UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de P6s-Graduacdo em Farmacia

Area de Andlises Clinicas

Papel da insulina na vigéncia da peritonite decorrente da infeccéao por

Staphylococcus aureus em animais diabéticos e sadios

Paula Regina Knox de Souza

Verséo corrigida da Tese conforme Resolucdo CoPGr 6018.
O original encontra-se disponivel no Servi¢o de P6s Graduacao da FCF/USP

Tese para obtencao do grau de
DOUTOR

Orientador:

Prof. Dr. Joilson de Oliveira Martins

SAO PAULO
2015



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de P6s-Graduacdo em Farmacia

Area de Andlises Clinicas

Papel da insulina na vigéncia da peritonite decorrente da infeccao por

Staphylococcus aureus em animais diabéticos e sadios

Paula Regina Knox de Souza

Tese para obtencao do grau de
DOUTOR

Orientador:

Prof. Dr. Joilson de Oliveira Martins

SAO PAULO
2015



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo do Conjunto das Quimicas da USP.

Souza. Paula Regina Knox de
S729m Papel da insulina na vigéncia da peritonite decorrente da
infeccdo por Staphylococcus aureus em animais diabéticos e
sadios / Paula Regina Knox de Souza. -- Séo Paulo, 2015.
161p.

Tese (doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Analises Clinicas
e Toxicoldgicas.

Orientador: Martins, Joilson de Oliveira

1. Imunopatologia : Medicina 2. Diabetes mellifus
3. Staphylococcus I. T. II. Martins. Joilson de Oliveira,
orientador.

616.079 CDD




Paula Regina Knox de Souza

Papel da insulina na vigéncia da peritonite decorrente da infecg&o por

Staphylococcus aureus em animais diabéticos e sadios

Verséao original

Comisséo Julgadora
da
Tese para obtencao do grau de Doutor

Prof. Dr. Joilson de Oliveira Martins

orientador/presidente

Prof. Dr. Jorge Luiz Freire Pinto

1°. examinador

Prof. Dra. Luciana Chagas Caperuto

2°. examinadora

Profa. Dra. Carla Maximo Prado

3°. examinadora

Prof. Dr. Heraldo Possolo de Souza

4°, examinador

Sao Paulo, 14 de setembro de 2015.



DEDICATORIA

A meu marido Fabiano, pelo amor, pelo carinho, pelo companheirismo, pelo estimulo, pela
paciéncia, essenciais durante todos esses anos.

A meus pais, Celina e Guy, que me proporcionaram as estruturas pessoal e educacional que
me trouxeram até aqui.

A minha irm&, Maura, que sempre me defendeu e torceu por mim.

As minhas tias, mulheres incriveis, que sempre comemoraram minhas conquistas: Ana,
Cidinha, Gilda, Lia e Marisa.

A meus primos queridos: Ana Carolina, Amanda e André pelos momentos incriveis que
passamos juntos.

As minhas avos, Anita e Maria, que mesmo néo estando mais entre nds, com certeza est&o
comemorando esta grande vitoria: a formacgao da primeira Doutora da familia.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Joilson de Oliveira Martins pela oportunidade.

A Profa. Dra. Elsa Masae Mamizuka pelo grande apoio e pela colaboracdo para a realizacdo
deste trabalho cientifico.

Ao Prof. Dr. Jose Walber Miranda Costa Cruz do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de S&o Paulo pela ajuda essencial

Aos amigos Felipe Casagrande, Fernanda Nunes, Mariana Cristina e Sabrina Ferreira pela
amizade e pelo apoio na realizagdo de todas as etapas que compuseram este trabalho.

Aos colegas de Laboratério Eduardo Nolasco, Fernando Tessaro, Isis Fieri e Leonardo
Mendes pelo apoio.

A todos os colegas, professores e funcionarios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP pelo apoio.



“Sou dagueles gue pensam que a ciéncia tem grande beleza. Um sabio em
seu laboratorio ndo € apenas um teorico. E também uma crianga colocada
frente a fendbmenos naturais que lhe impressionam como um conto de
fadas.”

Marie Curie



O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), da Fundacao de Amparo a

Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP - Projetos: 2010/02272-0 e 2014/05214-
1).



RESUMO

KNOX-DE-SOUZA, P.R. Papel da insulina na vigéncia da peritonite decorrente
da infeccdo por Staphylococcus aureus em animais diabéticos e sadios. 161f.
Defesa (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2015.

A nefropatia diabética € uma doenca crbnica caracterizada por faléncia renal, que
torna necessaria a hemodidlise. A didlise peritoneal € uma alternativa para a
hemodialise, porém causa peritonite e morte, principalmente devido a infecgcdo com
Staphylococcus aureus, especialmente em pacientes imunodeprimidos, como
pacientes diabéticos. Nossa hipotese é que a insulina possa modular a peritonite
causada por S. aureus. Para tanto, investigamos sua intervenc¢éo, apos a inducao de
diabetes mellitus, na infeccdo peritoneal por cepas diferentes de S. aureus,
analisando os mecanismos moleculares (producao/liberacdo de citocinas, expressao
de moléculas de adesdo) e a atividade microbicida dos macrofagos peritoneais
envolvidos. Ratos Wistar, machos, diabéticos (aloxana, 42 mg/kg, i.v., 10 dias) e
respectivos controles (salina, i.v.) foram submetidos a injecdo intraperitoneal de uma
suspensdo de S. aureus (5x10° CFU/mL) ou volume equivalente de PBS estéril. Os
animais foram submetidos a dois tratamentos com insulina NPH: 1) dose Unica (1Ul
e 4Ul respectivamente, controle e diabético), administrada por via subcutanea; ou, 2)
com 4 doses sendo a primeira administrada 2 horas antes da infec¢éo, seguida de
metade desta dose as 17 horas e no mesmo horario pelos proximos 2 dias (dose
inicial 4Ul e 1UI, grupo diabético e grupo controle, respectivamente), passadas 16
horas da Ultima dose de insulina, a glicemia foi determinada e, em seguida, foi
realizada eutanasia e coleta de amostras. Avaliamos: a) numero de células no
lavado peritoneal (LPe), leucograma e glicemia (monitor de glicose); b) niveis séricos
de corticosterona e insulina (ELISA); c) concentragfes de citocinas (IL-1p, TNF-a, IL-
6, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12) e quimiocinas (CINC-1, CINC-2, CINC-3) no
sobrenadante do LPe (ELISA); d) expressdo de moléculas de adesao (P-selectina,
PECAM-1, ICAM-1) no endotélio vascular (imunoistoquimica); e) atividade
microbicida. Apdés a infeccdo com a cepa ATCC 25923, comparados aos nhao

