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RESUMO

Silva, M.C.F. influéncia da insulina sobre vias de sinalizacdo envolvidas na
peritonite provocada por inoculagcdo de staphylococcus aureus em
animais sadios e diabéticos. 2017. 111f. Defesa de dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo,
2017.

Dentre tantas complicacdes do diabetes mellitus (DM), a infecgéo por bactérias
comuns da microbiota superficial da pele como, por exemplo, a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus, causadora de infecgbes como a peritonite,
com altos indices de hospitalizacdo e morte. A hipotese deste trabalho é a que
o efeito da insulina na ativacéo das vias de sinalizacdo MAPK, PKC e PI3K em
peritonite induzida por S. aureus em animais diabéticos e ndo diabéticos possa
regular a producdo de citocinas. Foram utilizadas amostras de figado, rim,
linfonodos peritoniais e baco de animais oriundos de estudo anterior (Projeto
FCF/USP-375), no qual animais diabéticos (aloxana, 42 mg/kg, i.v., 10 dias) e
nao-diabéticos com peritonite decorrente da infeccao por S. aureus receberam
uma dose de 4 Ul e 1 Ul de insulina NPH, respectivamente, por via
subcuténea, 2 horas antes da infecgdo com S. aureus, e outras 3 doses de 2 Ul
e 0,5 Ul as 17h00’, respectivamente. A glicemia foi determinada no dia anterior,
10 dias apos a injecdo de aloxana e apOs os tratamentos com insulina. Em
amostras de figado, rim, linfonodo e baco dos animais supra citados foram
avaliados a dosagem de citocinas (IL-18, IL-4, IL-10, TNF-a, CINC-1, CINC-2 e
CINC-3) por ensaios de enzima-imunoensaio (ELISA); em homogenato de
figado foram avaliadas a expressédo das moléculas das vias MAPK (fosfo P-38,
fosfo ERK p42/44), PKC (fosfo PKC-a, fosfo PKC-8) e PI3K (fosfo-AKT) pelo
método de Western Blotting. Na avaliacdo do figado, a insulina foi capaz de
aumentar a concentracdo das citocinas IL-4 e TNF-a que apresentavam-se
diminuidas em animais nédo diabéticos, em relacdo aos animais nado diabéticos
e nao infectados, mas nos animais diabéticos, na infeccdo pela cepa N315, a
insulina diminuiu a concentracdo de IL-4, que ndo estava alterada pela
infeccdo, e ndo foi capaz de aumentar a concentracdo de IL-1B que estava
diminuida na infeccéo, em relacdo aos animais diabéticos e ndo infectados. Em
linfonodos peritoniais de animais ndo diabéticos infectados pela cepa N315, a
insulina diminuiu a producéo de IL-18 e IL-10, que ndo estavam alteradas na
infeccdo, e diminuiu a concentracdo de IL-4, que estava aumentada na
infeccdo, em relacdo aos animais ndo diabéticos e ndo infectados; em animais
diabéticos, a insulina diminuiu a producdo das citocinas IL-18 e CINC-1, que
estavam aumentadas, e aumentou a concentragcdo de IL-10, que estava
diminuida na infeccdo com a cepa N315, mas baixou a concentracédo de IL-4,
em relagcdo aos animais infectados, e na infeccao pela cepa ATCC, a insulina
aumentou a producao de IL-1B, CINC-1 e CINC-3 dos animais tratados, em
relacédo aos infectados e nao tratados. Em baco, a insulina diminuiu a producéo
de IL-10 na infecgdo pela cepa ATCC tanto em animais néo diabéticos quanto
em animais diabéticos e, nesse ultimo grupo, também aumentou a producgéo de
CINC-3 em relagédo aos animais diabéticos ndo infectados; na infecgcdo com a
cepa N315, a insulina ndo aumentou a concentragdo de IL-18 e TNF-a, que
estavam diminuidas na infeccdo. Em rim, ndo houveram alteracdes



significativas na producdo de citocinas na infeccdo com nenhuma das cepas
estudadas, nem para os grupos diabéticos, nem para os ndo diabéticos.
Verificou-se que os animais diabéticos apresentam maior alteracdo tanto nas
vias de sinalizacdo estudadas quando na producdo de citocinas pro-
inflamatorias, quando comparados aos animais ndo diabéticos, na infeccéo por
ambas as cepas de S. aureus estudadas. Assim, o0s resultados obtidos
sugerem que o tratamento com insulina possa modular parcialmente a
producdo das citocinas IL-13, TNF-a e IL-10 no figado e nos linfonodos
peritoniais dos animais infectados principalmente pela cepa N315 de S.aureus,
modulando parcialmente a expressdo das moléculas da via de sinalizagcdo
(MAPK e PKC), envolvidas na produc¢éo dessas citocinas.

Palavras-chave: S. aureus; diabetes mellitus; insulina; inflamagé&o; citocinas;
vias de sinalizacéo; figado; linfonodo peritonial.

Apoio Financeiro: Auxilio & Pesquisa — Regular FAPESP (2014/05214-1);
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ABSTRACT

Silva, M.C.F. Influence of insulin on signaling pathways involved in
peritonitis caused by inoculation of staphylococcus aureus in healthy and
diabetic animals. 2017. 111f. Defesa de dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2017.

Among so many complications of diabetes mellitus (DM), infection by common
bacteria of the superficial microbiota of the skin, for example, a gram-positive
bacteria Staphylococcus aureus, causing infections like peritonitis, with high
rates of hospitalization and death. The hypothesis of this study is that the effect
of insulin on the activation of MAPK, PKC and PI3K signaling pathways in
peritonitis induced by S. aureus in diabetic and non-diabetic animals may
regulate the production of proinflammatory cytokines. Liver, kidney, peritonial
lymph nodes and spleen samples of animals from the previous study (FCF /
USP-375 Project) were used in this project; diabetic animals (alloxan, 42 mg /
kg, iv, 10 days) and non-diabetic animals with peritonitis due to S. aureus
infection received one dose of 4 IU and 1 IU of NPH insulin, respectively,
subcutaneously, 2 hours before infection with S. aureus, and another 3 doses of
2 IU and 0.5 IU at 5:00 p.m., respectively. Blood glucose was determined the
day before, 10 days after alloxan injection and after insulin treatments. In the
liver, kidney, lymph node and spleen samples of the above-mentioned animals
the cytokines (IL-1B, IL-4, IL-10, TNF-a, CINC- 2 and CINC-3) by enzyme-
immunoassay (ELISA) assays; we avaliated, by Western Blotting, the signaling
pathways MAPK (phospho-P-38, phospho ERK p42 / 44), PKC (phospho PKC-
a and phospho PKC-8) and PI3K (phospho AKT) in liver, insulin was able to
increase the concentration of cytokines IL-4 and TNF-a that were decreased in
non-diabetic animals, in relation to non-diabetic and non-infected animals, but in
diabetic animals, in strain N315, insulin decreased the concentration of IL-4,
which was not altered by the infection, and was not able to increase the
concentration of IL-1B that was decreased in infection, relative to diabetic and
uninfected animals. In peritonial lymph nodes from non-diabetic animals
infected with the N315 strain, insulin decreased the production of IL-18 and IL-
10, which were not altered in the infection, and decreased the concentration of
IL-4, which was increased in infection, in relation to non-diabetic and non-
infected animals; in diabetic animals, insulin decreased IL-13 and CINC-1 which
were increased, and increased the concentration of IL-10, which was decreased
in infection with strain N315, but decreased the concentration of IL-4 in Infected
animals, and in infection by the ATCC strain, insulin increased the production of
IL-18, CINC-1 and CINC-3 of treated animals over infected and untreated
animals. In spleen, insulin decreased IL-10 production on infection by the ATCC
strain in both non-diabetic and diabetic animals and, in this last group, also
increased the production of CINC-3 in relation to uninfected diabetic animals; in
infection with the N315 strain, insulin did not increased the concentration of IL-
18 and TNF-a, which were decreased in infection. In kidney, there were no
significant changes in cytokine production in infection with any of the strains
studied, neither for diabetic groups nor for non-diabetics. It was verified that
diabetic animals present a greater alteration both in the signaling pathways
studied and in the production of pro-inflammatory cytokines, when compared to



non-diabetic animals, in the infection by both strains of S. aureus studied. Thus,
the results suggest that insulin treatment may partially modulate the production
of IL-18, TNF-a and IL-10 cytokines in the liver and in the peritonial lymph
nodes of animals infected mainly with S. aureus strain N315, since they partially
modulating the expression of signaling pathway molecules (MAPK and PKC),
involved in the production of these cytokines.

Keywords: Staphylococcus aureus; diabetes mellitus; insulin; inflammation;
cytokines; signaling pathways; liver; peritonial lymph node.

Financial Support: Research Support - Regular FAPESP (2014 / 05214-1);
CAPES; CNPq.
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1. Introducéao

1.1. Diabetes mellitus, peritonite e Staphylococcus aureus

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas, que séo
caracterizadas por hiperglicemia resultante da deficiéncia na secregcao de
insulina (DM1), ou da deficiéncia na acao da insulina (DM2) (SBD 2015-2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), em 2016, mais de
422 milhdes de pessoas no mundo sofrem de diabetes mellitus (DM); ainda
segundo WHO, 2016, na ultima década, a prevaléncia de diabetes aumentou
mais rapidamente nos paises de baixa e média renda do que nos paises de
alta renda. A Federacgéo Internacional de Diabetes (IDF), em 2015, estimou
esse numero superior a 400 milhées de pessoas com DM no mundo, sendo
que 46,3% seriam nado diagnosticadas. No Brasil, segundo dados da Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD), o numero de pessoas com DM no Brasil € de 12
milhdes (SBD, 2015-2016).

Atualmente, 8,5% dos adultos no mundo séo diabéticos; é sabido que a
maioria das pessoas portadoras de DM apresentam a DM tipo 2. Cerca de 1.5
milhdes de mortes sdo atribuidas ao diabetes, anualmente. (WHO, 2016).

Dentre tantas complicacdes do diabetes mellitus (DM), a infeccdo por
bactérias comuns da microbiota superficial da pele como, por exemplo, a
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus, que pode causar infeccdes
como a peritonite, com altos indices de hospitalizacdo e morte.

O S. aureus faz parte da microbiota nasal de cerca de 20% dos adultos
saudaveis, assim sendo, ha grande risco de disseminacdo em ambiente
hospitalar (OLSEN et al., 2012a; WARREN, 2012), que pode acontecer por
meio dos profissionais de saude colonizados, e no meio ambiente (OLSEN et
al., 2012b). Pesquisas apontam que pacientes com DM1 possuem colonizag&o
nasal por Staphylococcus aureus mais frequente do que pacientes néo
diabéticos (RICH, 2005).

A peritonite causada por S. aureus esta associada a manifestagcfes mais
graves da doenca, com alto risco de hospitalizacdo e morte (ZIMMERMAN et
al., 1988; GOVINDARAJULU et al., 2010; PIRAINO, 2010), principalmente em
paises da América Latina, especialmente no Brasil (BARRETTI et al., 2012).
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As cepas Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) veem
se tornando mais frequentes nos ambientes hospitalares; cepas que apenas
eram encontradas nas infec¢cdes de pele ou tecidos moles nos pacientes que
ndo apresentam fatores de risco classicos, chamadas de MRSA associadas a
comunidade, mesmo resistentes a meticilina, ndo apresentavam resisténcia a
diversas outras classes de drogas (VIDAL et al, 2009).

A resposta imunoldgica contra S. aureus € desencadeada por Toll-like
receptors (TLR) 2 presentes na superficie celular, e Toll-like receptors (TLR) 9,
presentes em compartimentos intracelulares, como endossomos, e iniciam uma
cascata de sinalizacdo inflamatoria eficiente que leva a destruicdo da bactéria
(EDDIE et al, 2010). O TLR-2 apresenta papel principal na destruicdo de S.
aureus por sua capacidade de reconhecimento de estruturas presentes na
parede celular bacteriana, tais como peptideoglicano, &cido lipoteicoico, acido
teicoico, e iniciar a resposta pro-inflamatoria, com a ativacdo de nuclear fator-
kappa B (NF-kB) (ANWAR et al., 2009; FRODERMANN et al., 2011).

As cepas MRSAs associadas a comunidade diferenciam-se das cepas
MRSAS multirresistentes comuns em hospitais pela genotipagem, onde as
cepas associadas a comunidade possuem menor quantidade de staphylococcal
chromosomal cassette mec (SCCmec), um elemento que carrega 0 gene mecA
e presenca de genes IukSF-PV para uma citotoxina denominada Panton-
Valentine leukocidin (PVL). (SHUKLA et al, 2012).

Dentre os fatores risco existentes para infeccdo hospitalar por MRSA,
estdo o tempo de hospitalizacdo, uso continuo de antibiéticos e o uso de
dispositivos invasivos como acessos e cateteres (GERBER et al.,, 2009;
CARVALHO et al., 2010).

A inflamacéo é considerada a resposta adaptativa do tecido conjuntivo,
frente a uma agresséo ao organismo e caracteriza-se por eventos vasculares,
linfaticos e celulares cujo objetivo € eliminar o agente da infeccdo, restituir o
tecido lesionado e restaurar a homeostasia do organismo (KVIETYS &
GRANGER, 2012). Tais eventos vasculares culminam no extravasamento de
proteinas plasmaticas para o tecido intersticial, a fim de aumentar a

viscosidade sanguinea e reduzir o fluxo de sangue, permitindo marginacao



22

leucocitaria e migracao de leucdcitos para o espaco extra vascular (KUMAR et
al., 2010).

O recrutamento dos leucdcitos da corrente sanguinea para o tecido
acontece atraves da expressao de inUmeras familias de moléculas de adeséo,
como integrinas, selectinas e moléculas pertencentes a superfamilia das
imunoglobulinas, presentes na superficie endotelial e na superficie leucocitaria
(MULLER, 2009). O processo inflamatério ocorre pela acdo de mediadores
quimicos e de citocinas que apresentam carater prO ou anti-inflamatoério
(BENSINGER & TONTONOZ, 2008).

As citocinas séo produzidas por diferentes tipos de células e apresentam
diversificadas funcdes durante o processo inflamatdrio, compreendendo a
ativacdo endotelial e leucocitaria e inducdo de resposta na fase aguda
(GREGHI, 2011). O figado realiza sintese de proteinas de fase aguda, como as
citocinas pro inflamatorias, como o TNF-a, modulador da permeabilidade
vascular, e que também atua na proliferacéo, diferenciacdo e ativacao celular,
assim como IL-1a, IL-1B, que ativam a inflamacdo e causam febre; essas
citocinas induzem a producdo e secrecdo de proteinas de fase aguda, e
também atuam sobre o endotélio, aumentando a expressdo de moléculas de
adesdo; a IL-4 é importante para a expansao clonal de células B, e também na
producdo de anticorpos, proliferacdo de células T e na inducéo de células Th2.
A citocina anti-inflamatéria IL-10 apresenta como principal papel a supressao
da resposta imunologica e inflamatéria, inibindo a produgcdo de IL-12 e
reduzindo a expressado de coestimulantes e moléculas de MHC de classe Il
(OLIVEIRA et al, 2011) (ABBAS, 2013).

Os linfécitos T tem papel importante na defesa contra as infeccées por
S. aureus, sendo a resposta dependente da subpopulacdo de linfocitos T
ativada (BANCHEREAU et al, 2012).

