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RESUMO 

 

Pereira, Nayara. Leucotrienos no Diabetes tipo 1: Ativação de um fenótipo 
imunometabólico distinto em macrófagos. 2021. Dissertação (Mestrado em Ciências 
com ênfase em Imunologia). Instituto de Ciências Biomédicas. Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2021. 
 
O diabetes tipo 1 (DT1) é uma doença metabólica caracterizada por hiperglicemia, 

hipoinsulinemia e dislipidemia. Esse desbalanço de nutrientes leva a inflamação 

sistêmica conhecida como meta-inflammation e a comorbidades ligadas ao DT1. 

Leucotrienos são mediadores lipídicos que contribuem para o estabelecimento da 

inflamação sistemica no DT1 e afetam o fenótipo inflamatório de macrófagos nessa 

condição. Além disso, leucotrienos contribuem para o aumento do metabolismo oxidativo 

mitocondrial em macrófagos através de seu efeito na da proteína desacopladora UCP1. 

Entretanto, quais vias metabólicas, qual o papel destas e como elas afetam a função dos 

macrófagos no DT1 nunca tinha sido estudado. Neste trabalho mostramos que a via de 

oxidação de ácidos graxos dependente de leucotrienos e associada a atividade da 

proteína desacopladora UCP1 são fatores importantes para a ativação de macrófagos 

peritoneais no DT1. Mostramos que leucotrienos contribuem para um fenótipo pró-

inflamatório porém com traços de fenótipo de reparo e que essas células possuem 

metabolismo oxidativo elevado associado a alta expressão da proteina desacopladora 

UCP1. A produção de citocinas IL-12,IL-1β e IL-10, elevada em macrófagos diabéticos 

de maneira dependente de leucotrienos, caiu drasticamente após o bloqueio da oxidação 

de ácidos graxos pela droga Etomoxir, indicando o papel importante dessa via na ativação 

de macrófagos. Como evidência disto, ensaios in vitro mostraram que a expressão 

proteica de UCP1 em macrófagos aumenta de maneira dependente de leucotrienos 

quando essas células são colocadas em meio condicionado derivado de lipólise. Por fim, 

mostramos que leucotrienos contribuem para a meta-inflammation induzindo a 

inflamação no tecido adiposo epidimal, intensificando a perda de adiposidade de animais 

diabéticos. Nossos resultados indicam uma papel importante dos leucotrienos na 

ativação e na condição imunometabólica de macrófagos peritoniais além de contribuir 

para o estabelecimento da inflamação sistêmica no DT1.  

Palavras-chave: meta-inflammation, UCP1, oxidação de ácidos graxos, 



 

ABSTRACT  
 
Pereira, Nayara. Leukotrienes in diabetes type 1: Activation of a distinct 
immunometabolic phenotype in macrophages. 2021. Dissertação (Mestrado 
em Ciências com ênfase em Imunologia). Instituto de Ciências Biomédicas. 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

. 

Type 1 diabetes (T1D) is a metabolic disease characterized by hyperglycemia, 

hypoinsulinemia and dyslipidemia. This imbalance of nutrients leads to systemic 

inflammation known as meta -inflammation and comorbidities linked to DT1. Leukotrienes 

are lipid mediators shown to contribute to the establishment of systemic inflammation in 

DT1 and also to the inflammatory phenotype in macrophages in this condition. In addition, 

leukotrienes contribute to the increase in mitochondrial oxidative metabolism in 

macrophages in an uncoupling protein UCP1-associated manner. However, which 

metabolic pathways and their role for the function of macrophages in DT1 had never been 

studied. Herein, we showed that the fatty acid oxidation path associated with the activity 

of the uncoupling protein UCP1 is important for the activation of peritoneal macrophages 

in DT1. We have shown that leukotrienes contribute to pro-inflammatory phenotype but 

with traces of reparative phenotype and these cells have high oxidative metabolism 

associated with high expression of the UCP1 uncoupling protein. The production of 

cytokines IL-12, IL-1β and IL-10 elevated in diabetic macrophages in a leukotriene-

dependent manner, came down dramatically after blocking fatty acid oxidation by the drug 

Etomoxir, indicating the important role of this pathway in the activation of macrophages. 

As evidence of this, in vitro assays have shown that UCP1 protein expression in 

macrophages increases in a leukotriene-dependent manner when these cells are placed 

in conditioned medium derived from lipolysis. Finally, we show that leukotrienes 

contribute to metaflammation by inducing inflammation in the epididimal adipose tissue, 

intensifying the loss of adiposity in diabetic animals. Our results indicate an important role 

of leukotrienes in the activation and immunometabolic condition of peritoneal 

macrophages in addition to the establishment of systemic inflammation of DT1 

 
Keywords:  meta-inflammation; Ucp1, fatty acids oxidation, 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. O diabetes tipo 1 
 

O diabetes tipo 1 (DT1) é uma doença autoimune em que células auto reativas 

e anticorpos respondem contra as células β-pancreáticas produtoras de insulina, 

destruindo-as e diretamente impactando a produção desse hormônio (BLUESTONE; 

HEROLD; EISENBARTH, 2010; GILLESPIE, 2006). A produção de insulina deficiente 

e consequente hiperglicemia causam alterações relevantes no metabolismo sistêmico, 

classificando essa condição também como uma doença metabólica (PIERO, 2015). 

A incidência de diabetes tem crescido cada vez mais e o diabetes tipo 1 é 

responsável por cerca de 5 a 10% dos casos de diabetes do mundo (MAAHS et al., 

2010). Ainda que pouco prevalente, o DT1 vem aumentando cerca de 3% ao ano, 

acometendo principalmente crianças e jovens (CATALOGUING, 2016). Isto chama 

atenção para a necessidade de mais estudos sobre as comorbidades que 

acompanham o desenvolvimento dessa doença. 

Um exemplo de comorbidade é a grande perda de tecido adiposo em 

decorrência da baixa quantidade ou completa ausência de insulina, provocando o 

acumulo de lipídeos no sangue (ROSENFALCK et al., 2002; WILLECKE et al., 2015).  

O desbalanço nos níveis de nutrientes sistêmicos leva ao estresse metabólico celular 

contribuindo para inflamação sistêmica, fenômeno conhecido como meta-

inflammation (ERTUNC; HOTAMISLIGIL, 2016; HOTAMISLIGIL, 2017). 

Meta-inflammation é resultado de um ciclo vicioso entre o excesso de nutrientes 

e o estímulo ao estado inflamatório em doenças metabólicas (KURYŁOWICZ; 

KÓZNIEWSKI, 2020). Células em estresse metabólico contribuem para a inflamação 

sistêmica produzindo mediadores inflamatórios, que por sua vez podem induzir 

resistência à insulina em tecidos chave para o controle metabólico, como o tecido 

adiposo (CAPUTO; GILARDI; DESVERGNE, 2017). 

Estudos de nosso grupo demonstraram que leucotrienos são mediadores 

inflamatórios importantes no estabelecimento da inflamação sistêmica no DT1 

(FILGUEIRAS et al., 2015a; SEREZANI et al., 2011). O Leucotrieno B4 (LTB4), 

principalmente, promove e mantem o estado de inflamação sistêmica, bem como 

induz diretamente um perfil pró-inflamatório em macrófagos no DT1 (FILGUEIRAS et 
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al., 2015a; RAMALHO et al., 2018; SEREZANI et al., 2011).  

 

1.2. Biossíntese e atividade de leucotrienos  
 

Os leucotrienos são mediadores lipídicos derivados ácido araquidônico (AA) 

presente em membranas celulares. A produção desse mediador se inicia em um 

contexto de ativação celular, em que a enzima fosfolipase A2 (cPLA2) ativa o AA 

esterificado da membrana o torna disponível para ser hidrolisado. A hidrolise do AA é 

realizada pela enzima 5-lipoxigenase (5-LO) em conjunto com a proteína ativadora da 

5LO (FLAP), que embora não tenha propriedades enzimáticas aumenta a atividade da 

5LO frente ao substrato (FOLCO; MURPHY, 2006; PETERS-GOLDEN; BROCK, 

2003). 

O primeiro produto da reação de hidrolise do AA é o Leucotrieno A4 (LTA4), 

que pode ser rapidamente convertido em LTB4 pela enzima LTA4 hidrolase ou 

conjugado a uma glutationa formando Leucotrieno C4 (LTC4), através da LTC4 

sintase (FOLCO; MURPHY, 2006) (Figura 1).  

 

Figura 1. Via de produção de leucotrienos a partir do ácido araquidônico. cPLA2: Fosfolipase A2, 

5LO: %-Lipoxigenase, FLAP: proteína ativadora da 5-LO, LTA4H: hidrolase de Leucotrieno A4, LTC4S: 

sintase do leucotrieno C4, GSH: glutationa.  
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LTC4, o primeiro representante da classe dos cystenil leucotrienos (CysLTs), é 

convertido posteriormente em LTD4 e então em LTE4, por sucessivas hidrólises do 

aminoácido cisteína (FOLCO; MURPHY, 2006; PETERS-GOLDEN et al., 2005). As 

atividades biológicas desses mediadores se dão pela interação com receptores 

específicos acoplados a proteína G (KANAOKA; BOYCE, 2004). O LTB4 interage com 

os receptores BLT1 ou BLT2, sendo BLT1 o receptor de maior afinidade, enquanto os 

cistenil leucotrienos interagem com receptores CysLT1, CysLT2 ou GPR99 (LTE4) 

(KANAOKA; BOYCE, 2004; TAGER; LUSTER, 2003) (Figura 2). 