infectados, ratos diabéticos apresentaram aumento no numero de leucocitos (350%)



e nas concentragdes de CINC-1 (1900%), IL-1B (1300%), IFN-y (280%), IL-4 (800%).
O tratamento destes animais com dose Unica de insulina diminuiu as concentracfes
de CINC-1 (17%) e IFN-y (30%) e o leucadcitos (55%); e aumentou a concentracao de
IL-4 (260%); enquanto o tratamento com 4 doses diminuiu o nimero de leucécitos
(82%) e as concentragOes de CINC-1 (96%) e CINC-2 (45%); e, aumentou as
concentragbes de TNF-a (270%), IFN-y (220%), IL-1B (42%), IL-6 (760%) e a
expressdo de ICAM-1 (1360%); enquanto as concentracdes de CINC-3, IL-10 e IL-
12 nédo foram alteradas pelos tratamentos com insulina. Apds a infeccdo com a cepa
N315 HLA+, comparados aos nao infectados, ratos diabéticos apresentaram
aumento do numero de leucécitos (200%), nas concentracdes de CINC-1 (1000%),
IL-4 (860%), IFN-y (200%) e na expressdo de PECAM-1 (800%) e diminuicdo de
CINC-2 (92%). O tratamento destes animais com dose Unica de insulina diminuiu a
concentracdo de CINC-1 (85%); e aumentou a concentracdo de CINC-2 (2030%), IL-
18 (370%) e IL-4 (250%); enquanto o tratamento com 4 doses diminuiu a
concentracdo de CINC-1 (92%); e, aumentou numero de leucdcitos (66%), as
concentragdes de CINC-2 (100%), IL-1B (490%), IL-6 (1870%) e IFN-y (330%), e 0s
outros parametros nédo foram modificados pelos diferentes tratamentos com insulina.
Estes dados sugerem que a insulina possa modular a peritonite induzida por cepas
diferentes de S. aureus, controlando pelo menos em parte, o infiltrado inflamatério, a
produgdo das citocinas CINC-1, CINC-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-o e IL-1fB; e,
consequentemente a expressao P-selectina e PECAM-1 no endotélio vascular do

mesentério.

Palavras chave: Infeccdo, quimiocinas, citocinas, moléculas de adeséo

Apoio Financeiro: CAPES, CNPq, FAPESP (2010/02272-0 e 2014/05214-1).



ABSTRACT

KNOX-DE-SOUZA, P.R. Insulin role in peritonitis presence due to
Staphylococcus aureus infection in diabetic and healthy animals. 161f. Defesa
(Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2015.

Diabetic nephropathy is a chronic disease characterized by kidney failure, so
hemodialysis is necessary. Peritoneal dialysis is an alternative to hemodialysis, but
causes peritonitis and death primarily due to infection by Staphylococcus aureus,
especially in immunocompromised patients, such as diabetics. Our hypothesis is that
insulin can modulate peritonitis caused by S. aureus, therefore, we investigated its
action, after diabetes induction, in peritoneal infection with different S. aureus strains,
analyzing the molecular mechanisms (cytokines production/release, adhesion
molecules expression) and the microbicidal activity of peritoneal macrophages
involved. Wistar male diabetic (alloxan, 42 mg/kg, iv, 10 days) and their respective
controls (saline,iv) were subjected to intraperitoneal injection of S. aureus suspension
(5x10°CFU/mL) or an equivalent volume of PBS sterile. Animals were submitted to
two treatments with NPH insulin administered subcutaneously : single dose (11U and
41U respectively , control and diabetic) 8 hours prior to euthanasia ; or 4 doses : first
dose 2 hours before infection (41U and 11U , diabetic and control group, respectively),
then half this dose of 17 pm and in the same time for the next 2 days, after 16 hours
of the last dose, blood glucose was determined, and then it was carried out
euthanasia and sampling. We evaluated: a) number of cells in peritoneal wash (PW),
white blood cell count and blood sugar (glucose monitor) ; b) serum insulin and
corticosterone (ELISA); c) concentrations of cytokines (IL-1B, TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-
4, IL-10, IL-12) and chemokines (CINC -1, CINC-2, CINC-3 ) in supernatant of the
SBA assay (ELISA); d) expression of adhesion molecules (P- selectin, ICAM-1,
PECAM-1) in vascular endothelium ( immunohistochemistry); e) microbicidal activity.
After infection with ATCC 25923 strain, compared to uninfected, diabetic rats showed
an increase in leukocytes number (350%) and in concentrations of CINC-1 (1900%),
IL-1B (1300%), IFN-y (280%), IL-4 (800%). Treatment of these animals with a single

