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RESUMO GERAL 

A leishmaniose é causada por diferentes espécies de protozoários do gênero Leishmania e a 

interação desses com o sistema imunológico do hospedeiro resulta em um amplo espectro de 

apresentações clínicas e imunopatológicas. O Diabetes mellitus (DM) pode alterar 

negativamente a resposta imunológica, levando a uma maior susceptibilidade a infecções. 

Imunomoduladores como os β-glucanos (BG) vem sendo utilizados no controle da glicemia e 

em infecções parasitárias. Considerando a escassez de estudos que avaliam o curso da 

leishmaniose correlacionada a DM, além do uso do BG de Saccharomyces cerevisiae nessa 

infecção, o presente estudo objetivou avaliar as consequências do DM induzido e do BG de S. 

cerevisiae, na infecção por Leishmania amazonensis em modelos experimentais. Para a 

realização dos experimentos utilizou-se camundongos C57BL/6 e macrófagos derivados de 

monócitos de medula óssea (BMDMs) de camundongos C57BL/6 controles e diabéticos. A 

indução do DM se deu através da administração de estreptozotocina (STZ).  Os animais foram 

infectados por L. amazonensis em cada orelha. Foi realizada análise histopatológica do 

pâncreas. As citocinas foram avaliadas pelo teste de ELISA. Já o acúmulo de nitrito (NO2), 

foi avaliado utilizando o reagente de Griess, avaliou-se também a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS). Os animais tratados com STZ apresentaram um aumento 

significativo da glicemia, além de um a redução significativa das ilhotas de Langerhans, em 

relação aos animais tratados apenas com tampão de citrato. Os BMDMs de camundongos 

diabéticos apresentaram maior suscetibilidade à infecção por L. amazonensis, não sendo capaz 

de controlar a multiplicação parasitária nos tempos de 48 e 72 horas após a infecção, 

apresentando dessa forma maior índice de infecção.  A presença do DM aumentou a 

suscetibilidade à infecção por L. amazonensis, uma vez que os animais diabéticos não 

conseguiram controlar a carga parasitária nas lesões na quarta semana de infecção, sendo essa 

significativamente maior, quando comparada aos animais controles. Com relação ao BG de S. 

cerevisiae, esse foi eficaz no controle da carga parasitária dos macrófagos derivados de 

camundongos controles e diabéticos, reduzindo o índice de infecção em ambos os 

macrófagos. Dessa forma, os resultados sugerem que a presença do diabetes mellitus 

influência de maneira negativa a infecção por L. amazonensis, podendo aumentar a 

susceptibilidade a essa infecção, além disso, o BG foi eficaz na diminuição da carga 

parasitária de BMDMs de camundongos controles e diabéticos.  

Palavras-chaves: Leishmaniose tegumentar; Hiperglicemia; Polissacarídeos, Fibra dietética. 



 
 

GENERAL ABSTRACT 

Leishmaniasis is caused by different protozoan species of the gender Leishmania and their 

interaction with the host's immune system results in a broad spectrum of clinical and 

immunopathological presentations. Diabetes mellitus (DM) may adversely affect the immune 

response, leading to increased susceptibility to infections. Immunomodulators such as β-

glucans (BG) have been used in the control of blood glucose and in parasitic infections. 

Considering the scarcity of studies evaluating the course of leishmaniasis infections correlated 

to DM, in addition to the use of Saccharomyces cerevisiae BG in this infection, the present 

study aimed to evaluate the consequences of induced DM and S. cerevisiae BG on 

Leishmania amazonensis infection in experimental models. C57BL/6 mice and bone marrow 

derived macrophages (BMDMs) from conventional and diabetic C57BL/6 mice were used for 

the experiments. The induction of DM was through administration of streptozotocin (STZ). 

The animals were infected by L. amazonensis in each ear. It was performed histopathological 

analysis of the pancreas. Cytokines were evaluated by ELISA. The accumulation of nitrite 

(NO2) was evaluated using the Griess reagent. The production of reactive oxygen species 

(ROS) was also evaluated. Animals treated with STZ showed a significant increase in 

glycemia, in addition to a significant reduction of islets of Langerhans, compared to animals 

treated with only citrate buffer. The BMDMs of diabetic mice were more susceptible to 

infection by L. amazonensis and were not able to control parasite multiplication at 48 and 72 

hours post infection, thus presenting a higher rate of infection. The presence of DM increased 

susceptibility to L. amazonensis infection, as diabetic animals were unable to control the 

parasite load on the lesions in the fourth week of infection, which was significantly higher 

when compared to conventional mice. About S. cerevisiae BG, this was effective in 

controlling the parasitic load of macrophages derived from conventional and diabetic mice, 

reducing the infection rate in both macrophages. Thus, the results suggest that the presence of 

diabetes mellitus negatively influences L. amazonensis infection and may increase the 

susceptibility to this infection, in addition, BG was effective in reducing the parasitic burden 

of BMDMs of conventional and diabetic mice 

Keywords: Tegumentary leishmaniasis; Hyperglycemia; Polysaccharides, Dietary fiber. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1. INTRODUÇÃO 

 A leishmaniose é um complexo de doenças causadas pela infecção de diferentes 

espécies de protozoários do gênero Leishmania que acomete humanos e outros mamíferos. As 

manifestações clínicas da leishmaniose dependem das espécies do parasito e do estado 

imunológico do hospedeiro. Essas manifestações incluem leishmaniose cutânea localizada, 

mucocutânea, cutânea difusa, disseminada e leishmaniose visceral (BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2019; DIOTALLEVI  et al., 2018; GRIMALDI; TESH, 1993).Espécies como 

L. donovani e L. infatum causam leishmaniose visceral, enquanto L. major, L. amazonensis e 

L. braziliensis são geralmente associadas à doença cutânea e mucosa (ALMEIDA et al., 

1996). 

 No que diz respeito à infecção humana, a interação entre Leishmania e o sistema 

imunológico do hospedeiro resulta em um amplo espectro de apresentações clínicas, 

histopatológicas e imunopatológicas (GOMES et al., 2017).Efeitos protetores contra 

infecções por Leishmania foram identificados sendo mediados por várias células, como 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células T CD4+ e CD8+ e células natural killer 

(NK), bem como algumas citocinas (GARDINASSI, et al., 2017; KIMA; SOONG, 2013; 

SANTOS; BRODSKYN, 2014). 

 O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doenças que está associado a vários 

distúrbios metabólicos, sendo a hiperglicemia crônica, devido à insuficiência da secreção 

e/ou ação da insulina, sua principal característica. Sua patogênese envolve fatores genéticos 

e ambientais e está associada a uma ampla gama de apresentações clínicas, desde 

assintomático até cetoacidose ou coma (WHO, 2018; SEINO et al., 2010). 

 Pacientes diabéticos apresentam alterações na função de células do sistema 

imunológico, incluindo neutrófilos, macrófagos e monócitos. Esses pacientes exibem uma 

maior susceptibilidade a infecções, uma vez que apresentam quimiotaxia leucocitária 

prejudicada, diminuição da atividade microbicida e expressão alterada de citocinas 

(MOWAT; BAUM, 1971; SIMA et al., 1998). 

 Algumas fibras alimentares possuem ação hipoglicemiante e hipolipidêmica, 

principalmente por atuar diretamente no trato gastrointestinal, formando uma camada 
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protetora, produzindo uma redução na absorção de carboidratos e lipídios (LOBATO et al., 

2015). Entre essas fibras, podemos destacar os β-glucanos que são polissacarídeos 

encontrados na composição de cereais, fungos, leveduras e bactérias (SAMUELSEN; 

SCHREZENMEIR; KNUTSEN, 2014). 

 Além do controle da glicemia e colesterol sanguíneo, os β-glucanos são denominados 

imunomoduladores, melhorando a fagocitose e a produção de citocinas (KIM et al., 2011; 

VETVICKA, 2011).Esses polissacarídeos vêm sendo estudados tanto na leishmaniose 

visceral, quanto em leishmaniose tegumentar e estão sendo responsáveis pela diminuição da 

carga parasitária em órgãos como fígado e baço, e pela diminuição da espessura de lesões 

cutâneas (GHOSH et al., 2013; YATAWARA et al., 2009). 

 Considerando que DM leva a diminuição na função do sistema imunológico, 

aumentando a suscetibilidade e a gravidade de várias doenças, o estudo da correlação entre 

esse distúrbio metabólico e doenças infecciosas e parasitárias é de extrema importância. Além 

disso, o uso de fibras imunomoduladoras como os β-glucanos, pode ser uma terapêutica eficaz 

tanto para o controle glicêmico, como para melhorar a ação do sistema imunológico. Porém, 

até o momento existe uma escassez de trabalhos que relatam os efeitos imunomoduladores 

dos β-glucanos em infecções por L. amazonensis, além de estudos que apontam a evolução da 

leishmaniose correlacionada ao DM, o que torna relevante a investigação proposta neste 

trabalho. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Leishmanioses 

 A leishmaniose é ainda uma das doenças mais negligenciadas do mundo, presente, 

sobretudo, nos países em desenvolvimento (SOOSARAEI et al., 2018), estando relacionada 

às mudanças ambientais como desmatamento e urbanização. Anualmente, ocorrem cerca de 

700 mil a 1 milhão de novos casos de leishmaniose, ocasionando de vinte a trinta mil mortes 

(WHO, 2018).  

 As leishmanioses foram agrupadas em duas grandes categorias de acordo com a 

manifestação clínica: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT), que agrupa 

as leishmanioses cutânea localizada, mucocutânea, cutânea difusa (GRIMALDI; TESH, 1993) 

e disseminada (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2019). 

 A LV apresenta a forma de maior gravidade, que pode levar a complicações 

sistêmicas, e sintomas como hepatoesplenomegalia, febre irregular e prolongada, anemia e 

perda de peso, podendo levar o indivíduo a morte quando não tratada (DAS et al., 2016; 

WHO, 2010; WHO, 2018). Já a LT apresenta, frequentemente, lesões cutâneas expansivas e 

persistentes, e o tipo de lesão, a eficiência do tratamento, o tempo de cicatrização, varia de 

acordo com a etiologia (WHO, 2010; WHO, 2018).   

 Entre as doenças parasitárias, as leishmanioses, somando os casos de LT e LV, são a 

segunda causa mais importante de mortalidade, perdendo somente para a malária. Com 

relação à morbidade em diferentes faixas etárias, são a terceira causa após a malária e 

esquistossomose, sendo que crianças com menos de 15 anos de idade sofrem a maior parte da 

carga da doença (SAVOIA, 2015). 

 As leishmanioses constituem um grupo de doenças infecciosas  crônicas causadas por 

protozoários do gênero Leishmania, que são parasitos intracelulares obrigatórios no 

hospedeiro vertebrado (ALEXANDER; BRYSON, 2005; DESJEUX, 2004; 

VIJAYAKUMAR; DAS, 2018). O parasitoapresenta diferentes estágios de desenvolvimento;a 

forma amastigota e a forma promastigota. A amastigota infecta células fagocíticas de um 

hospedeiro vertebrado, enquanto que a promastigota é uma forma extracelular que se liga aos 

microvilos intestinais do intestino médio do inseto vetor (CLABORN, 2010).  

 A principal forma de transmissão de Leishmania para humanos e outros mamíferos é 

através da picada de fêmeas de dípteros da família Psychodidae, subfamília Phebotominae, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/infectious-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/leishmania
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conhecidos genericamente por flebotomíneos (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; GONTIJO; 

MELO, 2004).  Estas realizam o repasto sanguíneo para suporte nutricional, para postura de 

seus ovos (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014) e, ao realizar a hematofagia em um animal ou 

pessoa infectada, pode ingerir formas amastigotas do parasito presente em células infectadas 

(DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). 

 No intestino médio do inseto, no interior da matriz peritrófica, as amastigotas se 

transformam em promastigotas procíclicas, essas são formas replicativas, possuem baixa 

motilidade e o flagelo se encontra na extremidade anterior do corpo (BATES, 2007; 

DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). Cerca de 48 a 72 horas após, os parasitos começam a diminuir 

sua replicação e se diferenciam em promastigotas nectomonadas, que são formas longas, 

migratórias, com alta motilidade, o que permite que essas formas escapem da matriz 

peritrófica e alcance a válvula estomodal, uma estrutura que separa o intestino anterior do 

médio. Nesse momento as promastigotas nectomonadas se transformam em promastigotas 

leptomonadas, formas menores e replicativas, que secretam o gel secretor da promastigota 

(BATES, 2007; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002).  

 O gel secretor da promastigota interfere no repasto sanguíneo, uma vez que obstrui a 

região anterior do intestino, o que faz com que o inseto realize constantes repastos, além de, 

juntamente com a saliva do vetor, exacerbar a infecção na pele do hospedeiro (BATES, 2008; 

ROGERS et al. , 2004). Posteriormente, as promastigotas leptomonadas se transformam em 

promastigotas metacíclicas, que são as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado 

(DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002). 

2.1.1 Leishmaniose tegumentar (LT) 

 A LT é caracterizada como um problema de saúde pública em 85 países, distribuídos 

nos continentes Americano, Europeu, Africano e Asiático, com registro anual de 0,7 a 1,3 

milhões de casos (BRASIL, 2017). É considerada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS), como uma das seis mais importantes doenças infecciosas, uma vez que apresenta um 

elevado coeficiente de detecção e um elevado grau de deformidades (BRASIL, 2010; 2017).  

 Cerca de 95% dos casos de leishmaniose cutânea ocorrem nas Américas, na bacia do   

Mediterrâneo, Oriente Médio e Ásia Central. O Brasil está entre os seis países com o maior 

número de casos de leishmaniose cutânea, além disso, mais de 90% dos casos de leishmaniose 

mucocutânea ocorrem na Bolívia, Brasil, Etiópia e Peru (WHO, 2018).  
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 Nas Américas, são reconhecidas atualmente 12 espécies dermotrópicas de Leishmania 

causadoras da doença humana. No Brasil, sete espécies já foram identificadas, contudo, os 

principais agentes causais identificados da LT são L. (Viannia) braziliensis, L.(Viannia) 

guyanensis e L.(Leishmania) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (Viannia) 

lainsoni, L. (Viannia) naiffi, L. (Viannia) lindenberg e L. (Viannia) shawi foram identificadas 

em estados das regiões Norte e Nordeste (BRASIL, 2017).   