 

 

Os receptores CysLT1,2 sinalizam via Gq, que aumenta a captação de Ca2+ 

intracelular, culminando na ativação de cascatas de quinases, as quais levam a 

alterações celulares e ativação de fatores de transcrição (PETERS-GOLDEN et al., 

2005). Já os receptores BLT1/2 podem atuar tanto via proteínas Gi quanto Gq. Na via 

de acoplamento de Gq, ocorre a ativação de proteínas quinases C e PLCβ, que 

induzem o acúmulo de IP3( 1,4,5 trifosfato de inositol) e consequentemente estimulam 

as funções microbicidas nas células imunes. Já na via de Gi, a ligação do LTB4 ao 

BLT1 estimula o bloqueio de adenilato ciclase, diminuindo as concentrações  

intracelulares de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) (PERES et al., 2007; 

PETERS-GOLDEN et al., 2005; SAEKI; YOKOMIZO, 2017). Essa via é importante 

para a ativação de macrófagos via Toll-like receptors (TLRs) que usam MyD88 como 

proteína adaptadora (PERES et al., 2007; TAGER; LUSTER, 2003). Além disso, a 

ativação de BLT1 estimula a degradação de SOCS1, proteína responsável por inibir 

Figura 2. Receptores BLT e CysLT, e seus ligantes. BLT1 e BLT2 são receptores para LTB4, 

embora BLT1 seja o receptor de maior afinidade. CysLT1 e CysLT2 são receptores para LTC4 e 

LTD4. LTE4 tem afinidade maior pelo receptor GPR99. Imagem adaptada de Ramalho T., Pereira N., 

Brandt S.L., Serezani C.H. (2020) Targeting Leukotrienes as a Therapeutic Strategy to Prevent 

Comorbidities Associated with Metabolic Stress. 
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STAT1 e controlar negativamente MyD88. Isso estimula a ativação de TLRs 

dependentes de MyD88 e consequentemente a ativação de NFkB, potencializando a 

produção de citocinas inflamatórias (SEREZANI et al., 2011) 

O LTB4 é conhecido pela sua atividade em processos inflamatórios, induzindo 

quimiotaxia, produção de citocinas, estímulo a fagocitose e atividade microbicida, ao 

passo que os cistenil-leucotrienos estão relacionados a outros processos fisiológicos 

como bronco constrição, secreção de muco e edema, estando bastante presentes em 

respostas alérgicas e anafilaxia (PETERS-GOLDEN et al., 2005). Por possuir essa 

característica de potencializar a resposta inflamatória, o LTB4 está presente nas 

doenças metabólicas, principalmente naquelas em que a inflamação sistêmica é 

central para o desenvolvimento de comorbidades (FILGUEIRAS et al., 2015b; LI et al., 

2015). 

 

1.3. Leucotrienos no diabetes  

 
Em camundongos com diabetes tipo 2 (DT2) induzida por dieta hiper lipídica, o 

LTB4 é importante para o desenvolvimento da resistência à insulina (LI et al., 2015). 

Tecido adiposo, músculo e hepatócitos desses animais apresentam elevados níveis 

de LTB4. O aumento desse mediador no tecido adiposo induz maior produção de 

citocinas pró-inflamatórias além de aumentar a migração de macrófagos inflamatórios 

para o tecido(LI et al., 2015). 

Nos hepatócitos e músculo de animais com DT2, a captação de glicose por 

insulina é prejudicada pela ativação do BLT1. Isso acontece porque a ativação do 

BLT1 amplifica a resposta inflamatória que inibe a expressão de componentes da via 

de sinalização da insulina (SPITE et al., 2011). Fato semelhante foi observado no 

contexto de DT1, em que animais 5LO-/- apresentam maior sensibilidade à insulina no 

músculo, caracterizado pelo aumento da expressão do receptor de insulina e 

fosforilação de Akt (GUIMARÃES et al., 2019). 

Esses estudos são importantes para compreensão do papel do LTB4 como 

importante indutor de inflamação sistêmica em doenças metabólicas, uma vez que 

tanto a inibição genética quando farmacológica desse mediador nestes estudos 

levaram a bons resultados no controle da hiperglicemia e da inflamação sistêmica (LI 

et al., 2015; SPITE et al., 2011). 
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 O papel do LTB4 no diabetes é central não apenas no estabelecimento da 

resistência à insulina em função da promoção da inflamação sistêmica, mas também 

no desenvolvimento de comorbidades que são bastante frequentes no DT2. 

Recentemente foi descrito que indivíduos DT2 que desenvolveram neuropatia 

cardiovascular autonômica (NCA), apresentaram níveis de LTB4 no plasma mais altos 

comparados a indivíduos com DT2 que não desenvolvem esta comorbidade (NEVES 

et al., 2020).  

Também foi descrito em mulheres DT2 com NCA que existe correlação entre 

os níveis de LTB4 o índice de acúmulo de lipídios (NEVES et al., 2020). Em um outro 

estudo, os elevados níveis de LTB4 em indivíduos com DT1 também foram 

correlacionados com a insuficiência do controle glicêmico e com o desenvolvimento 

de neuropatia autonômica cardiovascular (SANTOS-BEZERRA et al., 2020). 

Sabe-se que a inflamação sistêmica associada a doenças metabólicas 

aumenta a susceptibilidade dos indivíduos a infecções oportunistas(CODO et al., 

2020). Associado a isto, a alta susceptibilidade a sepse no DT1 também tem relação 

com a inflamação sistêmica induzida pelo LTB4 (FILGUEIRAS et al., 2015a). Nosso 

grupo demonstrou que a correção na produção de leucotrienos, ou a menor ativação 

de BLT1 leva a redução da produção de citocinas pró-inflamatórias sistêmicas e de 

MyD88, aumentando a sobrevivência dos animais diabéticos a sepse poli microbial. 

Trabalhos do nosso grupo também mostraram que altos níveis de LTB4 

circulantes no DT1 se correlacionam diretamente com a cicatrização prejudicada em 

indivíduos diabéticos (RAMALHO et al., 2018). Os leucotrienos induzem um fenótipo 

inflamatório em monócitos e induzem alta expressão de genes inflamatórios como 

Stat1, Nos2, Il122 e Il1b em macrófagos peritoneais. Além disso, no processo de 

cicatrização em camundongos diabéticos, a repolarização desses macrófagos 

inflamatórios para um fenótipo de reparo é dificultada pela presença de leucotrienos 

(RAMALHO et al., 2018). 

 

1.4. Polarização de macrófagos 
 

Nas últimas décadas, os macrófagos começaram a ser descritos como células 

multifuncionais que são responsáveis por funções tanto na defesa do hospedeiro 

quanto no reparo de tecidos, controle da homeostasia e no desenvolvimento de 

patologias (GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008). Essas células  
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estão presentes potencialmente em todos os tecidos do corpo, porém,  podem possuir 

diferentes origens (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014).  

Macrófagos podem se diferenciar de monócitos circulantes, oriundos de células 

mieloides progenitoras da medula óssea, que migram para o tecido em condições de 

inflamação ou são recrutadas para substituir macrófagos teciduais residentes 

(EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). Já macrófagos residentes como 

osteoclastos, macrófagos alveolares, células de Kupffer no fígado, macrófagos 

peritoneais, entre outros, têm sua formação inicial em órgãos hematopoiéticos 

embrionários (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014; GORDON; TAYLOR, 2005).  

Para que os macrófagos sejam capazes de desempenhar tantas funções, 

essas células imunes adotaram uma distinta capacidade de possuir diversos estados 

de ativação (MURRAY et al., 2014). Dentro do espectro de ativação que um macrófago 

pode possuir, três subtipos foram classificados como principais baseados no tipo de 

ativação, sendo: macrófagos classicamente ativados, alternativamente ativados e 

regulatórios(MOSSER; EDWARDS, 2008). 

A ativação clássica de macrófagos se dá através de estímulos inflamatórios 

como LPS, IFN-γ de linfócitos Th1 e células NK, além de TNFα de células dendríticas. 

Macrófagos classicamente ativados são conhecidos por fenótipo M1 ou M(LPS)/ 

M(LPS+INF-y) e apresentam maior expressão de marcadores inflamatórios como 

STAT1 e iNOS, produção elevada de citocina IL-12 e reduzida produção de IL-

10(MURRAY, 2017; MURRAY et al., 2014). 

 Do outro lado, estão os macrófagos conhecidos como macrófagos 

regulatórios. A ativação desses macrófagos se dá por IL-10, células apoptóticas, 

imunocomplexos, glicocorticoides, prostaglandinas entre outros, o fenótipo se 

caracteriza pela alta produção de IL-10 que diminui a produção de IL-12, sendo a 

proporção entre essas duas citocinas uma característica usada para definir 

macrófagos reguladores (FADOK et al., 1998; STERNBERG, 2006).  

