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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) aumenta o risco de tuberculose pulmonar (TB) e desfechos adversos ao
tratamento. Sabendo que a metformina é a droga mais utilizada no controle da DM, diversos estudos
sugerem um efeito pleiotrépico que aumenta a resposta imunolégica contra o Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) através da modulacdo da resposta inflamatéria em pacientes com TB. Assim, 0
objetivo geral do presente estudo foi investigar os efeitos da metformina na resposta imunolégica e
inflamatéria contra 0 Mycobacterium tuberculosis durante o tratamento para TB em pacientes
diabéticos. Trata-se de um estudo de coorte prospectivo com pacientes atendidos em centros
conveniados de referéncia em Chennai, no Sul da india, no periodo entre 2016 a 2017. Os dados
clinicos e imunolégicos foram coletados em 4 diferentes periodos (avaliacdo inicial, segundo més,
sexto més e decimo oitavo més). Os pacientes com tuberculose e diabetes (TBDM) foram divididos de
acordo com o uso de metformina, TBDM metformina (Met) 29 pacientes e 0 TBDM sem uso de
metformina (NMet) 14 pacientes. Foram analisadas varidveis sociodemograficas, antropometricas e os
habitos de vida. Os pacientes TBDM Met eram mais velhos, com predominancia do sexo masculino
em ambos os grupos. Nao houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao IMC, tabagismo
e etilismo. Foram mensuradas 17 citocinas plasmaticas e fatores de crescimento. Houve uma diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de 2 citocinas, a IL-17F no més 2 e IL-5 no més 6. A associa¢ao
da HbAlc com os biomarcadores em cada tempo também foi examinada.As andlises indicaram que 0s
individuos com TBDM Met apresentaram uma melhor resposta a infeccdo pelo Mtb, produzindo
citocinas pro-inflamatdrias ou anti-inflamatéria a depender do momento especifico no tratamento,
indicando assim que o uso da metformina pode ter gerado um menor estado inflamatorio apds o
tratamento para tuberculose.

Palavras chaves: Tuberculose, Metformina, Diabetes mellitus, Inflamac&o.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) increases the risk of pulmonary tuberculosis (TB) and adverse treatment
outcomes. Knowing that metformin is the most used drug to control DM, several studies suggest a
pleiotropic effect that enhances the immune response against Mycobacterium tuberculosis (Mtb) by
modulating the inflammatory response in TB patients. Thus, the general objective of the present study
was to investigate the effects of metformin on the immune and inflammatory response against
Mycobacterium tuberculosis during treatment for TB in diabetic patients. This is a prospective cohort
study with patients attended at referral centers in Chennai, South India, from 2016 to 2017. Clinical
and immunological data were collected in 4 different periods (baseline, second month, sixth month and
eighteenth month). The patients with tuberculosis and diabetes (TBDM) were divided according to the
use of metformin, TBDM metformin (Met) 29 patients and TBDM without metformin use (NMet) 14
patients.Sociodemographic, anthropometric and lifestyle habits were analyzed as variables. TBDM
Met patients were older, there was a male predominance in both groups. There was no statistically
significant difference regarding BMI, smoking and alcoholism. Seventeen plasma cytokines and
growth factors were measured. There was a statistically significant difference in the levels of 2
cytokines, IL-17F at month 2 and IL-5 at month 6. The association of HbA1c with biomarkers at each
time was also examined.The analyzes indicated that individuals with TBDM Met had a better response
to Mtb infection, producing proinflammatory or anti-inflammatory cytokines depending on the specific
time of treatment, thus indicating that the use of metformin may have generated a lower inflammatory
state after the treatment for tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, Metformin, Diabetes Mellitus, Inflammation.

1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa, com elevada morbimortalidade em todo o mundo.
A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) estima que um terco da populacdo mundial esteja infectada
com Mycobacterium tuberculosis (Mth). Ocorrem, cerca de 9.6 milhdes de novos casos e 1.5 milhdes
de mortes devido a TB por ano. O indice de propagacdo é maior em paises em desenvolvimento e o
Brasil faz parte do grupo dos 22 paises priorizados pela OMS!.

O comprometimento da imunidade, frente ao HIV, diabetes mellitus (DM), tabagismo e
desnutricdo, aumentam o risco da progressao da infecgéo latente por tuberculose (LTBI) para a doenga
ativa2. E estima-se que cerca de 15% dos casos de TB sejam atribuiveis a DM23,

Como a DM ¢é uma doenca de alcance mundial, ela se apresenta como mais um fator para
disseminacdo da TB. Segundo a OMS, o numero de pessoas vivendo com DM quadriplicou em
comparagdo com o ano 1980, que alcancou 422 milhdes de pessoas em 2014, especialmente em paises
em desenvolvimento onde a tuberculose e a infec¢ao pelo HIV representam uma das cinco principais
causas de Obito®.

A DM diminui a resposta imunoldgica o que facilita o desenvolvimento de doengas infecciosas,

incluindo infecgdo por Mtb*. A associagdo entre TB e DM vem sendo muito investigada e diversos
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estudo ja comprovaram os efeitos danosos de um estado inflamatério cronico devido a DM no combate
a uma doenca que exige tanto do sistema imune como a tuberculose. Seicentos et al., mostrou que o
risco de um paciente diabético desenvolver TB estd aumentado cerca de 2,44 a 8,33, comparado com
um paciente ndo diabético?.

A India possui uma alta carga de pacientes com TB e DM, sendo o segundo pais com maior
namero de casos de DM no mundo. J& foi demonstrado que a comorbidade TB e DM aumenta as
chances de baciloscopia positiva, cavitacdo, atraso na conversdo da expectoracéo, falhas terapéuticas e
recorréncia de TB#¢'°,

A droga mais utilizada no tratamento da DM tipo 2 na populagdo mundial é a metformina (met),
que é o medicamento mais efetivo no combate a resisténcia insulinica. A metformina é um composto
farmacoldgico conhecido como dimetilbiguanida e tem revelado diversos efeitos fisiologicos e
bioquimicos importantes, como estimular a atividade quinase dos receptores de insulina e melhorar a
funcgéo das enzimas envolvidas nos mecanismos de sinalizagéo intracelular da insulina®’.

Os dados de Singhal®! sugerem que tanto a imunidade protetora como a imunidade patoldgica
podem ser moduladas independentemente pela metformina durante a infec¢do por Mtb. A metformina
atua aumentando a imunidade especifica do hospedeiro, reduzindo a inflamacdo, promovendo a
resolucéo da doenga e melhorando os resultados do tratamento.

