada. Neste caso, mondcitos derivados da medula Gssea
desaparecem, e macrdfagos derivados de mondcitos inflamatdrios se tornam prevalentes
42 Existem dados da literatura que ja reportaram que macrofagos derivados de
monacitos com fendtipo inflamatorio, se diferenciam em macréfagos com um fendtipo
também pro-inflamatorio .

Os macréfagos sdo células que exibem alta plasticidade podendo sofrer
reprogramacdo fenotipica para diferentes subpopulacGes, identificadas pela
predominancia de certos marcadores 3% %4, Fleming e Mosser (2011) propuseram uma
classificacdo simplificada dos fendtipos de macréfagos (Fig. 1). Os macrofagos
classicamente ativados apresentam expressdo de moléculas relacionadas com
resposta imune Thl como Statl, Nos2, 1112, producao de NO, e s3ao importantes na
resposta contra infecgdes. Os macrofagos reguladores apresentam marcadores pro e
anti-inflamatérios com predominancia de //110 sobre //12 e sdo importantes na
regulacdo negativa da resposta inflamatdria. Os macréfagos alternativamente
ativados expressam moléculas relacionadas com a resposta Th2 com ativacdo da
STAT6, a qual induz expressao de Argl, Fizz1 e Ym1, moléculas envolvidas no contexto
de reparo tecidual e cicatrizagdo. Em condi¢ées de homeostase, a predominancia é de
marcadores de macréfagos alternativamente ativados. Este perfil também é
predominante em processo de cicatrizagdo que exige reparo e remodelamento

tecidual *°.
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Figura 1. Classificacdo dos perfis de macrofagos e seus marcadores

predominantes. Adaptado de Mosser e Edwards,2012.

Ja foi reportado que mondcitos isolados de humanos com diabetes tipo 1 exibem
uma secrecdo aumentada de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1p e IL-6. Este
estudo reportou que estas citocinas induzem o perfil Th17 em linfécitos de memoria,
um perfil que estd diretamente ligado a respostas autoimunes “6. Em outro estudo,
pacientes com diabetes tipo 1 apresentaram elevados niveis de macréfagos M1, e em
macrofagos de camundongos diabéticos as células progenitoras da medula 0Ossea
apresentam problemas de mobilidade, o que esta diretamente relacionado com pacientes
que apresentam complicagdes hematoldgicas 4’

Ja os macrofagos isolados de dois modelos diferentes de diabetes tipo 1 em
camundongos, exibiram fenotipo inflamatério, o qual esta associado com uma
expressd@o aumentada de Acil-CoA sintetase de cadeia longa 1 (ACSL1), uma enzima

que cataliza a tiosterificagdo de &cidos graxos. Neste estudo, macréfagos residentes, ou



elicitados apresentam uma alta expressdo de moléculas associadas com o fendtipo pro-
inflamatdrio, como 1l1b, Tnfa e Cox2. E a deficiéncia de ACSL1 nos macrofagos reduz
0s niveis de araquidonoil —CoA e a secre¢do do mediador lipidico prostaglandina E2
(PGE2) em condicGes de hiperglicemia in vitro. Neste estudo, o perfil inflamatério
atrelado com ACSL1 esta fortemente relacionado com o desenvolvimento de

aterosclerose no DT1 6.

1.5 Os leucotrienos

Os leucotrienos sdo mediadores lipidicos gerados a partir do metabolismo do
acido araquidénico (AA) pela enzima 5-lipoxigenase (5-LO). O AA esterificado é
liberado da membrana celular através da clivagem pela fosfolipase (PL) A2. As células
mieloides expressam de forma constitutiva tanto a PLA2 como as demais enzimas da
via da 5-LO, e geram quantidades elevadas de LTs em poucos minutos ap0s um
estimulo “8. Para que esta sintese de leucotrienos ocorra, a 5-LO e a PLA2 precisam ser
ativadas, o que pode ocorrer por aumento de calcio intracelular. Juntamente com a
proteina acessoria FLAP (5-lipoxygenase-activating protein), a 5-LO oxida o AA
gerando o intermediario LTA4, que é rapidamente hidrolisado pela LTA4 hidrolase
gerando o LTB4. Se ao invés de hidrolisado, o LTA4 for conjugado com a forma
reduzida da glutationa pela LTC4 sintase, origina-se 0 LTC4, um LT da familia dos
cisteinil leucotrienos (cysLTs), como o LTD4 e o LTE4 (Fig. 2). Cada célula possui seu
proprio perfil de producdo de LTs, e essa especificidade é dada pelo balanco na
expressdo destas enzimas. Enquanto mastocitos e eosinofilos  sintetizam
preferencialmente os cysLTs, e os neutrdfilose e células dendriticas preferencialmente o

