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RESUMO

FERREIRA, S.S. Insulina modula o fenétipo de células imunes na inflamagao
alérgica pulmonar, aumentando a resisténcia pulmonar de camundongos
diabéticos. 2019. 129f. Tese (Doutorado)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Dados mostram que o aparecimento do diabetes mellitus (DM), em pacientes
previamente asmaticos, diminui os sintomas da asma, enquanto a insulina agrava a
asma. Devido a dados na literatura e por dados prévios do nosso grupo, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito modulatério da insulina na inflamagéo
alérgica pulmonar em camundongos diabéticos e saudaveis. Camundongos machos
dibéticos BALB/c (aloxana, 50mg/kg, iv, 10 dias) foram sensibilizados com ovalbumina
(OVA, 20 ug e Al (OH)3, 2 mg) 10 dias apods a injecéo de aloxana e uma dose reforgo
foi dada, apds 12 dias da primeira de sensibilizagdo, apds 6 dias da dose reforco, os
animais foram expostos a nebulizagdo durante 7 dias com solugdo de OVA (1mg/mL)
ou solugao salina (SAL). Animais diabéticos foram tratados com doses multiplas de
Protamine Hagedorn Neutro (NPH) 2Ul e 1Ul, respectivamente, por via subcutanea
12 horas antes do desafio com OVA (as 19h) e 1Ul (as 7h) 2h antes de cada desafio
com OVA. Os animais nao diabéticos receberam 1Ul de insulina, pela mesma via 2h
antes de cada desafio (as 7h), 24h apds o ultimo desafio, realizaram-se as seguintes
analises: a) expressao de proteina quinase p38, proteina quinase regulada por sinais
extracelulares 1 e 2 (ERK 1/2), proteina quinase ativada por estresse ou c-jun NH2-
terminal (JNK) , transdutor de sinal e ativador de transcrigdo 3 (STAT 3) e transdutor
de sinal e ativador de transcrigdo 6 (pSTAT 6) no homogenato de pulmao; b) perfil de
imunoglobulinas presentes no soro; ¢) concentragdes de interleucina (IL) IL-4, IL-5, IL-
10, IL-13, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e interferon-
gamma IFN-y em homogenato de pulméo; d) migracao celular em fluido do lavado
broncoalveolar (LBA); e) perfil de células imunes na medula 6ssea, pulméo, timo e
baco; f) mecanica pulmonar por BUXCO e FlexiVent. Em comparacdo com
camundongos nao diabéticos desafiados com OVA, os animais diabéticos desafiados
com OVA mostraram diminuigdo em: ERK 1, ERK 2, JNK (fosfo54), JNK / SAPK,
STAT3, pSTAT6 estava ausente; concentragao da imunoglobulinas IgE, IgG1; perfil de
citocinas Th2 como IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a, VEGF, TGF-B; infiltrado inflamatério e)
auséncia de eosinofilia no LBA; células T, células B e eosindfilos na medula éssea,
pulmao, timo e baco, e hiper-reatividade das vias aéreas. O tratamento com insulina
restaubeleceu todos os parametros estudados. Portanto, sugerem que a insulina
modula a inflamacéo alérgica pulmonar tardia em camundongos diabéticos.

Palavras-chave: Asma, diabetes mellitus, insulina, células imunes, hiper-reatividade



ABSTRACT

FERREIRA, S.S. Insulin modulates immune cell phenotype in pulmonary allergic
inflammation, increasing the pulmonary resistance of diabetic and healthy mice.
2019. 129. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Data show that the onset of diabetes mellitus (DM) in previously asthmatic patients
decreases asthma symptoms while insulin worsens asthma. Due to data in the
literature and previous data from our group, the present study aimed to evaluate the
modulatory effect of insulin on pulmonary allergic inflammation in diabetic and healthy
mice. Ovalbumin (OVA, 20 ug and Al (OH)s, 2 mg) were sensitized at 10 days after
alloxan injection and a booster dose was given , after 12 days of the first sensitization,
after 6 days of booster dose, the animals were exposed to nebulization for 7 days with
OVA solution (1mg / mL) or saline solution (SAL). Diabetic animals were treated with
multiple doses of Protamine Hagedorn Neutral (NPH) 2Ul and 1Ul, respectively,
subcutaneously 12 hours prior to challenge with OVA (at 7pm) and 1Ul (at 7h) 2h before
each challenge with OVA. Non-diabetic animals received 1Ul of insulin, via the same
route 2h before each challenge (at 7h), 24h after the last challenge, the following
analyzes were performed: a) expression of protein kinase p38, protein kinase
regulated by extracellular signals 1 and 2 (ERK 1/2), stress-activated or c-jun NH2-
terminal protein kinase (JNK), signal transducer and transcriptional activator 3 (STAT
3) and signal transducer and transcriptional activator 6 (pSTAT 6) in the lung
homogenate; b) profile of immunoglobulins present in serum; c) concentrations of
interleukin (IL) IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, tumor necrosis factor alpha (TNF-a), vascular
endothelial growth factor (VEGF), transforming TGF-3) and interferon-gamma IFN-y in
lung homogenate; d) cell migration in bronchoalveolar lavage fluid (BAL); e) profile of
immune cells in the bone marrow, lung, thymus and spleen; f) Pulmonary mechanics
by BUXCO and FlexiVent. In contrast to non-diabetic mice challenged with OVA,
diabetic animals challenged with OVA showed decrease in: ERK 1, ERK 2, JNK
(phospho54), JNK / SAPK, STAT3, pSTAT6 was absent; IgE immunoglobulin levels,
IgG1; profile of Th2 cytokines such as IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a, VEGF, TGF-B;
inflammatory infiltrate e) absence of eosinophilia in BAL; T cells, B cells and
eosinophils in the bone marrow, lung, thymus and spleen, and airway hyperreactivity.
The insulin treatment restored all parameters studied. Therefore, they suggest that
insulin modulates late pulmonary allergic inflammation in diabetic mice.

Key words: Asthma, diabetes mellitus, insulin, immune cells, hyperreactivity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideragdes gerais sobre resposta inflamatdria, e hipersensibilidade do tipo |

Podemos considerar a inflamagédo uma resposta complexa do tecido conjuntivo,
devido a uma injuria. Essa resposta é dividida, didaticamente, em inflamagéo aguda e
cronica. Este processo é caracterizado por: dor, calor, vermelhiddao, edema e em
alguns casos, até perda da fungdo. A inflamagdo aguda apresenta exsudato com
grande quantidade de proteinas plasmaticas, além do acumulo de leucdcitos,
principalmente de neutrdfilos, esse tipo de inflamacéo é caracterizada pelo seu inicio
rapido e ser de curta duragdo. Ja a inflamacgao crénica se caracteriza por apresentar
linfécitos e macrofagos com proliferagcéao vascular, fibrose, e por ser de longa duragao.
A resposta inflamatoria € determinada por eventos vasculares, celulares e linfaticos
desenvolvidos a fim de eliminar o agente lesivo, restituir o tecido lesado e manter a
homeostasia do organismo (RANKIN, 2004; MEDZHITOV, 2008; KUMAR et al., 2010;
KVIETYS & GRANGER, 2012).

Os eventos vasculares da resposta inflamatéria compreendem alteracdes
hemodindmicas seguidas por mudangas estruturais na parede do vaso,
caracterizadas, principalmente, pela contragdo da célula endotelial e abertura de
juncgdes entre essas células. Essas aberturas levam ao extravasamento de proteinas
plasmaticas para o tecido intersticial caracterizando o edema inflamatério. Ainda, em
consequéncia ao extravasamento plasmatico, ocorre 0 aumento da viscosidade do
sangue e a reducdo do fluxo sanguineo. Além disso, em consequéncia ao
extravasamento plasmatico observa—se aumento da viscosidade do sangue e redugao
do fluxo sanguineo. Esta estase sanguinea gera a marginagao leucocitaria e
consequentemente a migragéo de leucdcitos para o espago extra vascular (RANKIN
2004; KUMAR et al., 2010).

A inflamacdo se da pelo recrutamento dos leucécitos e das proteinas
plasmaticas do sangue para os locais de infecgao e de leséo tecidual (MEDZHITOV,
2008).

O recrutamento dos leucécitos do sangue para o tecido ocorre, pelo rolling
dos leucécitos, sobre o endotélio, seguido por adesio leucocitaria que culmina com a
migragdo dessas ceélulas para o tecido lesado. Essa interagdo entre leucdcito e

endotélio é permitida devido a expressao de diversas familias de moléculas de
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adeséo, tanto na superficie endotelial quanto na superficie leucocitaria. Dentre as
moléculas de adesdo podemos destacar as selectinas, integrinas e moléculas
pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas (LEY et al., 2007; MULLER, 2009;
KUMAR et al., 2010).

As manifestagdes que ocorrem mediante o processo inflamatorio, se devem a
acao de substancias endogenas denominadas mediadores quimicos. Estes
mediadores sao divididos em dois grupos: mediadores pré-formados (granulos) e
neoformados. Os mediadores pré-formados incluem mediadores vasoativos, como
histamina, mediadores quimiotaticos (neutréfilos, eosindfilos), enzimas e
proteoglicanos. Dentre os mediadores neoformados, podemos citar leucotrienos,
prostaglandinas, PAF e citocinas (MAJNO & JORIS, 2004).

A resposta adaptativa consiste na ativacao de linfécitos B e T. Os linfocitos T
sdo divididos em células supressoras (CD8") ou células auxiliares (CD4"), conhecidas,
também, como linfécitos T helper (Th). Existem cinco subpopulagbes de células Th
ThO, Th1, Th2, Th3 e Th17. Quando essas células ThO, conhecidas também como
células Th inativas ou nao iniciadas, sdo apresentadas a um antigeno, sdo capazes
de se diferenciar em células inflamatorias Th1, Th2, Th3 ou Th17. Essas células sao
diferenciadas dependendo das citocinas no meio, e a secrec¢ao dessas citocinas, por
sua vez, sera determinada pelo tipo antigeno. Um exemplo sdo os antigenos que
estimulam a produgao de IL-12, que favorece a producao de células Th1 (LLOYD &
HESSEL, 2010; DECKERS, 2013; LICONA-LIMON, 2013), enquanto alguns
antigenos estimulam a producao de IL-6 e de TGF-B que estimulam a producéo de
células Th17. Ja a resposta Th3, é caracterizada pela producdo TGF-. Ja a IL-4
favorece a producado de células Th2. As citocinas produzidas pelas células Th2
auxiliam na ativagao das células B, resultando na producéo das imunoglobulinas (lg),
como IgE. A resposta Th1 esta relacionada a defesa de protozoarios, bactérias
intracelulares e virus. Ja a resposta Th2 é mais efetiva na defesa contra helmintos e
em alergias inflamatorias (LLOYD & HESSEL, 2010).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, envolvidas na resposta
inflamatodria, que regulam a amplitude e duragdo desta resposta. Essas substancias
sao produzidas por diversos tipos de células e apresentam varias fung¢des durante o
processo inflamatério, incluindo a ativacdo do endotélio e leucdcitos e indugao de

resposta na fase aguda. Muitas citocinas sao pleiotropicas, ou seja, podem apresentar
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multiplas atividades sobre diferentes células alvo. Além disso, algumas citocinas
podem ser, também, redundantes, ou seja, diferentes citocinas possuem o mesmo
efeito sobre determinado tipo celular (GREGHI, 2011).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) é uma citocina pro-inflamatdria, liberada
por mastécitos, fagdcitos mononucleares e células natural killer (NK), que apresenta
diversas propriedades biolégicas, podendo atuar no aumento da permeabilidade
vascular, na diferenciagéo, proliferacédo, ativagdo celular, e apoptose (BEUTLER &
CERAMI, 1989; BOGDAN, 2001; CAVAILLON, 2001).

As interleucinas (IL) - 1 e IL-6, produzidas por diferentes tipos celulares,
induzem a sintese e secre¢ao de proteinas da fase aguda e atuam sobre o endotélio
aumentando a expressdo de moléculas de adesdo (BOGDAN, 2001; CAVAILLON,
2001). Por outro lado, a IL-4, secretada por células T, mastocitos e basofilos, €
importante na expansido clonal de células B, na producdo de anticorpos, na

proliferagdo de células T e na indugéo de células Th2 (GREGHI, 2011).

Ja a IL-10, uma potente citocina anti-inflamatoéria, produzida por células T,
células B, macréfagos e mondcitos, apresenta como principal papel é a supressao da
resposta imune e inflamatéria. A IL-10 suprime a resposta T pela inibicado da
capacidade de apresentacao de antigeno aos macrofagos, além de apresentar efeito
inibitério na produgao de interferon gama (IFN-y) e agir como fator de crescimento e
de diferenciagao para células B (BOGDAN, 2001; CAVAILLON, 2001).

O fator de crescimento transformador (TGF)-B, também é um agente anti-
inflamatério, produzido por células T e por macrofagos, que atua como regulador de
crescimento e diferenciacéo celular. Além disso, também esta envolvido no processo
de reparo tecidual, estimulando a proliferacdo de fibroblastos, a sintese de
componentes da matriz extracelular (MEC), como fibronectina, colageno tipo | e
laminina, por parte dos fibroblastos, osteoblastos, e células endoteliais, podendo
culminar na formacéo de fibrose local (PEREIRA & MARTINS, 2010).

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é um potente indutor de
formacao de vaso sanguineo no desenvolvimento inicial, e tem um papel importante
na angiogénese (crescimento de novos vasos), promovendo angiogénese em

tumores, inflamacgdes cronicas, e cicatrizagéo de ferimentos (FATIMA & PAPA, 2010).
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Outros tipos de células T que desempenham um papel importante no processo
inflamatdrio sdo as células NK e as células Tyd. As células NK sao células citotoxicas
nao especificas. Ja as células Tyd tem estreita associagdo com o epitélio pulmonar e
tem funcédo de vigilancia imunoldgica, em resposta ao estresse do enddgeno, ou
indicando o local de dano tecidual (LLOYD & HESSEL, 2010).

Enquanto, a inflamagédo aguda é uma resposta imediata frente a um agente
nocivo, a inflamagéao crénica é considerada uma resposta de longa duragéo, podendo
durar semanas, meses ou até anos (KUMAR et al.,2010).

A inflamagao cronica acontece devido a uma resposta ineficiente da
inflamacao aguda, de modo que o agente agressor ainda continua em contato com o
organismo. Essa resposta crénica comega de uma maneira pouco intensa, geralmente
assintomatica (RANKIN, 2004; KUMAR et al.,2010).

Este tipo de processo cronico € caracterizado pela participagdo de células
mononucleadas (linfécitos, macréfagos) e fendbmenos proliferativos (como
fibrogénese), havendo fenémenos de destruicdo tecidual, e tentativa de reparar os
danos simultaneamente (GALLI et al., 2008; KUMAR et al.,2010). Os eosindfilos,
mastoécitos e neutrofilos s surgem caso o agente agressor permanega Nno processo
lesivo. Porém as concentragdes de neutrofilos sdo muito menores, no processo
cronico, quando comparado com o0 processo agudo.

Na inflamagédo crbnica as seguintes alteragbes sdo observadas: aumento
proliferacdo de fibroblastos, angiogénese, aumento do tecido conjuntivo com

deposig¢ao de colageno e destruigao tissular (KUMAR et al.,2010).

Células do sistema imune tem um papel importante para o desenvolvimento da
resposta inflamatoria. Essas células sdo produzidas na medula déssea (MO). A
diferenciagao inicial ocorre entre as células progenitora mieldide e célula progenitora
linféide, a partir do processo de hematopoiese. A hematopoiese € um processo
dinamico no qual as células-tronco hemapoéticas se auto renovam e/ou diferenciam-
se em células do sistema sanguineo. Durante a hematopoiese, a célula-tronco
pluripotente origina células comprometidas para a linhagem mieldide ou linféide. Esse
processo € regulado por: fatores de crescimento, hormdnios, citocinas, e células
estromais, tais fatores mantem a quantidade e tipos celulares de acordo com as
necessidades do organismo, sejam fisioldgicos ou patologicos. (MAYANI et al., 1992).

O progenitor linféide comum origina diversas populag¢des de linfocitos, como: linfécito
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B (LB), linfécito T (LT) e células natural killer (NK). O progenitor mieloide, origina:
eritrécitos, monaocitos e granulécitos. As células B e T, como também, os mastocitos e
as células dendriticas (CDs) tem um papel importante no inicio da resposta alérgica.
Os eosindfilos sdo essencias na resposta alérgica tardia (LEY et al., 2007; MULLER,
2009; KUMAR et al., 2010). O aumento do numero de eosindfilos e também o aumento
da produgéo de IgE especificos para antigenos ambientais e aumento da atividade de
mastocitos esta relacionado a hipersensibilidade do tipo | (MUR et al., 2008; LOPES
& PIVATO, 2012).

A hipersensibilidade pode ser definida como uma resposta imune adaptativa
prejudicial contra antigenos ndo associados a agentes infecciosos, resultando em
reacao inflamatéria e/ou dano tecidual. A hipersensibilidade pode ser dividida,
didaticamente divididas, pelo sistema de Gell e Combs (1963) em quatro tipos: |, II, ll,
IV. Essa divisao é baseada nos mecanismos envolvidos e no inicio do processo. Uma

doenca pode envolver mais de um tipo de reagao (ABBAS, 2012).

Resumidamente, a hipersensibilidade tipo | € mediada por IgE, ativando
mastoécitos. A hipersensibilidade do tipo Il € mediada por IgG, fagocitos e sistema
complemento. Ja a hipersensibilidade do tipo IIl mediada também por IgG, fagdcitos,
e complexos imunes (ligacdo entre antigeno e anticorpo). Enquanto que a
hipersensibilidade do tipo IV mediada por linfocitos T, e tem como resultado a
formacdo de granulomas (tecido cronicamente inflamado, afim de isolar
microrganismos ou substancias estranhas que o0 organismo é incapaz de expulsar)
(ABBAS, 2012; LOPES & PIVATO, 2012).

A hipersensibilidade do tipo I, € nomeada, imediata ou alérgica, e tem como
principal caracteristica a ligagdo de IgEs especificos na superficie de mastécitos, que
degranulam, apds essa ligacdo. A consequéncia dessa rapida liberagcdo de
mediadores de mastdcitos, sdo manifestagdes clinicas de doengas alérgicas, como
por exemplo: asma (REGATEIRO & FARIA, 2016).

O desenvolvimento da asma se inicia, devido a um processo de sensibilizagcao
alérgica das vias aéreas. A sensibilizagdo é decorrente de um primeiro contato do
organismo a um agente sensibilizante (SCHOFIELD & CALHOUN, 2011).

A sensibilizagdo é um processo multicelular e conta com a presencga de células
imunes, como CDs, linfocitos do tipo Th2, linfécitos B e mastocitos (MACKAY &
ROSEN, 2001; GALLI et al.,2008; MANISE et al., 2013). Assim, podemos caracterizar
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a asma como uma doenca atdpica, por ser uma hipersensibilidade do tipo I, e
apresentarem padrao de resposta Th2.