A resposta imunolégica efetiva contra as infeccbes causadas por S.
aureus baseia-se no recrutamento de neutrofilos que culminam na eliminacéo
da bactéria por meio de fagocitose (MATSUI & NISHIKAWA, 2012).
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1.2. Staphylococcus aureus e seus fatores de viruléncia

Apesar da bactéria gram-positiva S. aureus ndo ser principal causadora
de peritonite, estd associada a manifestagcbes mais graves da infeccdo
(ZIMMERMAN et al., 1988; GOVINDARAJULU et al., 2010; PIRAINO, 2010).

S. aureus esta presente em aproximadamente 40% da pele e mucosas
dos seres humanos (MERRIMAN et al, 2014). S. aureus tem sido
tradicionalmente considerado uma bactéria extracelular, mas varios estudos
demonstraram sua capacidade de invadir uma série de células fagociticas,
como células endoteliais e osteoblastos. Esta localizacdo intracelular pode
contribuir para a evasdo da resposta imunoldgica e protecdo da atividade
antibiotica (OVIDEO-BOYSO et al., 2011).

Fatores de viruléncia de bactérias séo fatores que permitem a evaséo do
sistema imunoldgico; dentre os principais fatores de viruléncia do S. aureus
estdo a formacdo de capsula extracelular polissacaridea, os inibidores de
quimiotaxia de neutréfilos e da cascata complemento e enzimas que permitem
a sobrevivéncia da bactéria dentro do fagossomo de neutréfilos e toxinas
(como a toxina-a e a leucocidina Panton-Valentine) (ANDERSON et al., 2012).

A bactéria pode secretar toxinas, como a leucocidina Panton-Valentine
(PVL), que formam poros nas membranas de células do sistema imunolégico,
causando lise celular e necrose tecidual. Cepas de S. aureus também podem
secretar a toxina-a (também chamada de a-hemolisina ou HLA), que apresenta
atividade citolitica ou citotoxica, causando, em altas dosagens, necrose e, em
baixas dosagens, apoptose ou resposta inflamatéria das células-alvo
ANDERSON et al., 2012).

A PVL é uma citotoxina que possui a propriedade de induzir respostas
pré inflamatérias, como a secrecdo de citocinas, e causa citélise de leucdcitos,
especialmente de neutrdfilos, dependendo de sua concentragdo (RIGBY &
DELEO, 2012) . A resposta de PVL ndo é igual para todas as espécies
estudadas. Em ratos, diferente do que ocorre em humanos, a PVL ndo causa
citélise em leucadcitos.

As cepas de S. aureus inoculadas nos animais do projeto (SOUZA,
2015), cujos orgaos também foram utilizados no presente estudo, foram Cepa
American Type Culture Collection (ATCC) 25923, e N315, cepas comuns em
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ambientes hospitalares; no estudo supra citado, inicialmente também foi
utilizada a cepa MR 108 PVL" porém, os animais que receberam inoculagio
por essa cepa apresentaram hemorragia no peritbnio e coagulacdo do liquido

peritonial, assim sendo, essa cepa foi removida do estudo.

1.3. Diabetes e resposta imunoldgica em figado

Pacientes com DM apresentam risco aumentado a infecgdes que afetam
mucosas, tecidos moles, trato urinario, respiratério e infeccbes nosocomiais
(JOSHI et al., 1999; PELEG et al., 2006).

Em prévio estudo, ratos diabéticos infectados peritonialmente com as
cepas N315 e ATCC 25923 apresentaram um aumento de cerca de 350% na
contagem de leucdcitos totais peritoniais quando comparados a ratos nao
diabéticos, infectados peritonialmente com as mesmas cepas (SOUZA, 2015).

Diferentes causas podem culminar no aumento da susceptibilidade a
infeccdes em pacientes diabéticos, por exemplo, a baixa interacdo leucocito-
endotélio, a reduzida expressao de intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),
menores niveis de TNF-a e IL-1B e a reduzida migracdo de fagocitos para o
foco inflamatério (ANJOS-VALOTA et al., 2006; DE OLIVEIRA MARTINS et al.,
2006; DELAMAIRE et al., 1997).

O figado é conhecido como um 6érgdo Unico para exercer efeito
tolerogénico no sistema imunoldgico. Os hepatécitos participarn da modulacao
do sistema imunologica adaptativo, juntamente com outras células néo-
parenquimatosas no figado. Cerca de 70-85% do volume do figado é ocupado
por hepatdcitos parenquimatosos, que desempenham papéis fundamentais no
metabolismo, desintoxicacdo e sintese de proteina, e também ativam a
imunidade inata, através da secrecdo de proteinas, contra microorganismos
invasores; estas proteinas incluem proteinas bactericidas, opsoninas que
auxiliam na fagocitose de bactérias exogenas, varios fatores soluveis que
regulam a sinalizacdo de lipopolisacarideos e fibrinogénio do factor de
coagulagao que ativa a imunidade inata. (ZHOU et al., 2016).

Muitas dessas proteinas sao rapidamente produzidas apds a
estimulacdo, e sdo agrupados como proteinas de fase aguda. Muitas citocinas

inflamatorias, Incluindo IL-1B, e TNF-a, regulam a producdo das proteinas de
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fase aguda. A IL-1 é principalmente liberada por células imunolégicas inatas
apos estimulacao por patdogenos. Os hepatdcitos respondem a estimulagcéo por
IL-18 e produzem uma grande quantidade de citocinas, que regulam a resposta
imunoldgica. (ZHOU et al., 2016).

1.4. Vias de sinalizagcdo MAPK, PKC e PI3K

A via da MAP Kinase (Proteina-quinase ativadas por mitdgenos)
responde a mitdégenos (estimulo extracelular), e regula atividades celulares
como mitose, diferenciacdo, expressao génica e apoptose. A sinalizagcédo pela
via MAPK gera uma abundancia de efeitos biologicos; Via MAPK, que é
fortemente ativada pelo estresse, mas também desempenha papéis
importantes na resposta imunolégica, bem como na regulacao da sobrevivéncia
e diferenciagdo celular. A ativagédo da MAPK requer fosforilagdo. (CUADRADO
& NEBREDA, 2010).

A via MAPK inclui kinase regulada por sinal extracelular (ERK) e p38. As
vias MAPK séo ativadas por diversos estimulos extracelulares e intracelulares,
incluindo fatores de crescimento de peptideos, citocinas, horménios e varios
estressores celulares, como o estresse oxidativo. Essas vias de sinalizacao
regulam uma variedade de atividades celulares, incluindo proliferacao,
diferenciagao, sobrevivéncia e morte. (KIM & CHOI, 2010).

Os membros da superfamilia da proteina quinase C (PKC) de mamiferos
desempenham papéis regulatérios chave em uma infinidade de processos
celulares, que vao desde o controle de atividades autbnomas de células
fundamentais, como a proliferagcdo e a memoria (MELLOR & PARKER, 1998).

PKC é mediador e modificador da acdo metabdlica da insulina. A PKC
desempenha um papel importante no transporte e regulacdo da glicose
estimulados por insulina (BOUCHER et al, 2014).. Muitas proteinas quinases
estdo envolvidas na acdo da insulina, incluindo PI3K, PKC, e ERK; essa
sinalizacdo desempenha um papel importante na determinacdo da
especificidade e da natureza da resposta a horménios. A sinalizacdo é

atenuada pela acdo de vérias fosfatases, que desfosforilam os receptores,
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proteinas PKCs e ERK. Além disso, as quinases com estresse, ERK, bem
como PKCs, inibem a sinalizagéao de insulina (BOUCHER et al, 2014).

A Figura 1 apresenta o resumo de um esquema das moléculas
fosforiladas das vias de sinalizacdo supra citadas, ativadas pela insulina e pelo

S. aureus, que foram analisadas no presente estudo.

Figura 1 — Representacdo esquematica das moléculas das vias de sinalizacao

analisadas no presente estudo.
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Figura 1. Representagdo esquematica das moléculas das vias de sinalizacdo analisadas
no presente estudo. A figura 1 representa as moléculas estudadas da via PI3K (fosfo-AKT) e
da via PKC (fosfo PKC-a e fosfo PKC-0), ativadas pelo receptor de insulina, assim como as
moléculas da via MAPK (fosfo P38 e fosfo ERK), ativadas pelo S.aureus via TLR-2.

2. Justificativa

Segundo a WHO (2016) mais de 422 milhdes de pessoas sofrem de
diabetes em todo o mundo. No Brasil, a doenca atinge mais de 4,5 milhdes.
Sendo o diabetes uma das dez doengas que mais vitimam a populacao
mundial, ampliar o conhecimento sobre a resposta inflamatéria e imunolégica
em individuos diabéticos € de fundamental relevancia.

Infeccbes estafilocdcicas invasivas sdo mais frequentes em pacientes
diabéticos do que em pacientes ndo diabéticos, em parte devido a reducéo da

funcd@o bactericida e da atividade fagocitaria de neutréfilos desses pacientes.
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Estudos com ratos diabéticos demonstram 0 mesmo panorama, uma vez que
seus neutroéfilos apresentam baixa expresséo de intracelular adhesion molecule
(ICAM) 1 e baixa producdo de TNF-a e de IL-1B em comparagdo com
neutrofilos de ratos ndo diabéticos (HANSES et al, 2011).

A insulina regula a atividade metabdlica, a transcricdo génica e o
crescimento de varias ceélulas pela modulacdo da atividade de diversas
proteinas envolvidas na sinalizagao intracelular (MESSINA, 1999).

Em trabalho realizado em lavado peritonial desses mesmos animais
utilizados nesse projeto, Souza, 2015 verificou que, em ratos diabéticos, a
insulina modula a peritonite induzida pelas cepas N315 e ATCC 25923 de S.
aureus, modificando a producao de CINC-1, CINC-2 e CINC-3, IL-1( IL-4, IL-6,
IFN-y, TNF-a e o infiltrado infamatério. Assim, um melhor conhecimento de
como a insulina atua na resposta inflamatéria, nos receptores da imunidade
inata e de como as diferentes vias de sinalizacdo interferem umas com as
outras no decorrer da inflamacdo causada por S. aureus permitiria contribuir
nado apenas para a discussdo sobre o uso da insulina em pacientes com
peritonite causada por S. aureus, mas também para aumentar a imunidade
natural contra microrganismos patogénicos ou inibir os efeitos deletérios da

inflamacao.

3. Objetivos

A hipotese deste trabalho € de que a insulina pode modular a peritonite
induzida pelas cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus, ativando vias de
sinalizacdo e controlando a producéo e liberacdo de citocinas em diferentes
tecidos.

Com base nessa hip6tese, nosso obijetivo geral foi avaliar os efeitos da
intervencdo com insulina sobre vias de sinalizagdo MAPK (fosfo P-38, fosfo
ERK p42/44), PKC (fosfo PKC-a, fosfo PKC-0) e PI3K (fosfo AKT) e nas
concentracfes de citocinas e quimiocinas (IL-4, IL-1B8, TNF-a, IL-10, e CINC-1,
2 e 3) em ratos Wistar machos com peritonite induzida por duas diferentes
cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923 e N315) diabéticos e nao

diabéticos.
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Para tanto enumeramos trés objetivos especificos:

- Determinar se existem diferencas na expressao das vias de sinalizacao
MAPK, PKC e PI3K no figado e nas concentracfes de citocinas e quimiocinas
entre os animais nao diabéticos infectados com duas cepas diferentes de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923 ou N315) e os animais infectados né&o
diabéticos infectados e tratados com insulina, em cada 6rgéo estudado;

- Determinar se existem diferencas na expressao das vias de sinalizacao
MAPK, PKC e PI3K no figado e nas concentracdes de citocinas e quimiocinas
entre os animais diabéticos infectados com duas cepas diferentes de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923 ou N315) e os animais infectados
diabéticos infectados e tratados com insulina, em cada 6rgéo estudado;

- Verificar se existem diferencas na expressao das vias de sinalizacéo
MAPK, PKC e PI3K no figado e nas concentracdes de citocinas e quimiocinas
entre os animais nao diabéticos infectados com duas cepas diferentes e os
animais diabéticos infectados e tratados com insulina, em cada 6rgao estudado

segundo cada cepa de Staphylococcus aureus.

4. Material e Métodos

Para auxiliar no entendimento do trabalho, o protocolo animal, bem
como a caracterizacdo do modelo experimental explanadas nesse capitulo séo
provenientes de uma tese de doutorado do nosso grupo, ja defendida neste
programa de pos graduacdo, onde se utilizou um modelo de caréncia relativa
de insulina (DM experimental), onde foi estudada a intervencéo da insulina na
peritonite decorrente da infeccdo por S. aureus. Um grupo de animais
diabéticos (aloxana, 42 mg/kg, i.v., 10 dias) e nao-diabéticos com peritonite
decorrente da infeccdo por S. aureus receberam uma dose de 4 Ul e 1 Ul de
insulina NPH, respectivamente, por via subcutanea, 2 horas antes da infeccéo
com S. aureus, e outras 3 doses de 2 Ul e 0,5 Ul as 17h00’, respectivamente. A
glicemia foi determinada no dia anterior, 10 dias ap0s a injecdo de aloxana e
ap0s os tratamentos com insulina (SOUZA, P.R.K. Papel da insulina na
vigéncia da peritonite decorrente da infeccdo por Staphylococcus aureus em

animais diabéticos e sadios. Defesa em 14/09/2015).
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Nesse projeto foram utilizados os 6rgédos (figado, rim, linfonodo e baco)
dos animais do estudo supracitado; no momento da eutanasia dos animais
para 0s experimentos da citada tese de doutorado, foram coletados os
referidos Orgdos, aliquotados e congelados em nitrogénio liquido,
posteriormente mantidos refrigerados em ultrafreezer (-80°C) até o momento

do uso, para os experimentos da dissertacdo de mestrado em questao.

4.1. Animais

Para esse projeto ndo foram requisitados animais de experimentacao
(CEUA-FCF/USP-495 — anexo 1), pois foram utilizados amostras de tecidos
(figado, rim, linfonodo peritonial e bago) de 70 (setenta) ratos Wistar machos,
previamente utilizados no projeto de doutorado de nosso grupo, (SOUZA,
2015); a utilizacéo dos animais foi previamente aprovada pelo Comité de Etica
Animal (CEUA-FCF/USP-375).

Tabela 1 - Descricdo dos grupos experimentais

Grupo Descricao
Cs TBS estéril (i.p.)

(n=5)

Carcc Suspensao de ATCC 25923 (i.p.)

(n=7)

Carcc+i  Suspensio de ATCC 25923 (i.p.), tratamento com insulina (s.c.)

(n=7)

Cnsis Suspensao de N315 (i.p.)

(n=7)

Cnsts+i Suspensio de N315 (i.p.), tratamento com insulina (s.c.)

(n=7)

Ds TSB estéril (i.p.)

(n=>5)

Darcc Suspensao de ATCC 25923 (i.p.)

(n=7)

Darcc+i  Suspensio de ATCC 25923 (i.p.), tratamento com insulina (s.c.)

(n=7)

Dns1s Suspensao de N315 (i.p.)

(n=7)

Dnsis+i Suspensio de N315 (i.p.), tratamento com insulina (s.c.)

