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RESUMO

NOLASCO, E. L. Insulina regula a translocacdo nuclear de NF-kB p65,
inflamacdo e morte celular em modelo experimental de sepse em
camundongos diabéticos 2017. 135f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2017.

Sepse € uma resposta sistémica e deletéria do individuo a uma infec¢do, sendo um
importante problema de saude publica. Pacientes diabéticos sdo bastante afetados
representando cerca de 22% de todos os pacientes sépticos. A suscetibilidade para
o desenvolvimento de sepse no diabetes, bem como a acéo da insulina em modular
alguns parametros imunoldgicos necessitam de maiores esclarecimentos O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com insulina em um modelo murino
de diabetes e sepse. Camundongos C57BL/6 foram tornados diabéticos por
administracdo de aloxana. Os seguintes parametros foram analisados vinte e quatro
horas apds a ligadura cecal e puncédo (CLP): (a) interleukine (IL)-6, IL-10, chemokine
(C-C motif) ligand 2 (CCL2) e tumor necrosis factor (TNF ) -a no soro; (b) os niveis
de IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10, chemokine (C-X-C maotif) ligand (CXCL) -1 e CXCL2 no
lavado peritoneal (LPe) e broncoalveolar (LBA), bem como nos rins e figado; (c)
contagens celulares totais e diferenciais em LPe e LBA; (d) capacidade endocitica
de neutrofilos e producdo de espécies reactivas de oxigénio (ERO); (e) niveis de
apoptose e necrose no baco e niveis relativos de células CD4+ e CD8+; (f)
resultados histopatologicos de pulméo, rim e figado; e (g) niveis de translocacao
nuclear de NF-kB p65. Camundongos diabéticos-CLP exibiram concentracfes
séricas aumentadas de TNF-a, IL-6, CCL2, IL-1, IL-6, CXCL1, CXCL2 e IL-10 e
contagens de neutrdfilos em LPe. A capacidade endocitica dos neutréfilos e a
producdo de ERO apresentavam-se reduzidas em animais CLP-diabéticos e o0s
niveis de IL-6, TNF-a, CXCL1 e CXCL2 em LBA e IL-1B, IL-6, CXCL1 e CXCL2 nos
homogenados renais aumentaram diabéticos -CLP. O tratamento destes com
insulina reduziu os nivies de citocinas séricas, aumentou a concentracdo de
citocinas e a migracdo celular para o Lpe, restaurou a capacidade endocitica e a
producdo de ERO e reduziu a translocacéo nuclear NF-kB p65 no tecido renal. Estes
dados sugerem que a insulina modula a producéo/libertacdo de citocinas, regula a
migracdo celular, a apoptose, a necrose e a translocacdo nuclear de NF-kB p65 na
sepse induzida por CLP em camundongos diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, CLP, Sepses, Citocinas, disfuncdo de 6rgaos,
les&o renal



ABSTRACT

NOLASCO, E. L. Insulin regulates NF«B p65 nuclear translocation,
inflammation and cell death in septic diabetic mice. 2017. 135f. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2017.

Sepsis is a systemic and harmful response of the individual to infection and is an
important public health problem. Diabetic patients are greatly affected representing
about 22% of all septic patients. The susceptibility to sepsis development in diabetic
individuals and insulin action in modulating some immunological parameters require
further clarification. The aim of this study was to evaluate the effects of insulin
treatment in a mouse model of diabetes and sepsis. C57BL/6 mice were rendered
diabetic by alloxan administration. The following parameters were analyzed twenty-
four hours after a cecal ligation and puncture (CLP): (a) interleukin (IL)-6, IL-10,
chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), and tumor necrosis factor (TNF)-a levels in
serum; (b) IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-10, chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL)1 and
CXCL2 levels in peritoneal lavage (PeL) and bronchoalveolar lavage (BAL) fluid, as
well as in the kidneys and liver; (c) total and differential cell counts in PeL and BAL
fluid; (d) neutrophil endocytic capacity and reactive oxygen species (ROS)
production; (e) spleen cell apoptosis and necrosis levels and relative CD4+ and
CD8+ T cell levels; (f) lung, kidney, and liver histopathological results; and (g) NF-kB
p65 nuclear translocation levels. Diabetic-CLP mice exhibited increased serum TNF
a, IL-6, CCL2, IL-1, IL-6, CXCL1, CXCL2, and IL-10 concentrations and neutrophil
counts in PeL fluid. Neutrophil endocytic capacity and ROS production were
decreased in diabetic-CLP mice, and IL-6, TNF-a, CXCL1 and CXCL2 levels in BAL
fluid and IL-1B, IL-6, CXCL1 and CXCL2 levels in kidney homogenates were
increased in diabetic-CLP mice. Treatment of these mice with insulin reduced serum
cytokine levels increased cytokine and cell migration into PelL fluid, and restored
neutrophil endocytic capacity and ROS production and NF-kB p65 nuclear
translocation in the kidney. These data suggest that insulin modulates cytokine
production/release, regulates cellular migration, apoptosis, necrosis and NF-kB p65
nuclear translocation in CLP-induced sepsis in diabetic mice.

Keywords: Diabetes mellitus, CLP, Sepsis, Cytokines, organ dysfunction, kidney
injury
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1 INTRODUCAO

Sepse é uma sindrome com mudltiplas facetas causada por uma
infeccdo acompanhada por uma resposta imune desregulada do
hospedeiro que leva a disfuncédo orgéanica potencialmente fatal (SINGER
et al., 2016) causando mais 6bitos mundialmente por ano que doencas
como cancer de préstata, de mama e HIV/AIDS combinados (REINHART
et al., 2012).

Devido a significativa heterogeneidade clinica e bioldgica, a sepse
€ a principal causa de morte por infeccdo e esta entre as quatro
condig¢@es clinicas mais caras do EUA, representando mais de 20 bilhdes
de dolares em despesas hospitalares totais. A incidéncia desta sindrome
estd aumentando devido ao envelhecimento da populacdo geral, aumento
da incidéncia de comorbidades, como diabetes mellitus (DM) e outras
doencas crdnicas que apresentam maior risco de infeccdo (MAGLIANO et
al., 2015; TREVELIN et al., 2017). Além disso, estudos mostraram que
individuos diabéticos sdo mais suscepetiveis a infeccdes de corrente
sanguinea e mais propensos a desenvolver complicacdes decorrentes da
sepse do que pacientes ndo-diabéticos (STOECKLE et al., 2008).

Os mecanismos para esta susceptibilidade aumentada a infeccao
ainda néo foi totalmente elucidado, no entanto, varios estudos tém
demonstrado que o DM compromete o sistema imunolégico (YANO et al.,
2012). Desas forma, a reducdo das funcbes neutrofilicas (fagocitose
reduzida, killing bacteriano e a producdo de citocinas) (YANO et al.,
2012; SCHUETZ; CASTRO; SHAPIRO, 2012), a disfuncéo das células T e
a diminuicdo da produgcdo de anticorpos contra antigenos (SCHUETZ,;
CASTRO; SHAPIRO, 2012), pode explicar parcialmente o aumento da
susceptibilidade as infec¢bes exibidas por pacientes com DM. Além disso,
a reduzida capacidade de migracdo neutrofilica para o foco da infeccéo
esta diretamente relacionada com a alta taxa de mortalidade de sepse
(RIMMELE et al., 2016).

Estudos mostraram que a quimiotaxia dos neutrofilos na sepse
diminui com o aumento da gravidade da sindrome. Esse parametro pode
ser util para o diagndstico da gravidade da sepse (ALVES-FILHO;
SPILLER; CUNHA, 2010), assim como o aumento da apoptose de células
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efetoras imunes é um importante achado fisiopatologico relacionado a
mortalidade (PATIL et al., 2017). A perda de células CD4 + e CD8 +
afetam diversas func¢des imunes adaptativas que podem alterar o
prognéstico de pacientes com sepse (UNSINGER et al., 2010;
CABRERA-PEREZ et al., 2014).

Dentro do perfil de pacientes que evoluem para sepse, 0S
diabéticos tem sido objetivo de varios estudos devido a maior
susceptibilidade as infeccdes e, além disso, a presenca dessa morbidade
ja foi demonstrada de estar relacionada com o maior risco de disfuncéo
de 6rgdos causados pela sepse (VIEIRA et al., 2014).

Comparados com ndo-diabéticos o risco relativo de
desenvolvimento de sepse por individuos com DM é de 2,5 a 6. Assim,
essa sindrome permanece como um importante problema clinico,
particularmente para esse tipo de pacientes (STEGENGA et al., 2010).

A heterogeneidade da sindrome engloba diversas interacdes entre
estimulo imunolégico, inflamacéo sistémica e coagulopatias que variam
em grau e intensidade entre os individuos (BOOMER; GREEN;
HOTCHKISS, 2014). Nesse contexto, pode ser que novas intervencdes
que afetem vias de sinalizacdo e revertam essa série de eventos
adversos promovendo uma imunomodulacdo seja uma alternativa
possivel (BOSMANN; WARD, 2013).

A insulina geralmente € usada no tratamento clinico como um
regulador metabdlico ao reduzir os efeitos deletérios da hiperglicemia e
melhorar a regulacdo anabdlica de proteinas e lipidios. No entanto, a
acdo desse peptideo em receptores e em células relacionadas ao sistema
imune demonstraram efeito na regulacdo da inflamacdo e da resposta
imunoldgica (DENG; CHAI, 2009). O perfil anti-inflamatério da insulina ja
foi demonstrado tanto in vitro quanto in vivo. Assim, em concentracdes
fisiologicas relevantes ela suprime o nuclear factor — kappa B (NF- kB),
que é principal fator de transcricdo nuclear pro-inflamatorio, reduz a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), a expressao de toll-like
receptor (TLR) —4, TLR-2 e TLR-1 bem como da molécula CD14, high
mobility group-B1 (HMGB-1), p-38 mitogen-activated protein (MAP)
kinase, c-jun NH2-terminal kinase (DANDONA et al., 2013).
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Além do aspecto imunomodulatério, um estudo de 2001 utilizando
a insulinoterapia para um controle restrito da glicemia (entre 80 mg/dL —
100 mg/dL) em pacientes pos-cirargicos de uma UTI, reduziram de 8 para
4,6% a mortalidade (VAN den BERGHE et al., 2001). Até esse ano, a
hiperglicemia em pacientes ndo diabéticos era pouco avaliada nas UTI
(MEYFROIDT; INGELS; VAN den BERGHE, 2011) e, baseado nesses
estudos, varios grupos meédicos passaram a recomendar o controle
glicémico com uma intensiva insulinoterapia em pacientes criticos
(ANGUS; ABRAHAM, 2005). Tradicionalmente, antes desse estudo, a
insulina s6 era administrada quando os niveis glicémicos excedessem
180 - 200 mg/dL em pacientes ndo diabéticos (ANGUS; ABRAHAM,
2005).

Em 2009, o THE NICE-SUGAR STUDY INVESTIGATORS mostrou
gue a normoglicemia ndo necessariamente beneficiaria pacientes em
estado critico e ainda poderia ter um efeito danoso uma vez que 0s
resultados demonstraram que valores entre 81 - 108 mg/dL
apresentavam maiores mortalidades que se permanecesse menor que
180 mg/dL (THE NICE-SUGAR STUDY INVESTIGATORS, 2009).

Apesar da controvérsia a respeito da insulinoterapia e o controle da
glicemia em pacientes de UTIs, sabe-se dos efeitos anti-inflamatorios
desse hormonio e, além disso, j4 foi demonstrado que a inducdo de
hiperglicemia produz um poderoso efeito pré-inflamatério o que implica
dizer que pacientes diabéticos estdo em um fragil estagio e vulneraveis a
qualquer flutuacdo da quantidade de glicose na auséncia de uma
adequada dose de insulina (DANDONA et al., 2013).

1.1 Sepse: Definigbes, aspectos patofisiologicos e epidemiologicos
Ha ndo mais de 3 décadas atras, a sepse ainda permanecia nao
definida, ndo reconhecida, pouco estudada e o conhecimento dessa
sindrome era infimo. Nenhuma sociedade cientifica ou médica a estudava
e, apenas alguns pesquisadores estavam interessados nas
fundamentacdes clinicas e fisiologicas da sepse, além disso, devido a
dificuldade de tratamento e diagnostico, a prioridade para a industria

farmacéutica era muito baixa. No entanto, em 1992, o conceito de sepse
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foi definido como parte da American Thoracic Society/Society of Critical
Care Medicine Consensus Conference, e 5 anos depois, 0 Forum
Internacional da Sepse foi fundado. A partir dessas iniciativas surgiu o
Surviving Sepsis Campaign (SSC) em 2002 com financiamento das
industrias (STEHR; REINHART, 2013).

O conceito moderno de sepse é baseado na resposta humana aos
organismos invasores. E uma sindrome sistémica representada por uma
reposta deletéria do hospedeiro para infec¢cdes levando a sepse grave
(aguda disfuncdo de 6rgaos) e choque séptico (sepse grave acrescida de
hipotensdo nao reversivel com reposi¢do volémica ou uso de farmacos
vasoativos) (SINGER et al., 2016; DELLINGER et al., 2012).

A sepse, apesar de grandes avancos no entendimento dos
processos patofisiolégicos, ainda permanece como um grande desafio
terapéutico principalmente devido a multiplas anormalidades fisiologicas e
imunolégicas (MOHR et al.,, 2012). Isso ocorre, principalmente, em
decorréncia de uma progressao heterogénea de cada paciente séptico
dispensando uma enorme quantidade de recursos investida no
desenvolvimento e avaliacgdo de métodos de diagndstico precoce,
tratamentos eficazes (ANGUS et al., 2001) e medidas de controle da sua
disseminacao (MOHR et al., 2012).

A sepse agora é definida como uma disfuncédo de érgdos com risco
de vida causada por uma desregulada resposta do hospedeiro a uma
infeccdo (RHODES et al., 2017). Esta situacdo pode ter como desfecho a
Sindrome da Disfuncdo de Mdltiplos Orgéos (MODS) (ENDO et al., 2008),
gue é a principal causa de morte nas UTI, principalmente, em pacientes
sépticos (KOURY; LACERDA; NETO, 2007).

A heterogeneidade da sindrome engloba uma diversificada
interacdo entre estimulo imunolégico, inflamacéo sistémica e coagulopatia
gue varia em intensidade de paciente para pacientes (BOOMER; GREEN,;
HOTCHKISS, 2014).

Estudos no decorrer das décadas mostraram que 0s receptores
que reconhecem padrdoes (PRR), como os TLR e os nucleotide-binding
oligomerisation domain (NOD) iniciam essa distinta resposta celular. Essa

resposta distinta associada € o que provoca os variados fendtipos na
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sepse (VINCENT et al., 2013). Esses receptores sao ativados por
estruturas microbianas conservadas, como endotoxina ou &cido
lipoteicdico e também por alarminas que sao produzidas pelo tecido do
hospedeiro indicando lesdo celular (BOOMER; GREEN; HOTCHKISS,
2014; VINCENT et al., 2013; DEUTSCHMAN; TRACEY, 2014).

A resposta sistémica a uma infec¢do é acompanhada por uma fase
inicial de macica liberacdo de mediadores pro-inflamatorios seguida de
uma Sindrome da Resposta Anti-inflamatoria Compensatéria (CARS) ou
imunoparalisia (LEWIS et al., 2012), que incapacita varios aspectos da
resposta imune do induviduo, principalmente da resposta imunoldgica
adaptativa, ao provocar um aumento da apoptose de células T, suprimir a
expressdo de moléculas do complexo de histocompatibilidade da classe 2
(MHC II), aumentarem a expressdo de moléculas coestimulatorias
negativas, elevar os niveis de citocinas anti-inflamatorias e provocarem o
aumento dos niveis de células T regulatérias (HOTCHKISS; OPAL, 2010).

O balanco apropriado que ocorre na maioria das vezes em que 0S
mecanismos de defesa sdo acionados é perdido durante a sepse,
culminando com uma incontrolavel reacao pré-inflamatéria que pode
resultar na disfuncdo de 6érgaos bem como em uma resposta anti-
inflamato6ria que ira comprometer o sistema imune permitindo, assim,
infeccbes secundarias (MOHR et al., 2012; LEWIS et al., 2012).

Esses dois estagios eram considerados entidades diferentes
temporalmente no processo patoldgico, no entanto, a maioria das terapias
experimentais foram inicialmente direcionadas contra o perfil pro-
inflamatoério da sindrome séptica. Essa abordagem terapéutica era
baseada na premissa que altas concentracdes de mediadores a favor da
inflamacé&o causariam leséo e disfuncdo de 6rgaos o que culminaria com
0 agravamento do paciente (HUTCHINS et al., 2014).

Agentes imunomodulatérios como anti-endotoxina, anti-TNF-a e
inibidores de TLR-4 e IL-18 se mostraram sem sucesso nos testes
clinicos. Isso ocorreu provavelmente, porque ao contrario do que se
pensava, estudos recentes demonstraram que 0s estagios pré e anti-
inflamatorio ocorrem simultaneamente. Apesar de o acumulo de citocinas

pré-inflamatoérias estar relacionado com a mortalidade precoce, as mortes
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tardias devido a sespe cronica estdo mais associadas com disfuncéo e
supressao imunoldgica (HUTCHINS et al., 2014) (Fig. 1).

Figura 1. Resposta Imunolégica na Sepse. Apesar das respostas pro e anti-
inflamatéria ocorrerem simultaneamente, a mortalidade precoce esta relacionada com a
resposta pré-inflamatéria inicial as mortes tardias devido a sepse cronica se devem a
disfuncdo imune provocada pela resposta anti-inflamatoria
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Resposta Imunologica na
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O sistema imune inato é a primeira linha de defesa a reconhecer e
responder a incursdo de um patdgeno. A rapidez em que ocorre essa
resposta pode ser explicada pela presenca de receptores que
reconhecem padrdo (PPR) e a natureza ubiqua na qual se encontram
distribuidas no individuo, sendo encontrados em células imunoldgicas
(macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e linfécitos), em células
epiteliais, endoteliais e miécitos (LEWIS et al., 2012).

O primeiro PPR ativado durante qualquer interacdo patégeno-
hospedeiro sdo os membros da familia dos receptores do tipo Toll (TLR)
gue sdo responsaveis pelo reconhecimento de produtos microbianos,
chamados moléculas padrdoes associadas a patégenos (PAMPS) e sao
responsaveis pela inducédo da resposta inata e adaptativa (ZANONI et al.,
2011).

O principal TLR responsavel pela resposta inflamatéria na ligadura
e perfuracdo do ceco (CLP) € o TLR do tipo 4/MD-2 (TLR-4) que
reconhece, por exemplo, o LPS presente nas bactérias gram-negativas.

7

Esse PAMP é elemento essencial no desencadeamento do episédio
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séptico. O LPS liga-se a uma proteina de fase aguda, denominada
proteina de ligacdo ao LPS (LBP) formando um complexo 1.000 vezes
mais ativo que o LPS livre (MATHISON et al., 1992). Este complexo, por
sua vez, liga-se a glicoproteina de membrana, CD14, expressa em varias,
mas nao todas, as células que expressam TLR-4 (WRIGHT et al., 1990;
TOBIAS et al., 1993; ZANONI et al., 2011).

A ativacdo da célula é resultado da transferéncia do LPS dos
receptores CD14 para os TLR (ZANONI et al.,, 2011). MD-2 é uma
glicoproteina pequena que se associa ao TLR-4 numa maneira
dependente de gp96 no reticulo endoplasmatico (RE). Essa molécula é
necessaria tanto para a translocacéo do TLR4 do Golgi para a superficie
celular como na ativacdo (HUSEBYE et al., 2006). Apds a entrega do LPS
pelo CD14 ao TLR4/MD-2 a cascata de sinalizacdo inicia-se pela Toll
Interleukin-1 receptor (TIR) -adaptors MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM
(HUSEBYE et al., 2006; KAWAI; AKIRA, 2010).

O complexo formado pelo CD14, TLR e o LPS inicia uma série de
eventos intracelulares envolvendo proteinas e fatores de transcricdo como
activator protein (AP) -1, interferon regulatory factors (IRF) - 3 e nuclear
factor-kappa B (NF-kB) que transcrevem diversos genes que codificam
citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, enzimas como a
cicloxigenase (COX) -2 e a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (AKIRA;
TAKEDA; KAISHO, 2001; TAKEDA, K.; KAISHO, T.; AKIRA, 2003). Mais
especificamente, a cascata de sinalizacao é feita por duas vias principais
e distintas: myeloid differentiation factor 88 (MyD88) e a toll interleukin-1
receptor domain-containing adapter-inducing IFN (TRIF) (HARGREAVES,;
MEDZHITOV, 2005; FILGUEIRAS et al., 2012).