Dessa forma, estudos brasileiros e indianos buscam entender 0s mecanismos e as consequéncias
da interacdo entre essas duas patologias, a fim de definir prioridades de pesquisa e fornecer
intervencdes com possiveis agentes imunomoduladores para tratamento adjuvante da TB.

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da metformina na resposta imunoldgica
e inflamatéria contra o Mycobacterium tuberculosis durante o tratamento para TB em pacientes
diabéticos.

2 MATERIAS E METODOS

Desenho do Estudo
Estudo de coorte prospectivo de pacientes atendidos em centros conveniados de referéncia em

Chennai, no Sul da india, diagnosticados com tuberculose e recrutados em consortium multinacional
conhecido como RePORT e inscritos no estudo EDOTS?3, no periodo entre 2016 a 2017, financiado

pelo Ministério da Saude e o National Institutes of Health, dos Estados Unidos da América.
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Populagéo do Estudo

Foram recrutados 87 pacientes (44 com tuberculose, 43 com tuberculose e diabetes, desses 29
estavam em uso de metformina [TBDM Met]; e 14 pacientes tuberculosos diabéticos sem uso de
metformina [TBDM NMet]). Os pacientes que foram diagnosticados com diabetes durante o estudo
sdo classificados como NDM (newly diagnosed diabetics — diabéticos recém diagnosticados) e o outro
grupo foi classificado como KDM (known diabetic — diabéticos conhecidos).

Os critérios de inclusdo foram: idade acima de 25 anos, homens e mulheres, com TB confirmada
por cultura de escarro positiva, baciloscopia e radiografia de térax compativel e aderéncia ao
tratamento.

Os critérios de exclusdo foram: tratamento prévio para TB; mais de sete dias de tratamento para
0 episodio de TB atual; mais de sete doses de uma fluoroguinolona no prazo de 30 dias, TB resistente
a multiplos farmacos; gravidas; soro positivo para o HIV, ou uso de medicamentos imunossupressores.

Os participantes foram classificados com DM quando apresentaram: glicemia de jejum igual ou
superior a 126 mg/dL, em duas ocasifes; sintomas de diabetes mais glicemia casual, medida igual ou
maior que 200 mg/dL; glicemia igual ou superior a 200 mg/dL duas horas ap6s uma carga de 75 g de
glicose por via oral durante um teste oral de toleréncia a glicose (TOTG); hemoglobina glicada Alc
(HbAlc) > 6,5%, realizada em laboratorio.

Os participantes foram classificados como normoglicémico pela glicose plasmatica < 140
mg/dL duas horas ap6s uma carga de 75 g de glicose por via oral durante um teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG) de acordo com Critérios da Organizacdo Mundial da saude (OMS).

O uso de cigarro e alcool foi autorreferido e dividido entre consumo atual, passado ou nunca ter

feito uso.

Definicéo de variaveis

As seguintes covaridveis sociodemogréficas foram avaliadas: Idade (25-75), sexo (masculino,
feminino), tabagismo e etilismo. Analise clinica do paciente como alteracéo pulmonar, escore do raio-
x de térax, resultado da hemoglobina glicada, indice de massa corpdrea (IMC). Expressas como
frequéncia absoluta e relativa ou como mediana e Intervalo interquartil (IQR).

Os parametros imunologicos analisados foram interferon-y (IFN- vy), fator de necrose tumoral-
o (TNF-a), interleucina (IL) 1-p (IL-1b), IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, II-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
17A), fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF) e fator estimulador de col6nias de
macrofagos de granulocitos (GM-CSF). Niveis plasmaticos de fator de crescimento transformador-f1
(TGF-b;) e IL-17F foram medidos por ELISA.
~ Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.93899-93919 dec. 2020.  ISSN 2525-8761
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Dados Avaliados
Caracteristicas sociodemograficas e clinicas foram recolhidas durante o recrutamento dos

pacientes e armazenados no banco de dados do REPORT para analise. Dados bioquimicos e
microbioldgicos, como: avaliages do escarro que incluiram baciloscopia, cultura e coletas de sangue
foram realizadas nos mesmos intervalos para a mensuracdo de parametros hematoldgicos e dosagem
de mediadores plasmaticos utilizando o Luminex.

Os parametros plasmaticos foram medidos em amostras de participantes dos grupos TBDM Met
e TBDM NMet no inicio do estudo (baseline), durante o tratamento (més 2), na conclusdo do tratamento
(6 meses) e um ano apds o término do tratamento de TB (més 18). A mensuracdo dos niveis glicémicos
foi feita por meio da hemoglobina. Avaliac6es fenotipicas e dosagem de mediadores plasmaticos foram

realizadas no sangue por ensaio citométrico multiparametro ou ELISA.

Analise de dados
As variadveis quantitativas foram expressas por mediana e intervalo interquartil (IQR) e as

qualitativas por frequéncia absoluta e relativa.

Para comparacdo dos dois grupos foram utilizados teste t de Student para amostras
independentes, Mann-Whitney U (comparacGes de 2 grupos), ou o teste de Kruskall-Wallis (entre 3
grupos ou mais) de acordo com a distribuicdo da variavel em questdo. As variaveis qualitativas foram
comparadas usando teste exato de Fisher.

Um mapa de calor foi projetado para descrever o padrdo geral de expressdo de citocinas
plasmaticas, quimiocinas e marcadores inflamatdrios em pacientes com TBDM usando metformina (n
= 29) e TBDM sem metformina (n = 14). Fold-change foi realizado utilizando a diferenga entre as
médias obtidas pelo teste t multiplo.

O teste de ANOVA foi realizado para identificar a variabilidade intragrupo e inter-grupos de
todas as citocinas. Apenas as citocinas estatisticamente significantes foram demonstradas.

Foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman para testar a associacdo linear entre as
variaveis. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. Para a analise de correlagdo os valores
entre 0,10 até 0,30 foram considerados uma correlacdo fraca; 0,40 até 0,6 correlagdo moderada e
maiores que 0,70 uma correlacdo forte.

Os pacotes estatisticos GraphPad 7.0 (GraphPad software, La Jolla, CA, USA), JMP 13.0
(SAS, Cary, NC, USA) e R 3.5.1 (R Foundation, Vienna, Austria), foram utilizados para anélise e
tabulagéo dos dados. Os valores foram transformados com log 10.
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Aspectos Eticos

O projeto foi conduzido de acordo com os principios expressos na Declaracdo de Helsinque. O
estudo de coorte da India foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Pesquisa em Diabetes do
Prof. M. Viswanathan - Prof. M. Viswanathan Diabetes Research  Centre
(ECR/51/INST/TN/2013/MVDRC/01). O estudo de coorte do Brasil foi aprovado pelo Comité de Etica
da Maternidade Climatico de Oliveira, Universidade Federal da Bahia (CAAE: 0115.0.054.000-09).
O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), no qual estdo garantidos os principios de
autonomia, confidencialidade, equidade e justica, constando todas as informacfes referentes a

pesquisa, foi assinado por todos os participantes nos dois locais.