 Os vetores da Leishmania são insetos denominados flebotomíneos, do gênero 

Lutzomyia, conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, e somente as 

fêmeas alimentam-se de sangue (BRASIL 2010). Algumas espécies de ratos, gambá, 

tamanduá, preguiça, tatu e canídeos silvestres já foram registrados como hospedeiros e 

possíveis reservatórios naturais (AKHOUNDI et al., 2017).  

 O padrão clínico da doença em humanos inclui a leishmaniose cutânea, a leishmaniose 

cutânea difusa, disseminada e a leishmaniose mucocutânea (KEVRIC; MARK; KEELING, 

2015). As manifestações clínicas variam desde úlceras eritematosas indolores, com bordas 

elevadas e limitadas, fundo granulomatoso com ou sem exsudação, a múltiplas lesões 

papulares e de aparência acneiforme que acometem vários segmentos corporais, envolvendo 

com frequência a face e o tronco. Quanto ao diagnostico da LT, é recomendado realizar 

sempre que possível, o diagnóstico clínico, epidemiológico e laboratorial (testes sorológicos e 

parasitológicos) (BRASIL, 2010; 2017). A LT é uma das afecções dermatológicas que mais 

necessita de atenção no Brasil, devido a sua elevada ocorrência e risco de causar 

deformidades ao ser humano, o que leva a um envolvimento psicológico, com reflexos no 

campo social e econômico (OLIVEIRA; FIGUEIREDO; BRAGA, 2014).  

2.2 Resposta imunológica nas leishmanioses 

 Como na maioria das infecções, a resposta imune à Leishmania depende de vários 

fatores do hospedeiro, bem como das diferenças entre as espécies envolvidas. Pacientes que 

exibem alto número de parasitos dentro das lesões, o que é uma consequência dos baixos 

níveis de citocinas Th1, apresentam uma doença grave chamada leishmaniose cutânea difusa. 

No outro extremo, pacientes com uma resposta imune Th1 exacerbada, desenvolvem um 

fenótipo de doença conhecido como leishmaniose mucocutânea. Entre esses extremos estão os 

pacientes que apresentam lesões que se desenvolvem para a autocura, com níveis 

intermediários de respostas de células T (SCOTT; NOVAIS, 2016).  

https://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098299716300450?via%253Dihub#bib5
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 Infecções experimentais por L. major são muito utilizadas como modelo para o 

entendimento de fatores relacionados à resistência ou à susceptibilidade em infecções por 

parasitos intracelulares. Neste modelo, a polarização para uma resposta Th1 está associada à 

resistência a infecção, enquanto que a polarização para Th2 está relacionada com a 

susceptibilidade (NOBEN-TRAUTH et al., 2003).  

 A resistência a infecção por L. major é conferida por uma resposta imune protetiva 

Th1, que advém da ativação de macrófagos por células T auxiliares produtoras de IFN-γ que, 

em sinergia com TNF proveniente de macrófagos e células T auxiliares, induz a produção de 

óxido nítrico (NO), levando o parasito a morte (GREEN et al., 1990b). No modelo de 

susceptibilidade há o desenvolvimento de uma resposta Th2, caracterizada pela produção de 

IL-4 (NOBEN-TRAUTH; HU-LI; PAUL, 2002). No entanto, essa susceptibilidade está mais 

relacionada a uma incapacidade em gerar uma resposta Th1 do que a uma resposta Th2 

persistente induzida por IL-4 (KROPF et. al., 1997). 

 Os macrófagos são células do sistema imunológico inato que estão localizados em 

vários tecidos, atuando na homeostase, no reparo tecidual e atuando como células de defesa 

com atividade microbicida (DUQUE; DESCOTEAUX, 2014). É uma das principais células 

fagocíticas do sistema imunológico, sendo a principal célula hospedeira da Leishmania, 

embora esse parasito também possa infectar outras células, como neutrófilos e células 

dendríticas (MARTINS et al., 2017).  

 Em relação aos perfis de ativação, os macrófagos podem ser divididos em três 

subtipos. Os chamados classicamente ativados, que ocorre por estímulo de IFN-γ e LPS, ou 

por citocinas do perfil Th1 e IFN-γ, produzindo altos níveis de NO, através da conversão de L-

arginina pela enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), espécies reativas de oxigênio 

(ROS), IL-12 e baixos níveis de IL-10 (ANDERSON; MOSSER, 2002; EDWARDS et al., 

2006).Na ausência dos estímulos para polarização Th1 e na presença de citocinas Th2, como a 

IL-4 e IL-13, os macrófagos passam a expressar FIZZ1 e YM-1, além da enzima arginase I, 

que converte L-arginina em poliaminas, sendo denominados macrófagos alternativamente 

ativados (ANDERSON; MOSSER, 2002; CORRALIZA et al., 1995; EDWARDS et al., 2006; 

SUN et al., 2015; ZHAO et al., 2008). O terceiro tipo de macrófagos são os macrófagos 

regulatórios, que podem ser estimulados por LPS e prostaglandina E2 e são caracterizados 

pela produção de altos níveis de IL-10 e também da enzima arginase I e baixos níveis de IL-

12 (CORRALIZA et al., 1995; EDWARDS et al., 2006).  
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 A coexpressão de iNOS e arginase I favorece a replicação parasitária, pois com a 

dupla expressão dessas enzimas não ocorre a produçãode NO, substância responsável pelo 

controle do parasito (SCHLEICHER et al. 2016). Diante do exposto, um perfil de resposta 

imunológica Th1 ativam macrófagos através da ação sinérgica do TNF e IFN-ɣ, induzindo a 

expressão de iNOS e consequentemente a produção de NO (GREEN et al., 1990a; LIEW et 

al., 1991). Já durante uma resposta Th2, citocinas como IL-4, induzem a expressão de 

arginase I em macrófagos, (CORRALIZA et al. 1995), resultando na persistência dos 

parasitos (INIESTA et al., 2002; SILVA et al., 212). A principal substância responsável pela 

eliminação da Leishmania é o NO, principalmente, aquele gerado pela iNOS após a ativação 

das células por IFNγ e TNF (SCOTT; NOVAIS, 2016). 

 Com relação à infecção por L. (L.) amazonensis, o paradigma Th1/Th2, ainda não 

explica a evolução da doença, uma vez que há evidências que citocinas destes dois perfis, 

além de outros tipos celulares, atuem de forma independente e simultânea neste modelo. Em 

animais resistentes a infecção por L. amazonensis, foi observada menor produção de IL-4 e 

IL-10 nos linfonodos drenantes, contudo, a produção de IFN-γ foi similar a linhagens 

suscetíveis (JI et al., 2002).  

 Apesar de a quantidade de IL-4 e IL-10 serem maiores nos animais suscetíveis a 

infecção por L. amazonensis, os níveis de IL-4 ainda são bem menores que no modelo 

BALB/c (linhagem suscetível a infecção por L. major) quando infectados por L. major, não 

determinando, portanto, a polarização para um perfil de resposta Th2 (AFONSO; SCOTT, 

1993).  Paralelo a isso, os baixos níveis de IFN-γ em resposta a infecção por L. amazonensis, 

não são suficientes para a polarização Th1 (JI et al., 2002; VIEIRA et al., 1996).  Segundo 

Carneiro e colaboradores (2015) o IFN-γ, citocina central na resolução da infecção por L. 

major, teve a função protetora observada apenas na fase crônica da infecção por L. 

amazonensis.  

 Pouco se sabe sobre a influência de distúrbios metabólicos, como o diabetes mellitus, 

na infecção por Leishmania amazonensis. Um único estudo realizado, abordando esta 

temática explorou os efeitos do diabetes mellitus induzido por STZ e da infecção por 

Leishmania major em hamsters, na farmacocinética de um agente antimonial pentavalente 

(Pentostam). Foi constatado que o aumento da excreção urinária associado ao diabetes 

mellitus pode tornar o tratamento da leishmaniose com o Pentostam, menos eficaz do que em 

animais sem a presença de diabetes o que sugere que para manter as concentrações sanguíneas 

do medicamento em concentrações efetivas, pode ser necessário ofertar aos pacientes 
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diabéticos doses mais elevadas. Não foi observada diferença significativa entre as lesões da 

pata de hamsters diabéticos e controles (RADWAN; AL JASER; AL RAYES, 2007).  

 Dado que o DM afeta negativamente a função do sistema imunológico, podendo levar 

ao aumento da suscetibilidade e gravidade de diversas infecções e que até o momento existe 

uma escassez de trabalhos que apontam a evolução da leishmaniose correlacionada ao 

diabetes mellitus, faz-se necessário compreender como a presença desse distúrbio metabólico 

afeta o curso da infecção por L. amazonensis, buscando não apenas medidas eficazes de 

intervenção, mas também a descoberta de alvos terapêuticos, a fim de desenvolver 

tratamentos eficazes. 

2.3 Diabetes mellitus 

 Diabetes mellitus é um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos que apresentam 

em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na ação e/ou secreção de insulina, 

envolvendo alterações não só no metabolismo de carboidratos, como também no metabolismo 

de proteínas e lipídeos. (AL-MASKARI; AL-MASKARI; AL-SUDAIRY, 2011; 

DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018).   

 O DM é classificado em tipo 1 e 2, diabetes gestacional, entre outros. No DM tipo 1 

ocorre uma deficiência na produção de insulina ocasionada pela destruição crônica autoimune 

das células β do pâncreas. No DM tipo 2, ocorre a resistência à ação da insulina e/ou 

deficiência na produção de insulina, diminuindo a captação de glicose pelas células. No início 

da doença, devido a esta resistência, ocorre hiperinsulinemia compensatória, continuando por 

meses ou anos (FERREIRA et al., 2011; WHO 2016).  

 O envelhecimento da população, a urbanização e a crescente prevalência de obesidade 

e estilo de vida sedentário resultaram em um aumento no número de pacientes com DM em 

todo o mundo. O diabetes atinge cerca de 425 milhões de adultos e um em cada dois 

permanece sem diagnóstico (IDF, 2017), sendo a sua prevalência maior em países 

subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Em 2012 aproximadamente 1,5 milhões de 

pessoas morreram por causa da doença segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO) 

(2016).  

 O Brasil é o quarto país com o maior número de pessoas diabéticas, sendo que em 

2017, 12,5 milhões de pessoas apresentavam a doença (IDF, 2017). Também em 2017, na 

América Central e do Sul, 209.717 adultos, morreram como resultado da doença (11% de toda 
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a mortalidade), e quase metade dessas mortes ocorreram entre pessoas com menos de 60 anos 

de idade e mais da metade dessas (51,8%) ocorreram no Brasil (IDF, 2017).  

 Com relação ao tratamento do DM, existem diferenças estabelecidas nas abordagens. 

Pacientes com diabetes tipo 1 diagnosticados por características clínicas necessitam de 

tratamento precoce com insulina devido a sua extensa perda na capacidade de secreção da 

mesma. Em contra partida, os portadores de diabetes tipo 2, podem com eficácia ser tratados 

através de modificações do estilo de vida e/ou hipoglicemiantes orais, porém a problemática 

consiste na dificuldade do paciente em manter a adesão ao tratamento e principalmente à 

restrição alimentar (FERREIRA; CAMPOS, 2014; MALANDRINO; SMITH, 2011).  

 Neste contexto, a suplementação alimentar com fibras solúveis vem sendo considerada 

uma ferramenta terapêutica, para auxiliar no controle do DM, uma vez que possui a 

capacidade de diminuir a absorção de glicose e aumentar a secreção de insulina (LO et al., 

2006).O DM é uma doença que necessita de mudanças que duram toda a vida e seu 

tratamento exige uma terapia multidisciplinar, medicações diárias, exercícios físicos, controle 

da glicemia e modificações comportamentais (GIL; HADDAD; GUARIENTE, 2008).   

 Os sintomas de diabetes e hiperglicemia incluem poliúria, polidipsia, perda de peso, 

polifagia e visão turva. Quando não tratado adequadamente, os sintomas podem agravar 

chegando à hiperglicemia com cetoacidose ou a síndrome hiperosmolar não cetótica. A 

deficiência no crescimento, a diminuição da função das células do sistema imune e 

consequentemente o aumento da susceptibilidade a determinadas infecções, também podem 

acompanhar a hiperglicemia crônica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010; 

FEDERAÇÃO INTERNACIONAL DE DIABETES (IDF), 2017). 

2.4 Diabetes mellitus e o sistema imunológico 

 O Diabetes mellitus tem sido associado a vários déficits imunológicos, e 

consequentemente ao aumento das taxas de diversas infecções (CALVET; YOSHIKAWA, 

2001). A hiperglicemia crônica, que é característica do DM, pode levar a diminuição da 

função das células do sistema imunológico, incluindo neutrófilos, macrófagos e monócitos, 

havendo um prejuízo na quimiotaxia e adesão de leucócitos e na fagocitose (MARTINEZ et 

al., 2016).  

 Os principais mecanismos patogênicos associados à susceptibilidade dos indivíduos 

diabéticos a doenças infecciosas incluem: o aumento da virulência por hiperglicemia e 
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diminuição da quimiotaxia (alteração na produção de quimiocinas e citocinas, mobilização de 

leucócitos e atividade fagocítica contra infecção), glicosúria e dismotilidade intestinal e 

urinária (CASQUEIRO; CASQUEIRO; ALVES, 2012). A resposta Th1 em hospedeiros 

diabéticos pode ter eficácia limitada, devido às interações celulares prejudicadas e a 

incapacidade do sistema imunológico em montar uma resposta eficaz frente à infecção, 

levando à sobrevivência persistente de parasitos (HODGSON et al., 2015).  

 No que diz respeito às defesas celulares, a hiperglicemia pode alterar as funções de 

neutrófilos, levando ao comprometimento na adesão ao endotélio e migração dessas células 

para o local da inflamação (SANNOMIYA; PEREIRA; GARCIA-LEME, 1990), e da 

fagocitose em ratos Wistar (ALBA-LOUREIRO et al., 2006), além de alterações na produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) em pacientes diabéticos (MARHOFFER, W. et al., 

1994). Além disso, a produção das citocinas TNF, IL-1β e IL-8 por neutrófilos em indivíduos 

diabéticos aumentou tanto no estado basal quanto após estimulação por lipopolissacarídeos 

(LPS) (HATANAKA et al., 2006). 