Na primeira via, o dominio Toll Interleukin-1 receptor (TIR) se
associa a molécula adaptadora MyD88, comum a quase todos os TLR, e
numa sinalizagdo analoga a do receptor de IL-1, leva a ativacdo
denominada early phase (KAWAI et al., 1999; TAKEUCHI et al., 2000),
com expressdo de centenas de genes de resposta pro-inflamatoria
induzidos pelo fator de transcricdo NF-kB. A segunda via se vale das
moléculas adaptadoras (TRIF) e TRIF-related adapter molecule (TRAM),
que além da sinalizagdo via NF-kB (late phase), € também responséavel
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pela ativagcdo do fator IRF-3, resultando na ativacdo e sintese de
interferons a e B (YAMAMOTO et al., 2003) (Fig. 2).

Figura 2. Resposta imunoldgica a trauma e sepse. A resposta gendmica para a sepse
ou trauma ndo s6 induz a ativacdo de um elevado nimero de mediadores inflamatérios,
genes envolvidos no reconhecimento de padrdes e de funcbes antimicrobianas com
também suprime o aparato genético envolvido na apresentacdo de antigenos, na
proliferacéo e apoptose de células T, funcdo de TCR e funcédo de NK.
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A resposta amplificada que resulta na inflamacado sistémica, afeta
varios orgdos, dentre eles o rim, figado e o pulmdo sdao comumente
lesados.

A lesdo renal aguda do inglés acute kidney injury (AKI) é uma
frequente e grave complicacédo da sepse nas UTI que afeta principalmente
pacientes idosos. A patogénese, no entanto, € complexa e multifatorial e
inclui alteracdes hemodindmicas intrarrenais, disfungdo endotelial,
infiltracdo de células inflamatoérias no parénquima renal, trombose
intraglomerular e obstrucdo dos tubulos renais com células necroticas.
Tudo isso causado, principalmente, pela ativacdo desordenada do
sistema imune inato (ZARJOU; AGARWAL, 2011). AKI é geralmente
definida como um rapido declinio do indice de filtragdo glomerular (IGF),
resultando na retencdo de residuos nitrogenados, primariamente, ureia e
creatinina. Em virtude disso, o nivel sanguineo dessas substancias serve
como um indicador da reducdo da funcéo renal (BASILE; ANDERSON;
SUTTON, 2012). Devido aos elevados indices de mortalidade, é
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fundamental de se reconhecer prontamente a AKI induzida pela sepse e
escolhner a modalidade terapéutica mais apropriada (ZARJOU;
AGARWAL, 2011).

O pulméo, assim como o rim, é um dos oOrgaos frequentemente
afetado na sepse podendo desenvolver a Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo (SDRA) e, em uma manifestacdo menos severa, a
lesdo aguda pulmonar do inglés Acute Lung Injury (ALI) (SURATT;
PARSONS, 2006; BHARGAVA; WENDT, 2012) que é caracterizada por
edema pulmonar e infiltracdo de células inflamatérias como os neutroéfilos
que, consequentemente, levam a uma reducéo das trocas gasosas. Na
forma severa, o agravamento da hipoxia pode levar a faléncia multipla de
orgaos (HOTCHKISS; KARL, 2003; FILGUEIRAS et al, 2012).

Apesar de inumeros mecanismos patofisiolégicos no curso da
sepse ja foram descritos, aparentemente, existe um inadequado
entendimento em processos chaves no decorrer da sindrome séptica. As
falhas de inumeros testes clinicos para o tratamento dessa desordem
levaram os pesquisadores a buscarem novas dire¢cdes para o estudo da
sepse (HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013a).

1.1.1 Sepse e a Tempestade de Citocinas

A resposta imune na sepse foi, tradicionalmente, caracterizada
como uma fase inicial hiper-inflamatéria que evolui através de varios dias
para uma resposta imunossupressora. No entanto, estudos recentes
demonstraram que ambas as respostas ocorrem inicialmente e
simultaneamente a instalacdo do quadro séptico. Apesar disso, os efeitos
iniciais desse processo competitivo sdo, tipicamente, manifestados por
uma fase inicial dominante e hiper-inflamatoria caracterizada pelo choque,
febre e hiper-metabolismo (HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013b)
(Fig. 1).

A ativagao inicial de inumeros PPRs, tanto por PAMPs, DAMPs e
alarminas, resultam na producdo de numerosas moléculas pro-
inflamatoérias como TNF-a, IL-13, IL-2, IL-6, IL-8 e IFN-y, bem como de
citocinas anti-inflamatoérias. Isso leva a respostas celulares, como

aumento da atividade fagocitica, lesdo endotelial vascular com vazamento
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capilar, sintese de proteinas de fase aguda pelo figado, quimiotaxia de
leucécitos para os locais da inflamacéo/infeccao, e a ativagdo do sistema
de coagulacdo (BOOMER; GREEN; HOTCHKISS, 2014).

A descoberta que varias citocinas como TNF-a e IL-1 estdo em
concentracOes elevadas em pacientes com sepse e, quando injetadas em
animais reproduzem varias caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes sépticos levaram a esse conceito de “cytokine storm” ou
tempestade de citocinas. Baseado nessa teoria e encorajado pelos
resultados em modelos animais, as industrias farmacéuticas iniciaram
varios testes clinicos com antagonistas dessas citocinas, de receptores e
de endotoxinas. No entanto, os resultados ndo foram satisfatérios, uma
vez que nao reduziram os indices de mortalidade (HOTCHKISS;
MONNERET; PAYEN, 2013a).

Em relacdo a imunidade adquirida, observa-se uma supressao
genética, em genes relacionados com a apresentacdo de antigenos e
ativacdo de células T, além de um aumento da apoptose de linfécitos T e
B (XIAO et al., 2011).

Estudos recentes reportaram um novo paradigma para descrever a
resposta imunoldgica em resposta a trauma e sepse. A expressao génica
de leucdcitos circulantes de pacientes com trauma e queimaduras
mostraram uma rapida e constante regulacdo positiva de genes que
regulam a resposta imunolégica inata e uma simultanea regulacao
negativa do aparato genético que regula a imunidade adaptativa (XIAO et
al.,, 2011) (Fig. 2). Essas alteragbes que ocorrem em 80% do
transcriptoma dos leucdcitos ocorrem rapidamente (4 — 12 horas) e pode
permanecer por varios dias e até semanas (XIAO et al., 2011). Isso
sugere que € improvavel a identificacdo de um Unico agente para o
tratamento de uma desordem imunolégica dessa magnitude.

A Figura 1 mostra as duas teorias, na qual a primeira mostra a
ativacdo tanto da resposta pré e anti-inflamatoéria. Células da imunidade
inata liberam elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias e a
intensidade da resposta inicial varia individualmente entre os pacientes e
depende de multiplos fatores como carga patogénica e viruléncia, co-

morbidades dos individuos e fatores genéticos do paciente. As mortes
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precoces na sindrome séptica ocorrem devido a esses fatores hiper-
inflamatoérios, no entanto, se a sepse persistir a falha de elementos
cruciais tanto da imunidade inata quanto da adaptativa leva o individuo a
um estado de imunossupresséo. Nesse caso, as mortes sdo ocasionadas
pela incapacidade do individuo de reagir a infec¢cbes secundarias
(HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN, 2013b).

1.2 Diabetes mellitus: Aspectos etiolégicos e epidemioldgicos

Diabetes mellitus comporta um grupo heterogéneo de desordens
metabolicas em que o ponto comum entre todas é uma hiperglicemia
constante de dificil controle, ocasionada quer seja por defeitos na
secrecdo ou na acgao da insulina (SBD, 2015-2016). Em vista disso, se
trata de uma complexa e crbénica enfermidade que requer uma continua
assisténcia médica baseada em uma estratégia de reducado de riscos que
vai muito além do controle glicémico (ADA, 2017).

A classificacdo atual preconizada pela Sociedade Brasileira de
Diabetes ndo se baseia no tipo de tratamento recebido pelo paciente, mas
sim na etiologia (SBD, 2015-2016). Em virtude disso a classificagéo
proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela American
Diabetes Association (ADA) é a mesma utilizada pela SBD.

A classificacdo do diabetes segundo a ADA (2017) inclui quatro
classes:

e DM tipo 1: resulta da destruicdo das células beta
pancreaticas que, geralmente, leva a deficiéncia total de
insulina.

e DM tipo 2: resulta de uma secrecdo defeituosa e progressiva
de insulina causada por uma resisténcia insulinica periférica.

e Outros tipos especificos de DM: Manifestacbes menos
comuns cujos defeitos ou processos causadores podem ser
identificados (SBD, 2015-2016). Podem ser devido a: defeito
genético no funcionamento das células beta pancreaticas,
defeito genético na acdo da insulina, doengas do péancreas
exacrino e outras condi¢des descritas na Tabela 2

e DM gestacional: diabetes diagnosticado durante a gravidez.
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Ha& 200 anos, a deficiéncia grave de insulina dominava as
apresentacdes clinicas do diabetes. No entanto, o perfil da doenca
encontrado hoje € bem diferente. Apesar dessa grave deficiéncia ainda
ocorrer, atualmente, ela corresponde a 10% de todos 0s casos e pode ser
rapidamente tratada com a reposicao insulinica (POLONSKY, 2012). A
grande maioria dos pacientes diabéticos esta acima do peso e possuem
uma combinacao de resisténcia a insulina e uma secrecao deficiente da
mesma (POLONSKY, 2012). Caracteristicas presentes nos pacientes com
DM do tipo 2 que representam cerca de 90 a 95 % de todos os casos
desse distarbio (SCHNEIDER et al., 2009; SBD, 2015-2016). No caso
desse tipo de paciente e na presenca de hiperglicemia, ambos os defeitos
podem surgir, mas o mais comum € um se sobrepor ao outro (SBD, 2015-
2016).

O DM causado pela destruicdo das células beta-pancreéticas,
apesar de representar de 5 a 10% de todos os casos e de o tratamento
ser realizado pela reposicao insulinica ainda é uma desordem de dificil
controle. S&o multiplas inje¢cBes, controle alimentar, exercicios constantes
e 0 balanco entre episodios de hiper e hipoglicemia sao alguns dos
parametros a serem considerados, especialmente em criangas (AATHIRA,
JAIN, 2014).

A incidéncia de DM tipo 1 varia entre os diferentes paises o que
reflete a importancia de fatores como genética e meio-ambiente. Além
disso, o nimero de individuos que a adquirem estd aumentando, por
causas ainda nao estabelecidas, mas relacionadas com mudancas em
fatores ambientais de risco, eventos precoces no utero, infec¢des virais e
o tipo de dieta nos anos inicias de vida (IDF, 2015; AATHIRA; JAIN,
2014).

O DM causa um enorme impacto econdmico nos paises devido ao
elevado numero de internacdes, o tempo longo de permanéncia nos
hospitais e os elevados gastos com produtos e servicos destinados a
esses pacientes. Além disso, com o aumento da expectativa de vida,
diminuicAo da atividade fisica e alimentacdo inadequada (DIAS;
CAMPOS, 2012) estima-se que em 2015 o numero pessoas adultas com

diabetes chegou a 415 milhdes em todo o mundo além de 318 milhdes de
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pessoas com tolerancia a glicose alterada, o que os coloca com alto risco
de desenvolver DM no futuro (IDF, 2015)

Na Ameérica do Sul e Central, para a populacdo adulta (20 — 79
anos), a prevaléncia é de 8,0% que representa cerca de 24 milhdes de
pessoas. Uma estimativa para o ano 2035 acredita que esse numero
chegard a 9,8%, representando um aumento de 60% (ASCHNER et al.,
2014). O Brasil, levando em consideracdo a populacao total, € o pais com
a maior prevaléncia com cerca de 11 milhdes de individuos (ASCHNER et
al., 2014).

No entanto, apesar da relevancia do DM na saude publica
brasileira, existe uma escassez de estudos de base populacional para o
desenvolvimento de um planejamento epidemiolégico para a implantacéo
de medidas assistenciais em satude (MORAES et al., 2010). Entre os anos
de 1986 e 1989 foi realizado o primeiro estudo multicéntrico de base
populacional que utilizou os critérios da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) para o diagnodstico da diabetes (TORQUATO et al., 2003). Essa
pesquisa foi realizada em nove capitais brasileiras e chegou a conclusao
que a prevaléncia no Brasil era de 7,4% (MALERBI; FRANCO, 1992).

1.2.1 Diabetes e inflamacao

O impacto econdbmico e social causado pelo DM é evidente, no
entanto, esse distlrbio estd associado com diversas complicacdes que
incluem doencas vasculares e falhas renais (KNAPP, 2012). Além disso,
o DM tem sido associado com elevados indices de infeccbes recorrentes
(SHAH; HUX, 2003; MULLER et al.,, 2005) apesar dos indices de
mortalidade serem menos claros (YENDE et al., 2010).

As dificuldades em se estimar o atual risco de infecgcbes nesses
pacientes devem-se principalmente ao fato do diabetes ndo se tratar
apenas de um disturbio do metabolismo de glicose, mas uma condicéo
inflamatoria cronica na qual as diversas manifestagbes concomitantes
como, alteracdes nos perfis lipidicos, neuropatias, doencas cronicas
vasculares e falhas renais, podem causar respostas diferenciadas a
incursao de patégenos (KNAPP, 2012).
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A grande maioria dos estudos buscaram analisar o risco de morte
por infecgdo em pacientes diabéticos (KNAPP, 2012). Um estudo analisou
esses indices em mais de 800.000 participantes e, além do risco adicional
de doencas vasculares, os dados concluiram que o diabetes esta
associado a uma substancial morte prematura por varios tipos de cancer,
doencas infecciosas e desordens degenerativas (SESHASAI et al., 2011).
Foi demonstrado também uma continua relacéo entre a glicemia de jejum
acima de 100 mg/dL e o risco de morte. Em conclusédo, esse estudo
mostrou que além de doencas cardiovasculares e cancer, a associacao
entre infeccao e diabetes contribui para a reducao da expectativa de vida
nesses pacientes (SESHASAI et al., 2011).

Esse estudo indicou apenas que as doencas infeciosas sé&o
complicacbes potencialmente fatais em pacientes diabéticos, néo
mostrando, entretanto, a predisposicdo a infeccdo nesses individuos
(KNAPP, 2012). Para esse fim, foi realizada uma analise retrospectiva no
Canada que demonstrou uma elevada incidéncia de infeccdo em pessoas
portadoras do diabetes com indices maiores para osteomielite,
pielonefrite, cistite, pneumonia, celulite, sepse e peritonite, ou seja,
infecgdes bacterianas principalmente (SHAH; HUX, 2007).

Estudos clinicos e experimentais indicam que o diabetes exerce um
efeito protetor contra o desenvolvimento de ALI/SDRA, talvez pelos
efeitos da hiperglicemia na resposta inflamatéria, anormalidades
metabdlicas da doenca, caréncia relativa do hormonio e as interacdes dos
agentes terapéuticos utilizados em pacientes diabéticos (HONIDEN;
GONG, 2009; FILGUEIRAS et al., 2012; FILGUEIRAS et al., 2014). No
entanto, em outro estudo, foi mostrado que pacientes com DM possuiam
indices elevados de mortalidade por pneumonia (KORNUN et al., 2007),
justamente em funcéo desta maior susceptibilidade as infecgdes.

Nesse contexto, pacientes diabéticos representam cerca de 22%
de todos os pacientes sépticos (STEGENGA et al.,, 2010; KOH et al.,
2012) e, a associacao com condi¢des crénicas podem alterar o desfecho
da sepse e, assim, ter um importante papel na escolha do melhor
tratamento (SCHUETZ et al., 2011). Um recente estudo utilizando 1.104
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pacientes com sepse mostrou que 21,8% possuiam um histérico de DM
(van VUGHT et al., 2016).

O mecanismo pelo qual existe esse aumento de susceptibilidade
necessita de maiores elucidacfes. A hiperglicemia constante pode ter um
papel preponderante nesse aumento talvez por prejudicar as fungdes
tanto de neutréfilos quanto de macrofagos (MICHALIA, 2009). Em virtude
disse e com o surgimento de diretrizes para o controle glicémico nas UTls,
surgiu uma questdo em relacdo aos pacientes diabéticos em estado
grave, que se o controle restrito da glicemia reduziria o risco de infec¢des
e se esses pacientes apresentariam um nivel de susceptibilidade
semelhante aos pacientes ndo diabéticos. Um estudo demonstrou que
pacientes em estado critico com DM possuem um elevado risco em
desenvolverem infeccbes na corrente sanguinea quando comparados
com ndao-diabéticos apesar dos indices de mortalidade nédo diferirem
significantemente (MICHALIA et al., 2009).

Na tentativa de buscar esses esclarecimentos, o sistema imune
esta sendo estudado em detalhes, especialmente, o0 sistema imune inato
(PELEG et al., 2007). Um aspecto importante para o controle de infec¢des
€ a transmigracdo de polimorfonucleares (PMN) para o sitio da
inflamacdo. A sequéncia para que isso ocorra depende da adesédo ao
endotélio mediada por moléculas como L-selectina e integrinas, seguido
da transmigracédo pela parede do vaso, que depende de um gradiente
quimiotaxico e a expressao de integrinas pelos neutréfilos (CD11a/CD18
e CD11b/CB18) que se ligam as moléculas de adesédo expressas pelo
endotélio como a intracellular adhesion molecule (ICAM) -1 e, apds isso, a
fagocitose e morte do microrganismo (PELEG et al., 2007). Apesar de ter
sido demonstrado que ha um aumento na adesdo dos PMN ao endotélio
em pacientes diabéticos, o significado desse resultado em relacdo a
susceptibilidade as infecgbes ainda n&o esta claro (STEGENGA et al.,
2010; KOH et al., 2012) mas poderia predispor a complicacdes vasculares
devido a uma possivel lesédo endotelial (PELEG et al., 2007).

A maior evidéncia de disfuncdo neutrofilica nesses individuos esta

relacionada com a capacidade de matar patdégenos. Algumas das
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substancias microbicidas produzidas por PMN estdo reduzidas no
diabetes, como, por exemplo, o superoxido (PELEG et al., 2007).

Apesar do DM estar implicado em uma maior susceptibilidade as
infeccdes, a influéncia no percurso clinico e desfecho subsequente, ainda
necessitam de muitas elucidacoes (KOH et al., 2012). Entretanto,
pacientes sépticos com historico médico de diabetes ndo possuem um
indice de mortalidade elevado em relacdo aos pacientes nao diabéticos
(STEGENGA et al., 2010). Outro estudo buscou avaliar o impacto do DM
no desenvolvimento da disfuncdo de érgdos secundaria a sepse. Nessa
avaliacdo, pacientes diabéticos com sepse grave quando comparados
com pacientes ndo diabéticos, apresentaram um menor risco em
desenvolver uma falha respiratdoria aguda (ESPER; MOSS; MARTIN,
2009).

No diabetes entdo, temos uma disfuncédo dos PMN associada com
concentracfes alteradas de citocinas, uma vez que esse individuo
apresenta elevados indices de marcadores inflamatérios como a PcR,
TNF-a, IL-6 e IL-8 (KOH et al., 2012) tanto em um estado basal quanto em
uma inflamacédo. Isso, sem duvida, contribui para influenciar a resposta
imunologica do paciente diabético durante uma infec¢cdo local ou
sistémica (STEGENGA et al., 2010). Além disso, em pacientes diabéticos
ou em estados hiperglicémicos induzidos com infusdo de glicose, notaveis
alteracBes pro-inflamatorias ocorrem. Essas mudangas estdo associadas
com o aumento da expressdao de TLR-2, TLR-4, JNK-1 e HMGB-1
(DEVARAJ et al, 2008; DANDONA, 2013). Os dados sugerem que a
infusdo de glicose ou qualquer macronutriente em pacientes com DM do
tipo podem causar ndo s6 uma significante hiperglicemia e inflamacgéo
como também a inducdo de outros mediadores que podem interferir
drasticamente na sinalizagc&o de insulina (DANDONA, 2013).