3 RESULTADOS

Caracteristicas das populacges estudadas
Os pacientes recrutados com suspeita de TB foram triados para participar do estudo EDOTS no

sistema clinico governamental em Chennai, india. Participantes que se adequassem aos critérios de
inclusdo eram inscritos no estudo, realizando os testes para confirmacéo da TB e da DM.

Os participantes receberam visitas para acompanhamento mensalmente até o sexto més e depois
trimestralmente até a conclusdo do estudo no 18° més. O estudo piloto dividiu os pacientes em TB e
TBDM, para o objetivo desse estudo apenas o grupo TBDM foi utilizado, sendo dividido em Met (em
uso de metformina) e NMet (sem uso de metformina).

As variaveis demogréaficas, antropométricas e referente aos habitos de vida podem ser
visualizadas na tabela 1. Comparando o grupo TBDM Met e o grupo NMet é possivel perceber que os
pacientes TBDM Met tendem a ser mais velhos, idade 48 (IQR: 39,0 - 52,0) e 44,5 (IQR: 34,7 - 50,0)
respectivamente. Predominancia do sexo masculino foi observado em ambos os grupos. Nao houve
diferenca significativa no indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia abdominal. A mediana e o
intervalo interquartil do IMC, em ambos 0s grupos esta dentro da faixa de peso normal segundo a OMS.
Existe uma tendéncia para maior circunferéncia abdominal em mulheres no grupo Met e para 0s
homens no grupo NMet, apesar de nao ter significancia estatistica as mulheres do grupo TBDM Met
tiveram uma mediana de 93 cm, considerada pela OMS como um fator de risco cardiovascular muito
alto. N&o houve diferencas significativas entre os grupos TBDM Met e TBDM NMet em relagédo ao

consumo atual ou passado de alcool e tabaco.
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Tabela 1: Caracteristicas gerais da populagéo.

CARACTERISTICAS TBDM Met (n=29) TBDM NMet (n=14) P Valor
KDM - n° (%) 15 (51,7) 13 (92,8) 0,0148
Idade mediana (IQR) 48 (39,0 — 52,0) 445 (34,7 — 50,0) 0,3443
Sexo Masculino - n° (%) 23 (79,3) 9 (64,2) 0,4568
IMC - Kg/m2 - mediana (IQR) 19,8 (16,6 - 21,7) 22,3 (15,5 - 24,8) 0,2410
Circunferéncia Abdominal - mediana (IQR)

Feminino 93 (73,5 - 94,5) 74 (71,5 - 80,7) 0,1883
Masculino 84 (72,5 - 87,5) 78 (69,0 - 84,5) 0,2576
Status tabagismo - n° (%) 0,7361
Fumante 3 (10,3) 2 (14,3

Ex-fumante 7(24,2) 2 (14,3)

Nunca fumou 19 (65,5) 10 (71,4)

Etilismo - n° (%) 0,7165
Etilista 7(24,1) 4 (28,6)

Ex-etilista 12 (41,4) 4 (28,6)

Nunca bebeu 10 (34,5) 6 (42,8)

Score Radiografico - mediana (IQR) 40 (22,5 -60,0) 25 (10,0 - 41,2) 0,0952
Lobo Inferior - n° (%) 11 (37,9) 6 (42,8) 1,0000
Cavitacdo - n° (%) 7(24,0) 2 (14,3) 0,6925
Cura Bacterioldgica - n° (%) 25 (86,2) 12 (85,7) 0,4677

Nota: Os dados de frequéncia foram comparados pelo teste exato de Fisher, enquanto as varidveis continuas (idade, IMC,
circunferéncia abdominal e escore radiografico) foram comparadas pelo teste U de Mann-Whitney. A circunferéncia
abdominal é classificada de acordo com a OMS. Os dados representam mediana e intervalo interquartil (IQR) ou nimero e
frequéncia (%). P-valor foi considerado significativo se (P <0,05). Abreviaturas: KDM: known diabetic — diabéticos
conhecidos; IMC: indice de Massa Corporal.

O indice de cura do grupo Met é maior do que no grupo NMet, sendo que no grupo Met
existiram duas perdas de seguimento e duas recidivas, enquanto no grupo NMet ndo houve perda de
seguimento, mas ocorreram duas recidivas. N&o existiu diferencas significativas entre 0s grupos no
escore de gravidade radiogréafica da TB, na presenca de lesGes no lobo inferior ou lesBes cavitarias. O
grupo Met apresentou menor numero de cavidade, no entanto teve o lobo inferior mais acometido e
escore radiografico maior. A HbAlc mediana do grupo Met foi de 9,8 e do grupo NMet 10,1, sem
significancia estatistica nessa comparacao (Tabela 2).
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Tabela 2: Avaliagdo bioquimica de pacientes em uso ou ndo de metformina.