(n=7)
Cepas de Staphylococcus aureus, American Type Culture Collection (ATCC) 25923 e N315.
TBS. Tryptic-Soy Broth.
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4.2. Preparo do homogenato de 6rgéos.

Os ¢6rgédos selecionados para estudo foram coletados, seccionados e
processados em homogeneizador de tecidos, com 1 mL de Tampao RIPA e
coquetel inibidor de protease (Sigma), em ambiente gelado (tubos imersos em
gelo tmido). Logo apés este procedimento, foram armazenados em ultrafreezer

(-80°C), para posterior uso.

4.3. Dosagem de proteinas por BCA.

Os homogenatos foram descongelados em temperatura ambiente, no
momento do uso diluidos, em diluicdo de 1:10, para a realizacdo da dosagem
de proteinas pelo método de BCA, com o kit da PIERCE®.

4.4. Quantificacdo de citocinas e quimiocinas por enzima-imunoensaio
(ELISA).

A determinacéo de quimiocinas e citocinas pro e anti-inflamatérias (IL1p,
TNF-o, IL-4, IL-10, CINC-1, CINC-2 e CINC-3) foram realizadas em
homogenato dos o6rgdos (figado, rim, linfonodos e baco), por ensaios de
enzima-imunoensaio (ELISA), utilizando-se kits comerciais (R & D Systems,
Inc., Mineapolis, MN, USA).

4.5. Expressao de proteinas por técnica de Western Blotting

Os ensaios foram realizados por eletroforese em gel de gradiente de
poliacrilamida (TGX 4% a 20% poliacrilamida) (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). As amostras, foram adicionados tampdo de amostras Laemmli 4x.
Estas foram incubadas em banho seco por 10 min, e aliquotas de 24 uL (40 ug
de proteina + 4 yL de tampédo Laemmli), aplicadas no gel de poliacrilamida.
Para controle da quantidade de proteina das amostras aplicadas ao gel, foram
utilizados B-actina ou GAPDH Sigma.

A separacado das proteinas foi feita em cuba de eletroforese (tampéo de
corrida Bio-Rad) a 100 mA (180V) por aproximadamente 30 minutos. O
marcador de peso molecular utilizado foi o Precision Plus Duo Color, Bio-Rad.

As proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de PVDF
(membrana de transferéncia mini PVDF turbo) (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
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CA, USA), em cuba de transferéncia turbo Bio-Rad, por 7 minutos. Em seguida,
a membrana foi colocada em solucao de leite desnatado (5%) em tampéao Tris-
salina com 1% de Tween 20 (TBS-T) durante 1 hora, para bloquear as ligacdes
inespecificas, incubadas com anticorpo primario overnight, sob agitacdo em
geladeira, e com anticorpo secundéario durante 4 horas, sob agitacdo, em
temperatura ambiente. A cada etapa de incubagdo a membrana foi lavada com
TBS-T durante 5 minutos por 3 vezes consecutivas.

A revelagéao foi realizada utilizando enhanced chemiluminescence (ECL,;
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). As densidades relativas das bandas
foram determinadas por meio de analise densitométrica utilizando o software

NIH Image.

4.6. Analise estatistica

Aos resultados foi aplicado teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov;
os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de multiplas comparacdes de Turkey-Kramer, para analises paramétricas,
ou teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, para andlises ndo paramétricas,

considerando significativo p< 0,05.
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5. Resultados

Neste projeto foi realizada a dosagem das seguintes citocinas: IL-1 3, IL-
10, TNF-a e IL-4 e quimiocinas CINC-1, CINC-2 e CINC-3 pelo método de
ELISA, para os tecidos coletados (rim, figado, linfonodo e baco) em projeto
anterior (SOUZA, 2015), onde se verificou que os animais apresentavam peso
e glicemia normais para a idade e que, apos a inducéo do diabetes, 0s grupos
de animais diabéticos apresentaram aumento na glicemia e diminuicdo de
ganho de massa corporal, e o tratamento com insulina mostrou diminuicdo da
glicemia, mas ndo chegam a normoglicemia.

Os resultados obtidos nas analises de concentracdo de citocinas pelo
meétodo ELISA nos figados dos animais estudados foram os seguintes:

Conforme mostrado na Figura 2, houve diferenca significativa na
producdo de IL-1B apenas infeccdo com a cepa N315 de S. aureus, em ratos
diabéticos (Fig. 2.d), onde a infec¢cdo diminuiu muito a producéo dessa citocina,

e o tratamento com insulina ndo alterou essa producao.
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Figura 2 — Concentracgdes da citocina IL-1 no figado em ratos ndo diabéticos
e diabéticos.
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Figura 2. Dosagem de IL-18 em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por inje¢do de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nado diabético e n&o infectado; Catcc: nédo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste

Turkey’s para todas as analises (paramétrica).
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Pode-se observar também, na Figura 3, que a TNF-a mostrou diferenga
na comparacao Cs vs CN315 (Fig. 3.b), onde a infec¢cdo diminuiu a producéo
dessa citocina, e o tratamento com insulina aumentou parcialmente essa
producdo, pois ndo ha diferenca na entre o grupo infectado e nao tratado e o
tratado (Cn315 vs Cn315+i), e também ndo h& mais diferenca entre o grupo

nao infectado e o infectado e tratado (Cs vs Catcc+i).

Figura 3 — Concentracdes da citocina TNF-a no figado em ratos néo
diabéticos e diabéticos.

NAO DIABETICOS

3.a) 3.b)
P=0,313 P= 0,008
50+ 501 a
a,b
—~ 40- — 404
E — z b
30 ——— 30 ———
€ T € m—
3 20 8 20-
LL LL
zZ Z
= 104 F 10+
0 T T T 0 T T T
Cs (n=5) Catcc (n=7) Catcc+i (n=7) Cs (n=5) Cn315 (n=7) Cn315+i (n=7)
Cepa ATCC 25923 Cepa N315
DIABETICOS
3.c) 3.d)
P=0,171 P= 0,009

501 401
—~ 45- —_
- —I' 354
£ 404 £
[=)) (=)
Z 354 < 301
3 S 3 _ — i
S 1 = S s L—1 —

25+

20 T T T 20 T T T

Ds (n=5) Datcc (n=7) Datcc+i (n=7) Ds (n=5) Dn315 (n=7)Dn315+i (n=7)
Cepa ATCC 25923 Cepa N315

Figura 3. Dosagem de TNF-a em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: n3o diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315: ndo diabético e
infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e
nao infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC
25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com
cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste Turkey’s para todas as analises (paramétrica).




35

A Figura 4 mostra que a producédo de IL-4 apresentou-se diminuida na
comparacao Cs vs Catcc (Fig. 4.a), e o tratamento aumentou parcialmente
essa producéo; observa-se também, em ratos diabéticos infectados pela cepa
N315 (Fig. 4.d), que a infeccdo nao alterou a producao dessa citocina, mas o
tratamento diminuiu (Dn315 vs Dn315+i), o0 que mostra que a insulina pode

suprimir resposta imunolédgica Th2.

Figura 4 — Concentracfes da citocina IL-4 no figado em ratos ndo diabéticos e
diabéticos.
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Figura 4. Dosagem de IL-4 em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: n3o diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315: ndo diabético e
infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e
nao infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC
25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com
cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste Turkey’s para todas as analises (paramétrica).
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Na dosagem da concentragcdo de IL-10 apresentada na Figura 5,
observa-se que na vigéncia da infeccdo com a cepa ATCC 25923, em animais
nao diabéticos (Fig. 5.a), a infeccdo diminuiu essa producéo (Cs vs Catcc), e a
insulina ndo a aumentou, ja em animais diabéticos (Fig. 5.c), o tratamento com
insulina aumentou a producédo de IL-10, que estava diminuida na infeccao
(Datcc vs Datcc+i). Na vigéncia da infeccao pela cepa N315, tanto em animais
nao diabéticos (Fig. 5.b), quanto em animais diabéticos (Fig. 5.d), observa-se
que a infeccao diminuiu a producgao de IL-10, e a insulina aumentou no grupo
Dn315+i.

Figura 5 — Concentragfes da citocina IL-10 no figado em ratos ndo diabéticos
e diabéticos
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Figura 5. Dosagem de IL-4 em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apés inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315: ndo diabético e
infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e
ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC
25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com
cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste Turkey’s para todas as analises (paramétrica).
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A Figura 6 representa um resumo dos resultados obtidos no figado dos
ratos ndo diabéticos, na vigéncia da infeccdo por ambas as cepas de S.
aureus, onde é possivel observar que na infeccao pela cepa ATCC 25923 de S.
aureus, a producdo de IL-4 foi diminuida, e o tratamento com insulina
aumentou essa producgédo, e que a producédo de IL-10, que estava diminuida na
vigéncia da infec¢cdo permaneceu diminuida mesmo apoés o tratamento; ja na
infeccdo pela cepa N315, a IL-10 também mostrou-se diminuida na infeccao,
mas o tratamento a aumentou, coisa que nao aconteceu nha vigéncia da
infecgao pela cepa ATCC, e a TNF-a, que estava diminuida na infec¢ao pela
cepa N315 também foi parcialmente aumentada.

Figura 6 — Resumo dos resultados encontrados da producéo de citocinas em

figado de ratos néo diabéticos.

Figura 6. Representacédo dos resultados obtidos em figado de ratos néo diabéticos, durante a vigéncia da

infeccéo pela cepa ATCC 25923 e da cepa N315 de S. aureus. Circulo azul: Cs; Circulo marrom: Catcc;

Circulo preto: CN315; Circulo verde: Tratamento com insulina (Catcc+i e Cn315+i).
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Temos na Figura 7 o resumo dos resultados obtidos no figado dos ratos
diabéticos, na vigéncia da infeccdo por ambas as cepas de S. aureus, e é
possivel verificar que na infeccéo pela cepa ATCC 25923, apenas a producao
de IL-10 estava diminuida, e o tratamento com insulina aumentou essa
producdo; ja na infeccdo pela cepa N315, a IL-10 também apresentou-se
diminuida durante a infeccéo, e foi aumentada pelo tratamento com insulina; a
producéo de IL-1B também mostrou-se diminuida na infeccéo, e o tratamento a
aumentou; ja a producdo da IL-4 ndo apresentou-se alterada durante a
infeccdo pela cepa N315, porém o tratamento com insulina diminuiu a producéo

dessa citocina.

Figura 7 — Resumo dos resultados encontrados da producgao de citocinas em
figado de ratos diabéticos.
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Sem infecgio

Infectado cepa ATCC25823

Figura 7. Representagdo dos resultados obtidos em figado de ratos diabéticos, durante a vigéncia da

infeccéo pela cepa ATCC 25923 e da cepa N315 de S. aureus. Circulo azul: Ds; Circulo marrom: Datcc;

Circulo preto: DN315; Circulo verde: Tratamento com insulina (Datcc+i e Dn315+i).
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Os resultados obtidos nas anélises de concentragdo de citocinas pelo
método ELISA nos linfonodos peritoniais dos animais estudados foram os
mostrados nas figuras a seguir.

Na Figura 8, a producéo de IL-1B em animais diabéticos (Fig. 8.c) néao foi
alterada pela infeccdo pela cepa ATCC 25923, mas o tratamento com insulina
aumentou a producdo dessa citocina. JA4 na vigéncia da infeccao pela cepa
N315 em animais nao diabéticos (Fig. 8.b), a producéo de IL-1B ndo mostrou-
se alterada durante a infeccdo, mas foi diminuida com o tratamento, e nos
animais diabéticos (Fig. 8.d), a infeccdo aumentou a producéo dessa citocina, e
o tratamento com insulina diminuiu essa producéo para os niveis encontrados

no grupo basal (CS).
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Figura 8 — Concentragdes da citocina IL-18 nos linfonodos peritoniais em

ratos nao diabéticos e diabéticos.
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Figura 8. Dosagem de IL-1B em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos por
injecdo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x10°
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculacdo. Os valores representam a
mediana e os intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com
cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315: ndo
diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina; Ds:
diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i: diabético, infectado com
cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético,
infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste Turkey’s para todas as andlises (paramétrica).
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As dosagens de TNF-a nos linfonodos peritoniais ndo mostraram
diferencas entre 0s grupos diabéticos e nem entre os ndo diabéticos,
independente da cepa utilizada na infeccdo, como mostra a Figura 9.

Figura 9 — Concentragdes da citocina TNF-a nos linfonodos peritoniais em
ratos ndo diabéticos e diabéticos.
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Figura 9. Dosagem de TNF-a em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos
por ingegéo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus
(5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap0s inoculacéo. Os valores representam a
mediana e os intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e
infectado com cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com
insulina; Cn315: ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa
N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e nado infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e
infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
Realizado teste Turkey’s para todas as andlises (paramétrica), exceto para os marcados com *, onde foi
realizado teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico).
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Na infeccéo pela cepa ATCC, em animais diabéticos (Fig. 10.c), a IL-4
mostrou-se diminuida na comparac¢do Ds vs Datcc, e a insulina aumentou essa
producdo. Ja na infeccdo pela cepa N315, em animais ndo diabéticos (Fig.
10.b), o tratamento com insulina diminuiu a producéao de IL-4 na comparacao
CN315 vs CN315+i, que apresentou-se levemente aumentada na comparacéo
Cs vs CN315; nos animais diabéticos, a producdo dessa citocina apresentou-se
diminuida na infeccéo, e o tratamento diminuiu essa producédo ainda mais.

Figura 10 — ConcentragOes da citocina IL-4 nos linfonodos peritoniais em
ratos ndo diabéticos e diabéticos.
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Figura 10. Dosagem de IL-4 em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos por
injecdo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculacdo. Os valores representam a
mediana e os intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e
infectado com cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com
insulina; Cn315: ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa
N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e nao infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e
infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
Realizado teste Turkey’s para todas as analises (paramétrica), exceto para os marcados com *, onde foi
realizado teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico).
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A Figura 11 mostra a produgédo de IL-10 nos linfonodos peritoniais, e na
infeccdo com a cepa ATCC, néo houve alteracdo na producdo dessa citocina
em nenhum dos grupos estudados; ja na infeccédo pela cepa N315, os animais
nao diabéticos (Fig. 11.b) ndo apresentaram diferenca significativa na producao
de IL-10 durante a infeccdo, mas o tratamento diminuiu essa producéo, e nos
animais diabéticos (Fig. 11.d) a infeccdo diminuiu a producédo de IL-10, e o
tratamento com insulina a aumentou.

Figura 11 — Concentracdes da citocina IL-10 nos linfonodos peritoniais em
ratos nao diabéticos e diabéticos.
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Figura 11. Dosagem de IL-10 em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos
por ingegéo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus
(5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap0s inoculacéo. Os valores representam a
mediana e os intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e
infectado com cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com
insulina; Cn315: ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa
N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e nao infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e
infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
Realizado teste Turkey’s para todas as andlises (paramétrica).
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As dosagens de CINC-1 nos linfonodos mostrou-se alterada apenas nos
grupos de animais diabéticos onde, na vigéncia da infeccéo pela cepa ATCC, o
tratamento com insulina aumentou essa producdo na comparacdo Catcc vs
Catcc+i, que ndo estava alterada na infeccéo; durante a infecgcdo com a cepa

N315, a infeccdo aumentou a producéo da CINC-1, e o tratamento a diminuiu.