 Os neutrófilos fornecem a primeira linha de defesa contra infecções através de sua 

capacidade de matar parasitos por fagocitose, formação de armadilhas extracelulares de 

neutrófilos (NETs) e liberação de grânulos (enzimas líticas, peptídeos antimicrobianos) 

(NATHAN, 2006). Em infecção por L. amazonensis, os neutrófilos migram para o sítio da 

infecção durante as primeiras 24h e podem controlar a carga parasitária e o desenvolvimento 

da lesão durante a primeira semana após a infecção em camundongos BALB/c, sugerindo que 

os neutrófilos restringem o desenvolvimento inicial da doença nesses camundongos (SOUSA 

et al., 2014). Nesse contexto, sugere-se que a presença do DM pode levar a uma maior 

suscetibilidade a infecção por L. amazonensis, além disso, segundo Jafar, Edriss, Nugent 

(2016), qualquer redução na função de neutrófilos pode contribuir para o aumento da 

suscetibilidade e gravidade das infecções.  

 Outro tipo celular afetado pela hiperglicemia são os macrófagos. Em camundongos 

diabéticos não obesos, essas células apresentaram uma propriedade intrínseca, a 

hiporresponsividade ao IFN-γ, uma vez que não responderam completamente a essa citocina 

para a produção de TNF e IL-12. Quando estimulados por LPS, esses macrófagos não 

conseguiram regular totalmente a produção de TNF e IL-12 em resposta a altas doses de IFN-

γ (LEE; KWON; KIM, 2012).  

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez26.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Hatanaka%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17100763
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 Macrófagos são células do sistema fagocitário que possuem um amplo espectro de 

atuação, devido à sua presença em diferentes tecidos e às diferentes repostas a estímulos 

endógenos e exógenos (EDWARDS et al., 2006). É uma das principais células fagocíticas do 

sistema imunológico, sendo a principal célula hospedeira da Leishmania, embora esse parasito 

também possa parasitar outras células, como neutrófilos e células dendríticas (GIRAUD et al., 

2019;MARTINS et al., 2017). A hiporresponsividade de macrófagos diabéticos ao IFN-γ, 

pode levar a uma maior suscetibilidade a infecção por Leishmania, uma vez que um dos 

mecanismos que confere resistência pela resposta Th1 advém da ativação de macrófagos por 

IFN-γ que atuando de maneira sinérgica com TNF, estimula essas células a produzirem óxido 

nítrico, uma molécula leishmanicida (GREEN et al., 1990b). 

 As células Natural Killers também apresentaram funções prejudicadas na presença do 

DM. A hiperglicemia em pacientes diabéticos, levou a regulação negativa de NKG2D 

(BERROU et al. 2013), um receptor que regula a atividade das células NK, ao qual se ligam 

todos os ligantes presentes na superfície de tumores ou células infectadas (BAUER et al., 

1999). As células NK apresentam um papel importante na infecção por L. amazonensis, elas 

são as principais fontes de IFN-γ nos tempos iniciais, após serem ativadas pela IL-12 

produzidas pelas células dendríticas, desencadeando, assim, a resposta Th1 (SCHARTON; 

SCOTT, 1993). 

 Estudos têm mostrado que em células endoteliais sensíveis à hiperglicemia, a carga 

excessiva de glicose desencadeia a formação de ROS na mitocôndria, o que, por sua vez, 

prejudica a função mitocondrial (GIACCO; BROWNLEE 2011; PITOCCO et al., 2013). 

Devido à sua alta reatividade, o ROS reage com vários constituintes celulares, incluindo 

DNA, lipídios e proteínas, causando danos celulares. Além disso, o excesso de ROS ativa 

fatores pró-inflamatórios de transcrição, como NFκB, que regulam positivamente a expressão 

de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias e moléculas de adesão (RENDRA et al., 2018). 

As células endoteliais ativadas atraem monócitos que aumentam ainda mais a inflamação, o 

que promove lesão macrovascular e microvascular (PITOCCO et al., 2013). Em contraste 

com a produção de ROS bem regulada na resposta antimicrobiana, o ROS gerado 

metabolicamente em macrófagos diabéticos é mais errático e desregulado, o que favorece a 

progressão das complicações diabéticas (RENDRA et al., 2018).  

 Os efeitos da hiperglicemia nas respostas imunológicas ainda são 

controversos. Estudos sugerem que a exposição de monócitos humanos a altas taxas de 

glicose induz citocinas como IL-1β, IL-6, IL-12 e TNF (JAFAR; EDRISS; NUGENT, 2016; 
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SHANMUGAM et al., 2003). Porém, já foi demonstrado que as células mononucleares e os 

monócitos de pessoas com DM secretam menos IL-1β e IL-6 em resposta à estimulação por 

(LPS) (OHNO; AOKI; NISHIMURA, 1993).  

 Em seu estudo Martinez e colaboradores (2016) observaram que o DM diminuiu a 

resposta imune de células T, neutrófilos, reduzindo aproximadamente 50% a produção de IL-

1β, além de reduzir significativamente IL-10, aumentando a susceptibilidade à infecção e 

desenvolvimento de doenças adicionais. Neto e colaboradores (2017) relataram que os 

camundongos diabéticos eram mais suscetíveis à encefalitozoonose com diminuição dos 

linfócitos B e T associados com níveis mais baixos de IFN-γ.  Além disso, outros estudos 

relataram que o aumento da glicação, umas das consequências da hiperglicemia, poderia 

diminuir a produção de IFN-γ e IL-12 (CHIN; MONACK; NATHAN, 2012; PRICE et al., 

2010).  

 Apesar de ocasionar efeitos distintos na produção de citocinas, já é bem definido que o 

diabetes mellitus leva a redução da função dos monócitos, macrófagos e neutrófilos em 

camundongos diabéticos, além de comprometimento na explosão oxidativa (HODGSON et 

al., 2015; YANO et al., 2012). 

2.5 β-Glucanos 

 Os β-glucanos são polissacarídeos encontrados nas paredes celulares de bactérias, 

fungos, leveduras e plantas como a aveia e cevada (RAHAR et al. 2011).  Sua estrutura 

química apresenta um esqueleto linear central de unidades de glicose ligadas na posição β (1-

3), com cadeias laterais que ocorrem em diferentes intervalos e tamanhos variados (XIAO; 

TRINCADO; MURTAUGGH, 2004; SONCK, 2010).   

 Esses compostos vêm sendo considerados imunomoduladores poderosos e 

antagonistas potentes para tumores benignos e malignos, vem sendo utilizados também no 

combate ao vírus da imunodeficiência humana (HIV) e no aumento da função do sistema 

imunológico (AKRAMIENĖ et al. 2007; RAHAR et al. 2011).   

  A atividade biológica associada ao β-glucano depende da estrutura primária, da 

solubilidade, do grau de ramificação e do peso molecular. (GOODRIDGE; WOLF; 

UNDERHILL, 2009; MEENA et al., 2013). β-glucanos encontrados em levedura e cogumelos 

contém ligações do tipo β (1-3) e ocasionalmente β (1-6), enquanto que os β-glucanos de 

grãos (aveia e cevada) apresentam ligações do tipo β (1-3) e β (1-4), o que proporciona 
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diversas atividades biológicas (CAMILLI; TABOURET; QUINTIN, 2018; CHEN; 

SEVIOUR, 2007; RAHAR et al. 2011). 

 A solubilidade dos β-glucanos dependerá do comprimento da cadeia de 

polissacarídeos, tanto na extensão, quanto no comprimento da ramificação. Com relação ao 

peso molecular, os β-glucanos curtos são na maioria das vezes, considerados inativos, os de 

peso molecular intermediário, possuem atividade biológica in vivo, entretanto os β-glucanos 

de alto peso molecular em estudos in vitro podem ativar diretamente leucócitos, estimulando 

suas atividades fagocíticas, citotóxicas, incluindo a produção de espécies reativas de oxigênio 

e nitrogênio (AKRAMIENĖ et al. 2007; MEENA et al., 2013; PETIT; WIEGERTJES, 2016).  

2.5.1 Atividade imunomodulatória dos β-glucanos 

 Os β-glucanos são imunomoduladores potentes com efeitos tanto na imunidade inata 

como na imunidade adaptativa. A capacidade do sistema imune inato em reconhecer 

rapidamente e responder a um patógeno invasor é essencial para controlar uma infecção 

(CHAN; CHAN; SZE, 2009).  

 Esses polissacarídeos pertencem a uma classe de compostos que são descritos como 

modificadores de resposta biológica (SILVA et al., 2017), aparentemente eles podem modular 

o sistema imunológico estimulando a fagocitose e a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(VETVICKA, 2011). Estimulam os mecanismos de defesa do hospedeiro contra a doença, ao 

invés de atacar o agente infeccioso, o que faz com que permaneçam como agentes não tóxicos 

para as células do organismo hospedeiro (ZEKOVIĆ et al., 2005). 

 O envolvimento protetor do β-glucano tem sido relatado como imunomodulação não 

específica, envolvendo vias que incluem ativação de macrófagos, estimulação do sistema 

reticuloendotelial e ativação de células NK (ZEKOVIĆ et al., 2005). A capacidade do sistema 

imune em reconhecer e responder ao β-glucano é dependente dos receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) que foram identificados em várias células do sistema 

imune, incluindo monócitos, macrófagos, neutrófilos e células Natural Killer (MURPHY et 

al., 2010). Dentre esses receptores os principais são Dectina-1 e receptor do complemento 3 

(CR3) (CAMILLI; TABOURET.; QUINTIN, 2018; MAGNANI, 2008).  

 A Dectina-1 é uma lectina do tipo C altamente expressa em células dendríticas, 

macrófagos e neutrófilos, e atua como um receptor de reconhecimento de padrões para β-

glucano (BROW; GORDON, 2001). O receptor CR3, foi o primeiro receptor descrito para o 
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reconhecimento de β-glucanos, consiste em uma integrina heterodimérica expressa em células 

mielóides, macrófagos, células dendríticas, NK e alguns linfócitos (CORDEIRO; ALONSO; 

DE LA FUENTE, 2015; MAGNANI; CASTRO-GÓMEZ, 2008). 

 Quando o β-glucano se liga a Dectina-1 ou ao CR3 desencadeia uma série de eventos 

de sinalização de acordo com cada receptor, que modulam a resposta imune, sobretudo 

através da liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL-1α/β, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-α, 

IFN–γ e eicosanóides, bem como moléculas citotóxicas que atuam também como mediadores 

inflamatórios, como o óxido nítrico, espécies reativas de oxigênio e peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (BARTON et al., 2016; VANNUCCI, et al. 2013).   

 No entanto, efeitos antiinflamatórios dos β-glucanos têm sido demonstrados, como em 

doenças inflamatórias intestinais em cães, na qual o β-glucano extraído de levedura produziu 

efeito terapêutico mais rápido, reduzindo os valores do índice de atividade da doença, 

melhorando os parâmetros histopatológicos, diminuindo os níveis de IL-6 e aumentando as 

concentrações de IL-10 (RYCHLIK et al., 2013). Outro estudo que mostrou essa atividade 

antiinflamatória foi o de Kohl e colaboradores (2009), onde o consumo de β-glucano, extraído 

da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, por 4 semanas aumentou significativamente 

os níveis circulantes e a expressão de RNA mensageiro (mRNA) no tecido adiposo de IL-10 

em humanos com sobrepeso e obesidade.  

 Os macrófagos e células dendríticas são consideradas as principais células-alvo de β-

glucanos, apesar de os neutrófilos, células B, células T e células NK também serem 

moduladas pelos mesmos. As atividades imunomodulatórias dos β-glucanos são 

habitualmente estudadas no que se refere à ativação de macrófagos (KIM et al., 2011).  

 Assim, os β-glucanos tem sido amplamente utilizados como fator de proteção contra 

infecções protozoárias, efeitos protetores vêm sendo demonstrados em infecções 

experimentais por Leishmania major (TUWAIJRI et al., 1987), L. donovani (COOK; 

HOLBROOK, 1983), Trypanosoma cruzi (WILLIAMS et al., 1989).    

2.6 Modelo animal experimental de diabetes mellitus e leishmanioses 

 Os modelos animais de diabetes mellitus são na maioria das vezes ferramentas úteis 

para estudar a fisiopatologia e os aspectos clínicos da doença, sendo utilizados para investigar 

novas terapias (CHATZIGEORGIOU et al., 2009). A indução de diabetes em modelos 

experimentais pode ser realizada por meio da utilização de produtos químicos que destroem 
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seletivamente as células β-pancreáticas, sendo a sua utilização simples e conveniente. Uma 

das substâncias comumente utilizadas para induzir a doença nos modelos experimentais, 

como mencionado acima, é a estreptozotocina (STZ) (LEE et al., 2016; SZKUDELSKI, 

2001).  

 A STZ é um análogo tóxico de nitrosoureia, isolado do microrganismo Streptomyces 

achromogenes, que pode ser transportado para o interior das células via proteína 

transportadora de glicose 2 (GLUT 2), levando a toxicidade das células β-pancreáticas 

(SCHNEDL et al., 1994). A dose necessária para a indução do diabetes é dependente da 

espécie animal, da via de administração e do estado nutricional (SZKUDELSKI, 2001). 

Porém, recentemente tem-se mostrado que múltiplas doses (4 a 5) baixas de 50mg/kg de STZ 

solubilizada em tampão citrato 0,1 M (pH 4,5) durante cindo dias consecutivos, asseguraram a 

indução de diabetes em camundongos C57BL/6 (LEE et al., 2016). A utilização desse método 

para induzir diabetes mellitus em animais por ser um procedimento simples, barato e 

disponível (AKBARZADEH et al., 2007).  

 Os modelos experimentais também constituem um importante instrumento para o 

estudo das leishmanioses, tanto no que diz respeito à patogênese, quanto no que diz respeito 

ao desenvolvimento de vacinas (OLIVEIRA; BARRAL-NETTO, 2005). As linhagens de 

camundongos BALB/c, C57BL/10e C57BL/6, têm sido amplamente utilizados em estudos 

experimentais para compreender melhor o ciclo de vida, o processo de infecção e as relações 

parasito-hospedeiro. A utilização dos mesmos traz inúmeras vantagens, uma vez que permite 

um alto nível de controle sobre as características do hospedeiro infectado e do parasito, 

esclarecendo aspectos importantes que podem conduzir as estratégias de controle de infecção 

(PEREIRA; ALVES, 2008).  