L TB4, os macrofagos tem capacidade de produzir ambos “°.



Fosfolipidios de membrana

Fosfolipase
Qutras

HPETES #——— ACIDO ARAQUIDONICO
lipoxigenases l

3-lipoxigenase

Eeceptores GPCRs l

BLT-1 e BLT-2

|
Leucotrieno Bs (LTBs) €—— Leucatrieno As

v

— Leucotrieno Cs(LTC4)

Cistenil leucotrienos ) *
CysLTs GPCRs — Leucotrieno D4 (LTD4)

v

— Leucotrieno E4 (LTE4)

Figura 2. Esquema representativo do metabolismo do acido araquidonico via 5LO. A
ativacdo da fosfolipase A2 (PLA2) cliva fosfolipidios de membrana liberando o acido
araquidoénico (AA) o qual sofre acdo da 5-lipoxigenase (5LO) para produzir 5-HPETE.
Este é entdo metabolizado em leucotrieno A4 (LTA4), metabdlito instdvel que da
origem ao leucotrieno B4, pela a¢ao da LTA4 hidrolase. Pela agao da LTC4 sintase que
incorpora glutationa na molécula de LTA4, sdo gerados os cistenil leucotrienos LTC4,

LTE4 e LTDA4.

Através de seus receptores acoplados a proteina G, os LTs regulam a funcéo de
diversos tipos celulares de forma autdcrina ou paracrina. Existem dois receptores em
que o LTB4 liga, o BLT1 e o BLT2. Enquanto o0 BLT2 é um receptor de baixa
afinidade, e pouco se sabe sobre suas funcgdes fisioldgicas, 0 BLT1 é um receptor de alta
afinidade por LTB4. Este receptor pode ser acoplado tanto proteina Gai, como Gogq. Via
proteina Gai,0 LTB4 inibe a atividade da adenilato ciclase, levando a diminui¢do dos
niveis intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Ja através do
acoplamento com a proteina Gagq, ocorre ativagcdo da PLCP, que induz o acumulo de IP3
(1,4,5 trifosfato de inositol), e ativacdo da proteina quinase C (PKC). Atraves destas

duas enzimas, o LTB4 potencializa as fungdes fagociticas, microbicidas e de produgéo



de citocinas *°. Foi demonstrado que via proteina Gai, o LTB4 ativa macréfagos pelos
TLRs que utilizam MyD88 como molécula adaptadora. Serezani e colaboradores, 2011,
mostraram que a ativagdo do BLT1 pelo LTB4 aumenta a degradacdo do RNAm de
SOCS1, uma proteina inibidora que controla a expressao de MyD88 através da inibigdo
do seu fator de transcricdo, o STAT1 L. Isto potencializa a resposta de receptores que
utilizam Myd88 como adaptador como os receptores toll-like e receptores para citocinas
IL-1, IL-18 e IL-33.