Figura 12 — Concentragdes da quimiocina CINC-1 nos linfonodos peritoniais
em ratos ndo diabéticos e diabéticos.

NAO DIABETICOS

12.a) 12.b)
P= 0,620 P= 0,067
501 50-
—~ 40- —~ 40-
— - —
E £
o 304 > 304
= T =t —_
- -
¢ 204 O 204
= Z
O 104 —_I O 10 —= —
0 T T T 0 T T T
Cs (n=5) Catcc (n=6) Catcc+i (n=6) Cs (n=5) Cn315 (n=7)Cn315+i (n=6)
Cepa ATCC 25923 Cepa N315
DIABETICOS
12.¢) 12.d)
P= 0,001 P< 0,001
80- 50 b
b
T
—~ 40
T 60- e
£ E a
?g g 304 —
~ 40+ a — a
S ¢ 201
2 ] = 2| =
0200 _—— O 104
——
0 T T r
Ds (n=5) Datcc (n= 6) Datcc+ (n=6) Ds (n=5) Dcn315 ’(\;‘?:1? Dn315+i (n=6)
epa
Cepa ATCC 25923 P

Figura 12. Dosagem de CINC-1 em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos
por ingegéo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus
(5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap0s inoculacédo. Os valores representam a
mediana e os intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e
infectado com cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com
insulina; Cn315: ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa
N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e nado infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e
infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
Realizado teste Turkey’s para todas as andlises (paramétrica).
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As dosagens de CINC-2 nos animais ndo diabéticos ndo mostrou

alteracdo, para ambas as cepas, como mostra a Figura 13.

Figura 13 — Concentragdes da quimiocina CINC-2 nos linfonodos peritoniais
em ratos nao diabéticos.
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Figura 13. Dosagem de CINC-2 em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos
por injecdo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus
(5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apés inoculagdo. Os valores representam a
mediana e os intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e
infectado com cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com
insulina; Cn315: ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa
N315 e tratado com insulina. Realizado teste Turkey’s para todas as analises (paramétrica). Animais
diabéticos ndo apresentaram dosagens suficientes para confec¢éo de grafico e andlise estatistica.
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J& os animais diabéticos, a maioria dos animais de todos os grupos,
tiveram dosagem indetectavel para a quimiocina CINC-2, como mostra a
Tabela 2.

Tabela 2 — Concentracdes da quimiocina CINC-2 nos linfonodos peritoniais
em ratos diabéticos.

Grupos CINC-2
(pg/mL)
Ds (n=1) 251,7
Datcc (n= 0) Inferior ao limite de deteccéo
Datcc+i (n=1) 68,3
Dn315 (n= 1) 219,0
Dn315+I (n=1) 15,9

Tabela 2. Dosagem de CINC-2 em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos por
injecdo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x10°
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apods inoculagdo. Os valores representam a média
+ desvio padrdao da média (se n>1). Os demais individuos dos grupos ndo apresentaram dosagem
detectavel. Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i:
diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa
N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
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A producdo da quimiocina CINC-3 mostrou-se alterada apenas em
animais diabéticos, na vigéncia da infeccdo com a cepa ATCC (Fig. 14.c), onde
o tratamento aumentou a producdo da CINC-3, em comparagcdo com a

producdo dessa quimiocina antes da infeccdo (Ds vs Datcc+i).

Figura 14 — Concentra¢des da quimiocina CINC-3 nos linfonodos peritoniais
em ratos ndo diabéticos e diabéticos.
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Figura 14. Dosagem de CINC-3 em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos
por injecdo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus
(5x109 CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a
mediana e os intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e
infectado com cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com
insulina; Cn315: ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa
N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e nao infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey’s para todas as analises (paramétrica). Animais diabéticos infectados pela cepa N315 nao
apresentaram dosagens suficientes para confecgdo de grafico e andlise estatistica. Animais diabéticos
infectados com a cepa N315 ndo apresentaram dosagens suficientes para confeccdo de grafico e analise
estatistica.
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A Tabela 3 mostra os resultados obtidos nas dosagens de CINC-3 nos
grupos diabéticos, infectados pela cepa N315, onde a maior parte dos

individuos dos grupos apresentou dosagem indetectavel para essa quimiocina.

Tabela 3 — Concentracdes da quimiocina CINC-3 nos linfonodos peritoniais
em ratos diabéticos.

Grupos CINC-2
(pg/mL)

Ds (n=3) 5,9 (+1,11)

Dn315 (n= 2) 13,4 (+0,23)

Dn315+l (n= 2) 10,3 (+7,90)

Tabela 3. Dosagem de CINC-3 em homogenato de linfonodo peritonial. Animais tornados diabéticos por
injecdo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x10°
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculag@o. Os valores representam a média
+ desvio padrdo da média (se n>1). Os demais individuos dos grupos ndo apresentaram dosagem
detectavel. Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i:
diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa
N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
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A Figura 15 apresenta um resumo dos resultados obtidos na producgéo
de citocinas em linfonodos peritoniais de animais ndo diabéticos. A infeccéo
com a cepa ATCC 25923 e tratamento dessa infeccdo nao apresentou
diferencas significativas nas dosagens de nenhuma das citocinas estudadas.
Ja durante a infeccdo com a cepa N315, a IL-4 apresentou-se levemente
aumentada, e o tratamento diminuiu isso para o encontrado antes da infeccéo;
o tratamento também diminuiu a producdo de IL-1B e de IL-10, que né&o

estavam alteradas durante a infeccao.

Figura 15 — Resumo dos resultados encontrados da producéo de citocinas em
linfonodos peritoniais de ratos ndo diabéticos.

Sem Infecgio

nfectado cepa N315

Tratamento
Infectacdo cepa ATCC258

Figura 15. Representacdo dos resultados obtidos em linfonodos peritoniais de ratos ndo diabéticos,
durante a vigéncia da infeccdo pela cepa ATCC 25923 e da cepa N315 de S. aureus. Circulo azul: Cs;
Circulo marrom: Catcc; Circulo preto: CN315; Circulo verde: Tratamento com insulina (Catcc+i e
Cn315+i).
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Ja em linfonodos peritoniais de ratos diabéticos, como mostra a Figura
16, a infecgdo com a cepa ATCC 25923 de S. aureus apresentou diminui¢ao na
producao de IL-4, que foi parcialmente aumentada no tratamento com insulina;
a infeccdo com essa cepa nao alterou a producdo de mais nenhuma citocina,
porém o tratamento aumentou a producdo de IL-1B8, CINC-1 e CINC-3. Na
vigéncia da infeccéo pela cepa N315, a infec¢cdo diminuiu a producédo de IL-10
e aumentou a producdo de CINC-1, que foram restabelecidas as
concentracdes basais no tratamento com insulina; a producéo de IL-1p também
mostrou-se aumentada na infec¢do, e foi aumentada pelo tratamento, e a IL-4
mostrou-se diminuida na infec¢do, e o tratamento diminuiu ainda mais essa

producao.

Figura 16 — Resumo dos resultados encontrados da producéo de citocinas em
linfonodos peritoniais de ratos diabéticos.
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Figura 16. Representacgéo dos resultados obtidos em linfonodos peritoniais de ratos diabéticos, durante a
vigéncia da infeccdo pela cepa ATCC 25923 e da cepa N315 de S. aureus. Circulo azul: Ds; Circulo

marrom: Datcc; Circulo preto: DN315; Circulo verde: Tratamento com insulina (Datcc+i e Dn315+i).
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Os resultados obtidos nas anélises de concentragdo de citocinas pelo
meétodo ELISA no baco dos animais estudados foram os seguintes:

A Figura 17 mostra a producédo de IL-1B8 em bago; a infec¢ao pela cepa
ATCC 25923 em animais néo diabéticos (Fig. 17.a) mostra que o tratamento
com insulina diminuiu a producdo dessa citocina (Catcc vs Catcc+i), € nos
grupos diabéticos (Fig. 17.c) foi observado o mesmo fenédmeno. Na infeccdo
pela cepa N315, em animais diabéticos, observou-se que a infec¢do diminuiu a

producado dessa citocina (Ds vs DN315), e que o tratamento ndo a aumentou.

Figura 17 — Concentra¢fes da citocina IL-138 no ba¢co em ratos ndo diabéticos
e diabéticos.
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Figura 17. Dosagem de IL-18 em homogenato de bago. Animais tornados diabéticos por inje¢do de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculagédo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nédo diabético e n&o infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey’s para todas as analises (paramétrica), exceto para os marcados com *, onde foi realizado teste de
Kruskal-Wallis (ndo paramétrico).
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Conforme mostrado na Figura 18, as dosagens de TNF-a mostraram-se
alteradas apenas dentre os animais diabéticos, durante a infeccdo pela cepa
N315 (Fig. 18.d), onde a infeccdo diminuiu a producao dessa citocina (Ds vs

DN315), e o tratamento ndo a aumentou.

Figura 18 — Concentracdes da citocina TNF-a no bago em ratos ndo diabéticos
e diabéticos.
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Figura 18. Dosagem de TNF-a em homogenato de bago. Animais tornados diabéticos por inje¢do de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apés inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nado diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey’s para todas as analises (paramétrica).
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A produgdo da citocina IL-4 n&o mostrou-se alterada no bago,

independente do grupo estudado, como mostra a Figura 19.

Figura 19 — Concentragfes da citocina IL-4 no bago em ratos ndo diabéticos e
diabéticos.
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Figura 19. Dosagem de IL-4 em homogenato de bago. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apés inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nado diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: nao diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
nao diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey’s para todas as analises (paramétrica), exceto para os marcados com *, onde foi realizado teste de
Kruskal-Wallis (ndo paramétrico).
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A citocina IL-10 também n&o mostrou-se alterada no baco, em nenhuma

circunstancia estudada nesse projeto, como mostra a Figura 20.

Figura 20 — Concentragfes da citocina IL-10 no bago em ratos nédo diabéticos
e diabéticos.
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Figura 20. Dosagem de IL-10 em homogenato de bago. Animais tornados diabéticos por injecédo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculagédo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nado diabético e n&o infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: nao diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey’s para todas as analises (paramétrica), exceto para os marcados com *, onde foi realizado teste de

Kruskal-Wallis (ndo paramétrico).
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As dosagens da quimiocina CINC-2 apresentaram varios individuos dos
grupos com dosagens indetectaveis, e nao foi possivel realizar teste estatistico

para esses grupos; os resultados sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Concentracdes da quimiocina CINC-2 no baco em ratos néo
diabéticos e diabéticos.

Grupos CINC-2
(pg/mL)

Cs (n=2) 251,7 (+258,65)

Catcc (n=1) 180,3

Catcc+i (n=2) 69,6 (£85,99)

Cn315 (n=7) 90,9 (+30,30)

Cn315+i (n=2) 79,4 (£76,16)

Ds (n=0) 0

Datcc (n= 3) 565,6 (£638,42)

Datcc+i (n=1) 39,9

Dn315 (n= 3) 120,3 (+73,71)

Dn315+ (n=0) 0

Tabela 4. Dosagem de CINC-2 em homogenato de bago. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculagdo. Os valores representam a média + desvio
padrao da média (se n>1). Os demais individuos dos grupos ndo apresentaram dosagem detectavel. Cs:
ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Catcc+i: ndo
diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315: ndo diabético e infectado com
cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e ndo
infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa
ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético,
infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
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A Figura 21 mostra as dosagens da quimiocina CINC-3, onde houve
alteracdo apenas no baco dos animais diabéticos, na vigéncia da infeccao pela
cepa ATCC 25923 (Fig. 21.c), onde o tratamento com insulina aumentou a

producdo dessa quimiocina.

Figura 21 — Concentracdes da quimiocina CINC-3 no baco em ratos ndo
diabéticos e diabéticos.
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Figura 21. Dosagem de CINC-3 em homogenato de bago. Animais tornados diabéticos por injecao de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apés inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nado diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
nao diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey’s para todas as analises (paramétrica).
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Na Figura 22, é apresentado um resumo das alteracdes apresentadas
no baco dos animais nao diabéticos; para esse o0Orgdo, nas condicdes
apresentadas, apenas a citocina IL-1B apresentou diminuicdo em sua
producdo, no tratamento com insulina, dos animais infectados pela cepa ATCC
25923.

Figura 22 — Resumo dos resultados encontrados da producéo de citocinas em
baco de ratos ndo diabéticos.

Sem Infecgdo

Tratamento
Infectacdo cepa ATCC258

nfectado cepa N315

Figura 22. Representacao dos resultados obtidos em bacgo de ratos ndo diabéticos, durante a vigéncia da
infeccéo pela cepa ATCC 25923 e da cepa N315 de S. aureus. Circulo azul: Cs; Circulo marrom: Catcc;

Circulo preto: CN315; Circulo verde: Tratamento com insulina (Catcc+i e Cn315+i).
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A figura 23 mostra um resumo dos resultados obtidos no bago dos
animais diabéticos do presente estudo. Durante a vigéncia da infeccdo com a
cepa ATCC 25923, a IL-1B mostrou-se diminuida, e a CINC-3 aumentada,
apenas no tratamento com insulina; ja na infeccdo com a cepa N315, a IL-1B e
a TNF-a apresentaram-se diminuidas durante a infecc¢éo, e o tratamento ndo as

aumentou.

Figura 23 — Resumo dos resultados encontrados da producéo de citocinas em
baco de ratos diabéticos.

ALOXANA

\ Sem Infecgdo

Tratamento nfectado cepa N315

Infectacdo cepa ATCC258

Figura 23. Representacéo dos resultados obtidos em baco de ratos diabéticos, durante a vigéncia da
infeccéo pela cepa ATCC 25923 e da cepa N315 de S. aureus. Circulo azul: Ds; Circulo marrom: Datcc;

Circulo preto: DN315; Circulo verde: Tratamento com insulina (Datcc+i e Dn315+i).
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Os resultados obtidos nas anélises de concentragdo de citocinas pelo
meétodo ELISA no rim dos animais estudados foram os seguintes:
Como mostrado na Figura 24, a producdo de IL-18 ndo mostrou-se

alterada no rim, em nenhum grupo estudado.

Figura 24 — Concentragdes da citocina IL-13 no rim em ratos ndo diabéticos e
diabéticos.
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Figura 24. Dosagem de IL-18 em homogenato de rim. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculagdo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nédo diabético e n&o infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
ndo diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey's para todas as analises (paramétrica). Animais diabéticos infectados pela cepa N315 nédo
apresentaram dosagens suficientes para confec¢do de grafico e andlise estatistica. Animais diabéticos
infectados com a cepa N315 ndo apresentaram dosagens suficientes para confeccao de grafico e analise
estatistica.
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As dosagens de IL-18 em rim dos ratos diabéticos, na vigéncia da
infeccdo pela cepa N315 mostraram-se indetectaveis na maior parte dos
individuos dos grupos estudados e, por esse motivo, nao foi possivel realizar
teste estatistico nesses grupos, entdo os resultados estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 — Concentracdes da citocina IL-18 no rim em ratos diabéticos,
infectados com a cepa N315.

Grupos CINC-2
(pg/mL)

Ds (n=2) 16,0 (£5,73)

Dn315 (n= 3) 67,5 (+17,01)

Dn315+I (n=1) 32,43

Tabela 5. Dosagem de IL-13 em homogenato de rim. Animais tornados diabéticos por injecéo de aloxana
(42 mgl/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x10° CFU i.p.). Amostras
dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a média + desvio padrdo da
média (se n>1). Os demais individuos dos grupos nédo apresentaram dosagem detectavel Ds: diabético e
ndo infectado; Dn315: diabético e infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa
N315 e tratado com insulina.