Em geral, é consenso que um defeito na resposta imune inata do
diabético explica a maior susceptibilidade a infec¢cdes bacterianas.
Funcdes fagociticas como quimiotaxia, fagocitose, burst respiratorio sdo
deficientes apesar da existéncia de muitos dados conflitantes,
provavelmente pelas diferentes metodologias e modelos (GAN, 2013). No

entanto, tanto em modelos animais quanto em seres-humanos a
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hiperglicemia provoca a glicacdo de proteinas e a formacdo advanced
glycation end products (AGE) que possui um impacto diversificado na
funcdo celular imunoldgica, causando diminuicdo das proteinas
envolvidas na ativacdo do complemento, captacdo de bactérias, morte por

fagocitose e alteracao nos PPRs (GAN, 2013).

1.2.2 Diabetes, insulina e sepse

A insulina regula varios processos celulares, como o transporte de
glicose (KHAM; PESSIN, 2002), a sintese de glicogénio (SRIVASTAVA;
PANDLEY, 1998), a mitogénese (ISH-SHALOM et al., 1997) e a
transcricdo de varios genes (MOUNIER; POSNER, 2006). Atualmente,
existem amplas evidéncias que suportam a ideia que os efeitos da
insulina vao além do controle glicémico (HONIDEN; GONG, 2009) e por
isso nas Ultimas décadas, outras importantes caracteristicas desse
peptideo tém sido elucidadas, especialmente, em relacdo as células
endoteliais, plaquetas e leucécitos (DANDONA et al., 2007).

Em ensaios clinicos e experimentais ja foi demonstrado um forte
efeito anti-inflamatério exercido pela terapia intensiva com insulina em
pacientes criticos (HANSEN et al., 2003), efeitos como a vasodilatacao, a
supressdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), efeito
antiagregrante plaquetario, antitrombético e profibrinolitico também ja
foram demonstrados em humanos (DANDONA et al., 2009).

Em estudos in vitro, o tratamento prévio de MAs ativados pelo LPS
com insulina, diminui a expressdo de mitogen-activated protein kinase
(MAPK) p38, extracellular signal-regulated kinases (ERK)1/2, protein
kinase (PK) -B ou Akt, proteina kinase C (PKC) -a e PKC-0, e a produgéo
de TNF (MARTINS et al, 2008a). Estes dados sugerem que a
administracao de insulina na sepse com envolvimento pulmonar possa ter
um efeito protetor por bloquear uma segunda onda de mediadores
liberados pelos MAs (MARTINS et al, 2008a). Além disso, a
administracdo de insulina apds o desafio com LPS suprime a expressao
de Inducible Nitric Oxide Synthase (iINOS) e ciclo-oxigenase (COX) -2,
diminui a producéo de NO e prostaglandina (PG) -E, bem como inibe a

ativacdo de p65NF-kB nuclear. A insulina também foi capaz de diminuir a
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fosforilacdo de inhibitory kappa-B (lk-B)a citoplasmético. Estes dados
mostram que, em MAs estimulados por LPS, a insulina é capaz de inibir a
translocacdo nuclear de NF-kB, provavelmente por bloquear a
degradacéao de I-kBa e, assim, suprimir a producao de NO e PGE; — dois
mediadores que contribuem para o choque séptico (MARTINS et al.
2008b).

Outro trabalho, mostrou que ratos wistar machos diabéticos ao
serem instilados com LPS intratraqueal exibiam reduzida fosforilagdo de
ERK, p38, Akt, PKC-a e pPKC-6, além de uma reduzida expresséo de
INOS e COX-2, concentracdo baixa de NO e IL-6 e aumento de CINC-2
no LBA. O tratamento com insulina, antes da instilacdo restaurou os
padrbes de fosforilagdo dessas moléculas sinalizadoras, a expressao de
enzimas e os niveis de citocinas (MARTINS et al., 2010)

Em estudos in vivo, observou-se que ratos diabéticos induzidos por
aloxana possuiam menores niveis de RNAm para IL-18 e TNF-a nos
pulmdes e em linfonodos mesentéricos, quando comparados com animais
controle, 6 horas apos a instilacdo de LPS. Apés o tratamento desses
animais com insulina, a expressdo desses genes de citocinas foi
restaurada aos niveis dos animais nao-diabéticos (MARTINS et al., 2009).
Além disso, foi demonstrado que hiperinsulinemia reduz fortemente a
atividade fibrinolitica induzida pela inflamacédo devido a uma exagerada
inducdo de PAI-1 (plasminogen activator inhibitor type 1) (STEGENGA et
al., 2008).

A insulina regula a atividade metabdlica, a transcricdo génica e o
crescimento de varias células pela modulacdo da atividade de diversas
proteinas envolvidas na sinalizagéo intracelular (KEETON et al., 2002). O
NF-kB é um dos fatores de transcricdo mais estudados na expressédo de
citocinas, também importante na resposta imune as infec¢des pulmonares
(FAN et al.,, 2001), sendo normalmente encontrado no citoplasma
associado com uma proteina inibidora, o 1k-B. ApoOs estimulos
inflamatorios, o Ik-B é fosforilado e o NF-kB é liberado, move-se para
ndcleo, onde favorece a transcrigdo de citocinas, quimiocinas e moléculas

de adesdo. DANDONA e colaboradores (2001) verificaram um potencial
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efeito inibitério da insulina pela reducdo intracelular de NF-kB e um
aumento de Ik-B em mondcitos obtido do sangue de pessoas obesas.

Estudos in vitro tem demonstrado que a insulina suprime a
expressdo das ICAM-1, das Chemocine C-C Motif Ligand (CCL) -2
também conhecidas como Monocyte Chemotatic Protein (MCP) -1
também impede a ligacdo do NF-kB ao nucleo (KARAMITSOS, 2011).
Além disso, em modelo murino, foi demonstrado uma reducéo na lesdo de
orgaos secundaria a sepse apos tratamento com insulina (BARKHAUSEN
et al., 2009).

Um estudo realizado em humanos demonstrou que a insulina
exerce um efeito anti-inflamatorio em pacientes com diabetes do tipo 1 ao
suprimir a expressao de TLR-1, TLR-2 e TLR-4 e a expressdo de HMGB-1
e da p38. Essa acdo pode mediar um efeito protetor na patogénese da
inflamagéo por agentes infecciosos e potencialmente oferece uma
poderosa maneira de controlar as condicGes inflamatérias nesse tipo de
paciente (DANDONA et al., 2013).

Assim, o mecanismo da imunodeficiéncia e a suscetibilidade para o
desenvolvimento de sepse no diabetes, bem como a acéo da insulina em
modular alguns parametros imunolégicos e a sua importancia no controle
da glicemia em néo diabéticos ainda necessitam de maiores elucidacdes.
Além disso, outros aspectos benéficos em relagcdo a esse hormdnio ja
foram relatados e também necessitam de maiores esclarecimentos, como

por exemplo, a reducédo na lesdo de alguns 6rgéos.

1.3 Modelos experimentais de diabetes e sepse

Um dos pilares da pesquisa biomédica moderna € a utilizacédo de
modelos experimentais com camundongos no intuito de explorar as bases
dos mecanismos patofisiolégicos, avaliar novas abordagens terapéuticas
e transferir para ensaios clinicos candidatos a novas drogas. Baseado em
varios fracassos na tentativa de transferir para testes em humanas
numerosas drogas com acao comprovada em modelos animais, estudos
sistematicos que avaliam o quanto esses modelos mimetizam as
respostas em seres humanos estdo sendo conduzidos (SEOK et al,
2013).
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A utilizagdo de camundongos como modelo animal de desordens
em humanos por muito tempo tem sido considerada essencial para
elucidar os mecanismos basicos das doencas além auxiliar na
transposicdo de protocolas da bancada para o leito do paciente. No
entanto, essa nogéao foi fortemente desafiada pelo estudo recente de Seok
et al. (TAKAO, 2013).

Nesse estudo foi feita uma sistematica comparacdo da resposta
gendmica entre doencas inflamatdrias humanas e nos modelos murinos.
Primeiramente, foi comparado a correlagdo entre as mudancas na
expresséo génica no trauma, queimaduras e endotoxemia em humanos e
nos modelos correspondentes em camundongos. Em segundo lugar,
foram caracterizados e comparados os padrées temporais de resposta
genética observados nessas condicbes em humanos e nos modelos. Em
seguida, foi identificada a principal via de sinalizacdo que ¢é
significantemente regulada na resposta inflamatéria a lesées em humanos
e comparada com modelo de endotoxemia in vivo em seres-humanos e
trés modelos murinos. Por fim, foi avaliado pacientes representativos e
estudos com murinos de véarias doencgas inflamatérias agudas adicionais
(SEOK et al., 2013).

O estudo conclui que a resposta gendémica a diferentes estresses
inflamatorios agudos sdo altamente similares em humanos, mas muito
pouco reproduziveis nos modelos em camundongos correspondentes. As
poucas correlacdes entre as alteracdes das expressdes genéticas entre
humanos e camundongos a alta correlacdo entre os padrdes de
expressdo gendmica entre os diferentes tipos de inflamagdo em humanos
levou a conclusdo que a prioridade deveria ser em estudar essas
complexas condi¢bes diretamente ao invés da utilizagdo de modelos
experimentais para avaliar doencas inflamatorias humanas (SEOK et al.,
2013). Esse estudo atraiu muita atengdo de pesquisadores e da midia em
geral, em virtude disso, outro foi conduzido na tentativa de avaliar e
comprovar os resultados apresentados.

Algumas diferencgas criticas dessa nova reavaliacdo foi ter focado
em genes cujos niveis de expressao alteraram significantemente tanto em

humanos quanto em camundongos. O estudo anterior analisou grupos de
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genes que tiveram uma significante alteracdo em humanos
independentemente da significancia dessa alteragdo nos modelos em
camundongos, 0 que ndo € um método convencional de comparacao da
expressdo de dois genes. Supondo que modelos em camundongos
simulam apenas parcialmente alguns aspectos das desordens humanas,
a inclusdo de genes que mostram nenhuma resposta significante ao
estimulo irdo, geralmente, diminuir a sensibilidade de detectar as
respostas compartilhadas pelas desordens em cada modelo. Em virtude
disso, esses genes devem ser excluidos da analise (TAKAO, 2013).

Outra diferenca é que cada uma das condi¢des foi comparada em
apenas um modelo de estudo em camundongo independente com a
condicdo humana de referéncia. Uma vez que humanos e camundongos
sdo diferentes, a condi¢do 6tima que mais se aproxima de simular uma
condicdo humana deve ser rigorosamente procurada e considerada o
melhor modelo ao tentar estabelecer qualquer relacdo entre animal e uma
desordem humana (TAKAO, 2013).

Apbs essas adaptacOes e com a utilizacdo de analises estatisticas
mais convencionais, ao contrario do reportado por Seok et al. (2013), o
estudo demonstrou que a expressao de niveis genéticos em modelos com
camundongos de doencas humanas é altamente correlacionada com as
mesmas desordens em pacientes humanos (TAKAO, 2013).

A sepse € um dos mais complicados modelos animais para
representar as condicbes clinicas, portanto, diferentes modelos foram
desenvolvidos desde a administracdo de toxinas exdégenas como O
zimosan ou o0 LPS, passando pela infusdo de patdgenos viaveis e
chegando ao modelo de lesar a barreira intestinal que € o caso da CLP.
Este modelo tem sido largamente utilizado no estudo da patofisiologia da
sepse e comparado com outros, possui uma melhor representacao da
complexidade que é a sepse em humanos (DEJAGER et al., 2011).

A lesdo tecidual causada pela laparotomia, a necrose causada pela
ligacdo do ceco e a infeccdo devido as perfuragcbes que permitem o
vazamento da microbiota para o peritdnio, sdo os trés pilares do modelo
CLP. A peritonite causada evolui para a translocacdo das enterobactérias

para a corrente sanguinea, ativando assim, a resposta inflamatoria
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sistémica que culminara, com o choque séptico. Esse modelo apresenta
varias vantagens, pois se trata de um procedimento cirargico simples,
possui a presenca de um foco infeccioso, simula bem a progressédo da
sepse em humanos com fases hemodindmicas e metabdlicas
semelhantes e, além disso, alterna fases hiper-inflamatérias como hipo-
inflamatorias, assim como em humanos. Algumas desvantagens sao a
formacdo de abscesso e as variacbes da severidade da sepse, devido
principalmente aos procedimentos experimentais (ROCHA et al., 2007;
DEJAGER et al., 2011).

O DM do tipo 1 & uma desordem autoimune multifatorial que
envolve fatores genéticos e ambientais e € marcada pela destruicdo das
células beta pancreaticas mediada por linfocitos T e macrofagos
resultando numa deficiéncia de insulina irreversivel (CHATZIGEORGIOU
et al., 2009). Nesse caso, para estabelecer um modelo de DM do tipo 1 o
animal deve desenvolver um estado insulinopénico. Dentro desse
contexto, existem animais que desenvolvem DM do tipo 1
espontaneamente e aqueles que necessitam de inducdo através do
tratamento com alguma substéancia quimica.

Os camundongos non-obese diabetic (NOD) e os ratos bio
breeding (BB) sdo os animais mais comumente usadas que desenvolvem
DM do tipo 1 espontaneamente com uma grande similaridade com a DM
humana (REES; ALCOLADO, 2004).

As substancias mais utilizadas para a indu¢do do DM do tipo 1 séo
a estreptozotocina e aloxana, devido a toxicidade nas células beta
pancreaticas quando administradas em altas doses ou em doses
pequenas repetitivamente (CHATZIGEORGIOU et al., 2009).

A estreptozotocina é uma analogo da nitrosureia e sua toxicidade
requer a captacao pela célula beta-pancreética que ocorre via a ligacao
de baixa afinidade com com o transportador de glicose GLUT-2 na
membrana plasmatica. Assim, células produtoras de insulina que nao
expressam esse transportador sdo resistentes a esse agente. A
toxicidade dessa substancia se deve a transferéncia de um grupo metil da
estreptozotocina para a molécula de DNA resultando na fragmentacédo do

material genético. Na tentativa do reparo genético provoca uma deplecao
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energética na célula beta-pancreética levando a necrose (REES;
ALCOLADO, 2004; LENZEN, 2008; CHATZIGEORGIOU et al., 2009).

Apesar de menos téxica que a aloxana, foi demonstrado que a
inducdo de DM tipo 1 pelo uso da estreptozotocina levou a uma deplecao
de linfocitos circulantes e timocitos o que inviabilizaria seu uso para
estudos do sistema imunolégico (WELLHAUSEN, 1986; MULLER, et al.,
2011; NAGARAJU, et al., 2014).

A aloxana exerce o efeito diabetogénico quando administrada
intravenosa, intraperitoneal ou subcutdnea e possui dois efeitos
patologicos distintos. Ela seletivamente inibe a secrecdo de insulina
induzida pela glicose através de uma inibicdo especifica da glucoquinase,
que seria o0 sensor de glicose da célula beta. Além disso, causa um
estado de insulinopenia através da habilidade de induzir a formacgéo de
EROs que provoca a necrose seletiva das células beta pancreéticas. A
especificidade da aloxana se deve a semelhanca estrutural com a glicose
0 que permite que o transportador GLUT-2 a transfira para o citosol da
célula beta (SZKUDELSKI, 2001; REES; ALCOLADO,2004;
CHATZIGEORGIOU et al., 2009; CHATZIGEORGIOU et al., 2009).

1.4 Justificativa do estudo

A disfuncéo de 6rgaos, um desfecho comum e perigoso na sepse
por provocar elevados indices de mortalidade, indicando um mau
prognostico para o paciente. O rim € um 6érgdo comumente afetado na
sepse somado a isso, o diabético ja possui um agravante nesse caso que
€ o desenvolvimento da nefropatia diabética que é causada por varios
fatores incluindo hiperglicemia persistente (ELMARAKBY; SULLIVAN,
2012).

Novos conceitos indicam que o dano renal ndo é totalmente
explicado pelas modificagbes moleculares causadas pela hiperglicemia ou
pelo aumento da pressdo sistémica e intra-glomerular secundaria a
fatores metabolicos e hemodinamicos (NAVARRO-GONZALEZ et al.,
2011). Nesse contexto, a inflamagdo, emergiu como um fator
patofisioldgico chave no desenvolvimento do acometimento renal.

Moléculas e mediadores inflamatorios sao fatores importantes nos
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estagios iniciais na doenca renal diabética (NAVARRO-GONZALEZ et al.,
2011).

A presenca de co-morbidades na sepse, como o caso da nefropatia
diabética, potencializa os ja elevados indices de mortalidade pela
sindrome séptica. Em um estudo de DOI et al., 2008, camundongos
tiveram uma lesdo renal induzida antes do procedimento cirargico para
desenvolvimento da sepse. Esse trabalho mostrou que os animais com
doenca renal prévia tiveram um aumento substancial da AKl e da
gravidade do choque séptico.

Em estudo anterior, realizado no mestrado, observamos que uma
CLP de 6 horas com 2 furos, ratos diabéticos com sepse apresentavam
um nivel de disfuncéo renal e hepatico e que o tratamento com insulina
melhorou os parametros bioquimicos AST, AST e FAL e néo interferiu nos
niveis de ureia (NOLASCO et al., 2015). Apdés esses resultados,
buscamos padronizar um modelo de CLP que apresentasse o
acometimento renal, hepéatico ou pulmonar em camundongos. Foram
realizados procedimentos cirirgicos com 2, 4 e 6 furos nos tempos de 24
e 48 horas. Nessa evolugcdo temporal da sepse, observamos que no
animal com 6 furos em 24 horas ja observamos um infiltrado inflamatério
composto predominantemente por neutrofilos no lavado broncoalveolar
(LBA) tanto do animal diabético como controle. Em virtude disso,
escolhemos esse tempo e quantidade de furos para observar os efeitos
do tratamento com insulina nos animais diabéticos com sepse (Dados néo

mostrados).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a influéncia de uma sepse de 24 horas em animais sadios e
diabéticos e analisar as consequéncias do tratamento com insulina em

camundongos sépticos tornados diabéticos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar e comparar a evolugdo da sepse em animais diabéticos e

nao diabéticos;
e Avaliar o tratamento com insulina;

e Avaliar a influéncia do DM, CLP e tratamento com insulina no foco

primario da inflamacao; e

e Avaliar a influéncia do modelo de CLP, do diabetes e a da insulina

em possiveis focos secundario da sepse (pulméo, rim e figado).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Séo Paulo (CEUA/FCF/410—anexo). Foram utilizados
camundongos machos da linhagem C57BL/6, com peso médio torno de
25 gramas e idade de, aproximadamente, 9 semanas. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo. Nesse mesmo local,
os camundongos foram acondicionados em gaiolas coletivas, contendo no
maximo cinco roedores, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, a
temperatura ambiente constante de 22°C. Os suprimentos de agua e

alimento ficaram disponiveis todo o tempo.

3.2 Inducéo do DM

Para inducdo do DM, os animais foram submetidos a jejum de 12
horas. A aloxana (60 mg/kg), dissolvida em 60 pL solucdo salina
fisiolégica, foi administrada por via endovenosa. Os animais controles
receberam volume equivalente de solucédo salina, pela mesma via. A
glicemia foi determinada dez dias apds administracdo da aloxana, através
de um monitor de glicose (Accu-Check Active—Roche Diagnosis®). As
amostras de sangue foram obtidas da extremidade da cauda dos animais
e apenas camundongos com glicemia superior a 300 mg/dL (16,6 mM) e
menor ganho de peso corporal (Fig. 4) foram utilizados nos grupos
diabéticos (modificado de SPILLER et al., 2012).

3.3 Modelo CLP de sepse e tratamento com insulina

Apés os dez dias da inducdo do diabetes, animais controles e
diabéticos foram preparados para o procedimento cirdrgico. Os animais
foram anestesiados por injecao intraperitoneal com cloridrato de cetamina
(100 mg/kg) associado ao cloridrato de xilasina (10 mg/kg) e procedeu-se
uma laparotomia mediana de aproximadamente 2 cm. O ceco foi
exteriorizado e realizado uma ligadura abaixo da valvula ileo-cecal. Esta

regido foi seis vezes perfurada com agulha 21 gauge (BENJAMIN;
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FERREIRA; CUNHA, 2000). A incisao abdominal foi suturada e o abdome
fechado. Os animais foram recolocados em suas dependéncias e apds 24
horas do procedimento cirargico foram realizados os experimentos. Os
camundongos foram divididos em 5 grupos de acordo com o tipo de
cirurgia e o tratamento: controle-sham (ceco exteriorizado sem ligadura e
perfuracdo); controle-CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis
vezes); diabético-sham (ceco exteriorizado sem ligadura); diabético-CLP
(ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); diabético-CLP +
insulina (ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento

com insulina).