Portanto o LTB4 funciona como um amplificador da resposta inflamatéria. Esta
molécula possui atividade quimiotética para leucécitos e potencializa suas funcbes
como fagocitose, atividade microbicida e producdo de citocinas. Recentemente diversos
trabalhos demonstraram a participacdo do LTB4 em desordens metabdlicas. Em modelo
experimental de gota, induzido pela inoculagdo de cristais de urato na articulacdo de
camundongos, foi demonstrado que a LGI é dependente do LTB4 que € rapidamente
produzido logo ap6s a inoculagdo °2. J4 em camundongos com diabetes tipo 2 induzida
por dieta hiperlipidica, observa-se uma produgdo aumentada de LTB4 no figado,
musculo e no tecido adiposo. No tecido adiposo, o LTB4 promove o recrutamento de
macrofagos e a polarizacdo destes para um perfil classicamente ativado (M1) que
passam a produzir citocinas e mediadores pro-inflamatérios. No figado e no tecido
muscular, o LTB4 afeta 0 metabolismo da glicose. A ativacdo do BLT1 em hepatdcitos
induz a resisténcia a insulina por inibir a expressdo de componentes da via de
sinalizagdo do receptor de insulina. Nas células musculares, a ativacdo do BLT1
promove resisténcia a insulina de forma similar ao que acontece nos hepatdcitos. Estes
estudos sugerem que o LTB4 produzido no diabetes tipo 2 contribui para a manutencao
da hiperglicemia e da inflamacéo estéril. Tanto a inibicdo genética ou farmacologica do
BLT1 como o blogueio da sintese de LTB4 se mostraram eficientes como tratamento do
diabetes tipo 2 indicando um papel central do LTB4 nesta doenca >3 %,

Ja no diabetes tipo 1, nosso grupo demonstrou que macréfagos (peritoneais,
alveolares e derivados de medula) de animais diabéticos expressam niveis aumentados
de MyD88 e que isto acontece devido a producdo de LTB4 que esta aumentada nos
diabéticos. Vimos ainda que a producéo sistémica de IL-13 ¢ TNF-a, ¢ dependente da
producdo de LTB4, pois animais diabéticos tratados com inibidor de 5LO ou animais
geneticamente deficientes de 5LO e BLT1 apresentam niveis significativamente
reduzidos dessas citocinas /. Dessa maneira, 0 LTB4 poderia contribuir para a LGl dos

diabéticos. Além disso, os macrofagos de camundongos com diabetes tipo 1 apresentam



um fendtipo M1 que se caracteriza por producéo elevada de citocinas pré-inflamatérias,
contrastando com macrofagos de animais ndo-diabéticos que exibem fenotipo anti-

inflamatorio °°.

1.6 A cicatrizacdo saudavel e a patoldgica

Os macréfagos tém um papel importante em processos de reparo tecidual de
lesbes da pele, através da expressdo de marcadores de macréfagos alternativamente
ativados, 0s quais promovem angiogenese, deposicdo de coldgeno e fechamento da
lesdo 6. De forma geral, o processo de cicatrizagdo se procede em 3 fases, como
descrito a seguir.

A fase de coagulacdo e inflamagdo comeca imediatamente apos a injuria e pode
durar até 4 dias, dependendo do tamanho e local da leséo. Nesta fase, a injuria tecidual
leva a ativacdo da cascata de coagulacdo. O sangue coagulado forma uma matriz
proviséria no seu redor que induz a liberagéo local de fatores de crescimento, bem como
citocinas pro-inflamatérias e DAMPs °7. Nesta fase, os macrdfagos residentes de tecido
contribuem para o inicio de uma resposta inflamatdria local, que também leva ao
influxo de neutrofilos, seguido de mondcitos e fibroblastos para a lesdo 8. Os
monacitos infiltram a lesdo através das micro-hemorragias causadas pelo rompimento
da integridade vascular local °°. O influxo de mondcitos leva os macrofagos a
expressarem iNOS, IL-1pB e IL-6. Isso contribui para a defesa contra microorganismos
que podem ter entrado na lesdo °°. Sabe-se que estas células combatem
microorganismos, porém também se sabe que elas suportam o processo de reparo que
inicia a fase de formacéo tecidual.

Esta fase de formacdo tecidual dura até cinco dias contados ap6s o inicio da fase
de coagulacédo e inflamacdo. Durante esta fase, o tecido granulado recém-formado que
consiste de células endoteliais, macréfagos e fibroblastos, recobre e preenche a area
lesionada. Queratindcitos também proliferam e migram das margens da lesdo em
direcdo ao centro da abertura da leséo, o que fecha a lacuna epidermal 8. Macrofagos
sdo as células imunes mais incidentes durante a fase de formacdo tecidual, pois eles
contribuem para secrecdo de fatores de crescimento, deposicdo de matriz extracelular e
controle da inflamagdo °¢. O primeiro passo que inicia o controle da inflamacio é a
ingestdo de neutrofilos apoptoticos pelos macrofagos ©% 2, Uma molécula que é