 Vários mecanismos imunológicos relacionados à infecção ou proteção contra parasitos 

do gênero Leishmania são oriundos de estudos em camundongos, que têm sido de extrema 

importância no esboço de suas diversas manifestações (SHARMA; SINGH, 2009). Usando 

um modelo experimental de desnutrição proteica e infecção por Leishmania infantum, um 

estudo recente demonstrou o impacto deletério da restrição protéica em camundongos 

infectados. Foi observado que o grupo com desnutrição protéica e infectado por L. infantum 

apresentou maior carga parasitária do que os camundongos eutróficos, observaram ainda que 

animais desnutridos e infectados apresentaram uma atrofia de órgãos linfóides com alterações 

na celularidade e subpopulações de linfócitos no timo e baço, modificando os fatores 

quimiotáticos tímicos ao diminuir os níveis de proteína CCL5, CXCL12, IGF1, CXCL9 e 
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CXCL10, o que favorecem o estabelecimento da infecção (LOSADA-BARRAGÁN et al., 

2017).  

 Novais e colaboradores (2009) observaram em seu estudo com camundongos 

infectados com L.braziliensis, que a depleção de neutrófilos in vivo aumenta 

significativamente a multiplicação de parasitas, enquanto que a inoculação conjunta de 

neutrófilos com L.braziliensis diminui significativamente essa multiplicação. Além disso, 

observaram que os mecanismos dependentes de contato que permitem a eliminação do 

parasita durante a interação de macrófagos infectados por L. braziliensis com neutrófilos 

vivos estão associados com a produção de TNF e superóxido. 

 Há anos tem-se utilizado modelos experimentais para avaliar os efeitos dos β-

Glucanos em infecções com Leishmania. Tuwaijri e colaboradores. (1987) mostraram que a 

administração de β-glucanos em camundongos BALB/c antes da infecção por Leishmania 

major, reduziu significativamente a proliferação de amastigotas no fígado e no baço. Outro 

estudo mostrou ainda que o β-glucano foi eficaz no aumento da resistência do hospedeiro 

contra a infecção por Leishmania donovani em hamsters, reduzindo significativamente a 

carga parasitária hepática (COOK; HOLBROOK; DOUGHERTY, 1982).  

 O β-glucano mostrou-se eficaz também na eliminação da carga parasitaria do fígado e 

do baço (eliminando cerca de 99% dos parasitas) num modelo de rato infectados com L. 

donovani (GHOSH et al., 2013). Modelos experimentais estão sendo utilizados para avaliar a 

função dos β-glucanos no sistema imunológico, como no trabalho de Li e colaboradores. 

(2013), no qual observaram que nos macrófagos de camundongos C57BL/6 tratados com β-

glucano, os níveis de mRNA de citocinas inflamatórias como TNF, IL-12, IL-6 e IL- lβ foram 

significativamente maiores em comparação ao grupo controle. 

 Desta maneira, o uso de animais em pesquisa tem sido crucial para gerar novos 

conhecimentos e tratamentos, devido às diversas limitações de investigação da doença 

diretamente em seres humanos (DAMATTA, 2010).   
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3. CONCLUSÃO  

  De acordo com o exposto, o diabetes mellitus é um dos distúrbios metabólicos mais 

comuns no mundo, sendo o Brasil o quarto país com o maior número de pessoas diabéticas. 

Associado a isso, está o elevado número de casos de leishmaniose tegumentar, estando o 

Brasil entre os seis países com o maior número de casos. Além disso, constatamos que os β-

glucanos, possuem efeitos metabólicos e imunomoduladores importantes, sendo sua aplicação 

uma possível terapêutica para o controle glicêmico e para melhora da ação do sistema 

imunológico. Levando em consideração que o diabetes mellitus afeta negativamente a função 

do sistema imunológico, podendo levar ao aumento da suscetibilidade e gravidade de diversas 

infecções e que até o momento existe uma escassez de trabalhos que apontam a evolução da 

leishmaniose correlacionada ao diabetes mellitus, além dos efeitos imunomoduladores dos β-

glucanos em infecções por L. amazonensis, torna-se necessário compreender como a presença 

do diabetes mellitus afeta o curso da infecção por L. amazonensis, bem como os efeitos do β-

glucano de Saccharomyces cerevisiae nessa infecção associada ao diabetes mellitus  
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Resumo 

A leishmaniose é uma zoonose que acomete seres humanos e outras espécies de animais 

domésticos e silvestres. O diabetes mellitus (DM) pode alterar negativamente a resposta 

imunológica, levando a uma maior susceptibilidade a infecções. β-glucanos (BG) vem sendo 

utilizados no controle do DM e de infecções parasitárias. Desta forma, objetivou-se avaliar as 

consequências do DM induzido e do BG de Saccharomyces cerevisiae, na infecção por 

Leishmania amazonensis em modelos experimentais. Nos experimentos utilizou-se 

camundongos C57BL/6 e macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs) de camundongos 

C57BL/6 controles e diabéticos. Os animais controles e diabéticos foram infectados por L. 

amazonensis. Foi realizada análise histopatológica do pâncreas. As citocinas IL-10, IFN-γ, 

TNF e IL-1β e as quimiocinas CXCL1 e CXCL2 foram dosadas pelo teste de ELISA. 

Avaliou-se o acúmulo de nitrito (NO2) e a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). 

Os animais tratados com STZ apresentaram um aumento significativo da glicemia, além de 

um a redução significativa das ilhotas de Langerhans. Os BMDMs de camundongos 

diabéticos apresentaram maior suscetibilidade à infecção por L. amazonensis, não sendo capaz 

de controlar a multiplicação parasitária após 48 e 72 horas de infecção, apresentando maior 

índice de infecção, quando comparados aos BMDMs de camundongos controles. Além disso, 

apresentaram uma menor produção de NO, quando estimulados com interferon gama (IFN-γ) 

e lipopolissacarídeo (LPS) e maior atividade de arginase I. Oβ-glucano de Saccharomyces 

cerevisiae reduziu o índice de infecção de BMDMs de camundongos controles e diabéticos. A 

presença do diabetes mellitus aumentou também a suscetibilidade à infecção por L. 

amazonensis in vivo, uma vez que os animais diabéticos não conseguiram controlar a carga 

parasitária nas lesões, sendo essa significativamente maior, quando comparada aos animais 

controles. Esses animais apresentaram também uma maior atividade de arginase I nas lesões 

das orelhas. Com relação ao BG de S. cerevisiae, esse foi eficaz no controle da carga 

parasitária dos macrófagos derivados de camundongos controles e diabéticos, reduzindo o 

índice de infecção em ambos os macrófagos. Dessa forma, os resultados sugerem que a 

presença do diabetes mellitus influencia de maneira negativa a infecção por L. amazonensis, 

podendo aumentar a susceptibilidade a essa infecção, além disso, o BG foi eficaz na redução 

da carga parasitária de BMDMs de camundongos controles e diabéticos.  

Palavras-chaves: Leishmaniose tegumentar; Hiperglicemia; Lesões cutâneas, Inflamação.  
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Introdução 

 A leishmaniose tegumentar (LT) é uma zoonose que acomete seres humanos e outras 

espécies de animais domésticos e silvestres, causada por diferentes espécies de parasitos do 

gênero Leishmania, que são transmitidos através da picada de fêmeas de flebotomíneos do 

gênero Lutzomyia (BRASIL, 2017; KUMARI et al., 2018). No Brasil, os principais agentes 

etiológicos da LT são L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (Leishmania) 

amazonensis (COELHO et al., 2011), com as espécies de flebotomíneos Lu. whitmani, Lu. 

wellcome, Lu. intermedia, Lu. umbratilis e Lu. Flaviscutellata com maior representatividade 

na transmissão do parasito (GUERRA et al., 2015).  

 A LT agrupa as leishmanioses cutânea localizada, difusa, disseminada e mucocutânea 

(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). As lesões podem variar em sua gravidade, tamanho, 

números, aparência clínica e duração (AKHOUNDI et al., 2017),sendo que durante as 

manifestações clínicas, tanto o parasito, quanto a resposta imune do hospedeiro desempenham 

papel fundamental. Indivíduos que desenvolvem uma resposta mediada por células eficaz 

contra o antígeno Leishmania, quando infectados com L. (L.) amazonensis, geralmente 

desenvolvem leishmaniose cutânea localizada. Em contraste, pacientes com 

comprometimento da resposta de células T, frequentemente desenvolvem uma síndrome 

anérgica denominada leishmaniose cutânea difusa, caracterizada por múltiplas lesões 

nodulares com elevada carga parasitária (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). 

 No modelo de resistência à infecção por Leishmania, o desenvolvimento e manutenção 

de uma resposta Th1, resposta protetora contra o parasito, é caracterizada pela produção de 

IFN-γ, iniciada primeiramente pela produção de IL-12, por células natural killer (NK) e, em 

seguida, por células Th1 (SCHARTON-KERSTEN et al., 1995). Além disso, macrófagos 

infectados, em presença de IFN-γ, produzem óxido nítrico (NO) e tornam-se capazes de 

eliminar o parasito (GREEN et al., 1990b). 

 Atrelado à resposta imune desenvolvida frente à infecção por Leishmania, distúrbios 

metabólicos, como diabetes mellitus (DM), pode levar ao aumento na frequência e na 

gravidade de infecções. A hiperglicemia crônica, característica geral do DM, que é resultante 

de falhas na ação e/ou secreção de insulina (IDF, 2017), pode levar à diminuição da função 

das células do sistema imunológico, reduzindo as funções de polimorfonucleares, 

prejudicando a quimiotaxia, a aderência, a fagocitose, a atividade microbicida, além da 

expressão de diversas citocinas (GUPTA et al., 2007; MOWAT; BAUM, 1971).  
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 O DM é uma das doenças sistêmicas mais comuns no mundo, afetando atualmente 425 

milhões de adultos, sendo o Brasil o quarto país com o maior número de pessoas diabéticas 

(IDF, 2017). Aliado a isso, está o elevado número de casos de leishmaniose tegumentar, com 

cerca de 700 mil a 1,3 milhões de novos casos por ano, e ocasionando de vinte a trinta mil 

mortes. O Brasil está entre os seis países com o maior número de casos de leishmaniose 

tegumentar (WHO, 2018), sendo a L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis 

os principais agentes causais identificados (BRASIL, 2017).  

 Algumas fibras alimentares, como os β-glucanos, que são polissacarídeos encontrados 

nas paredes celulares de bactérias, fungos, leveduras e plantas como a aveia e cevada 

(RAHAR et al. 2011), agem no controle da glicemia e colesterol sanguíneo, além de atuarem 

como imunomoduladores, melhorando a fagocitose e a produção de citocinas (KIM et al., 

2011; VETVICKA, 2011). Esses polissacarídeos estão sendo responsáveis pela diminuição da 

carga parasitária em órgãos como fígado e baço, e pela diminuição da espessura de lesões 

cutâneas, em leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar, respectivamente (GHOSH et 

al., 2013; YATAWARA et al., 2009). 

 Desta forma, compreender a influência do diabetes mellitus na infecção por 

Leishmania é essencial, uma vez que como relatado, esse distúrbio metabólico leva a 

diminuição na função do sistema imunológico, podendo aumentar a suscetibilidade e a 

gravidade de diversas doenças. No entanto, até o momento existe uma escassez de estudos 

que relatam a evolução da leishmaniose correlacionada ao diabetes mellitus, sendo apenas um 

estudo realizado com Leishmania major (RADWAN; AL JASER; AL RAYES, 2007), uma 

espécie não identificada no Brasil (BRASIL, 2017). Além disso, há também uma carência de 

estudos relacionando o uso do β-glucano de Saccharomyces cerevisiaea infecções por 

Leishmania amazonensis. Sendo assim, objetivou-se nesse trabalho avaliar as consequências 

do diabetes mellitus e do β-glucano de Saccharomyces cerevisiae, na infecção por Leishmania 

amazonensis em modelos experimentais.  
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Material e métodos 

Animais 

 O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo número 332/2017. Os 

experimentos foram realizados no Biotério do Laboratório de Gnotobiologia e Imunologia, da 

Universidade Federal de Minas Gerais. 

 Foram selecionados camundongos fêmeas C57BL/6, em estado hígido, com idade 

entre 5 a 7 semanas. Os camundongos C57BL/6 foram obtidos do Biotério Central da 

Universidade Federal de Minas - UFMG. Posteriormente foram submetidos a um período de 

sete dias de aclimatação com ambiente e equipe de execução do projeto. A sala era 

climatizada a uma temperatura entre 20-25°C e com ciclos de 12/12h claro-escuro. Foi 

oferecida ração comercial e água ad libitum durante todo o período experimental, que teve 

duração de quatro semanas (Figura 1). Utilizou-se um delineamento experimental 

inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2 (diabético ou não; infectado por 

Leishmania amazonensis ou não) para os experimentos in vivo. Após a semana de 

aclimatação, os animais foram divididos de forma aleatória de acordo com os grupos 

experimentais, como descritos na Tabela 1. Para os ensaios in vitro, foram utilizados também 

camundongos fêmeasC57BL/6 diabéticos e controles.  

Figura 1 Representação esquemática do delineamento experimental ao longo do tempo 

 

                                                Período de infecção            

 

-12                                        0          28  

 

 
1Indução do DM                  2 Infecção                   3Eutanásia e coleta de órgãos e tecidos                                                 

 

Legenda: Todos os animais foram acomodados em gaiolas, sendo quatro a cinco animais por gaiola, e 
passaram por um período de aclimatação de sete dias; 1Para animais dos grupos 3 e 4; 2Para os animais 
dos grupos 2 e 4; 3Para os animais de todos os grupos, coleta de linfonodos e orelhas.   
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Tabela 1 Descrição dos grupos experimentais. 