3.4 Tratamentos com insulina

Animais diabéticos foram tratados com uma dose Unica de insulina
NPH (1UIl) imediatamente ap0s o procedimento cirargico descrito
anteriormente. Apenas os camundongos diabéticos que tiveram o ceco
perfurado receberam esse tratamento modificado de SPILLER et al.,
2012).

3.5 Delineamento experimental

O DM foi induzido apés uma injecao de aloxana e apos dez dias a
sepse por CLP, como descrito anteriormente. Animais sham foram
anestesiados, procedeu-se uma laparotomia, o ceco foi exteriorizado,
porém nado submetidos a ligadura e perfuracao.

Grupo controle possuia animais sham e CLP, enquanto os
diabéticos sham, CLP e CLP + i (tratados com dose Unica de insulina no

momento do procedimento cirargico).
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Figura 3. Delineamento experimental

Aloxana/Salina Experimentos
Dia -1 0 10 11
Peso/Glicemia Peso/Glicemia/CLP/Insulina

3.6 Anélises Bioquimicas

Decorridos 24 horas apdés o procedimento cirdrgico, 0s animais
foram anestesiados através da administracao subcutanea de uma solucéo
composta por cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina
(10 mg/kg), para a posterior coleta sanguinea através de puncao
intracardiaca.

O sangue coletado foi acondicionado em tubo isento de
anticoagulante e a amostra centrifugada, 1500 rotagdes por minuto (rpm)
durante 10 minutos, para obtencdo do soro que foi utilizado, pelo
analisador automatico (LabMax 240®), na analise dos seguintes
parametros bioquimicos: AST, ALT, bilirrubina total e fracBes, ureia,
creatinina e alfa-1 glicoproteina acida (AGP). Amostras de sangue
periférico, coletadas da cauda do animal, foram utilizadas para a
determinacao da glicemia (monitor de glicose Accu—Check Active—Roche

Diagnosis®) apods as 24 horas do procedimento cirargico.

3.7 Coleta e Analise dos Lavados Broncoalveolar (LBA) e Peritoneal
(LPe)

Apds, anestesia, a pele da regido abdominal foi removida, a cavidade
peritoneal foi lavada inicialmente com 5mL de tampé&o fosfato salina, pH
7.4 (PBS + EDTA). Ap0s a massagem do abdémen as amostras de LPe
foram coletadas e devidamente armazenadas para posterior contagem
celular e quantificagéo de citocinas. Em seguida, a cavidade abdominal foi
novamente lavada com 10 ml de PBS+EDTA para a coleta de células

para a realizacdo imediata da citometria de fluxo.
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Na coleta do LBA, os pulmdes foram lavados com 5mL (5 infusbes de 1
mL) de PBS, utilizando-se tubo de polietileno de 1 mm de diametro,
inserido na traqueia. Ap0s a coleta, o material (LPe e LBA) foi
centrifugado (1500 rpm, 10 min, 4°C) e as células ressuspensas em PBS
e 0 sobrenadante da primeira lavagem foi mantido a -70°C, para a
posterior dosagem de citocinas e quimiocinas. Para a determinacdo do
namero de células utilizamos as amostras recolhidas em todas as
lavagens.

Apés a centrifugacdo as células foram ressuspensas em PBS. A
suspenséo de células do LPe e do LBA foi diluida na proporcao 1/20 (v:v)
com liguido de Turk e a contagem total de células foi determinada em
camara de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em amostras
(Citocentrifuga CITOSPIN) coradas (Leishman). Em cada lamina foram
avaliadas 100 células, diferenciando-se os tipos celulares (células

mononucleares, polimorfonucleares).

3.8 Analise Histopatoldgicas

Amostras de pulméao, figado e rim foram coletadas e fixadas por
aproximadamente 12 h em formalina 3,7% e, posteriormente,
desidratadas em séries graduadas de concentracdes de etanol (70-
100%), diafanizadas em xilol e, por fim, embebidas em parafina. Apés
isso, cortes de 5 um foram corados com hematoxilina-eosina. Apés a
coloracdo, o material foi desidratado, diafanizado e montado com
Entellan® e coberto com laminula para a formacdo de cortes
permanentes. A histomorfometria foi feita com imagens obtidas por
microscopio capturados em video via AxioVision; Carl Zeiss, Eching,
Germany. Dentre o0s tecidos avaliados, apenas 0 rim apresentou
alteracdes histopatologicas logo a graduacdo da propor¢cdo do dano renal
(edema tubular epitelial, degeneracdo vacuolar, necrose, infiltrado): O,
<0,5; 1, 0,5 -0,25; 11, 0,26 — 0,5; Ill, 0,51 — 0,75; IV, >0,75. Para reduzir o
viés da analise morfométrica, o observador estava “cego” para os

tratamentos dos grupos. O score médio foi calculado por camundongo e

grupo.



47

3.9 Fenotipagem de neutrofilos

A fenotipagem de neutréfilos do LPe foi feita por citometria de fluxo
(FACSCanto Il, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Suspensfes
celulares com 1 x 10° células foram incubadas com anti-mouse
CD16/CD32 (Mouse BD Fc BLOCK™, BD Biosciences) por 15 minutos,
4°C no escuro para bloquear interacdes inespecificas de anticorpos FcR.
Ap6s isso, as células foram marcadas com anti-mouse LY-6G APC-Cy7™
(BD Biosciences) por 30 minutos a 4°C no escuro. Neutrofilos foram
caracterizados por tamanho, complexidade e positividade para o
marcador LY-6G. Os dados foram analisados usando FlowJow, versao
7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, USA) e os resultados foram expressos por
intensidade de fluorescéncia média (MFI do inglés median fluorescence

intensity).

3.10 Capacidade endocitica in vitro

Ap6s a marcacdo de neutréfilos descrita acima, 2,5 x 10° células
peritoneais de animais controle (Sham e CLP) ou diabéticos (Sham, CLP,
CLP+insulina) foram transferidas em duplicata para tubos de 5 mL de
poliestireno e incubados com 250uL de RPMI contendo 0,5ug/uL de
particulas soélidas de 0.431- um de dextran acoplado com FITC (Molecular
Probes™ , cod D1844) a 4°C por 30 minutos (controle negativo) ou a 37°C
por 90 minutos (amostras) em placas de 6 pogcos em meio RPMI-1640
contendo 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco Life Technologies). FITCH
conjugado com dextran e incubados a 4°C por 30 minutos (controle
negativo) ou a 37°C por 90 minutos (amostras). Apés isso, as celulas
foram lavadas 3 vezes com PBS quente e ressuspensas em 100 pL de
PBS + 1% de soro fetal bovino (SFB). As analises foram feitas por
citometria de fluxo (FACSCanto II, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
Os dados foram analisados usando FlowJow, versdo 7.5.5 (Tree Star,
Ashland, OR, USA) e os resultados foram expressos por intensidade de

fluorescéncia média (MFI do inglés median fluorescence intensity).
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3.11 Deteccdo intracelular de Espécie Reativas de Oxigénio

Ap6s a marcacdo de neutréfilos descrita acima, 2,5 x 10° células
peritoneais de animais controle (Sham e CLP) ou diabéticos (Sham, CLP,
CLP+insulina) foram lavadas com Hanks Balanced Saltt Solution (HBSS)
contendo 100 pM de Diethylenetriamine Pentaacetic Acid (DTPA) (Sigma
Aldrich). Apés centrifugacéo (450 g, 10 min, 4°C) a suspenséao celular foi
incubada com 1 mL de HBSS com 100 uM de DTPA por 10 min a 4°C.
Apés isso, 0,5 pL de Dihydroethidium (DHE) (Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR, USA) foi adicionado a suspenséo e incubado por 30 min a
37°C no escuro. A producdo de ERO nos neutrdfilos € determinada pelo
DHE, que possui a habilidade de permear livremente a membrana celular
e interagir com anions superoxidos formando um produto fluorescente que
podem ser quantificadas utilizando um detector de PE em citométro de
fluxo. As analises foram feitas por citometria de fluxo (FACSCanto Il, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) e os dados foram analisados usando
FlowJow, versdo 7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, USA) e os resultados
foram expressos por intensidade de fluorescéncia média (MFI do inglés

median fluorescence intensity).

3.12 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas séricas por Cytometric
Bead Array

Os animais foram anestesiados como descrito previamente e
exsanguinados através de puncdo cardiaca. Soro foi separado por
centrifugacdo (1000g, 10 min) ap6s 30 minutos de descanso em
temperatura ambiente para coagulacdo. As amostras foram armazenadas
em -80°C antes da andlise. As citocinas/quimiocinas IL-6, IL-10, CCL2,
IFN-y, TNF-a e IL-12p70 foram quantitativamente avaliados através do
CBA Mouse Inflammation Kit (BD, Biosciences). Os ensaios foram
realizados de acordo com as instrugbes do fabricante e as amostras
foram mensuradas por citometria de fluxo (FACSCanto I, BD Biosciences,
San Jose, CA, USA), e analisadas usando BD CBA Software (BD,
Biosciences). O intervalo de deteccao para esses testes variou entre 20 —

5000 pg/mL para cada proteina avaliada.
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3.13 Quantificagdo de citocinas e quimiocinas por ensaio
imunoenzimatico em amostras de LBA, LPe, Rim e Figado

A quantificagdo das citocinas IL-1B, IL-6 TNF-a, IL-10, e das
quimiocinas C-X-C motif ligand (CXCL) - 1 e CXCL-2 foi realizada em
amostras do sobrenadante do LBA, LPe, macerado de rim e figado 24
horas ap6s o CLP, utilizando-se o método de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) por Duo-set (R & D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA). Inicialmente, na placa com 96 pocos, foram
adicionados 100 ulL/pogo do anticorpo de captura, anti-IL-1p, anti-TNF-a.,
anti-IL-6, anti-IL-10, anti-CXCL-1 ou anti-CXCL-2. Apés incubacédo por
uma noite a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e a placa lavada 3 vezes
com o tampao de lavagem (aproximadamente 300 uL/poco). Em seguida,
foi realizada a reacdo de bloqueio adicionando-se 200 ulL/pogo de
albumina sérica bovina a 2% em PBS e incubacdo por 1 hora a
temperatura ambiente (20 a 26°C). A placa foi novamente lavada 3 vezes
com o tampéao de lavagem. Foi adicionado 100 pL/poc¢o do padréo ou das
amostras, procedendo-se a incubacao da placa por 2 horas a temperatura
ambiente. ApoOs repetir o procedimento de lavagem da placa, foram
adicionados 100 plL/poco do anticorpo de deteccéo biotinilado para IL-1p,
IL-6, TNF-a, IL-10, CXCL-1 ou 2 e a placa incubada por 2 horas a
temperatura ambiente. Ao término da incubacédo, o ciclo de lavagem da
placa foi repetido e, em seguida, adicionaram-se 100 pL/poc¢o da enzima
estreptoavidina peroxidase na propor¢cdo 1:200 de enzima: PBS com
0,05% de tweeny, e incubagdo por 1 hora a temperatura ambiente
protegida da luz. Em seguida, o ciclo de lavagem da placa foi repetido e a
reacdo revelada pela adicho de 100 pul/pogo de 3,3.,5,5-
tetrametilbenzidina e incubacéo (30-60 minutos) a temperatura ambiente
e protegida da luz. A reacéo foi bloqueada adicionando-se 50 uL/poco de
H.SO, (1N), avaliando-se a densidade Optica das amostras a 450 nm,
imediatamente apos o bloqueio da reagéo.

No caso do macerado de o6rgaos (rim e figado) o valor obtido das

citocinas foi multiplicado pelo inverso do valor da quantidade de proteinas
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em cada orgdo dosadas pela técnica de BCA, obtendo um resultado em

pg de citocina por pug de proteina do tecido.

3.14 Ensaios de apoptose (Anexina V/lodeto de propidio) em baco

Bacos recém-coletados apés 24 horas de CLP foram gentilmente
pressionados entre duas laminas para a obtencdo de uma suspensao
celular. Eritrocitos foram lisados com uma solucdo de NaCl 0,2% e NaCl
0,7%, respectivamente. Uma suspensao celular foi obtida apos a
passagem por um filtro de nylon de 100uM. Os esplendcitos coletados
foram lavados duas vezes com PBS, contados e reconstituidos em Ca?*-
rich Annexin V binding buffer (BD Pharmingen) com 10° células/mL. 100
pL da suspensao celular foi marcada com 2,5 pL Annexin V-FITC e/ou 1
UL iodeto de propidio (PI) por 15 minutos e o volume total ajustado para
500 mL com o binding buffer. As amostras foram mensuradas por
citometria de fluxo (FACSCanto Il, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e
células Annexin V-FITC+/PI- foram consideradas apoptoticas e Annexin
V-FITC-/PI+ necréticas.

3.15 Marcacao de CD4/CD8 no bacgo

ApoOs a preparacdo da suspensdao celular no baco descrita acima, 1
x 10° células foram incubadas com anti-mouse CD16/CD32 (BD
Biosciences) por 15 min, 4°C no escuro para o bloqueio de ligacbes
inespecificas. Apds isso, as células foram marcadas com anti-mouse CD4
and CD8 (BD Biosciences) por 30 minutos, 4°C no escuro. CD4+ e CD+
foram caracterizadas por tamanho, complexidade, e positividade para
esses marcadores. As andlises foram feitas por citometria de fluxo
(FACSCanto Il, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Os dados foram
analisados usando FlowJow, versao 7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, USA)
e os resultados foram expressos por intensidade de fluorescéncia média

(MFI do inglés median fluorescence intensity).

3.16 Expresséo de NF-kB subunidade p65 por microscopia confocal
A expressao de NF-kB p65 foi detectado em amostras de tecido
renal utilizando anti-mouse NF-kB p65 (diluigao 1:100, Cell Signaling,
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Danvers, MA, USA) de acordo com as instru¢gdes do fabricante, uma vez
que dentre os tecidos avaliados (pulméao, figado e rim) este foi o Unico
com alteracfes histopatoldgicas. Seccdes de tecido renal embebidos em
parafina foram rehidratados e trés horas apos recuperacdo antigénica em
10mM de citrato de sodio (ph 6.0) os cortes foram incubados com tampéo
de bloqueio (5% BSA em PBS) por 1 hora, temperatura ambiente. A
marcacao com NF-kB p65 foi realizada overnight a 4°C. Apos lavagem, 0s
cortes foram incubados por 1 hora, temperatura ambiente com anticorpo
secundario anti-rabbit (1:1000). A identificagdo nuclear foi feita por uma
contracoloragdo com corante fluorescente DAPI por 3 minutos. Em todos
0S casos, controles negativos foram avaliados para garantir que o0s
resultados ndo foram consequéncias de rea¢cfes cruzadas ou ligacGes
inespecificas provocadas pelo anticorpo secundario. Todas as imagens
foram produzidas usando microscopio confocal Leica SP8 equipado com
uma objetiva Plan-Apochromat x63 (abertura numérica 1.4). Foram
analisados por volta de 8 rins por cada grupo utilizando 100 ndcleos em
cada lamina como regido de interesse (ROI, do inglés, Region of interest).
Foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Manders para quantificar o
indice de correlacdo entre os dois corantes.

3.17 Obtencéo e analise histologica dos cortes de tecido pulmonar,
renal e hepatico

Apbs 24 horas da inducéo da sepse por CLP, os animais sépticos e
seus respectivos controles foram anestesiados como descrito
anteriormente para a posterior realizagdo de laparotomia e sangria total
pela aorta abodominal. Na sequéncia, os rins, o figado e o pulm&o dos
animais foram removidos e fixados em formaldeido.

Para a andlise histolégica, os tecidos pulmonar, hepético e renal
foram fixados em formaldeido (3,7%), por aproximadamente 12 horas.
Apés a fixagcdo, o material foi desidratado em etanol, utilizando-se
concentracdes crescentes (70% a 100%), diafanizado em xilol e incluido
em parafina. Apos a inclusdo, foram obtidos cortes transversais, com
aproximadamente 5um de espessura, os quais foram posteriormente

corados com hematoxilina e eosina (H/E).
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Diante da importancia de se obter um preparado permanente, apos
a coloracdo, o material foi desidratado, diafanizado e montado com
Entellan® entre lamina e laminula.

A anadlise histologica das laminas contendo os tecidos foram
observadas e fotografadas em microscépio de luz DM LS (Leika) com
captador de imagem DF420 (Leika) e programa de imagem Leika

Application Suite, versdo 3.1.0.

3.18 Vias de sinalizacdo em rim, figado e pulmao por Immunoblot

As analises por Immunoblot foram realizadas no Laboratério de
Imunologia Experimental (LIE) localizado no Instituto de Ciéncias
Biomédia IV da USP com auxilio do Prof. Dr Anderson de S& Nunes e
pela doutoranda Priscila Guiréo Lara.

Os orgaos foram lisados com tampéo de lise RIPA (Tris-HCI 50 mM
ph = 7,5 - 8,0; NaCl 150 m M; Triton X-100 1%; deoxicolato de sodio 1%;
SDS 0,1 % e coquetel inibidor de protease — Sigma Aldrich) e a
concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o kit comercial BCA
Protein Assay (Pierce Biotechnology) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Quantidades iguais de proteinas foram separadas por
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida e transferidas para membranas
de nitrocelulose. As menbranas foram blogqueadas com leite 7% em
tampdo tris com 01,% de Tween (TBS-T) e incubadas overnight com os
seguintes anticorpos em tampao TBS-T com 2% de BSA: TLR-4, TLR-2,
p38 e beta-actina. Posteriormente apds lavagem as membranas foram
incubadas com anticorpor secundario apropriado conjugado com
peroxidase e reagente quimioluminescente para finalmente ser exposto a

filme fotografico.

3.19 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos, inicialmente foram testados quanto ao tipo de
distribuicdo gaussiana, caso passassem no teste de normalidade os
resultados seriam avaliados através de test t ou ANOVA de uma via
seguido de teste de multiplas comparacbes de Tukey-Kramer. Os
resultados obtidos nos experimentos foram representados por média *
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erro padrdo da média (e.p.m.). Os dados foram processados e analisados
utilizando o programa GraphPad Prisma 6 e SPSS 21, admitindo como
significante um valor de p<0,05, sendo representado por um traco com

asterisco acima (*).
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo do modelo de DM e CLP

Os animais tornados diabéticos apresentaram um menor ganho de
peso corporal e hiperglicemia (Fig. 4) em comparagdo com 0s respectivos
controles apods os dez dias do estabelecimento da doenca.

Apés a caracterizacdo dos animais diabéticos (menor ganho de
peso corporal e glicemia acima de 300 mg/dL) e controle (ganho de peso
corporal e glicemia inferior a 300 mg/dL sem jejum), estes foram

separados para a caracterizacdo do modelo de sepse induzido por CLP.

Figura 4. Animais diabéticos apresentam menor ganho de peso e hiperglicemia
ap6s 10 dias do estabelecimento da doenca. Dados sao apresentados com média e
e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 12 a 21 animais por grupo.
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A Figura 5 mostra a variacdo da glicemia apés 24 horas da
realizacdo da cirurgia. Tanto animais controle e diabéticos-CLP
apresentaram uma reducado da glicemia quando comparados aos animais
gue sofreram apenas a manipulacdo do ceco sem a ligacao e perfuracéo
(sham), além disso, o tratamento com insulina nos camundongos
diabéticos-CLP (CLP + i) restaurou o perfil glicémico a niveis semelhantes

ao controle-CLP.
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Figura 5. O tratamento cirargico para inducdo da sepse (CLP) e a insulina
provocaram reducdo da glicemia. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e
perfuracdo); CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco
exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados séo
apresentados com média e e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 5
a 8 animais por grupo.
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4.2 Insulina previne o aumento dos niveis séricos de citocinas pro-
inflamataorias

A resposta pré-inflamatdria inicial na sepse € a responsavel pelas
mortes precoces nesses pacientes, no entanto, um concomitante estado
imunossupressivo iniciado junto com a tempestade de citocinas atinge a
maioria dos sobreviventes e, pode levar, as mortes tardias.