dose of insulin decreased concentrations of CINC-1 (17%) and IFN-y (30%) and



leukocytes number (55%); and increased IL-4 concentrations (260%); while
treatment with 4 doses decreased leukocytes number (82%) and concentrations of
CINC-1 (96%) and CINC-2 (45%); and increased concentrations of TNF-a (270%),
IFN-y (220%), IL-1B (42%), IL-6 (760%) and expression of ICAM-1 (1360%); while
the concentrations of CINC-3, IL-10 and IL-12 were not affected by treatments with
insulin. After infection with N315 HLA+ strain, compared to uninfected, diabetic rats
showed an increase in leukocytes (200%), concentrations of CINC-1 (1000%), IL-4
(860%), IFN-y (200%) and in the expression of PECAM-1 (800%); and CINC-2
decrease (92%). Treatment of these animals with a single dose of insulin decreased
the concentration of CINC-1 (85%); and increased concentrations of CINC-2
(2030%), IL-1B (370%) and IL-4 (250%); while treatment with 4 doses decreased the
concentration of CINC-1 (92%); and increased leukocytes number (66%),
concentrations of CINC-2 (100%), IL-1B (490%), IL-6 (1870%) and IFN-y (330%), and
other parameters were not modified by treatments with insulin. These results suggest
that both S. aureus strains activate differently the innate response during peritonitis,

and insulin was not always able to modulate this response.

Key words: Infecction, chemokines, cytokines, adhesion mollecules
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1. INTRODUCAO

1.1. Diabetes mellitus no mundo

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas complexas, cronicas e que
necessita de cuidados meédicos continuos para a reducao de riscos multifatoriais e
para o controle glicémico. Estas doencas sdo heterogéneas e apresentam em
comum, a hiperglicemia, que pode ser causada por defeitos tanto na acao quanto na
secrecdo de insulina (American Diabetes Association - ADA, 2014).

Em 2013, segundo estimativas da Internacional Diabetes Federation (IDF),
8,35% dos adultos do mundo todo, aproximadamente 382 milhdes de pessoas,
viviam com DM, sendo que, 46% destes ndo eram diagnosticadas. Enquanto, neste
mesmo periodo, na América Latina existiam 24 milhdes de pessoas diabéticas,
sendo que aproximadamente 25% das pessoas n&o eram diagnosticadas
(GUARIGUATA et al., 2014).

Por outro lado, proje¢es do IDF afirmam que, em 2035, havera um aumento
de 55% numero de pessoas entre 20 e 79 anos com diabetes, em relacdo a 2013,
sendo que os maiores aumentos acontecerdo na Africa, Oriente Médio, América
Central e do Sul (GUARIGUATA et al., 2014).

Além disso, ha um aumento na estimativa do nimero de pacientes diabéticos
no Brasil, uma vez que em 2012 estimava-se, que a prevaléncia de DM no pais
estivesse em torno de 8% na populacdo com idade entre 30 e 69 anos (DIAS,
CAMPOS, 2012).

O DM pode ser classificado em quatro categorias clinicas: diabetes mellitus
tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes gestacional e outros tipos de
causa identificavel e caracteristicas variadas, como, por exemplo, defeitos genéticos
na funcdo de células B, defeitos genéticos na acdo de insulina e doengas induzidas
por medicamentos (ADA, 2014). O aumento no numero de pacientes diabéticos é
devido tanto ao numero de pacientes com DM1, quanto ao niamero de pacientes
com DM2 e de gestantes que apresentaram intolerancia a glicose durante gestacéo
(IMAYAMA et al.,, 2011; ADA, 2014; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES -
SBD, 2014-2015). Estima-se que somente em 2013, 21 milhdes de mulheres
apresentaram hiperglicemia durante a gestagdo, o que corresponde a 17% dos
nascimentos vivos (GUARIGUATA et al., 2014).
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O DM1 e o DM2 apresentam algumas caracteristicas em comum, como, por
exemplo, altos niveis de glicose no sangue e disturbios no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos, que levam a varias complicacdes a saude dos
pacientes. Estes sdo diagnosticados quando ha presenca de seus sinais clinicos
classicos: polidipsia, polifagia e poliuria; resultado da hiperglicemia que é causada
pela baixa funcionalidade da insulina. E importante notar é considerado
hiperglicémico, o paciente que apresenta glicemia de jejum igual ou superior a
126mg/dL (SBD, 2014-2015).

O DM1 é uma doenca autoimune desencadeada por fatores ambientais, que
acontece em individuos geneticamente suscetiveis, em que ha a destruicdo seletiva
das células-beta pancreaticas, devido a um infiltrado de linfécitos T nas ilhotas de
Langerhans, o que gera suspensédo da producéo de insulina, tornando os pacientes
insulinodependentes (WILLCOX, et al, 2009; VAN BELLE et al., 2011). Enquanto,
DM2 é mais frequente apos envelhecimento e em pacientes que apresentam
obesidade, sendo resultado da resisténcia a insulina produzida pelas células-beta
pancreaticas (ADA, 2014; VAN BELLE et al., 2011).

1.2. Diabetes mellitus e resposta imune

A inflamacé@o é caracterizada por eventos vasculares, linfaticos e celulares
gue levam ao extravasamento de proteinas plasmaticas para o tecido intersticial,
permitindo marginacao leucocitaria e a migracdo de leucdcitos para o espaco extra
vascular (KVIETYS, GRANGER, 2012).

O recrutamento dos leucdcitos do sangue para o tecido ocorre devido a
expressdo de diversas familias de moléculas de adesdo, tanto na superficie
endotelial quanto na superficie leucocitaria, como, por exemplo, selectinas,
integrinas e moléculas pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas (MULLER,
2009). Além disso, o processo inflamatorio acontece gracas a acdo de mediadores
guimicos e de citocinas que podem apresentar carater pré6 e anti-inflamatorio
(BENSINGER, TONTONOZ, 2008).