Grupos experimentais Tratamentos 

G1 controle (n=4)  

 

 

G2 (n=4)  

 

 

 

G3 (n=5)  

 

 

G4 (n=5) 

Controle, não infectado por L. amazonensis; 

 

 

Controle; infectado por L. amazonensis; 

 

 

 

Diabético, não infectado por L. amazonensis; 

 

 

Diabético, infectado por L. amazonensis 

 

  Os animais foram pesados uma vez por semana para avaliar o percentual de variação 

de peso. Para a avaliação do consumo alimentar, a ração ofertada aos animais foi pesada 

também uma vez por semana em balança analítica (Shimadzu® Modelo: AY220 Max 220g 

d=0,1mg).  

Indução da diabetes mellitus 

 A indução do diabetes mellitus foi realizado através de injeção via intraperitoneal de 

doses baixas (50 mg/kg) de estreptozotocina (Sigam® - St. Louis, MO) solubilizada em 

tampão citrato 0,1 M (pH 4,5) durante cinco dias consecutivos, sendo a última dose 

administrada uma semana antes do início do experimento. Os grupos controles receberam o 

mesmo volume de tampão de citrato isoladamente (LEE et al. , 2016). Os animais antes do 

início do experimento (dia 0) foram submetidos a jejum de oito horas e a glicemia mensurada 

com o auxílio de um glicosímetro, pela amputação da ponta da cauda (Accu-Chek® Roche, 

Basel, Suíça), uma semana após a última dose de STZ. Foram considerados diabéticos os 

camundongos que apresentaram glicemia acima de 200mg/dL. A glicemia foi medida antes do 

início do experimento e no dia da eutanásia dos animais, na quarta semana após a infecção por 

L. amazonensis.  

Obtenção da cultura de Leishmania amazonensise formas infectantes 

  

 As promastigotas de L. amazonensis (IFLA / BR / 1967 / PH8) foram cultivadas em 

meio 199 completo (Gibco® Life Technologies, Grand Island, NY, USA), com 2 mM de L-

glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 100 U/mL de penicilina (Gibco® Life 
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Technologies, Grand Island, NY, USA) e 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco® Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA) e suplementado com 20% de soro bovino fetal 

(Cultilab, Campinas, SP, Brasil), e incubadas em BOD (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 25 

°C, e repicadas a cada dois ou três dias, até no máximo 10 repiques.Para a infecção as culturas 

foram repicadas cinco dias antes da utilização para obtenção de formas promastigotas 

metacíclicas infectantes obtidas na fase estacionária. 

 Para a infecção as promastigotas metacíclicas foram purificadas num gradiente de 

densidade (SPATH; BEVERLEY, 2001). As culturas de L. amazonensis em fase estacionária 

foram centrifugadas a 2.000 x g a 4º C por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento recuperado em 2 mL de solução salina tamponada com fosfato estéril (PBS, pH 

7,2) e transferido para um tubo contendo gradiente de densidade (Ficoll® 400, Sigma-

Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA), o qual era composto por uma fase de Ficoll 20% e uma 

fase de Ficoll 10%. Esse material foi centrifugado a 1.100 x g por 10 minutos a 4°C, e a fase 

contendo as formas metacíclicas foi coletada e lavada duas vezes com PBS estéril antes de 

serem utilizadas para a infecção. 

 

Obtenção de macrófagos de medula óssea (BMDM)e infecção por L. amazonensis 

 As células da medula óssea foram obtidas a partir do lavado do fêmur e tíbia de 

camundongos fêmeas C57BL/6diabético e não diabético, com PBS complementado com 100 

U/mL de penicilina (Gibco® Life Technologies, Grand Island, NY, USA) e 100 µg/mL de 

estreptomicina (Gibco® Life Technologies, Grand Island, NY, USA),que foram centrifugados 

a 300 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pelete ressuspendido em meio 

DMEM F12 (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) completo com 100 

U/mL de penicilina (Gibco® Life Technologies, Grand Island, NY, USA), 100 μg/mL de 

estreptomicina (Gibco® Life Technologies, Grand Island, NY, USA), 2 mM de L-glutamina 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) inativado pelo calor. Para diferenciação dos monócitos em 

macrófagos, estas células foram incubadas em placa de petri (Prolab, Osasco, SP, BR) por 

sete dias em meio DMEM F12 (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) 

completo, suplementado e acrescido de 20% de sobrenadante de cultura de fibroblastos L929, 

que produzem o fator M-CSF (Fator Estimulante de Colônias de Macrófagos). As células 

foram mantidas em 10 mL de meio DMEM F12 (Gibco BRL Life Technologies, Grand 

Island, NY, EUA) por três dias, quando foi adicionados mais 5 mL do meio DMEM F12 

(Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) e 20% de fator M-CSF. Finalmente, 
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após sete dias em cultura, os macrófagos foram removidos da placa com PBS gelado e a 

concentração celular foi ajustada para necessidade de cada ensaio a ser realizado com os 

macrófagos obtidos. Durante todo o processo de diferenciação as células foram incubadas em 

estufa de atmosfera úmida a 37°C e 5% de CO2 (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) (ZHANG; 

GONÇALVES; MOSSER, 2008). 

 As células foram contadas em câmara de Neubauer, posteriormente plaqueadas 5x105 

células/500µL em placas de 48 poços. Após esse procedimento as células foram incubadas em 

estufa de atmosfera úmida a 37ºC e 5% de CO2 por 2h, após esse tempo, adicionou-se os 

seguintes estímulos: IL-4 ou LPS+IFN-γ, sendo 40 U/mL de IL-4 (BD Biosciences 

Pharmingen, São Jose, CA, EUA), 50 U/mL de IFN-γ (BD Biosciences Pharmingen, São 

Jose, CA, EUA) e 100 ng/mL de LPS (InvivoGen, São Diego, CA, EUA). Após a adição dos 

estímulos incubou-se essas células por 16h em estufa de atmosfera úmida a 37ºC e 5% de 

CO2.  Após 16h horas na presença destes estímulos, realizou-se a infecção in vitro destas 

células nas seguintes proporções: 5 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis para cada 

macrófago. As placas foram lavadas três vezes com PBS após 4 horas de infecção e foram 

acrescentados 500µL de meio DMEM F12 (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, 

EUA) completo e suplementado, e as mesmas foram incubadas em estufa de atmosfera úmida 

a 34ºC e 5% de CO2. Após 24h e 48h foram coletados os sobrenadantes para a avaliação de 

citocinas pelo teste de ELISA sanduíche, e após 48h foi realizado ensaio da atividade de 

arginase I e NO. 

 Já para a avaliação do índice de infecção, foram plaqueadas 3x105 células/200µL de 

DMEM F12 (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) completo e 

suplementado, em cima de uma lamínula de vidro que foi colocada no fundo da placa de 24 

poços. Após esse procedimento as células foram incubadas em estufa de atmosfera úmida a 

37ºC e 5% de CO2 por 2h, após esse tempo, adicionou-se o β-glucano (BG), sendo 20 mcg de 

BG/ml de solução salina 0,09% de BG (Biorigin, Lençóis Paulista - SP) e incubou-se essas 

células por 16hem estufa de atmosfera úmida a 37ºC e 5% de CO2. Após esse período, foi 

realizada a infecção in vitro destas células na proporção de 4:1(promastigotas metacíclicas de 

L. amazonensis/macrófago). As placas foram então incubadas em estufa de atmosfera úmida a 

34ºC e 5% de CO2 por 4h, após esse período de infecção, as placas foram lavadas três vezes 

com PBS para remoção dos parasitos extracelulares e fixadas (placas de 4h após a infecção) 

ou incubadas novamente em meio DMEM F12 por 48 e 72 horas. As lamínulas foram coradas 

utilizando-se o sistema de coloração hematológica Panótico Rápido (Laborclin, Pinhais, PR, 
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Brazil). O número de amastigotas e macrófagos infectados foi determinado pela contagem de 

pelo menos 300 células por amostra. Os resultados foram expressos como índice de infecção 

(% de células infectadas x número de amastigotas/número total de células).  

Infecção dos camundongos por Leishmania amazonensis 

 Para a infecção in vivo realizou-se a infecção intradérmica nas orelhas dos 

camundongos C57BL/6 controles e diabéticos. Os animais foram sedados com uma solução 

de Ketamina (60 mg/kg) (Vertbrands, Jacareí, SP, Brasil) e Xilasina (15 mg/kg) (Vertbrands, 

Jacareí, SP, Brasil), diluídas em PBS e posteriormente foram inoculados10 µL da solução 

contendo 1x 105 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis intradermicamente nas duas 

orelhas.A lesão induzida nas orelhas dos camundongos foi acompanhada 

semanalmente,durante quatro semanas, com o auxílio de um paquímetro digital (Starrett 727, 

Itu, SP, Brasil).  

 

Cultura de células e quantificação de parasitos 

 Ao final do experimento, os camundongos foram submetidos a jejum de oito horas, a 

glicemia foi mensurada com o auxílio de um glicosímetro (Accu-Chek® Roche, Basel, 

Suíça), através da amputação da ponta da cauda. Posteriormente eles foram sedados, eutanasia 

dos por deslocamento cervical e submersos em álcool 70% (ROMA et al., 2016). Após a 

eutanásia foram coletados os linfonodos retromaxilares, as orelhas e o pâncreas dos 

camundongos. 

 A obtenção da suspensão de células dos linfonodos retromaxilares dos animais se deu 

através da retirada dos órgãos, que foram colocados num tubo de fundo cônico de 15 mL 

contendo 2 mL de meio RPMI completo com 100 U/mL penicilina G (Gibco® Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA), 100 µg/mL estreptomicina (Gibco® Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA), 2 mM l-glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO, EUA) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 

pH 7.2. Esses conteúdos foram transferidos separadamente para um macerador estéril e 

macerados manualmente. O macerado foi centrifugado a 300 x g por 10 minutos a 4°C, 

posteriormente o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1 mL de 

meio RPMI completo.  A contagem de células foi em azul de Tripan 0,1%, com auxílio de 

uma câmara de Neubauer, posteriormente foi realizada a adequação da concentração para 

5x106 células/mL. Em placas de cultura de 24 poços, foram adicionados 1000 µL/poço da 

suspensão de células sem ou com estímulo de 50 µg/mL de extrato total de L. amazonensis e 
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foram incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO2. Os sobrenadantes da cultura celular foram 

recolhidos após 24h e 72h para serem utilizados em ensaios de citocinas (CARNEIRO et al., 

2015; ROMA et al., 2016). As culturas foram realizadas em triplicata. 

 A extração de tecido para dosagem de citocinas na lesão se deu através da retirada das 

orelhas, as quais foram pesadas e adicionadas de solução para extração de citocinas: uma 

cápsula do inibidor de proteases (ROCHE, Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), 

diluída em 50 mL de PBS, na proporção de 1000 µL desta solução para 50 mg de tecido. O 

tecido foi, então, macerado com homogeneizador elétrico e centrifugado a 10.000 x g por 10 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido, e congelado a -70°C até a realização do teste de 

ELISA.  

 A quantificação de parasitos foi realizada pela técnica de diluição limitante (VIEIRA 

et al., 1996). Para a quantificação da carga parasitária das lesões cutâneas, as orelhas 

infectadas foram removidas e desinfetada em álcool 70% durante 5 minutos e secas ao ar em 

capela de fluxo laminar. Com auxílio de pinças os tecidos das orelhas, foram separados a 

começar pelo canal auricular. Em seguida, as duas faces da orelha foram cortadas em 

pequenos pedaços e transferidas para um tubo de fundo cônico de 15 ml contendo 2 ml de 

meio 199 completo e suplementado com 20% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, SP, 

Brasil) inativo pelo calor.  

 As amostras foram diluídas em série (1:4), sendo as ponteiras da pipeta descartadas 

após cada diluição a fim de evitar um resultado falso-positivo provocado pelo arraste de 

parasitos.  As placas foram incubadas durante 10 dias em BOD (Quimis, Diadema, SP, Brasil) 

a 25 ° C para investigar o crescimento de promastigotas. A estimativa do número de parasitos 

presentes nas lesões se deu a partir da observação do último poço que apresentou Leishmania, 

e assim, os resultados foram expressos em forma de logaritmo negativo. 

Análise histopatológica 

 Após a eutanásia dos animais, os pâncreas foram coletados, fixados em formaldeído 

10%tamponado e rotineiramente processados para a preparação de lâminas histológicas 

(COSKUN et al., 2005). Foi realizada uma sequência seriada de cortes com a espessura de 5 

m e as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina para a análise histopatológica. As 

fotomicrografias foram obtidas através de uma câmera Olympus QColor 5 acoplada a um 

microscópio Olympus BX60. Na avaliação histopatológica, foram capturadas 20 imagens dos 

cortes histológicos do pâncreas utilizando a objetiva de 20X, sendo analisada uma área total 
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de 38, 784 mm2 por animal. Então a área total das ilhotas foi quantificada sendo expressa em 

mm2. 

Quantificação de citocinas  

 As citocinas presentes nas culturas de células dos linfonodos, tecidos das orelhas e nos 

sobrenadantes dos macrófagos derivados dos monócitos de medula foram quantificadas pelo 

teste de ELISA sanduíche. As amostras das orelhas foram analisadas quanto à presença das 

citocinas IL-10, IFN-γ, TNF e IL-1β. As culturas de células dos linfonodos foram avaliadas 

quanto à presença de IL-10 e IFN-γ. Nos sobrenadantes dos macrófagos avaliou-se a presença 

de IL-10, TNF, IL-1β e as quimiocinas CXCL1 e CXCL2. Todas as citocinas e quimiocinas 

foram avaliadas por meio da utilização de kits exclusivos para a detecção das mesmas (BD 

Pharmingen, São Diego, CA, EUA e R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) e o 

procedimento foi realizado exatamente como recomenda os fabricantes.  

Atividade da enzima arginase I 

 A atividade de arginase I foi mensurada a partir do lisado de macrófagos derivados de 

medula óssea ou a partir de células do homogenato das orelhas, como descrito por Corraliza e 

colaboradores (1995), com algumas modificações (KROPF et al., 2005). As orelhas foram 

maceradas, como descrito anteriormente, e do homogenato obtido, 35 μL foram utilizados 

para o ensaio. As células que se encontravam no homogenato da orelha ou os macrófagos 

derivados de monócitos de medula óssea (5x105/500 μL) foram lisadas com 50 μL de Triton 

X-100 (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA) por 30 minutos em agitação. Após a lise, a 

arginase foi ativada com a adição de seus co-fatores: 50 μL de 10 mM MnCl2 e 50 μL de 50 

mM Tris HCl (pH 7,5) a 55ºC por 10 minutos. Em seguida a amostra obtida foi transferida 

para outra placa de 48 poços em duas diferentes concentrações. Em um dos poços foi feita a 

transferência da amostra pura, 55 μL, e a partir desta foi feita uma diluição de 1:10 (5 μL de 

amostra + 45 μL de H2O destilada).   