A figura 6 mostra as alterac6es no perfil de citocinas dos animais
analisados. Comparado com os camundongos sham, tanto controle e
diabéticos CLP apresentaram aumentos similares nos niveis de IL-6 e da
razdo IL6:IL10 (Fig. 6A e 6B, respectivamente). No entanto, houve um
aumento sérico significativo nos animais diabéticos-CLP das citocinas
pro-inflamatérias CCL2 (Figura 6C) e TNF-a (Figura 6D) ao compara-los
com o controle. O tratamento com uma unica dose de insulina (CLP + i)

reduziu significantemente os niveis séricos dessas citocinas (Fig. 6).
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Figura 6. Insulina previne o aumento das concentragdes sanguineas de citocinas
pro-inflamatérias e reduz a razéo IL6:1L10. A) IL-6; B) IL6:IL10; C) MCP-1; D) TNF-a
em amostras de soro. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracéo); CLP (ceco
exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado,
perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados sé@o apresentados com média e
e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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4.3 Insulina intensifica a migracdo leucocitaria e a liberacdo de
citocinas/quimiocinas no LPe

A inflamagdo causa pela perfuracio do ceco aumenta,
significantemente, a celularidade total do fluido peritoneal em animais
diabéticos e controles quando comparados com o sham (Fig. 7). Nesse
contexto, neutrofilos correspondem a 84% da contagem celular total em
ambos o0s grupos CLP (controle e diabetes), no entanto, ndo foi
observado uma mobilizacdo semelhante nas células mononucleares dos
animais diabéticos-CLP (Fig. 7C). Ap6s o tratamento com insulina (CLP +
i), observamos uma maior migracdo de neutrofilos concomitantemente
com a restauracdo da mobilizacdo de células mononucleares para o

peritonio (Fig. 7B e 7C, respectivamente)
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Figura 7. Insulina aumenta a quimiotaxia de polimorfonucleares e mononucleares
para o lavado peritoneal. A) Contagem celular total; B) Contagem de
polimorfonucleares; C) Contagem de mononucleares em lavado peritoneal. Sham (ceco
exteriorizado sem ligadura e perfuracéo); CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado
seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com
insulina). Dados sdo apresentados com média e e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado.
Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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O perfil de citocinas no LPe foi semelhante ao que ocorreu com a
mobilizacdo celular, a inflamacdo causada pelo CLP aumentou a
concentragdo das citocinas/quimiocinas pré-inflamatorias IL-1B (Fig. 8A),
IL-6 (Fig. 8B), TNF-a (Fig. 8C), CXCL1 (Fig. 8D), CXCL2 (Fig. 8E) e da
citocina anti-inflamatéria IL-10 (Fig. 8F) e da razao IL6:1L10 (Figura 8G).
Os animais diabéticos tratados com insulina (CLP + i) exibiram um
aumento ainda maior nessas citocinas, no entanto, foi observado uma

reducado na razéao IL6:I1L10.
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Figura 8. Insulina aumenta a concentracdo de citocinas/quimiocinas e reduz a
razdo IL6:1L10 no lavado peritoneal. A) IL-1B; B) IL-6; C) TNF-a; D) CXCL-1; E) CXCL-
2; F) IL-10; G) IL6:IL10 em lavado peritoneal. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e
perfuracdo); CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco
exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados s&o
apresentados com média e e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4
a 8 animais por grupo.
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4.4 Insulina restaura a capacidade endocitica e a producdo de EROs
dos neutréfilos de animais diabéticos sépticos

Analisamos a funcéo neutrofilica em animais diabéticos tratados
com insulina e controle, 24 horas ap0s o procedimento cirdrgico. Animais
controle-CLP apresentaram um aumento da capacidade endocitica de
particulas de Dextran-FITC ao serem comparados com camundongos
controle-sham (Fig. 9A). A mesma analise ao ser realizada com animais
diabético-CLP mostrou que esse mesmo aumento na endocitose nao
ocorreu quando comparados aos camundongos diabético-sham (Figura
9A), sugerindo que essas células ndo respondem ao estimulo
inflamatorio. O tratamento com insulina, 24 horas apés o procedimento
cirdrgico restaurou, aparentemente, esse parametro (Fig. 9A).

A analise da producéo intracelular de ERO mostrou que os animais
controle-CLP possuiam uma maior quantidade ao serem comparados
com os controle-sham (Figura 9B), no entanto, camundongos diabético-
sham ja apresentavam uma quantidade exacerbada dessas moléculas,
indicando um estresse oxidativo decorrente da hiperglicemia. Os animais
diabéticos-CLP mostraram uma reducdo na producdo de ERO e, o
tratamento com insulina, ndo sO restaurou esse parametro como

intensificou a sintese dessas moléculas (Figura 9B).

Figura 9. Insulta restaura a capacidade endocitica e a producao de espécie reativas
de oxigénio de neutrofilos do lavado peritoneal. A) Média da intensidade de
fluorescéncia de particulas de Dextran-FITC; B) Média da intensidade de fluorescéncia
DHE em neutrdfilos peritoneais. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo);
CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado,
ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados s&o apresentados com
meédia e e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por

grupo.
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4.5 Insulina previne a deplecdo celular total e a aumenta a
quantidade de células CD4" mas ndo CD8" no bago

O baco dos animais que sofreram o procedimento cirdrgico (CLP)
apresentou apoptose aumentada na comparagdo com camundongos
sham (Fig. 10A). Apesar do mesmo resultado ter sido encontrado em
animais controle e diabéticos, esses Ultimos apresentaram tanto um
aumento de apoptose quanto de necrose (Fig. 10A e 10B).

O tratamento com insulina dos camundongos diabéticos CLP
reduziu tanto o niumero de células apoptéticas quanto necréticas (Fig. 10A
e 10B).

Figura 10. Insulina previne a deplecdo celular total por apoptose e necrose em
tecido esplénico. A) Porcentagem de apoptose; B) Porcentagem de necrose em
amostras de bago. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuragédo); CLP (ceco
exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado,
perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados sdo apresentados com média e
e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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Na tentativa de avaliar se a insulina previne a perda de células
CD4+ e CD8+ no decorrer da sepse, a contagem absoluta dessas
populacdes foi quantificada 24 horas apdés o CLP. Os resultados obtidos
mostram que 0s animais controles nao sofreram altera¢cdes na quantidade
de CD4+ e CD8+ apods essas 24 horas (Fig. 11A e 11B). No entanto, em
animais diabéticos, o CLP induziu a reducdo no total de células CD4+,
evento este prevenido pelo tratamento com insulina (Fig. 11A). O mesmo
fenbmeno néo foi observado em relagcdo as células CD8+, uma vez que
todos os grupos diabéticos apresentaram uma porcentagem reduzida
comparados com controle-sham e controle-CLP (Fig. 11B).
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Figura 11. Insula restaura a porcentagem de células CD4+ mas nao CD8+ em tecido
esplénico. A) Porcentagem de células CD4+; B) Porcentagem de células CD8+ em
amostras de baco. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo); CLP (ceco
exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado,
perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados sdo apresentados com média e
e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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4.6 Insulina restaura parametros proé-inflamatérios e aumenta a
producédo de IL-10 no tecido pulmonar

No presente estudo buscamos avaliar se um modelo de CLP de 24
horas com seis perfuragbes do ceco provocaria manifestacoes
inflamatérias pulmonares e se existe diferencas entre animais controle e
diabéticos. Essa avaliacao foi feita através da contagem total e especifica
de células coletadas do LBA, perfil de citocinas e quimiocinas (IL-18, IL-6,
TNF-a, CXCL1, CXCL2 e IL-10), quantificacdo de proteinas e analises
histomorfoldgicas.

A primeira analise realizada foi a contagem total e especifica de
células presentes no LBA. Podemos observar que a celularidade total dos
animais diabético-CLP estd aumentada em relacdo ao diabético-sham e
ao controle-CLP, no entanto, o tratamento com insulina restaurou esse
parametro em niveis proximos aos animais controle-CLP (Fig. 12A).

Na contagem especifica, foi observado um aumento de PMN no
diabético-CLP em relagdo aos animais sham (Fig. 12B). No entanto, como
ocorrido anteriormente, o tratamento com insulina restaurou esse

parametro a niveis proximos ao dos animais controle-CLP (Fig. 12B).
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Figura 12. Insulina previne o acumulo de polimorfonucleares no lavado
broncoalveolar. A) Celularidade total; B) Polimorfonucleares em lavado broncoalveolar.
Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracao); CLP (ceco exteriorizado, ligado e
perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e
tratamento com insulina). Dados sdo apresentados com média e e.p.m. *p<0,05 versus
grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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Os mononucleares dos animais controle-sham (0,12 + 0,01 células
x 10%mm?), controle-CLP (0,18 + 0,02 células x 10%mm?), diabético-
sham (0,26 + 0,09 células x 10%/mm?), diabético-CLP (0,36 + 0,07 células
x 10°%mm?) e diabético-CLP + i (0,23 + 0,06 células x 10%mm?® n&o
mostraram diferencas estatisticas. Em relacdo ao perfil de citocinas e
guimiocinas avaliado no sobrenadante dos LBA, observamos um perfil
semelhante entre IL-6, TNF-a, CXCL-1, CXCL2 e a razao IL6:I1L10. Essas
proteinas pré-inflamatérios apresentaram um aumento significativo nos
animais diabético-CLP ao compara-los com o grupo controle-CLP. No
entanto, o tratamento com insulina reduziu a producdo dessas moléculas
(Fig. 13A a 13E).

A andlise da citocina anti-inflamatoria IL-10 mostrou um perfil
diferente das apresentadas pelas pro-inflamatério. Nesse caso,

observamos uma elevacdo na producdo apenas apds o tratamento com
insulina (Fig. 13F).
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Figura 13. Insulina reduz o perfil pré-inflamatério e aumenta a concentracéo de IL-
10 no lavado broncoalveolar. A) IL-6; B) TNF-a; C) CXCL-1; D) CXCL-2; E) IL6:IL10; F)
IL-10 em lavado broncoalveolar. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo);
CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado,
ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados sdo apresentados com
média e e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por

grupo.
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Na tentativa de avaliar edema pulmonar, uma das tradicionais
fases da ALI (FILGUEIRAS et al., 2014), o extravasamento proteico foi
avaliado no sobrenadante do LBA. Podemos observar que o animal
diabético-CLP possui um valor elevado de proteina em comparagcdo com
0s demais grupos apesar de a Unica diferenga estatistica significante
tenha sido em relacdo ao grupo tratado com insulina. Entretanto,
observa-se uma tendéncia de aumento desse parametro nos

camundongos diabético-CLP e que o tratamento com insulina restaura

esse padrao (Fig. 14).
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Figura 14. Insulina previne o acumulo proteico em lavado broncoalveolar. Sham
(ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo); CLP (ceco exteriorizado, ligado e
perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e
tratamento com insulina). Dados sdo apresentados com média e e.p.m. *p<0,05 versus
grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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4.7 Insulina restaura parametros pro-inflamatérios e aumenta a
producao de IL-10 no tecido hepético

A disfuncdo mudltipla de 6rgdos é um desfecho comum para os
pacientes sépticos, sendo os rins e figado afetados mais constantemente.
Inicialmente realizamos as dosagens de marcadores de funcdo hepéatica
como as enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e bilirrubina total e fracdes.

Podemos observar na Figura 15A e 15B que 0s animais controle-
CLP apresentam niveis elevados de ALT e AST em comparacdo com
controle-sham. No entanto, o nivel de ALT nos camundongos diabéticos-
CLP tratados ou ndo com insulina apresenta-se ainda mais elevado ao
compara-los com o animal controle-CLP. O uso desse hormdnio reduziu

apenas os niveis de AST no grupo diabético-CLP (Fig. 15B).
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Figura 15. Insulina previne o aumento da concentracdo de AST sem interferir nos
demais parametros bioquimicos hepaticos. A) ALT; B) AST; C) Bilirrubina total; D)
Bilirrubina direta em soro. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracédo); CLP
(ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado,
perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados séo apresentados com média e
e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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A analise da bilirrubina total mostrou também um aumento nos
animais com sepse em relacdo ao sham tanto em diabéticos quanto no
controle. No entanto, nesse caso, observamos que o tratamento com
insulina ndo restaurou os niveis das bilirrubinas (Fig. 15C e 15D).

A avaliacdo das fracBes da bilirrubina indicou que essa variacao
estava ocorrendo devido a bilirrubina direta que é um dos indicadores de
obstrucdo hepatica. Na andlise desse parametro, observamos também
um aumento em relacdo aos animais sham, tanto nos diabéticos tratados
ou ndo como nos controles com sepse (CLP) (Fig. 15D).

A analise do perfil de citocinas e quimiocinas (IL-1B, IL-6, TNF-q,
CXCL1, CXCL2 e IL-10) também foi realizada nas amostras de figados
dos animais ap6s 24 horas da cirurgia.

Em relagdo as citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
observamos um perfil semelhante entre IL-13, CXCL1 e CXCL2.

A IL-1B8 apresentou um aumento significativo entre os animais
diabéticos-CLP em relagdo ao respectivo sham e ao controle-CLP, no
entanto, o tratamento com insulina reduziu a producdo dessa citocina em

niveis proximos ao controle (Fig. 16A).
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Figura 16. Insulina reduz o perfil pré-inflamatério em tecido hepatico. A) IL-13; B)
CXCL-1; C) CXCL-2; D) IL10; E) IL6:IL-10 em amostra de tecido hepatico. Sham (ceco
exteriorizado sem ligadura e perfuracdo); CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado
seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com
insulina). Dados séo apresentados com média e e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado.
Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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As quimiocinas CXCL1 (Fig. 16B) e CXCL2 (Fig. 16C), assim como
a IL-1B mostraram um aumento significativo apenas nos animais
diabéticos-CLP e, o tratamento com insulina reduziu a producédo de
ambas quimiocinas em niveis comparaveis ao controle-CLP.

A analise da citocina anti-inflamatéria IL-10 mostrou um perfil
diferente das apresentadas pelas pro-inflamatério. Nesse caso,
observamos niveis elevados nos animais controle (sham e CLP) e nos
diabético-sham. No entanto, o0 mesmo nédo foi observado nos animais
diabético-CLP nos quais os niveis de IL-10 permaneceram reduzidos
guando comparados com os demais grupos. ApOGs o tratamento com

insulina ndo so6 foi demonstrado o aumento na producdo de IL-10 como
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essa elevacdo se equipara aos niveis do controle (sham e CLP) (Fig.
16D). O ultimo parametro avaliado foi a razao entre IL6:IL10 e nesse caso
observamos que os animais diabético-CLP apresentam uma significante
elevacdo, que é restaurada apos o tratamento com insulina (Fig. 16E).

As demais citocinas avaliadas (TNF-a e IL-6) nao tiveram
diferencas estatisticas significantes entre os grupos.

4.8 Insulina bloqueia o perfil pré-inflamatério e aumenta a producgéo
de IL-10 no tecido renal

O rim é um dos locais afetados constantemente na disfuncédo de
orgaos provocada pela sepse e, além disso, a propria diabetes pode
causar algum grau de leséo renal devido a hiperglicemia persistente que
além de induzir o estresse oxidativo e a inflamagdo (DANDONA et al.,
2013) induz também uma disfuncdo mitocondrial renal que é corrigida
com a normoglicemia. Na andlise das alteracfes renais foram utilizadas
as dosagens bioquimicas de ureia e creatina bem como do perfil de
citocinas e quimiocinas presentes nesse 6rgao.

Na analise bioquimica do soro dos animais estudados, observamos
gue o camundongo diabético-sham ja possui niveis séricos de ureia e
creatinina elevados em relacdo ao controle. O nosso modelo de sepse de
24 horas nao fui suficiente para provocar alteracdes bioquimicas renais
nos animais controle-CLP, no entanto, nos camundongos com diabetes, a
sepse aumentou os niveis séricos de ureia (Fig. 17A) e o tratamento com

insulina restaurou a concentracdo de creatinina (Fig. 17B).
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Figura 17. Insulina reduz a concentracdo sanguinea de creatinina. A) Urea; B)
Creatinina em amostras de soro. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracéo);
CLP (ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado,
ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados sao apresentados com
média e e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por
grupo.
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A andlise do perfil de citocinas/quimiocinas mostrou algo parecido
com o que havia ocorrido no tecido pulmonar e hepatico. A primeira
molécula avaliada foi a IL-13 e podemos observar que nos animais
diabético-CLP ha um aumento na produ¢do em comparagao ao respectivo
sham e controle-CLP. Nesse caso, o tratamento com insulina restaurou os
niveis no tecido a valores semelhantes ao do controle (Fig. 18A).

A analise da IL-6, CXCL1 e CXCL-2 mostraram um perfil um pouco
diferente do apresentado pela IL-13, houve producéo significante dessas
citocina/quimiocinas nos animais diabético-CLP, no entanto, o tratamento
com insulina apesar de ter reduzido o nivel, este ainda permaneceu
elevado em comparacédo ao controle CLP (Fig. 18B, 18C e 18D).

Em relagéo a citocina anti-inflamatéria 1L-10 e a raz&o IL6:IL10, o
mesmo perfil apresentado no pulmdo e no figado também ocorre no
tecido renal. O tratamento com insulina dos animais diabético-CLP
estimulou a produgéo de IL-10 e reduziu a razao IL6:IL10 (Fig. 18E e
18F).
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Figura 18. Insulina reduz o perfil pré-inflamatério e aumenta a concentracéo de IL-
10 em tedido renal. A) IL-1B3; B) IL-6; C) CXCL-1; D) CXCL-2; E) IL10; F) IL6:IL-10 em
amostras de tecido renal. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo); CLP
(ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado,
perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados séo apresentados com média e
e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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4.9 Insulina protege o tecido renal de alteracdes histopatoldgicas ao
inibir a translocacdo nuclear de NF-kB

O efeito protetivo da insulina foi avaliado através de observacdes
histopatolégicas de cortes histoldgicos de tecido pulmonar, hepético e
renal. Dentre esses diferentes Orgdos, apenas 0 rim apresentou
alteracOes histopatologicas causadas pela sepse em animais diabéticos
(Fig. 19D). Ao avaliar o score de lesao tubular (Fig. 19F) observamos que
o0 tratamento com insulina protegeu o tecido renal de alteracdes
histopatoldgicas causadas pela sepse. Baseado nesse parametro e no
perfil de citocinas buscamos avaliar dois aspectos nas vias de sinalizacéo

inflamatorias envolvidas nesse processo de lesdo aguda renal.
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Figura 19. Insulina protege o tecido renal de altera¢cSes histopatoldgicas. A)
Controle-Sham; B) Controle-CLP; C) Diabético-Sham; D) Diabético-CLP; E) Diabético-
CLP + insulina. Sham (ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo); CLP (ceco
exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado,
perfurado seis vezes e tratamento com insulina). Dados s&o apresentados com média e
e.p.m. *p<0,05 versus grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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O primeiro parametro analisado foi a expressdo de TLR-4 e ndo
conseguimos observar diferencas significativas entre os tecidos normais e
lesados. No entanto, observamos um aumento da translocacéo nuclear da
unidade p65 do NF-kB (Fig. 20A) e ao quantificarmos a co-localizacéo

dessa molécula, notamos uma maior quantidade no tecido renal de



animais diabético-CLP e o tratamento com insulina restaurou esse

parametro (Fig. 20B).

Figura 20. Insulina previne a translocacéo nuclear da fragcdo p65 do NF-kB. Sham
(ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo); CLP (ceco exteriorizado, ligado e
perfurado seis vezes); CLP + i (ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e
tratamento com insulina). Dados sédo apresentados com média e e.p.m. *p<0,05 versus
grupo indicado. Foram utilizados de 4 a 8 animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

Um dos pilares da pesquisa biomédica moderna é a utilizacao de
modelos experimentais com animais para desvendar mecanismos
patofisiologicos, elucidar novas abordagens terapéuticas e por fim,
conseguir transportar protocolos da bancada para o paciente. A utilizacao
de camundongos como modelo animal de desordens em humanos por
muito tempo tem sido considerada essencial para descobrir os
mecanismos basicos das doencas além auxiliar na medicina translacional
(SEOK et al., 2013).

O DM do tipo 1 trata-se de uma desordem autoimune marcada pela
deficiéncia de insulina irreversivel provocada pela destruicdo das células
beta pancreaticas devido a acdo, principalmente de linfécitos T, e
macréfagos (CHATZIGEORGIOU et al.,, 2009). Nesse caso, o animal
necessita desenvolver um estado de caréncia de insulina para
estabelecer um modelo de DM do tipo 1. Dentro desse contexto, existem
animais que desenvolvem esse estado espontaneamente e aqueles que
necessitam de inducdo através do tratamento com alguma substancia
quimica.