As CDs, podem ser nomeadas, células apresentadoras de antigenos (APCs),
por possuirem capacidade de capturar e processar os antigenos. Tais células tem
grande importéncia no inicio da resposta Th2 no pulméao, por capturarem alérgenos
externos, inalados, e transporta-los para o 6rgao linfoide proximal, e apresentar para
uma célula T inativa, iniciando entdo a resposta imune (van RIJT et al., 2005;
HAMMAD et al., 2010; SCHOFIELD & CALHOUN, 2011). Essa apresentagdo do
antigeno ocorre através do complexo principal de histocompatibilidade de classe |l
(MHC II). Apds a apresentagao as células T inativas, se diferenciam em células Th2,
e passam a secretar citocinas como IL-13 e IL-4, que ativam os LB. Os LB ativados
produzem anticorpos IgE especificos (HAMMAD et al., 2010; DECKERS et al., 2013).
Os IgEs especificos, se ligam ao receptor FceRI do mastdcito, essa ligagao entre IgE
e mastocito, torna o mastécito sensibilizado. Apds a sensibilizagdo do mastécito, em
uma segunda exposicao do individuo, ao alérgeno, o mastocito secreta uma gama de
mediadores quimicos, que sao divididos em granulos (exemplo: histamina e
serotonina) e os neoformados (leucotrienos e prostaglandinas), além de secretar o
fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e citocinas, como IL-5, TNF-a, entre outras
citocinas do perfil Th2 (HOLGATE, 2008; SCHOFIELD & CALHOUN, 2011).

A asma é uma doenca inflamatdria crénica das vias aéreas que reduz a fungao
pulmonar e induz a hiperresponsividade das vias aéreas (AHR) a irritantes
inespecificos diversos, como estimulos fisicos (exemplo: frio), substancias irritantes,
exposicao de alérgenos, infecgdes, exercicios, entre outros. Trata-se de uma doenca
caracterizada por obstrugao variavel, reversivel ou irreversivel das vias aéreas e uma
exacerbada resposta broncoconstritora a estimulos n&o relacionados ao antigeno
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA - SBPT, 2012)
(Figura 1).

Segundo o Global Strategy for Asthma Management and Prevention (GINA,
2018), cerca de 1 a 18% da populagdo do mundo, sofre com asma. Essa porcentagem
varia dependendo da regido. Estimativas mostraram que essa taxa vem aumentando
em todos os grupos etarios, embora essas tendéncias sdao mais marcantes em

criancas até 14 anos. A asma € uma doenca com grande mortalidade no mundo, cerca



27

de 346.000 de pessoas morreram com asma (GINA, 2018). O Brasil é o oitavo pais
do mundo em prevaléncia de asma (aproximadamente 21%) (SBPT, 2012).

FERRIBN

Figura. 1: Diferenca entre bronquios normais e com inflamacgéo alérgica pulmonar. Os principais sinais da
asma nas vias aéreas sdo: secre¢do de muco dentro das vias aéreas, vasoconstric¢do ¢ edema. Todos esses fatores
dificultam a passagem de ar.

Asma clinicamente € caracterizada por, como dispneia, tosse seca, sibilancia,
sensacgao de aperto toracico, dificuldade ao respirar (o paciente apresenta dificuldade
para expirar € ndo para inspirar como muitos pensam). Em geral esses sintomas
variam ao longo do tempo e de intensidade. Essas variagdes dependem de fatores
externos, como alergeno, exercicio fisico, mudancga de clima, infecgdes respiratérias,
entre outros (National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIH 2019).

Podemos considerar a asma uma sindrome complexa, sendo resultado de
fatores genéticos e ambientais, cuja a causa nao esta completamente elucidada. A
inflamagdo das vias aéreas, € um denominador comum, e tem caracteristicas
hiperresponsivas. Sendo assim, as vias aéreas contraem facilmente em resposta a
uma extensa gama de estimulos externos, como citado acima. Em geral o
estreitamento das vias aéreas € reversivel, em alguns asmaticos essa obstrucédo das
vias aéreas se torna irreversivel, devido a cronicidade da doenga (PASCUAL &
PETERS, 2005; CAMPOS, 2007; BRANNAN & LOUGHEED, 2012).
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Sendo a asma um processo inflamatorio, € dividida também em duas fases: fase
aguda e fase cronica. A fase aguda é caracterizada pela obstrugéo reversivel do fluxo
de ar, e mediada por mastocitos e mediadores quimicos, tais como histamina e
leucotrienos. A reagdo aguda ocorre minutos apds a exposi¢ao ao alérgeno (LEE &
YANG, 2013). Afase crénica é caracterizada por infiltrado leucocitario, principalmente
de eosindfilos (GALLI et al., 2008) e ocorre horas apos a exposigao ao alérgeno. A
obstrugao irreversivel ocorre devido ao remodelamento do pulmado, que é
caracterizado por deposicéo de colageno e muco (FERREIRA et al, 2017), hiperplasia
do musculo liso, ativagao de fibroblastos (STUMM et al, 2014), aumento de niveis de
TGF-B (FAHY, 2015) e VEGF (YUKSEL et al., 2013) (Figura 2).

E bastante conhecido que linfécitos T e eosindfilos sdo de extrema importancia
na evolugdo da asma (DECKERS et al., 2013). Diversos estudos demonstram uma
forte associagao entre o infiltrado eosinofilico e 0 aumento da hiper-reatividade das
vias aéreas, tanto em humanos, como em uma diversidade de modelos experimentais
de inflamacgéo alérgica pulmonar. Eosindfilos secretam proteinas que conseguem
romper a barreira do epitélio, causando degradacédo enzimatica de mediadores ou
prejudicando o efeito broncoprotetor. (De BOER et al., 1996, MEHTA et al., 1997,
MEURS et al., 1999).

A asma possui um mecanismo inflamatério complexo que envolve diversas
células e mediadores, dependendo da fase em que se encontra. Dentre esses
podemos citar os eosinofilos (STUMM et al., 2011), neutréfilos (HOLGATE, 2008),
linfécitos T CD4* e B (SCHOFIELD & CALHOUNM 2011), ativacdo de mastocitos,
entre outras células (MAUAD et al., 2007; BOULE & STERK, 2007; DECKERS et al.,
2013).

Uma variedade de diferentes populagdes dos linfocitos T estdo envolvidas no
estabelecimento e na evolucdo da resposta inflamatéria na asma. Evidéncias de
modelos animais indicam fortemente a presenca de células T NK no desenvolvimento
de doencgas alérgicas das vias aérea, pois essas células expressam um receptor
invariante de células T (TCR): em camundongos (Va14) e em humanos (Va24). A
ativagdo do TCR invariante de células T NK leva a rapida produgao de uma gama de
citocinas inflamatérias, incluindo IL-4. Estudos mostraram que camundongos
deficientes de células T NK, apresentam diminuicao eosinofilica, e consequentemente
diminuicdo da hiperresponsividade bronquica (SADLON et al, 2010). Além disso,

demonstraram também diminuigdo na concentragao de citocinas do tipo Th2 quando
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comparados com seus controles (LISBONNE et al., 2003). A diminui¢gao de eosinofilia
pulmonar foi observada também em camundongos deficientes de Tyd, além da
concentracéo reduzida de IgG1, IgE e IL-5 (ZUANY-AMORIM et al., 1998). Além disso,
a propor¢cao de células Tyd no LBA de pacientes asmaticos € maior quando
comparados a pacientes ndo asmaticos (PAWANKAR et al., 1996). Trabalhos na
literatura sugerem que Tyd e NK T podem regular a diferenciagao da resposta Th1 e
Th2 (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997) e, assim, modular o desenvolvimento de
doencas pulmonares alérgicas.

Nao esta claro o papel dos linfécitos TCD8" na asma alérgica, existe pouca
informacéo na literatura sobre essa populacéo linfocitaria, e tais informacdes sao
conflitantes. Hamelmann e colaboradores (1996), mostram que o aumento da
populacao de TCD8*, diminui a hiper-reatividade bronquica e a concentracao de IgE
no soro de camundongos. Porém YING e colaboradores (1997) demonstraram que o
aumento de CD8", esta proporcionalmente relacionado ao aumento de IL-4 e IL-5 e
consequentemente de eosindfilos na biopsia de pacientes asmaticos. Martin et al.,
(2004) discutiram esse papel conflitante do CD8*, e mostraram que essa populagao
pode apresentar tanto um papel anti-inflamatério quanto um papel pré-inflamatorio, de

acordo com a subpopulacéo observada.
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Figura 2. Ilustracio do desenvolvimento da asma. A) Sensibilizacdo do mastdcito e fase aguda. O antigeno €
capturado pela célula dendritica. Em um linfoide proximal, a CD apresenta o antigeno para uma célula T inativa.
Que se ativara célula Th2, que por sua vez ativa os LB, com auxilio de IL-4 e IL-13. Os LB secretam os IgEs
especificos. Esses anticorpos vdo se ligar ao mastocito, tornando-o sensibilizado. O mastdcito degranula
mediadores quimicos como histaminas e leucotrienos. A fase aguda € caracterizada por mediadores e citocinas
como, [1-4 e II-5. B) Fase cronica: é caracterizada por migracao de leucécitos, em principal por eosindfilos. C)
Remodelamento: apos repetidas exposi¢des ao alérgeno, pode ocorrer alteragdes estruturais irreversiveis nas vias
aéreas, que ¢ denominado, remodelamento. E caracterizado por aumento de deposigdo de colageno, secregdo de
muco, ativacdo de fibroblastos e hiperplasia do musculo liso.
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1.2 Diabetes Mellitus e Diabetes Mellitus tipo |

O DM é um dos principais responsaveis pelo aumento mundial da morbidade e
da mortalidade (PARCHWANI & UPADHYAH, 2012). As estimativas indicam que mais
de 425 milhdes de pessoas no mundo sejam acometidas pelo diabetes (/nternational
Diabetes Federation - IDF, 2018). Além disso, de acordo com a Sociedade Brasileira
de Diabetes (SBD) (2017-2018), um pais pode gastar diretamente com o DM, dependo
da prevaléncia e do grau de complexidade do tratamento disponivel, entre 2,5 e 15%
do orcamento anual destinado a saude. Além do grande orgamento anual destinado a
doenca, o DM também possui uma carga adicional para a sociedade, se levarmos em
conta a perda de produtividade de trabalho, a aposentadoria precoce, de um paciente
diabético, e em alguns casos até a morte prematura desse individuo. O DM acarreta
perda de qualidade de vida para o individuo, pois algumas das consequéncias da
doencga séo: insuficiéncia renal, cegueira, amputagdo dos membros inferiores, e

doenca cardiovascular (IDF, 2018).

Segundo a SBD, podemos considerar o DM, um grupo de disturbios metabdlicos
e heterogéneo, sendo que a hiperglicemia uma caracteristica comum para todos DM.
Essa hiperglicemia ocorre, devido a defeitos na agao e/ou secrecéo da insulina. O DM
é classificado, de acordo com a etiologia, em quatro classes: DM tipo 1 (DM1), DM
tipo 2 (DM2), DM gestacional, e outros tipos especificos de DM (SBD, 2017-2018).

Segundo a IDF (2018) o DM1 é uma das mais importantes doengas crénicas na
infancia em todo o mundo. O DM1, anteriormente conhecido como diabetes juvenil,
compreende cerca de 5% a 10% do total de casos de DM, e sua prevaléncia esta
aumentando.

O DM1 é uma doenga complexa, que envolve uma combinacéo de fatores. Para
entender a base desta doenga, € preciso compreender os eventos que levam ao
desenvolvimento da doenga autoimune. Até 0 momento trés causas que levam DM1:
predisposi¢cao genética, desregulagdo imunoldgica e exposi¢cado a causas ambientais
(van BELLE et al., 2011). A Maioria dos casos de DM1 s&o considerados casos
autoimunes, porém existe alguns casos idiopaticos, o DM1 idiopatico corresponde a
minoria dos casos e caracteriza-se por auséncia de marcadores de autoimunidade

contra as células beta e ndo associacao a haplétipos do sistema HLA. Os individuos
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com essa forma de DM podem desenvolver cetoacidose e apresentam graustaticos
apresentam marcadores contra as células beta e n&o associados (SBD, 2017-2018).

O DM1 ocorre devido a destruicao total das células beta pancreaticas. Aauséncia
de tais células resulta na deficiéncia completa na produgéao e secrecao de insulina. O
DM1 é caracterizado, por uma extensa resposta imune, devido a presenca de um
infiltrado de células nas ilhotas pancreaticas sobre a progressao temporal da insulite
(inflamacao das ilhotas de Langerhans do pancreas). A inflamagao das ilhotas de
Langerhans do pancreas acontece devido a infiltragdo de células mononucleares nas
células beta pancreaticas. Essa infiltragao de linfécitos pode resultar na destruicdo de
células beta produtoras de insulina (WILLCOX et al., 2008; van BELLE et al., 2011).

Diabetes experimental € induzido em animais, utilizando compostos quimicos
que destroem, seletivamente, as células betapancreatica, sendo efetivos e simples
(KIRSTEN, 2006). O modelo de DM induzido por aloxana, € comumente utilizado para
o modelo de DM1 (LERCO et al., 2003; MORDES et al., 2004), por induzir um modelo
de DM insulino-dependente (ROHILLA & ALI, 2012).

A via endovenosa tem sido a de escolha na maioria das espécies animais, pois
o efeito da aloxana fica mais evidente nessa via, devido a velocidade de infusdo desse
agente diabetogénico. O jejum também tem um papel importante na resposta da
aloxana. Lerco et al. (2003), mostraram que 95% dos animais tratados com aloxana,

em jejum prolongado, tornaram-se diabéticos.

1.3 Diabetes mellitus, asma e insulina

Como visto acima, asma e diabetes sdo doengas comuns, e possuem grande
incidéncia mundial. Embora as taxas individuais, de cada doenga, sejam altas, em
todo o mundo, nao existe fontes que mostrem a incidéncia de ambas em um mesmo
individuo. Porém, existe dados clinicos (DOUEK et al., 1999; TOSCA et al., 2013) e
experimentais (d-ANNUNZIO et al., 2015; CARVALHO et al., 2018) na literatura,
sugerindo que a inflamacgéo alérgica pulmonar é prejudicada em individuos diabéticos.
Diversos estudos mostram que o desencadeamento de DM, em pacientes
previamente asmaticos, atenua os sintomas da asma. Quando esse paciente € tratado
com a insulina, os sintomas da asma se agravam novamente. Na maioria dos casos

em que ocorre essa associagao patolégica, a gravidade dessas doencgas é leve. Em
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suma, asma e diabetes parecem apresentar certo tipo de antagonismo (HELANDER,
1958; BOTTINI & FONTANA, 1999; TOSCA et al 2013). Evidéncias experimentais
indicam que uma reagao inflamatoéria geral reduzida é observada sempre que uma

falta relativa de insulina ocorre em um organismo (GARCIA-LEME, 1993).

Sabe-se que hormoénios e outros fatores enddcrinos, como glicocorticoides e
agentes adrenérgicos, desempenham um papel modulatério na inflamagéo alérgica
(HOFFMAN et al., 1982) e que a insulina regula a atividade metabdlica, a transcrigao
génica e o crescimento de varias células pela modulagdo da atividade de diversas
proteinas envolvidas na sinalizag&o intracelular (MESSINA, 1999; KEETON et al.,

2002) durante o desenvolvimento da resposta inflamatoria.

Segundo dados, o DM induzido por aloxana, parece atenuar todas as fases da
inflamacé&o alérgica pulmonar, em modelo experimental, e a reversdo das respostas
prejudicadas € alcangada pelo tratamento de insulina. Cavalher-Machado (2004),
utilizando ratos diabéticos e depois sensibilizados com OVA, mostrou que a
degranulacao dos mastocitos nesses animais, foi reduzida, assim como a liberagao
de histamina, e por consequéncia a responsividade da via aérea. Outros estudos, com
modelo experimental similar, mostram que o numero de mastdcitos também pode ser
prejudicado, e consequentemente, diminui a secregao de IgE (DIAZ et al, 1996;
CARVALHO et al., 2011). O tratamento com insulina restabeleceu o processo de

sensibilizagao do mastacito.
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Cascata de Sinalizagdo das MAPKs
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Figura 3. Cascata de Sinalizagdo das MAPKs. A fosforilagdo de ERK, polariza para a resposta Th2
que esta ligada a doencgas atépicas, como a asma. A fosforilagao de p38, polariza para a resposta Th1

que esta ligada a doengas autoimunes como diabetes tipo 1. A insulina ativa a fosforilagao de ERK,
inibindo a fosforilagao de p38.

Na fase inicial da inflamacao alérgica pulmonar, utilizando o mesmo modelo
experimental, pode-se observar que ratos diabéticos apresentam redugdo em
moléculas de adesao P e E selectina (MARTINS et al., 2010), citocinas como: IL-5
(CARVALHO et al., 2018), TNF-a, IL-18 (MARTINS et al., 2010), corroborando com a
reducdo de infiltrado inflamatério pulmonar (VIANNA & GARCIA LEME, 1995) e
migracao de neutrdéfilos (MARTINS et al., 2010) e eosindfilos no pulmao (CARVALHO
et al., 2018). Por consequéncia da diminuicdo desses fatores, a hiper-reatividade

brénquica, também é prejudicada (CARVALHO et al., 2018) e a insulina por sua vez,
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restabeleceu todos os parametros estudados na fase inicial da inflamacao alérgica

pulmonar.

Devido a dados na literatura que comprovam o efeito modulatério da insulina na
inflamacao alérgica pulmonar, e considerando dados prévios da fase inicial. Decidimos
estudar o efeito modulatério da insulina na fase tardia da inflamagao alérgica
pulmonar, em meu mestrado. Utilizando o modelo OVA para induzir a inflamacao
alérgica pulmonar tardia, em camundongos tornados diabéticos, pode-se observar
uma diminuigao significativa do infiltrado leucocitario, principalmente de eosindfilos no
LBA e no sangue periférico dos animais, além da redugao de colageno ao redor das
vias areas e auséncia de muco dentro das mesmas. O tratamento de uma Unica dose
de insulina restabeleceu apenas a migragao celular, principalmente de eosindfilos no
sangue periférico e ndo restabeleceu os sinais de remodelamento nas vias aéreas
(muco e colageno). Sabendo que o tratamento de insulina prolongado tende a ser
mais eficaz, que tratamentos curtos (PEREIRA et. al., 1987; SANNOMIYA et al., 1990)
optamos por utilizar multiplas doses de insulina. E esse tratamento com multiplas
doses, restabeleceu tanto o infiltrado eosinofilico no LBA, como os sinais de
remodelamento nas vias aéreas. Sugerindo que a insulina também modula o

remodelamento na inflamacéo alérgica pulmonar tardia (FERREIRA et al., 2017).

Estudos mostraram, que mesmo corrigindo os niveis de glicose no sangue,
utilizando 2-desoxiglucose, os fatores como: infiltrado leucocitario e citocinas do perfil
Th2, que indicam a inflamacédo alérgica pulmonar, mantinham-se prejudicados.
Nesses mesmos estudos, o tratamento com insulina, restabeleceu os fatores
indicativos da resposta alérgica. O que nos sugere que a asma é suprimida pelo DM,
pela falta de insulina e ndo devido a hiperglicemia (VIANNA & GARCIA-LEME,1995;
SINGH et al., 2013; FERREIRA et al., 2017).