Em meio a esse espectro de ativação dos macrófagos está a ativação 

alternativa, que acontece via estímulo de citocinas como IL-4 e IL-13 produzidas por 

linfócitos Th2, mastócitos e células linfoides inatas e induzem a expressão de 

moléculas relacionadas a reparo tecidual como Chil3l3, Arg1, STAT6 e baixa ou 

nenhuma produção de IL-12. Este estado de ativação alternativa, denominado por 

M(IL-4)/M(IL-13) caracterizam o fenótipo M2 juntamente com os macrófagos 

regulatórios, anteriormente mencionados  (FLEMING; MOSSER, 2011; MOSSER; 
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EDWARDS, 2008). 

No contexto de doenças metabólicas, os macrófagos podem apresentar 

fenótipos diferentes daqueles classicamente estabelecidos. Em camundongo 

diabéticos tipo 1, macrófagos peritoneais apresentaram maior expressão gênica de 

marcadores inflamatórios como STAT1, NOS2, IL-12, mostrando forte inclinação para 

um perfil inflamatório, porém a expressão gênica de IL-10 se encontrou bastante alta, 

indicando transição entre os fenótipos(RAMALHO et al., 2018). 

 Diversos outros estudos em contextos de doenças metabólicas também já 

demonstraram fenótipos distintos em macrófagos. Nestes estudos, é bastante comum 

observar os macrófagos expressando simultaneamente marcadores associados aos 

fenótipos anti- e pro-inflamatório, bem como o metabolismo dessas células varia de 

acordo com o microambiente com o qual estas células interagem in vivo (YANG; 

BOSSCHE; RAMALHO, 2020). 

O estado de ativação de macrófagos pode sofrer influência do metabolismo 

celular (VIOLA et al., 2019), um exemplo disso está no metabolismo de aminoácidos. 

A arginina é um aminoácido essencial para a produção de óxido nítrico em macrófagos 

inflamatórios e promoção do papel antimicrobiano nessa célula (MUNDER; 

EICHMANN; MODOLELL, 1998) ao passo que em macrófagos de reparo, a arginina 

é transformada pela arginase em ornitina, essencial para a produção de colágeno 

(CORRALIZA et al., 1994). Ambas as funções demonstradas são primárias dos 

macrófagos e dependem de um substrato em comum. 

 Nos últimos anos, o vasto espectro dos diferentes status de ativação dos 

macrófagos tem sido diretamente relacionado ao estado metabólico da célula 

(O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). Porém a classificação didática simplificada 

de macrófagos M1 e M2 ( classicamente e alternativamente ativados) pouco se aplica 

na descrição do status metabólico e funcional em estudos in vivo. Nesses estudos, a 

resposta metabólica de macrófagos a diversos estímulos varia de acordo com o 

microambente em que o macrófago se encontra, muitas vezes não se encaixando 

entre os dois extremos de M1 e M2. 
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1.5. Metabolismo energético de macrófagos 
 

A reprogramação metabólica de macrófagos tem um papel importante tanto na 

regulação do fenótipo dessas células quanto a plasticidade fenotípica. Alguns autores 

têm descrito que existe um shift  metabólico responsável pela alteração do fenótipo do 

macrófago e que a função da célula está diretamente relacionada a via metabólica 

predominante naquele fenótipo (MATHIS; SHOELSON, 2011; O’NEILL; KISHTON; 

RATHMELL, 2016; PEARCE; PEARCE, 2018). 

Nestes trabalhos, macrófagos comumente chamados de fenótipo M1, 

classificados como M(LPS) e/ou M(LPS+IFN-γ), são caracterizados por possuírem 

metabolismo glicólico predominante (MILLS et al., 2016). Trabalhos com a utilização 

de 2DG (2-deoxi-glicose), molécula similar a glicose que é captada pelo GLUT1 porém 

incapaz de ser metabolizada pela via glicolítica, mostraram que várias características 

do fenótipo M(LPS)/ M(LPS+INF-γ), como a produção de citocinas inflamatórias e a 

produção de espécies reativas de oxigênio(ROS) foram bloqueadas com o tratamento 

(MICHL; OHLBAUM; SILVERSTEIN, 1976; PAVLOU et al., 2017).  

Isto se dá, pois, a via glicolítica é descrita como importante fornecedora de 

substratos necessários para produção de moléculas microbicidas e sinalizadoras. Por 

exemplo, a via das pentoses fosfato (PPP) tem como substrato principal a glicose-6-

fosfato oriunda do metabolismo da glicose pela hexoquinase (HK), essa via suporta 

as respostas inflamatórias de macrófagos gerando aminoácidos para síntese de 

proteínas, ribose para nucleotídeos e NADPH para a produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) pela NADPH oxidase (BAARDMAN et al., 2018; NAGY; 

HASCHEMI, 2015). 

O piruvato gerado na glicólise alimenta o ciclo ácido tricarboxilico (TCA), que 

possui duas “quebras”, ou desvios de rota, em macrófagos M(LPS)/ M(LPS+INF-y) 

(JHA et al., 2015; O’NEILL, 2015). A primeira quebra ocorre no metabolismo de citrato 

que normalmente é convertido em α-cetoglutarato pela enzima isocitrato 

desidrogenase (IDH1). Nesses macrófagos, a baixa regulação de IDH1 e o aumento 

da expressão da enzima imuno-responsiva gene 1 (IRG1) levam a produção de 

itaconato, uma molécula microbicida (MICHELUCCI et al., 2013). A produção de 

itaconato pode contribuir para a segunda quebra no TCA, que ocorre logo após a 

produção de succinato, já que essa molécula inibe competitivamente a ação da 

enzima succinato desidrogenase(SDH) (CORDES et al., 2016). Essas duas quebras 
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têm ações diretas na função do macrófago M(LPS)/ M(LPS+INF-y) (TANNAHILL et 

al., 2013). 

Por outro lado, um TCA intacto e uma atividade potencializada da oxidação 

fosforilativa (OXPHOS) têm sido descritos como vias relevantes para o fenótipo de 

macrófagos M(IL-4) (VAN DEN BOSSCHE; BAARDMAN; DE WINTHER, 2015). Esse 

fato não exclui o aumento da glicólise nesses macrófagos, porém o que distingue M(IL-

4) daqueles M(LPS)/ M(LPS+INF-y) é o não direcionamento de substratos para a PPP 

nesse fenótipo (HASCHEMI et al., 2012). 

Já a via de oxidação de ácidos graxos (FAO) originalmente era vista como a 

via de suporte para o estabelecimento de macrófagos anti-inflamatórios 

(NAMGALADZE; BRÜNE, 2016). Entretanto, atualmente sabe-se que a oxidação de 

ácidos graxos de cadeia longa é dispensável para a polarização de M(IL-4) e que a 

glicólise é importante para suprir o TCA e, portanto, dar suporte para o funcionamento 

de OXPHOS em macrófagos alternativamente ativados (DIVAKARUNI et al., 2018). 

Além disso, trabalhos mostraram que a IL-4 pode sinalizar via Akt e mTORC1, 

aumentando o metabolismo de glicose (COVARRUBIAS et al., 2016; HUANG et al., 

2016; VAN DEN BOSSCHE et al., 2016). 

É descrito que o metabolismo glicolítico é a fonte de ATP em macrófagos pró-

inflamatórios, e dessa forma, a cadeia de transporte de elétrons (CTE) dessas células 

teria uma função de produção de EROS para a defesa contra infecções (DISKIN; 

PÅLSSON-MCDERMOTT, 2018). Assim, o estímulo pró-inflamatório induz em 

macrófagos a hiperpolarização mitocondrial e o fluxo reverso de elétrons na CTE 

desestabilizando o supercomplexo mitocondrial e induzindo, portanto, a alta produção 

de espécies reativas (SCIALÒ et al., 2016).  

Por outro lado, o fluxo de elétrons em macrófagos anti-inflamatórios é direto, o 

que diminui a produção de EROS e promove uma produção de ATP mais constante. 

Assim sendo, a IL-4 pode regular positivamente a OXPHOS via ativação de STAT6 e 

do coativador de PPAR-y -1b (PGC-1α), sendo esse último estimulador da biogênese 

mitocondrial e responsável pela diminuição de citocinas pro-inflamatórias quando 

super expresso(VATS et al., 2006). Neste contexto, a IL-10 também pode estimular a 

atividade estável da OXPHOS diminuindo a produção de EROs, além de suprimir a 

captação de glicose(DISKIN; PÅLSSON-MCDERMOTT, 2018; IP et al., 2017). 

A oxidação de ácidos graxos (do inglês fatty acid oxidation, FAO) é uma 

atividade mitocondrial que foi bastante relacionada a macrófagos anti-inflamatórios, 
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embora o real papel dessa via nas funções dessas células ainda não seja claro (VAN 

DEN BOSSCHE; O’NEILL; MENON, 2017). Os macrófagos são capazes de captar 

lipoproteínas de baixa (LDL) e de muito baixa densidade (VLDL) além de lipoproteínas 

oxidadas circulantes através de processos de macropinocitose, fagocitose e por 

diferentes receptores, dentre eles, os do tipo Scavenger, como o CD36 (TABAS; 

BORNFELDT, 2016).  

O metabolismo lipídico em macrófagos tem início nos lisossomos, e quando 

livres, os produtos desse metabolismo são direcionados para a mitocôndria para o 

processo de beta-oxidação (REMMERIE; SCOTT, 2018).Os produtos de lipídios 

metabolizados nos lisossomos podem ser dispensados pelos macrófagos por 

receptores cujos fatores de transcrição têm sido associados à ativação de vias anti-

inflamatórias (THOMAS et al., 2018).  