A estreptozotocina e a aloxana, quando administradas em altas
doses ou em dosagens repetidas, possuem uma toxicidade seletiva para
as células beta pancreaticas, levando a um estado insulinopénico. Devido
a essas caracteristicas, essas substancias sdo as mais utilizadas para a
induc&o do DM do tipo 1 (CHATZIGEORGIOU et al., 2009).

A estreptozotocina, apesar de menos toxica, levou a uma deplecéo
de linfécitos circulantes e timocitos o que inviabilizaria seu uso para
estudos do sistema imunologico (WELLHAUSEN, 1986; MULLER, et al.,
2011; NAGARAJU, et al., 2014), em virtude disso, a droga de escolha
utilizada nesse estudo foi a aloxana, utilizando uma dose Unica na
concentracdo de 60 mg/kg do animal diluida em salina para a inducdo do
DM tipo 1 (modificado SPILLER et al., 2012).

Apoés dez dias para o estabelecimento da doencga os animais foram
separados em controle e diabéticos baseado em sintomas classicos do
DM insulino-dependente, como hiperglicemia persistente (acima de 300

mg/dL), polifagia, polidipsia, e menor ganho de peso corporal quando
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comparados com os camundongos que receberam 60 pL de salina pela
mesma via endovenosa.

Uma glicemia mal controlada, como no caso dos diabéticos tipo 1,
leva um estado catabdlico intenso com aumento da lipdlise, excessiva
degradacdo de aminoacidos e utilizacdo das reservas energéticas do
organismo, levando a uma menor variagdo de peso dos camundongos
tratados com aloxana quando comparados ao controle (OLIVEIRA;
BRAGA; FERNANDES, 2013).

A hiperglicemia apresentada apds os 10 dias de estabelecimento
da doenca, comprova a eficacia da aloxana na destruicdo das células
beta-pancreaticas e possibilita a separacdo dos animais em controle e
diabéticos antes do procedimento cirdrgico para torna-los sépticos.

A sepse trata-se de uma sindrome complexa e dindmica com uma
heterogeneidade enorme entre os pacientes o que a torna um importante
desafio médico e econémico para cientistas e médicos e, além disso, um
melhor entendimento dos processos fundamentais envolvidos nessa
complexa patologia € essencial para identificar novas abordagens
terapéuticas (DEJAGER et al., 2011). Para tanto é necessario utilizar um
modelo animal reprodutivel com ajustes controlaveis para reduzir o
namero de variaveis no intuito de um estudo detalhado dos mecanismos
responsaveis por qualquer alteracdo imunolégica, cardiovascular e
metabolicas (HUBBARD et al., 2005).

Diferentes modelos foram desenvolvidos para o estudo da sepse
desde a administracdo de toxinas exdégenas como 0 zimosan ou 0 LPS,
passando pela infusdo de patdgenos viaveis e chegando ao modelo de
lesar a barreira intestinal que € o caso da CLP. Este modelo tem sido
largamente utilizado no estudo da patofisiologia da sepse e comparado
com outros, possui uma melhor representacdo da complexidade que é a
sepse em humanos (DEJAGER et al., 2011).

O modelo de CLP foi descrito ha um pouco mais de 30 anos atras e
se baseia em uma peritonite polimicrobiana através de uma ligacao
cirirgica do ceco seguida de uma puncgdo por agulha que permitira o
extravasamento do conteudo cecal na cavidade abdominal (DEJAGER et
al., 2011; STARR et al., 2014). E um procedimento baseado em trés
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pilares: lesdo tecidual, necrose e infecédo. A peritonite causada evolui para
a translocacdo das enterobactérias para a corrente sanguinea, ativando
assim, a resposta inflamatéria sistémica que culminara, com o choque
séptico. O procedimento cirdrgico simples, a presenca de um foco
primério de infeccdo simula bem a progressdo da sepse em humanos
com fases hemodindmicas e metabdlicas semelhantes (WICHTERMAN;
BAUE; CHAUDRY, 1980; DEJAGER et al., 2011).

A gravidade da sepse por CLP é altamente dependente do nivel da
infecgdo que pode ser influenciado pelo volume, rapidez e duragdo da
liberacé@o do contetdo cecal no abdome, e da flora bacteriana presente no
ceco. Portanto, em experimentos com animais que possuem em meédia o
mesmo tamanho e forma cecal, bem como, uma flora semelhante, o CLP
deve ser o modelo de escolha (STARR et al., 2014).

Ha tempos € reconhecido que a sepse induz alteracdes no
metabolismo que tendem a promover hiperglicemia de causas
multifatoriais como a elevacdo dos niveis de horménios
contrarregulatérios como as catecolaminas, glucagon, cortisol hormonio
de crescimento (GH) que promovem a glicogendlise e gliconeogénese
hepética (BRIERRE et al., 2004). No entanto, esse aumento da producao
de glicose resulta em uma simultanea liberacdo aumentada de insulina
com uma concomitante resisténcia a insulina induzida por citocinas pro-
inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF. Esses fatores combinados levam a
um estado hiperglicémico de animais ou pacientes sem diabetes
(BRIERRE et al., 2004).

A producao excessiva de glicose temporariamente excede a razao
da disposicao para os tecidos periféricos, no entanto, em algum momento
durante o episodio séptico um novo estado metabdlico estavel € atingido
no qual a elevagdo na captacdo da glicose pelo tecido periférico se
equipara a elevada producdo. Nesse momento, existe pequena ou
nenhuma diferenca na concentragéo glicémica quando comparado com o
controle. Finalmente, em condi¢cdes de sepse grave a razao na utilizacao
da glicose excede a producdo, resultando em hipoglicemia (MAITRA;
WOJNAR; LANG, 2000; JACOB et al., 2008).
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No presente estudo, utilizamos um modelo de CLP de 24 horas e
observamos que nossos dados estdo de acordo com a literatura, uma vez
gue os animais controle-CLP apresentaram uma queda significativa da
glicose sanguinea quando comparados aos camundongos controle falso
operados, apresentando uma hipoglicemia moderada.

Em relacdo aos animais diabético-CLP, a mesma queda da
glicemia foi observada, condizendo com alguns estudos consultados. Em
um trabalho com animais DM tipo 2, (JACOB et al., 2008) demonstraram
uma queda significante da glicemia apés uma CLP de 20 horas. Em outro
estudo, (OSUCHOWSKI et al., 2010) utilizando animais AKITA, que sao
um modelo espontéaneo de DM tipo 1, demonstraram também a queda da
glicemia ap6s uma CLP de 24 horas para niveis préximos ao controle.

O animal diabético-CLP mostrou reducdo da glicemia em relacao
ao animal sham, porém, esse valor foi acima do apresentado pelo
controle-CLP. O tratamento com insulina reduziu ainda mais essa glicose
chegando a niveis semelhantes ao animal controle-CLP.

Um importante achado deste estudo foi a resposta inflamatéria
exacerbada nos animais diabético-CLP. A rapida secrecdo de citocinas
em infeccbes agudas é bem menos compreendida do que a resposta
inflamatoria intensa no diabetes crénico. Nossos dados indicam que a
resposta inflamatéria exacerbada pode estar relacionada a mau
prognoéstico nos animais diabéticos. Especificamente, os resultados
mostraram que as concentracbes aumentadas de TNF-a, CCL2, IL-6 e
uma razdo IL-6: IL-10 diminuida estdo associadas com esse mau
progndéstico. Outros estudos demonstraram que o aumento dos niveis
séricos de IL-6 e IL-6: IL-10 estao relacionados com a gravidade da sepse
e com a falha de 6rgdos (TAKAHASHI; NAKADA; YAZAKI, 2016; GREALY
et al., 2013) e que maiores niveis de IL-6 e CCL2 contribuem para a
morte precoce por sepse (HONG et Al., 2014).

Outro estudo mostrou que as citocinas IL13, IL-6, TNF-a e CCL2,
cujas concentracdes sdo aumentados em animais diabéticos submetidos
a CLP, sédo bons marcadores de mortalidade precoce (BOZA et al., 2007;
SURBATOVIC et al., 2015) e que os niveis de CCL2 correlacionado com

a disfuncdo de orgaos (BOZA et al., 2007). Dentro desse contexto, a
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resposta inflamatoéria exacerbada induzida pela sepse foi atenuada pelo
tratamento com insulina melhorando o progndstico dos animais em
guestdo e provocando reducdes significativas nas concentrades de IL-6,
TNF-a e CCL2 circulantes e na razdo de IL-6:1L-10.

A transmigragéo leucocitéria para o foco infeccioso é o componente
critico da resposta imune a sepse (ALVES-FILHO et al.,, 2008). Os
mecanismos subjacentes ao comprometimento funcional dos leucécitos,
especialmente dos neutréfilos, ndo estdo bem estabelecidos. A
diminuicdo da migracdo de neutrofilos para locais de infeccdo esta
directamente relacionada com a mortalidade na sepse. Isso geralmente
acontece apesar de altos niveis de mediadores quimiotaticos locais e
pode causar a acumulacao de neutrofilos em outros érgdos resultando em
disfungcéo e aumento da gravidade da sepse (ALVES-FILHO et al., 2008;
ALVES-FILHO; SPILLER; CUNHA, 2010).

A atividade biolégica do LPe ainda ndo é bem caracterizada, no
entanto, alguns estudos mostram que devido a excessiva producédo e
concentragdo de citocinas proé-inflamatérias e, a reabsor¢cdo para a
corrente sanguinea via circulacdo linfatica, esse fluido atua como um
continuo estimulo de ativacdo de neutréfilos o que pode contribuir para
manifestacdes sistémicas posteriores (SHAH et al, 2012).

Na sepse ja foi observada a falha na migracdo neutrofilica e
resposta antimicrobiana inadequada em diferentes modelos de animais,
que foram associadas a um aumento da elevacdo de bactérias no
peritdbnio e sangue, seguido de uma inflamacao sistémica e reducdo dos
indices de sobrevivéncia. Apesar dos elevados niveis de mediadores
guimiotaticos no foco da infeccdo, a ativacao sistémica dos TLR leva a
uma hiperprodugéo de citocinas, quimiocinas e NO no soro que atuam no
endotélio e no neutréfilo reduzindo a expressdo de moléculas e
receptores de adesao dificultando a migragcdo para o foco infeccioso
(BENJAMIM et al., 2002; BENJAMIM; FERREIRA; CUNHA, 2000; ALVES-
FILHO; SPILLER; CUNHA, 2010; SPILLER et al., 2012). Em animais
diabéticos, além da disfuncdo quimiotaxica, neutréfilos apresentam

disfuncbes de fagocitose e killing. Alguns estudos demonstraram que o
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aumento de ROS devido a hiperglicemia pode gerar um estresse oxidativo
nessas células (KOH et al., 2012).

No presente estudo, verificou-se que o tratamento com insulina
aumenta a migracdo de leucécitos para a cavidade peritoneal,
aumentando a quantidade de PMN e MN. Além disso, foi observado que
0s animais diabéticos-CLP apresentaram diminuicdo da migracdo de
leucocitos, que foi restaurada pelo tratamento com insulina. Esta
alteracdo foi seguida por aumentos nos niveis de mediadores
inflamatérios no LPE, os quais, durante longos periodos de tempo, podem
facilitar a resolucao local da inflamac&o. Em alguns estudos semelhantes
o tratamento dos animais sépticos com substancias quimicas que atuam
na melhora da quimiotaxia de neutrofilos também aumentam a
sobrevivéncia a sepse (BENJAMIN et al., 2002; ISHII et al., 2012; GUAN
et al.,, 2014). Em um estudo do nosso grupo, foi demonstrado que a
insulina pode modular a expressdo de ICAM-1 e com isso a adesédo e
migracdo de leucdcitos para o foco infeccioso (ANJOS-VALOTTA et al.,
2006).

A citocina IL-10, uma importante proteina imunoreguladora, esta
envolvida no controle da inflamacdo durante a sepse. Nesse estudo,
observamos um aumento dessa citocina no LPe com o tratamento
insulinico. Essa elevacdo pode ser explicada pela maior marginalizacao
de neutréfilos para o foco da infeccdo, uma vez que esses PMN sao
responsaveis por grande parte da producdo de IL-10 (KASTEN;
MUENZER; CALDWELL, 2010).

Os neutroéfilos ap6s transmigrarem para o tecido inflamatério, em
respostas aos estimulos proé-inflamatérios no foco infeccioso, se tornam
totalmente ativados, um estado caracterizado pela liberacdo de granulos
proteicos, aquisicdo de capacidade fagocitica e a producdo das neutrophil
extracellular traps (NET), que sdo destinadas a aumentar a capacidade
celular em destruir patégenos. O reconhecimento de micro-organismos
nos neutrofilos é feito por receptores de superficie e intracelulares que se
ligam a moléculas especificas dos patdogenos (MAYADAS; CULLERE;
LOWELL, 2013). Esses receptores se ligam a carboidratos, lipidios e

proteinas antigénicas que nao sao expressas nas células e tecidos
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hospedeiros, e desempenham um papel preponderante no
reconhecimento e remogdo de micro-organismos n&o-opsonisados
(KENNEDY et al., 2007).

Nos neutréfilos, os receptores de lectina tipo-C sdo os PPR
endociticos primarios e, dentre eles, o mais importante € o Dectina-1 que
reconhece as B-glucanas fangicas para internalizacdo e eliminacdo
(KENNEDY et al., 2007). Outro receptor endocitico importante, seria o
triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM) — 1 que se liga a
varios patdgenos e apresenta-se up-regulated em neutrofilos peritoneais
de pacientes com sepse microbiana (FORD; McVIVAR, 2009).

No presente estudo, ao avaliar a capacidade endocitica e a
producdo de EROs de neutrdfilos isolados dos LPe ap6s 24 horas do
procedimento cirargico observamos que o aumento esperado nao ocorreu
nos animais diabéticos-CLP. Além disso, verificou-se que o0s
camundongos diabéticos sham apresentavam uma elevada producao de
EROs, provavelmente devido ao estresse oxidativo. O tratamento com
insulina restaurou ambos parametros nessas células.

A andlise das células do baco mostrou uma apoptose aumentada
nos animais controle-CLP, no entanto, os niveis de células CD4+ e CD8+
permaneceram inalterados. No entanto, camundongos diabéticos-CLP
apresentaram ndo s6 apoptose como a necrose aumentada, bem como
uma reduzida presenca de células CD4+ e CD8+. O tratamento com
insulina foi capaz de restaurar os niveis de CD4+ mas nao interferiu nas
células CD8+. Tanto a reducéo das células linfoides como a diminuicédo da
funcionalidade das células mieloides pode aumentar a susceptibilidade a
infeccbes subsequentes e esta diretamente relacionada com a gravidade
e evolucdo da sepse (CABRERA-PEREZ et al.,, 2014; DUONG et al.,
2014).

Em relacdo a disfuncdo de 6rgdos isso pode ocorrer devido a
ativacao inapropriada e acumulo de neutrofilos dentro da microcirculagéo
proxima a determinados 6rgdos e a migracao neutrofilica para regides
diferentes do foco primario (BROWN et al., 2006). Nesse contexto, 0
pulmdo é um dos 6rgaos frequentemente afetado na sepse podendo

desenvolver a Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) e,
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em uma manifestagdo menos severa, a lesdo aguda pulmonar (ALI)
(PARSONS, 2006; BHARGAVA; WENDT, 2012; SURATT) que é
caracterizada por edema pulmonar e infiltracdo de células inflamatorias
que levam a uma reducdo das trocas gasosas. Na forma severa, 0
agravamento da hipoxia pode levar a faléncia mdultipla de o&rgéos
(HOTCHKISS; KARL, 2003; FILGUEIRAS et al., 2012).

O primeiro parametro avaliado no pulmao foi a contagem celular
total no LBA e, podemos observar que apesar de um aumento do
infiltrado de células dos animais com CLP em relacdo ao sham, o
camundongo diabético-CLP exibiu uma elevagdo muito mais intensificada.
O tratamento com insulina reduziu esse infiltrado celular a valores
semelhantes ao controle. Apesar dessa infiltracdo ser predominantemente
causada por MN, esse tipo celular ndo apresentou diferencas entres os
grupos, no entanto, o uso da insulina provocou uma menor migracao de
PMN, diferentemente do observado no LPe o que pode indicar um efeito
protetor desse tratamento.

Nas observacdes realizadas por Filgueiras et al. (2014) o infiltrado
inflamatério foi reduzido nos animais diabéticos e a insulina provocou um
aumento a niveis proximos ao controle CLP, um resultado semelhante ao
encontrado no LPe. Nesse caso, a migracao leucocitaria foi prejudicada
pelos mesmos fatores mencionados no LPe, excesso de citocinas e
guimiocinas bem como down-regulation de receptores de membrana
envolvidos na quimiotaxia, sendo esses fatores corrigidos pelo tratamento
com insulina. No presente estudo, observamos um fendmeno diferente,
uma vez que ao nhao existir um foco inflamatério pulmonar (baixa
celularidade e baixa concentracdo de citocinas e quimiocinas
inflamatorias) a insulina apresentou uma acgao protetora.

A analise de citocinas e quimiocinas mostra um inicio de producao
exacerbada pelo animal diabético-CLP, principalmente de IL-6, TNF-q,
CXCL1 e CXCL2, o que indicaria um inicio de processo inflamatorio, ou
seja, uma maior susceptibilidade do camundongo diabético apds a
instalacdo da sepse. No entanto, o tratamento com insulina ndo so
reduziu os niveis desses agentes proé-inflamatérios como elevou a

quantidade da citocina imunomodulatoria IL-10. Além disso, a propria
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quantidade proteina, aparentemente, elevado no animal diabético também
foi diminuida apos a utilizacdo desse peptideo.

A expressdao e funcdo dos TLRs influenciam largamente a
qualidade e o controle da resposta imune em individuos com doencas
infecciosas e cronicas. Além da sensibilidade para reconhecer patdgenos,
0s TLRs também atuam como receptores de sinais tdéxicos enddgenos
gue levam a dano tecidual, especialmente em 6rgaos distantes do foco da
infeccdo (TSUJIMOTO et al., 2008). Ja foi mencionada anteriormente os
efeitos pro-inflamatorios causados pela hiperglicemia (DANDONA et al.,
2013) e no presente estudo demonstramos a presenca de citocinas e
guimiocinas proé-inflamatérias no tecido pulmonar. Uma explicacdo para
isso poderia ser a elevada expressao dos TLR-4 observado nos animais
diabético-CLP, no entanto, isso ndo foi observado bem como nenhuma
alteracao histopatoldgica.

A disfuncdo de 6rgaos, um desfecho comum e perigoso na sepse,
atinge o tecido hepatico com uma certa frequéncia. Isso, além de
representar elevados indices de mortalidade, indica um mau progndéstico
para o paciente. O figado desempenha um importante papel na regulacéo
de uma variedade de atividades metabdlicas, homeostaticas e de defesa
do organismo, em virtude disso, a lesdo hepatica pode ser considerada
um dos fatores preponderantes na génese e amplificacdo da falha de
multiplos 6rgdos (NESSELER et al., 2012).

A lesdo hepética induzida pela sepse pode ser classificada em trés
categorias: colestatica, hepatocelular e choque hepatico (KOBASHI;
TOSHIMOR; YAMAMOTO, 2013). No presente estudo buscamos avaliar a
disfuncdo desse oOrgao através da dosagem das transaminases e
bilirrubinas totais e fracdes seéricas. Podemos observar que existe uma
elevacdo significante de ambas as transaminases (ALT e AST) dos
animais sham para os camundongos sépticos diabéticos ou ndo. Além
disso, existe uma concentracdo maior de AST em relacdo a ALT, o que
pode indicar um estado de choque hepatico (KOBASHI; TOSHIMOR,;
YAMAMOTO, 2013), uma vez que esses valores ultrapassam em cerca
de trés o limite de 200 UI/mL.
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A concentracdo de bilirrubina total, apesar de nao estar no valor
caracteristico de hiperbilirrubinemia, podemos notar um aumento
significativo na concentracdo nos animais CLP. E, além disso, essa
elevacdo foi causada pela fracdo indicativa de colestase que seria a
bilirrubina direta. No caso das enzimas hepaticas, o tratamento com
insulina nado interferiu nas concentragcbes, mas é em relacdo a bilirrubina
direta, esse peptideo reduziu os valores em comparacdo com 0s animais
diabéticos sépticos.