Considerando os dados previamente obtidos e sabendo que tanto asma como o
DM, sdo doencas de alta prevaléncia, € de fundamental relevancia ampliar o
conhecimento sobre a resposta inflamatéria pulmonar na fase tardia em individuos
tornados diabéticos. Além disso, a investigacdo do papel da insulina sobre a
inflamacéo alérgica pulmonar contribuira para a discussao sobre o uso deste hormonio

em pacientes que desenvolvem asma alérgica na sua fase tardia.
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2. OBJETIVO

Avaliar o papel modulatério da insulina em modelo experimental da inflamacgao
alérgica pulmonar tardia em camundongos diabéticos e sadios.

Para atingir tal o objetivo foi necessario:

a) Avaliar da expressao de moléculas de sinalizagéo intracelular;

b) Avaliar do perfil de imunoglobulinas presentes no soro do animal,

c) Determinar do perfil de citocinas no sobrenadante do homogenato de pulmé&o;

d) Analisar do processo inflamatério alérgico pulmonar no lavado broncoalveolar;

e) Caracterizar da expressao de moléculas de superficie nos tecidos de pulmé&o,
baco, timo e medula 6ssea;

f) Avaliar e mecanica pulmonar.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
(CEUA/FCF/490) (Anexo ). Foram utilizados camundongos machos da linhagem
BALB/C, com peso médio inicial de 20-25 gramas e idade entre 8 e 12 semanas. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos no biotério, acondicionados
em gaiolas coletivas, contendo no maximo cinco animais, com ciclo artificial
claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura ambiente constante de 22°C e com
suprimentos de agua e alimento disponiveis todo o tempo.

Os animais foram divididos em 6 grupos, conforme a tabela 1:

Injecédo com Tratamento com
Grupos aloxana Desafio com OVA insulina
Né&o diabético,
sensibilzado, X X X

desafiado com SAL.
Nao diabético,
sensibilzado, X v X
desafiado com OVA.
Nao diabético,
sensibilzado, X v v
desafiado com OVA,
tratado com insulina.
Diabético
sensibilzado, v X X
desafiado com SAL.
Diabético
sensibilzado, v 4 X
desafiado com OVA.
Diabético
sensibilzado, v 4 v
desafiado com OVA,
tratado com insulina.
Tabela 1: Relacdo dos grupos estudados. Todos os grupos receberam sensibilizagcdo com OVA e

[AI(OH)z],. O simbolo X indica os animais que n&o receberam o tratamento indicado. O simbolo v’
indica que os animais receberam o tratamento indicado.
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3.2 Inducéo de diabetes mellitus

Para indu¢cdo do DM os animais foram deixados em jejum de 12 horas antes de
receberem uma injegao endovenosa de aloxana, via retro-orbital, (Sigma-Aldrich) (50
mg/kg) dissolvida em solugao salina fisiolégica. Animais controle receberam volume
equivalente de solugéo salina, pela mesma via. A glicemia foi determinada através de
um monitor de glicose (Accu-Check Active - Roche Diagnosis®), utilizando-se
amostras de sangue obtidas da extremidade da cauda dos animais. Somente foram
utilizados, como diabéticos, animais com glicemia superior a 300 mg/dL (SPILLER et
al., 2012; FERREIRA et al, 2017).

3.3 Modelo de inflamacéo alérgica pulmonar

3.3.1 Sensibilizacao

Os animais foram imunizados com uma mistura contendo 20ug de ovalbumina
(OVA) grau lll (Sigma, USA) e 2 mg de hidréxido de aluminio [Al(OH)s], Reheis Inc,
USA), injetada intra-peritonealmente (i.p.) em 0.2 mL de PBS. Apds 12 dias os animais
receberam esta mesma dose, como reforgo. (STUMM, et al., 2011; FERREIRA et al,
2017).

3.3.2 Desafio

Apos 18 dias da primeira sensibilizagao, os animais receberam o primeiro desafio
antigénico através da exposicao por via respiratéria de uma solugcéo de OVA grau llI,
1mg/mL em solugéo salina, durante 30 minutos, o procedimento foi repetido durante
7 dias (dias 28-33 e 35). A nebulizagdo da OVA foi realizada por um aparelho
ultrassénico (ICEL US-800, Sao Paulo, Brasil) que fornece particulas de 0,5-10um de
didametro, em aproximadamente 0,75 cc/min. Os experimentos foram realizados 24
horas apds o ultimo desafio antigénico (STUMM, et al., 2011; FERREIRA et al, 2017).
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3.4 Tratamento com insulina

O grupo de diabéticos que receberam o desafio com OVA, foram tratados com
2Ul de insulina NPH via subcutanea, 12h antes de cada desafio (as 19:00 horas) e
1Ul de insulina NPH via subcutanea 2 horas antes de cada desafio (as 07:00 horas).
O grupo de animais nao diabéticos que receberam o desafio com OVA foram tratados
com 1Ul de insulina NPH via subcuténea 2 horas antes de cada desafio (07:00 horas).
As analises foram feitas 2 horas apos a ultima dose de insulina (FERREIRA et al,
2017).

3.5. Protocolo experimental

Desafios

Experimento

O TF LI LIl

BALB/c
8-12 semanas Dias 0 10e22

A N
R I N A A

35 36

UU 2UI NPH Insulina —19:00 horas

U 1UI NPH Insulina — 7:00 horas

Desafio — 9:00 horas

Experimento —9:00 horas

Figura 4. Delineamento experimental. Os animais receberam aloxana (50mg/Kg) no dia 0, via
endovenosa. Apds 10 dias os animais considerados diabéticos, foram sensibilizados com uma solugéo
de OVA+AI (OH)s (20pg + 2mg em PBS) por via intraperitoneal, e apds 12 dias da sensibilizagdo os
animais receberam uma dose refor¢o. Apés 6 dias da ultima sensibilizagdo os animais receberam 7
desafios em dias (via aerossol), e antes de cada desafio, os animais receberam por via subcutanea,
doses de insulina, sendo as 19:00h 2Ul de insulina NPH, e as 7:00h 1UI de insulina NPH. O experimento
ocorreu 24h apés o ultimo desafio.
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3.6 Determinacao do perfil intracelular por Eletroforese e Imunobloting

Fragmentos dos pulmdes foram macerados (macerador de tecidos Potter-
Elvhjem) separadamente em tampao RIPA (300ul/5mg) aditivado com coquetéis
inibidores de fosfatase e protease (Ortovanadato de Sodio 1M, utilizado 1:100 e
Pirofosfato de Sdédio 1M, utilizado 1:200), seguido de centrifugacdo (12000RPM /
20minutos). A concentragdo de proteinas foi determinada utilizando Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL) e foi utilizado amostras
contendo 20ug de proteinas.

As moléculas de sinalizagao intracelular ERK 1/2 MAP Kinase (Thr183/Tyr185),
p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182), JNK (phospho-54/SAPK-JNK), STAT-3 (124H6),
and phospho-STAT 6 (Tyr641) foram analisadas por Western blot. Os ensaios foram
realizados por eletroforese em gel de policrilamida a 10% na presenca de sulfato de
sédio (SDS) a 1%, conforme orientagao do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Foi adicionado as amostras tampéao Tris-HCI 62,5 M, contendo glicerol 10%; SDS 2%;
B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,001%. Estas foram incubadas a 95°C
durante 5 min e, aliquotas de 20 pL, aplicadas no gel de policrilamida-SDS. A
separagao das proteinas foi feita em cuba de eletroforese (tampao de corrida: Tris 25
mM; glicina 192 mM; SDS 0,5%) a 25 mA (100V) por aproximadamente 140 minutos.
Solugao padrdo de proteinas foi usada como referéncia do peso molecular. As
proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando-
se o tampao de transferéncia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%; metanol 20%),
a 150 mA (50V) durante 60 minutos. Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi
colocada em solugéo de leite desnatado (5%) em tampao Tris-salina (TBS) durante 1
hora para minimizar as ligagdes especificas, incubadas com anticorpo primario
durante 15-18 horas a 4°C, sob agitacdo a temperatura ambiente, e com anticorpo
secundario durante 1 horas em temperatura ambiente. A cada etapa de incubacao a
membrana foi lavada com TBST durante 5 minutos por 3 vezes consecutivas. A
revelagdo foi realizada utilizando ECL (enhanced chemiluminescence - ECL,;
Amersham, Arlington Heights, IL). As densidades relativas das bandas foram
determinadas por meio de analise densitométrica utilizando o software NIH Image. Os
anticorpos primarios foram adiquiridos da Cell Signaling Technology (Beverly, MA,
EUA), a diluigao utilizada foi 1:1000 em 5% de BSA em TBST. O anticorpo secundario,
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anti-coelho, foi adiquirido da Abcam, diluicdo de 1:10000, diluido em 5% de leite
desnatado em TBST.

3.7 Determinacao da concentragdo de insulina

Ainsulinemia foi determinada em amostras de soro estocadas a -20°C, utilizando
kit Rat Insulin Enzyme Immunoassay (SPIbio, Massy Cedex, France), que se baseia
na capacidade da insulina, presente nas amostras do soro, em competir com a insulina
de camundongo ligada a acetilcolinesterase, pela ligagdo a um anticorpo especifico.
A leitura foi realizada a 414nm em leitora de microplacas (EPOK, Bioteck, USA) e os

resultados foram expressos em ng/mL.

3.8 Determinacao da concentracao de IgE, IgG1 e IgG2a

ApOs a coleta, por pungéo cardiaca do sangue total dos animais pertencentes
aos grupos experimentais, foi realizada a separagcado do soro por centrifugagdao das
amostras a 1600rpm por 20 minutos.

A concentragéo de IgE, 1gG1 e IgG2a foram determinados em amostras de soro
estocadas a -20°C, utilizando kit IgE Mouse Enzyme Immunoassay (Abcam), o kit IgG1
Mouse Enzyme Immunoassay (Abcam), e o kit IgG2a Mouse Enzyme Immunoassay
(Abcam), respectivamente. A leitura foi realizada a 570nm e 450nm em leitora de

microplacas (EPOK, Bioteck, USA) e os resultados foram expressos em ng/mL.

3.9 Quantificagéo de citocinas por enzima-imunoensaio

ApOs a eutanasia dos animais, foi realizada a lobectomia do lobo esquerdo do

pulmao, para a analise de citocinas por ELISA.

Foi realizada a maceragao do lobo esquerdo pulmonar, utilizando 1mL de tamp&ao
RIPA, posteriormente foi centrifugado e o sobrenadante coletado para posterior

analises.
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A dosagem de citocinas (IL-4, IL5, IL-10, IL-13, TNF-a, TGF-3, IFN-y e VEGF)
foram realizadas em amostras do homogenato de pulm&o, utilizando-se Kkits

comerciais (R&D Systems, Inc., Mineapolis, MN, USA).

3.10 Obtencgao de fluido de lavado broncoalveolar

Os animais foram eutanasiados através de uma dose letal de cloridrato de
quetamina (270 mg/kg) e cloridrato de xilazina (30mg/kg). Em seguida, a traquéia foi
devidamente canulada com o auxilio de um cateter periférico (24G x ). Apds a
traqueia ser canulada, foi realizada a lavagem do espacgo aéreo com 1,5 mL de solugéo
PBS (pH 7,4) para obtencdo do fluido de lavado broncoalveolar (LBA). As amostras
dos diferentes grupos experimentais foram centrifugadas (1500rpm/10 minutos) a 4°C
e o sedimento celular obtido, foi ressuspenso em 1 mL de PBS (pH 7,4) (VIEIRA et al.,
2007).

3.11 Contagem celular do LBA

Para contagem do numero total de células no fluido de LBA, a suspenséo celular,
foi diluida na proporc¢ao 1:2 (v:v) com liquido de Turk e a contagem total de células foi
determinada em camara de Neubauer. Além disso, mediante a utilizacdo de uma
citocentrifuga, a contagem diferencial foi realizada por meio de esfregacos corados
pelo método pancrémico de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947). Um total de 100 células

foi contado por microscopia de luz, utilizando-se objetiva de imersao.

3.12 Obtencgao das células de medula éssea

Os fémures dos animais previamente anestesiados e eutanasiados de todos os
grupos foram removidos cirurgicamente e a camada muscular removida com auxilio
de um bisturi.

Em um fluxo laminar os ossos foram colocados em etanol 70%, depois lavados
com RPMI estéril 1640 e em seguida as duas epifises foram removidas usando
tesoura e pinca estéreis, o canal medular foi exposto e a cavidade lavada com 4mL

de meio Iscove’s contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) para a extrusdo da medula
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O0ssea para o0 um tubo de polipropileno estéril de 15mL. A amostra foi entdo
homogeneizada. A suspenséo de células geradas foi chamada de células frescas da
medula 6ssea (MARIM et al., 2010).

3.13 Obtengao das células do pulmao, timo e bago

Apos a eutanasia dos animais, foi realizada a assepsia, para a laparotomia, onde
foi retirado o bacgo, a incisdo se estendeu até a regido do térax para a retirada do timo
e pulmao.

Para a obtencao das células pulmonares, foi separado apenas o lobo direito de
todos os animais, depois da lobectomia do pulméo, os lobos foram colocados em
solucédo colagenase (2 mg/mL) durante 1h em estufa a 37 °C. A partir disto, foi seguido
0 mesmo protocolo para todos os 6rgaos, descrito abaixo.

Os tecidos foram homogeneizados utilizando o homonogeneizador de tecidos
Potter-Elvehjem com 3mL de soro fetal bovino a 10%. Ao finalizar o processo de
homogeneizagao, foi completado 10mL de soro fetal bovino a 10%. Em seguida foi
adicionado 1mL de solugéo de lise BD, e centrifugado (1200 rpm/12 minutos). Apos a
centrifugacdo dos 6rgaos macerados, foi descartado o sobrenadante e o pellet foi
ressuspenso em 1mL/érgao de solucédo de lise durante 10 minutos a temperatura
ambiente. As células foram ajustadas na concentragdo de 1x10°8 e fixadas em PBS
contendo 2% de paraformaldeido durante 30 minutos a TA. A seguir as populagdes
celulares foram submetidas a marcacado de anticorpos. Para analise de timo, baco,
pulméo, foram realizados pools contendo 6rgdos de 3 animais para cada grupo,
enquanto as medulas é6sseas foram analisadas individualmente (MIROTTI et al.,
2017).

3.14 Andlise das populacdes celulares por FACS em medula éssea, pulmao, timo e bago

A suspensao celular obtida no item 3.12, foi centrifugada a 1200rpm durante 12
minutos a 4°C. Em seguida, 107 células/mL foram fixadas em PBS contendo 2% de
paraformaldeido durante 30 minutos TA, lavadas com 1mL de tamp&o PBS contendo
0,5% BSA e marcadas com o “cocktail’ de anticorpos, previamente titulados: anti-
CD4*, anti-CD8*, anti-NK1.1, anti,-TCRy®, anti-CD22, anti-CD19, anti-sigleC e anti-

GR1 (fluorescéncias e painel vide Tabela 2) durante 20 minutos a TA e ao abrigo da
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luz. As células foram lavadas com 1mL de tamp&ao PBS, centrifugadas a 1500rpm
durante 5 minutos e ressuspensas em 400uL de PBS. Apds a incubagao, as células
foram adquiridas em citdmetro de fluxo (FacsCanto) e os dados gerados, analisados
com o auxilio do software FlowJo (TREE STAR, Inc-USA). Foram analisados 20.000
eventos (TSJUITA, 2016), o citdbmetro foi calibrado com beads magnéticas. Utilizando
controles de cadeia isotipicas, controles positivos e foi realizado FMO dos marcadores
para cada tecido avaliado. Esse projeto teve a colaboragao da Dr. Maristela Tsjuita. A
aquisicao foi realizada no departamento de pds-graduagao em farmacia, com auxilio

da técnica Renata Albuquerque.

Espécie Concentragéo
Anticorpos Diluicao Fabricante  Clone  Flurocromo
hospedeira original
Puro
anti-CD3 Rato (1uL) 0.2mg/mL Ebioscience 17A2 FITC
Puro
anti-CD45 Rato (1uL) 0.2mg/mL Ebioscience  30-F17 APC
Puro
anti-CD4 Rato (1pL) 0.5mg/mL Ebioscience RM4-4 PE
Puro
anti-CD8 Rato (1pL) 0.5mg/mL Ebioscience 53-6.7 PE
Puro UCr7-
anti-TCR Hamster (1pL) 0.2mg/mL Ebioscience 13D5 PE
Puro
anti-NK Camundongo (1pL) 0.2mg/mL Ebioscience = PK136 PE
Puro
anti-CD19 Rato (1uL) 0.1mg/mL Ebioscience Ebio1D3 PE
Puro
anti-CD22 Coelho (1pL) 0.2mg/mL ABCAM Ab25369 PE
anti- Puro ES50-
SIGLECf Camundongo (1pL) 0.2mg/mL BD 2440 PE
Puro
Anti-Cd11b  Camundongo (1pL) 0.2mg/mL BD 1A8 PE

Tabela 2. Relagdo dos anticorpos. Descricdo dos anticorpos utilizados nas reacdes de citometria.

Quanto ao perfil imunofenotipico, para identificar e analisar da expressao das
moléculas de superficie (exemplo CD4*, na figura abaixo) na populag¢ao de células do
pulméo, baco, timo e MO foi realizado um grafico de disperséo de pontos, dot plot, no

qual o eixo das abcissas corresponde ao parametro FSC (tamanho celular) e o eixo
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das ordenadas ao paradmetro SSC (complexidade celular). Foi delimitada uma regiéo
ao redor das células totais, excluindo-se os “debris”. Em seguida, a partir desta janela
eletrénica, foi desenvolvido outro grafico um contendo no eixo das abcissas o
parametro CD3 APC e na ordenada o parametro CD4 FITC. A porcentagem de células
positivas, foi avaliada no quadrante superior a direita, correspondente a populacdes

duplamente positiva para os marcadores de CD3 e CD4 (Figura 4).
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Figura 5. Estratégia de selecio das populagdes de CD4. Aquisicdo realizada em FacsCanto ¢ os dados gerados,
analisados com o auxilio do software FlowJo (TREE STAR, Inc-USA). Foram analisados 20.000 eventos. 1) total
de células. 2) selegdo de células, excluindo os debris. 3) populagdo de CD4 por CD3 e CDA45.

3.15 Avaliacao da Mecanica Pulmonar por BUXCO

Para a avaliagao da hiper-reatividade bronquica foi utilizado o sistema Buxco (o
espaco foi gentilmente cedido pelo professor Dr. Momtchilo Russo), onde foi avaliado
o Penh (indice de hiper-reatividade brénquica), que leva em conta o tempo inspiratério
e expiratério. A resisténcia respiratoria foi expressa como aumento na pausa
respiratoria (Penh), calculada pela formula: Penh = (Te/Tr-1) x Pef/Pif. Onde Penh
“enhanced pause”, Te: tempo expiratorio (segundos); Tr: tempo de relaxamento
(segundos); Pef: pico de fluxo respiratorio e Pif: pico de fluxo inspiratério (segundo
instrugcdes do fabricante). O agente broncoconstritor utilizado para a realizagao da
curva dose-resposta foi a metacolina (FAUSTINO et al.,2012).