CARACTERISTICAS TBDM Met (n=29) TBDM NMet (n=14) P Valor
HbAlc % 9,8 (6,7 -11,8) 10,1 (8,2 - 12,9) 0,3383
Glicose de Jejum - mg/dL 146 (110,0 - 263,5) 149,5 (112,2 - 225,2) 0,9032
Leucdcitos - (x103/mm3) 9,7 (7,6-12,2) 10,0 (8,7 - 11,6) 0,5511
Neutréfilo - (x103/mm3) 6,0 (5,4-9,2) 7,1(57-8,0) 0,9868
Linfécito - (x103/mm3) 1,4 (1,1-2,0) 2,0(1,8-2,3) 0,0011
Monécito - (x103/mm3) 0,9(0,5-11) 0,8(0,6-1,1) 0,9851
Relagédo Neutrdfilo: Linfécito 4,4 (3,3-6,9) 3,4(3,0-3,7) 0,0123
Relacdo Mondécito: HDL Colesterol 27,7 (14,6 - 34,0) 22,9 (14,3 - 32,6) 0,5469
Hemécias - (105/mm>) 48(43-52) 4,8 (4,4-54) 0,6860
Hemoglobina - g/dL 12,6 (11,4 -4,7) 12,7 (11,7 - 14,1) 0,8127
Hematoécrito % 38 (35,0 - 43,5) 38,5 (36,7 - 42,0) 0,3698
Plaquetas - (x103%mm3) 318 (260,0 — 412,0) 373 (305,2 - 468,7) 0,2187
Triglicerideos - mg/dL 102 (87,0 — 128,0) 104,5 (99,0 - 21,7) 0,6308
Colesterol Total - mg/dL 176 (141,5 - 205,0) 162,5 (135,7 - 210,2) 0,8227
HDL Colesterol - mg/dL 35 (29,5 - 38,5) 37,5 (34,0 - 43,2) 0,1857
LDL Colesterol - mg/dL 95 (75,0 - 120,5) 91,5 (74,2 - 127,0) 0,9337
VLDL Colesterol - mg/dL 37 (29,5 - 49,5) 35,5(22,0-43,2) 0,3254
Ureia Plasmatica - mg/dL 16 (12,0 — 23,0) 16 (14,0 - 17,0) 0,3572
Creatinina Plasmatica - mg/dL 0,8(0,7-0,9) 0,8(0,7-0,9) 0,3769
Bilirrubina total - mg/dL 0,6 (0,4-0,8) 0,5(0,4-0,9) 0,9840
Proteina total - g/dL 8 (7,6 - 8,6) 8,3 (7,6 - 8,8) 0,4679
Albumina - g/dL 3,9(3,6-4,3) 4,0 (3,8-4,3) 0,4512
Globulina - g/dL 423,7-47) 4,25 (3,9 - 4,8) 0,5082
TGO - UI/L 15 (12,5 - 19,5) 14 (11,5 - 22,0) 0,6855
TGP - UI/L 12 (6,5 - 19,0) 14 (9,7 - 21,2) 0,2703
Fosfatase Alcalina - Ul/L 296 (239,5 - 357,5) 232 (201,2 - 335,0) 0,1694
Vitamina D - ng/dL 15 (9,6 - 25,0) 15,5 (7,0 - 2,0) 0,5682

Nota: Os dados representam mediana e intervalo interquartil, as varidveis foram comparadas pelo teste U de Mann-Whitney. P-
valor foi considerado significativo se (P <0,05).

O estado glicémico dos pacientes esta descrito na tabela 3. Os dois grupos tiveram um controle
glicémico inadequado, pois 79,3% dos pacientes do grupo TBDM Met e 78,6% do grupo TBDM NMet
tiveram a glicemia de jejum >100 mg/dl.
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Tabela 3: Avaliagdo do estado glicémico dos pacientes em ambos 0s grupos analisados.
CARACTERISTICAS TBDM Met (n=29) TBDM NMet (n=14)

HbAlc (%) Tempo 0 - n° (%)

<7,0 5(17,3) 1(7,1)
7,0-8,0 6 (20,7) 4 (28,6)
>8,0 18 (62) 9 (64,3)

HbAlc (%) Tempo 6 - n° (%)

<7,0 13 (44,8) 1(7,1)
7,0-8,0 4 (13,8) 4 (28,6)
>8,0 12 (41,4) 9 (64,3)
HbA1c (%) Tempo 18* - n° (%) 23 11
<7,0 8(34,8) 2(18,2)
7,0-8,0 5(21,7) 1(9,0)
>8,0 10 (43,5) 8(72,8)

Glicemia de Jejum (mg/dl) - n° (%)

<70 1(3,4) 1(7,1)
70 - 100 5(17,3) 2 (14,3)
101 - 200 10 (34,5) 7 (50,0)
>200 13 (44,8) 4 (28,6)

Nota: *No 18° més a variaveis apresentou nimero diferente de pacientes, pois os dados estavam disponiveis apenas de: 23
pacientes no grupo Met e 11 no grupo NMet.

N&o houve diferenca nos niveis de triglicerideos séricos, colesterol total, LDL, HDL, creatinina,
bilirrubina, ureia, proteina total, albumina, globulina, TGO, TGP, fosfatase alcalina e vitamina D que
apresentou nos dois grupos a mediana abaixo de um limiar comum de insuficiéncia (20 ng/mL).

O numero de linfécitos foi significativamente maior no grupo TBDM NMet (p=0,0011), a
contagem absoluta de neutréfilos ndo demonstrou significancia estatistica, mas a razao
neutréfilo/linfécito que é usada como indicador de processo inflamatdrio e prognostico de diversas
doencas, teve significancia estatistica (p=0,0123). N&o houve diferenca na mediana de hemécias e
hemoglobina (Tabela 2).

Os sintomas mais prevalentes em ambos os grupos demostrado na tabela 4, foram: tosse em
96,5% no grupo Met e 100% no grupo NMet seguido por dor toracica, febre e perda de peso referida
por 92,8% dos pacientes do grupo NMet e 86,2% dos pacientes do grupo Met, apesar das diferencas

entre 0s grupos nao houve significancia estatistica.
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Tabela 4: Sintomas classicos para TB referidos pelos pacientes dos grupos Met e NMet.

CHARACTERISTICAS TBDM Met (n=29) TBDM NMet (n=14) Valor-P
Tosse - n° (%) 28 (96,5) 14 (100) 0,4820
Dispneia - n° (%) 8 (27,5) 6 (20,6) 0,3048
Sede - n° (%) 15 (51,7) 10 (71,4) 0,1520
Febre - n° (%) 25 (86,2) 13 (92,8) 0,5238
Suor Noturno - n° (%) 12 (17,2) 7 (50,0) 0,5938
Dor Toracica - n° (%) 16 (65,5) 9 (64,2) 0,7593
Parestesia - n° (%) 6 (20,6) 7 (50,0) 0,0406
Perda de peso - n° (%) 25 (86,2) 13(92,8) 0,4190

Os dados mostram o ndmero absoluto e a frequéncia em porcentagem de pacientes em cada coluna respectivamente.

Tendéncias nos niveis plasmaticos de citocinas entre grupos

A analise das citocinas plasmaticas responsaveis pelas diferencas entre os grupos TBDM Met
e TBDM NMet é mostrada na figura 1.

Figura 1: Pardmetros bioquimicos circulantes da inflamacéo de pacientes Met e NMet.