A citocina TNF-a apresentou-se indetectavel no rim de todos os

individuos dos grupos estudados.
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As dosagens de IL-4 no rim sdo mostradas na Figura 25, onde apenas
0s animais diabéticos infectados pela cepa N315 (Fig. 25.d) mostraram

alteracéo, na comparacao DN315 vs DN315+i.

Figura 25 — Concentra¢des da citocina IL-4 no rim em ratos nao diabéticos e
diabéticos.
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Figura 25. Dosagem de IL-4 em homogenato de rim. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculagédo. Os valores representam a mediana e 0s
intervalos interquartilicos. Cs: nado diabético e n&o infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa
ATCC 25923; Catcc+i: nao diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315:
nao diabético e infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado
com insulina; Ds: diabético e ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923;
Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado
com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste
Turkey’s para todas as analises (paramétrica), exceto para os marcados com *, onde foi realizado teste de
Kruskal-Wallis (ndo paramétrico).



62

As dosagens de IL-10 no rim ndo apresentaram alteracdo durante o

estudo, conforme mostra a Figura 26.

Figura 26 — Concentracgdes da citocina IL-10 no rim em ratos nédo diabéticos e
diabéticos.
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Figura 26. Dosagem de IL-10 em homogenato de rim. Animais tornados diabéticos por injecdo de
aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a mediana e os
intervalos interquartilicos. Cs: ndo diabético e ndo infectado; Catcc: ndo diabético e infectado com cepa ATCC
25923; Catcc+i: ndo diabético, infectado com cepa ATCC 25923 e tratado com insulina; Cn315: ndo diabético e
infectado com cepa N315; Cn315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina; Ds: diabético e
ndo infectado; Datcc: diabético e infectado com cepa ATCC 25923; Datcc+i: diabético, infectado com cepa ATCC
25923 e tratado com insulina; Dn315: diabético e infectado com cepa N315; Dn315+i: diabético, infectado com
cepa N315 e tratado com insulina. Realizado teste Turkey’s para todas as analises (paramétrica).
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Conforme demostrado em gréficos, ndo houve alteragdo na producéo de
citocinas em rins de animais nao diabéticos, independente da infeccdo ou

tratamento.

A Figura 27 apresenta o que foi encontrado nas dosagens de citocinas
em rim de animais diabéticos. Apenas a citocina IL-4 apresentou alteracéo, na
vigéncia da infeccdo pela cepa N315, onde a infec¢cdo diminuiu a producgéo

dessa citocina, e o tratamento ndo modificou esse quadro.

Figura 27 — Resumo dos resultados encontrados da producéo de citocinas em
rim de ratos diabéticos.
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Infectado cepa ATCC258 nfectado cepa N315

Figura 27. Representacdo dos resultados obtidos em rim de ratos diabéticos, durante a vigéncia da
infeccéo pela cepa ATCC 25923 e da cepa N315 de S. aureus. Circulo azul: Ds; Circulo marrom: Datcc;

Circulo preto: DN315; Circulo verde: Tratamento com insulina (Datcc+i e Dn315+i).

Foram avaliadas a expressao das moléculas das vias MAPK (fosfo-ERK,
fosfo P-38, P-38 nédo fosforilada), PKC (fosfo PKC-a, fosfo PKC-0), e PI3K
(fosfo-AKT) pelo método de Western Blotting nas amostras de figado do

presente estudo.
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Na observacdo da expressdo da molécula Fosfo P-38 pelo método de
Western Blotting, na infeccdo pela cepa ATCC, identificou-se que essa
molécula mostrou-se aumentada no grupo nao diabético infectado em cerca de
220%, e que o tratamento com insulina diminuisse para apenas 20% acima do
encontrado no grupo nao infectado; no grupo diabético, a infeccdo nao alterou
a expressdo dessa molécula, mas o tratamento a aumentou cerca de 70%. Ja
na infeccéo pela cepa N315, a infeccdo aumentou essa expressao em cerca de
100%, e o tratamento o reduziu, para 50% acima do encontrado no grupo

diabético nao infectado.

Figura 28. Andlise de P38 em figado, na infeccdo com as cepas ATCC 25923
e N315 de S. aureus.
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Figura 28. Anélise de P38 MAPK em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injecédo
de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a cepa N315 de S. aureus (5x109
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a média
e desvio padréo da média (n=3). CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de
S.aureus; Catcc+i= controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; DS=diabético
nao infectado; Datcc=diabético infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela
cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus;
Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insulina; Dn315=diabético
infectado pela cepa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cepa N315 de S.aureus e
tratado com insulina.
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Na expressdo da molécula fosfo ERK, na infeccédo pela cepa ATCC, o
grupo nao diabético infectado diminuiu em 15% a expressdo dessa molécula, e
que o grupo tratado ndo aumentou essa expressao; nos grupos diabéticos
verificou-se que o grupo infectado apresentou aumento de 50% na expressao
dessa molécula, e que o tratamento com insulina (Datcc+i) diminuiu essa
expressdo para 30% menos do que foi encontrado no grupo diabético ndo
infectado. Na infeccdo pela cepa N315, constatou-se que o0 grupo infectado
apresentou diminuicdo de cerca de 10% na expressdo dessa molécula (DS vs
DN315), e que a insulina ndo alterou esse quadro; nos grupos diabéticos

verificou-se que a infec¢cao nédo alterou a expressao, mas o diminuiu para 40%.

Figura 29. Andlise de fosfo-ERK em figado, na infeccdo com as cepas ATCC
25923 e N315 de S. aureus.
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Figura 29. Anélise de Fosfo ERK em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injegcdo
de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a cepa N315 de S. aureus (5x109
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s inoculag@o. Os valores representam a média
e desvio padrdo da média (n=3). CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de
S.aureus; Catcc+i= controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; DS=diabético
ndo infectado; Datcc=diabético infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela
cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus;
Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insulina; Dn315=diabético
infectado pela cepa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cepa N315 de S.aureus e

tratado com insulina.
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A expressao da molécula PKC-a fosforilada na infecgéo pela cepa ATCC
mostrou que o grupo Catcc diminuiu em 25% em comparacdo ao CS, e que 0
grupo Catcc+i apresentou uma elevacéo, ficando em 15%, quando comparadas
ao CS; dentre os grupos diabéticos, observou-se que o Datcc apresentou
diminuicdo de 20%, e que o tratamento com insulina (Datcc+i) ndo aumentou a
expressdo dessa molécula, mostrando uma diminuicdo de 30%, quando
comparados ao DS. Na infeccdo pela cepa N315 ndo houve alteracdo na
expressao dessa molécula no grupo Cn315, e o grupo Cn315+i apresentou
diminuicdo de 30%; nos grupos diabéticos observou-se diminuicdo de 40% no

grupo infectado, e o tratamento aumentou até os niveis basais.

Figura 30. Analise de Fosfo-PKC-a em figado, na infeccdo com as cepas
ATCC 25923 e N315 de S. aureus.
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Figura 30. Analise de Fosfo PKCa em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injecédo
de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a cepa N315 de S. aureus (5x109
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a média
e desvio padrédo da média (n=3). CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de
S.aureus; Catcc+i= controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; DS=diabético
nao infectado; Datcc=diabético infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela
cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus;
Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insulina; Dn315=diabético
infectado pela cepa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cepa N315 de S.aureus e
tratado com insulina.
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Foi observado na quantificacdo da expressdo da molécula PKC-&
fosforilada, na infeccéo pela cepa ATCC, que o grupo Catcc diminuiu em 11%,
na comparacdo com CS, e que a insulina diminuiu ainda mais essa expressao,
ficando em 21%, quando comparadas ao CS; dentre os grupos diabéticos,
observou-se que o Datcc apresentou diminuicdo de 10% na expressédo dessa
molécula, e que o tratamento com insulina (Datcc+i) diminuiu ainda mais essa
expressao, apresentando diminuicdo de 46%, quando comparados ao DS. Na
infeccdo pela cepa N315, o grupo Cn315 apresentou diminuicdo de 50% em
relacdo ao CS, e o grupo Cn315+i, aumentou essa expressao, ainda que nao
para os niveis basais; no grupo DN315 observou-se que a infeccao diminuiu
essa expressao em 10% em relacdo ao grupo DS, e que o tratamento com
insulina (Dn315+i) diminuiu ainda mais essa expressao, chegando a 50%.
Figura 31. Andlise de Fosfo-PKC-0 em figado, na infec¢do com as cepas
ATCC 25923 e N315 de S. aureus.
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Figura 31. Analise de Fosfo PKC3 em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injecédo
de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a cepa N315 de S. aureus (5x109
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a média
e desvio padrédo da média (n=3). CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de
S.aureus; Catcc+i= controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; DS=diabético
nao infectado; Datcc=diabético infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela
cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus;
Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insulina; Dn315=diabético
infectado pela cepa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cepa N315 de S.aureus e
tratado com insulina.
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Na observacdo da expressdo da molécula fosfo AKT, na infeccdo pela
cepa ATCC, identificou-se que a expressao dessa mostrou-se diminuida no
grupo Catcc em 15%, e que o tratamento com insulina (Catcc+i) diminuiu ainda
mais essa expressao, para 25%, quando comparadas ao CS; ja entre 0s
grupos diabéticos, observou-se que o Datcc apresentou aumento de 40% na
expressdo dessa molécula, e que o tratamento com insulina (Datcc+i) elevou
muito mais essa expressdo, chegando a um aumento de 430%, quando
comparados ao DS. Ja na infeccdo pela cepa N315, o grupo Cn315 diminuiu
em cerca de 30%, enquanto o grupo Cn315+i aumentou essa expressao quase
ao encontrado em CS; nos grupos diabéticos verificou-se aumento de 4600%
no Dn315, e que o tratamento com insulina diminuiu para os niveis encontrados
no DS.

Figura 32. Andlise de Fosfo-AKT em figado, na infeccdo com as cepas ATCC
25923 e N315 de S. aureus.
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Figura 32. Andlise de Fosfo AKT em homogenato de figado. Animais tornados diabéticos por injecdo
de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a cepa N315 de S. aureus (5x109
CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Os valores representam a média
e desvio padrdo da média (n=3). CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de
S.aureus; Catcc+i= controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; DS=diabético
nao infectado; Datcc=diabético infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela
cepa ATCC de S.aureus e tratado com insulina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus;
Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insulina; Dn315=diabético
infectado pela cepa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cepa N315 de S.aureus e

tratado com insulina.
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A tabela 6 apresenta um resumo dos resultados do estudo das vias de
sinalizacdo por W.B. no figado dos animais ndo diabéticos utilizados no projeto.

Na observacdo das moléculas da via MAPK, é possivel perceber que a
insulina diminuiu a expresséo de fosfo P-38 que encontrava-se aumentado no
grupo ndo diabético infectado pela cepa ATCC, e no grupo infectado pela cepa
N315, a insulina diminuiu parcialmente o aumento encontrado na infecgao; a
expressdo da fosfo ERK ndo se mostrou alterado nos grupos nado diabéticos.
Na via PKC, a insulina aumentou a expressao da PKC-a, que estava diminuida
no grupo nao diabético infectado pela cepa ATCC, mas no grupo infectado pela
cepa N315, a insulina também baixou a expressao dessa molécula, mas ela
nao se encontrava aumentada antes do tratamento; na molécula fosfo PKC-6, o
grupo infectado pela cepa ATCC teve essa expressdo diminuida, e a insulina
baixou ainda mais; ja no grupo infectado pela cepa N315, a insulina aumentou
parcialmente a expressdo dessa molécula, que estava diminuida na infeccdo. A
molécula estudada da via PI3K (fosfo-AKT) ndo mostrou-se alterada na

vigéncia das infeccfes ou tratamentos.

Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos na expressdo das vias de
sinalizacdo estudadas no figado de animais ndo diabéticos dos grupos
infectados (ambas as cepas) e infectados e tratados, em relacdo ao seu
controle ndo infectado (CS).

GRUPOS Via MAPK Via PKC Via PI3K
Fosfo P-38 Fosfo ERK Fosfo PKC-a Fosfo PKC-& Fosfo AKT
Catcc T NZ N2
Catcc+i N% T %
CN315 T N2
CN315+i { (parcial) N ™ (parcial)

Tabela 6. Resumo do encontrado no estudo de moléculas das vias MAPK, PKC e PI3K em homogenatos
dos figados. Animais infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x10° CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds inoculagdo. Catcc: ndo diabético infectado com cepa
ATCC; Catcc+i: ndo diabético, infectado com a cepa ATCC e tratado com insulina; Cn315: néo diabético,
infectado pela cepa N315; CN315+i: ndo diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina.
Todos os grupos foram comparados ao grupo controle nao infectado (CS). n= 3.

A tabela 7 mostra o resumo dos resultados do estudo das vias de

sinalizagdo por W.B. no figado dos animais diabéticos utilizados no projeto.
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Os resultados obtidos na quantificacdo de moléculas da via MAPK,
percebe-se que a insulina aumentou a expressao da fosfo P-38, que nao
apresentava diferenca na comparacdo DS vs Datcc, e diminuiu a expressao
dessa molécula, que apresentou aumento na comparacdo DS vs DN315; na
expressdo da fosfo ERK, a insulina diminuiu a expressédo dessa molécula, que
estava aumentada na comparacao DS vs DN315, e diminuiu a expresséao, que
nao mostrava-se alterada comparacdo DS vs DN315. Na via PKC, a infeccéo
pela cepa ATCC diminuiu a expressao da PKC-a em comparacdo com DS, e a
insulina ndo modificou esse quadro, que permaneceu diminuido, e na infec¢do
pela cepa N315, a insulina aumentou a expressdo dessa molécula, que estava
diminuida antes do tratamento; na molécula fosfo PKC-5, ocorreu o mesmo
fendbmeno para as infeccdes com ambas as cepas, onde a infeccdo diminuiu a
expressdo dessa molécula em comparacao ao encpntrado antes da infeccéo, e
a insulina diminuiu isso ainda mais. A molécula estudada da via PI3K (fosfo-
AKT) apresentou sua expressdo aumentada na infeccao pela cepa ATCC, e a
insulina aumentou essa expressao ainda mais; ja na infec¢do pela cepa N315,
a insulina diminuiu a expressdo dessa molécula, que estava aumentada na

infeccéo.

Tabela 7 — Resumo dos resultados obtidos na expressdo das vias de
sinalizacao estudadas no figado de animais diabéticos dos grupos infectados
(ambas as cepas) e infectados e tratados, em relagdo ao seu controle ndo
infectado (DS).

GRUPOS Via MAPK Via PKC Via PISK
Fosfo P-38 Fosfo ERK Fosfo PKC-a Fosfo PKC-6 Fosfo AKT
Datcc T N% NY T
Datcc+i T N% N% NN% ™~
DN315 T NZ NZ T
DN315+i N N T N N

Tabela 7. Resumo do encontrado no estudo de moléculas das vias MAPK, PKC PI3K em homogenatos
dos figados. Animais infectados com as cepas ATCC 25923 e N315 de S. aureus (5x109 CFU i.p.).
Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apés inoculagao. Datcc: diabético infectado com cepa ATCC;
Datcc+i: diabético, infectado com a cepa ATCC e tratado com insulina; Dn315: diabético, infectado pela
cepa N315; DN315+i: diabético, infectado com cepa N315 e tratado com insulina. Todos os grupos foram
comparados ao grupo diabético ndo infectado (DS). n= 3.