A hiper-reatividade brénquica foi avaliada em trés diferentes dias: 2° dia de
desafio; 4° desafio e 6° desafio, (dias do delineamento experimental: 29,31 e 33,
respectivamente), a fim de avaliar a evolugdo dos desafios antigénicos nas vias
aéreas, e do tratamento diario de insulina. A capacidade a metacolina (MCh) foi
avaliada em camundongos conscientes utilizando um fluxo pletismoégrafo de corpo
inteiro (FWBP) (Buxco Eletronics, USA).
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Os camundongos foram colocados na camara principal do FWBP. Para estimar
o fluxo e unidades de volume do sinal de pressdo da caixa, o pletismografo foi
calibrado através de uma injecdo de 1mL de ar antes das medigdes. O tempo
expiratorio e de relaxamento, e o pico inspiratério e pressdo expiratéria foram
extraidos a partir dos registros de pressdo da caixa. Picos de fluxo expiratorio, e
inspiratéria foram calculados dos picos de pressao inspiratdrias e expiratorias,
respectivamente.

A hiper-reatividade brénquica foi avaliada usando os valores de Penh e da area
sob a curva (AUC) como indice. As medigbes da linha de base foram feitas e em
meédia, durante 3 minutos apdés a aclimatagdo dos animais para o FWBP. Os
camundongos foram expostos a nebulizagao de soro fisiolégico durante 3 minutos, e
em seguida, foram expostos a concentragdes crescentes de metacolina, também por
nebulizacdo (12 e 25mg/ml), por utilizacdo de um nebulizador ultra-sénico. Valores
Penh foram calculados com uma média de aproximadamente a cada 25 respiracgoes,
e os valores acumulados foram calculados e expressos para cada concentracao
(VIEIRA, et al., 2007) (Figura 5).

3.16 Avaliagdo da Mécanica pulmonar por FlexiVent

Os animais foram anestesiados com quetamina (120 mg/kg, ip) e xilazina (12,0
mg/kg, ip) e permaneceram nesta condi¢cao durante todo o procedimento experimental
da avaliagdo da mecanica respiratéria. Em seguida, os animais foram
traqueostomizados para insercao de uma canula metalica 18 G (BD Company, Brasil)
serrada, totalizando 3,2 cm de comprimento e com bisel suavizado. Paralelamente, a
veia jugular direita foi canulada com um cateter de polietileno. Encerrados estes
procedimentos, os animais foram conectados ao aparelho de ventilagdo mecanica
para pequenos animais (flexiVent, SCIREQ, Canada) e submetidos aos seguintes
parametros de ventilagdo pulmonar: volume corrente 10 mil/kg; frequéncia, 150
ciclos/minuto e PEEP (positive end-expiratory pressure), 3 cm/H20. A seguir os
animais receberam uma dose de relaxante muscular (Pancuron®, 1 mg/kg, ip).
Decorridos 7 minutos da injegao do relaxante muscular, os animais foram submetidos
a duas manobras de recrutamento pulmonar de 6 segundos de duragdo cada com

rampa de pressao partindo da PEEP até 30 cmH20 e mantidos nesta presséo até o
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fim da manobra, a fim de homogeneizar todo o tecido pulmonar e extinguir possiveis
regidbes com atelectasia. Posteriormente foram realizadas perturbacgdes
multifrequenciais (1-20,5 Hz) para calculo da impedancia respiratéria, posterior
aplicacdo do modelo de fase constante e obtencdo dos seguintes parametros:
resisténcia Newtoniana das vias aéreas (Rn), viscancia (G) e elastancia (H) do tecido
pulmonar. Esses parametros foram obtidos apds a inje¢do de 20 uL/10 g de peso de
PBS e apés a aplicagdo de metacolina (MCh), um agonista de receptor muscarinico,
nas seguintes doses: 30, 100, 300 e 1000ug/kg (administradas pela canula inserida
na veia jugular direita). Os dados utilizados corresponderam a meédia de resposta de
cada parametro apds a aplicagcao do PBS e aos picos de resposta apos as aplicacdes
das quatro doses de MCh (Figura 5). O espaco foi gentilmente cedido pelo professor

Dr. Wothan Tavares de Lima.
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Figura 6. Protocolo experimental com BUXCO e FlexiVent. Para a avaliagdo de mecéanica pulmonar
por BUXCO, os animais foram divididos em dois grupos. O primeiro grupo, recebeu os desafios a
metacolina em 3 dias diferentes (apds o 2° 4° e 6° desafio). O segundo grupo recebeu desafio a
metacolina apenas 24h apos o ultimo desafio. O terceiro grupo foi utilizado para a avaliagdo pulmonar
por FlexiVent, 24h apds o ultimo desafio.

3.17. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad 6
(San Diego, CA, EUA), teste t de Student e analise de variancia (ANOVA — duas vias),
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seguido do teste de Tukey-Kramer ou Bonferroni para realizar comparag¢des. Um valor

de p inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

Neste presente estudo investigamos a influéncia da insulina no
remodelamento da inflamacgao alérgica pulmonar em modelo murino diabético e

sadio.

4.1 Caracterizacdo do modelo de DM

No presente estudo, durante os experimentos realizados com camundongos
machos da linhagem BALB/C, observou-se que, no modelo proposto, a
administracdo endovenosa de aloxana (50 mg/kg), exibiu caracteristicas do
estado insulinopénico: perda de peso corporal (Figura 6) e concentragdes
plasmaticas elevadas de glicose (>300 mg/dL) (Figura 7), apdés 10 dias e se
mantiveram até o experimento final (36 dias). No mesmo periodo, o grupo controle
apresentou normoglicemia (100-170 mg/dL), bem como ganho de peso corporal

normal (Apéndice I).

10 Dias [ Néo diabéticos 36 Dias
6- B Diabéticos 6+ .
R 2 P r—"-
4 4 ¢ 1
2 24
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0 s 0
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. 24
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-4
.64
-6
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OVALBUMINA - + + - +
INSULINA - - + - -

Figura 7. Determinagdo de variagdo de peso (10 e 36 dias). O peso dos animais pertencentes
aos grupos nao diabéticos e diabéticos foram avaliados apds 10 dias da injecdo de aloxana
(50mg/Kg) ou salina. Apés 10 dias do tratamento com aloxana, os animais foram sensibilizados
com OVA [20ug OVA + 2mg Al(OH3)] e expostos ao antigeno por via inalatéria uma vez ao dia,
sete dias consecutivos, e o tratamento com insulina NPH (2Ul e 1Ul), foi realizado antes de cada
desafio. O peso foi avaliado, novamente, no dia do experimento (36 dias). Os valores representam
a média da glicemia £ E.P.M. *p<0.05; **p< 0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. (10 dias: 18 animais
por grupo) (36 dias: 6 animais por grupo). As diferencas entre os grupos iniciais (diabéticos ou
nao) foram analisadas usando o teste t de Student. As diferengas entre os grupos foram testadas
com analise de variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pos teste Tukey-Kramer.



53

10 Dias 36 Dias
[ Néao diabéticos
800+ M Diabéticos 800- .

Py st d -

— - .

= 600+ < 600

=] 50

E E

5 400 5 400+

= =

3 3

= 2004 = 2004

0 @]

0 T

AL 1L

ALOXANA - - + + +
OVALBUMINA - + + - + +
INSULINA - - + - - +

Figura 8. Determinacdo dos niveis glicémicos (10 e 36 dias). A glicemia foi de terminada
através de um monitor de glicose (Advantage, Lilly) 10 dias apés a injegdo endovenosa de aloxana
(50mg/kg), utilizando-se amostras de sangue obtidas da extremidade da cauda dos animais.
Animais controle receberam injecdo de salina pela mesma via. Durante os experimentos, foram
apenas utilizados animais com glicemia superior a 300 mg/dL (16.7 mM). E apdés 10 dias do
tratamento com aloxana foram sensibilizados com OVA e expostos ao antigeno por via inalatéria
uma vez ao dia, sete dias consecutivos, e o tratamento com insulina NPH, foi realizado antes de
cada desafio. A glicemia foi aferida novamente, no dia do experimento (36 dias). Os valores
representam a média da glicemia £ E.P.M. ***p<0.001; ****p<0.0001 (10 dias: 18 animais por
grupo) (36 dias: 6 animais por grupo). As diferengas entre os grupos iniciais (diabéticos ou n&o)
foram analisadas usando o teste t de Student. As diferengas entre os grupos foram testadas com
analise de variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pos teste Tukey-Kramer.

4.2 Determinagao da concentragao de insulina

Os animais nao diabéticos desafiados com OVA que receberam tratamento
com insulina apresentaram um aumento de 4 vezes da concentragao de insulina
no soro, quando comparados aos animais nado diabéticos nado tratados com
insulina.

Os animais diabéticos tiveram uma reducao de 2,4 vezes da concentragcao
de insulina, quando comparado aos animais nao diabéticos.

Por outro lado, o tratamento com insulina dos animais diabéticos desafiados
com OVA aumentou a concentracdo do horménio em 11 vezes (Figura 8)
(Apéndice ).
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Figura 9: Avaliagao da concentragao de insulina: Apds a coleta, por pungao cardiaca do sangue
total dos animais pertencentes aos grupos experimentais, foi realizada a separagéo do soro por
centrifugacdo das amostras a 1600rpm por 20 minutos. Para a realizacdo da avaliacdo da
concentracdo de insulina. Os valores representam a média da glicemia + E.P.M. **p<0.01;
***p<0.001 (6 animais por grupo). As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de
variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pos teste Tukey-Kramer.

4.3 Expressao das moléculas de sinalizacdo apds imunizacao

Moléculas de sinalizacao intracelular (p38, JNK, ERK 1/2, pPSMAD 2/3, STAT
3, STAT6, pSTAT6 e pKCdelta) da ativagao de vias inflamatérias foram analisadas
pela técnica de Western Blotting para melhor entendimento das alteracbes
causadas pelo desafio com OVA em camundongos diabéticos e ndo diabéticos e,
ainda, com a intervencgao do tratamento de insulina exégena.

O desafio com OVA, em animais nao diabéticos, aumentou a expressao de
JNK-phospho-54 (4 vezes), JNK- SAPK/JNK (1,4 vezes), STAT3 (2,6 vezes),
pSTAT6 (11,5 vezes), quando comparado aos animais nao diabéticos desafiados
com SAL.

O grupo diabético desafiado com OVA apresentou reducao significativa das
concentragcbes de ERK 1 (1,9 vezes), ERK 2 (7,4 vezes), de JNK-phospho-54 (2,8
vezes), JNK- SAPK/JNK (9,1 vezes), STAT3 (3,8 vezes), reducgéo total de pSTATG,
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e um aumento significativo de p38 (4,5 vezes), quando comparado ao grupo nao
diabético desafiado com OVA.

O tratamento de insulina restabeleceu as expressdes de ERK 1/2, JNK,
STAT3, mas nao restabeleceu a expressao de pSTAT6, e diminuiu a expressao de
p38 (Figura 9).

Em relagdo a molécula pKCdelta, ndo foram encontradas diferenca
estatisticas entre os grupos. E em relagado as moléculas pSMAD 2/3, STAT 6 e
pAKT nao foram detectadas a expressdo dessas moléculas em homogenato de

pulméo (Apéndice IlII).
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Figura 10. Expressao de moléculas em homogenato de pulmao. Apds a coleta do pulmé&o, um
homogenato de tecido pulmonar foi feito com o tampéo RIPA. Os valores representam a média *
EPM de trés experimentos independentes (n=3 por grupo). * p <0,05; *** p <0,001. As diferencas
entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pds-teste

Tukey-Kramer.
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4.4 Determinagado da concentragéo de IgG1, IgG2a e IgE

Em relagdo a concentragao de IgG1, os animais ndo diabéticos desafiados
com OVA apresentaram um aumento de 7 vezes na concentragdo de IgG1,
quando comparado aos animais que receberam desafio com SAL. A inducéo de
diabetes promoveu uma significativa reducdo da resposta de IgG1, quando
comparados aos animais ndo diabéticos (2 vezes menor). Além disso, os animais
diabéticos que nao responderam ao desafio com OVA, e que, portanto,
desenvolveram uma baixa resposta inflamatéria pulmonar, mantiveram a
concentracéo de IgG1 inalterados.

Para a concentragdo de IgG2a, os animais diabéticos desafiados com OVA
apresentaram um aumento de quase 10 vezes de IgG2a, quando comparados aos
animais nao diabéticos desafiados com OVA. O tratamento de insulina dos
animais diabéticos desafiados com OVA, reduziu em cerca de 1,7 vezes a
concentragcéo de IgG2a no soro dos animais, quando comparado aos animais
diabéticos desafiados com OVA, que nao foram tratados com insulina.

Em relagdo a concentracdo de IgE os animais desafiados com OVA
apresentaram concentragdo maior de IgE, quando comparados aos animais
desafiados com SAL (3,2 vezes maior) diferentemente do que foi observado nos
animais tornados diabéticos desafiados com OVA que apresentaram reducao
significativa da concentracédo de IgE. Ja o tratamento com insulina dos animais
diabéticos desafiados com OVA, aumentou cerca de 2 vezes a concentracado de
IgE, quando comparados aos animais diabéticos desafiados com OVA que nao

receberam o tratamento com insulina (Figura 10) (Apéndice V).
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Figura 10: Avaliagao da concentragao de IgG1, IgG2a e IgE presentes no soro. Apos a coleta,
por pungao cardiaca do sangue total dos animais pertencentes aos grupos experimentais, foi
realizada a separagéo do soro por centrifugacdo das amostras a 1600rpm por 20 minutos. Para a
realizagédo da avaliagdo da concentragdo das imunoglobulinas . Os valores representam a média
do numero de leucécitos + E.P.M. (6 animais por grupo). As diferencas entre os grupos foram
testadas com analise de variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pds-teste Tukey-Kramer.
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4.5 Avaliagdo das citocinas por enzima imunoensaio

Em experimentos conduzidos apds o ultimo desafio com OVA ou SAL
determinou-se a concentragao das citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y, TNF-a, TGF-
B, VEGF e IL-10 em homogenato de pulm&o.

O grupo nao diabético desafiado com OVA apresentou um aumento
significativo na concentragao de: IL-4 (3,4 vezes), IL-5 (1,5 vezes), IL-13 (3,8
vezes), TNF-a (2 vezes), TGF-B (1,7 vezes) e VEGF (1,8 vezes), quando
comparado aos animais nao diabéticos desafiados com SAL.

O grupo diabético desafiado com OVA apresentou uma reducgao significativa
na concentragao de: IL-4 (3,3 vezes), IL-5 (1,8 vezes), IL-13 (4 vezes), TNF-a (2
vezes), TGF-B (2,2 vezes) e VEGF (1,8 vezes) e um aumento significativo de IFN-
y (1,33 vezes), quando comparado ao grupo nao diabético desafiado com OVA.

O tratamento de insulina restabeleceu a concentragao de: IL-4, IL-5, IL-13,
TNF-a TGF-B e VEGF, e diminuiu a concentragao de IFN-y (1,38 vezes).

Em relagéo a IL-10, a concentragdo dessa citocina foram similares em todos
os grupos estudados, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos (Figura
11) (Apéndice V).
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Figura 11. Efeito da insulina sobre a secreg¢ao de citocinas em homogenato de pulméo de
camundongos: Apos a coleta, do pulméao, foi feito um homogenato do tecido pulmonar com o
tampao RIPA, e o sobrenadante foi utilizado para posterior analise de citocinas por ELISA. Os
valores representam a média do numero de leucécitos + E.P.M. * p <0,05; ** p < 0,001, *** p
<0,001 (6 animais por grupo). As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de
variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pos-teste Tukey-Kramer.
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4.6 Efeito da insulina na migracao celular no LBA

A celularidade observada no LBA demonstrou um aumento significativo nas
células totais (3,6 vezes) e nos eosindfilos (4,2 vezes) apds o desafio com OVA.
Camundongos diabéticos desafiados com OVA promoveram uma redugao de
células totais (11,7 vezes) e de eosindfilos (4,43 vezes). O tratamento com insulina
de animais diabéticos com OVA restabeleceu a celularidade total e a migracao
eosinofilica em relacdo ao grupo que nao recebeu tratamento com insulina. A
analise imunofenotipica apresentou um aumento na populagéo de e SIGLEC-f (5
vezes) e CD11b (3,2 vezes) apos o desafio com OVA. O desafio diabético com
OVA reduziu o CD11b (5,3 vezes) e o SIGLEC-f (8,2 vezes). O tratamento com

insulina restabeleceu a migragcao dessas populagdes (Figura 12). (Apéndice VI).
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Figura 12. Caracterizagdao dos leucécitos no LBA: papel da insulina. Os animais foram
sensibilizados com OVA + Al (OH)s (ip) 10 dias ap6s a administragéo de aloxana e 12 dias apés a
sensibilizacdo. Apos 6 dias da dose de refor¢co, os animais receberam 7 desafios antigénicos
diariamente, com OVA ou solugao salina. O tratamento com insulina NPH foi realizado entre os
desafios 2Ul da insulina NPH as 19h e 1Ul de insulina NPH as 7h. Apds 24 horas do ultimo desafio,
os animais foram eutanasiados e o liquido de LBA foi retirado. Valores representam a média %
EPM * p <0,05; *** p <0,001. (6 animais por grupo). As diferencas entre os grupos foram testadas
com analise de variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pos teste Tukey-Kramer.
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4.7 Analise do perfil de linfocitos recrutados para o pulmao, baco, timo e MO apés

imunizacao

Verificou-se um aumento significativo da celularidade, no pulmao (8,9
vezes), baco (1,8 vezes) e timo (2,7 vezes), dos animais nao diabéticos desafiados
com OVA, em relagdo aos animais nao diabéticos que receberam o desafio com
SAL.

A indugdo de diabetes reduziu o recrutamento de células nos tecidos de no
pulméo (1,3 vezes), bago (7,7 vezes), timo (4 vezes) e MO (2,2 vezes). Além disso,
0s animais diabéticos ndo conseguem responder ao desafio com OVA mantendo
os valores de celularidade inalterados. O tratamento com insulina restabeleceu a

celularidade dos érgéos avaliados (Tabela 3).