As citocinas regulam a amplitude e duragdo da resposta inflamatoria, séo

produzidas por diversos tipos de células e apresentam varias funcbes durante o
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processo inflamatorio, incluindo a ativacdo do endotélio e leucdcitos e inducdo de
resposta na fase aguda (GREGHI, 2011).

Assim, o fator de necrose tumoral (TNF)-a € uma citocina pré-inflamatoria,
que pode modular a permeabilidade vascular, além de atuar na diferenciacgéo,
proliferagcdo e ativagdo celular. Enquanto, as interleucinas (IL)-1a, IL-18 e IL-6
induzem a sintese e secrecao de proteinas da fase aguda e atuam sobre o endotélio
aumentando a expressdo de moléculas de adeséao; IL-4 é importante na expansao
clonal de células B, na producdo de anticorpos, na proliferacdo de células T e na
inducao de células T helper (Th) 2. Por outro lado, IL-10 é uma potente citocina anti-
inflamatoria, que apresenta como principal papel a supresséo da resposta imune e
inflamatoria (OLIVEIRA et al, 2011), enquanto, fator transformador de crescimento
(TGF)-B, também €& um agente anti-inflamatério, que atua como regulador de
crescimento e diferenciagdo celular (PEREIRA, MARTINS, 2010).

A inflamacdo aguda também € caracterizada pela presenca de células
polimorfonucleares (PMN), principalmente neutrofilos que realizam a fagocitose com
posterior destruicdo das particulas estranhas presentes no tecido. E importante
destacar a importancia da ativacao e diferenciacao de linfécitos Th na resolucédo da
resposta inflamatoria, uma vez que dependendo de qual de suas subpopulacbes é
estimulada, ocorre producdo de um rol de citocinas especifico que pode ser pro-
inflamatdério ou anti-inflamatoério (RANKIN, 2004).

Evidéncias sugerem que em pacientes com DM ocorre baixa interagéo
leucdcito-endotélio, baixa expressdo de molécula de adesao intracelular (ICAM)-1,
baixos niveis de TNF-a e IL-1B e reduzida migracdo de fagodcitos para o foco
inflamatorio, levando ao aumento da suscetibilidade a infeccbes, uma vez que isto
dificulta a eliminagdo de microrganismos presentes no tecidos (ANJOS-VALOTA et
al., 2006; DE OLIVEIRA MARTINS et al., 2006; DELAMAIRE et al., 1997). Sendo um
dos motivos pelos quais, pacientes com DM apresentam maior risco de infec¢des
que afetam mucosas e tecidos moles, tratos urinario e respiratério e infecgbes
nosocomiais (JOSHI et al., 1999; PELEG et al., 2006).

Além disso, fagocitos de animais diabéticos apresentam capacidade fagocitica
e microbicida reduzidas, enquanto neutrofilos de ratos diabéticos possuem atividade
fagocitica sobre Candida albicans diminuida (PANNEERSELVAM, GOVINDASAMY,
2003). A baixa fagocitose de particulas de zymosan e a baixa producéo de peroxido

de hidrogénio apos estimulo de acetato miristato de forbol (PMA) por neutrofilos de
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ratos diabéticos podem ser restauradas por dose Unica de insulina mesmo sem a
normalizacdo da glicemia (ALBA-LOUREIRO et al, 2006). Enquanto, macréfagos
peritoneais de ratos diabéticos apresentam baixa capacidade fagocitica sobre
particulas de zymosan e baixa producao de peréxido de hidrogénio, que podem ser
revertidas pela adicdo de insulina na cultura destas células (COSTA-ROSA et al,
1996).

Este aumento na suscetibilidade a infeccbes pode ser explicado também pela
diminuicdo da infiltragdo neutrofilica na cavidade pleural inflamada apresentada
pelos ratos diabéticos em comparacdo aos ndo diabéticos (PEREIRA et al, 1987);
esta reducdo na migracdo de neutrofilos € acompanhada por uma menor liberacao,
producdo e transcricdo génica das citocinas IL-13, TNF-a e IL-10 (DE OLIVEIRA
MARTINS et al., 2006; MARTINS et al., 2009, revisto por SUNAHARA et al., 2012;
SUNAHARA, MARTINS, 2012).

1.3. Diabetes mellitus e suas complicacdes

O DM ¢é relacionado a efeitos deletérios na qualidade de vida dos pacientes
(IMAYAMA et al., 2011), pois € acompanhado de complicacdes microvasculares
levando a disfuncdo de mdultiplos érgdos (MOUTZOURI et al., 2008). Sendo assim,
pacientes com DM podem desenvolver varias complicacdes como, por exemplo,
doenca cerebrovascular, retinopatia, infecgbes orais recorrentes, doenca cardiaca
coronariana, neuropatia periférica, doenca periférica vascular, ulceracdo em
membros inferiores e nefropatia (GUARIGUATA et al., 2014; SBD, 2014-2015).

Apesar das doencas cardiovasculares serem a principal causa de morte de
pessoas com diabetes (GUARIGUATA et al., 2014), a nefropatia diabética é a
principal complicagéo progressiva da DM e pode evoluir para uma doencga cronica
renal que leva a alta mortalidade (ZHANG et al., 2012; SLEE, 2012).