Meses
2

HER
SD da média

TBDM Met vs. TBDM NMet

.. | ] | “ “ Parametros

Inicio

Més 2 Més 6

Més 18

IFN-g
TNF-a
IL-7
IL-8
IL-12
IL-1b
IL-17A
IL-17F
G-CSF
IL-6
IL-2
IL-4
IL-10
GM-CSF
TGF-b
IL-5
IL-13

C

L

[
L

L]
L]
L

]
B

I
O

L] UUQUUHL
—r=T11]

[

I

r

N

il

—r

L

.
L]

03 02 01 00 04 02 03-03 02 -01 00 04 02 03 -03 02 -04 00 01 02 03 03 -02 404 00 04 02 03

Log,, fold-difference

Os dados foram divididos em 4 grupos de acordo com 0 més analisado. Os nomes das citocinas sao mostrados a direita do
mapa de calor. Painel direito: Uma andlise hierarquica de clusters (método de Ward), foi realizada para demonstrar o perfil
inflamatorio de cada grupo nos diferentes meses durante o tratamento, cada coluna representa um més estudado. Painel
Esquerdo: Fold-change entre os grupos TBDM Me tvs TBDM NMet foi calculado utilizando a escala de expresséo para
cada biomarcador foi representada usando log10 da média geométrica de toda a populacéo do estudo. As diferencas entre

médias nos niveis de citocinas para TBDM Met e TBDM NMet foram comparadas usando-se o teste t de mdltiplos,
diferencgas estatisticamente significativas sdo destacadas em vermelho.
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Houve uma diferenca estatisticamente significativa nos niveis de 2 citocinas, a IL-17F no més
2 e IL-5 no més 6. Para essas citocinas foi avaliado a variabilidade intragrupo e inter-grupos através do

teste de ANOVA e estdo demonstradas na figura 2.

Figura 2: Distribuicdo das citocinas IL-17F e IL-5 entre os grupos Met e NMet.
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Analise da dispersdo entre as citocinas estatisticamente significantes, utilizando ANOVA, os tempos foram unidos para
melhor representacéo grafica.

No inicio do estudo ndo foi possivel identificar um padrdo organizado entre as citocinas. No 2°
e no 6° més o grupo Met apresenta uma maior diferenca nos niveis das citocinas, no entanto ndo existiu
correlagéo entre os dois meses, pois citocinas que se apresentavam predominantes no grupo Met no
segundo més inverteram de direcdo no sexto més. Um ano apds o tratamento nota-se que a maioria das
citocinas ndo apresenta diferenca em ambos 0s grupos, excetuando-se a citocina TNF-a, no grupo
NMet, que apesar de ter uma diferenca expressiva no grafico ndo possui significancia estatistica.

O padrdo do nivel da IL-17F teve uma diferenca significativa no 2° més, mudando sua
magnitude e dire¢éo, passando a ser maior em NMet do que em Met diferente do mostrado no primeiro
més e ao longo do estudo. O mesmo aconteceu com IL-6, no entanto esta, diferente da IL-17F néo
apresentou significancia estatistica.

Outra citocina com valor de p significativo foi IL-5 no sexto més, no inicio do estudo nao houve
diferenca expressiva nos grupos, no segundo més ela aparece no grafico mostrando um pequeno
aumento no grupo Met, tornando-se mais expressiva no 6° més nesse mesmo grupo, mudando a sua
dire¢do no 18° més.
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Importante citar a TGFb que teve um padrdo bem heterogéneo durante o estudo, sendo maior
em NMet no inicio do estudo, tendo um aumento notavel, porém n&o significante em Met no 2° més,
voltando a ser menor em Met no 6° més e crescendo um pouco no 18° més.

Além da TGFb outras citocinas mudaram de direcdo durante o tratamento, a IFNg era maior em
NMet apenas no inicio do estudo, TNFa mudou sua direcdo no 18° més se tornando maior em NMet, a
IL-8 tem uma variagdo na sua dire¢do no 6° més, a IL1b apresenta uma mudanga na diregdo no 2° més,
e tem um aumento ndo significante na sua magnitude no 6° més que pode estar relacionado com o uso
de metformina.

Observando a figura 2 é possivel perceber uma maior area de dispersdo no 6° més na IL-5 e do
18° més na IL-17F. O grupo NMet apresentou um aumento das duas citocinas em questdo no 18° més,

apos um decréscimo continuo desde o inicio do estudo.

Associacao de citocinas plasmaticas com HbAlc
Para a analise de correlacdo (figura 3), matrizes de Spearman foram construidas para examinar
as associacdes entre as citocinas em toda a coorte nos dois grupos. A associacdo da HbAlc com os

biomarcadores em cada tempo também foi examinada.

Figura 3: CorrelacGes entre o grupo Met e NMet em todos os tempos.
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As matrizes de correlacdo de Spearman foram construidas para examinar as associagdes entre HbAlc e a analise imunolégica indicada
em cada momento do estudo em ambos os grupos. Os valores de classificacdo de Spearman sdo mostrados em uma escala de mapa de
calor. Pontos vermelhos representam correlagdes positivas, enquanto pontos azuis representam correlagdes negativas. Coeficientes p >
0,70 foram destacados em quadrados em negrito demonstrando uma correlacéo forte.
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As citocinas identificadas foram estatisticamente significantes e as que obtiveram forte
correlagBes positivas (vermelho) ou negativas (azul) foram marcadas em negrito. E possivel perceber
as diferencas entres o grupo Met e NMet, pois 0 grupo Met possui um maior numero de correlacdes
significantes em todos os tempos, comparado ao outro grupo.

No primeiro més em ambos 0s grupos ocorre predominancia de correlacbes positivas se
excetuando a IL-4 que possui maior numero de correlagdes negativas (IL-12, IL-7, IL-5, IL-13, IL-
17A, GMCSF, GCSF, INF-g, TNF- a, IL-1b), esse padrdo muda no 18° més, quando a IL-4 possui
correlacdo negativa apenas com IL-2 no grupo Met.

A HbA1c ndo manteve correlagdo significante em ambos os grupos nos tempo 0 e 4, sendo
demonstrado apenas no tempo 18 correlagdes positivas no grupo Met com as citocinas IL-7, INF-g e
IL-10, ja no grupo NMet a correlagdo ocorreu com a citocinas IL-17A e IL-7. A IL-7 que apareceu em

ambos 0s grupos, é conhecida por manter fortes respostas imunes celulares por meses*2.

4 DISCUSSAO

Neste estudo nédo foi evidenciado associacdo entre o uso de metformina e melhora no estado
inflamatorio, no entanto os pacientes com TBDM Met mostraram uma tendéncia de melhora na
resposta inflamatdria a infeccdo pelo Mtb, durante o periodo de tratamento da tuberculose.