Também foi realizado a dosagem de mieloperoxidase nas amostras de figado,
e os resultados nao foram detectaveis.
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6. Discussao

Nesse trabalho decidimos focar os estudos de expressdo de moléculas
de vias de sinalizagdo no figado, pois esse € um 6rgdo muito importante para a
sintese de proteinas da fase aguda da inflamacédo, e os animais utilizados
nesse projeto receberam uma infeccdo aguda por duas diferentes cepas de S.
aureus.

No desenvolvimento desse projeto foram vistas repostas diversas as
diferentes linhagens da bactéria estudada; tanto a cepa de S. aureus ATCC
25923 como a N315 possuem alguns fatores de viruléncia em comum, como
capsula polissacaridica (NANRA et al, 2013) que evita a fagocitose e HLA, uma
citotoxina que causa citélise e reduz a capacidade fagocitica dos macrofagos
(ONOGAWA, 2002), porém a cepa ATCC 25923 possui também uma
leucocidina chamada PVL, que causa citdlise pela formacdo de poros na
membrana dos leucocitos (MONECKE et al, 2007).

A ativacdo anormal de proteina quinase C (PKC) e Proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK) resulta em inflamacéo e resisténcia a insulina
(Bl et al., 2013).

Vérias respostas inflamatorias induzidas por patégenos sdo mediadas
através de PKC e ERK. A maioria dos niveis de citocinas pré-inflamatérias sédo
elevadas por ativagdo de PKC, e estdo relacionadas a imunidade inata,
indicando que a ativacao de PKC é crucial para o mecanismo de defesa inicial
contra patégenos (KIM, 2013).

Na observacdo da ativacdo das vias de sinalizacdo estudadas nesse
projeto, os animais diabéticos apresentaram maior ativacdo dessas vias,
guando comparados aos animais ndo diabéticos, o que condiz com o resultado
da IL-1B no figado dos animais diabéticos, que é diminuida na infecgao pela
cepa N315 e nao é revertida pelo tratamento com insulina, enquanto em figado
de animais nado diabéticos, a citocina pro-inflamatoria TNF-a, que estava
diminuida na infeccdo pela cepa N315 foi parcialmente revertida pelo
tratamento de insulina.

O TNF-a, € uma citocina bem conhecida que inicia inflamacéo, resposta
imunologica e morte celular. A expressdo de ICAM-1 induzida por TNF-a em

células epiteliais das vias aéreas humanas é mediada por uma via regulada por
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PKC (KIM, 2013). Também estudos sugeriram que o TNF-a também pode
desempenhar um papel na proliferacéo celular e na anti-apoptose (KIM, 2013).

O figado é crucial para a manutencdo da homeostase normal da glicose,
pois produz glicose durante o jejum e armazena glicose pos-prandialmente. No
entanto, esses processos hepaticos sao desregulados em DM tipo 1 e tipo 2, e
esse desequilibrio contribui para a hiperglicemia nos estados de jejum e poés-
prandial (PETERSEN et al., 2017).

A acdo direta da insulina no figado ocorre através da sinalizacdo do
receptor de insulina e estimula a sintese de glicogénio hepético; a insulina
altera o estado de fosforilagdo de enzimas. O AKT é um mediador de
sinalizacdo de insulina (PETERSEN et al., 2017).

A ativacdo da PKC resulta em diminuicdo da sinalizacdo de insulina na
em figado, e a resisténcia a insulina hepética poderia ser atribuida a ativagédo
da PKC, que é altamente expressa no figado. O principal fator para determinar
se a PKC esta ativada levando a resisténcia a insulina hepatica sdo as
respostas inflamatérias, como a producdo de TNF-a (BIRKENFELD &
SHULMAN, 2014).

No presente estudo, verificamos em figado, que a via da PKC foi
diminuida na infeccéo pelas duas as cepas de S. aureus estudadas, tanto nos
grupos diabéticos quanto nos grupos nao diabéticos, e que a insulina aumentou
essa expressao apenas nos grupos nao diabético infectado pela cepa ATCC, e
diabético infectado pela cepa N315; a producdo de citocinas relacionadas a
essa via, no figado foi condizente apenas no grupo diabético infectado pela
cepa N315, onde a infeccdo também diminuiu a producdo de IL-1B, mas a
insulina, apesar de ter aumentado a expressao da PKC-a que estava diminuida
na infeccdo, ndo aumentou a producdo dessa citocina, 0 que pode ser
explicado pelo fato da expressdo de PKC-® ter sido diminuida na infecgéao
desse mesmo grupo, enquanto o tratamento com insulina diminuiu ainda mais
essa expressao.

Em estudo em modelo bovino infectado por S. aureus, foi encontrado
que a internalizacdo de S. aureus em células epiteliais bovinas € associada a

atividade de AKT, assim como uma variedade de infeccbes sao dependentes
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da fosforilacdo de AKT. O AKT €& uma via de sinalizacdo importante em
fagocitose e regulacao da resposta inflamatéria (OVIEDO-BOYSO, 2011).

Em relacdo a expressdo da via PI3K em figados dos animais deste
estudo, ndo foram encontradas alteracdes nos animais néo diabéticos,
enquanto em animais diabéticos, as infeccdes com ambas as cepas aumentou
a expressao dessa via porém, na infeccdo com a cepa ATCC 25923, o
tratamento com insulina aumentou essa expressao ainda mais, enquanto na
infeccdo com a cepa N315, a insulina fez com que essa expressao retornasse
aos niveis basais.

Essa observagdo pode explicar o porqué, na visdo geral, os animais
infectados pela cepa ATCC produziram menos citocinas pro-inflamatoérias que
0s animais infectados com a cepa N315; uma vez que a internalizacdo do S.
aureus pode ser entendido como um fator de viruléncia, pois funciona como
uma forma de evadir do sistema imunoldgico, pode-se entender que as
bactérias da cepa ATCC conseguiram evadir melhor do sistema imunoldgico
gue as bactérias da cepa N315, pois estimularam maior expressao da via PI3K.

Ja o0 aumento na expressao da via PI3K apenas em grupos de animais
diabéticos aponta que o DM faz com que 0s animais sejam mais suscetiveis a
infeccdo, como observado também em humanos.

A exposicdo a produtos bacterianos (PAMPs) no figado estimulam a
resposta proliferativa e a secrecdo de citocinas como IL-13, IL-6, TNF-a
(STRAZZABOSCO et al, 2017).

Os estudos de SASAKI et al e ARAI et al, 1997, corroboram a teoria de
gue a auséncia de IL-10 aumenta significativamente a inflamacé&o induzida por
S. aureus. Este fenbmeno é provavelmente devido ao aumento da producao de
citocinas Thl tais como TNF-a, e uma carga bacteriana mais pesada. Como
nesse estudo também encontramos dosagens indetectaveis dessa citocina (IL-
10) no baco dos animais ndo diabéticos, e nos rins dos animais de todos os
grupos, e ainda assim, néo foi possivel detectar a expressdo de TNF-a em
nenhum dos 6rgéos estudados, para nenhum grupo, torna-se interessante a
busca de uma possivel correlacdo entre os trabalhos, uma vez que a IL-10 é
uma importante citocina anti-inflamatoria, que atua na inibicdo da producéo de

IL-12 e na reducao da expresséo de moléculas de MHC classe II.
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Na producdo de citocinas em figado de animais n&o diabéticos, a
insulina aumentou, ainda que ndo as concentracdes basais, as citocina que
apresentaram-se diminuidas na infeccdo com ambas as cepas, exceto na
producdo da citocina anti inflamatoria IL-10 na infec¢éo pela cepa ATCC, onde
a insulina ndo aumentou essa producdo nesses animais nao diabéticos. Ja no
figado dos animais diabéticos, observa-se que o tratamento com insulina nao
foi eficaz na reversao do quadro inflamatério, na infeccdo com a cepa N315, o
gue sugere que o figado dos animais diabéticos nédo responde ao tratamento
com insulina tdo bem quanto o figado dos animais ndo diabéticos.

Em linfonodos peritoniais percebemos que, em animais ndo diabéticos, a
insulina diminuiu a producdo de IL-4, que estava aumenta na infeccdo pela
cepa N315, quando comparado aos animais nao infectados, mas também
diminuiu a producédo de IL-13 e IL-10, nessa mesma infecgdo. Nesse mesmo
orgdo em animais diabéticos é possivel observar que a insulina aumentou a
producdo de citocinas alteradas na infec¢éo pela cepa N315, exceto para a ll-4,
e na infeccdo pela cepa ATCC, a insulina aumenta a producdo de IL-4
diminuida na infeccdo, mas aumenta a producdo de outras citocinas e
quimiocinas. Nesse caso também podemos observar que os linfonodos
peritoniais de animais diabéticos produziram mais citocinas na vigéncia das
infeccbes que os dos animais nao diabéticos.

No baco, verifica-se que a insulina aumentou a producédo de IL-13 na
vigéncia da infecgéo pela cepa ATCC, que ndo encontrava-se alterada pela
infeccdo, tanto no grupo nao diabético quanto no grupo diabético. Também é
possivel verificar que a insulina ndo alterou a producdo de citocinas pro-
inflamatérias na vigéncia da infeccdo pela cepa N315 no grupo diabético.
Nesse 6rgdo também podemos observar que os animais diabéticos foram mais
afetados pelas infec¢des que os animais ndo diabéticos.

Com base nos resultados desse trabalho, verificamos que os 6rgaos que
mais responderam tanto as infec¢cdes quanto ao tratamento, foram o figado e
os linfonodos peritoniais, e também podemos concluir que o0s animais
diabéticos apresentaram maior suscetibilidade a infeccdo que os animais ndo

diabéticos, para todos os 6rgaos estudados.
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7. Conclusdes

Os resultados obtidos sugerem que o tratamento com insulina possa
modular parcialmente a produgéo das citocinas IL-13, TNF-a e IL-10 no figado
e nos linfonodos peritoniais dos animais infectados principalmente pela cepa
N315 de S.aureus, pois modulam parcialmente a expressdo das moléculas da
via de sinalizacdo (MAPK e PKC) envolvidas na producéo dessas citocinas.

- N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas na
expressdo das moléculas das vias de sinalizagdo MAPK, PKC e PI3K em
homogenatos de figado estudadas.

- Em figado dos animais diabéticos e ndo diabéticos, infectados pela
cepa ATCC 25923, a infecgdo ativou a resposta inflamatoria de fase aguda, e o
tratamento mostrou producdo de citocinas ligadas a resolucdo da infeccao.
Com a cepa N315 em animais ndo diabéticos, a insulina estimulou a producao
de citocinas de fase aguda, que estavam prejudicadas na infeccédo, ja em
animais diabéticos, a insulina ndo melhorou a resposta inflamatoria.

- Em bago, na infeccdo com a cepa ATCC 25923 em animais diabéticos
e nao diabéticos, a insulina diminuiu a producao de citocina de fase aguda. Na
infeccdo com a cepa N315, em animais ndo diabéticos, nem a infeccdo e nem
o tratamento alteraram a producdo de citocinas; ja em animais diabéticos, a
infeccdo diminuiu a producao de citocinas de fase aguda, e o tratamento nao
modificou isso.

- Em rim, apenas o grupo diabético infectado pela cepa N315 mostrou
diferenca na producéo de citocinas, onde a infeccdo diminuiu a producéo de
citocina de fase cronica, e a insulina ndo alterou essa producao.

- Em linfonodos de animais ndo diabéticos, a cepa ATCC 25923 ndo mostrou
diferenca na producdo de citocinas nos diferentes grupos, em animais
diabéticos, a insulina ativou a producdo de citocinas de fase aguda. Na
infeccdo com a cepa N315, a insulina ativou a resposta Thl e diminuiu a
producdo de citocina anti-inflamatdria; em animais diabéticos, a infec¢do gerou
uma resposta de citocinas de fase aguda, e a insulina manteve a infeccao

nessa fase, e citocina anti-inflamatoria comegou a ser produzida.
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9. Anexo A - Certificado de aprovagdo do projeto “Efeito da insulina na
ativacdo das vias de sinalizagcdo em peritonite induzida por Staphylococcus
aureus em animais diabéticos e sadios” sob responsabilidade da pesquisadora
Mariana Cristina Ferreira Silva (Protocolo CEUA/FCF/495).

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisaio de Etica no Uso de Anbmais - CEUA

Cificio CELMJFCF 23,2015-P485

CERTIFICADO

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de S50 Paulo,
CERTIFICA que o Projeto de Pesguisa “Efeito da insulina na
ativagio das vias de sinalizagio em peritonite induzida por
Staphylococcus aureus em animais diabéticos e sadios’
(Protocolo CEUAFCF/A85), de responsabilidades dala) pesguisador(a)
Mariana Cristina Ferreira Silva. sob orientagdo doja) Prof. Dr.
Joilson de Oliveira Martins, esta de acordo com as normas do
Conselho Macional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA)
g foi APROVADO em reunio de 10 de abril de 2015. Conforme a
legizlacdo vigente, devera ser apresentado, no encerramento deste
Projeto de Pesquisa, o respective relatério final.

580 Paulo, 15 de abril de 2015.

;'I.I .J-"'ﬂlﬁ:'l}'!w'. l{(
Profa. Dra. Hﬂd;ﬁ_ Marike Aymoto Hassimotto
Vice-Coordenadora da CEUA/FCF/USP

Fo¢, Paf Lireiu Prasine, 550 Bloo: 13 8, Coete Unveridiii, DEP (8808003, Sl Pady, 3P
Telslon: (1] 38 X - prl covnicifum b
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9. Anexo B - Certificado de aprovagao do projeto “Efeito da insulina na
inflamac&o peritonial causada por Staphylococcus aureus na imunidade inata”

sob responsabilidade da pesquisadora Paula Regina Knox de Souza (Protocolo
CEUA/FCF/375)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso de Animals - CEUA

CERTIFICADO

ACaniss&odeEﬂmnoUsodewaaFawuaoedecwmias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
‘EFEITO DA INSULINA NA INFLAMAGAO PERITONEAL
CAUSADA POR Staphylococcus aureus NA IMUNIDADE INATA."
(Protocolo CEUAJFCF/375), de responsabilidade da pesquisadora
Paula Regina Knox de Souza, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Joilson de Oliveira Martins esta de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA

e fol APROVADO em reunido de 06 de agosto de 2012,

S0 Paulo, 08 de povembrn de 2012

i
Yl aon s  oT
‘Prota: Dra. Viadi Olga Qonsiglieri
Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUAIFCFIUSP

oo, Prof s Prestes, 859 . Shoto 13 A - Chiade Unfwersiicis - CEP 00006900 - 5o Pasks - 39
Fora: (11) 30013622 / Pax. {17) MW1.37) - emalt couafci@ung br
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Valores individuais das concentracdes de IL-13 em amostras de figado. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 2. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentracéo de IL-1B (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 Dn315+i
1 148,31 | 129,95 | 129,95 i i 383,22 | 204,88 | 243,02 | 169,10 160,18
2 98,71 | 111,32 | 121,71 | 61,85 123,78 | 362,77 | 227,30 | 211,60 | 106,83 111,26
3 107,13 | 127,90 | 94,46 85,91 81,60 385,49 | 405,99 i i 160,18
4 92,34 i 117,56 | 88,06 94,46 396,87 | 270,02 | 319,70 | 124,58 i
5 123,78 | 190,34 | 77,27 111,32 | 202,19 i i 492,87 | 256,51 236,28
6 NE 123,78 | 154,38 | 72,90 i NE 292,58 | 303,87 | 220,56 256,51
7 NE 160,43 | 172,45 | 92,34 117,56 NE 308,39 i 157,95 200,40
Média | 114,1 140,6 124,0 85,4 1239 382,1 | 284,9 314,2 172,6 187,5
Desvio
. 225 29,3 32,7 17,0 47,0 14,2 71,0 109,1 56,9 54,1
Padrao
Erro
. 10,1 11,7 12,4 6,9 21,0 7,1 29,0 48,8 23,2 22,1
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentragcbes de TNF-a em amostras de figado.
Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 3 Os valores estédo

expressos em pg/mL.