 Para que fosse mensurada a atividade da enzima foi adicionado às amostras o substrato 

da mesma, 50 μL de 0,5 mM de L-arginina (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA) (pH 

9,7), após o que, as amostras foram incubadas a 37ºC por 60 minutos. Em seguida a reação foi 

parada com a adição de 400 μL de uma mistura de ácidos (H2SO4-H3PO4-H2O) na proporção 

de: 1:3:7. Foram então adicionados 25 μL de α-isonitrosopropiofenol (Sigma-Aldrich, Inc., St. 

Louis, MO, EUA) 9% em etanol 100%. A placa foi então incubada em banho maria a 95ºC 

por 45 minutos. A curva padrão foi feita a partir de ureia (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, 
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EUA) 1 mg/mL diluída sucessivamente 1:2. Após os 45 minutos de incubação a 95ºC, 100 μL 

de cada amostra foi transferida para uma placa de 96 poços e foi realizada leitura em leitor de 

microplacas a 540 nm. O resultado foi expresso como unidade de atividade de arginase por 

5x105 células. Cada unidade foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a 

formação de 1 μmol ureia/minuto. 

Dosagem da produção in vitro de óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio (ROS)por 

BMDM 

 Para a quantificação de óxido nítrico (NO) foram utilizados os sobrenadantes dos 

macrófagos derivados dos monócitos de medula. O acúmulo de Nitrito (NO2), como indicador 

da produção de NO, foi medido utilizando o reagente de Griess. Um volume de 100 μL do 

sobrenadante foi retirado e a ele adicionado igual volume do reagente de Griess 

(sulfanilamida 1% (p/v) diluídos em H3PO4 a 5%, alfa-naftil-etilenodiamina 0,1% (v/v) em 

água (GREEN et al., 1982), e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos na ausência de 

luz. A produção de NO foi estimada pela quantificação do metabólito estável de NO, o nitrito. 

A absorvância a 540 nm foi medida em leitor de Elisa Spectra Softmax, em comparação com 

o branco que continha apenas meio de cultura DMEM F12e reagente de Griess. A 

concentração de NO foi determinada utilizando uma curva padrão gerada com nitrito de sódio 

em concentrações de 200 a 0,9 μM (SOUZA et al., 2007). 

 Para avaliar a produção de ROS por macrófagos em ensaios de luminometria, as 

células foram obtidas como descrito previamente e ressuspensas em meio RPMI incolor. 

Foram usadas placas de 96 poços opacas (NUNC, Rochester, NY, EUA). Em cada poço 

foram colocados 106 macrófagos derivados de monócitos de medula óssea. Em cada poço foi 

adicionado 0,05 mM luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona) (Sigma-Aldrich, Inc., 

St. Louis, MO, EUA). As células foram estimuladas com 107 partículas/ml Zymosan (Sigma-

Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA), 50 U/mL de IFN-γ (BD Biosciences Pharmingen, São 

Jose, CA, EUA), 100 ng/mL de LPS (InvivoGen, São Diego, CA, EUA) efoi feita a infecção 

in vitro destas células nas seguintes proporções: 10 promastigotas metaciclicas de L. 

amazonensis para cada macrófago. A placa foi colocada em um luminômetro (Packard, 

Waltham, MA, EUA), que mede a intensidade da luz produzida. A produção de ROS foi 

medida por duas horas, em intervalos de dois minutos entre cada medição. A detecção de 

radicais de oxigênio é feita pela reação do luminol com as espécies reativas de oxigênio 

produzindo luz. Em um primeiro passo, o luminol é reduzido por moléculas reativas, como 

•OH, H2O2 ou ONOO-, que atacam sua ligação dinitrogênica adicionando mais dois oxigênios 
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a um dos anéis, e depois é capaz de combinar com o O2•- e produzir luz. Essa forma de 

radiação é captada pelo luminômetro e representada como unidades relativas de luz (RLU, em 

inglês) por segundo. 

 

Análise Estatística  

 Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão (EP) para cada grupo. Foi 

realizado o teste Two-Way ANOVA, seguido de Sidak para determinar diferenças entre os 

grupos avaliados. Para determinar diferenças entre dois grupos, foi utilizado o teste t de 

Student. Todas as análises estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 28 

versão 6.00 para Windows 7. Diferenças foram consideradas estatisticamente significativas 

quando p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0, 001 (***) e p < 0,0001 (****).   
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Resultados 

Desenvolvimento do modelo experimental de diabetes mellitus em camundongos  

 Os camundongos C57BL/6 que foram tratados com STZ (50 mg/kg) durante cinco 

dias consecutivos, apresentaram aumento significativo da glicemia, uma semana após a última 

dose, em relação aos animais tratados apenas com tampão citrato 0,1 M (Figura 2A). Com 

relação ao consumo médio semanal de ração pelos camundongos, verificou-se que os animais 

diabéticos, independente da infecção por L. amazonensis, apresentaram um maior consumo 

quando comparados aos animais controles (Figura 2B). Já na avaliação do peso corporal, os 

resultados não mostraram alterações significativas entre os animais diabéticos e controles 

infectados ou não por L. amazonensis (Figura 2C).  
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Figura 2 Glicemia, consumo alimentar e variação do peso de camundongos C57BL/6 diabéticos e 

controles, antes da infecção e na quarta semana após a infecção por L. amazonensis. A indução do diabetes 

mellitus se deu através de injeção via intraperitoneal de doses baixas (50 mg/kg) de estreptozotocina durante 

cinco dias consecutivos. Foram considerados diabéticos os camundongos que apresentaram glicemia de jejum 

acima de 200mg/dL (A). O consumo de ração foi avaliado semanalmente, durante quatro semanas, através da 

pesagem da ração ofertada aos animais (B). O peso dos animais (C) também foi avaliado semanalmente durante 

quatro semanas com auxílio de uma balança analítica. Valores apresentados para o consumo de ração 

correspondem à média do consumo semanal pelos animais até a quarta semana de infecção (**** p<0, 0001). 

Foi realizado Teste Two-Way Anova seguido de Sidak. 

  

 A avaliação histopatológica do pâncreas mostrou que animais diabéticos, tratados 

com STZ, apresentaram uma redução de aproximadamente cinco vezes na área das ilhotas de 

Langerhans, quando comparados aos animais controles, tratados apenas com tampão citrato, 

independente da presença da infecção por L. amazonensis (3E). Através da análise 

morfométrica foi possível observar essa diminuição em animais diabéticos (3B) e diabéticos 

infectados (3D), diferentemente dos animais controles (3A) e animais controles infectados 

(3C).  
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Figura 3 A indução de diabetes mellitus, utilizado STZ, reduziu a área das ilhotas de Langerhans em 

camundongos C57BL/6. Na avaliação histopatológica dos pâncreas dos animais controles (A), controles 

infectados (C), diabéticos (B) e diabéticos infectados (D), foram captura das 20 imagens dos cortes histológicos 

do pâncreas utilizando a objetiva de 20X. A área total das ilhotas foi quantificada sendo expressa em mm2 (E). 

Escala da imagem: 100µm. Foi realizado Teste Two-Way Anova seguido de Sidak. (**** p<0, 0001). 

 

 

BMDMs de camundongos C57BL/6 diabéticos são mais suscetíveis à infecção por L. 

amazonensis 

 Visando melhor entendimento das consequências do diabetes mellitus sobre a 

infecção por L. amazonensis, infectou-se macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) 

(3x105/200µL) de camundongos controles e diabéticos com 4 promastigotas metacíclicas de 

L. amazonensis para cada macrófago e avaliou-se a carga parasitária desses BMDMs após 4, 
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48 e 72 horas. A figura 4 mostra o índice de infecção [% de células infectadas x No de 

amastigotas/No total de células (300)] (4A), o número de amastigotas por macrófagos 

infectados (4B) e a porcentagem de macrófagos infectados (4C). Nos tempos de 48h e 72h o 

índice de infecção foi aproximadamente duas vezes maior nos macrófagos dos camundongos 

diabéticos, comparados aos controles (Figura 4A). Concomitante a isso, a multiplicação das 

amastigotas também foi maior no interior dos macrófagos diabéticos, nos tempos de 48h e 

72h após a infecção (Figura 4B). No entanto, ao analisar o percentual de macrófagos 

infectados, não foi encontrada diferença estatística entre macrófagos de camundongos 

diabéticos e controles, dentro dos tempos analisados (Figura 4C). Esses achados sugerem 

que macrófagos de camundongos diabéticos não conseguem controlar a multiplicação do 

parasito durante a infecção por L. amazonensis, sendo menos eficientes na eliminação do 

mesmo.  

 Os BMDMs dos camundongos diabéticos apresentaram atividade de arginase I duas 

vezes maior, quando comparados aos macrófagos dos animais controles quando estimulados 

apenas com IL-4, ou estimulado por essa citocina e infectados por formas promastigotas 

metacíclicas de L. amazonensis (Figura 4D). Com relação à produção de ROS, os dados 

mostram que houve diferença estatística entre os macrófagos dos camundongos diabéticos e 

controles quando estimulados com IFN-γ e LPS e infectados por L. amazonensis (Figura 

4E), sendo essa produção maior por macrófagos dos camundongos controles. Já a produção 

de nitrito, composto intermediário na produção de NO, produto do metabolismo de iNOS, foi 

significativamente maior no sobrenadante de macrófagos dos camundongos controles 

quando estimulados com IFN-γ e LPS, do que por macrófagos dos camundongos diabéticos 

(Figura 4F), o que pode comprometer a eliminação de patógenos por essas células. De forma 

interessante, a produção de NO foi igual para os dois tipos de macrófagos expostos ao 

estímulo de IFN-γ e LPS e infectados por promastigota de L. amazonensis.  

Figura 4 BMDMs de camundongos C57BL/6 diabéticos são mais suscetíveis à infecção por L. 

amazonensis. Para avaliar a carga parasitária de macrófagos derivados de medula óssea (3x105/200µL) de 

camundongos C57BL/6 controles e diabéticos, infectou-se essas células com 4 promastigotas metacíclicas de L. 

amazonensis para cada macrófago. Após 4, 48 e 72 horas foi avaliado o índice de infecção (A), o número de 

amastigotas por macrófagos infectados (B) e a porcentagem de macrófagos infectados (C). Para avaliar a 

atividade de arginase I, BMDMs (5x105 células/500µL) foram estimulados ou não com IL-4 (40U/ml), e 

posteriormente infectados ou não por 5 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis para cada macrófago. 

Após 48 horas de incubação avaliou-se a atividade de arginase I a partir do lisado desses macrófagos (D). Para 

a avaliação de ROS, os BMDMs (106 células por poço) foram estimulados ou não com IFN-γ (50 ng/mL) e 

LPS (100 ng/mL) e 5 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis para cada macrófago isoladamente ou em 

associação com os estímulos citados acima, por até 2h após estímulos (E). BMDMs (5x105 células/500µL) 
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foram estimulados ou não com IFN-γ (50 ng/mL) e LPS (100 ng/mL), e 5 promastigotas metacíclicas de L. 

amazonensis para cada macrófago isoladamente ou em associação com os estímulos citados acima. Após 48 

horas de incubação avaliou-se a produção de NO por esses macrófagos (F). (*p<0,05, **p< 0,01; ***p<0,001 e 

**** p<0, 0001). Teste Two-Way Anova seguido de Sidak. 
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Avaliação das concentrações de IL-10, TNF, IL-1β, CXCL1 e CXCL2 no sobrenadante 

de BMDMs de camundongos C57BL/6 controles e diabéticos 

 A figura 5 mostra a produção das citocinas IL-10 (A), TNF(B), IL-1β (C) e das 

quimiocinas CXCL1 (D) e CXCL2 (E) por BMDMs de camundongos C57BL/6 controles e 

diabéticos. A produção de IL-10 foi significativamente maior no sobrenadante de 

macrófagos diabéticos na presença de promastigotas de L. amazonensis juntamente com 

IFN-γ + LPS, quando comparada aos macrófagos dos camundongos controles sob os 

mesmos estímulos (Figura 5A). Quanto à produção de TNF (Figura 5B), não foi observada 

diferença estatística entre os grupos. Quando estimulados com IFN-γ + LPS isoladamente ou 

juntamente com promastigotas de L. amazonensis, BMDMs de camundongos diabéticos 

produziram mais IL-1β quando comparados aos controles (Figura 5C). Com relação à 

produção de CXCL1 (Figura 5D) e CXCL2 (Figura 5E), observou-se uma menor produção 

de ambas quimiocinas pelos BMDMs dos camundongos diabéticos na presença de 

promastigotas de L. amazonensis, IFN-γ + LPS, quando comparados aos BMDMs dos 

camundongos controles. 