O perfil de citocinas e quimiocinas avaliado mostrou uma intensa
producdo de IL-1B, CXCL1 e CXCL2 apenas pelo animal diabético
séptico. Essa citocina, associada a possiveis endotoxinas circulantes
levam a uma reducdo no fluxo da bile produzida pelo figado, além de
promover estresse oxidativo e alteracéo do citoesqueleto dos hepatdcitos.
Todas essas alteracbes contribuem para uma hiperbilirrubinemia
associada a uma colestase intra-hepatica. As quimiocinas CXCL1 e
CXCL2 podem promover a migracao de leucdcitos para o tecido hepatico
que somados a hipdxia e hiperfusao tecidual, intensificam ainda mais a
disfuncdo do é6rgdao (RAMADORI; ARMBUST, 2001; MOSELEY, 2004;
FUCHS; SANYAL, 2008; NESSELER et al., 2012).

A insulina ndo so reduziu os niveis dos agentes pro-inflamatérios,
como também elevou a quantidade de IL-10 no tecido hepatico. Ambas as
acOes podem ter contribuido para a reducdo nos niveis de bilirrubina
direta e, consequentemente, uma melhora nessa colestase inicial.

Outro 6rgdo comumente afetado pela sepse € o rim, o que leva a
uma lesdo renal aguda (AKI). E uma frequente e grave complicacdo da
sindrome séptica uma vez que esta associada com elevada mortalidade.
A patofisiologia da AKI na sepse é complexa e multifatorial, incluindo
mudancas hemodinadmicas intrarrenais, infiltragdo de células inflamatorias
no parénquima renal, trombose intraglomerular, e obstrucdo dos tubulos
com a presenca de células necroticas (ZARJOU; AGARWAL, 2011).

Geralmente, a AKI é definida como um rapido declinio do indice de
filtracdo glomerular (IGF), resultando na reteng&o residuos nitrogenados,
primariamente, ureia e creatinina. Nesse contexto, o nivel sanguineo

dessas substancias serve como um indicador da reducéo da funcéo renal
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(BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012). Em virtude disso, o presente
estudo inicialmente avaliou ambos os marcadores.

Nos animais controles sepse ndo houve uma elevacéao significante
em relacdo aos animais sham, no entanto, os camundongos diabéticos
sham ja apresentavam niveis elevados de ureia e creatinina quando
comparados aos controles. Apos a inducdo da sepse, esses valores
aumentaram ainda mais e o tratamento com insulina foi ineficaz na
tentativa de restaurar para niveis proximos ao controle. Essa alteracao
apenas nos animais diabéticos pode ser indicativa de uma nefropatia
diabética que é causada por varios fatores incluindo hiperglicemia
persistente (ELMARAKBY; SULLIVAN, 2012). Apesar de ser um fator
importante na génese da nefropatia, novos conceitos indicam que o dano
renal ndo € totalmente explicado pelas modificagbes moleculares
causadas pela hiperglicemia ou pelo aumento da presséo sistémica e
intra-glomerular secundaria a fatores metabdlicos e hemodinamicos
(NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011).

Estudos demonstraram a etiologia da nefropatia diabética em nivel
celular e molecular e, a inflamacéo, emergiu como um fator patofisiolégico
chave no desenvolvimento do acometimento renal. Moléculas e
mediadores inflamatérios, nesse contexto, sdo fatores importantes nos
estagios iniciais na doenca renal diabética (NAVARRO-GONZALEZ et al.,
2011).

A presenca de comorbidades na sepse, como o caso da nefropatia
diabética, potencializa os ja elevados indices de mortalidade pela
sindrome séptica. Em um estudo de (DOI et al., 2008), camundongos
tiveram uma leséo renal induzida antes do procedimento cirdrgico para
desenvolvimento da sepse. Esse trabalho mostrou que os animais com
doenca renal prévia tiveram um aumento substancial da AKI e da
gravidade do choque séptico (DOI et al., 2008). Um resultado semelhante
ao encontrado no presente estudo.

As citocinas IL-1, IL-6, IL-18 e TNF-a apresentam papéis
importante na patogénese da nefropatia diabética. Avaliamos o perfil de
citocinas no tecido renal na tentativa de explicar a alteragdo dos

marcadores ureia e creatinina. Nao foi observada altera¢ces nos niveis de
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TNF-a, no entanto, IL-1B e IL-6 apresentaram uma concentracao elevada
nos animais diabéticos com sepse quando comparados ao camundongo
sham e ao controle com sepse (CLP). O tratamento com insulina, nesse
caso, reduziu os niveis de ambas citocinas. Alta concentracdo de IL-1
esta associada com elevacdo na expressao de outras moléculas proé-
inflamatérias como ICAM-1, V-CAM-1 e E-selectina, bem como de fatores
quimiotaticos (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011). Alteracbes na
permeabilidade da célula endotelial glomerular, proliferacdo de células
mesangiais e aumento da expressao de fibronectina sdo anormalidades
causadas pela IL-6 (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011).

Quimiocinas sdo mediadores diretos da quimiotaxia e ativacdo de
células imunoldgicas, uma vez que guiam neutrofilos e macréfagos para o
local da lesdo, potencializando a AKI (JANG; RABB, 2015). Nesse
contexto, observamos que 0s hiveis das quimiocinas CXCL1 e CXCL2
apresentaram-se elevadas nos animais diabéticos com sepse em relacéo
a todos os demais grupos. O tratamento com insulina reduziu
drasticamente a concentragdo de ambas quimiocinas.

A lesdo renal, portanto, parece provir da associagcdo entre
alteracbes hemodinamicas e fatores ndo-hemodinamicos como o0s
elementos imunoldgicos, no entanto, iniciando com o reconhecimento dos
produtos bacterianos pelos TLRs. A presenca de PAMPs e DAMPs
aumentam o processo inflamatorio renal durante a sepse, resultando em
grande dano e necrose tecidual (CASTOLDI et al., 2012). Nesse contexto,
0 presente estudo avaliou a expresséo de TLR-4 nos rins e ndo observou
a exacerbacdo em animais diabéticos com sepse apesar de alteracdes
histopatologicas. No entanto, observamos uma maior translocacao
nuclear da porcdo p65 do fator de transcricio NFkB. O tratamento com
insulina inibiu essa translocacao, reduzindo a concentragao de citocinas e
guimiocinas que por consequéncia exerceram um efeito protetor no tecido
renal. Isso pode emergir como uma poderosa ferramenta de controle da
nefropatia diabética, uma vez que estudos semelhantes com substancias
gue bloqueiam a sinalizagéao via TLR mostraram melhoras na lesdo renal
(CHA et al., 2013).
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Em resumo, os dados aqui apresentados mostram que o diabetes
pré-existente contribui para o aparecimento de marcadores indicativos de
um pior prognostico em animais com sepse, uma vez que observamos
que camundongos diabético-CLP apresentam: niveis elevados de
citocinas circulantes e de marcadores pro-inflamatoérios no pulméo, figado
e rim; reduzido nimero de leucdcitos e citocinas/quimiocinas na cavidade
peritoneal; menor capacidade endocitica e producdo de ERO em
neutrofilos peritoneais; maior apoptose e necrose com reduzida

porcentagem de células CD4 e CD8 em tecido esplénico.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com insulina melhorou os niveis circulantes de
citocinas, reduziu a concentracdo dessas nos érgaos indicados, aumentou
a migracdo celular para a cavidade peritoenal, restaurou a capacidade
endocitica e a producdo de ERO dos neutrofilos, reduziu a morte celular
no baco e assim restaurou os niveis de células CD4+, melhorou as
alteracdes histopatoligas no tecido renal ao reduzir a translocac¢do nuclear
de NF-kB. Assim, em camundongos diabéticos submetidos a CLP a
insulina desempenha um papel central na evolucdo de marcadores de

mau prognaostico na sepse.
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APENDICE A — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdao da média (e.p.m) referente a figura 4 da secdo Resultados:
Animais diabéticos apresentam menor ganho de peso e hiperglicemia
apos 10 dias do estabelecimento da doenca.

Controle Diabéticos
Animal | Variacdo | Glicemia | Glicemia | Variacao | Glicemia | Glicemia
de peso | (1°dia) | (10°dia) | de peso | (1°dia) | (10°dia)
1 1.6 172 150 NR 187 600
2 2.0 181 170 1.0 175 NR
3 1.2 165 136 -0.5 165 568
4 NR NR 183 NR NR 516
5 2.8 134 133 0.6 160 NR
6 2.0 183 180 NR 186 546
7 1.1 164 179 NR 158 600
8 1.8 142 160 1.2 NR 600
9 1.9 NR 146 NR 163 600
10 1.6 NR 150 1.2 159 NR
11 NR 168 146 0.6 170 466
12 1.6 170 162 0.6 157 544
13 1.4 152 156 1.4 170 532
14 2.4 152 190 1.4 157 NR
15 1.1 173 151 NR 159 537
16 NR NR 146 0.4 146 561
17 NR NR NR NR 154 NR
18 NR NR NR NR 149 600
19 NR NR NR NR 144 524
20 NR NR NR 1.5 156 600
21 NR NR NR 0.1 175 566
22 NR NR NR 0.8 152 600
23 NR NR NR 1.2 168 600
Média | 1,731 163,0 158,6 0,8214 162,4 564,4
e.p.m | 0,1389 4,359 4,308 0,1516 2,557 9,285
D.P 0,5006 15,10 17,23 0,5673 11,72 39,39

NR — N&o realizado
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APENDICE B — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 5 da secdo Resultados: O
tratamento cirdrgico para inducdo da sepse (CLP) e a insulina provocaram
reducgéo da glicemia

Glicemia apos CLP
Controle Diabético

Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i

1 150 80 192 NR 561

2 149 58 600 175 337

3 148 70 600 NR 600

4 145 74 NR 276 524

5 NR 79 527 326 600

6 146 75 600 NR 566

7 143 70 NR 108 600

8 159 82 NR 159 600
Média 148.,6 73,50 585,4 208,8 60,67
e.p.m 1,962 2,712 14,60 40,02 28,47
D.P 5,192 7,672 32,65 89,49 69,73

NR — N&o realizado
Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuragdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE C - Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 6 da secdo Resultados:
Insulina previne o aumento das concentracdes sanguineas de citocinas
pro-inflamatérias e reduz a razao 1L6:1L10.

TNF-a
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 NR 332,54 NR 2480,6 707,52
10 6,82 179,84 7,67 3561,38 205,43
11 9,74 NR 2,01 7016,39 NR
12 NR 680,74 NR 1503,92 NR
13 9,4 NR NR 6385,14 443,61
14 3,08 121,89 0,7 4703,21 NR
15 2,37 556,94 3,43 NR 314,52
16 NR 139,33 NR 394477 NR
17 NR 137,12 NR NR NR
Média 6,282 306,9 3,453 4228 417,8
e.p.m 1,542 85,94 1,512 750,4 108,2
D.P 3,447 2274 3,025 1985 216,3
CCL2
Controle Diabético
Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 42,78 11686,15 49,49 NR NR
10 51,33 7519,28 162.08 NR NR
11 70,75 NR 101.77 37161,85 3883.66
12 NR NR NR 50409,19 | 3616.97
13 57,99 NR NR NR 2261.22
14 NR NR 32,83 36612,25 1061.03
15 0.00 18520.27 18,38 NR NR
16 39,24 NR 41,78 NR NR
17 NR 5871.6 - NR NR
Média 43,68 10899 67,72 41394 2706
e.p.m 9,873 2820 22,15 4510 653,2
D.P 24,18 5639 54,26 7812 1306
IL-6
Controle Diabético
Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 79,22 NR 0,00 671962,90 | 135540,80
10 13,71 NR 43,30 NR 88873,13
11 86,20 659149,60 29,63 604569,80 | 6825,65
12 NR 629573,20 NR 362158,30 | 4425,48
13 9,15 699026,10 NR 693928,30 | 21712,04
14 22,75 NR 34,14 457291,50 | 20077,99
15 80,33 377706,60 4,39 NR 182364,60
16 15,63 NR 13,39 697999,30 NR
17 NR NR NR NR NR
Média 43,86 591364 20,81 581318 65689
e.p.m 13,57 72627 7,116 57291 26843
D.P 35,89 145253 17,43 140333 71019
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IL-10
Controle Diabético
Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 ND NR ND 79203,33 | 56052,70
10 ND NR ND NR NR
11 ND 88201,19 ND NR NR
12 ND 55291,77 ND NR 63267,03
13 ND 67520,00 ND 87276,29 | 25140,65
14 ND NR ND 75989,16 NR
15 ND NR ND NR 50089,06
16 ND NR ND 127388,20 NR
17 NR NR ND 7763,33 NR
Média - 70338 - 75524 48637
e.p.m - 9604 - 19279 8283
D.P - 16635 - 43108 16565

NR — Nao realizado

ND — Néao detectavel pela metodologia utilizada

Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracéo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina

TNF — tumor necrosis factor

CCL2 — chemokine (C-C motif) ligand 2

IL - interleukin
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APENDICE D - Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 7 da secdo Resultados:
Insulina aumenta a quimiotaxia de polimorfonucleares e mononucleares
para o lavado peritoneal.
Celularidade total — Lavado Peritoneal (células x mL)

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 1 NR 2,4 NR NR
2 NR 8,4 1,3 10,3 NR
3 0,5 NR 2,7 13,9 21,2
4 2,08 10,4 NR 18,24 NR
5 NR NR NR NR 21,8
6 1,34 NR 3,4 NR NR
7 NR 12,92 3,4 13 19,2
8 NR 12,98 - NR 39,6
Média 1,230 11,18 2,640 13,86 25,45
e.p.m 0,3317 1,103 0,3881 1,648 4,749
D.P 0,6634 2,206 0,8678 3,296 9,499
Polimorfonucleados — Lavado Peritoneal (células x mL)
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,05 NR 0,288 5,22 NR
2 NR 3,36 0,195 NR NR
3 0,15 2,304 0,270 10,425 18,02
4 0,541 NR NR 14,592 NR
5 NR 9,312 1,98 4,704 19,402
6 0,402 NR 0,68 NR NR
7 NR 5,42 1,19 11,05 12,096
8 0,714 9,086 NR NR 18,216
Média 0,3714 5,896 0,7672 9,198 16,93
e.p.m 0,1224 1,439 0,2864 1,872 1,641
D.P 0,2736 3,217 0,7016 4,185 3,282
Mononucleados — Lavado Peritoneal (células x mL)
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,95 5,04 2,112 0,78 NR
2 NR 5,04 1,105 NR NR
3 0,35 NR 2,430 3,475 3,18
4 1,539 NR 1,952 3,648 NR
5 1,582 NR 2,420 3,136 NR
6 0,938 NR 2,720 NR 4,8
7 NR 7,5 2,210 1,95 7,104
8 1,386 3,894 NR NR NR
Média 1,124 5,369 2,136 2,598 5,028
e.p.m 0,1928 0,7601 0,1959 0,5425 1,138
D.P 0,4721 1,520 0,5182 1,213 1,972

NR — N&o realizado
Sham - ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes

CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE E - Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdao da média (e.p.m) referente a figura 8 da secdo Resultados:
Insulina aumenta a concentracdo de citocinas/quimiocinas e reduz a
razdo IL6:1L10 no lavado peritoneal.
IL-18 — Lavado Peritoneal

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,0132 1,1859 0,0275 NR 2,0708
2 0,0077 1,0000 NR 2,5748 2,5739
3 0,0148 1,5453 0,0309 0,8777 3,6139
4 NR NR 0,0262 2,2345 NR
5 0,0111 1,0152 NR 1,1909 3,1356
6 0,0077 0,9441 0,0101 0,8068 NR
7 0,0165 NR 0,0229 NR 2,3956
8 0,0046 NR NR 1,2357 NR
Média 0,0108 1,138 0,02352 1,487 2,758
e.p.m 0,001633 0,1095 0,003591 0,3015 0,2750
D.P 0,004320 0,2449 0,008031 0,7385 0,6149
IL-6 — Lavado Peritoneal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,1095 1,1630 0,0511 0,8648 NR
2 0,0286 NR 0,0317 2,1603 21,2272
3 0,0572 0,6426 0,0849 0,6330 22,6702
4 NR 0,6668 0,2436 NR NR
5 0,0192 1,5990 0,0074 NR 22,5317
6 0,0137 NR 0,0278 NR NR
7 0,0704 0,6318 0,1772 1,3974 NR
8 0,0052 0,8648 0,0000 2,0218 NR
Média 0,0434 0,9280 0,07796 1,415 22,14
e.p.m 0,01417 0,1578 0,03099 0,3032 0,4597
D.P 0,03749 0,3865 0,08764 0,6779 0,7962
TNF-a — Lavado Peritoneal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,0222 NR NR 0,1183 0,5466
2 0,0172 0,6570 0,0187 NR 0,3757
3 0,0161 0,4921 0,0209 0,1274 0,4463
4 NR NR 0,0155 NR NR
5 0,0134 0,2354 NR 0,3122 NR
6 0,0202 0,3204 0,0189 NR NR
7 0,0151 NR NR 0,1887 0,4920
8 NR NR NR NR NR
Média 0,01737 0,4262 0,0185 0,1867 0,4652
e.p.m 0,001340 0,09363 0,001117 0,04467 0,03618
D.P 0,003283 0,1873 0,002233 0,08935 0,07237
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Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 NR 1,0000 NR NR 19,9039
2 0,1618 0,9774 0,1494 2,5289 17,1951
3 NR NR NR NR NR
4 NR 1,3672 0,2218 NR 27,4085
5 0,0401 1,4368 NR 5,2376 29,9610
6 0,0378 NR 0,1466 NR NR
7 0,0235 NR 0,1786 1,5434 NR
8 0,0111 0,9404 NR NR NR
Média 0,05486 1,144 0,1741 3,103 23,62
e.p.m 0,02724 0,1062 0,01747 1,104 3,023
D.P 0,06092 0,2374 0,03494 1,913 6,046
CXCL-2 - Lavado Peritoneal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 NR NR 0,1177 1,2083 17,5494
2 0,0363 5,3326 0,0507 5,7997 15,6992
3 NR 5,9795 NR 1,9536 NR
4 NR NR 0,0578 10, NR
5 0,0327 3,7125 0,0578 10 16,5972
6 0,0363 3,0486 0,0918 10 NR
7 0,0290 NR NR 2,2717 9,0555
8 0,0103 NR NR 1 NR
Média 0,02892 4,518 0,07516 6,404 14,73
e.p.m 0,004847 0,6836 0,01282 1,439 1,927
D.P 0,01084 1,367 0,02867 4,070 3,855
IL-10 — Lavado Peritoneal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,0619 NR 0,0619 NR NR
2 0,0448 1,2668 0,0415 NR 3,4490
3 0,0473 0,9784 0,0437 1,0257 3,1567
4 NR NR 0,0386 1,7241 NR
5 0,0287 0,5909 0,0217 1,7082 3,6682
6 0,0245 0,5165 0,0245 1,4789 2,3527
7 0,0217 NR NR NR NR
8 0,0182 NR NR NR 2,0604
Média 0,0353 0,8382 0,03865 1,484 2,937
e.p.m 0,006132 0,1751 0,005949 0,1628 0,3126
D.P 0,01622 0,3502 0,01457 0,3256 0,6991
Razao IL6:1L10 — Lavado Peritoneal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 NR NR 0,83 NR NR
2 0,64 NR 0,76 NR NR
3 1,21 0,66 1,94 NR NR
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4 NR 2,06 NR 6,51 5,16

5 0,67 2,71 0,34 8,25 NR

6 0,56 0,95 1,13 5,18 4,24

7 NR NR NR 12,66 2,31

8 0,29 NR NR NR 2,63
Média 0,6740 1,595 1,000 8,150 3,585
e.p.m 0,1498 0,4787 0,2667 1,629 0,6738
D.P 0,3350 0,9574 0,5964 3,259 1,348

NR — Né&o realizado

Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracéo CLP (); CLP +i ()

CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina

TNF — tumor necrosis factor

CXCL — chemokine (C-X-C motif) ligand

IL - interleukin
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APENDICE F — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 9 da secdo Resultados: Insulta
restaura a capacidade endocitica e a producdo de espécie reativas de
oxigénio de neutrdéfilos do lavado peritoneal.
LYB6G+/DEXTRAN-FITC