Pulmao

OVA+SAL | OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
Células
totais 5,9+0,9 52,8+1,5 34,3+1,1 45 +0,6* 6,5+0,6** 30,4+1,5%**
10%/mL

Bago

OVA+SAL | OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
Células
totais | 143,9+13,9| 254,7+2,4 262,6+7,1 18,6+2,1* 40,2+3,7** | 176,6+2,2*%**
10%/mL

Timo

OVA+SAL | OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
Células
totais 17,6+1,1 48,8+3,3 37,410 4.4+1.4* 7,9+0,9** 53,8+10,5***
10%/mL

Medula Ossea

OVA+SAL | OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
Células
totais 3,62+0,12 | 3,31+0,23 3,3+0,18 1,61+0,35* | 1,51+0,14** | 3,10+0,18***
107/mL

Tabela 3. Valores de células totais encontrados em Pulmao, Baco, Timo e MO. Animais n&o
diabéticos desafiados com SAL (OVA+SAL), animais nado diabéticos desafiados com OVA
(OVA+QOVA), animais nao diabéticos, desafiados com OVA e tratados com insulina
(OVA+OVA+INS), animais diabéticos desafiados com SAL (ALO+SAL), animais diabéticos
desafiados com OVA (ALO+OVA) e animais diabéticos desafiados com OVA e tratados com
insulina (ALO+OVA+INS). Os valores representam a média do numero de leucécitos + E.P.M. (pool
de 4animais por grupo — 4 grupos para pulméo, timo, e baco), (6 animais por grupo - MO). *p<
OVA+SAL vs ALO+SAL. **p< OVA+OVA vs ALO+OVA. ***p< ALO+OVA vs ALO+OVA+INS. As
diferencas entre os grupos foram testadas com anélise de varidncia (ANOVA- duas vias) seguida
do pos teste Tukey-Kramer.
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4.8 Papel da insulina na fenotipagem das células imunes

Diferentes érgaos estudados apresentaram um perfil similar de fenotipagem
celular, quando analisados em FACS. Os camundongos nao diabéticos, apos o
desafio com OVA, mostraram um aumento significativo de células T: CD4 (6
vezes), CD8 (4,8 vezes), NK1.1 (5,5 vezes) e Tyd (3,3 vezes) na medula dssea;
CD4 (1,4 vezes), CD8 (4,6 vezes), NK1.1 (2,3 vezes) e Tyd (10,7 vezes) no
pulméo; CD4 (2,1 vezes), CD8 (2,8 vezes), NK1,1 (3,3 vezes) e Tyd (10,7 vezes)
no timo; e CD4 (1,5 vezes), CD8 (3,6 vezes ), NK1.1 (7 vezes) e Tyd (7,4 vezes)
no bacgo (Figura 13).

Houve um aumento de células B: CD19 (5,2 vezes) e CD22 (12,1 vezes) na
medula 6ssea; CD19 (9,1 vezes) e CD22 (4,7 vezes) no pulmao; CD19 (21 vezes)
e CD22 (4,3 vezes) no timo e CD19 (14,4 vezes) e CD22 (1,7 vezes) no baco
(Figuras 14).

Podemos ver o mesmo aumento nos eosindfilos Siglec-f (3,5 vezes) e CD11b
(9,6 vezes) na medula 6ssea; Siglec-f (4,8 vezes) e CD11b (2,9 vezes) no pulmé&o;
Siglec-f (6,6 vezes) e CD11b (5 vezes) no timo); Siglec-f (8 vezes) e CD11b (1,6
vezes) no bago (Figura 15).

Animais diabéticos desafiados com OVA demonstraram redugao significativa
do perfil das células imunes. O tratamento com insulina restaurou o perfil de

células nos 6rgaos estudados (Apéndices VIl ao X).
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Figura 13. Analise de perfil de linfécitos T CD4* e CD8*recrutados. Aquisicao realizada no
FacsCanto e os dados gerados, analisados com o auxilio do software FlowJo (TREE STAR, Inc-
USA). Analisamos 20.000 eventos. Células T na medula dssea Valores representam a média +
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Figura 14. Analise de perfil de linfécitos NK T e Tyd recrutados. Aquisicdo realizada no
FacsCanto e os dados gerados, analisados com o auxilio do software FlowJo (TREE STAR, Inc-
USA). Analisamos 20.000 eventos. Células T na medula 6ssea Valores representam a média +
EPM. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. (6 animais por grupo para Medula 6ssea) (4 animais por
grupo para pulméao, bago e timo). As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de
variancia (ANOVA- duas vias) seguida do poés teste Tukey-Kramer.
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Figura 15. Andlise de perfil de linfocitos B recrutados. Aquisicéo realizada no FacsCanto e os
dados gerados, analisados com o auxilio do software FlowJo (TREE STAR, Inc-USA). Analisamos
20.000 eventos. Células B na medula dssea. Valores representam a média + EPM. ** p <0,01; ***
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timo). As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA- duas vias)
seguida do pos teste Tukey-Kramer.
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4.9 Avaliacao da responsividade brénquica por BUXCO

O primeiro grupo, que recebeu trés desafios a metacolina, em dias distintos,
apresentaram em cada dia, diferentes respostas. Apds 2 desafios com OVA,
observou-se que os animais nao diabéticos desafiados com OVA apresentaram
um aumento (1,5 vezes) da capacidade de resposta pulmonar quando
comparados com os animais ndo diabéticos desafios com SAL. A indugédo de
diabetes n&o alterou o padréo e os animais diabéticos ndo puderam responder ao
desafio com OVA, mantendo inalterada a responsividade pulmonar. O inicio do
tratamento com insulina ndo restabeleceu a hiper-reatividade brénquica (Figura
15A). Apds 4 desafios OVA, a analise da capacidade de resposta pulmonar é
semelhante ao segundo desafio (Figura 15B). Apos 6 desafios, observou-se que
o tratamento com insulina em animais diabéticos desafiados com OVA, aumentou
significativamente a hiperatividade para metacolina (2,2 vezes) (Figura 15C).

O segundo grupo que recebeu apenas um desafio a metacolina, mostrou
que, apos 7 desafios, camundongos nao diabéticos desafiados com OVA
aumentaram a responsividade pulmonar (1,8 vezes) quando comparados ao
grupo de néo diabéticos desafiado com SAL. A inducédo de diabetes n&o alterou a
responsividade pulmonar basal quando comparada com animais nao diabéticos
SAL desafiados, e os animais diabéticos foram incapazes de responder ao desafio
OVA, mantendo inalterada a capacidade de resposta pulmonar. O tratamento com

insulina restaurou a hiperresponsividade brénquica (Figura 15D) (Apéndice XI).
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Figura 17: Avaliagado da hiper-reatividade brénquica por Buxco: A capacidade a metacolina
(MCh) foi avaliada em camundongos conscientes utilizando um fluxo pletismografo de corpo inteiro
(FWBP). Antes de cada desafio e apds o tratamento com 1Ul os animais eram avaliados utilizando
o fluxo pletismoégrafo. Os valores representam a média do numero de leucécitos + E.P.M.
***p<0.001. (6 animais por grupo). As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de
variancia (ANOVA- duas vias) seguida do-p6ds teste Tukey-Kramer.
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4.10 Efeito da insulina na resisténcia das vias aéreas e na resisténcia das pequenas vias
aéreas

ApoOs 24 horas do ultimo desafio, a mecanica pulmonar dos animais foi
medida. Os camundongos n&o diabéticos desafiados com OVA aumentaram a
resisténcia das vias aéreas (Raw) (2,2 vezes) e a viscancia (Gtis) (4 vezes)
quando comparados com o grupo de desafiado com SAL. A indugcdo de diabetes
nao alterou ambos, e os animais diabéticos ndo responderam ao desafio com
OVA. O tratamento com insulina restabeleceu os parametros estudados (Figura
16).
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Figura 18. Curva dose-resposta para solugao de metacolina inalada (Mch). As respostas a
Mch sdo medidas como Raw (resisténcia das vias aéreas) e Gtis (resisténcia tecidular). Valores
representam a média + EPM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. As diferengas entre os grupos foram
testadas com analise de variancia (ANOVA- duas vias) seguida do pds-teste Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho sugerem que a insulina modula o
desenvolvimento da reagao inflamatoria alérgica pulmonar tardia, na fase do
remodelamento dos bronquios, em modelo murino diabético, pela sua capacidade de
restabelecer: a) expressdo de moléculas de sinalizagao intracelular JNK, ERK 1/2,
STAT 3 em homogenato de pulméo; b) a secre¢ao de imunoglobulinas IgG1 e IgE no
soro; ¢) a secregao de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a, TGF- e VEGF em
homogenato de pulmao; d) o infiltrado inflamatério no fluido de LBA, principalmente
de eosindfilos; e) a expressao de moléculas de superficie CD4*, CD8", NK1.1. Ty®,
CD22, CD19, SIGLEC-f e CD11b; f) a hiper-reatividade brénquica.

O modelo de DM insulino-dependente é induzido, pelo agente diabetogénico
aloxana que tem uma seletiva acdo téxica para as células beta-pancreaticas. A
aloxana se acumula nas ilhotas pancreaticas, como os analogos da glicose, causando
lesdes irreversiveis as ceélulas beta, de modo que sua acdo mediada por espécies
reativas de oxigénio culmina com a lise das células levando a diabetogénese
(SZKUDELSKI, 2001; ROHILLA & ALI, 2012). Este, porém, ndo € o unico modelo
utilizado para a indugao de DM insulino-dependente. A estreptozotocina € um outro
agente diabetogénico, com acao similar a da aloxana, ambas apresentam efeitos
téxicos. A aloxana promove necrose das células tubulares renais quando administrada
em altas doses (LENZEN et. al., 1996). Ja a estreptozotocina promove toxicidade para
células linféides do bacgo, timo, e essa toxicidade linféide precede a hiperglicemia,
podendo ser observada, mesmo em doses subdiabetogénicas (GAULTON et al., 1985;
WELLHAUSEN, 1986).

Considerando o objetivo do presente trabalho de avaliar o papel modulatério da
insulina sobre o efeito imunoldgico da inflamagao alérgica pulmonar, acredita-se que
o efeito toxico causada pela estreptozotocina ao timo e bago, venha interferir nos
resultados, sendo assim a aloxana é o melhor agente diabetogénico, indutora de DM,
indicada para o estudo proposto. Conforme analisado em nossos resultados, a
administragcdo de aloxana por si s, ndo gerou alteragbes no padrdo de resposta
inflamatéria.

A dose de aloxana para a indugcéo de DM foi padronizada, em nosso grupo de

pesquisa, em camundongos da linhagem C57BL/6, utilizando a dose de 60mg/kg de
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aloxana via endovenosa (BELLA et al, 2017). Porém para camundongos da linhagem
BALB/c essa dose, foi padronizada utilizando 50mg/kg de aloxana, devido a grandes
perdas de animais, utilizando a dose de 60mg/kg (FERREIRA et al., 2017).

A inducédo de DM por unica dose de aloxana via endovenosa (50mg/kg), exibiu
caracteristicas do estado insulinopénico: significante perda de peso corporal e
concentragdes plasmaticas elevadas de glicose (>300 mg/dL), apos 10 dias, e este
estado se manteve até o experimento final (36 dias).

O modelo de asma é amplamente usado e fornece importante conhecimento
sobre mecanismos imunologicos e inflamatérios desse disturbio (EMALA &
HIRSHMAN, 1996; HERZ et a., 1996). Em geral este modelo envolve sensibilizacdo
via intraperitoneal do alérgeno em combinagdo com um adjuvante como Al (OH3)
juntamente com exposi¢coes alérgicas no local (pulméo). Quando os animais sao
avaliados quanto ao fendtipo asmatico, os mesmos apresentam hiper-reatividade
brénquica (BARNES, 2004), eosinofilia (KAY, 2005) e citocinas do perfil Th2
(PAUWELS & BRUSSELLE, 1997; MANISE, et al., 2013). De acordo com nossos
resultados, observamos um aumento significativo de hiper-reatividade a metacolina,
bem como de células mononucleares e eosindfilos no fluido do LBA, e também
aumento de secrecéao de citocinas do perfil Th2, tal como IL-4, IL-5 e IL-13 em resposta
ao desafio com OVA, em animais n&o diabéticos.

O desencadeamento de DM em pacientes previamente asmaticos resulta em
uma melhora dos sintomas da asma, porém o tratamento de pacientes diabéticos com
insulina agrava os fendétipos da asma, o mesmo ocorre em pacientes asmaticos nao
diabéticos, quando recebem insulina (HELANDER, 1958; DOUEK,1999).

Animais tornados diabéticos pela injecao de aloxana, sensibilizados e desafiados
com OVA, exibiram marcada reducgao de infiltrado inflamatério pulmonar. O tratamento
dos animais com insulina corrigiu essa situagéo. A administragcao de 2-desoxiglucose
nesses animais, nao restabeleceu os parametros estudados, sugerindo que a asma é
suprimida pelo diabetes, pois existe uma relativa falta de insulina, que permite a
manifestagédo de DM (VIANNA & GARCIA LEME,1995).

Em estudo anterior, pode-se observar que uma unica dose de insulina
restaurou o infiltrado leucocitario no fluido de LBA, mas ndo a eosinofilia, e ndo
restaurou o remodelamento das vias aéreas (secregdo de muco e deposigéo de
colageno no tecido pulmonar). O tratamento de multiplas doses, padronizado para

esse mesmo estudo, restaurou tanto o infiltrado leucocitario, e a eosinofilia no fluido
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de LBA, como também o remodelamento das vias aéreas. Foram feitos dois
tratamentos diarios, devido aos habitos noturnos e do metabolismo mais acelerado
dos camundongos. Optamos por uma maior dosagem de insulina NPH a noite, e a
menor dosagem pela manha. A dose de insulina administrada a cada camundongo
seguiu o protocolo padronizado por Spiller (2012). Desse modo, os animais receberam
dosagens relativas aos seus niveis glicémicos (1Ul de insulina / 300mg/dL no periodo
noturno, e metade da dose no periodo diurno). Foram observadas mudangas nos
animais diabéticos durante o tratamento com insulina, como por exemplo, a redugao
do consumo de agua, e consequentemente redugdo no volume urinario, bem como
melhora na aparéncia da pelagem. Foi utilizado a via subcutanea para a administragao
de insulina NPH, que segundo alguns estudos, em humanos, atinge seu pico maximo
de 6-8 horas, apos a administracédo (VORA et al, 2014; ROSS et al., 2014). Dados
prévios de camundongos machos da linhagem BALB/c, apresentaram uma diminuigao
acentuada na glicemia 1 hora apos a administragdo da insulina. Essa diminuigao de
glicemia durou por até 2 horas ap0s a injegao do horménio. E apds 6 horas a glicemia
do animal apresenta valores glicémicos similares a antes da administracéo de insulina
(FERREIRA et al., 2017). Esses dados sao importantes para um melhor entendimento
da escolha do tratamento e horarios de administragao de insulina, e pelos horarios de
desafios ou experimentos, no presente trabalho.

Nas amostras obtidas apds 26 dias da inducdo de asma (36 dias apds a
inducao de DM), pode-se observar que as caracteristicas do diabetes se mantiveram
durante todo o tempo de exposigdo ao antigeno, de modo que manteve a
hiperglicemia dos grupos diabéticos e a marcada reducéo de peso corpdéreo, ou seja,
0 ambiente insulinopénico causado pela aloxana se manteve durante todo o curso
experimental, mimetizando sinais classicos de um DM1.

Verificou-se também que a exposigcdo ao alérgeno em si ndo apresentou
alteracgdes dos niveis glicémicos dos animais estudados, nado diabéticos ou

diabéticos.

Durante o desenvolvimento do meu trabalho de mestrado, foi demonstrado que
em modelos de remodelamento das vias aéreas em inflamagao pulmonar, animais
tornados diabéticos e desafiados com OVA apresentaram redugéo da migragao celular
das vias aéreas, em testes de celularidade, e também mostraram redugdo de

colageno ao redor das vias aéreas e auséncia de muco dentro dessas mesmas vias.
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Além disso, uma unica dose de insulina restaurou os niveis de inflamagao no fluido
do LBA, porém néao restaurou a migragao de eosinofilos do sangue para o tecido. No
entanto resultados do sangue periférico mostraram um aumento significativo de
eosindfilos, apds o tratamento com uma unica dose de insulina, sugerindo que esses
eosiondfilos tendem a migrar para o tecido. Uma unica dose de insulina também né&o
restaurou o remodelamento das vias aéreas. Por outro lado, o tratamento de multiplas
doses de insulina em animais asmaticos e diabéticos, restaurou o desenvolvimento
da inflamagédo nestes animais, uma vez que foi possivel observar a presencga
eosindfilos no fluido do LBA. Esse mesmo tratamento de multiplas doses de insulina
também restabeleceu os sinais de remodelamento das vias aéreas (FERREIRA et al.,
2017).

Outros estudos, utilizando modelos murinos, mostraram que o tratamento de
multiplas doses de insulina provou ser mais eficaz para inflamagdes crénicas em
animais diabéticos (ANJOS-VALLOTA et al., 2006; Di PETTA et al., 2011). Por esse
motivo, optamos apenas pelo tratamento de multiplas doses.

Durante o desenvolvimento da resposta inflamatéria, a via de sinalizagdo da
MAPK desempenha um papel importante na ativagao e diferenciagdo das células T, e
o efeito da ativacdo da insulina nas vias de sinalizagdo da MAPK esta bem
estabelecido. A insulina tende a favorecer a fosforilagdo da ERK pela inibicdo da
fosforilagao da p38 (VIARDORT, 2007). Encontramos resultado semelhante ao nosso
modelo. Analisamos a expressao de outras moléculas importantes para a inflamacao
alérgica pulmonar, como STAT3 (HUANG, et al.,, 2018), pSTAT6 (WALFORD &
DOHERTY, 2013) e JNK (KUMAR et al., 2015). E pudemos observar um aumento da
expressao de todas as moléculas citadas, em animais ndo diabéticos que receberam
OVA. A inducéao do diabetes promoveu reducédo na expressao de tais moléculas, e a
insulina restabeleceu a resposta prejudicada.

Martins e colaboradores (2010), demonstraram que a insulina modula a
producao de citocinas, expressao de moléculas de adesao e migragao neutrofilica, em
ratos diabéticos por aloxana com inflamagao alérgica pulmonar na fase inicial,
induzida por OVA, em ratos. Nestes experimentos, observou-se aumento na
concentracao de leucdcitos em principal de eosindfilos no fluido de LBA, em animais
nao diabéticos desafiados com OVA. A indugao de diabetes promoveu uma marcada
reducao de infiltrado leucocitario e auséncia de eosindfilos. Os animais diabéticos
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sensibilizados ndo responderam ao desafio com OVA, e o tratamento com insulina,
restabeleceu tanto o infiltrado leucocitario, como a eosinofilia.