A metformina vem sendo estudada devido a seu mecanismo de acdo que propicia o aumento da
producdo de mROS e a acidificacdo do fagossomo micobacteriano nas células hospedeiras. Possui
efeito anti-inflamatdrio, mediado pela ativacdo da AMPK uma serina/tirosina quinase, que atua como
um regulador negativo da inflamacg&o. O tratamento com met também promove a expansao de células
T secretoras de IFN-g. Esses efeitos tornam a met uma droga promissora no tratamento anti-TB em
pacientes diabéticos e ndo diabéticosi®14-15,

Singhal et al', mostrou os beneficios desse farmaco em experimento com ratos e analisando
retrospectivamente uma coorte com 296 pacientes com TB e DM. De acordo com a pesquisa, a met
inibe o crescimento intracelular de Mtb, restringe a imunopatologia da doenca e aumenta a eficacia de
drogas convencionais anti-TB. Em ratos infectados pelo Mtb, tratados com metformina e isoniazida
(INH) este estudo mostrou uma diminuicéo da carga bacilar nos pulmdes em comparagdo com 0s ratos
tratados apenas com INH. Além disso, o tratamento com met demostrou uma reducdo na expressao de
genes associados as citocinas pro inflamatorias como IL-1b, TNF, IL-6, MCP-1, CXCL5 e CXCL10
nos pulmdes dos ratos e promoveu a expansao de linfécitos T CD8+ especificos para 0 Mtb, secretando
INF-g em ratos ndo infectados indicando que a met tem um impacto nas células imunes do pulmao
independentemente de existir uma infeccdo em curso. A analise retrospectiva mostrou que os pacientes

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.93899-93919 dec. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian _Journal of Development

tuberculosos diabéticos que usavam met tiveram uma mortalidade menor (3%) em comparag¢do com 0s
que utilizavam outro farmaco (10%).

Conhecendo previamente as funcdes celulares da metformina nosso estudo avaliou no primeiro,
segundo, sexto e no 18° més, ou seja 1 ano apds o final da terapia, a agdo da met na inflamacéao durante
o tratamento da TB. No 18° més e no primeiro momento é possivel perceber que ambos 0s grupos
tiveram niveis semelhantes das citocinas, demostrando que antes e apds o tratamento da TB as
caracteristicas de uma doenca crénica como a DM possui uma maior influéncia na inflamacgéo do que
o farmaco utilizado. Nos tempos 2 e 6 nota-se uma maior diferenca entre os biomarcadores,
principalmente a IL-17F no segundo més e a IL-5 no sexto més.

A IL-17F faz parte da familia IL-17, que contém sete membros (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
17D, IL-17E ou IL-25, IL-17F, e o homdlogo viral vIL-17 ou ORF13)'s. A IL-17 é produzida
principalmente por células Th CD4+ ativadas e é considerada um potente indutor de expressdo de
quimiocinas, substancias capazes de causar a migracdo de leucocitos do sangue para o local da
inflamacédo. Ela estimula a secregéo de IL-6, IL-8, GM-CSF e PGE2 pelos fibroblastos humanos e
aumenta a expressao da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1)'75,

IL-17A e IL-17F compartilham um alto grau de homologia entre seus aminoacidos adotando
uma estrutura semelhante e possuindo papéis semelhantes na resposta imune contra 0 Mtb infec¢do!*2°.

Estudos ja comprovaram que a IL-17A atua na prote¢do contra infec¢do por micobactérias no
hospedeiro e a supressao na producdo de IL-17A aumentou a suscetibilidade a TB%. A IL-17A esta
envolvida na formacdo e estabilidade de granulomas, aumentando a producdo de quimiocinas, o que
ajuda a recrutar células inflamatorias que migram para os locais infectados por Mth2022-23,

O papel imune protetor da IL-17F na infeccdo por Mth é semelhante a IL-17A. Este estudo
mostrou que a IL-17F possui uma diminuic¢do no grupo Met significante no segundo més de tratamento,
0 que ndo ocorre coma IL-17A, devido a sua acdo semelhante era esperado encontrar uma convergéncia
nos niveis das duas citocinas, mas durante toda a coorte os niveis de ambas as citocinas encontram-se
em direcdes opostas nos dois grupos analisados. Essa relacdo devera ser melhor estudada futuramente,
pois Ursini et al demonstrou que a metformina gera uma reducdo de IL-17, porém nesse estudo a
citocina IL-17 ndo foi dividida nos seus subgrupos o que dificulta uma analise mais apurada, visto que
a familia da IL-17 é composta por 7 membros. Além da diminuigéo dessa citocina em especial, Ursini
relata que a metformina acarreta uma diminuicdo da infiltracdo e expressdo de outras citocinas
inflamatdrias como IFN-g, TNF-a, IL-1p ¢ IL-6. As células T isoladas de camundongos tratados com

metformina mostraram expressao reduzida de IFN-g e IL-17%.
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Apesar de Ursini et al** ter demostrado que a metformina gera uma diminuicdo de IFN-g, nesse
estudo ndo foi considerado a coinfeccdo entre TB e DM, no nosso estudo, IFN-g esta aumentada no
segundo més de tratamento para TB, apesar de nao ter tido significancia estatistica. Segundo Novita et
al?*, esse aumento é considerado positivo, pois a elevacdo do IFN-g € um dos indicadores de sucesso
no tratamento da infeccdo por TB devido a macrdfagos e ativagdo de Th-1 na inducdo do processo de
autofagia. O uso de met gerou um aumento nas citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias, agindo
na resposta imunoreguladora de Th-1 e Th-2, especialmente para aumentar o IFN-g e reduzir a IL-10
que atua na inibicdo das citocinas pré-inflamatorias por Th-125. Assim, nossa analise reproduziu os
dados encontrado por Novita, ocorrendo o aumento de IFN-g no segundo més e diminuicdo da IL-10
no grupo Met. Importante perceber que apds essa fase inicial do tratamento ocorre a diminuicéo de
IFN-g e aumento de 1L-10.

Outra citocina estatisticamente significante foi a IL-5, que é produzida principalmente por
linfocitos T. A IL-5 é um fator especifico de crescimento e diferenciacdo dos eosinofilos e basofilos.
Atua também no recrutamento de células B aumentando a producdo de imunoglobulina'®,?s,2”. As
informac@es sobre o papel da IL-5 na TB sdo limitadas, no entanto, Jerb et al?® mostrou que apesar da
resposta Thl ser predominante na infeccédo pelo Mth, camundongos com deficiéncia de IL-5 infectados
com Mycobacterium bovis apresentaram atraso na depuracdo de micobactérias. Isso se deve
provavelmente a acdo deficitéaria dos eosinofilos que envolvem e eliminam micobactérias?.