Concentracdo de TNF-a (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
42,62 31,83 35,91 27,62 34,80 27,95 29,07 29,53 27,05 29,75
2
31,17 30,78 37,46 23,92 31,17 34,58 25,49 28,17 25,49 27,72
3
37,46 27,62 32,23 27,49 25,20 28,62 26,38 29,75 27,72 28,62
4
29,75 22,90 28,74 26,76 32,89 30,21 26,38 28,40 27,72 25,49
5
34,66 28,61 31,30 27,37 31,43 32,27 44,28 32,27 28,62 28,40
6 NE NE
34,11 16,53 31,04 40,08 29,07 31,12 27,95 27,95
7 NE NE
36,89 31,70 19,96 30,39 26,60 29,75 26,16 26,82
Média 35,1 30,4 30,6 26,3 32,3 30,7 29,6 29,9 27,2 27,8
Desvio
. 5,2 4,6 6,8 3,5 45 2,7 6,6 1,4 1,1 1,4
Padrao
Erro
. 2,3 1,7 2,6 1,3 1,7 1,2 2,5 0,5 0,4 0,5
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracdes de IL-4 em amostras de figado. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 4. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentracéo de IL-4 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
35,05 | 27,71 24,18 28,60 54,93 37,52 | 18,58 30,68 29,84 14,06
2
36,94 | 28,60 34,11 22,46 31,33 23,30 | 25,72 24,91 22,50 11,16
3
36,94 | 26,81 27,71 25,05 25,05 23,30 | 28,18 24,91 23,30 13,32
4
28,60 | 23,32 25,93 28,60 30,41 24,91 | 29,01 33,21 21,71 11,87
5
32,25 | 35,05 30,41 28,60 29,51 20,92 i 35,78 24,10 13,32
6 NE NE )
28,60 29,51 27,71 41,77 20,14 26,54 i 16,30
7 NE NE ]
26,81 34,11 25,93 29,51 21,71 31,52 i 22,50
Média 34,0 28,1 29,4 26,7 34,6 26,0 23,9 29,6 24,3 14,6
Desvio
. 3,6 3,5 3,8 2,4 10,3 6,6 4.4 4,3 3,2 3,8
Padrao
Erro
. 1,6 1,3 1,4 0,9 3,9 3,0 1,8 1,6 1,4 1,4
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nado infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentragfes de IL-10 em amostras de figado. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 5. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentragéo de IL-10 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
293,15 | 150,08 | 181,98 i 240,09 110,42 | 149,40 | 204,32 | 122,63 177,68
2
232,07 | 202,81 | 178,74 75,98 174,43 206,47 | 124,68 | 159,82 89,26 159,82
3
209,49 | 144,88 | 122,43 | 111,46 116,42 180,85 | 173,46 i 134,93 175,57
4
192,89 96,81 125,45 | 146,95 202,81 251,24 95,28 178,74 | 117,53 104,35
5
205,03 | 190,70 | 127,47 | 126,46 164,82 251,24 i 194,68 | 135,96 154,60
6 NE NE
132,55 | 132,55 | 116,42 296,78 138,02 | 229,24 | 135,96 182,97
7 NE NE
121,42 | 234,36 | 127,47 112,45 97,29 170,30 | 103,34 195,75
Média 226,5 148,5 157,6 1175 186,8 200,0 129,7 189,5 119,9 164,4
Desvio
. 39,9 37,4 42,3 23,7 66,2 58,5 30,4 25,3 18,1 29,9
Padrao
Erro
. 17,8 14,1 16,0 9,7 25,0 26,2 12,4 10,3 6,8 11,3
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com

insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracdoes de IL-13 em amostras de linfonodo
peritonial. Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 8. Os valores

estdo expressos em pg/mL.

Concentracéo de IL-1B (pg/mL)

Animal

Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1 166,74 | 177,30 | 150,94 92,92 103,43 153,60 | 135,41 | 227,86 | 218,89 216,87

2 99,61 | 296,80 | 146,13 | 152,34 54,82 214,41 | 218,26 i i 185,45
3 164,05 | 100,42 | 130,89 i 69,82 205,7 | 183,46 | 454,65 | 335,57 275,96
4 134,45 i 110,68 | 92,54 95,91 139,7 | 229,7 | 528,27 i i
5 i 122,13 i 132,14 50,73 88,17 | 99,43 | 143,32 | 275,32 141,60
6 NE 144,39 | 111,89 | 187,20 i NE 189,18 | 318,79 | 204,73 269,05
7 NE 294,38 | 76,03 99,65 81,90 NE i 544,72 | 408,69 i

Meédia | 141,2 | 189,2 1211 126,1 76,0 160,2 | 1759 369,6 288,6 2178

Desvio
. 31,4 86,2 27,7 38,4 21,6 51,5 49,8 165,5 84,7 56,7
Padrao
Erro
. 15,7 35,5 111 15,7 8,8 23,0 20,3 67,6 37,9 25,4
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracdes de TNF-a em amostras de linfonodo

peritonial. Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 9. Os valores

estdo expressos em pg/mL.

Concentracdo de TNF-a (pg/mL)

Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i

1
4,10 2,12 2,77 3,72 2,34 4,91 3,86 9,17 8,19 10,59

2
6,93 3,07 3,27 2,12 1,97 5,78 6,14 5,08 3,06 13,61

3
i 3,37 5,42 9,40 1,79 11,81 4,58 8,72 3,65 9,05

4
2,82 1,02 4,08 2,12 1,78 6,57 8,87 9,04 2,08 3,49

5
4,47 5,01 14,94 5,05 1,61 6,42 5,27 9,18 17,11 4,98

6 NE NE
4,90 10,84 5,16 0,72 5,75 10,01 7,68 8,84
7 NE NE

6,49 3,94 2,08 2,19 9,58 9,87 19,65 2,31
Média 4,6 3,7 6,5 4,2 1,8 7,1 6,3 8,7 8,8 7,6

Desvio
B 1,7 1,9 4.6 2,6 0,5 2,7 2,1 1,7 7,0 4,1

Padrao

Erro
. 0,9 0,7 1,7 1,0 0,2 1,2 0,8 0,6 2,6 15

Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com

insuina.

NE= Animal ndo existente.
i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracdes de IL-4 em amostras de linfonodo
peritonial. Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 10. Os valores

estdo expressos em pg/mL.

Concentracéo de IL-4 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1 101,78 | 106,41 96,77 174,86 98,09 44,66 73,91 3,45
2 105,19 | 132,36 | 123,60 | 146,14 67,78 89,16 | 88,40 64,71 43,06 i
3 76,07 98,65 101,97 | 180,64 80,10 122,70 | 55,36 98,84 53,13 i
4 101,30 i 103,02 i 81,66 77,90 | 87,89 78,50 i 8,26
5 i 127,98 i 103,82 66,47 98,47 | 71,89 77,47 i 11,44
6 NE 208,15 | 187,56 | 165,31 52,80 NE 54,40 91,97 13,59 i
7 NE 234,08 | 139,60 | 113,60 84,49 NE 79,71 83,52 38,21 6,86
Média 96,1 151,3 125,4 147,4 75,9 97,1 68,9 82,5 44,4 5,0
Desvio
. 13,5 56,2 34,5 34,5 14,7 19,1 17,5 12,0 22,0 4,6
Padrao
Erro
. 6,7 229 14,1 14,1 5,6 9,5 6,6 4,9 9,8 2,3
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracoes de IL-10 em amostras de linfonodo
peritonial. Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 11. Os valores

estdo expressos em pg/mL.

Concentragéo de IL-10 (pg/mL)

Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
444,03 | 496,13 366,43 442,62 274,41 411,11 | 223,84 167,47 i 326,45
2
418,20 | 391,95 408,84 441,86 180,55 250,39 | 249,58 334,47 180,46 450,75
3
i 339,65 | 253,70 | 491,45 272,84 310,79 | 360,22 | 330,19 81,87 434,73
4
i 215,00 | 425,36 i 303,82 372,12 | 285,25 | 500,64 | 137,46 236,13
5
659,05 i i 336,88 231,04 354,16 | 336,46 | 185,40 87,99 296,40
6 NE NE
132,23 537,61 453,21 144,79 477,53 379,58 138,69 493,41
7 NE _ NE _ _ _
i 383,90 | 296,76 206,31 299,84 i i i
Média 507,1 315,0 396,0 410,5 230,5 339,7 319,0 316,3 125,3 373,0
Desvio
. 132,2 143,8 92,0 75,8 57,0 61,6 84,2 124,7 40,8 101,1
Padrao
Erro
. 76,3 64,3 37,6 31,0 21,6 27,5 31,8 50,9 18,2 41,3
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentragées de CINC-1 em amostras de linfonodo
peritonial. Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 12. Os valores

estdo expressos em pg/mL.

Concentracdo de CINC-1 (pg/mL)

Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i

1 14,88 | 11,51 | 14,33 24,98 12,66 13,56 i 22,15 | 32,63 28,80
2 21,58 | 16,03 14,97 18,54 8,68 18,04 | 17,48 i i 21,72
3 9,46 | 14,35 | 23,25 39,86 11,84 | 15,27 | 16,37 | 51,53 | 30,52 28,03
4 13,32 i 16,27 8,30 10,98 12,30 | 23,24 | 26,45 i 10,09
5 27,21 | 17,84 i 20,97 8,52 13,16 | 17,77 56,04 44,49 14,72
6 NE 36,72 | 43,93 24,16 i NE | 29,36 | 53,57 28,81 10,38
7 NE 35,66 | 26,20 11,51 10,54 NE | 33,08 | 65,79 | 35,32 i

Média | 17,3 22,0 23,2 21,2 10,5 14,5 22,9 45,9 34,4 19,0

Desvio
. 71 11,2 11,3 10,3 1,7 2,3 7,0 17,5 6,2 8,5
Padrao
Erro
. 3,2 4,2 4,3 3,9 0,6 1,0 2,6 6,6 2,3 3,2
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem ndo detectavel.
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Valores individuais das concentragées de CINC-2 em amostras de linfonodo
peritonial. Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 13. Os valores

estdo expressos em pg/mL.

Concentracédo de CINC-2 (pg/mL)

Animal

Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1 25,21 | 20,45 12,90 17,37 15,49 i i i i i

2 9,55 | 19,75 21,01 17,94 12,56 i i i i i

3 12,47 | 15,52 9,79 9,86 12,80 i i i i i

4 16,11 | 8,44 11,27 7,35 12,53 i i i i i

5 29,97 | 14,79 25,70 15,09 9,95 i i i i i

6 NE 22,41 18,63 14,43 7,72 NE i 68,27 i i
7 NE 16,26 11,55 15,84 14,40 NE i i i i
Média 18,7 16,8 15,8 14,0 12,2 i i 68,3 i i
Desvio
8,6 4,6 6,0 3,9 2,6 i i i i i
Padréo
Erro
3,9 1,8 2,3 1,5 1,0 i i i i i
Padréo

CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem ndo detectavel.
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Valores individuais das concentragées de CINC-3 em amostras de linfonodo
peritonial. Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 14. Os valores

estdo expressos em pg/mL.

Concentracédo de CINC-3 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1 16,71 i 4,11 7,62 9,77 6,27 2,08 12,24 13,55 i
2 6,11 7,58 4,61 8,95 6,00 4,67 i 18,49 i 15,89
3 7,45 7,29 1,50 8,66 11,40 i 7,69 i 13,23 i
4 5,29 3,35 14,62 6,84 3,70 i i 16,34 i i
5 i 11,41 i i 3,97 6,80 | 13,08 i i i
6 NE 16,03 1,71 i 4,32 NE i i i i
7 NE 12,81 9,42 12,52 5,02 NE i i i 4,78
Média 8,9 9,7 51 7.4 6,3 3,5 3,8 7,8 4,5 3,0
Desvio
. 5,3 4,5 5,2 4.1 3,1 3,3 5,4 8,8 6,9 6,0
Padrao
Erro
. 2,6 1,9 2,1 1,8 1,2 1,9 2,7 4.4 4,0 4,2
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracdes de IL-13 em amostras de bago. Tabela
dos resultados individuais referentes a Figura 17. Os valores estdo expressos

em pg/mL.

Concentracéo de IL-1B (pg/mL)

Animal
Cs Catcc Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc Datcc+i | Dn315 | Dn315+i

1 521,48 | 1085,05 | 507,51 | 561,51 | 414,27 | 373,31 | 554,34 | 322,36 | 212,38 | 260,49

2 i 776,55 | 595,67 | 825,92 | 533,47 | 459,41 | 1147,22 | 353,49 | 237,03 | 339,79
3 i 846,57 | 782,71 | 537,47 | 445,90 | 451,02 i i 269,66 | 253,22
4 711,12 i 823,86 | 694,83 | 605,74 | 590,00 | 621,68 | 361,39 | 361,39 | 367,34
5 908,77 | 940,01 | 723,35 | 589,63 | 525,48 | 635,40 i 341,74 | 326,21 | 355,46
6 NE 717,23 | 549,48 | 449,86 | 525,48 NE 796,37 | 353,49 | 312,78 | 324,29
7 NE 844,50 | 501,53 | 601,71 | 642,09 NE 523,63 | 467,85 | 293,84 | 288,21

Média | 713,8 868,3 640,6 608,7 527,5 501,8 728,6 366,7 287,6 312,7

Desvio
. 193,7 129,9 134,2 120,8 80,4 107,8 256,7 51,4 51,9 45,7
Padrao
Erro
. 111,8 53,0 50,7 45,7 30,4 48,2 114,8 21,0 19,6 17,3
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentragdes de TNF-a em amostras de bago. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 18. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentracdo de TNF-a (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
12,72 11,53 17,45 11,53 22,54 26,94 28,78 26,33 18,93 23,10
2
i 14,26 13,95 26,84 16,15 26,53 40,53 28,78 25,32 22,10
3
11,53 16,80 21,15 18,11 20,46 28,58 66,64 24,51 24,10 22,90
4
21,84 8,69 16,15 19,78 17,78 28,78 30,23 23,50 21,70 20,70
5
14,88 14,57 20,80 19,78 27,21 30,85 27,15 26,53 19,32 22,90
6 NE NE
17,12 17,12 22,54 16,80 23,30 26,53 24,71 21,30
7 NE NE
17,78 19,78 19,11 15,83 23,90 19,12 24,51 17,94
Média 15,2 14,4 18,1 19,7 19,5 28,3 34,4 25,0 22,7 21,6
Desvio
. 4.6 3,3 2,6 4,6 4,2 1,7 15,3 3,1 2,7 1,8
Padrao
Erro
. 2,3 1,2 1,0 1,8 1,6 0,8 5,8 1,2 1,0 0,7
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com

insuina.