Outro dos efeitos observados na exposi¢cdao do alérgeno foi o aumento de
concentragdes de citocinas do perfil Th2, como IL-4 (STEINKE & BORISH, 2001), IL-
5 (GREENFEDER, et al., 2001) e IL-13 (CORREN, 2013), que tem um papel muito
importante no desenvolvimento da asma. Outras citocinas também participam desse
desenvolvimento, como TNF-a, VEGF e TGF-B, que foram encontradas com
concentragdo maior no tecido pulmonar. Estudos demostraram que o TNF-a inalado
aumenta a responsividade brédnquica a metacolina, em individuos normais e pacientes
asmaticos (GENOV & SOLE, 2007). O aumento da concentracdo de TGF-B é um
evento precoce na remodelagcdo que precede as alteragdes morfoldgicas, como
aumento da musculatura lisa, fibrose, entre outras. Em animais sensibilizados e
desafiados, a expressao de TGF- aumenta horas apés o estimulo e, dependendo do
estimulo, tem seu maximo atingido apds 7 dias (BARTRAM, 2004). O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) é também conhecido por estar aumentado em
asmaticos (YUKSEL et al, 2013). Além disso, VEGF é um mediador do
remodelamento vascular e extravascular, e também da inflamacdo que aumenta a
sensibilizagdo do antigeno. Essa citocina € crucial para inflamagdo Th2 adaptativa
(LEE et al.,,2004). Podemos sugerir que nosso modelo de inflamagao alérgica
pulmonar se encontra na fase tardia, pois além de dados prévios, demonstrando sinais
de remodelamento (aumento de muco e colageno), agora mostramos um aumento
significativo de TGF-B e VEGF, em animais nao diabéticos desafiados com OVA. Os
animais diabéticos desafiados com OVA apresentaram redugéo significativa de todas
as citocinas estudadas, demostrando que o DM induzido por ALX, prejudica a resposta
inflamatdria no pulmao. E o tratamento com insulina, restabeleceu a concentragao de
citocinas nesse tecido.

Bendelac e colaboradores (1997) mostraram que ha diversas populagdes
linfocitarias relacionadas a resposta inflamatéria alérgica pulmonar. A fim de
caracterizar a expressao de moléculas de superficie no estabelecimento e
desenvolvimento da resposta inflamatéria asmatica, estudamos diversas populagdes
relacionadas a linfécitos T (CD4*, CD8*, NK1.1. Tyd) e linfécitos B (CD22 e CD19),
em diferentes tecidos do animal. Em relagdo a populagao linfocitaria T CD4", essa
populacao apresentou um aumento em todos os 6rgaos estudados (MO, timo, bacgo e

pulméo), as células T CD4*, de padrdo Th2 sao fundamentais na resposta alérgica
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pulmonar, a eliminagdo dessa populagcdo causa reducdo do fendtipo asmatico
(GAVETT et al.,, 1994, SILVA, 2008). Além disto, Gavett e colaboradores (1994)
demonstraram que os linfécitos TCD4* podem mediar a hiper-reatividade das vias
areas, bem como o aumento do numero de linfocitos e eosindéfilos no fluido do LBA,
em camundongos que receberam o desafio antigénico, quando comparados ao grupo
controle. Nossos dados vao de acordo com a literatura, ja que observamos um
aumento da populagao de linfécitos T CD4 no pulmao de animais alérgicos.

A participagao de linfécitos TCD8* é conflitante na literatura, pois alguns autores
mostram que o TCD8* parece participar do desenvolvimento da asma (MARTIN et al.,
2004), e outros grupos mostram que a diminui¢do da populagao do linfécito TCD8*,
esta associado a diminuigdo de produgao de IgE (HAMELMANN et al., 1996). Nossos
dados, porém, mostram que os linfécitos TCD8*, participam na patogénese da asma,
pois quando os animais ndo diabéticos sdo desafiados com OVA, ha um aumento
significativo de linfécitos TCD8*. Este envolvimento foi previamente sugerido
Hamelamann e colaboradores (1996) que mostraram que as células TCD8*, estao
envolvidas no aumento de IL-5, levando a infiltragcdo de eosindfilos, e a hiper-
reatividade das vias aéreas. Ja os linfécitos NK estao ligados a patogénese da asma
alérgica na promogédo do recrutamento de eosindfilos. Animais deficientes de NK
apresentam reducgéo de eosinofilia, sugerindo que linfocitos NK podem amplificar a
resposta inflamatéria Th2 e a hiper-reatividade das vias aéreas (LISBONNE et al.,
2003), no presente estudo pode ser observado um aumento de populagdes de NK nos
animais nao diabéticos desafiados com OVA, o que sugere que essa célula esta ligado
ao aumento na concentracdo de IL-5 em homogenato de pulmdo, e
consequentemente de eosindfilos no fluido de LBA.

A deficiéncia da populagdo de Tyd em camundongos diminui a secregao de
citocinas do perfil Th2, além da diminuicdo da eosinofilia (ZUANY-AMORIM et al.,
1998). No presente estudo o desafio com OVA em animais n&o diabéticos aumentou
as populagdes de Tyd em todos os o6rgaos estudados, sugerindo que esta célula esta
relacionada com o aumento da secrecao de IgE e IgG1 no soro dos animais, e com o
aumento na liberacdo de IL-5 no homogenato de pulmao, e consequentemente a
migragdo de eosindfilos e células T no tecido pulmonar, quando comparado aos
animais controles.

Diversos estudos mostram um papel crucial dos linfécitos T e a producéao de
citocinas do perfil Th2, no desenvolvimento da asma (GAVETT et al., 1994;
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LISBONNE et al., 2003; SILVA, 2008; DECKERS et al., 2013). Porém o papel das
células B na asma alérgica permanece indefinido, com exce¢do da bem conhecida
capacidade dos linfécitos B de produzir a imunoglobulina especifica IgE, apos a
sinalizagao das células Th2 (SCHOFIELD & CALHOUN, 2011; MANISE et al., 2013).
A fim de esclarecer melhor o papel do linfécito B na asma, Voogth e colaboradores
(2013) mostraram que os linfécitos B desempenham um papel crucial no
desenvolvimento da asma em modelos de rato. A transferéncia de linfécitos B
sensibilizados, para animais naive resultou em um aumento da hiper-reatividade e
inflamac&o das vias aéreas, apos o desafio antigénico desses animais. Que sugere
que o linfécito B pode induzir uma resposta asmatica sem ajuda de linfocitos T. Esses
achados dao nova visao sobre os mecanismos pelos quais as células B promovem a
asma. Em nosso estudo pesquisamos as populagées de CD19 (populagdo madura) e
CD22 (populacdo jovem) a fim de entender o mecanismo do linfécito B na resposta
asmatica. Observamos em animais nao diabéticos, desafiados com OVA, um aumento
de ambas as populagdes. Sugerindo que esse aumento de populagao esta ligado, nao
s6 ao aumento de IgE no soro do animal, mas também a hiper-reatividade e
inflamacé&o das vias aéreas.

As populacdes de linfécitos T, linfécitos B e eosindfilos, estudadas aqui, foram
prejudicadas em camundongos diabéticos desafiados com OVA, quando comparamos
com camundongos nao diabéticos desafiados. E como visto, o DM afeta todas as
fases da inflamagéao alérgica pulmonar, desde a sensibilizagdo do mastdcito (DIAZ et
al, 1999; CAVALHER-MACHADO, 2004; CARVALHO et al., 2011). Podemos elucidar,
se a degranulagao é prejudicada, a secrec¢ao de citocinas, de moléculas de adesao,
também estara, e por consequéncia teremos uma diminui¢gdo na migracao celular. Ou
seja, existe um sinergismo do DM afetando todo o desenvolvimento da inflamacgao
alérgica pulmonar. E a insulina restabelece o desenvolvimento da asma.

Podemos sugerir que esse sinergismo do DM prejudicando a resposta alérgica,
pode estar ligado a hipotese Th1 e Th2. Dados mostram que a resposta Th1 tende a
inibir a resposta Th2, e insulina restabelece a resposta Th2 no individuo. (GAZIT et
al., 2008; TOSCA et al., 2009). Essa agao pode estar ligada aos receptores de insulina
(IR-A e IR-B) (LEIBIGER et al., 2001). O IR-A esté ligado a via de sinalizagéo PI3K,
que desenvolve a agdo metabdlica. E o IR-B esta ligado a via de sinalizagdo MAPK,
que desenvolve o crescimento e diferenciagao celular (LEIBIGER et al., 2010). Viadort

e colaboradores (2007) demonstraram que a agao da insulina, na via MAPK, tem um
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aumento de expressao da proteina ERK, que esta ligada a resposta Th2, e por
consequéncia uma diminuigdo da expressdo da proteina p38, que esta ligada a
resposta Th1. Talvez por ativagao dessa via, temos um desencadeamento da resposta
Th2, piorando os sintomas da inflamagao alérgica pulmonar, em camundongos
diabéticos.

Sabendo que todos os parametros estudados, em principal o aumento
leucocitario, levam ao aumento da responsividade pulmonar, decidimos avaliar a
mecanica do pulmao em duas condi¢des diferentes para os animais: sem o efeito da
anestesia (BUXCO) e sob da anestesia (Flexivent). Podemos observar em nossos
achados, que o fator anestesia ndo alterou a mecanica pulmonar, sendo que, animais
nao diabéticos desafiados com OVA apresentaram um aumento da
hiperresponsividade das vias aéreas, independente do aparelho utilizado. E mais uma
vez, podemos observar que o DM prejudicou outro sintoma importante da asma.

Em resumo, nosso modelo experimental de DM1 por aloxana, compromete a
resposta inflamatoéria alérgica pulmonar tardia, ocasionando a diminuicdo da hiper-
reatividade das vias aéreas, reduzindo: as moléculas de vias de sinalizagcéo; a
concentragcédo de imunoglobulinas especificas; e citocinas do perfil Th2, assim como a
diminuicdo das populagdes leucocitarias envolvidas no desenvolvimento da asma. O
tratamento com multiplas doses de insulina restabelece os parametros estudados

envolvidos na resposta inflamatéria alérgica tardia, mesmo sem normalizar a glicemia.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados do presente estudo, podemos concluir que a insulina modula
a inflamacgéao alérgica pulmonar tardia em camundongos diabéticos. Por regular a) a
expressdo de moléculas de sinalizagdo intracelular; b) concentragdo de
imunoglobulinas presentes no soro do animal; c) o perfil de citocinas Th2 no
sobrenadante do homogenato de pulmao; d) processo inflamatério alérgico pulmonar
no lavado broncoalveolar; €) a expressdo de moléculas de superficie nos tecidos de

pulm&o, baco, timo e medula 6ssea e f) hiper-reatividade brénquica.
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Tabelas A1. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média

(EPM) referentes as Figuras 4 e 5 na Caracterizagdo do modelo de DM de acordo com

a variagao de glicemia e peso, da se¢édo Resultados.

Variacéo de Peso (10 dias)

Variacdo de Peso (10 dias)
N&o diabéticos
NUumero Dias — Peso em Variacéo
de gramas
Animais 0 dia 10 dias

1 24,3 25,8 15
2 24,6 25 0,4
3 26,5 27,1 0,6
4 24 25,6 1,6
5 22,8 28 52
6 22,2 26,5 4,3
7 20 25,8 5,8
8 21,4 27,3 59
9 26 26,9 0,9
12 23,5 26,4 2,8
11 27,3 28 0,7
12 21,9 23 1,1
13 22,4 23,6 1,2
14 21,2 22,9 1,7
15 26,4 27,1 0,7
16 24,3 26,8 25
17 23,8 25 1,2
18 25,7 27,4 1,7

Média 23,79 26,09 2,21
DP 2,05 1,58 1,83

EPM 0,48 0,37 0,43

Diabéticos
NUmero Dias — Peso em Variacéo
de gramas
Animais 0 dia 10 dias
1 28 26,9 -1,1
2 23 17,1 -5,9
3 23,6 19,3 -4,3
4 22,9 20,5 -2,4
5 27,1 16,1 -11
6 22,5 14,9 -7,6
7 25 16,4 -8,6
8 27,4 18,1 -9,3
9 24,5 154 -9,1
12 26 22 -4
11 24,1 20,8 -3,3
12 27,3 20,3 -7
13 26,8 17,6 -9,2
14 25 16,6 -8,4
15 28,1 20,7 -7,4
16 27,6 22,5 -5,1
17 27,5 20 -7,56
18 23 21,4 -1,6
Média 25,522 19,22 -6,26
DP 2,00 3,03 2,93
EPM 0,47 0,71 0,69




NUmero Dias — Glicemia
de (mg/dL)
Animais Odia 10 dias
1 120 186
2 134 144
3 117 187
4 126 147
5 139 129
6 151 152
7 142 150
8 143 186
9 126 149
12 135 123
11 129 135
12 138 147
13 121 126
14 143 148
15 129 162
16 133 173
17 119 174
18 112 169
Média 130,93 154,83
DP 10,65 20,55
EPM 4,75 9,17

NUmero Dias — Glicemia
de (mg/dL)
Animais O dia 10 dias
1 156 329
2 121 533
3 132 568
4 124 491
5 130 548
6 126 600
7 137 600
8 148 600
9 142 600
12 138 399
11 120 466
12 119 479
13 125 539
14 134 600
15 129 540
16 133 560
17 149 528
18 151 600
Média 134,11 532,23
DP 11,28 75,90
EPM 5,03 33,88
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Variac8o de Peso (g) (36 dias)

Variacdo de Peso (g) (36 dias)

OVA+SAL

ALO+SAL

N. de Dias Variacéo
animais 10 36

N. de Dias Variacéo
animais 10 36

269 | 14,3 -12,6

17,1 15 -2,1

19,3 | 175 -1,8

20,5 | 17,3 -3,2

16,1 15 -1,1

1 258 | 27,9 2,1
2 25 26 1
3 27,1 29 19
4 256 | 26,1 0,5
5 28 29 1
6 26,5 | 28,2 1,7

OO WIN|F

149 | 123 -2,6

Média | 26,33 | 27,7 1,36

Média | 19,13 | 15,2 -3,9

DESPA | 1,09 | 1,35 0,62

DESPA | 432 | 1,94 4,32

EPM 0,45 | 0,56 0,26

EPM 1,80 | 0,81 1,80

Variac8o de Peso (g) (36 dias)

Variacdo de Peso (g) (36 dias)

OVA+OVA

N. de Dias Variacéo
animais 10 36

25,8 | 27,3 15

27,3 28 0,7

26,9 | 29,7 2,8

26,4 | 28,3 1,9

28 293 1,3

U WIN|F-

23 | 245 15

Média | 26,23 | 27,8 1,62

DESPA | 1,75 | 1,86 0,70

EPM 0,73 | 0,77 0,29

ALO+OVA
N. de Dias Variacéo
animais 10 36
1 16,4 | 16,1 -0,3
2 18,1 | 14,2 -3,9
3 154 | 149 -0,5
4 22 19,2 -2,8
5 20,8 | 18,3 -2,5
6 20,3 [ 174 -2,9
Média | 18,83 | 16,6 -2,15
DESPA | 2,61 | 1,95 1,43
EPM 1,09 | 0,81 0,59

Variac8o de Peso (g) (36 dias)

Variac8o de Peso (g) (36 dias)

OVA+OVA+INS

ALO+OVA+INS

N. de Dias Variacao
animais 10 36

N. de Dias Variacéo
animais 10 36

23,6 | 25,8 2,2

17,6 | 20,1 2,5

22,9 | 27,3 4.4

16,6 | 19,3 2,7

27,1 | 284 1,3

20,7 | 224 17

26,8 | 27,3 0,5

225 | 231 0,6

25 1262 1,2

20 | 26,7 6,7

OO~ WIN|F

274 | 275 0,1

OO~ WIN|F

21,4 | 25,6 4,2

Média | 254 | 27,0 1,61

Média | 19,8 | 22,8 3,06

DESPA | 1,92 | 0,94 154

DESPA | 2,27 | 2,92 2,13

EPM 0,80 | 0,39 0,64

EPM 094 | 1,21 0,89
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Glicemia (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

OVA+OVA+INS

OVA+SAL
N. dg Dias
animais 10 36
1 186 114
2 144 108
3 187 140
4 147 121
5 129 130
6 152 143
Média 157,5 | 125,9
DESPA 23,74 | 14,12
EPM 9,89 | 5,88

OVA+OVA
N. dg Dias
animais 10 36
1 150 127
2 186 131
3 149 133
4 123 130
5 135 143
6 147 132
Média 148,3 | 132,7
DESPA 21,18 5,4
EPM 8,83 | 2,26

N. dg Dias
animais 10 36
1 126 115
2 148 121
3 162 126
4 173 121
5 174 167
6 169 154
Média 158,7 | 133,9
DESPA 18,65 | 21,26
EPM 7,77 | 8,86

Glicemia (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

ALO+OVA+INS

ALO+SAL
N. dg Dias
animais 10 36
1 329 | 600
2 533 | 600
3 568 | 600
4 491 600
5 548 | 560
6 600 | 600
Média 511,5 | 593,3
DESPA 96,48 | 16,32
EPM 40,20 | 6,80

ALO+OVA
N. dg Dias
animais 10 36
1 600 | 560
2 600 | 540
3 600 | 479
4 399 | 562
5 466 | 520
6 479 | 600
Média 524 | 543,6
DESPA 87,57 | 41,34
EPM 36,49 | 17,22

N_. de_ Dias
animais 10 36
1 539 | 560
2 600 | 540
3 540 | 479
4 560 | 526
5 528 | 600
6 600 | 600
Média 561,2 | 550,9
DESPA 31,74 | 46,47
EPM 13,23 | 19,36
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Tabelas A2. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média

(EPM) referente a Figura 6 do modelo de inflamagao alérgica pulmonar, da segao

Resultados.
OVA+SAL ALO+SAL
N. de Mononuclear | Eosondfilos N. de Mononuclear | Eosondfilos
animais (x109 (x109 animais (x10® (x10®
1 7 0 1 2,5 0
2 6 0 2 3,4 0
3 11 0 3 3 0
4 8 0 4 2,97 0
5 10 0 5 21 0
6 7 0 6 1,7 0
Média 8,17 0 Média 2,61 0
DESPAD 1,94 0 DESPAD 0,63 0
EPM 0,87 0 EPM 0,28 0
OVA+OVA ALO+OVA
N. de Mononuclear | Eosondfilos N. de Mononuclear | Eosondfilos
animais (x109 (x10® animais (x10® (x10®
1 35 4,2 1 21 0
2 29 54 2 1,8 0
3 23 4,2 3 23 0
4 24,6 4,6 4 21 0
5 27 5,1 5 2,7 0
6 26 3.1 6 3.1 0
Média 27,43 4,43 Média 2,34 0
DESPAD 4,23 0,81 DESPAD 0,48 0
EPM 1,89 0,33 EPM 0,21 0
OVA+OVA+INS ALO+OVA+INS
N. de Mononuclear | Eosondfilos N. de Mononuclear | Eosonéfilos
animais (x109 (x10% animais (x109) (x109
1 27 7.4 1 30 3,9
2 18 4,5 2 25 3,1
3 20 8,2 3 38 3,4
4 21,7 3,2 4 31 3,5
5 201 8,7 5 37,2 3,9
6 22 6,3 6 26,7 4,6
Média 21,46 6,38 Média 31,32 3,73
DESPAD 3.07 2,16 DESPAD 5,34 0,53
EPM 1,37 0,89 EPM 2,38 0,30
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Tabelas A3. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média
(EPM) referentes a Figura 7 hiper-responsividade por BUXCO, valores de Penh e AUC.