bastante secretada pelos macr6fagos nesta fase é a YML1. Esta molécula é membro de



uma familia que proteinas de mamiferos que compartilham homologia com quitinases
de organismos inferiores ®3. Ela é produzida quando os macréfagos estdo em um
microambiente de citocinas Th2. Devido a sua fungdo priméria de forte afinidade com
quitina, define-se que YM1 esteja envolvido na neutralizacdo de patdgenos e
recrutamento de células imunes. Esta molécula também tem alta afinidade com heparin,
um glicano bastante presente na matriz extracelular, por isso propde-se que Ym1 tenha
uma funcdo essencial no processo de cicatrizacdo ®*. A arginase é outra molécula
derivada de macréfagos que exerce atividade no reparo tecidual devido a sua atividade
da supressao da inflamacdo. A arginase converte arginina em ornitina, que serve como
um precursor de moléculas constituintes de colageno. Arginase também suprime a
resposta inflamatéria pois arginase compete com iNOS pelo mesmo substrato, a
arginina .

Uma vez que a inflamagéo local estd controlada, inicia-se a ultima fase do
processo de cicatrizacdo que é o remodelamento tecidual. Nesta fase a organizacao
tecidual retorna a sua forma original. Esta fase pode durar semanas ou meses, e 0S
fatores mais atuantes sdo células endoteliais residentes, macrofagos e miofibroblastos
(em apoptose), regressdo de vasos sanguineos recém formados, e reorganizacdo de
camadas de coladgeno recém formadas. Durante esta fase, os macréfagos contribuem
para a cicatrizacdo através da ingestdo de debris celulares e do excesso de matriz
extracelular ao redor da lesdo. Porém, a deplecdo de macrofagos da lesdo nesta fase ndo
apresenta um impacto substancial no remodelamento, 0 que sugere que 0os macrofagos
sdo parte de um sistema redundante na fase de reorganizacéo tecidual %,

Os problemas de cicatrizacdo em pacientes diabéticos sdo um desafio recorrente
na préatica clinica, com constantes resultados frustrantes, mesmo o paciente prestando
todas as condutas que evitem uma ma cicatrizacdo. Estas lesdes dificultam a qualidade
de vida de milhdes de pacientes diabéticos °’.

Em situacBes patologicas como no diabetes tipo 1, é possivel que a fase de
resolucdo da inflamacéo seja retardada ou ndo aconteca, comprometendo a fase seguinte
de cicatrizacdo. A predominancia de macrofagos pro-inflamatérios sobre 0s
antiinflamatodrios, com producdo aumentada de citocinas préo-inflamatorias, desabilita o
mecanismo de reparo 8. No caso de injuria da medula espinal foi relatado que o TNF-a,
blogueia a conversdo de macrdfagos inflamatérios (classicamente ativados) para
fendtipo reparador (alternativamente ativado) ®°. A abundincia de citocinas pro-

inflamatorias também aumenta a degradag@o da matriz extracelular, dificulta a migracéo



celular, reduz a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno °. Assim é possivel
que nos diabéticos os leucotrienos interfiram nesta alternancia de fenotipos. Também
existem evidéncias de que a hiperglicemia leva a mudancas no perfil de microRNASs na
cicatrizagdo. Por exemplo, o mirl25b aumenta a responsividade de macréfagos da leséo
a IFNy, e isso inibe o fendtipo reparativo, pois o0 miR125b tem como alvo o fator de
transcricdo IRF4, relacionado com o perfil de macrofago alternativamente ativado "X, Ja
a dislipidemia, um sintoma classico de pacientes diabeticos, também tem sido associada
com problemas de cicatrizacdo, pois o excesso de lipidios na lesdo induz metilacdo no

DNA que reprime citocinas anti-inflamatorias 2.

1.7 Modelo de diabetes tipo 1 induzido por estreptozotocina

A estreptozotocina [STZ, 2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-
glucopyranose)] (STZ) é um derivado de nitrosoureia que foi inicialmente isolada da
fermentacdo do fungo Streptomycetes achromogenes Sua estrutura molecular foi
inicialmente descrita por Herr et al em 196773, e corresponde a um 2-deoxy-D-glucose
com adicéo de um grupo N-methyl-N-nitroseurea no Co.