A IL-5 provavelmente desempenha um papel essencial na co-infeccdo TB e HIV. Diedrich et
al® relatou que a IL-5 e possivelmente a I1L-13, diante da infeccdo dos mondcitos de macacos pelo
Virus da imunodeficiéncia simia (SIV), atuam inibindo a producdo de IFN-g e TNF por células T
especificas para Mth. Além disso, a IL-5 foi considerada uma citocina potente na distincéo entre TB
ativa e latente, com boa acuracia laboratorial. Suzukawa et al mostrou que os niveis de varias citocinas,
isto é, IL-2, -5, -10 e -15, foram maiores nos pacientes com TB latente em comparacdo com pacientes
com TB ativa, uma tendéncia oposta as outras citocinas.

Kumar et al*® expressou em seu estudo que pacientes diabéticos e tuberculosos tinham niveis
de citocinas regulatorias, como IL-5 e IL-10, maiores do que os ndo diabéticos?*. Em outro estudo, esse
mesmo autor, relaciona as citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-b a uma maior participacédo na
resolucéo da inflamacgé&o pulmonar relacionada com infecgéo pelo Mtb32.

Né&o foi encontrado, até 0 momento nenhum artigo que realizasse uma correlacdo entre a IL-5
e a metformina, mas Cameron et al afirma que a metformina leva a uma regulagdo positiva de IL-2 e

IL-4, sabendo que a IL-4, assim como a IL-5, atua na resposta Th2, podemos inferir que 0 aumento da
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IL-5 no grupo Met pode trazer um beneficio no combate a Mtb nesse grupo, participando na resolugéo
da infecgdo®.

Observou-se uma diferenca na IL-1b entre os dois grupos no 6° més, embora ndo tenha atingido
significancia estatistica. O grupo ndo Met mantém praticamente 0 mesmo nivel de IL-1b no 2° e no 6°
més, ja o grupo Met possui um declinio dessa citocina no tempo 6 demonstrando assim uma melhora
na inflamagdo. A IL-1b mantém a inflamacdo pela estimulacdo de células CD4+, proliferacdo e
ativacdo de linfocitos B, neutrdfilos, mondcitos/macréfagos, aumentando assim atividades
quimiotaticas e fagocitarias'®.

Kumar et al®, também demonstrou que pacientes com TB e DM possuiam maiores niveis de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1b, IL-6 e IL-18 comparado aos pacientes tuberculosos sem
diabetes. Assim, & positivo perceber que em nosso estudo a metformina pode ter interferido na
diminuicdo dos niveis de IL-1b, pois a partir desse dado podemos sugerir que a met atua inibindo esse
estado inflamatdrio e controlando melhor a glicose sanguinea, j& que a IL-1b age indiretamente
aumentando a glicemia3!.

Nossa analise de correlacdo mostrou que os pacientes em uso de metformina possuem um
namero maior de correlacdes significantes positivas no primeiro momento e no segundo més. Dessa
forma, a metformina pode ter influenciado o combate a infeccdo proporcionando aumento das citocinas
pré inflamatdrias durante o curso inicial da infecgdo. J& no sexto més e um ano ap6s o tratamento 0s
pacientes TBDM Met apresentam mais associacdes negativas. Nota-se principalmente a influéncia da
IL-10, mediador chave anti-inflamato6rio, no sexto més, onde é possivel notar uma associacao forte e
positiva com a IL-13, citocina que assim como a IL-10 possui agdo na reducéo da expresséo de citocinas
pré-inflamatorias. Esse aumento, no entanto, ocorreu em ambos 0s grupos, a diferenca é que o grupo
Met possui mais associa¢fes negativas tanto com IL-10 como com a IL-13 (IL-4, IL-12, IL-17A,
GMCSF, GCSF, e IL-8) diferente do grupo NMet onde ambas as citocinas apresentaram associacao
negativa apenas com IL-12 e IFNg, indicando assim, uma maior acdo anti-inflamatéria apo6s o
tratamento para TB no grupo Met.

Nosso estudo teve limitagdes. Durante a coleta dos dados nao foi indicado a dose de metformina
que cada paciente utilizou. Além disso, na amostra ndo houve registro sobre quais foram outros
farmacos utilizados para o tratamento da diabetes. O nimero da nossa amostra pode ter influenciado
nos resultados obtidos, dessa forma sugerimos que sejam feitos novos trabalhos com um maior nimero

de participantes para ratificar os resultados encontrados em outros estudos.
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Em conclusdo, nossos resultados indicaram que os individuos com TBDM Met apresentaram
uma melhor resposta a infecgdo pelo Mtb, produzindo citocinas pro-inflamatérias ou anti-inflamatoria
a depender do momento especifico no tratamento, indicando assim que o uso da metformina pode ter

gerado um menor estado inflamatdrio apos o tratamento para tuberculose.

AGRADECIMENTOS
Os autores gostariam de agradecer a (equipe da iniciativa MONSTER) pelo suporte técnico na
andlise e discussdo do estudo; Dr Carla Daltro, por sua ajuda durante a finalizacdo da escrita do
trabalho.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.93899-93919 dec. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian _Journal of Development

REFERENCIAS

1. World Health Organization. Global tuberculosis report 2017. 20th edition Geneva, Switzerland:
WHO; 2017.

2. Seiscento M. Tuberculose em SituacGes Especiais: HIV, Diabetes Mellitus e Insuficiéncia
Renal. Pulméo RJ, 2012.

3. Sales WB, Silva MR, Amaral AR, Ferreira BS, Silva JC, Bertini AMA. Efic&cia da metformina
no tratamento do diabetes mellitus gestacional. Rev. Bras. Pesq. Saude, 2016, v. 17 n. 3.

4. Reis-Santos B, Locatelli R, Horta BL, Faerstein E, Sanchez MN, Riley LW, et al. Socio-
Demographic and Clinical Differences in Subjects with Tuberculosis with and without Diabetes
Mellitus in Brazil — A Multivariate Analysis. Plos One, 2013, Apr 24;8(4): e62604.

5. Baghaei P, Marjani M, Javanmard P, Tabarsi P, Masjedi MR. Diabetes mellitus and tuberculosis
facts and controversies. Journal of Diabetes & Metabolic Disorders, 2013, Dec 20;12(1):58.

6. Baker MA, Harries AD, Jeon CY, Hart JE, Kapur A, Lonnroth K, et al. The impact of diabetes
on tuberculosis treatment outcomes: a systematic review. BMC Med 2011, Jul 1;9:81.

7. Viswanathan V, Vigneswari A, Selvan K, Satyavani K, Rajeswari R, Kapur A. Effects of
diabetes on treatment outcome of smear-positive pulmonary tuberculosis: a report from South India. J
Diabetes Complications, 2014 Mar-Apr;28(2):162-5.