NE= Animal ndo existente.
i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracoes de IL-4 em amostras de bacgo. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 19. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentracdo de TNF-a (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i

1 12,72 | 11,53 | 17,45 | 11,53 | 22,54 | 26,94 | 28,78 | 26,33 | 18,93 | 23,10
2 i 14,26 | 13,95 | 26,84 | 16,15 | 26,53 | 40,53 | 28,78 | 2532 | 22,10
3 11,53 | 16,80 | 21,15 | 18,11 | 20,46 | 28,58 | 66,64 | 24,51 | 24,10 | 22,90
4 2184 | 869 | 16,15 | 19,78 | 17,78 | 28,78 | 30,23 | 2350 | 21,70 | 20,70
5 14,88 | 14,57 | 20,80 | 19,78 | 27,21 | 30,85 | 27,15 | 26,53 | 19,32 | 22,90
6 NE | 1712 | 1712 | 2254 | 16,80 NE | 2330 | 26,53 | 24,71 | 21,30
7 NE | 1778 | 19,78 | 19,11 | 15,83 NE | 2300 | 19,12 | 2451 | 17,94

Meédia | 1524 | 14,39 | 18,06 | 19,67 1954 | 28,34 | 34,36 | 2504 | 22,65 21,56

Desvio
. 4,63 4,17 15,34
Padrao 4,61 3,30 2,64 1,71 3,10 2,67 1,83
Erro
. 1,75 1,58 5,80
Padrao 2,06 1,25 1,00 0,77 1,17 1,01 0,69

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentragdes de IL-10 em amostras de baco. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 20. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentracéo de IL-10 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
96,55 120,21 | 141,93 71,67 73,47 107,24 91,35 47,49 94,18 67,73
2
i 70,78 105,41 | 141,32 98,09 69,02 58,27 81,65 72,28 166,96
3
53,66 70,34 73,47 137,70 106,48 59,51 i 71,63 56,43 94,89
4
130,57 60,50 71,23 73,92 108,62 72,28 106,50 67,09 65,81 95,60
5
71,23 75,74 72,57 74,82 73,02 94,89 70,97 109,46 | 81,65 85,77
6 NE NE
73,92 71,23 86,10 74,37 80,29 108,72 | 78,27 120,80
7 NE NE
86,58 83,69 86,58 69,90 76,92 89,94 95,60 119,27
Média 88,0 79,7 88,5 96,0 86,3 80,6 80,7 82,3 77,7 109,3
Desvio
. 33,4 19,5 26,6 30,3 17,3 19,8 16,7 22,6 14,3 32,2
Padrao
Erro
. 16,7 7.4 10,0 115 6,5 8,8 6,8 8,5 5,4 12,2
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com

insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracbes de CINC-3 em amostras de baco.
Tabela dos resultados individuais referentes a Figura 21. Os valores estéo

expressos em pg/mL.

Concentracédo de CINC-3 (pg/mL)

Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1 36,9 52,48 50,00 41,22 36,53 6,27 2,08 12,24 13,55 i
2 i 37,57 45,02 53,80 75,72 4,67 i 18,49 i 15,89
3 29,84 | 37,71 37,96 49,63 73,91 i 7,69 i 13,23 i
4 55,80 i 35,40 39,02 31,87 i i 16,34 i i

5 39,46 | 41,69 43,18 33,00 59,70 6,80 | 13,08 i i i

6 NE 39,10 39,63 41,44 34,23 NE i i i i
7 NE 43,51 40,59 41,52 38,21 NE i i i 4,78
Média 40,4 42,0 41,4 42,8 45,7 3,5 3,8 7,8 4,5 3,0
Desvio
. 11,0 5,6 5,0 6,9 19,1 3,3 5,4 8,8 6,9 6,0
Padrao
Erro
. 5,5 2,1 1,9 2,6 6,1 1,9 2,7 4.4 4,0 4,2
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentracdes de IL-13 em amostras de rim. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 24. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentragao de IL-18 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc Catcc+i Cn315 Cn315+i Ds Datcc Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1 i 29,97 i i i 11,97 54,99 65,63 i 32,43
2 i 51,83 i i 16,83 i 96,07 i i 30,05
3 30,86 i i 176,73 i i 59,28 i i i
4 i i 46,49 122,18 i 20,08 i i 86,13 i
5 32,79 54,48 54,48 70,07 16,83 i 48,43 37,12 i i
6 NE i 24,24 i 82,78 NE 37,12 i 63,53 i
7 NE 54,48 67,50 i 70,07 NE 94,09 41,71 52,82 i
Média 31,8 47,7 48,2 123,0 46,6 16,0 65,0 48,2 67,5 31,2
Desvio
1,4 11,9 18,2 53,3 34,8 5,7 24,5 15,3 17,0 1,7
Padrao
Erro
. 1,0 59 9,1 30,8 17,4 4,1 10,0 8,8 9,8 1,2
Padréo

CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.
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Valores individuais das concentragfes de IL-4 em amostras de rim. Tabela dos

resultados individuais referentes a Figura 25. Os valores estdo expressos em

pg/mL.
Concentracéo de IL-4 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
110,28 | 135,03 | 115,76 | 115,76 | 113,02 14,78 | 31,38 39,51 i 14,78
2
113,02 | 121,26 | 129,51 | 113,02 | 124,00 | 25,22 | 43,55 33,42 i 12,65
3
110,28 | 124,00 | 132,27 | 140,55 | 115,76 | 33,42 | 27,28 49,58 i i
4
137,79 | 121,26 | 124,00 | 162,74 | 129,51 | 41,53 | 27,28 81,43 51,58 12,65
5
137,79 | 168,31 | 124,00 | 135,03 | 126,76 18,99 i i 23,16 10,50
6 NE NE )
132,27 | 132,27 | 132,27 | 154,40 43,55 i 45,56 33,42
7 NE NE
143,32 | 154,40 | 124,00 | 132,27 41,53 16,89 35,46 14,78
Média 121,8 135,1 130,3 131,9 128,0 26,8 35,8 44,2 38,9 16,5
Desvio
. 14,6 16,8 12,1 16,9 13,6 10,8 8,0 24,0 12,5 8,5
Padrao
Erro
. 6,5 6,3 4,6 6,4 51 4.8 3,3 10,7 6,2 3,5
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem nao detectavel.



105

Valores individuais das concentracdes de IL-10 em amostras de rim. Tabela

dos resultados individuais referentes a Figura 26. Os valores estdo expressos

em pg/mL.
Concentragéo de IL-10 (pg/mL)
Animal
Cs Catcc | Catcc+i | Cn315 | Cn315+i Ds Datcc | Datcc+i | Dn315 | Dn315+i
1
147,97 | 158,38 | 116,23 | 134,38 126,05 | 70,48 | 70,48 68,49 69,86 68,94
2
151,42 | 172,54 | 139,44 | 129,36 187,03 | 70,63 | 72,13 65,98 67,52 68,94
3
156,63 | 137,74 | 222,69 | 176,14 168,97 | 72,05 | 72,13 72,21 65,41 68,41
4
174,34 | 122,75 | 203,70 | 176,14 131,03 | 70,56 | 69,09 67,22 70,01 68,79
5
i 236,27 | 234,32 | 139,44 134,38 | 68,34 | 68,26 70,24 67,82 69,94
6 NE NE
172,54 | 153,15 | 124,40 192,54 71,73 69,32 68,94 70,24
7 NE ] NE
i 144,54 | 203,70 190,70 71,26 68,26 71,26 67,15

Média 157,6 166,7 173,4 154,8 161,5 70,4 70,7 68,8 68,7 68,7

Desvio
. 11,7 39,4 46,0 30,3 30,1 1,3 1,5 2,0 1,9 1,0
Padrao
Erro
. 173,4 49,0 17,4 11,5 11,4 0,6 0,6 0,8 0,7 0,4
Padrao

CS=controle néo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle
infectado pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético nao infectado;
Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC
de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i=
controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado
pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus e tratado com
insuina.

NE= Animal ndo existente.

i= dosagem ndo detectavel.
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Andlise estatiticas das moléculas das vias de sinalizacao estudadas. Analise por Kruskal-Wallis.

GRUPOS Fosfo P-38 Fosfo ERK Fosfo PKC-a Fosfo PKC-® Fosfo AKT
CS 100 100 100 100 100
(100 — 100) (100 — 100) (100 — 100) (100 — 100) (100 — 100)
Catcc 634 97 65 83 79
(105 - 1101) (58 —98) (64 -92) (55 —128) (58 — 120)
Catcc+i 82 102 95 87 65
(20 — 1120) (45 - 120) (33-127) (51 - 100) (30 —127)
Cn315 250 92 73 58 64
(177 — 286) (46 — 126) (31-213) (21-72) (28 — 115)
Cn315+i 210 97 61 72 106
(95 - 307) (44 —127) (60 — 83) (38 —94) (54 —118)
DS 100 100 100 100 100
(100 — 100) (100 - 100) (100 — 100) (100 — 100) (100 — 100)
Datcc 130 112 59 82 114
(81 —167) (93 — 255) (52 — 121) (43 — 147) (114 - 191)
Datcc+i 89 99 59 52 255
(19 — 235) (0,1 —116) (46 — 104) (37 - 74) (111 — 1230)
Dn315 155 126 73 94 123
(153 - 416) (0,1 - 153) (24 - 83) (24 - 157) (89 — 13903)
Dn315+i 115 86 69 73 118
(105 — 171) (0,1 -92) (40- 188) (27 - 77) (83 - 127)

Os valores representam a mediana e os intervalos interquartilicos. n=3. CS=controle n&o infectado;
Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus
e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado; Datcc=diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus;
Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; Cn315=controle infectado pela
cepa N315 de S.aureus; Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus e tratado com insuina;

Dn315=diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus
e tratado com insuina.
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Membranas referentes a Figura 29. Analise de Fosfo P38 em homogenato de figado. Animais
tornados diabéticos por injecédo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a
cepa N315 de S. aureus (5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s

inoculacdo. Os valores representam a média e desvio padrdo da média (n=3).

Amostrascepas ATCC.
Pag  —— e —
P-38
P30 | e i s i
CS Catcc Catccti DS Datce Datccti
Aloxana - - . + + .
Cepa ATCC - + + . + .
Isulina . " . , . .

P38 MAPK
Amostras cepas N315.
P-38
CS Ca315 Cn315+ DS Dn315 Dn315+i
Aloxana - - - + + +
CepaN3IS - + + - + +
Iradira - - * - - .

p-P38 P38 MAPK

CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle infectado
pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado; Datcc=diabético infectado pela
cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus e tratado com insuina;
Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus
e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela
cpa N315 de S.aureus e tratado com insuina.



108

Membranas referentes a Figura 30. Analise de Fosfo ERK em homogenato de figado. Animais
tornados diabéticos por injecédo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a
cepa N315 de S. aureus (5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias apds
inoculacao. Os valores representam a média e desvio padrdo da média (n=3).

Amostras cepas ATCC,
Caron | ————
p-ERK
CS Catce Catccsr DS Datce Datccsi
Alxana - - - + + +
Cepa ATCC . . . .
neulino . -

p-ERK

Amostras cepas N315.
SAPOH
Erx
CS (n31S Cn31S+i DS On31S Dn315+i
Aloxana 5 » > +
CeoaN21S . + + - + +
naud no - -

p-ERK GAPDH

CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle infectado
pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado; Datcc=diabético infectado pela
cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus e tratado com insuina;
Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus
e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela
cpa N315 de S.aureus e tratado com insuina.
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Membranas referentes a Figura 31. Andlise de Fosfo PKCa em homogenato de figado. Animais
tornados diabéticos por injecédo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a
cepa N315 de S. aureus (5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s

inoculacdo. Os valores representam a média e desvio padrdo da média (n=3).

Amostras cepas ATCC.
e
T ————
p-PC oo
CS Catec Catecsi DS Datee Datec+i
Aloxana . . . 4 + +
CepaATCC - ¢ + . + +
lncindina . . + - . .

p-PKCalfa
GAPDH

Amostras cepas N315.
o2

o i

LS Cn3!5 Cn31541 DS  Dn315 Dn31S+i

Aloxana + + +
Lepa N31S - + + - + +
Inpd ng - a .

p-PKCalfa
B-actina

CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle infectado
pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado; Datcc=diabético infectado pela
cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus e tratado com insuina;
Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus
e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela
cpa N315 de S.aureus e tratado com insuina.
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Membranas referentes a Figura 32. Andlise de Fosfo PKC3 em homogenato de figado. Animais
tornados diabéticos por injecédo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a
cepa N315 de S. aureus (5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s

inoculacdo. Os valores representam a média e desvio padrdo da média (n=3).

Amostras cepas ATCC.
o<
s D —— -
P S
CS Catce Cawccdi DS Dawce Datccsi
Aloxana + + +
CepaATCC - + + . + +
lm‘lﬂ’ o - - - - -

p-PKCdelta
B-actina

Amostras cepas N315.
pPICS
GAPDH
pLS
CS  Cn315 Cn315+ DS Dn31S Dn315+
Aloxana . . . M +
Cepa N31S - + + - + +
Insuding - . - . - -

p-PKCdelta

B-actina

CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle infectado
pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado; Datcc=diabético infectado pela
cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus e tratado com insuina;
Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus
e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela
cpa N315 de S.aureus e tratado com insuina.
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Membranas referentes a Figura 33. Analise de Fosfo AKT em homogenato de figado. Animais
tornados diabéticos por injecédo de aloxana (42 mg/kg i.v.) e infectados com a cepa ATCC 25923 ou a
cepa N315 de S. aureus (5x10° CFU i.p.). Amostras dos tecidos foram obtidas 13 dias ap6s

inoculacdo. Os valores representam a média e desvio padrdo da média (n=3).

Amostras cepas ATCC.

o
L ——
PAXT

CS Catcc Catccti DS Datce Datccei

Aloxana . - . . . +
CopaATCC . 4+ + - + +
houdive . . . o ° -

Fosfo AKT

Amostrascepas N315.

P-AXT

Cn31S Cn315+i DS Dn31S Dn31Sti

Aloxara . . . . . .
CepaN3's - + . . + ’
houl e - - - o ® .

Fosfo AKT

GAPOM
P-AXT

GAPDH

GAPDH

CS=controle ndo infectado; Catcc=controle infectado pela cepa ATCC de S.aureus; Catcc+i= controle infectado
pela cepa ATCC de S.aureus e tratado com insuina; DS=diabético ndo infectado; Datcc=diabético infectado pela
cpa ATCC de S.aureus; Datcc+i= diabético infectado pela cpa ATCC de S.aureus e tratado com insuina;
Cn315=controle infectado pela cepa N315 de S.aureus; Cn315+i= controle infectado pela cepa N315 de S.aureus
e tratado com insuina; Dn315=diabético infectado pela cpa N315 de S.aureus; Dn315+i= diabético infectado pela

cpa N315 de S.aureus e tratado com insuina.