Figura 5 Avaliação das concentrações de IL-10, TNF, IL-1β, CXCL1 e CXCL2 no sobrenadante de 

BMDMs de camundongos C57BL/6 controles e diabético. Macrófagos derivados de medula óssea (5x105 

células/500 µL) foram incubados por 16h, com os seguintes estímulos: IL-4 e LPS + IFN-γ, sendo 40U/mL de 

IL-4, 50 ng/mL de IFN-γ e 100 ng/mL de LPS. Após 16h de incubação algumas dessas células foram infectadas 

com 5 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis para cada macrófago. Foram coletados os sobrenadantes 

para a avaliação de citocinas e quimiocinas pelo teste de ELISA, nos tempos de 24h (TNF) e 48h (IL-10, IL-1β, 
CXCL1 e CXCL2) (* p<0,05, ** p<0,01,*** p<0,001 e ****p<0,0001). Teste Two-Way Anova seguido de 

Sidak. Os resultados são a média de três experimentos independentes. ND: não detectado. 
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β-glucano de Saccharomyces cerevisiae reduz a carga parasitária de BMDMs de 

camundongos C57BL/6 controles e diabéticos 

 A carga parasitária dos BMDMs de camundongos C57BL/6 controles e diabéticos foi 

avaliada nos tempos de 4, 48 e 72 horas após a infecção. A figura 6 mostra o índice de 



59 
 

infecção (6A), o número de amastigotas por macrófagos infectados (6B) e a porcentagem 

de macrófagos infectados (6C). No tempo de 72h o tratamento com β-glucano reduziu 

aproximadamente quatro vezes o índice de infecção em macrófagos de camundongos 

controles, já em macrófagos de camundongos diabéticos essa redução chegou a seis vezes, 

quando comparados aos não tratados (Figura 6A). O número de amastigotas por 

macrófagos infectados foi significativamente menor nos macrófagos de camundongos 

diabéticos tratados com BG, no tempo de 48h (Figura 6B). Já no tempo de 72h esse número 

foi reduzido tanto em macrófagos de camundongos diabéticos quanto em macrófagos dos 

animais controles (Figura 6B).  Ao analisar o percentual de macrófagos infectados (Figura 

6C), foi encontrada uma redução significativa nos macrófagos tratados com BG, no tempo 

de 72 horas após a infecção. Esses achados sugerem que o β-glucano de S. cerevisiae 

possui efeito inibidor sobre a multiplicação das amastigotas de L. amazonensis, reduzindo a 

carga parasitária dos macrófagos de camundongos controles e diabéticos. 
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Figura 6 β-glucano de Saccharomyces cerevisiae reduz carga parasitária de BMDMs de camundongos 

C57BL/6 controles e diabéticos. Para avaliar os efeitos do β-glucano de S. cerevisiae, derivou-se 

macrófagos de medula óssea (3x105/200µL) de camundongos C57BL/6 controles e diabéticos. Incubou-se 

essas células por 16h, com 20 μg de BG/ml de solução salina 0,09%. Após essas 16h horas na presença deste 

estímulo foi realizada a infecção destas células na proporção de 4 promastigotas metacíclicas de L. 

amazonensis para cada macrófago. Após 4, 48 e 72 horas foram avaliados o índice de infecção (A), o número 

de amastigotas por macrófagos infectados (B) e a porcentagem de macrófagos infectados (C). (*p<0,05; **p< 

0, 001; **** p<0, 0001). Teste Two-Way Anova seguido de Sidak. 

 

Curso da infecção e avaliação da carga parasitária e atividade de arginase I em 

camundongos C57BL/6 controles e diabéticos 

 A partir dos resultados encontrados nos experimentos in vitro, buscou-se avaliar a 

influência do DM na infecção por L. amazonensisem modelo experimental in vivo. Infectou-

se camundongos C57BL/6 controles e diabéticos, nas as orelhas (via intradérmica), com a 

cepa PH8 de L. amazonensis, para avaliação do desenvolvimento da doença até a quarta 

semana após o inóculo. Observou-se que animais diabéticos apresentaram um menor 

desenvolvimento das lesões a partir da terceira semana de infecção comparado aos animais 

controles (Figura 7A).  

 Apesar de camundongos C57BL/6 diabéticos infectados por L. amazonensis terem 

apresentado uma menor lesão nas orelhas quando comparados aos animais controles, esses 
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animais não conseguiram controlar a carga parasitária nessas lesões na quarta semana de 

infecção, sendo esta significativamente maior quando comparados aos controles (Figura 7B). 

Com relação à avaliação da atividade de arginase I durante o curso de infecção, observou 

diferença significativa entre os grupos infectados, sendo a produção dessa maior nas lesões 

dos camundongos diabéticos (Figuras 7C). 

 Embora os camundongos diabéticos tenham apresentado lesões cutâneas menores, foi 

observada uma lesão ulcerada nas orelhas desses animais, quando comparados aos animais 

controles, na quarta semana de infecção (Figura 8). 
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Figura 7 Desenvolvimento e aspectos das lesões cutâneas, quantificação da carga parasitária e atividade 
de arginase I nas orelhas de camundongos C57BL/6 controles e diabéticos infectados por L. amazonensis. 

Os camundongos foram infectados nas orelhas com 1x105 formas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis 

e as lesões foram medidas semanalmente. Cada ponto representa a média de 8 e 10 orelhas por grupo até a 

quarta semana de infecção (A). Na quarta semana de infecção os camundongos foram eutanasiados e as lesões 

foram processadas para determinação da carga parasitária por meio da técnica de diluição limitante (B), as 

médias das diluições máximas de cada grupo foram expressas pelo logaritmo negativo do título (última diluição 

positiva). Foi avaliada a atividade da enzima arginase I a partir do lisado de células das orelhas infectadas e não 

infectadas(C) também na quarta semana de infecção. Análise estatística da carga parasitária foi realizada pelo 

Teste t. (*p<0,05). Outras análises estatísticas realizadas pelo teste Two-Way Anova seguido de Sidak 

(**p<0,01). Os resultados são representativos de três experimentos desenvolvidos independentemente. 
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Figura 8 Aspectos das lesões cutâneas nas orelhas de camundongos C57BL/6 controles e diabéticos 

infectados por L. amazonensis. Os camundongos foram infectados nas orelhas com 1x105 formas 

promastigotas metacíclicas de L. amazonensis e as lesões foram medidas semanalmente. Avaliou-se os aspectos 

das lesões desses camundongos, a imagem mostra as lesões na quarta semana de infecção. As setas indicam 

lesões ulceradas.  Os resultados são representativos de três experimentos desenvolvidos independentemente. 

 

 

Avaliação das concentrações de IL-10 e IFN-γ nos linfonodos drenantes de 

camundongos C57BL/6 controles e diabéticos infectados por L. amazonensis 

 Após avaliar o curso da infecção nos camundongos controles e diabéticos, avaliamos 

o perfil de resposta imune desenvolvido nesses animais. Assim, observamos que a produção 

de IL-10 (Figura 9A) pelas células dos linfonodos drenantes dos camundongos diabéticos 

infectados por L. amazonensis, quando estimuladas com extrato total de L. amazonensis 

quatro vezes maior, quando comparada às células dos animais controles infectados, 

estimuladas com extrato total de L. amazonensis. A produção dessa citocina também foi 

significativamente maior quando comparada às células não estimuladas com extrato total de 

L. amazonensis.   Com a análise de IFN-γ (Figura 9B), verificou-se que os níveis dessa 

citocina foram significativamente maiores nas células dos linfonodos de camundongos 

diabéticos infectados, estimuladas com extrato total de L. amazonensis, quando comparada 

as dos animais controles infectados, estimuladas ou não com extrato total de L. amazonensis. 

A produção dessa citocina também diferiu entre às células dos linfonodos dos camundongos 

diabéticos infectados, sendo a produção dessa, significativamente maior nas células 

estimuladas com o extrato total de L. amazonensis, quando comparada às sem estímulo.   
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Figura 9 Avaliação das concentrações de IL-10 e IFN-γ em células dos linfonodos drenantes de 

camundongos C57BL/6 controles e diabéticos infectados por L. amazonensis. Camundongos foram 

infectados intradermicamente na orelha com 1x105 formas promastigotas de L. amazonensis e, na quarta semana 

de infecção, os linfonodos retromaxilares foram coletados e os níveis das citocinas mencionadas foram 

determinados por ELISA. Algumas células foram estimuladas com extrato total de L. amazonensis. (* p<0,05, 

**p< 0,01, *** p<0, 001 e **** p<0,0001). Teste Two-Way Anova seguido de Sidak. Os resultados são a média 

de três experimentos independentes. 

 

 

 

Avaliação das concentrações de IL-10, IFN-γ, TNF e IL-1β nas orelhas de 

camundongos C57BL/6controlese diabéticos infectados e não infectados por L. 

amazonensis 

 Como a presença do diabetes tende a promover uma desregulação da resposta imune, 

havendo concomitantemente aumento de IL-10 e IFN-γ pelas células do linfonodo drenante 

estimuladas com o extrato total de L. amazonensis, avaliou-se o padrão de resposta imune 

desenvolvido no local da lesão. Assim, observamos que a produção de IL-10 (Figura 10A), 

IL-1β (Figura 10C) e TNF (Figura 10 D), não diferiram significativamente entre os grupos 

dos animais infectados. Contudo, a produção dessas citocinas foi significativamente maior 

nos animais diabéticos infectados, quando comparados aos animais diabéticos sem infecção. 

No que se refere ao IFN-γ (Figura 10B) foi observada uma produção 50% maior pelos 

animais controles infectados por L. amazonensis, quando comparado aos animais sem 

infecção e aos animais diabéticos infectados.  
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Figura 10 Avaliação das concentrações de IL-10, IFN-γ, TNF e IL1-β nas orelhas de camundongos 

C57BL/6 controles e diabéticos por L. amazonensis. Camundongos foram infectados intradermicamente na 

orelha com 1x105 formas promastigotas de L. amazonensis e, na quarta semana de infecção, as orelhas foram 

coletadas e maceradas em solução com inibidor de protease e os níveis das citocinas mencionadas foram 

determinados pelo teste de ELISA. (* p<0,05, ** p<0,01 e (**** p<0, 0001). Teste Two-Way Anova seguido 

de Sidak. Os resultados são a média de três experimentos independentes. 

 

Discussão 

 A hiperglicemia crônica, ocasionada pelo diabetes mellitus, pode alterar a função do 

sistema imunológico, diminuindo a função de neutrófilos, macrófagos, monócitos, 

prejudicando a quimiotaxia e adesão de leucócitos, a fagocitose e a produção de citocinas, 

aumentando dessa forma a susceptibilidade a diversas infecções (HODGSON et al., 2015; 

MARTINEZ et al., 2016; YANO et al., 2012). Diante da escassez de estudos que abordam a 

evolução da leishmaniose correlacionada ao diabetes mellitus, nesse trabalho buscou-se 

avaliar as consequências desse distúrbio metabólico na infecção por Leishmania amazonensis.  

 Os dados mostram que a utilização de múltiplas doses baixas (50mg/Kg) de STZ 

administrada intraperitonealmente por 5 dias consecutivos, aumentou significativamente a 
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glicemia de camundongos C57BL/6 levando ao desenvolvimento do diabetes mellitus. A 

indução de diabetes em modelos experimentais pode ser realizada por meio da utilização de 

produtos que são tóxicos para as células β-pancreáticas, de maneira simples e conveniente 

(SZKUDELSKI, 2001). A STZ é uma droga amplamente utilizada para a indução de diabetes 

experimental, sendo que a administração de múltiplas doses baixas (40-50 mg/kg) por cinco 

dias consecutivos, vem sendo largamente utilizada com o intuito de evitar toxicidade 

inespecífica (KITADA; OGURA;KOYA, 2016; LEE et al., 2016). 

 Qi e colaboradores (2005) induziram diabetes em camundongos C57BL/6 utilizando 

injeções via intraperitoneal de 50 mg/kg de STZ durante 5 dias consecutivos. Eles observaram 

um aumento significativo da glicemia dos animais tratados com STZ uma semana após a 

última dose e que na quinta semana a glicemia do grupo tratado com STZ era maior que 400 

mg/dL. Outro estudo que corrobora com os dados obtidos neste trabalho é o de Lee e 

colaboradores (2016), ao administrarem doses de 50 mg/kg de STZ intraperitonealmente por 5 

dias em camundongos C57BL/6, eles observaram aumento significativo da glicemia (> 200 

mg/dL) uma semana após a última dose de STZ.  Ainda com relação à indução de DM, foi 

observado que os animais considerados diabéticos (glicemia >200 mg/dL), apresentaram uma 

redução de aproximadamente 5 vezes na área das ilhotas de Langerhans em relação aos 

animais controles. Lobato e colaborados (2015), ao utilizarem STZ para induzirem diabetes 

mellitus em ratos wistar, também observaram uma redução significativa das ilhotas de 

Langerhans nesses animais, comparados aos animais sem diabetes.  

 Utilizando modelo in vitro para entendera influência do diabetes mellitus na infecção 

por L. amazonensis, observou-se que macrófagos de camundongos diabéticos apresentaram 

uma menor produção de NO ao serem estimulados com IFN-γ e LPS, quando comparados aos 

macrófagos dos animais controles. Com isso constatamos que os macrófagos de camundongos 

diabéticos são hiporresponsivos ao IFN-γ e LPS.  Quando estimulados com IFN-γ e LPS e 

infectados por L. amazonensis, os macrófagos igualaram essa produção. Tseng e 

colaboradores (1997) ao avaliarem os efeitos de altos níveis de glicose sobre macrófagos 

J774, observaram que essas células, ao serem incubadas em meio com altas concentrações de 

glicose, apresentaram uma menor expressão da iNOS e baixa produção de NO, ao serem 

estimulados com LPS. Pavlou e colaboradores (2018), também observaram uma redução na 

produção de NO, por macrófagos derivados de medula óssea gerados sob condições de alta 

concentração glicose a longo prazo, quando estimulados IFN-γ e LPS.  É importante ressaltar 

que o processo de eliminação da Leishmania ocorre principalmente através da produção do 
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óxido nítrico, que é gerado a partir da enzima iNOS, que é induzida por IFN-γ, que quando 

ativada oxida a L-arginina em L-citrulina e NO, molécula responsável pela morte do parasito 

(GREEN et al., 1990b; LYKENS et al., 2010). 

 Concomitante a isso, os BMDMs de camundongos diabéticos apresentaram uma maior 

atividade de arginase I quando estimulados com IL-4, apresentaram também maior produção 

de IL-10 quando estimulados com IFN-γ e LPS e infectados por L. amazonensis, sugerindo 

um fenótipo melhorado para um perfil de macrófagos alternativamente ativados. Além disso, 

os BMDMs de camundongos diabéticos apresentaram uma maior produção de IL-1β quando 

estimulados por IFN-γ e LPS isoladamente ou na presença de L. amazonensis. Esses dados 

sugerem que a hiperglicemia sensibiliza os BMDMs a estímulos de diferentes perfis de 

citocinas, ou seja, eles apresentam respostas à estimulação de citocinas do tipo Th1 e Th2, o 

que pode contribuir para a resposta imune desregulada observada no diabetes mellitus.  