8. Jimenez-Corona ME, Cruz-Hervert LP, Garcia-Garcia L, Ferreyra-Reyes L, Delgado-Sanchez
G, Bobadilla-Del-Valle M, et al. Association of diabetes and tuberculosis: impact on treatment and
post-treatment outcomes. Thorax 2013, Mar;68(3):214-20.

Q. Jonnalagada S, Harries AD, Zachariah R, Satyanarayana S, Tetali S, Chander GK, et al. The
timing of death in patients with tuberculosis who die during anti-tuberculosis treatment in Andhra
Pradesh, South India. BMC Public Health 2011, december 921.

10.  Marupuru S, Senapatia P, Pathadkaa S, Miraja SS, Unnikrishnana MK, Manub MK. Protective
effect of metformin against tuberculosis infections in diabetic patients: an observational study of south
Indian tertiary healthcare facility. Braz J Infect Dis. 2017, vol.21 no.3.

11.  Singhal A. Metformin as adjunct antituberculosis therapy. Science Translational Medicine 6,
2014.

12. Martinez N, Kornfeld H. Diabetes and immunity to tuberculosis. Eur J Immunol, 2014.

13. Lynch DH, Miller RE. Interleukin 7 promotes long-term in vitro growth of antitumor cytotoxic
T lymphocytes with immunotherapeutic efficacy in vivo. Journal of Experimental Medicine, 1994.

14.  Padmapriyadarsini C, Bhavani PK, Natrajan M, Ponnuraja C, Kumar H, Gomathy SN, et al.
Evaluation of metformin in combination with rifampicin containing antituberculosis therapy in patients

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.93899-93919 dec. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian _Journal of Development

with new, smear-positive pulmonary tuberculosis (METRIF): study protocol for a randomised clinical
trial. BMJ Open, 2019, Volume 9, Issue 3.

15. Lachmandas E, Eckold C, Béhme J, Koeken VACM, Marzuki MB, Blok B, et al. Metformin
Alters Human Host Responses to Mycobacterium tuberculosis in Healthy Subjects. The of Infectious
Diseases, 2019 Jul 1; 220(1): 139-150.

16.  Ye P, Rodriguez FH, Kanaly S, Stocking KL, Schurr J, Schwarzenberger P, et al. Requirement
of interleukin 17 receptor signaling for lung CXC chemokine and granulocyte colony-stimulating
factor expression, neutrophil recruitment, and host defense. Journal Exp Med, 2001 Aug
20;194(4):519-27.

17.  Moutinho ILD. Tuberculose: aspectos imunoldgicos na infeccdo e na doenca. Rev Med Minas
Gerais, 2011.

18.  Varella PPV, Forte WCN. Citocinas: revisdo. Ver bras. alerg. imunopatol, 2011.

19.  Wright JF, Bennett F, Li B, Brooks J, Luxenberg DP, Whitters MJ, et al. The Human IL-17F/IL-
17A Heterodimeric Cytokine Signals through the IL-17RA/IL-17RC Receptor Complex. The Journal
of Immunology, 2008 Aug 15;181(4):2799-805.

20.  Shen H, Chen ZW. The crucial roles of Thil7-related cytokines/signal pathways in M.
tuberculosis infection. Cellular and Molecular Immunology, 2018.

21. Gopal R, Lin Y, Obermajer N, Slight S, Nuthalapati N, Ahmed M, et al. Interleukin-23
dependent IL-17 drives Thl responses following Mycobacterium bovis BCG vaccination. Eur J
Immunol, 2012.

22.  Umemura M, Yahagi A, Hamada S, Begum MD, Watanabe H, Kawakami K, et al. I1L-17-
Mediated Regulation of Innate and Acquired Immune Response against Pulmonary Mycobacterium
bovis Bacille Calmette-Guerin Infection. The Journal of Immunology, 2019.

23.  Yoshida YO, et al. Essential Role of IL-17A in the Formation of a Mycobacterial Infection-
Induced Granuloma in the Lung. The Journal of Immunology, 2010 Mar 15;178(6):3786-96.

24.  Ursini F, Russo E, Pellino G, D'Angelo S, Chiaravalloti A, De Sarro G, Manfredini R, et al.
Metformin and Autoimmunity: A “New Deal” of an Old Drug. Frontiers in Immunology, 2018 Jun
4;9:1236.

25. Novita BD, Soediono EI, Nugraha J. Metformin associated inflammation levels regulation in
type 2 diabetes mellitus-tuberculosis coinfection patients — A case report. Indian Journal of
Tuberculosis, 2018 Oct;65(4):345-349.

26.  Tadamitsu K. Interleukin-5 and IL-5 receptor in health and diseases. The Japan Academy, 2011.

27. Domingo-Gonzalez R, Prince O, Cooper A, Khader SA. Cytokines and Chemokines in
Mycobacterium tuberculosis infection. Microbiol Spectr, 2016 Oct;4(5).

28.  Jerb K, Kirman J, Delahunt B, Chen W, Gros GL. IL-4, IL-5 and IL-10 are not required for the
control of M. bovis-BCG infection in mice. Immunology and Cell Biology, 1998, 76, 41-46.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.93899-93919 dec. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian _Journal of Development

29.  Diedrich CR, Flynn JL. HIV-1/mycobacterium tuberculosis coinfection immunology: how does
HIV-1 exacerbate tuberculosis? Infection and Immunity, 2011 April, P. 1407-1417 Vol. 79, No. 4.

30.  Suzukawa M, Akashi S, Nagai H, Nagase H, Nakamura H, Matsui H, et al. Combined Analysis
of IFN-y, IL-2, IL-5, IL-10, IL-1RA and MCP-1 in QFT Supernatant Is Useful for Distinguishing
Active Tuberculosis from Latent Infection. PLOS ONE, 2016 April 1.

31.  Kumar NP, Sridhar R, Banurekha VV, Jawahar MS, Fay MP, Nutman TB, et al. Type 2
Diabetes Mellitus Coincident with Pulmonary Tuberculosis Is Associated with Heightened Systemic
Type 1, Type 17, and Other Proinflammatory Cytokines. Annals American Thoracic Society, 2013
Oct;10(5):441-9.

32.  Kumar NP, Fukutani KF, Shruthi BS, Alves T, Silveira-Mattos PS, Rocha MS, et al. Persistent
inflammation during antituberculosis treatment with diabetes comorbidity. eLife, 2019 Jul 4;8. pii:
e46477.

33.  Cameron AR, Morrison VL, Levin D, Mohan M, Forteath C, Beall C, et al. Anti-Inflammatory
Effects of Metformin Irrespective of Diabetes Status. Circulation Research, 2016 Aug 19; 119(5): 652—
665.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.93899-93919 dec. 2020. ISSN 2525-8761