Além disso, o metabolismo de ácidos graxos na mitocôndria pode produzir 

grande quantidade de EROs (SCHÖNFELD; WOJTCZAK, 2008). Uma forma de 

controle mitocondrial para diminuir a produção de EROs é a ativação de proteínas 

desacopladoras (uncoupling proteins), conhecidas como UCPs que aumentam a 

permeabilidade de prótons para dentro da membrana interna mitocondrial e assim 

estimulando maior consumo de oxigênio, diminuindo o potencial de membrana e 

diminuindo o estresse oxidativo (NICHOLLS, 2006; SCHÖNFELD; WOJTCZAK, 2008; 

SLUSE et al., 2006). 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou que o LTB4 contribuiu para 

o aumento da atividade mitocondrial de macrófagos peritoneais de camundongos 

diabéticos do tipo 1. Nesse trabalho, foi visto no contexto de hiperlipidemia, que os 

macrófagos apresentam alta captação e acúmulo de ácidos graxos, além de 

aumentarem a glicólise e o metabolismo oxidativo de forma dependente de UCP1. 

Todos esses parâmetros foram pelo menos parcialmente revertidos com o inibidor do 

BLT1, receptor de alta afinidade do LTB4 (RAMALHO et al., 2019).  

 

1.6. Metabolismo lipídico sistêmico e as alterações no DT1 
 

No processo de digestão, os lipídios da dieta são emulsificados pelos sais 

biliares formando micelas mistas que sofrerão ação das lipases pancreáticas. As 

lipases hidrolisam os ácidos graxos de maneira que esses podem ser absorvidos pela 

mucosa intestinal, convertidos em triacilgliceróis (TAG) e empacotado em estruturas 
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chamadas quilomícrons (REMMERIE; SCOTT, 2018; VERGÈS, 2009). 

 Os quilomícrons migram para os tecidos por meio do sistema linfático e da 

corrente sanguínea. Quando em capilares próximos ao tecido adiposo ou muscular, a 

lipoproteína lipase é ativada pela apolipoproteina-C II (apoC-II), presente na superfície 

dos quilomícrons, e libera ácidos graxos e glicerol que entrarão nas células e serão 

utilizados como combustível ou serão reesterificados para armazenamento 

(NORDESTGAARD et al., 2010).  

De acordo com a necessidade energética do corpo, os TAG armazenados no 

tecido adiposo podem ser mobilizados e distribuídos para os demais tecidos em um 

processo chamado lipólise. Baixos níveis de glicose no sangue estimulam a secreção 

de hormônios como glucagon e epinefrina, esse processo ativa a lipase hormônio 

sensível (HSL) que libera os ácidos graxos para serem distribuídos pelos tecidos 

através do transporte pela albumina sérica. Essa ácidos graxos entram no fígado e 

podem ser oxidados para geração de energia ou convertidos em corpos cetônicos 

(HARWOOD, 1988).  

O fígado é responsável por receber os quilomícrons remanescentes da dieta 

que nesse órgão são degradados em ácidos graxos e colesterol, associados a 

apolipoproteinas e novamente colocados na circulação sob a forma de lipoproteínas 

de densidade muito leve (VLDL) (WILLNOW et al., 1994). As VLDL são metabolizadas 

pelas lipases lipoproteicas nos tecidos sendo transformadas em lipoproteínas de 

densidade intermediária (IDL) e por fim lipoproteínas de baixa densidade (LDL) que 

retornam para o fígado. Em uma via conhecida como transporte reverso do colesterol, 

lipoproteínas de alta densidade (HDL) são liberadas do fígado com a finalidade de 

captar colesterol remanescente das células, retornando para o fígado para que seja, 

metabolizado (VERGÈS, 2009). 

Embora haja grande perda de tecido adiposo somado a altos níveis de lipídeos 

circulantes na condição de diabetes tipo 1, o fígado de camundongos diabéticos se 

mostrou livre de esteatoses e com baixa expressão proteica de marcadores 

relacionadas a lipogênese como FAS e SREBP de maneira dependente de LTB4 

(RAMALHO et al., 2019). Nesse caso, os lipídeos no fígado podem ser utilizados para 

a produção de corpos cetônicos que auxiliam no controle da demanda energética do 

corpo na condição de diabetes (WILLECKE et al., 2015). 

A insulina tem um papel central na regulação do metabolismo lipídico pois 

promove estímulos a lipogênese reduzindo a concentração de ácidos graxos livres na 
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circulação (SAMUEL; PETERSEN; SHULMAN, 2010). Esse hormônio é um potente 

ativador da enzima lipase lipoproteica, promovendo o catabolismo de lipoproteínas 

ricas em TAG e reduzindo os níveis de VLDL na circulação(LEWIS et al., 1993). Além 

disso, a insulina também aumenta a eliminação de LDL pelo aumento  da atividade de 

receptores B e E de LDL no fígado e ainda estimula a captação de colesterol pelas 

HDL ativando a enzima Lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) e as atividades da 

lipase hepática (CHAIT et al., 1979). 

Pacientes diabéticos tipo 1 com cetoacidose apresentam alterações 

significativas na quantidade de lipídeos circulantes devido a deficiência de insulina. 

Nesse estado, a atividade da enzima lipase lipoproteica é muito reduzida e os níveis 

de catabolismo de VLDL diminuem drasticamente, levando a um quadro sério de 

hipertrigliceridemia (CHAIT et al., 1979; DULLAART, 1995).Embora o tratamento com 

insulina seja o mais preconizado para a regulação da glicemia, diminuição da 

hiperlipidemia e controle da cetoacidose, humanos com DT1 controlada ainda 

apresentam metabolismo lipídico desequilibrado (WILLECKE et al., 2015).  

Diversas doenças metabólicas em que há o aumento de lipídeos circulantes no 

sangue mostram uma relação com o desenvolvimento de inflamação de baixo grau 

(CHHIBBER; SORIANO; TAYEK, 2000; LIU et al., 2014). A mediadores lipídicos 

também contribuem para o estado imune e metabólico do tecido adiposo. A 

prostaglandina E2 (PGE2) é importante para a diferenciação de adipócitos e regulação 

da lipólise de uma maneira autócrina e parácrina enquanto em quadros de obesidade 

(YAN et al., 2003). Em modelos de diabetes tipo 1, houve redução na hiperlipidemia 

diante da inibição do receptor para LTB4, evidenciando uma relação entre a presença 

desse mediador e o metabolismo lipídico sistêmico (RAMALHO et al., 2019).  

 

1.7. Modelo de hiperglicemia induzida por estreptozotocina  
 

A Estreptozotocina (STZ) [N-(methylnitrosocarbamoyl)-α-D-glucosamine] é 

uma droga utilizada como antibiótico de amplo espectro isolada de bactérias 

Streptomyces achromogenes presentes no solo (NAHDI; JOHN; RAZA, 2017). Devido 

as propriedades citotóxicas, essa droga também foi amplamente utilizada na terapia 

antitumoral até que por volta dos anos 60 suas propriedades em promover 

hiperglicemia foram descritas (SRIVASTAVA; BORA; BHATT, 1982).  

A STZ promove a destruição seletiva das células β- pancreáticas produtoras de 
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insulina sendo bastante utilizada em protocolos de indução ao diabetes em animais 

modelo como ratos, camundongos e macacos, que apresentaram grande 

sensibilidade a droga(FURMAN, 2015). O modelo de indução em múltiplas doses 

baixas de STZ leva a hiperglicemia de maneira muito semelhante ao diabetes tipo 1, 

com inflamação das ilhotas pancreáticas e deficiência na produção de insulina, além 

de apresentar baixo custo quando comparado a modelo animal geneticamente 

modificado para DT1 (FURMAN, 2015). 

O transportador de glicose, GLUT2 é a molécula alvo da ação da STZ e está 

amplamente presente nas células β-pancreáticas uma vez que funciona como sensor 

da glicemia sistêmica. Após a interação com o transportador, a STZ induz desbalanço 

no estado redox da célula, levando ao estresse oxidativo e consequentemente ao 

dano de DNA (HOSOKAWA; DOLCI; THORENS, 2001; WANG; GLEICHMANN, 

1998). 

Em baixas doses de STZ, as células β-pancreáticas são parcialmente 

danificadas iniciando um processo inflamatório que posteriormente leva a perda das 

atividades na produção de insulina, resultando em hiperglicemia. Por razões cinéticas, 

a hiperglicemia estabelecida tardiamente nesse protocolo não pode ser devida a ação 

toxica da droga (FURMAN, 2015). Por esse motivo protocolo de indução de múltiplas 

doses baixas é amplamente utilizado por causar menos efeitos colaterais quando 

comparado ao protocolo de uma única alta dose. 

 

Até então, no diabetes tipo 1 , sabe-se que os leucotrienos estão envolvidos 

com o estabelecimento da inflamação sistêmica, com a hiperlipidemia e com o fenótipo 

pró-inflamatório em macrófagos. Sabe-se também, que o metabolismo oxidativo 

dessas células está ligado a esse mediador. Entretanto, qual via metabólica e qual o 

papel desta na função e no fenótipo de macrófagos peritoneais ainda não tinha sido 

estudado 

Neste trabalho especulamos que na condição de diabetes tipo 1, sob o efeito 

de leucotrienos, macrófagos peritoneais sofram reprogramação metabólica 

aumentando a atividade oxidativa mitocondrial de modo que este fenômeno seja 

importante para função dessa célula. Além disso, também sugerimos que as 

alterações metabólicas sistêmicas observadas no diabetes possam ter um papel 

importante no evento de reprogramação metabólica dos macrófagos. 
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2. OBJETIVO 
 

Compreender qual o efeito dos leucotrienos na reprogramação metabólica e no estado 

funcional de macrófagos diante das alterações metabólicas sistêmicas observadas no 

diabetes tipo 1.  