A Insuficiéncia Renal, uma sindrome clinica em que h& diminuicdo da funcao
renal com acumulo de metabdlitos e eletrdlitos no organismo, pode ser subdividida
em insuficiéncia renal aguda e insuficiéncia renal crénica, de acordo com o tempo de
desenvolvimento da doenca (CERQUEIRA et al, 2014). Pode-se considerar que ha
uma epidemia da doenca renal crénica acontecendo no mundo todo, 0 que gera uma

sobrecarga social e econémica. Pesquisas feitas em varios paises demonstram que
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0 numero de pacientes com doenca renal cronica terminal esta crescendo e que o
maior potencial de crescimento encontra-se nos paises em desenvolvimento, onde a
nefropatia diabética € uma das principais causas junto com hipertensdo e
glomerulonefrite crénica (LUGON, 2009).

A nefropatia diabética, caracterizada pela presenca de microalbuminuria,
ocorre em aproximadamente 20% a 30% dos pacientes com DM1, geralmente 15
anos apos o diagnostico; alguns destes progridem para macroalbuminuria,
denominada de nefropatia declarada, e posteriormente, uma parte destes pacientes
evolue para doenca renal cronica terminal, que determina a realizacéo de terapia de
substituicdo renal, como hemodidlise e dialise peritoneal, a fim de previnir a morte
por uremia, melhorando a expectativa de vida dos pacientes. A escolha da dialise
utiizada em pacientes diabéticos é influenciada por véarios fatores, como
conveniéncia, presenca de comorbidades, capacidade de tolerar mudancas de
volume, risco e histérico de infeccéo, possibilidade de realizacdo de acesso vascular
periférico para HD e abdominal para PD. Geralmente, pacientes diabéticos de
terceira idade sdo mais susceptiveis a problemas em vasos sanguineos periféricos,
o que limita utilizacdo de HD, uma vez que esta necessita da manutencdo de uma
fistula arteriovenosa. Além disso, muitos de pacientes diabéticos apresentam
episddios de hipotensdo durante HD, gerando abandono desta técnica
(GHADERIAN et al., 2015).

No Brasil, segundo dados do Censo Brasileiro de Dialise Cronica, realizado
pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, as taxas de prevaléncia e de incidéncia
estimadas para doenca renal crénica em tratamento por dialise aumentaram em
relacdo a 2011, assim, em 2012, a taxa de prevaléncia era de 503 e de incidéncia
era de 177 pacientes por milhdo de populacdo. Além disso, DM é a segunda
principal doenca causadora de doenca renal cronica terminal que leva a realizagédo
de procedimento de dialise (SESSO et al, 2014).

Varios estudos tém comprovado que o inicio precoce do procedimento de
didlise pode aumentar a sobrevida do paciente e sua qualidade de vida, assim como,
pode diminuir as complicacBes crbnicas relacionadas a faléncia renal; por este
motivo, a didlise tem sido cada vez mais utilizada como uma terapia renal
substitutiva (TRS) (COOPER et al., 2010).

Apesar do avanco das TRSs, conhecidas como dialises, a mortalidade e a

morbidade dos pacientes que realizam este tipo de procedimento continuam altas.
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Existem dois tipos de didlise: a hemodidlise e a dialise peritoneal (DP), e cada uma
delas apresenta vantagens e desvantagens. Estudos comprovam que a escolha da
técnica usada para a realizacdo da didlise deve considerar a opinido do paciente,
uma vez que a aderéncia ao tratamento e a qualidade de vida sdo melhores se o
paciente tiver oportunidade de escolha (SA, 2011).

Além do tipo de acesso, sanguineo ou peritoneal, a principal diferenca entre
as TRSs € o procedimento realizado (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION - NKF,
2013).

Para a realizacdo de hemodidlise é necessario realizar uma cirurgia vascular
para gerar uma fistula, mesmo assim em alguns pacientes € necessaria a instalacao
de cateter de curta ou longa permanéncia. Esta técnica deve ser realizada em
clinicas especializadas e hospitais, geralmente 3 vezes por semana, em sessodes de
aproximadamente 4 horas, uma vez que é dependente de equipamentos, que filtram
o0 sangue de maneira artificial por meio de uma membrana semipermeavel; os
dialisadores chegam a operar em até trés turnos, uma vez que apresentam
capacidade de atendimento de um Unico paciente por vez a fim de realizar o
processo de filtracdo e depuracdo sanguinea de substancias como ureia, creatinina,
potassio e sodio (NKF, 2013).

Por ser uma terapia intermitente, a hemodialise leva a picos e decaimentos da
concentracdo de alguns solutos durante a semana, como, por exemplo, potassio e
sédio, o que pode levar a hipotensdo e agravamento de faléncia cardiaca e de
neuropatia cardiovascular (KOC et al., 2012). Por este motivo, a DP foi introduzida,
em 1960, como uma alternativa viavel para substitui-la (ALWAKEEL et al.,2011) e
passou a ser um dos principais tratamentos para pacientes que apresentam faléncia
renal (LOBO et al., 2010).

A DP pode ser realizada em ambiente domiciliar, para tanto € necessario
implantar no paciente um cateter abdominal para garantir acesso ao peritbnio, por
onde é feita a infusdo de uma solugéo de glicose que age como agente osmotico. A
retirada de agua e solutos ocorre devido ao contato desta solucao de dialise com a
microcirculacdo peritoneal. A filtracdo acontece devido a alta vascularizacdo da
membrana peritoneal, e neste caso ela é lenta e gradual, impedindo que ocorram
episodios de hipotensdo uma vez que é uma terapia constante em que ndo ha

modificacdo da concentracéo de solutos (NKF, 2013).
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Estudos comprovam que no inicio do tratamento, até os trés primeiros anos, a
DP é mais vantajosa para o paciente do que hemodialise, mas que depois deste
periodo a hemodialise melhora a qualidade de vida dos pacientes, pois diminui a
chance de desenvolvimento de problemas como, por exemplo, faléncia da ultra
filtracdo, dialise insuficiente e peritonite (KIM, 2008; KOC et al, 2012).