O STZ é membro de um grupo de drogas alquilantes antineoplasicas, conhecidas
por alquilnitrosoureas que séo clinicamente ativas contra varios tipos de tumores e em
combinagdo com outros quimioterapicos . Além disso, esta molécula é classicamente
utilizada para inducdo de diabetes tipo 1 (dependente de insulina) em animais
experimentais através dos seus efeitos nas células B do pancreas.

O STZ pode ser captado pelas células pancredticas via GLUT2, um
transportador de glicose. Wang and Gleichmann 7 reportaram que STZ reduz a
expressdo de GLUT?2 in vivo e in vitro quando administrado em multiplas doses. A agédo
intracelular do STZ é a fragmentacdo do DNA por alquilacdo, o que gera diferentes
purinas metiladas como produto. Nesta reacdo, o0 NO advindo do STZ interage com o
DNA, danificando-o. Isso independe da acdo da NO sintase '°. As EROS, como anions
superéxidos também participam do dano no DNA. Este dano ativa a poli ADP-
ribosilacdo, que depleta NAD+, levando a reducdo dos niveis de ATP intracelular, e
consequente inibicdo da sintese e secrecdo de insulina ’. Os danos nas células P
pancredticas geram entdo um estado de estresse celular que ocasiona na ativagdo de

moléculas intracelulares, como a maquinaria do inflamassoma, que induz apoptose.



Uma vez montada esta maquinaria, o dano celular é irreversivel, o que leva a um estado
sistémico e cronico de hiperglicemia 8

Neste trabalho utilizamos a STZ para inducdo de diabetes tipo 1 em
camundongos, seguindo um protocolo de multiplas doses, como descrito na secao de
Material e Métodos. O modelo de diabetes tipo 1 induzido por STZ simula fortemente
a hiperglicemia e as consequentes complicacdes de pacientes diabéticos, como perda

de peso, hiperlipidemia e inflamacao sistémica.

Pelo exposto nesta se¢do, vimos que o LTB4 contribui para o desenvolvimento
da LGI no diabetes e a reprogramacdo dos macréfagos para um perfil pro-inflamatério.
Entretanto ndo se sabe se o LTB4 esta envolvido nas mudancas metabolicas, na perda
de adiposidade, e na cicatrizacdo deficiente no diabetes. Foi objetivo do presente estudo
responder estas questdes em modelo experimental de diabetes induzido por
estreptozotocina. Para isto, na primeira parte do trabalho investigamos o papel do LTB4
no metabolismo lipidico sistémico e de macrofagos. E na segunda parte, investigamos o
papel dos leucotrienos no fendtipo de mondcitos e macrofagos e no retardo da

cicatrizacdo de camundongos com diabetes tipo 1.



6. CONCLUSAO

Nossos dados indicam que no diabetes tipo 1, o LTB4 tem envolvimento em
perda de adiposidade, aumento da hiperlipidemia sistémica, reducdo da sintese e
aumento da captacdo de lipidios em macréfagos, e aumento do metabolismo energético
de macrofagos.

J& os leucotrienos no diabetes tipo 1 estdo envolvidos com amplificacdo da
inflamacgdo sistémica, perfil pro-inflamatério de mondcitos circulantes, perfil de
macréfagos classicamente ativados, restricdo de ativacdo alternativa dessas células, e
atraso do processo de cicatrizagdo. Baseado nos antigos relatos do nosso grupo, e de
acordo com esta parte do trabalho em que encontramos elevados niveis de LTB4 no
sangue dos camundongos diabéticos, sugerimos que dentre os leucotrienos, o LTB4 seja
o principal candidato a exercer efeitos sobre inflamacgéo, macréfagos e cicatrizacao.

Portanto, juntos nossos dados indicam que o LTB4 possua um papel relevante no
elo entre metabolismo e inflamacdo, o que modula o perfil funcional e metabdlico de

macrofagos residentes, e leva a um consequente retardo no processo de cicatrizagéo.
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