Para isso, buscou-se entender os seguintes pontos: 

• Os efeitos da produção dos leucotrienos na inflamação da cavidade 

peritoneal,  

• Os efeitos da produção dos leucotrienos no metabolismo energético 

de macrófagos 

• A relação entre o metabolismo energético e a produção de citocinas 

por macrófagos 

• A relação entre alterações metabólicas sistêmicas no DT1 e o 

metabolismo celular de macrófagos peritoneais  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Animais 

 

Neste trabalho utilizamos camundongos machos 129 SvE, e 129 ALOX, sendo 

este knock-out completo da enzima 5-lipoxigenase (5LO), responsável pela produção 

de leucotrienos. Também utilizamos camundongos fêmeas BLT1-/-LysMcre, knock-out 

para receptor BLT1 apenas em células mieloides e seu correspondente C56BL/6 

selvagem. Todos os camundongos tinham de 10 a 12 semanas de idade . e foram 

mantidos em condições livres de patógenos, no ciclo de 12 horas de claro e escuro 

com acesso livre à água e ração. O enriquecimento ambiental foi priorizado. Todos os 

procedimentos nos camundongos utilizados seguiram as normas do Comitê de Ética 

em uso animal do ICB/USP,e do Institutional Animal Care and Use Committee 

(IACUC) da Vanderbilt University Medical Center.  

 

3.2. Protocolo de Indução a hiperglicemia do Diabetes tipo 1 

 

Os camundongos 129 SvE, e 129 ALOX foram mantidos em privação alimentar 

por um período de 4 a 5 horas seguido de injeção intraperitoneal (i.p.) de 

estreptozotocina (STZ) (Cayman)(60 mg/Kg em tampão citrato 0,1M pH 4,5). Após 

uma hora da injeção, a ração era recolocada. Este protocolo seguiu um período de 5 

dias consecutivos. Foram considerados diabéticos os animais que apresentaram 

glicemia maior que 250 mg/dL(13,9 mM/L) no décimo dia após a última dose de STZ, 

totalizando 15 dias de protocolo no total.  

 

3.3.  Coleta de macrófagos peritoneais  

 

A cavidade peritoneal dos animais 129 SvE e 129 ALOX foi lavada com 8 mL 

de PBS estéril gelado. A suspensão de células foi centrifugada a 1500rpm, 10min, 

4°C, e posteriormente colocadas em placas de cultura de 6 ou 12 poços em 

densidades pré-estabelecidas pelos ensaios utilizados. As células foram cultivadas 



35  

em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium -Gibco®) low glucose (5mM) com 

estreptomicina (10mg/mL) incompleto (sem SFB). Em seguida, as placas foram 

incubadas em estufa úmida (5% CO2 a 37°C) por 1 hora para adesão dos macrófagos 

no fundo do poço. Após incubação as células foram lavadas com PBS a 37°C para 

remoção de células não aderidas.  

 

3.4. Citometria para caracterização do fenótipo das células 
peritoneais 

 
As células obtidas do lavado peritoneal foram centrifugadas e o pellet foi 

ressuspendido em FACS buffer (PBS contendo 1% de FBS). As células foram 

incubadas com anticorpos monoclonais conjugados com fluoróforo CD45-APC-Cy7 

(BD), CD11b-Pacific Blue (BD), Ly6C-PE (eBioscience), F4/80-FITC (Serotec) por 30 

minutos. A análise  foi realizada no citômetro de fluxo BD FACS Canto II. Os resultados 

coletados foram referentes a 10.000 eventos por amostra e a análise foi realizada com 

o software FlowJo (TreeStar).  

A estratégia de gate partiu do grupo de células excluindo os debris (A). Nos 

parâmetros de área das células(FSC-A) e altura (FSH-H) foram excluídas células 

detectadas em duplas e demais artefatos (Single Cells) (B). Em seguida, sob as 

marcações de CD45 e CD11b foram selecionadas as populações CD45+CD11b+ e 

CD45+CD11b- (C). Dentro de CD45+CD11b+, foram selecionados os marcadores 

granulosidade (SSC-A) e F4/80 e marcada a polução F4/80+ (D). Ainda dentro de 

CD45+CD11b+ , nos parâmetros SSC-A e Ly6C foi marcada a população Ly6C+ (E)( 

Ilustrado na figura 3 abaixo). 
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Figura 3. Estratégia de gate para fenótipo de células peritoneais. Lavado peritoneal de animais 

WT e 5LO-/-, saudáveis e diabéticos foi coletado e avaliado via citometria de fluxo. A estratégia de 

Gates excluiu debris (A) e artefatos (B), marcou população CD45+CD11b+ e CD45+CD11b-(C), 

F4/80+ (D) e Ly6C+(E). Gate ilustrativo de amostra de animais WT saudáveis. 
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3.5. Análise da expressão gênica  

 
Os macrófagos de camundongos 129 SvE e 129 ALOX foram lisados utilizando 

TRIzol e extraídos com Direct-Zol (Zymo Research), seguindo as recomendações do 

fabricante. O cDNA foi confeccionado utilizando RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) e a concentração de RNA utilizada foi 

padronizada para todas as amostras e testes. A qPCR foi realizada no instrumento 

StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific) usando SYBR Green Fast (Applied 

Biosystem) e os primers Ucp1, Stat1, Nos2, Arg1, Chil3l, e Hprt (gene de referência). 

A sequência dos primers está apresentada na tabela 1 abaixo. A expressão relativa 

foi calculada utilizando-se o limiar (Ct) comparativo e a expressão relativa de acordo 

com o grupo controle (ΔΔCt method). 

 

Tabela 1 Sequência dos primers mouse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6. Análise dos dados do RNAseq de macrófagos  

 
Macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) de animais C57BL/6 

selvagens saudáveis e diabéticos foram processados para análise do transcriptoma 

total. O processamento das amostras e execução do experimento foi realizado por 

alunos do Professor Henrique Serezani – Vanderbilt University Medical Center 

PRIMERS FABRICANTE SEQUÊNCIA 

Hprt Exxtend 
F: 5’-AACAAACTCTGGCCTGTATCC-3’ 

R: 5’-CCCCAAAATGGTTAAGGTTGC-3’ 

Ucp1 Exxtend 
F: 5’-CACACCTCCAGTCATTAAGCC-3’ 

R: 5’-CAAATCAGCTTTGCCTCACTC-3’ 

Stat1 Exxtend 
F: 5’-GACTTCAGACACAGAAATCAACTC-3’ 

R:5’-TTGACAAAGACCACGCCTT-3’ 

Arg1 Exxtend 
F:5’- AGTGTTGATGTCAGTGTGAGC-3’ 

R:5’- GAATGGAAGAGTCAGTGTGGT-3’ 

Chil3l3 Exxtend 
F: 5’- ACTGGTATAGTAGCACATCAGC-3’ 

R: 5’- AGAAGCAATCCTGAAGACACC-3’ 

Nos2 Exxtend 
F: 5’- CACTTCTGCTCCAAATCCAAC-3’ 

R: 5’- GACTGAGCTGTTAAGAGACACTT-3’ 
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(VUMC). A metodologia usada foi a Multiplex Paired-End 150 bp no equipamento 

Illumina NovaSeq 6000. A limpeza dos dados, normalização da expressão gênica e 

produção dos HeatMaps foram executadas neste estudo via script da linguagem de 

programação Python.  

Dentro do dataset original foram separados majoritariamente aqueles genes 

que apresentavam diferenças significativas (p<0.05) no fold change de diabéticos x 

saudáveis. Esse dataset foi explorado em Python com funções das bibliotecas Pandas 

e scikit-learn. A normalização dos dados foi feita pela biblioteca scikit-learn, utilizando 

a função df.sklearn.preprocessing.normalize, na qual cada expressão gênica 

individual foi dimensionada para uma norma unitária, de modo que os valores de 

normalização estivessem de acordo com o fold change de cada gene diabético x 

saudável. Os dados normalizados foram utilizados para a produção dos HeatMaps no 

programa estatístico Graphpad Prism 9. 

 

3.7. Análise de Enriquecimento dos genes do RNAseq 

 
O código de identificação de cada gene de interesse foi adicionado na base da 

dados online: Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

(DAVID) v6.8. A classificação dos genes se deu pela categoria Biological Process 

(BP): Gene Ontology (GO), termo metabolic process ( 59,9 % dos genes testados 

estavam nesse termo, fold enrichement 1,1). A lista de genes presente em metabolic 

process passou novamente pela análise de enriquecimento, desta vez mais detalhada 

(GOTERM_BP_4), gerando as sub-categorias metabólicas descritas nesse trabalho. 