 Pavlou e colaboradores (2018) observaram em seu estudo que macrófagos derivados 

de medula óssea de camundongos C57BL/6J, gerados sob condições de alta concentração 

glicose a longo prazo, apresentaram uma série de alterações intrínsecas em comparação com 

as células geradas em condições normais de glicose. Macrófagos gerados sob condições de 

altas taxas de glicose a longo prazo apresentaram níveis mais altos de IL-1β após a 

estimulação com IFNγ e LPS, porém produziram níveis mais baixos de óxido 

nítrico. Segundo os autores, eles também expressaram níveis mais altos de atividade de 

arginase I e IL-10 quando estimulados por IL-4, em comparação com macrófagos gerados sob 

condições normais de glicose.  

 Com relação às quimiocimas CXCL1 e CXCL2, nossos dados mostram que a 

produção de ambas foi menor em BMDMs de camundongos diabéticos quando estimulados 

com IFN-γ e LPS e infectados por L. amazonensis. CXCL1 é secretada por monócitos e 

macrófagos e é quimiotática para leucócitos polimorfonucleares, já CXCL2 é expressa por 

macrófagos, neutrófilos e células epiteliais e tem atividade quimioatrativa de neutrófilos 

(MIURA; RIKIHISA, 2009). Martinez e colaboradores (2016) observaram que a presença do 

DM em camundongos C57BL/6, induzido por STZ, levou a uma menor produção de CXCL1 

e CXCL2 uma hora após a infecção por Klebsiella pneumoniae, o que poderia ter contribuído 

segundo os autores, para um menor recrutamento de granulócitos para espaço aéreo alveolar 

dos animais diabéticos, aumentando dessa forma a suscetibilidade à infecção respiratória por 

K. pneumoniae. Assim, essa redução da produção de CXCL1 e CXCL2, ocasionada pelo DM, 

pode acarretar também efeitos negativos na infecção por Leishmania, uma vez que já se tem 
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demonstrado que em infecção por L. amazonensis, a migração de neutrófilos, que depende da 

produção dessas quimiocinas, para o sítio da infecção durante as primeiras 24h pode controlar 

a carga parasitária e o desenvolvimento da lesão durante a primeira semana após a infecção, 

em camundongos BALB/c, sugerindo que os neutrófilos restringem o desenvolvimento inicial 

da doença nesses camundongos (SOUSA et al., 2014).   

 A análise da carga parasitária dos BMDMs mostrou que a proliferação do parasito está 

potencializada nos macrófagos dos camundongos diabéticos, sendo que nos tempos de 48h e 

72h o índice de infecção e o número de amastigotas por macrófagos infectados, foram 

maiores nesses macrófagos, comparados aos dos camundongos controles. No entanto, a 

porcentagem de macrófagos infectados não diferiu entre os grupos nos três tempos analisados. 

A maior carga parasitária nos BMDMs dos camundongos diabéticos pode ser explicada, uma 

vez que essas células apresentaram maior atividade de arginase I e menores concentrações de 

NO e ROS, além de uma maior produção de IL-10. Essa maior produção de IL-10 por 

macrófagos de camundongos diabéticos, atua sobre essas células fazendo com que esses 

macrófagos se tornem refratários aos efeitos ativadores do IFN-γ (KANE; MOSSER, 2001). 

Kane e Mosser (2001) constataram que a IL-10 presente no sobrenadante de BMDMs 

infectados por L. major impediu a ativação de BMDMs sem infecção e diminuiu a produção 

de IL-12 e TNF após ativação dessas por IFN-γ/LPS. Além disso, uma maior atividade de 

arginase I significa maior disponibilidade de poliaminas que promove a replicação e 

sobrevivência do parasito (KROPF et al., 2005), levando à diminuição da capacidade efetora 

desses macrófagos. 

 Em síntese, os resultados mostram que a presença do DM altera a resposta de 

BMDMs, frente a diferentes estímulos. Em resposta à estimulação LPS + IFNγ, os BMDMs 

de camundongos diabéticos, têm capacidade reduzida para gerar NO, mas aumentaram a 

expressão IL-1β. Eles também parecem ser mais sensíveis à estimulação por citocinas do tipo 

Th2 (por exemplo, IL-4), o que poderia explicar a falha em controlar a multiplicação 

parasitária. 

 Ao analisar os efeitos do β-glucano, observou-se uma redução significativa da carga 

parasitária dos BMDMs de camundongos controles e diabéticos. A redução do índice de 

infecção foi observada em ambos os BMDMs de camundongos controles e diabéticos, 

tratados com β-glucano, no tempo de 72h após a infecção. O número de amastigotas por 

macrófagos infectados foi significativamente menor no tempo de 48h somente nos 

macrófagos de camundongos diabéticos tratados com β-glucano, já nas 72h apósa infecção 
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por L. amazonensis essa redução ocorreu nos macrófagos tratados com β-glucano 

independente da presença do diabetes mellitus. O β-glucano também reduziu no tempo de 

72h o percentual de macrófagos infectados, sendo eles derivados de camundongos 

diabéticos ou não. Gosh e colaboradores (2013), mostraram que a Goma curdlana, um β-

glucano extraído de bactériasnão-patogênica do solo, Alcaligenes faecalis, na concentração 

de 100 μg/mL, inibiu a multiplicação de amastigotas de L. donovani (redução máxima de 

94,4%), em macrófagos peritoneais de camundongos BALBc, após 24 horas de incubação. 

Shivaharee colaboradores (2016), também avaliaram o efeito de um tipo de β-glucano, o 

Lentinano, que é encontrado na parede celular dos corpos frutíferos de Lentinus edodes. Os 

autores observaram que na concentração de 20μg/mL, o lentinano foi capaz de reduzir 

55,8% da carga parasitária dos macrófagos J-774A.1 infectados por L. donovani.  

 Com o intuito de elucidar as consequências do DM correlacionado a leishmaniose in 

vivo, induzimos DM em camundongos C57BL/6, através da administração de STZ. A 

presença do diabetes mellitus aumentou significativamente o consumo de ração pelos animais, 

independente da presença da infecção por L. amazonensis, apesar de não ter alterado o peso 

corporal desses animais. Omaña-Molina e colaboradores (2017), também utilizaram STZ para 

a indução de DM em camundongos BALB/c, e após seis semanas da indução do DM eles 

também observaram um aumento significativo no consumo de ração pelos animais diabéticos, 

destacando a presença de polifagia, uma das características do DM.  

 Anormalidades vasculares, observadas no DM são resultados da glicação não 

enzimática irreversível das proteínas, aumento do estresse oxidativo e do estado inflamatório, 

o que impede a liberação de óxido nítrico, resultando no aparecimento de lesões vasculares 

(GOLDBERG, 2009, WAUTIER; GUILLAUSSEAU, 1998). Durante a infecção por L. 

amazonensis, observou-se que as orelhas dos camundongos diabéticos apresentaram lesões 

significativamente menores a partir da terceira semana de infecção comparadas às lesões dos 

animais controles. Apesar de terem apresentado uma lesão cutânea menor, os animais 

diabéticos apresentaram lesões ulceradas, diferentemente dos animais controles. As 

complicações vasculares ocasionadas pela presença do DM poderiam explicar a essas lesões 

mais ulceradas observadas nas orelhas dos animais infectados e com tal patologia.   

 Além disso, os animais diabéticos não conseguiram controlar a carga parasitária nas 

lesões das orelhas, sendo esta significativamente maior. Relacionado a isso, está uma maior 

atividade de arginase I nas lesões desses animais quando comparado aos animas controles 

infectados, o que leva a uma maior disponibilidade de poliaminas, permitindo maior 
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replicação do parasito. Segundo Kane e Mosser (2001), a IL-10 é essencial para a replicação 

do parasito durante a infecção por L. amazonensis e um dos possíveis mecanismos que 

explicaria esse fato, é que essa citocina diminui a expressão de iNOS,  favorecendo a 

atividade da arginase I (BALESTIERI et al., 2002; INIESTA et al., 2002).  

 Nesse sentido, um menor desenvolvimento das lesões e uma maior carga parasitária 

nos camundongos diabéticos poderiam estar relacionados à elevada produção de IL-10 pelas 

células dos linfonodos drenantes dos camundongos diabéticos, além de uma menor produção 

de IFN-γ nas lesões das orelhas desses animais. A IL-10 está envolvida na regulação da 

inflamação e, consequentemente, no controle do desenvolvimento da lesão (RUBTSOV et 

al ., 2008 ; SOUSA et al ., 2014 ). Em seu estudo, Souza e colaboradores (2014) observaram 

que, embora o bloqueio da IL-10 tenha diminuído o número de parasitos, aumentou o 

tamanho da lesão. Além disso, em infecções crônicas por L. major, a produção de IL-10 seria 

um mecanismo que evita a exacerbação da resposta Th1 e do dano colateral causado por este 

tipo de resposta, porém tal mecanismo garante a persistência do patógeno no organismo a 

longo prazo (ANDERSON et al., 2007).A IL-10 produzida em grandes quantidades pode 

atuar sobre macrófagos, levando a uma resistência aos efeitos ativadores do IFN-γ por parte 

dessas células (KANE; MOSSER, 2001), ou até mesmo poderia inibir a produção de NO em 

macrófagos, mesmo após sua ativação por IFN-γ (BARRAL-NETTO et al., 1992 ; VIETH et 

al., 1994). 

 Aliado a isso, a baixa produção de IFN-γ nas lesões dos animais diabéticos, pode ter 

contribuído para um aumento da carga parasitária, levando em consideração que essa citocina, 

que é essencial na resolução da infecção por L. major, apresentou uma função protetora 

observada na fase crônica da infecção por L. amazonensis, além disso, é um importante 

indutor de iNOS durante as primeiras semanas após a infecção (CARNEIROet al., 2015).  De 

forma interessante, a produção de IFN-γ foi maior nas células dos linfonodos de animais 

diabéticos, na presença do extrato total de L. amazonensis, isso pode ser devido à maior 

dificuldade desses animais em controlar a carga parasitária, uma vez que como demonstrado 

nas análises in vitro, macrófagos dos camundongos diabéticos são hiporresponsivos a essa 

citocina, produzindo menos NO, quando estimulados com LPS e IFN-γ, o que pode gerar uma 

produção compensatória dessa citocina para tentar combater e eliminar o parasito. Com 

relação às concentrações de TNF, IL-1β e IL-10 nas lesões, a infecção por L. amazonensis 

levou ao aumento em ambos os grupos. 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez26.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC4683564/#B29
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez26.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC4683564/#B40
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez26.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC4683564/#B46
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 Em seu estudo Neto e colaboradores (2017), ao avaliarem a infecção de camundongos 

C57BL/6 diabéticos induzido por STZ, por Encephalitozoon cuniculi, observaram que os 

animais diabéticos infectados apresentaram níveis séricos diminuídos de IFN-γ e um aumento 

na produção de interleucina 6 (IL-6) e  TNF, quando comparados aos animais controles 

infectados, além de aumentar a carga fúngica, as alterações clínicas e as lesões microscópicas 

no pulmão dos animais, durante a infecção. Tanowitz e colaboradores (1988), ao avaliarem a 

influência da hiperglicemia, ocasionada pelo DM, na infecção por Trypnosoma cruzi, 

constataram que os camundongos hiperglicêmicos induzidos por STZ desenvolveram alta 

parasitemia e 100% de mortalidade no dia 40 após a infecção, enquanto os camundongos 

normoglicêmicos exibiram baixa parasitemia transitória e ausência de mortalidade. Sendo 

assim, a glicose elevada faz com que células do sistema imunológico, como os macrófagos, 

apresentem respostas defeituosas frente à estimulação por citocinas do tipo Th1 e Th2, além 

de reduzida função bactericida, apresentando dessa forma uma resposta imune desregulada 

(PAVLOU et al., 2018).   

 Assim, constatou-se que a resposta imunológica de camundongos e de BMDMs de 

camundongos, é prejudicada frente à infecção por L. amazonensis, devido à presença do DM. 

Observamos que os BMDMs de camundongos diabéticos são mais sensíveis a estimulação 

por citocinas do perfil Th2 (IL-4), apresentando um perfil alternativamente ativado. Aliado a 

isso, os camundongos diabéticos não conseguiram controlar a multiplicação parasitária nas 

lesões, apresentando dessa forma uma maior carga parasitária, possivelmente devido à maior 

produção de IL-10 pelas células dos linfonodos drenantes e a menor produção de IFN-γ nas 

lesões das orelhas.  Esse comprometimento da resposta imunológica, ocasionada pelo diabetes 

mellitus, poderia favorecer o desenvolvimento de uma forma clínica rara e grave de 

leishmaniose tegumentar, denominada leishmaniose cutânea difusa, que ocorre em pacientes 

com anergia e deficiência específica na resposta imune celular a antígenos de Leishmania, 

cuja espécie causadora no Brasil é a L. (L.) amazonensis (BRASIL, 2017). 

Conclusão 

 Os BMDMs de camundongos diabéticos mostraram-se mais suscetíveis a infecção por 

L. amazonensis, não sendo capaz de controlar a multiplicação parasitária, apresentando maior 

índice de infecção quando comprados aos BMDMs dos camundongos controles. O DM 

alterou a resposta de BMDMs frente aos estímulos por IFN-γ e LPS, tornando essas células 

menos responsivas a esses estímulos, afetando negativamente a produção de NO. Aliado a 

isso, o aumento da produção de IL-10 e da atividade de arginase I, poderiam explicar a maior 
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carga parasitária dos BMDMs de camundongos diabéticos. Com relação aos efeitos do β-

glucano de Saccharomyces cerevisiae, constatamos que o mesmo foi eficaz no controle da 

carga parasitária dos macrófagos derivados de camundongos diabéticos e controles, reduzindo 

o índice de infecção em ambos os macrófagos.  

 A presença do diabetes mellitus aumentou também a suscetibilidade à infecção por L. 

amazonensis in vivo, uma vez que os animais diabéticos infectados apresentaram uma maior 

carga parasitária nas lesões. Apesar de terem apresentado uma lesão menor nas orelhas, os 

animais diabéticos, apresentaram lesões ulceradas, diferentemente dos animais controles. A L. 

amazonensis não é uma forte indutora de citocinas de quaisquer perfis imunológicos, contudo, 

a presença da hiperglicemia característica do DM, levou ao aumento de IL-10 e IFN-γ pelas 

células dos linfonodos drenantes de camundongos diabéticos, durante a infecção intradérmica, 

além de diminuir a produção de IFN-γ e aumentar a atividade de arginase I nas lesões das 

orelhas desses animais.     
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