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 NR 406 232 NR 407
10 NR 653,3 NR NR NR
11 81,2 NR NR NR 872
12 113 NR 156 NR 276
13 NR NR 142 285 NR
14 108 NR NR NR NR
15 NR 224,00 NR 104 NR
16 NR NR NR 258 NR
17 NR NR NR NR NR
Média 100,7 427.,8 176,7 215,7 518,3
e.p.m 9,873 124,4 27,96 56,37 180,8
D.P 17,10 215,5 48,43 97,64 313,2
LY6G+/DHE
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 469 1516 1957 835 1886
10 NR 1465 NR NR NR
11 622 NR NR 1022 NR
12 363 1316 2277 NR NR
13 NR NR 2835 1020 NR
14 NR NR NR NR 2238
15 NR NR NR NR 1451
16 NR NR NR NR NR
17 NR NR NR NR NR
Média 484,7 1432 2356 959 1858
e.p.m 75,18 60 256,5 62 227,6
D.P 130,2 103,9 4443 107,4 394,2

NR — N&o realizado
Sham - ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP + i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE G — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 10 da secdo Resultados:
Insulina previne a deplecéo celular total por apoptose e necrose em tecido

esplénico.
% de Apoptose - Bago
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 8,83 8,31 NR 17,2 9,75
10 8,27 11,5 6,31 11,5 NR
11 9,94 11,1 8,07 NR NR
12 NR 14,8 NR 18,3 2,2
13 4,12 15,8 7,18 NR NR
14 8,35 NR 7,57 NR NR
15 4.8 NR 8,06 NR 7,310
16 NR NR 8,47 13,4 8,16
17 NR NR NR 10,4 NR
Média 7,385 12,3 7,61 14,16 6,855
e.p.m 0,9604 1,351 0,3178 1,552 1,632
D.P 2,353 3,021 0,7785 3,47 3,264
% de Necrose - Bago
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 NR NR 0,814 NR 5,45
10 0,5 NR 6,9 NR 5,77
11 NR 3,62 1,24 9,26 NR
12 0,4 NR 2 NR NR
13 1,36 NR 3,56 NR NR
14 0,663 2,61 1,38 12 NR
15 1,04 2,07 2,78 13,3 4,44
16 NR 1,57 3,52 NR 4.5
17 NR NR NR NR NR
Média 0,7926 2,468 2,774 11,52 5,04
e.p.m 0,1788 0,4389 0,6935 1,191 0,3357
D.P 0,3999 0,8779 1,962 2,062 0,6715

NR — N&o realizado
Sham - ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE H - Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 11 da secdo Resultados:
Insula restaura a porcentagem de células CD4+ mas ndo CD8+ em tecido

esplénico.
%CD4 - Bacgo
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 NR NR NR 9,2 NR
10 NR NR NR 7,57 17,8
11 18,7 14,5 NR 11,1 18,2
12 19,6 23,7 20,2 NR 14,2
13 24,7 19,1 17,1 NR 16,6
14 20,9 19,7 16,3 14,5 19,6
15 24,3 14,9 22,1 14,1 15,4
16 NR 18,6 22,1 NR 14,8
17 NR 17,2 NR 12,9 NR
Média 21,64 18,24 19,56 11,56 16,66
e.p.m 1,220 1,186 1,225 1,134 0,7467
D.P 2,729 3,137 2,738 2,778 1,976
%CD8 - Bago
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
9 17,1 NR 14,9 NR 9,24
10 23 15,4 13,6 14,1 13,6
11 24,4 18,9 NR 14,8 NR
12 12,9 25,4 10,6 13,2 15
13 NR 24,1 9,51 NR 11,4
14 15,9 NR 9,58 14,1 10,4
15 NR NR 13,1 11,7 8,010
16 NR NR NR 12,5 7,86
17 NR NR NR NR NR
Média 18,66 20,95 11,88 13,4 10,79
e.p.m 2,18 2,323 0,933 0,4719 1,033
D.P 4,874 4,645 2,285 1,156 2,734

NR — N&o realizado
Sham - ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina




120

APENDICE | — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 12 da secdo Resultados:

Insulina previne o acumulo de polimorfonucleares no lavado
broncoalveolar.
Celularidade total — Lavado Broncoalveolar
(células x 10°/mL)
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 1,20 1,8 1,6 5,3 NR
2 1 NR NR 5 3,8
3 NR 2,3 2 5 2,1
4 1,2 1,6 NR 6,8 NR
5 1 NR 1 4.1 NR
6 0,8 NR NR NR 1,11
7 NR 2,4 NR NR 0,45
8 1 2,6 NR 2,8 2,25
Média 1,033 0,23 1,533 4,833 1,942
e.p.m 0,06146 0,02946 0,1887 0,542 0,5697
D.P 0,1506 0,08332 0,4219 1,328 1,274
Polimorfonucleares — Lavado Broncoalveolar
(células x 10°/mL)
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,01 0,02 0,02 0,05 NR
2 0,01 NR NR 0,05 0,04
3 NR 0,02 0,02 0,05 0,02
4 0,01 0,02 NR 0,07 NR
5 0,01 NR 0,01 0,04 NR
6 0,01 NR NR NR 0,03
7 NR 0,02 NR NR 0,01
8 0,01 0,03 NR 0,03 0,03
Média 0 0,022 0,01667 0,04833 0,026
e.p.m 0 0,002 0,003333 | 0,005426 | 0,005099
D.P 0,0004629 0,004472 | 0,005774 | 0,01329 0,01140

NR — N&o realizado
Sham - ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP + i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE J — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 13 da secdo Resultados:
Insulina reduz o perfil pro-inflamatorio e aumenta a concentracéo de IL-10
no lavado broncoalveolar

IL-6 — Lavado Broncoalveolar
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 34,60 43,90 32,30 NR 290,40
2 NR NR 46,80 NR 59,50
3 41,90 NR NR NR NR
4 33,60 66,70 30,70 417,40 103,50
5 17,60 42,80 78,60 1000,00 NR
6 22,90 62,60 NR 1000,00 323,80
7 33,40 36,10 NR 382,40 410,50
8 NR 34,60 NR NR NR
Média 30,67 47,78 47,10 700,0 237,5
e.p.m 3,600 5,561 11,11 173,4 67,01
D.P 8,818 13,62 22,21 346,8 149,8
TNF-a — Lavado Broncoalveolar
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 15,9 25,2 16,3 NR 36,4
2 17,4 21,8 20,6 NR 55,5
3 16,1 41,7 15,1 NR 61
4 15,9 53,3 16,5 40,1 39,1
5 14,2 57,3 NR 210,2 NR
6 17,2 NR NR 75,7 69,4
7 NR 47,7 NR NR 36,4
8 NR NR NR 105,6 63,8
Média 16,12 41,17 17,13 107,9 51,66
e.p.m 0,4686 6,001 1,199 36,63 5,317
D.P 1,148 14,7 2,398 73,27 14,07
CXCL-1 - Lavado Broncoalveolar
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 NR NR 246,5 NR 1505,4
2 NR NR 308,7 1959,8 299,4
3 NR NR NR NR NR
4 NR NR 200,4 1000 259,1
5 86,5 131,6 173,2 1707,6 NR
6 84,5 185,1 NR 23241 NR
7 60 68,5 NR NR 198,8
8 11,1 68,5 NR 1399,6 1062,4
Média 60,53 113,4 232,2 1678 665
e.p.m 17,54 28,14 29,65 227,5 262,7
D.P 35,08 56,29 59,3 508,7 587.,4
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CXCL-2 - Lavado Broncoalveolar
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 NR NR 78,5 NR NR
2 71,6 NR 117,7 239,2 44,9
3 71,6 NR NR NR NR
4 50,7 NR 114.,5 484,2 86,9
5 29 142,3 160 818,3 NR
6 61,3 124 NR NR 229,9
7 NR 68,2 NR 496,6 141.,6
8 36,3 54,2 NR 171,4 133,2
Média 53,42 97,18 117,7 441,9 127,3
e.p.m 7,348 21,3 16,67 114,2 30,97
D.P 18 42,59 33,35 255,3 69,26

NR — Nao realizado

Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina

TNF — tumor necrosis factor

CXCL - chemokine (C-X-C motif) ligand

IL - interleukin
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APENDICE K — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 14 da secdo Resultados:
Insulina previne o acumulo proteico em lavado broncoalveolar.

Proteinas totais — Lavado Broncoalveolar
Controle Diabético

Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 119,9 119,9 102,8 171,4 82,2
2 150,8 178,3 205,8 NR 130,2

3 140,5 209,2 154,3 NR 168

4 NR 147,4 161,1 NR NR

5 130,2 185,2 2229 150,8 NR
6 171.,4 NR NR 851,3 216,1

7 1714 NR NR 971,4 82,2

8 NR 219,5 NR 257,3 NR
Média 147,4 176,6 169,4 480,4 135,7
e.p.m 8,686 15,33 21,12 177,8 25,75
D.P 21,28 37,54 47,22 397,7 57,58

NR — Nao realizado

Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuragdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE L — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 15 da secdo Resultados:
Insulina previne o aumento da concentracdo de AST sem interferir nos
demais parametros bioquimicos hepaticos
Enzimas hepaticas - ALT

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 52,0 296,0 60,0 NR 500,0
2 47,0 NR 12,0 456,0 563,0
3 NR NR 112,0 NR 492,0
4 40,0 150,0 51,0 434,0 462,0
5 NR 291,0 NR NR NR
6 38,0 NR 160,0 500,0 NR
7 16,0 365,0 NR 370,0 NR
8 NR NR NR NR NR
Média 38,60 270,0 79,00 440,0 504,3
e.p.m 6,177 35,37 25,77 27,07 21,22
D.P 13,81 79,10 57,63 54,14 42,45
Enzimas hepaticas - AST
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 168,0 558,0 118,0 NR 508,0
2 167,0 526,0 116,0 717,0 242,0
3 207,0 NR 159,0 553,0 NR
4 226,0 321,0 107,0 666,0 594,0
5 NR 470,0 NR NR NR
6 216,0 NR NR 819,0 NR
7 200,0 NR NR NR NR
8 NR 407,0 NR NR NR
Média 197,3 456,4 125,0 688,8 448,0
e.p.m 10,09 42,50 11,58 55,31 105,9
D.P 24,70 95,03 23,17 110,6 183,5
Bilirrubina Total
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,05 0,14 NR 0,16 0,13
2 0,04 0,15 0,07 0,15 NR
3 0,06 NR NR NR 0,13
4 0,08 0,19 0,06 NR 0,15
5 0,06 NR 0,08 0,16 NR
6 0,05 0,11 0,09 0,11 NR
7 0,09 0,10 NR NR NR
8 NR NR NR NR NR
Média 0,06143 0,1380 0,0750 0,1450 0,1367
e.p.m 0,006701 | 0,01594 | 0,006455 | 0,01190 | 0,006667
D.P 0,01773 0,03564 0,01291 0,02380 0,01155




Bilirrubina Direta
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Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,04 NR 0,04 0,10 0,09
2 0,03 0,13 0,04 0,13 0,11
3 0,04 NR NR NR 0,09
4 NR 0,05 0,03 NR 0,09
5 0,05 NR NR 0,10 NR
6 0,03 0,09 0,05 0,08 NR
7 NR NR NR NR NR
8 NR NR NR NR NR
Média 0,0380 0,0900 0,0400 0,1025 0,0950
e.p.m 0,008367 0,0400 0,008165 | 0,02062 0,01000
D.P 0,003742 | 0,02309 | 0,004082 | 0,01031 | 0,005000

NR — N&o realizado
Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE M — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 16 da secdo Resultados:
Insulina reduz o perfil pro-inflamatorio em tecido hepatico
IL-1 — Tecido Hepatico

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 27,3 NR 30,5 NR NR
2 NR 60,4 21,8 363 63,4
3 29,1 NR 14,5 389,3 NR
4 22,2 NR 32,5 252,1 36,3
5 30,9 44,7 14,3 102,9 NR
6 NR 35,5 17,4 124 49,9
7 NR 16,9 26 NR 89,5
8 18,3 29,7 NR NR NR
Média 25,56 37,44 22,43 246,3 59,78
e.p.m 2,325 7,299 2,82 59 11,35
D.P 5,198 16,32 7,46 131,9 22,7
IL-10 — Tecido Hepatico
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 264 266 287,4 NR NR
2 179,1 246 194.,4 NR 254,5
3 254,9 253,2 158,7 NR 198,3
4 201,3 350,2 NR 99,8 251,8
5 236,3 NR 122 49,3 NR
6 NR NR 220,1 133,1 193,8
7 NR NR 202,8 124 239
8 NR NR NR NR NR
Média 227,1 279,1 197,6 101,6 227,5
e.p.m 16,11 24,11 22,98 18,78 13,12
D.P 36,02 48,21 56,28 37,56 29,33
CXCL1 - Tecido Hepético
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 NR 26,4 13,2 NR NR
2 9,2 15,5 NR 163,6 30,4
3 17,6 48 NR 157,6 64,1
4 10,9 19,1 30,8 NR 23,3
5 16,7 NR NR 91,3 NR
6 9,3 12,9 29,2 NR NR
7 4,2 NR 12,2 NR NR
8 8 10 NR NR 75,3
Média 10,84 21,98 21,35 137,5 48,28
e.p.m 1,808 5,695 5,009 23,16 12,66
D.P 4,783 13,95 10,02 40,12 25,32
CXCL2 - Tecido Hepético
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 60 NR 63,6 NR NR
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2 52,6 67,6 130,4 918 130

3 67,6 NR NR 1132,2 NR
4 52,3 79,7 64,8 1167,7 103,1

5 71,9 41,7 NR NR NR
6 26,7 46,3 75,8 NR 220,4
7 33,8 30 86 NR 266,5

8 49,6 40,6 NR NR NR
Média 51,81 50,98 84,12 1073 180,0
e.p.m 5,478 7,653 12,27 77,99 38,22
D.P 15,49 18,75 27,43 135,1 76,44

NR — Né&o realizado

Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracéo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina

TNF — tumor necrosis factor

CXCL — chemokine (C-X-C motif) ligand

IL - interleukin
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APENDICE N - Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 17 da secdo Resultados:
Insulina reduz a concentracdo sanguinea de creatinina
Bioquimica renal - Urea

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 63 89 NR NR 170
2 76 152 80 366 329
3 71 244 116 113 343
4 67 85 84 312 NR
5 67 87 NR 404 NR
6 NR 95 114 NR NR
7 NR NR NR NR NR
8 NR 82 NR NR NR
Média 68,80 119,1 98,50 298,8 280,7
e.p.m 2,2 22,75 9,570 64,73 55,48
D.P 4,919 60,19 19,14 129,5 96,10
Bioquimica renal — Creatinina
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,13 0,17 NR NR 0,21
2 0,11 NR 0,29 0,21 0,19
3 0,13 NR 0,36 NR NR
4 NR NR 0,4 0,24 0,20
5 NR 0,13 0,42 0,51 NR
6 0,11 0,11 0,37 NR NR
7 0,12 0,21 NR 0,22 NR
8 NR 0,19 NR NR NR
Média 0,12 0,162 0,3680 0,2950 0,2000
e.p.m 0,004472 | 0,01855 0,02223 0,07194 | 0,005774
D.P 0,01 0,04147 0,04970 0,1439 0,01000

NR — N&o realizado
Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuragdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE M — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 18 da secdo Resultados:
Insulina reduz o perfil pro-inflamatorio e aumenta a concentracéo de IL-10
em tedido renal.

IL-1 — Tecido Renal

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 5 NR 6,5 NR NR
2 7 NR 7 74,7 NR
3 7,6 NR 4,1 NR NR
4 3,6 NR 4.4 70,9 7,3
5 5,9 7,7 NR 66,4 NR
6 4.7 8,5 5,1 35,9 14,1
7 5,2 9,9 7,8 32,8 3,2
8 NR 11 NR 31,6 55
Média 5,571 9,275 5,817 52,05 7,525
e.p.m 0,5204 0,7330 0,6129 8,414 2,347
D.P 1,377 1,466 1,501 20,61 4,694
IL-6 — Tecido Renal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 41,2 39,1 40,5 NR NR
2 25,8 NR 38,1 209,1 NR
3 46,2 69,3 29,9 NR NR
4 13 27,2 29,1 180,2 24,9
5 21,2 26,6 12,9 246,6 137,9
6 16,2 15,9 22,9 58,4 1111
7 15,3 21,6 31,3 NR 124,8
8 50 22 NR NR 32,3
Média 28,61 31,67 29,24 173,6 86,2
e.p.m 5,283 6,832 3,509 40,73 23,92
D.P 14,94 18,08 9,284 81,45 53,49
CXCL1 - Tecido Renal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 1,43 1,67 1,1 NR 129,9
2 1,59 NR 1,6 209,8 123,3
3 2,29 NR 1,6 NR NR
4 0,62 4,89 1,8 504,3 NR
5 0,99 6,48 3,2 NR 100,2
6 0,71 5,93 1,6 448,4 36,8
7 0,74 2,22 3,8 61 172,7
8 4,28 0,9 NR NR 57,5
Média 1,581 3,682 2,1 305,9 103,4
e.p.m 0,434 0,9707 0,3761 103,6 20,37
D.P 1,228 2,378 0,9950 207,3 49,91



CXCL-2 — Tecido Renal
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Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 9,5 27,6 13,4 NR NR
2 NR NR 15,3 623,7 226,4
3 9,3 NR 11,5 NR NR
4 5,8 13,9 13,5 633,6 NR
5 8,6 17,3 NR NR 289,3
6 5,3 15,8 16,7 375,1 202,9
7 6,0 11,4 29,8 NR NR
8 NR 11,7 NR 401,5 2422
Média 7,417 16,28 16,7 508,5 240,2
e.p.m 0,7829 2,449 2,719 69,62 18,25
D.P 1,918 5,998 6,659 139,2 36,5
IL-10 — Tecido Renal
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 449 46,6 71,5 47,3 585,3
2 49 88,7 74,2 NR 539,7
3 76,4 58,1 50,3 40,7 251,8
4 27,1 494 47,4 NR NR
5 42,1 43,6 26,9 NR NR
6 31,7 27,7 57,1 30,6 NR
7 33,3 43,7 70,2 30,9 415,2
8 78,1 38,2 NR 27,1 NR
Média 47,83 49,50 56,8 35,32 448
e.p.m 6,913 6,395 6,405 3,754 74,63
D.P 19,55 18,09 16,95 8,394 149,3

NR — N&o realizado
Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuracdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina

TNF — tumor necrosis factor

CXCL - chemokine (C-X-C motif) ligand

IL - interleukin
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APENDICE O — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 19 da secdo Resultados:

Insulina protege o tecido renal de alteracfes histopatoldgicas

Score de Lesao Tubular Renal

Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 NR NR NR NR 0,04
2 0,03 0,1 0,067 0,1 NR
3 0,1 0,067 0,12 NR NR
4 0,067 NR 0,05 NR 0,05
5 0,067 0,1 NR NR 0,067
6 NR NR 0,1 NR 0,033
7 NR 0,08 NR 0,17 NR
8 NR NR NR 0,2 NR
Média 0,066 0,08675 0,08425 0,1567 0,0475
e.p.m 0,0143 0,008097 | 0,01580 0,02963 | 0,007377
D.P 0,0286 0,01619 0,03161 0,05132 0,01475

NR — N&o realizado
Sham — ceco exteriorizado sem ligadura e perfuragdo CLP (); CLP +i ()
CLP - ceco exteriorizado, ligado e perfurado seis vezes
CLP +i - ceco exteriorizado, ligado, perfurado seis vezes e tratamento com insulina
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APENDICE P — Valores individuais, média, desvio padrdo (D.P) e erro
padrdo da média (e.p.m) referente a figura 19 da secdo Resultados:
Insulina previne a translocacéo nuclear da fracdo p65 do NF-kB

Colocalizagao nuclear — NFkB (p65)
Controle Diabético
Animal Sham CLP Sham CLP CLP+i
1 0,7692 NR NR NR NR
2 0,7464 0,7062 0,7363 0,8059 0,7252
3 0,6622 0,6553 0,7087 0,9013 NR
4 0,5603 NR 0,7724 0,8872 0,6224
5 NR 0,6753 0,6677 0,8898 0,7699
6 NR 0,7202 NR NR 0,7748
7 NR NR NR NR NR
8 NR NR NR NR NR
Média 0,6845 0,6893 0,7213 0,8711 0,7231
e.p.m 0,04737 0,01470 0,02211 0,02193 0,03536
D.P 0,09474 0,02940 0,04423 0,04386 0,07073
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