 

3.8. Ensaio de Taxa de consumo de Oxigênio (MitoStress - 
Seahorse)  

 

Células peritoneais foram plaqueados na densidade de 8x104 células/ poço em 

placas xFe96 (Agilent) de 96 poços. Cinco replicatas foram usadas para cada animal 

de cada grupo experimental. Após incubação de 1 hora em meio DMEM low glucose 

(5mM), trocou-se o meio para DMEM medium glucose (10 mM) sem bicarbonato de 

sódio e pH 7.4, adequado para a realização do experimento. Depois as células 

contendo o meio do ensaio foram incubadas a 37°C por 1 hora em uma incubadora 

sem dióxido de carbono. O ensaio utilizado para quantificar a taxa de consumo de 
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oxigênio (OCR) nos diferentes grupos experimentais foi o MitoStress. As 

concentrações das drogas utilizadas, assim como a densidade celular foram 

determinadas previamente em ensaios de padronização. Utilizamos Oligomicina, 

CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone) e Rotenona a 1μM cada, e 

Antimicina a 1.8 μM . Três quantificações foram realizadas no início do ensaio para 

determinar o OCR basal e após a injeção de cada droga. Cada parâmetro obtido desse 

ensaio foi calculado segundo as recomendações técnicas do fabricante, como 

ilustrado na figura 4 e descrito a seguir :  

A - Respiração Basal foi calculado a partir da média dos três primeiros pontos de 

leitura (anteriores a Oligomicina) subtraída dos três últimos pontos de leitura( 

posteriores a Rotenona e Antimicina). 

B - Produção de ATP é obtida a partir da média dos três primeiros pontos (anteriores 

a Oligomicina) subtraída da média dos três pontos posteriores ao uso de Oligomicina.  

C - Vazamento de Prótons é a subtração da média dos pontos obtidos após o uso 

de oligomicina menos a média dos últimos pontos de leitura ( posteriores a Rotenona 

e Antimicina). 

D - Respiração Máxima foi obtida pela média dos pontos obtidos após o tratamento 

com CCCP subtraída da média dos últimos pontos de leitura ( posteriores a Rotenona 

e Antimicina).  

E - Capacidade de reserva é subtração da média dos pontos obtidos após o 

tratamento com CCCP subtraída da média dos três primeiros pontos. 
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Figura 4. Figura esquemática do cálculo de parâmetros no ensaio Mito stress ( Seahorse – 

Agilent). No eixo Y: Taxa de consumo de Oxigênio(OCR), A. Respiração Basal, B. Produção de ATP, 

C. Vazamento de Prótons, D. Respiração Máxima, E. Capacidade de Reserva. Imagem adaptada do 

Guia do usuário : Agilent Seahorse XF Cell. Mito Stress Test Kit.  
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3.9. Inibição da via de oxidação de ácidos graxos  

 

Após uma hora de adesão dos macrófagos peritoneais à placa, adicionou-se 

meio de cultura DMEM low glucose incompleto (5mM) contendo etomoxir (4μM), para 

o ensaio de inibição da oxidação de ácidos graxos. As células ficaram sob incubação 

em estufa úmida (5% CO2 a 37°C) por 4 horas. Em seguida, o sobrenadante foi 

coletado e as células colocadas em TRIzol para extração de RNA. A droga foi testada 

previamente em ensaio de MTT para avaliação de citotoxicidade. 

 

3.10. Dosagem de citocinas  

 
A citocina Il-12 foi dosada no lavado peritoneal. As citocinas IL-12, IL-10 e Il-

1β foram dosadas no sobrenadante das culturas de macrófagos. Já as citocinas IL-

12, TNF-α, IL-6 e MCP-1 foram dosadas no tecido adiposo processado em RIPA. 

Kits de ELISA (BD) foram utilizados para mensuração das citocinas de acordo com 

as recomendações do fabricante. Os valores mínimos de detecção foram calculados 

de acordo com o último ponto da curva-padrão designada para cada teste( IL-10 : 33 

pg/ml; IL-1β : 50 pg/ml; IL-12, IL-6, MCP-1 e TNFα : 15 pg/ml). 

 

3.11. Ensaio de viabilidade celular – MTT 

 

Células retiradas do peritônio de animais saudáveis foram pleaqueados na 

densidade de 4x105 células/poço em uma placa de 96 poços. As células foram 

mantidas por trinta minutos em estufa úmida (5% CO2 a 37°C) para adesão e então 

foram tratadas com Etomoxir a 4μM ou apenas meio de cultura para o controle. Após 

quatro horas sob tratamento, foi adicionado 20ul de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5mg/ml) (M5655- Sigma Aldrich) em cada poço e 

as células foram submetidas a mais quatro horas de incubação, protegidas da luz, em 

estufa úmida para a formação dos cristais. Ao final, o sobrenadante foi retirado e 

100uL de DMSO foram adicionados para a dissolução dos cristais formados. A placa 

foi lida em espectrofotômetro de placa SpectraMax190 em 570nm, e a análise foi 

realizada pelo software SoftMax Pro 4.0 (ambos Molecular Devices).  
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3.12. Quantificação de Espécies Reativas de Oxigênio 
mitocondriais (MitoSOX) 

 
 Células peritoneais de animais diabéticos e saudáveis foram coletadas e 

processadas para citometria de fluxo ( assim como descrito anteriormente). As células 

foram incubadas com anticorpos monoclonais conjugados com fluoróforo CD45-

PECy7 (Biolegend), CD11b-FITIC(BD), F4/80-APC (BD) e Viabilidade (LIVE/DEAD) -

Pacific Blue (Invitrogem) por 30 minutos, então lavadas e marcados com MitoSOX 

(Thermogen) por 10 min como orientado pelo fabricante. A análise foi realizada no 

citômetro de fluxo BD FACS Canto II. Os resultados coletados foram referentes a 

10.000 eventos por amostra e a análise foi realizada com o software FlowJo (TreeStar) 

a partir da média de intensidade de fluorescência (MFI)de MitoSOX.  

A estratégia de gate partiu do grupo de células excluindo os debris (A). Nos 

parâmetros de área das células(FSC-A) e altura (FSH-H) foram excluídas células 

detectadas em duplas e demais artefatos (Single Cells) (B). Em seguida, foi 

selecionada a população negativa para o marcador LIVE/DEAD que marca as células 

mortas(C). Nas marcações de CD45 e CD11b foi selecionada a população 

CD45+CD11b+ (D). Dentro de CD45+CD11b+, foram selecionados os marcadores 

granulosidade (SSC-A) e F4/80 e marcada a polução F4/80+ (E).Dentro da população 

F4/80+ buscamos pelas células positivas para MitoSOX (Ilustrado na figura 5 abaixo). 
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Figura 5. Estratégia de gate para MitoSOX. Lavado peritoneal de animais WT e 5LO-/-, saudáveis 

e diabéticos foi coletado e avaliado via citometria de fluxo. A estratégia de Gates excluiu debris (A) e 

artefatos (B), marcou Células vivas (negativas) (C), população CD45+CD11b+(D), células F4/80+(E) 

e Espécies Reativas de Oxigênio mitocondriais (F). Gate ilustrativo de amostra de animais WT 

saudáveis. 
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3.13. Cultura de diferenciação de pré-adipocitos 3T3-L1 

 

Células 3T3-L1 (Zenbio®) foram mantidas crescendo em DMEM High Glucose 

(25mM), 10% FBS, até atingir aproximadamente 70% de confluência. Para a 

diferenciação em adipócitos, as células foram semeadas em placas de cultura de 12 

poços na densidade de 5x104 células/poço, em seguida as células foram estimuladas 

com um coquetel de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 0,5 mM (Sigma-Aldrich®), 

Dexametasona 1uM (Sigma-Aldrich®), Insulina 3ul/ml (Novolin® N) e Rosiglitazona 

1uM (Sigma-Aldrich®). A cada três dias, meio contendo insulina foi adicionado às 

células como meio de manutenção. Ao final de uma semana, as células estavam 

completamente diferenciadas em adipócitos 

 

3.14. Ensaio de padronização de lipólise em 3T3-L1 

 
Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM) High Glucose (25mM), sem fenol, 

incompleto foi suplementado com 2% de albumina de soro bovino (BSA) visando um 

meio de cultura livre de lipídeos derivados de outras fontes e adequado para um 

ensaio de lipólise. O estímulo a lipólise foi dado por CL-316243(10µm) (Sigma-

Aldrich®), um fármaco agonista do receptor β3-adrenérgico. A dosagem do Glicerol 

Livre foi realizada por ensaio enzimático colorimétrico (Glycerol Assay Kit - Sigma-

Aldrich®) 1, 2, 4, 6 e 8 horas após o estímulo nos grupos tratado e controle. 

 

3.15. Coleta e diferenciação de macrófagos derivados da medula 
óssea  (BMDM) 
 

Células de medula óssea do fêmur e tíbia de C57BL/6 selvagens saudáveis e 

diabéticos e de animais saudáveis BLT1-/-LysMcre foram coletadas, centrifugadas e 

incubadas com tampão ACK (Gibco) para lise de eritrócitos. As células restantes foram 

semeadas para diferenciação em meio de incubação suplementado com o fator de 

diferenciação para macrófagos M-CSF (20 ng/ml). A cada três dias o meio de 

diferenciação era renovado e ao final de sete dias os macrófagos estavam 

diferenciados e prontos para a experimentação. 