Resultados
OVA+SAL ALO+SAL
Penh — 2° Desafio Penh — 2° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL | mg/mL animais PBS mg/mL | mg/mL
1 0,572 1,464 2,875 1 0,453 0,664 0,875
2 0,534 1,765 2,822 2 0,469 0,614 0,759
3 0,517 0,886 1,802 3 0,471 0,804 2,959
4 0,537 1,041 1,902 4 0,453 0,664 0,875
5 0,681 1,296 1,902 5 0,469 0,614 0,759
6 0,568 1,2904 2,2606 6 0,463 0,672 1,246
OVA+OVA ALO+OVA
Penh — 2° Desafio Penh — 2° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL mg/mL animais PBS mg/mL mg/mL
1 0,5029 1,622 4,000 1 0,518 0,587 1,067
2 0,658 1,686 3,000 2 0,403 0,886 2,027
3 0,607 1,211 6,750 3 0,469 1,411 2,957
4 0,4766 1,254 6,472 4 0,516 0,803 1,930
5 0,6531 1,334 5,650 5 0,664 1,432 2,941
6 0,5795 | 1,4213 5,174 6 0,514 1,024 2,184
OVA+OVA+INS ALO+OVA+INS
Penh — 2° Desafio Penh — 2° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL mg/mL animais PBS mg/mL mg/mL
1 0,453 1,938 10,890 1 0,382 1,043 2,129
2 0,605 2,498 3,162 2 0,515 1,213 2,533
3 0,695 1,142 6,000 3 0,680 1,113 2,096
4 0,421 1,182 3,588 4 0,496 1,464 2,290
5 0,862 4,285 6,784 5 0,548 1,225 2,718
6 0,607 2,209 6,085 6 0,524 1,212 2,353
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OVA+SAL ALO+SAL
Penh — 4° Desafio Penh — 4° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL | mg/mL animais PBS mg/mL | mg/mL
1 0,782 1,385 1,891 1 0,670 1,027 1,669
2 0,602 1,087 2,301 2 1,508 0,754 1,915
3 0,620 0,933 2,224 3 0,476 0,670 1,843
4 0,599 1,190 2,613 4 0,652 1,092 1,988
5 1,118 1,247 1,326 5 0,504 1,104 1,713
6 0,744 1,168 2,071 6 0,407 1,073 1,679
OVA+OVA ALO+OVA
Penh — 4° Desafio Penh — 4° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais | PBS | mg/mL | mg/mL animais | PBS | mg/mL | mg/mL
1 0,490 1,207 2,229 1 0,434 1,091 1,263
2 0,507 1,653 3,623 2 0,541 0,716 3,297
3 0,889 1,287 2,323 3 0,627 1,283 1,617
4 0,567 1,996 6,304 4 0,500 0,950 1,225
S 0,522 2,024 4,159 5 0,569 0,996 2,555
6 0,595 1,633 3,728 6 0,537 0,907 1,730
OVA+OVA+INS ALO+OVA+INS
Penh — 4° Desafio Penh — 4° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL | mg/mL animais PBS mg/mL | mg/mL
1 0,630 0,861 3,261 1 0,519 1,182 2,779
2 0,551 1,644 3,506 2 0,509 0,911 2,411
3 0,755 1,281 2,493 3 0,507 0,753 1,920
4 0,520 1,090 3,983 4 0,743 0,952 5,190
5 0,860 1,736 2,356 5 0,460 0,952 1,907
6 0,663 1,322 3,120 6 0,406 0,798 1,187
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OVA+SAL ALO+SAL
Penh — 6° Desafio Penh — 6° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL | mg/mL animais PBS mg/mL | mg/mL
1 0,512 1,693 2,485 1 1,137 1,062 1,366
2 0,557 1,771 2,268 2 0,439 0,585 0,920
3 0,532 0,897 1,987 3 0,498 0,612 1,136
4 0,477 0,702 1,645 4 0,503 0,677 1,398
5 0,484 0,864 1,800 5 0,487 0,787 1,548
6 0,512 1,185 2,037 6 0,613 0,745 1,274
OVA+OVA ALO+OVA
Penh — 6° Desafio Penh — 6° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL mg/mL animais PBS mg/mL mg/mL
1 0,456 2,382 4,896 1 0,415 0,819 1,034
2 0,487 3,025 2,895 2 0,456 0,646 1,606
3 0,501 1,100 3,289 3 0,439 0,594 1,242
4 0,594 2,100 3,891 4 0,444 0,950 0,913
5 0,567 2,792 4,798 5 0,537 0,553 0,504
6 0,521 2,280 3,954 6 0,458 0,7123 1,060
OVA+OVA+INS ALO+OVA+INS
Penh — 6° Desafio Penh — 6° Desafio
N. de 0 12 25 N. de 0 12 25
animais PBS mg/mL | mg/mL animais PBS mg/mL mg/mL
1 0,531 1,367 6,061 1 0,408 0,779 1,181
2 0,660 2,290 2,465 2 0,525 0,760 2,244
3 0,529 1,091 3,170 3 0,483 0,717 1,344
4 0,544 1,060 4,004 4 0,439 0,823 2,122
5 0,574 1,670 5,787 5 0,531 1,367 6,061
6 0,568 1,496 4,297 6 0,4772 0,8892 4,590
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OVA+SAL OVA+OVA
AUC AUC
(area sob a curva) (area sob a curva)
N. de 2°Desafio | 4°Desafio | 6°Desafio N. de 2°Desafio | 4°Desafio | 6°Desafio
animais animais
1 28,60 35,45 22,33 1 60,60 69,33 55,10
2 32,65 32,16 25,40 2 41,88 47,25 64,34
3 40,42 29,84 27,32 3 40,76 36,52 59,55
4 36,32 32,48 25,02 4 40,16 46,67 38,13
S 25,89 33,58 23,91 5 65,01 54,55 54,28
6 29,05 32,96 21,62 6 43,61 52,25 57,50
32,75 24,27 ) 51,09 54,82
Média 32,15 Média 48,67
1,84 2,10 10,89 8,93
DESPAD 5,43 DESPAD 11,10
OVA+OVA+INS ALO+SAL
AUC AUC
(area sob a curva) (area sob a curva)
N.de | 2°Desafio | 4°Desafio | 6°Desafio N.de | 2°Desafio | 4°Desafio | 6°Desafio
animais animais
1 40,62 42,63 42,54 1 16,70 23,21 18,03
2 97,73 55,47 59,67 2 15,43 27,7 20,57
3 55,41 42,18 48,61 3 32,11 30,92 15,93
4 41,12 46,65 37,42 4 31,73 27,28 20,60
5 65,44 46,73 47,06 5 27,07 28,09 18,78
6 46,95 59,78 50,74 6 23,38 26,47 18,01
Média 57,88 48,91 47,67 Média 24,40 27,28 18,65
DESPAD 21,68 7,15 7,56 DESPAD 7,23 2,50 1,77
3,39 0,79
ALO+OVA ALO+OVA+INS
AUC AUC
(area sob acurva) (4rea sob a curva)
N.de | 2°Desafio | 4°Desafio | 6°Desafio N.de | 2°Desafio | 4°Desafio | 6°Desafio
animais animais
1 25,68 22,84 20,47 1 36,16 27,05 26,72
2 17,38 32,47 13,40 2 36,26 30,11 29,73
3 35,97 24,45 19,45 3 31,62 28,90 27,24
4 26,67 26,59 18,13 4 34,72 60,45 40,00
5 26,43 26,87 17,86 5 34,69 28,74 40,00
6 21,11 28,54 18,56 6 33,34 59,78 61,19
Média 25,54 26,96 17,98 Média 34,46 39,17 37,48
DESPAD 6,28 3,36 2,44 DESPAD 1,77 16,25 13,08
EPM 2,82 1,50 1,09 EPM 0,79 7,29 5,87




Tabelas A3. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média

Apéndice IV

(EPM) referentes a Figura 8. Tratamento de insulina, da secao Resultados.

OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS
INSULINA INSULINA INSULINA
N. de N. de N. de
animais ng/mL animais ng/mL animais ng/mL
1 0,92 1 1,27 1 10,96
2 0,40 2 3,52 2 9,16
3 3,18 3 1,05 3 3,52
4 417 4 1,24 4 8,51
5 1,48 5 2,88 5 8,74
6 1,58 6 1,45 6 7,89
Média 1,95 Média 1,90 Média 8,13
DESPAD 143 DESPAD 1,03 DESPAD 2,48
EpM 0,59 EpM 0,42 Eou 1,02
ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
INSULINA INSULINA INSULINA
N. de N. de N. de
animais ng/mL animais ng/mL animais ng/mL
1 1,08 1 0,76 1 3,69
2 0,51 2 0,63 2 3,00
3 0,70 3 0,11 3 2,44
4 1,32 4 0,51 4 9,67
5 0,75 5 0,41 5 4,60
6 0,52 6 0,31 6 5,70
Média 0,81 Média 0,45 Média 4,85
DESPAD 0,32 DESPAD 0,23 DESPAD 2,62
EPM 0,13 EPM 0,095 EPM 1,07
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Apéndice VI

Tabelas A5. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média
(EPM) referentes a Figura 10. Analise de citocinas, da se¢cao Resultados

TNF-a
ovatsal ovatova ovatovati alo+sal alo+tova alotovati

107,37 144,57 181,44 124,08 101,08 463,00

99,37 186,67 290,19 58,70 123,01 235,57
103,37 283,95 468,28 91,39 105,73 200,72
113,67 205,06 216,73 139,09 66,19 240,03
105,95 225,23 313,30 63,41 169,65 594,08
104,79 213,82 375,41 79,42 164,71 349,71

MEDIA 105,75 209,88 307,56 92,68 121,73 347,18

DESPAD 4,75 45,97 104,81 32,65 39,78 154,77

EPM 1,95 18,84 42,95 13,38 16,30 63,43
IFN-y

ova+sal ova+ova ovatova+ialo+sal alo+ova alotova+i
162,83 191,12 154,64 220,50 238,75 191,94
184,97 173,42 176,29 239,38 229,00 155,10
173,90 182,27 165,46 234,73 292,99 199,47
178,09 193,15 165,46 231,54 240,49 182,17
177,10 181,29 179,72 236,01 232,43 164,94
169,20 175,21 167,23 237,46 237,90 173,27

MEDIA 174,35 182,75 168,13 233,27 245,26 177,82

DESPAD 7,66 8,05 8,92 6,79 23,78 16,67

EPM 3,14 3,30 3,66 2,78 9,74 6,83
IL-5

ova+sal ova+ova ova+ova+tialo+sal alo+tova alo+ova+i

185,07 228,81 239,10 90,63 77,12 256,45

153,97 305,53 370,38 81,57 152,38 304,87

166,24 219,65 191,71 88,65 169,87 321,62

187,53 271,82 106,20 106,20 138,55 263,75

158,38 238,12 230,50 128,51 156,58 317,29

173,45 304,74 249,74 107,89 146,73 330,68

MEDIA 170,77 261,45 231,27 100,58 140,21 299,11
DESPAD 13,77 38,16 85,98 17,13 32,62 31,42
EPM 7,25 20,08 45,25 9,02 17,17 16,54
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IL-4

109 212 352 98 130 389
112 239 298 100 121 328
128 290 343 89 112 354
107 170 300 94 100 394
110 244 329 101 114 323
100 196 324 98 151 356
MEDIA 111 225,1667 324,3333 96,66667 121,3333 357,3333
DESPAD  9,29516 41,99246 22,00606 4,457204 17,61439 29,66255
EPM 3,809492 17,21002 9,018877 1,826723 7,219011 12,15678
IL-13
ovatsal ovatova ovatova+ti alotsal alotova alo+ovati
151,20 476,60 462,61 99,86 68,92 464,83
104,87 487,93 484,84 105,90 80,84 456,22
78,40 463,87 459,71 92,80 134,50 445,97
59,79 466,64 451,75 103,04 176,55 456,22
126,39 473,31 517,72 147,84 127,20 474,27
90,78 467,89 480,74 151,07 120,12 490,74
MEDIA 101,90 472,70 476,23 116,75 118,02 464,71
DESPAD 33,13 8,78 23,97 25,73 38,93 15,90
EPM 13,58 3,60 9,82 10,54 15,96 6,52
VEGF
ova+sal ovat+ova ovatova+i alo+sal alo+ova alo+ova+i|
1 119,1976 | 173,3281| 214,6324| 135,0672 | 97,02372 | 241,8063
2 95,71937 | 190,2846| 173,5455| 114,6324 | 113,1107 | 226,3715
3 115,502 | 193,9802| 177,0237| 129,415 | 103,9802 | 261,8063
4 112,8933 | 202,6759| 169,6324( 93,76285 | 122,2411 | 218,9802
5 97,4585 | 210,2846| 276,5889( 121,3715 | 104,415 | 190,9368
6 115,7194| 244,1976| 456,3715| 110,2846 | 110,9368 | 219,6324
MEDIA ~ 108,15 194,11 202,28 118,85 108,15 227,98
DESPAD @ 10,81 = 13,98 ' 4529 @ 1603 @ 972 2642
EPM 4,85 6,27 20,31 7,19 4,36 11,85




IL.-10
ova+sal | ova+ova pva+ova+| alo+sal | alo+ova [alo+ova+i|
1 186,1222 | 208,6222| 207,8722| 215,8722| 159,8722| 182,1222
2 177,8722 | 203,1222| 187,6222| 83,1222| 152,3722| 234,3722
3 154,6222 | 195,1222| 199,6222| 176,8722| 167,6222| 239,3722
4 260,3722 | 195,3722| 169,1222| 127,6222| 148,8722| 223,8722
5 242,3722 | 191,6222| 202,8722| 146,6222| 175,6222| 182,6222
6
MEDIA | 204,27 198,77 193,42 150,02 160,87 | 212,47
DESPAD | 44,97 6,93 15,50 50,12 10,96 28,04
EPM 20,17 3,11 6,95 22,47 4,91 12,57
TGF
ovat+sal | ova+ova|ova+ova+i | alo+sal | alo+ova [alo+ova+i
1 82,56445 | 149,724 | 157,425822 | 64,38824 | 63,92613 | 126,18738
2 83,48867 | 147,2595 | 148,49175 | 64,51147 | 64,08017 | 125,4172
3 86,87746 | 143,655 | 148,799821| 64,11097 | 64,17259 | 125,63285
4 84,41288 | 150,0321 | 147,875607 | 64,41904 | 63,92613 | 125,75608
5 87,4936 | 125,9717 | 148,799821 | 64,29582 | 64,08017 | 126,09495
6 77,91258 | 148,7998 | 149,724036 | 63,95694 | 63,95694 | 125,78688
MEDIA | 83,79 144,24 150,19 64,28 64,02 125,81
DESPAD 3,46 9,25 3,60 0,21 0,10 0,29
EPM 1,55 4,15 1,61 0,09 0,05 0,13
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Apéndice VIl

Tabelas A7. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média
(EPM) referentes a citometria

BACO
Populacéo de CD4 Populacédo TCR
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL  ALO+*OVA  ALO+OVA+INS
25 515 49,0 248 266 49 023 1,08 174 0,00 0,00 033
2.1 328 305 25 299 a8 0,14 033 026 0,00 0,00 0,14
21 3,7 398 %59 151 57,6 0,36 66 0,14 0,012 0,06 02
26,2 28,7 27,7 11,6 41 36,6 0,40 0,36 0,2 0,018 0,022 06
Média 23,0 36,7 36,8 212 189 445 Média 028 2,09 0,59 0,01 0,02 0,32
DESPAD 2,23 10,12 9,67 655 11,77 9,09 DESPAD 0,12 303 0,77 0,01 0,03 0,20
EPM 1,11 5,06 4,83 328 588 4,55 EPM 0,06 151 0,39 0,00 0,01 0,10
Populacéo CD8 Populacdo CD19
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL  ALO+OVA  ALO+OVA+INS
72 36,6 48 172 154 4,9 6,7 523 56,4 11 13 399
6.2 25 26,6 10,6 9,9 29,9 23 43 36,1 17 50 50,2
86 2.1 26,7 63 85 138 10 67 11,4 02 01 158
85 273 153 6,1 95 136 14 58,7 21,2 02 04 58
Média 76 27,6 27,6 101 108 248 Média 28 405 313 08 17 27,9
DESPAD 1,2 63 10,9 52 31 13,7 DESPAD 26 23 19,6 07 23 207
EPM 0,58 3,15 5,44 2,60 156 6,86 EPM 13 1,7 9,8 04 11 10,3
Populagdo NK1.1 Populacdo CD22
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL  ALO+OVA  ALO+OVA+INS
02 13 1,9 0.2 0,6 18 28,4 46,7 48,0 136 29 44,0
02 01 01 0,0 0,0 0,46 21,0 472 49,2 18,9 2,0 45,1
0,14 0,48 34 0,08 02 1,54 28,5 431 375 3,76 3,86 50,1
0,15 3,63 05 03 0,02 13 24,6 40,1 492 7,11 2,77 455
Média 02 14 15 0,1 0.2 13 Media 25,6 44,3 46,0 10,8 14,7 46,2
DESPAD 0,0 16 15 01 03 06 DESPAD 36 33 57 6,7 133 27
EPM 00 0,8 07 01 01 03 EPM 18 17 2,8 3,4 6,7 13
Baco - Populagdo CD11b Baco - Populagéo SIGLEC
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ~ ALO+OVA  ALO+OVA+INS
454 121 154 0061 0,195 4,332 111 145 17,9 08 03 14,5
5,97 4,95 428 0262 0049 6,262 2,09 151 16,5 06 046 9,97
53 93 156 0,43 12 10,45 16 14,8 17,3 0,07 0,7 10,4
46 10,2 14,5 12 0,9 7,5 28 16,9 19 06 05 94
Média 50 85 | 98 " 02 | 01 | 53 Média 19 153 17,7 05 05 11,1
pEspAD© 10 51 79 “or T oor T 14 pespAD 07 | 04 10 T o1 T o1 32
EPM 07 36 56 01 01 1,0 EPM 05 03 07 01 01 2.3

Populacdo GR1
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS

0,38 1,06 0,7 0,05 0,03 1,62
0,67 0,7 0,5 0,02 0,1 0,2
Média 0,5 0,9 0,6 0,0 01 0,9
DESPAD 0,2 03 01 0,0 0,0 10

EPM 0,1 0,2 0,1 0,0 0,0 0,7




OVA+SAL OVA+OVA

Populagéo de CD4

OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS

TIMO

Populagéo de TCR
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OVA+SALOVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVAALO+OVA+INS