Apesar das inovacgdes tecnoldgicas, como, por exemplo, desenvolvimento de
Nnovos equipamentos e cateteres para a realizacao de DP, treinamento especializado
de profissionais de saude e programas de promocao de educagdo ao paciente, que
diminuiram a ocorréncia de infeccdo nas ultimas duas décadas; a peritonite ainda
representa um dos principais motivos de hospitalizacdo e de abandono de DP
(DAVENPORT, 2009; TOBUDIC et al, 2011; SAITO et al., 2010).

1.4. Peritonite e Staphylococcus aureus

A peritonite é principal causa de morte em pacientes tratados por DP no
mundo todo, sendo associada a 66% de aumento do risco de morte por infec¢des
fungicas e bacterianas (GOVINDARAJULU et al., 2010).

Os principais causadores de peritonite em pacientes submetidos a DP sao as
bactérias Gram-positivas, especialmente os estafilococos coagulase-negativos.
Apesar do Staphylococcus aureus (S. aureus), causar menos casos de peritonite,
ele é geralmente associado com manifestacdes mais graves, gerando alto risco de
hospitalizacdo, remocdo do cateter e morte (ZIMMERMAN et al., 1988;
GOVINDARAJULU et al., 2010; PIRAINO, 2010, GIAROLA et al., 2012; HANKE,
KIELIAN, 2012, DOTIS et al, 2012; SINANGIL et al, 2013)), principalmente em
alguns paises da América Latina, particularmente no Brasil (BARRETTI, 2012). A
contaminacdo de cateteres peritoneais por S. aureus pode acontecer devido a
internacdo do paciente em ambiente hospitalar, onde a disseminagdo da bactéria
pode acontecer por via direta, por meio das maos dos profissionais de saude
colonizados, e por via indireta, através do meio ambiente (OLSEN et al., 2013).

A bacteremia por S. aureus relacionada a cateter pode persistir e
complicagbes podem desenvolver-se durante o tratamento, caso o cateter infectado
nao seja removido ou, caso o inicio do tratamento seja adiado (PARK et al, 2012).

Por este motivo, S. aureus é um dos principias causadores de bacteremia em
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pacientes hospitalizados em unidades de terapia intensiva, principalmente por cepas
de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) (PRICE et al., 2010; VANDERKOOI et
al., 2011).

Isto acontece, pois S. aureus esta presente na microbiota nasal de
aproximadamente 20% dos adultos saudaveis, o que faz com que haja grande risco
de sua disseminacdo em ambiente hospitalar (OLSEN et al., 2012; WARREN, 2012;
DIAWARA et al, 2014; JOHNSON et al, 2014). Devido a sua alta prevaléncia como
microbiota nasal, S. aureus esta relacionado a peritonite e a infeccdo no local de
acesso do cateter em pacientes portadores nasais, principalmente devido a
formacao de biofilme, o que pode demonstrar contaminacao por cepas presentes na
pele, na mucosa nasal ou no ambiente hospitalar (DAVIES et al., 1989; ANNIGERI
et al., 2001; SEGAL, MESSANA, 2013).

Evidéncias sugerem que a producdo e secrecdo de IL-17 € essencial para
uma defesa efetiva contra infecgbes cutaneas causadas por S. aureus (CHO et al,
2010), que pacientes com DM1 apresentam colonizagdo nasal por S. aureus mais
frequente do que pacientes nao-diabéticos (RICH, LEE, 2005), e que pacientes que
apresentam superinfeccdo cutanea por S. aureus produzem perfil de citocinas Th2,
ou seja, com a producédo de IL-4, IL-13 e IL-10, e consequentemente, diminuicdo de
peptideos antimicrobianos (CHO et al., 2010), devido a capacidade do
peptideoglicano presente na parede celular da bactéria induzir o desenvolvimento de
células Th2 (MATSUI, NISHIKAWA, 2012).

Normalmente, as células T mediariam a eliminacdo de S. aureus presente na
mucosa nasal por meio de uma resposta T helper (Th) 17, facilitada por IL-17A e
associada a migracao de neutrofilos. Estudos sugerem que supressao de sinais pré-
inflamatorios locais, facilitaria uma colonizacdo persistente e transformaria o
individuo em portador nasal (BROWN et al, 2014). Assim, durante a colonizagédo
nasal, S. aureus produz fator clumping B (CIfB) que se liga a loricrina presente na
mucosa nasal, favorecendo a adesao bacteriana (SCHAFFER et al, 2006).

Além disso, a bactéria inibe a producéo de peptideos antimicrobianos (AMPS),
como, por exemplo, defensina humana -3 (hpD-3), dificultando a resposta
imunoldgica e facilitando a microinvasdo da mucosa nasal (ZANGER et al., 2010);
engquanto, as células apresentadoras de antigenos (APC) secretam IL-10, ativando
linfécitos T regulatérios (Treg), suprimindo a resposta imunoldgica, e, portanto,

permitindo colonizacao persistente (BROWN et al, 2014) (Figural).
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Figura 1. Modelo de imunomodulagéo resultante de colonizac¢éo, persistente e ndo persistente,
das narinas por Staphylococcus aureus. (A) Colonizacdo: O epitélio nasal de individuos
portadores de Staphylococcus aureus (S.aureus) favorece a colonizagdo devido a concentracdo de
ligantes como o Fator clumping B (CIfB), que se liga a loricrina presente na camada epitelial
gueratinizada das narinas, garantindo fixacdo bacteriana. Além disso, a bactéria leva a reducdo na
concentracdo de peptideos antimicrobianos (AMPS), principalmente, Defensina humana B-3 (hBD-3),
peptideo anti-estafilocécico nas secregdes nasais, dificultando a resposta imunolégica. A interagao
entre células apresentadoras de antigenos (APC) locais e S. aureus pode gerar producdo de
interleucina (IL) 10 ativando linfocitos T regulatérios (Treg) e inibe linfécitos T helper (Th) 1 e Th17,
resultando em supressdo da resposta pré-inflamatéria, permitindo colonizagédo persistente.(B) Nao-
colonizagdo: A secrecdo nasal apresenta niveis elevados de hBD-3 e AMPs, assim apo0s a
fagocitose as APCs produzem IL-1B e outros estimulos pré-inflamatérios que inibem linfécitos Treg e
podem estimular linfécitos Thl e Thl7, a secretar IL-17, que atua sobre fagécitos, facilitando a
eliminagdo bacteriana. (BROWN et al, 2014, modificado).