 



45  

3.16. Estimulo de macrófagos com meio condicionado derivado de 
lipólise 

 
BMDM foram descolados da placa de diferenciação com ajuda de Tripsina e 

raspador, contados e plaqueados novamente com a densidade de 5x105 em placas 

de 6 poços. O sobrenadante obtido no ensaio de lipólise foi adicionado a essas células 

e incubado por  horas. Então, as células foram lisadas em tampão RIPA para posterior 

extração de proteína. As amostras tiveram os níveis de proteína medidos por ensaio 

de proteína BCA (Pierce ™ BCA Protein Assay Kit), padronizadas em 20 ug /ul e 

preparadas para análise de western blot de UCP1(Cell signaling). 

 

3.17. Western Blot  

 

As amostras foram submetidas à eletroforese em gel SDS-PAGE e 

posteriormente transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram 

incubadas em solução de bloqueio para evitar ligação inespecífica e incubadas 

overnight em anticorpo anti-UCP1 (Cell Signaling, IgG- coelho). O  anticorpo 

conjugado IR Dye- Dunkey 680 LT  (Li-COR, anti-coelho) foi usado como anticorpo 

secundário e β-actina (BA3R, Invitrogen) como controle endógeno. As membranas 

foram analisadas por fluorescência de imagem. A quantificação foi realizada por 

densimetria em que a expressão proteica de UCP1 foi compensada pela expressão 

proteica de β-Actina. 

 

3.18. Histologia do tecido adiposo  

 

O tecido adiposo de animais saudáveis e diabéticos foi coletado, separado e 

armazenado em tubos eppendorfs contendo paraformaldeido para fixação. O tecido 

foi então desidratado em série de álcoois 70%,80%,96% e 100%, clarificado em xilol 

e incluído em parafina. As lâminas foram hidratadas para a coloração com 

Hematoxilina e Eosina e posteriormente desidratadas novamente para a montagem 

em lamínula com resina. Todo o processamento do material foi feito pelo Laboratório 

de Histotecnologia do Instituto de Ciências Biomédicas IV/USP. 
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3.19. Quantificação do tamanho dos adipócitos 

 

Esse parâmetro foi calculado a partir da ferramenta Adiposoft do software de 

análise de imagem ImageJ.  Adioposoft é especializado para quantificação de 

adipócitos em extensões histológicas. A calibração de pixel em micrometro (µM) foi 

realizada a partir de câmara de Neubauer fotografada no aumento de 40x. As imagens 

de cada amostra foram analisadas em aumento de 40x, nelas foram contadas o 

número de adipócitos e o tamanho de cada um deles, ignorando aqueles nas regiões 

de borda da imagem.  

 

3.20. Avaliação do ganho de massa corporal e consumo de ração  

 

A condição corpórea dos animais foi analisada a partir da pesagem dos animais 

desde o primeiro dia da indução do diabetes até o 11º dia de protocolo. O ganho de 

peso foi calculado com relação ao peso inicial (dia 1). O consumo de ração foi 

mensurado de maneira individual. Cada animal era isolado dos demais e a quantidade 

de ração oferecida era anotada diariamente. Após 24h, a ração restante era pesada e 

o peso foi subtraído do valor de ração oferecida. O consumo diário dos animais foi 

compensado com o peso do animal naquele mesmo dia. 

 

3.21. Análise estatística  

 
Os resultados obtidos neste trabalho foram expressos como média ± erro 

padrão da média(SEM). As análises foram feitas a partir de ANOVA de dois 

parâmetros para os testes com amostras independentes e paramétricas ( Teste de 

normalidade Shapiro-Wilk) com mais de dois grupos e dois fatores a serem 

analisados. A comparação das médias foi feita por teste de Tukey. Foram 

considerados significativos os valores de p<0,05. Todos os dados foram analisados 

pelo programa GraphPad Prism , versão 9.0 (Graph Pad Software). 
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4. DISCUSSÃO 
 

A contribuição dos leucotrienos no estabelecimento da inflamação crônica de 

baixo grau do modelo de hiperglicemia DT1 já foi bastante discutido em trabalhos 

anteriores de nosso grupo de pesquisa (FILGUEIRAS et al., 2015a; RAMALHO et al., 

2018; SEREZANI et al., 2011; WANG et al., 2014). Entretanto, as vias metabólicas 

celulares que suportam o estabelecimento dessa inflamação crônica ainda não tinham 

sido abordadas. Neste estudo, caracterizamos o estado metabólico do macrófago de 

camundongos diabéticos e avaliamos como isto interage com a função dessa célula e 

com as alterações sistêmicas do DT1. 

Na caracterização das células presentes no peritônio, observamos uma 

frequência reduzida de células mieloides (CD45+CD11b+) em animais WT diabéticos 

que produzem leucotrienos. Podemos especular que células não mieloides possam 

migrar para a cavidade peritoneal em resposta a quimiotaxia promovida por LTB4, 

detectado em altos níveis sistemicamente em camundongos diabéticos, conforme 

descrito anteriormente por nosso grupo (FILGUEIRAS et al., 2015a; TAGER et al., 

2003) 

Ao dosarmos citocinas no lavado peritoneal, detectamos apenas IL-12. Como 

IL-12 é uma citocina produzida principalmente por macrófagos inflamatórios (ATHIE-

MORALES et al., 2004; POWELL et al., 2019), sugerimos que dentre as populações 

do peritônio de camundongos diabéticos, os macrófagos possam ser relevantes para 

o estabelecimento da inflamação sistêmica LTB4-dependente no diabetes.  

Além de células não mieloides, observamos que monócitos também migraram 

para a cavidade peritoneal de forma dependente da produção de leucotrienos. Como 

monócitos podem se diferenciar em macrófagos em processos 

inflamatórios(GINHOUX; JUNG, 2014; KIMBALL et al., 2018), também sugerimos que 

macrófagos peritoneais derivados de monócitos também possam contribuir para a 

produção de IL-12 na cavidade peritoneal. 

Ao incubarmos os macrófagos de diabéticos in vitro, observamos que, além de 

IL-12, estas células também produzem IL-1 de forma dependente de leucotrienos. 

Este achado corrobora os dados recentes que demonstraram ativação do 

inflamassoma NLRP3 e consequente produção de IL-1 em macrófagos de 
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camundongos e humanos com diabetes(DAVANSO et al., 2021). Em outro estudo 

recente, foi observado que o inflamassoma AIM2 exerce uma função protetora na 

condição de diabetes via produção de IL-18(LEITE et al., 2020). Ainda não sabemos 

se os leucotrienos estão envolvidos com a ativação de inflamassomas em macrófagos 

de camundongos de diabéticos, mas a produção de IL-1β leucotrieno-dependente 

sugere um forte indício da ativação de Caspase-1 nos macrófagos dos diabéticos.  

Sabe-se que UCPs podem ter sua atividade aumentada em resposta a ativação 

de NLRP3 para balancear o gradiente de prótons na membrana mitocondrial interna 

e reduzir os níveis de ROS mitocondriais (PRÓCHNICKI; LATZ, 2017). Assim sendo, 

nossos dados indicam que o aumento da atividade de UCP1 leucotrieno-dependente 

nos macrófagos de diabéticos possa acontecer em resposta a vias de ativação de 

Caspase-1, que culminam na secreção de IL-1β. Dano mitocondrial e clivagem 

proteolítica de enzimas glicolíticas são eventos que podem desencadear ativação de 

caspase-1(PRÓCHNICKI; LATZ, 2017). De fato, o parâmetro de capacidade de 

reserva e os altos níveis de EROs mitocondrial sugerem uma atividade mitocondrial 

pouco eficiente a adaptação energética em condições de estresse nos macrófagos de 

camundongos diabéticos.  

Estudos in vitro caracterizam macrófagos inflamatórios (M(LPS) ou também 

chamados M1) como majoritariamente glicolíticos com diminuída atividade 

mitocondrial(BAARDMAN et al., 2018; O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). 

Porém, não se pode ignorar que os efeitos sistêmicos e do microambiente que 

ocorrem in vivo, principalmente em doenças metabólicas, podem afetar a 

programação metabólica de macrófagos e influenciar na função dessas células(VAN 

DEN BOSSCHE et al., 2016). 

Os macrófagos de animais diabéticos estão constantemente cercados pelo 

desbalanço glicêmico, insulínico e lipídico (CLELAND et al., 2013; PIERO, 2015; 

ROSENFALCK et al., 2002; WILLECKE et al., 2015). Heatmap para sensibilidade aos 

níveis de nutrientes mostrou que os macrófagos de animais diabéticos sentem essas 

alterações metabólicas sistêmicas e respondem aumentando a expressão gênica nas 

mais diversas vias fisiológicas e metabólicas.  

Analisando em detalhes o metabolismo dos macrófagos de animais diabéticos, 

observamos que essas células não apresentam indícios fortes de atividade da via 
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glicolítica. O transportador de Glicose-6-fosfato(Scl37a4), Hexokinase-2 (Hk2) e 

Ketohexokinase (Khk)(CHOU; SIK JUN; MANSFIELD, 2013; DIGGLE et al., 2009; 

TAN; MIYAMOTO, 2015), por exemplo, tiveram expressão gênica reduzida em 

macrófagos de animais diabéticos. O mesmo foi observado para via de biossíntese de 

ácidos graxos, já que Acetyl-CoA carboxilase 1(Acaca), ácido graxo sintase (Fasn) e 

Estearoil-CoA dessaturase1(Scd1)(MASHIMA; SEIMIYA; TSURUO, 2009; PATON; 

NTAMBI, 2009; SVENSSON et al., 2016) foram reguladas negativamente em macrófagos 

de animais diabéticos.  