22,2 32,4 35,7 3,48 0,557 27 0,33 3,33 1,56 0,36 0,36 3,72
25,7 40,5 49,9 2,57 2,7 30,6 0,168 1,56 2,80 0,05 0,0763 3,33
10 34,8 21,2 1,41 1,21 17,8 0,138 2,49 2,4 0,0414 0,0818 1,13
5,04 29,5 22,2 2,7 1,39 20,7 0,148 1,16 1,71 0,0369 0,09 2,4
Média 15,74 34,30 32,25 2,54 1,46 24,03 Média 0,20 2,14 2,12 0,12 0,15 2,65
DESPAD 9,80 4,67 13,50 0,85 0,90 5,83 DESPAD 0,09 0,97 0,58 0,16 0,14 1,15
EPM 4,90 2,33 6,75 0,43 0,45 2,91 EPM 0,05 0,49 0,29 0,08 0,07 0,58
Populagéo de CD8 Populacéo de CD19
OVA+SAL OVA+OVA  OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SALOVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVAALO+OVA+INS
17,3 314 12,5 0,288 0,767 25,3 0,0747 1,83 22,50 0,71 0,34 99,90
12,6 15,5 26,1 9,21 9,89 22,9 0,03 2,02 1,72 0,02 0,00 98,70
2,39 37,4 18,7 1,54 1,69 12,3 0,04 6,1 28 0,12 0,125 6,5
2,13 13,1 25,1 1,32 1,73 12,7 0,718 7,8 1,5 0,0298 0,269 1,25
Média 8,6 24,4 20,6 3,1 3,5 18,3 Média 0,21 4,44 7,13 0,22 0,18 51,59
DESPAD 7,6 11,9 6,3 4,1 43 6,8 DESPAD 0,34 2,98 10,26 0,33 0,15 55,14
EPM 1,89 2,98 1,58 1,03 1,07 1,69 EPM 0,17 1,49 5,13 0,16 0,08 27,57
Populacéo de NK Populacéo de CD22
OVA+SAL OVA+OVA = OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SALOVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVAALO+OVA+INS
0,09 0,15 0,02 0,00 0,00 0,33 2,1 7,7 77 1,3 2,1 9,9
0,11 0,34 0,27 0,03 0,11 0,50 10 5,0 0,9 0,3 0,5 8,6
0,59 1,77 17 0,108 0,178 16 0,144 1,78 1,28 0,127 0,268 2,53
0,257 1,06 1 0,15 0,14 0,812 0,157 1,03 6,1 0,0298 0,803 9,2
Média 0,26 0,83 0,75 0,07 0,11 0,81 Média 0,9 39 4,0 0,5 0,9 7,6
DESPAD 0,23 0,74 0,76 0,07 0,08 0,56 DESPAD 0,9 3,1 3,4 0,6 0,8 3,4
EPM 0,11 0,37 0,38 0,03 0,04 0,28 EPM 0,5 15 17 0,3 0,4 17
Timo - Populagdo CD11b Timo - Populagédo SIGLEC
OVA+SAL OVA+OVA  OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SALOVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVAALO+OVA+INS
0,0732 5,6 32 0,0315 0,0405 3,56 1,23 10,20 10,80 0,06 0,89 2,57
0,0123 5,642 4,56 0,0123 0,0302 4,56 1,38 7,13 5,91 0,68 0,04 3,15
0,01 4,2 6,4 0,022 0,045 6,46 17 9,56 12 0,95 0,9 5,6
0,03 3,4 5,9 0,45 0,056 4,6 15 8.67 13,4 0,05 0,7 4,6
Média 0,031 4,711 5,015 0,129 0,043 4,795 Média 13 8,7 I 8,4 0,4 [ 0,5 I 29
DESPAD | 0,043 0,030 0,962 0,014 0,007 0,707 DESPAD | 0,1 22 7 35 04 " o6 7 o4
EPM 0,03 0,02 0,68 0,01 0,01 0,50 EPM 0,1 1,5 2,5 0,3 0,4 0,3
Populacédo GR1
OVA+SAL OVA+OVA  OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
0,166 0,245 0,0485 1,23 0,711 0,104
0,006 0,0155 0,006 0,0782 0,11 0,0188
Média 0,086 0,13025 0,02725 0,6541 0,4105 0,0614
DESPAD 0,11 0,16 0,03 0,81 0,42 0,06
EPM 0,08 0,12 0,02 0,58 0,30 0,04]
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PULMAO
Populagdo de CD4 Populagédo de TCR
OVA+SAL OVA+OVAOVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
314 39,4 42,2 144 19 254 076 17,80 10,30 0,00 0,14 2,27
29,1 40,9 425 184 184 388 1,22 4,93 2,62 0,02 022 1,83
20,7 41,7 354 15,8 11,2 35 0,419 3,6 2,18 0,23 0,186 1,68
24,5 30,5 39,1 19,4 16,4 40,4 0,319 2,73 1,45 0,328 0,087 1,3
Média 26,4 38,1 39,8 17,0 16,3 34,9 Média 0,68 7,27 4,14 0,15 0,16 1,77
DESPAD 48 52 33 2.3 35 6.7 DESPAD 041 7,08 414 0,16 0,06 0,40
EPM 2,39 2,59 1,66 1,15 1,77 3,36 EPM 0,20 3,54 2,07 0,08 0,03 0,20
Populagéo de CD8 Populagédo de CD19
OVA+SAL OVA+OVAOVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
2,29 15,6 16,3 46 6.8 14,1 112 29,7 33,7 096 0,406 26,3
1,34 147 12,1 77 9.6 12,6 2,03 20,6 20,3 0,424 02 20
43 10,9 13,1 1,3 23 12,8 2,99 17,8 2,7 0,226 042 17
3,4 11,2 7,4 1,0 1,7 11,6 2,88 15,8 27 0,386 0,45 14,7
Média 2.8 13,1 12,2 3,6 5.1 12,8 Média 2.3 21,0 25,9 05 04 195
DESPAD 13 2.4 37 31 38 1,0 DESPAD 0,87 6,14 5,88 0,32 011 5,03
EPM 0,64 1,21 1,83 1,57 1,89 0,51 EPM 0,43 3,07 2,94 0,16 0,06 2,51
Populagdo de NK1.1 Populagédo de CD22
OVA+SAL OVA+OVAOVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
0957 1,87 0,957 0045 00328 3,49 6,51 333 37,7 0,575 1,55 30,2
1 1,59 1,33 0028  0,0435 3,48 7,29 26,1 24,8 0319 0121 23,1
0317 1,83 3,51 014 0,204 3,51 2,5 28,9 21 0,267 0,75 17,8
0,371 1 1,08 021 0,266 2,75 74 23 23 0,272 0,19 10,6
Média 0,66 1,57 1,72 011 0,14 3,31 Média 59 278 26,6 0.4 0.7 20,4
DESPAD 0,37 0,40 1,20 0,09 012 0,37 DESPAD 23 44 75 01 07 83
EPM 018 0,20 0,60 0,04 0,06 0,19 EPM 1,16 2,19 3,77 0,07 0,33 4,14
Pulmé&o - Populagédo CD11b Pulmao - Populagdo SIGLEC
OVA+SAL OVA+OVAOVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
1,93 8,16 6,49 1,65 1,47 3,07 1,93 16 9,54 038 0,505 6,49
2,55 477 16 1,93 1,55 4,94 1,47 7.8 7,37 0,57 0,354 316
2 6 10 1.6 15 52 2,55 9.3 7.8 0.9 0,47 8.4
2.3 6.3 12 17 13 39 2,7 95 8 04 06 57
Média | 22 65 12 18 15 4,0 Média 2,2 10,7 8,2 06 05 59
DESPAD | 044" 2,40 6727 0200 006 1,32 DESPAD ~ 05 | 36 & 11 " o3 T o1 T 27
EPM 0311 1,700 4769 0140 0,040 0,938 EPM 03 2.1 07 0.1 0.0 15

Populagdo GR1
OVA+SALOVA+OVAOVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS

00864 112 142 00694  0,0365 3,49
00053 1,08 1,7 00784 0146 3,73

0,09085 11 1,56 00739 0,09125 2,11

0,08478 15 18 00738 0,134 3,75

Média 0,001 1,00 1,560 0074 0091 3,610
pEspAD [ 0006"  0,028” 0198 0008 0077 0,170

EPM 0,004 0,020 0,140 0,005 0,055 0,120
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MO MO
Populagéo de CD4 Populagédo de NK11
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA/A+OVA+IIALO+SAL ALO+OVA O+OVA+INS
1,37 17,60 15,10 0,39 0,86 4,84 0,66 5,47 5,92 0,00 0,08 25,60
1,25 10,20 8,67 1,00 0,31 5,54 0,10 2,55 2,28 0,00 0,02 0,45
1,11 6,89 7,92 0,54 1,25 5,70 0,94 1,37 1,68 0,00 0,28 0,98
1,39 6,12 5,60 0,37 1,39 3,16 0,96 1,61 2,24 0,04 0,27 578
1,59 5,54 5,03 0,47 1,59 2,07 0,00 3,28 1,44 0,00 0,32 2,45
2,04 6,33 4,84 0,23 1,11 2,84 0,00 0,33 0,75 0,00 0,46 1,87
Média 1,46 8,78 7,86 0,50 1,09 4,03 Média 0,44 2,44 2,39 0,01 0,24 6,19
DESPAD 0,33 4,63 3,88 0,27 0,45 1,53 DESPAD 0,46 1,80 1,82 0,02 0,16 9,69
EPM 0,14 3,30 2,77 0,19 0,32 1,09 EPM 0,19 0,74 0,75 0,01 0,06 3,97
MO
Populagédo de CD8 MO
Populacéo de TCR
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS
1,77 15,70 10,90 0,66 1,51 3,40 OVA+SAL OVA+OVA/A+OVA+IIALO+SAL ALO+OVA O+OVA+INS
1,98 14,50 10,20 0,93 1,12 3,24 1,03 11,40 4,92 0,65 0,54 9,96
1,63 8,74 10,70 0,71 1,32 3,40 0,55 3,65 3,01 0,78 0,12 2,64
2,22 3,45 9,00 0,96 1,21 4,43 1,85 4,13 3,35 0,72 0,43 6,30
1,10 3,11 1,99 0,37 1,17 3,26 1,55 3,71 3,52 0,47 0,24 1,25
1,20 2,51 3,45 1,14 1,91 3,11 1,35 2,58 11,50 0,68 0,85 3,78
Média 1,65 8,00 7,71 0,79 1,37 3,47 2,36 3,64 3,78 0,77 1,06 4,12
DESPAD 0,44 5,95 3,95 0,27 0,30 0,48 Média 1,45 4,85 5,01 0,68 0,54 4,68
EPM 0,18 2,44 1,62 0,11 0,12 0,20 DESPAD 0,63 3,25 3,24 0,11 0,36 3,08
EPM 0,26 1,33 1,33 0,05 0,15 1,26
Populagéo de CD 22
OVA+SAL OVA+OVA/A+OVA+IIALO+SAL ALO+OVA .O+OVA+INS
3,61 56,80 63,90 0,25 1,19 7,87
Populacéo de SIGLEC 3,19 57,50 7,82 0,60 1,59 9,75
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS 6,10 48,80 15,90 0,61 2,20 8,21
1,08 7,15 2,71 0,835 0,918 3,95 6,30 60,90 18,80 0,00 1,10 5,45
0,862 2,48 2,5 0,815 0,941 6,72 4,82 60,80 70,80 1,25 1,07 7,70
0,851 2,09 3,84 0,309 0,733 2,63 4,09 58,40 79,50 0,46 0,14 3,19
1,14 2,13 4,4 1,21 1,7 3,2 Média 4,69 57,20 42,79 0,53 1,22 7,03
Média 1,0 3,5 3,4 0,8 1,1 4,1 DESPAD 1,29 4,45 31,94 0,42 0,68 2,33
DESPAD 0,1 2,5 0,9 0,4 0,4 1,8 EPM 0,53 1,82 13,09 0,17 0,28 0,96
EPM 0,07 1,23 0,45 0,18 0,21 0,91
Populagdo de Cd11lb Populagdo de CD 19
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+INS ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+INS OVA+SAL OVA+OVA/A+OVA+IIALO+SAL ALO+OVA.O+OVA+INS
0,309 6,4 3,9 0,336 0,189 1,32 1,46 53,30 18,80 0,00 0,08 6,19
0,918 2,94 4,8 0,123 0,289 19 1,43 5,34 12,60 0,00 0,00 5,34
0,731 4,32 1,95 0,239 0,336 1,31 0,15 13,60 9,35 0,00 0,82 6,02
0,208 4,7 513 0,187 0,318 1,08 6,14 12,70 66,70 0,00 0,52 8,93
Média 0,5 4,6 3,9 0,2 0,3 1,4 5,34 9,51 49,10 0,00 0,26 9,70
DESPAD 0,3 1,4 1,4 0,1 0,1 0,3 6,18 14,20 6,19 0,00 0,46 9,24
EPM 0,17 0,71 0,71 0,05 0,03 0,17 Média 3,45 18,11 27,12 0,00 0,36 7,57
DESPAD 2,73 17,55 24,83 0,00 0,31 1,92

EPM 1,12 7,19 10,18 0,00 0,13 0,79
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Populacado de SIGLEC

OVA+SAL[OVA+OVA OVA+OVA+INS |ALO+SAL|ALO+OVA| ALO+OVA+INS
3,85 13,7 12,8 1,21 1,58 11,6
3,92 16,7 14 1,64 1,9 9,08
1,64 13,9 11,8 1,48 1,64 7,11
19 11,5 16,5 1,09 1,63 9,84
Média 2,8 14,0 13,8 1,4 1,7 9,4
DESPAD 1,2 2,1 2,0 0,3 0,1 1,9
EPM 0,61 1,07 1,01 0,13 0,07 0,93
Populacao de Cd11lb
OVA+SAL[OVA+OVA OVA+OVA+INS |ALO+SALJALO+OVA| ALO+OVA+INS
1,27 4,35 4,56 0,947 0,335 1,19
0,948 1,56 1,11 0,733 0,58 1,89
0,87 3,46 5,4 0,557 0,655 1,31
0,924 3,48 4,53 0,731 0,716 1,14
Média 1,0 3,2 3,9 0,7 0,6 1,4
DESPAD 0,2 1,2 1,9 0,2 0,2 0,3
EPM 0,09 0,59 0,95 0,08 0,08 0,17




Tabelas A8. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média

Apéndice IX

(EPM) referentes a analise de imunoglobulina

IgE
ova+sal |ovatova |ovatovatilalo+sal [|alotova |alo+ovati
46,19 71,51 112,87 13,29 43,92 66,62
39,60 58,92 67,32 24,47 48,83 81,83
28,28 82,28 82,28 28,28 46,37 136,84
28,33 77,06 64,22 21,16 45,55 95,09
36,99 73,08 60,97 25,36 50,26 86,13
31,22 69,71 73,70 28,14 46,10 97,71
MEDIA 35,10 72,09 76,89 23,45 46,84 94,03
DESPAD 7,13 7,86 19,18 5,63 2,31 23,71
EPM 3,75 4,14 10,10 2,96 1,21 12,48
IgG2a
ovatsal |ovatova |ovatovati|alo+sal alotova [|alotovati
11,53 26,00 24,27 86,28 110,62 68,57
9,71 22,26 32,38 160,28 68,50 60,65
6,65 41,39 32,78 101,21 114,16 80,79
18,50 41,13 37,80 165,21 206,47 67,37
15,23 27,42 34,30 82,88 97,63 75,34
11,15 20,40 33,40 80,10 80,70 60,70
MEDIA 12,13 29,77 32,49 112,66 113,01 68,90
DESPAD 4,18 9,25 4,47 39,50 49,00 8,01
EPM 2,20 4,87 2,35 20,79 25,79 4,21
IgG1
ovatsal |ovatova |ovatovati(alotsal [|alotova |alo+ovati
2,62 77,35 82,11 12,24 17,80 44,41
5,56 30,94 32,19 10,60 27,35 27,22
12,24 52,19 162,92 23,95 27,22 63,16
10,60 85,97 66,08 23,40 24,85 70,53
15,85 84,77 30,79 24,85 18,45 53,27
7,82 87,70 96,40 5,40 7,50 61,10
MEDIA 9,12 69,82 78,42 16,74 20,53 53,28
DESPAD 4,77 23,17 49,06 8,35 7,64 15,58
EPM 1,95 9,49 20,11 3,42 3,13 6,39
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Tabelas A8. Valores individuais, média, desvio padrao (DP) e erro padrdo da média
(EPM) referentes ao Western Blotting

p38- Resultado

OVA+SAL OVA+OVA | OVA+OVA+l | ALO+SAL | ALO+OVA ALO+OVA+
0,58 0,12 0,19 1,69 3,90 0,67
0,23 1,10 0,90 1,39 1,62 0,12
0,76 0,38 0,05 1,21 1,65 0,84
MEDIA 0,52 0,53 0,38 1,43 2,39 0,54
DESPAD 0,27 0,51 0,46 0,24 1,31 0,37
EPM 0,16 0,29 0,26 0,14 0,76 0,22
ERK-1 Resultado
OVA+SAL | OVA+OVA | OVA+OVA+ ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+
2,36 1,65 1,47 0,66 0,99 1,16
1,39 1,05 1,56 0,90 0,67 1,22
2,08 1,95 1,11 0,53 0,70 1,53
MEDIA 1,94 1,55 1,38 0,70 0,79 1,31
DESPAD 0,50 0,46 0,24 0,19 0,18 0,20
EPM 0,29 0,26 0,14 0,11 0,10 0,11
ERK-2 Resultado
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+ ALO+SAL ALO+OVA |ALO+OVA+
0,35 0,47 0,49 0,17 0,07 0,48
0,39 0,38 0,87 0,19 0,09 0,46
0,90 0,71 0,59 0,11 0,05 1,54
MEDIA 0,55 0,52 0,65 0,16 0,07 0,83
DESPAD 0,31 0,17 0,20 0,04 0,02 0,62
EPM 0,18 0,10 0,12 0,02 0,01 0,36
JNK Resultados
OVA+SAL OVA+OVA OVA+OVA+ ALO+SAL ALO+OVA ALO+OVA+
0,022 0,222 0,311 0,080 0,012 0,405
0,132 0,339 0,307 0,072 0,168 0,407
0,007 0,047 0,014 0,011 0,018 0,529
MEDIA 0,05 0,20 0,21 0,05 0,07 0,45
DESVPAD 0,07 0,15 0,17 0,04 0,09 0,07
EPM 0,04 0,08 0,10 0,02 0,05 0,04
STAT-3 Resultado
OVA+SAL | OVA+OVA | OVA+OVA+l | ALO+SAL ALO+OVA | ALO+OVA+
0,77 1,47 1,76 0,06 0,58 1,15
0,28 1,36 1,79 0,08 0,10 0,99
0,51 1,30 1,79 0,19 0,39 1,19
MEDIA 0,52 1,38 1,78 0,11 0,36 1,11
DESPAD 0,25 0,09 0,01 0,07 0,24 0,11
EPM 0,14 0,05 0,01 0,04 0,14 0,06
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pPSTAT6 - Resultado
OVA+SAL| OVA+OVA | OVA+OVAH+H ALO+SAL ALO+OVA |ALO+OVAH+|
0,02 0,34 0,40 0,00 0,00 0,00
0,02 0,11 0,12 0,00 0,00 0,00
MEDIA 0,02 0,23 0,26 0,00 0,00 0,00
DESPAD 0,00 0,16 0,20 0,00 0,00 0,00
EPM 0,00 0,09 0,12 0,00 0,00 0,00
Membranas Western Blotting
P38 + B-actina
P38 B-actina
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ERK + GAPDH

GAPDH

ERK
| - -
| - -
| - -
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Stat3 + B-actina

Stat 3 B-actina
| -
| -
| -
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JNK + B-actina
JNK B-actina
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pSTAT6 + B-actina
pSTAT6 B-actina