Enquanto, pacientes que ndo sdo portadores nasais, sdo capazes de produzir
altas concentracdes de hBD-3, pois suas APCs secretam IL-13 e outras citocinas
pro-inflamatorias ativando Thl e Th1l7, que secretam IL-17, estimulando a fagocitose
e, consequentemente, a eliminacdo das bactérias pelos neutréfilos (ISHIGAME et al,
2009; FRODERMANN et al, 2011).

A presenca de microbiota nasal interfere na capacidade do S. aureus fixar-se
na mucosa, por exemplo, a presenca de Corynebacterium spp inibe a colonizagao

ao competir por nutrientes, enquanto, a presenca de Staphylococcus epidermidis



31

induz a expressdao de hpD-3 e hpD-2, levando a destruicdo da bactéria
(JOHANNESSEN et al., 2012).

Além da colonizacdo nasal, outros fatores favorecem o desenvolvimento da
peritonite causada por S. aureus, entre eles a atuacdo da membrana peritoneal,
durante o procedimento de dialise como um sitio imunocomprometido e a formacao
de um biofilme bacteriano no cateter (GIRARD et al., 2010; DAVIES, 2011,
COSTERTON, 1995; SADOWSKA et al, 2013). Biofilme bacteriano € uma
comunidade bacteriana complexa e estruturada, em que microrganismos encontram-
se envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos, aderidos entre si a uma
superficie ou interface, como, por exemplo, a dispositivos médicos (COSTERTON,
1995), ou, até mesmo, a feridas cronicas presentes em pacientes diabéticos
(SADOWSKA et al, 2013).

Em cateteres, S. aureus adere-se e sofre modifica¢des fenotipicas como, por
exemplo, o aumento da produgéo de matriz extracelular, formacéo de colonias com
varias camadas e diminuicdo da taxa metabdlica dificultando a resposta imunolégica
e o tratamento com antimicrobianos (GIRARD et al., 2010; DAVIES, 2011).

A resposta imunoldgica contra biofiimes de S. aureus é dificultada, pois as
células do paciente formam uma matriz fibrética acima do biofilme, dificultando o
reconhecimento da bactéria pelos macréfagos (EDDIE et al, 2010; HANKE,
KIELIAN, 2012). Além disso, as bactérias associadas ficam protegidas de variacdes
ambientais que podem causar, por exemplo, desidratacdo (ANDERSON et al, 2013).

Uma resposta imune efetiva, ou seja, capaz de eliminar S. aureus é
desencadeada por Toll-like receptors (TLR)-2, encontrados na superficie celular, e
TLR-9, encontrados em compartimentos intracelulares, como, por exemplo,
endossomos, que iniciam uma cascata de sinalizacdo inflamatoria eficiente que leva
a destruicédo da bactéria (EDDIE et al, 2010).

Normalmente, a eliminagdo do S. aureus acontece quando padroes
moleculares associados a patdogenos (PAMP) bacterianos extracelulares, como, por
exemplo, &cido lipoteicoico e peptideoglicano ligam-se ao TLR-2 presente na
superficie de macrofagos, levando a ativagéo do fator de diferenciagcdo mieloide 88
(MyD88) e, consequentemente do fator nuclear kB (NF-xB), gerando a ativagao de
macréfagos e a eliminagéo da bactéria (STRUNK et al., 2010). Existem duas outras

vias de ativacdo de MyD88: a ligacdo de IL-1B a seu receptor existente na superficie
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de macrofagos (THURLOW et al., 2011) e a ligacdo de PAMPs intracelulares, como
por exemplo, acido desoxirribonucleico extracelular ao TLR-9 encontrados nas
membranas dos endossomos de macrofagos (RICE et al., 2007).

A ativacdo de TLR inicia uma série de eventos intracelulares envolvendo
proteinas e fatores de transcricdo como, por exemplo, a proteina ativadora (AP)-1,
os fatores reguladores de interferon (IRF)-3 e NF-xB que transcrevem diversos
genes que codificam citocinas, quimiocinas, moléculas de adesédo, enzimas como,
por exemplo, cicloxigenase 2 e 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS) (AKIRA et al.,
2001; TAKEDA et al., 2003).

No entanto, evidéncias demonstram que um mecanismo de evasdo da
resposta imune apresentado pelo biofiime é baseado em sua capacidade de
dificultar o reconhecimento via TLR-2 e TLR-9. Isto pode ser explicado pela
inacessibilidade ligante, uma vez que biofilmes sdo encerrados dentro de uma
estrutura tridimensional complexa, com algumas bactérias livres expostas na
superficie exterior, evitando, assim, a deteccdo por receptores expressos ha
superficie de fagocitos (HANK, KIELIAN, 2012).