As vias metabólicas mais expressas no RNAseq em macrófagos de animais 

diabéticos foram aquelas ligadas ao metabolismo oxidativo, evidenciado pela elevada 

respiração basal nessas células. Observamos que grande parte da demanda 

energética dessa célula, na condição de diabetes e sob efeito de leucotrienos, se dá 

principalmente pelo vazamento de prótons na CTE e menos pela produção de ATP. 

Devido a isto, macrófagos de animais diabéticos respondem melhor a uma demanda 

energética que exija trabalho máximo da CTE, mas não são capazes de produzir ATP 

extra em caso de demanda repentina, como observado nos parâmetros de respiração 

máxima e capacidade de reserva, respectivamente.  

O vazamento de prótons acontece em consequência do desacoplamento 

mitocondrial promovido por UCPs. Embora a UCP1 seja comumente associada a 

termogênese no tecido adiposo marrom e bege, ela tem um papel primordial na 

proteção contra o estresse oxidativo (STIER et al., 2014; ZHAO et al., 2019). 

Especula-se que o papel antioxidante da UCP1 é uma característica ancestral dos 

mamíferos e, presumivelmente, a produção de calor veio depois como uma 

característica adaptativa (OELKRUG et al., 2014). 

O desacoplamento promovido por UCP1 pode ser desencadeado pelo 

metabolismo de ácidos graxos na mitocôndria(NICHOLLS, 2006). A inserção elevada 

de elétrons da CTE devido a oxidação de ácidos graxos aumenta o potencial de 

membrana e induz a  produção de EROs(SCIALÒ et al., 2016), corroborando nossos 

dados, já que macrófagos de animais diabéticos têm elevada produção de EROs 

mitocondriais. Além disso, o aumento da expressão proteica de UCP1 na presença do 

sobrenadante da lipólise, de maneira dependente de LTB4, também corrobora essa 

afirmação. Portanto, nossos dados indicam fortemente que o desacoplamento na CTE 

dos macrófagos está acontecendo em resposta a um excesso da atividade 
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mitocondrial oriunda da FAO.  

Outra evidência do eixo FAO/EROs/UCP1 LTB4-dependente é a acentuada 

queda na expressão gênica de Ucp1  em macrófagos de animais diabéticos frente ao 

tratamento com Etomoxir. Além disso, o bloqueio do metabolismo de ácidos graxos, 

assim como a diminuição do desacoplamento, causou efeitos na função dos 

macrófagos, reduzindo drasticamente a produção de citocinas por essas células 

principalmente em animais selvagens diabéticos.  

Diante deste resultado, sugerimos que, em macrófagos de animais diabéticos, 

a produção de EROs oriunda da FAO causa danos a mitocôndria e por isso induz a 

ativação de vias responsáveis pela produção de citocinas. A síntese de EROs  assim 

como a disfunção mitocondrial  promovem a ativação do inflamassoma NLRP3 em 

macrófagos, que resulta em produção de citocinas pró-inflamatórias  (BULUA et al., 

2011; RENDRA et al., 2019; ZHOU et al., 2011) sendo que o bloqueio de FAO por 

Etomoxir é capaz de suprimir essa ativação (MOON et al., 2016). 

A relação entre EROs e a produção de citocinas inflamatórias explica 

indiretamente a produção de IL-10 em macrófagos de animais diabéticos. Sob o ponto 

de vista do estresse oxidativo é possível especular que IL-10 estimule a homeostase 

e a mitofagia de mitocôndrias danificadas, como já descrito por IP e colaboradores, 

2017. A queda na produção de IL-10 diante do tratamento com Etomoxir condiz, 

portanto, com a diminuição do estresse oxidativo em macrófagos.  

É importante ressaltar que, sobretudo,  IL-10 é uma citocina regulatória e por 

isso é necessária para compensar efeitos adversos do perfil inflamatório em 

macrófagos. IL-10 inibi a transcrição de Nos2 e estimula a degradação de 

INOS(CUNHA; MONCADA; LIEW, 1992; HUANG et al., 2002, 2009), também estimula 

a produção de Arginase, que limita a arginina disponível e reduz a produção de 

NO(CORRALIZA et al., 1994; SCHREIBER et al., 2009). O tratamento com Etomoxir 

reduziu a produção IL-10 e ao mesmo tempo induziu um aumento exagerado na 

transcrição de Nos2 e diminuição da expressão de Arg1, indicando a importância 

dessa citocina na regulação do perfil pró-inflamatório. 

Ainda é possível especular que mesmo em perfil pró-inflamatório, os 

macrófagos de animais diabéticos encontram-se metabolicamente exaustos e 

incapazes de responder a infecções, em parte devido à alta atividade oxidativa e ao 
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dano mitocondrial. MICHELET e colaboradores, 2018 demonstraram que o ambiente 

lipotóxico da obesidade torna células NK  funcionalmente deficientes devido ao FAO, 

isso explicaria a susceptibilidade de diabéticos a infecções e sobretudo a sepse 

(FILGUEIRAS et al., 2015). Outros trabalhos também já demonstraram que 

macrófagos residentes de um microambiente hiper lipídico apresentam um fenótipo 

distinto em que marcadores pro- e anti-inflamatórios são expressos em elevados 

níveis simultaneamente(YANG; BOSSCHE; RAMALHO, 2020). 

Macrófagos também estão sujeitos a um ambiente lipotóxico no diabetes. 

Nosso grupo demonstrou que o LTB4 está associado a hiperlipidemia em 

camundongos diabéticos e sugeriu que essa condição aconteça devido à perda de 

adiposidade nestes animais (RAMALHO et al., 2019). Diante disso, nos ocorreu que 

perda de adiposidade presente no diabetes poderia estar associada a inflamação 

sistêmica induzida pelos leucotrienos.  

Nossos dados mostram que leucotrienos induziram a alta produção de citocinas 

inflamatórias no tecido adiposo epididimal de animais diabéticos, além de contribuírem 

para a perda pronunciada desse tecido. A inflamação no tecido adiposo pode 

contribuir para o quadro catabólico pois já foi demonstrado em doenças como 

caquexia, que TNF-α exercem uma importante função na perda de adiposidade (HAN 

et al., 2018). Como observamos menos perda de adiposidade e menos citocinas no 

tecido adiposo de camundongos diabéticos 5LO-/-, sugerimos que a inflamação local 

leucotrieno-dependente contribua para o quadro catabólico do tecido adiposo nos 

animais diabéticos. 

Diversos grupos demonstraram que a inibição genética ou farmacológica da 

5LO ou BLT1 promovem uma melhora no quadro de resistência à insulina em função 

da melhora no quadro inflamatório no tecido adiposo de camundongos obesos (LI et 

al., 2015; MOTHE-SATNEY et al., 2012; SPITE et al., 2011).Nosso grupo demonstrou 

que o tratamento de camundongos DT1 com um inibidor farmacológico do BLT1 

também promove uma certa proteção da perda de adiposidade (RAMALHO et al., 

2019). 

A hiperlipidemia é uma característica comum no diabetes tipo 1 e é descrito que 

os lipídeos circulantes são oriundos principalmente da lipólise no tecido 

adiposo(WILLECKE et al., 2015). Altos níveis de hiperlipidemia em animais diabéticos 
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também estão relacionados com a presença de leucotrienos(RAMALHO et al., 

2019).Nossos resultados in vitro corroboram essas afirmações já que o aumento de 

UCP1 em macrófagos tratados com sobrenadante de lipólise se deu de maneira 

dependente de LTB4. Diante disso, podemos sugerir que o processo de lipólise 

associado a inflamação (também chamado de meta-inflammation) possa liberar LTB4. 

Esse mediador estimula a atividade oxidativa em macrófagos que mitiga os danos 

oriundos a FAO através da ativação de UCP1. 
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5. CONCLUSÃO 
 

No diabetes tipo 1, macrófagos peritoneais aumentam a produção de citocinas 

como IL-12, IL-10 e IL1β devido ao metabolismo oxidativo mitocondrial. Essa 

reprogramação metabólica se dá em direção a oxidação de ácidos graxos, com a 

ativação da proteína desacopladora UCP1, sendo esse processo influenciado por 

leucotrienos. O substrato para o metabolismo de ácidos graxos em macrófagos 

provavelmente são lipídeos derivados da perda do tecido adiposo epididimal, tecido 

que também produz grande quantidade de citocinas pro-inflamatórias de maneira 

dependente de leucotrienos na condição de diabetes. Juntos, esses resultados 

mostram que leucotrienos são importantes mediadores do estabelecimento de meta-

inflammation no contexto de diabetes. 

  

Figura 6. Esquematização dos principais achados descritos nesse trabalho. Leucotrienos 

contribuem para metabolismo oxidativo de ácidos graxos de maneira dependente da proteína 

desacopladora Ucp1  em macrófagos peritoneais. A atividade mitocondrial elevada influencia 

diretamente na produção de citocinas como IL-1β, IL-10, IL-12. Leucotrienos também induzem 

inflamação no tecido adiposo epididimal de animais diabéticos e perda de adiposidade. Esses resultados 

mostram que leucotrienos são importantes mediadores do estabelecimento de meta-inflammation  no  

contexto de diabetes. Criado em BioRender.com. 
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