Assim, uma resposta imune efetiva contra S. aureus, a bactéria extracelular
Gram-positiva que nos ultimos anos tem se tornado um enorme problema de saude
publica (FARAG et al, 2013), é baseada no recrutamento de neutréfilos que levam a
eliminacdo desta bactéria (MATSUI, NISHIKAWA, 2012) e na ativacdo de certas
subpopulacdes de linfécitos T (BANCHEREAU et al, 2012).

Durante o recrutamento, a ligacao de receptores presentes na superficie dos
neutréfilos com as selectinas (P-selectina e E-selectina) presentes no endotélio
vascular, ativam vias de sinalizacdo intracelular nos neutréfilos, modificando a
conformacdo de integrinas e, consequentemente, diminuem a velocidade de
rolamento dos neutréfilos (ZARBOCK, LEY, 2008), permitindo que eles entrem em
contato com moléculas de adesao, como, por exemplo, molécula de adeséo célula
endotelial-plagueta (PECAM)-1, molécula de adesdo intracelular (ICAM)-1 e
molécula adesdo de célula vascular (VCAM)-1, alterando as junc¢bes das células
endoteliais, 0 que gera retracdo celular e, consequentemente, permite sua migracéo
para o tecido (COOK-MILLS, DEEM, 2005).

Por outro lado, a prevaléncia de infec¢gbes estafilocOcicas invasivas € maior
em diabéticos em comparacdo a pacientes ndo diabéticos, pois os neutrofilos de

pacientes diabéticos apresentam funcéo bactericida prejudicada e diminuicdo da
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atividade fagocitéria (JOSHI et al., 1999; PELEG et al., 2006). O mesmo panorama €
encontrado em modelos experimentais, uma vez que 0s neutréfilos de ratos
diabéticos apresentam baixa expressao de ICAM-1 e baixa producéo de TNF-a e de
IL-18 em comparacdo com neutrofilos de ratos ndo diabéticos (FERRACINI et al,
2010; HANSES et al, 2011).

1.5. Staphylococcus aureus e seus fatores de viruléncia

S. aureus é um coco Gram-positivo que faz parte da microbiota de seres
humanos e atua como um importante patégeno humano, pois é responséavel por uma
grande variedade de infeccbes (MERRIMAN et al, 2014). Aproximadamente 40%
dos seres humanos apresentam pele e mucosas colonizadas por S. aureus
(MERRIMAN et al, 2014), sendo que 20% dos individuos devem apresentar
colonizacé&o nasal persistente, enquanto 30% devem apresentar colonizagdo nasal
intermitente (POPOV et al, 2014).

Normalmente a fagocitose desencadeia ativacdo dos neutréfilos, levando a
producdo de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, a eliminacédo das
bactérias, com posterior apoptose dos neutrofilos envolvidos e resolucao da
infecgdo. A presenca de fatores de viruléncia bacterianos pode alterar a viabilidade
dos neutréfilos, promovendo atraso no inicio da apoptose destas células ou citdlise
acelerada, facilitando a sobrevivéncia do patdégeno e a promocdo de doencas
(RIGBY, DELEO, 2012).

Assim, a capacidade bacteriana de causar infeccdo € relacionada a
expressado de fatores de viruléncia (NETSVYETAYEVA et al, 2014), cuja expressao
€ coordenada geneticamente (SAHUKHAL, ELASRI, 2014). Estes fatores de
viruléncia facilitam a aderéncia do tecido, permitem evasao da resposta imunoldgica
e mediam a leséo celular, causando inflamacéo, prejudicando a funcéo de células
imunoldgicas, alterando a coagulacdo sanguinea e comprometendo a integridade
vascular (POWERS, WARDENBURG, 2014).

A fim de adaptar-se as caracteristicas do hospedeiro, S. aureus possui muitas
vias de sinalizacdo que controlam a expressao dos genes que codificam estes

fatores de viruléncia (GUILLET et al 2013). Além disso, sua expressao depende da
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densidade populacional bacteriana e do ambiente de crescimento (MITCHELL et al,
2012). Por este motivo, entender a regulacdo dos fatores de viruléncia durante o
crescimento em diferentes condicbes ambientais, como, por exemplo, no
desenvolvimento de biofilmes, é essencial para a prevengdo e tratamento de
infeccdes estafilococicas (SAHUKHAL, ELASRI, 2014).

Os principais fatores de viruléncia apresentados por S. aureus sao proteinas
gue permitem sua adesdo a componentes da célula hospedeira, como, por exemplo,
CIf-A e CIf-B; fatores que permitem a evasdo da resposta imune, como cépsula
extracelular polissacaridica, inibidores de proteinas de quimiotaxia de neutréfilos e
da cascata do complemento, proteinas de ligacdo a imunoglobulina e enzimas que
permitem sua sobrevivéncia dentro do fagossomo de neutrofilos; e, invasinas (como,
por exemplo, hialuronidase e estafiloquinase) e toxinas (como, por exemplo,
enterotoxinas A e B, toxina a e leucocidina Panton-Valentine) que causam danos
teciduais (ANDERSON et al., 2012). Os principais fatores de viruléncia do S. aureus

sao representados na Figura 2.
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Figura 2. Principais fatores de viruléncia apresentados por Staphylococcus aureus que evitam
sua eliminacéo por fagocitos. O recrutamento fagdcito € inibido pela ligacdo de proteinas inibidoras
de quimiotaxia de estafilococos (CHIPS) aos receptores de quimiocinas. A ativacdo do complemento
€ blogueada pela inibicdo de C3 convertases por inibidor de complemento estafilococico. O pigmento
estafiloxantina cria um escudo antioxidante, enquanto a catalase consome o perdxido de hidrogénio
(H,O,) gerando agua (H,O) e oxigénio (O,). A resisténcia a peptideos antimicrobianos é
proporcionada por modificagfes de carga positiva na parede celular, por protedlise mediada por
aureolisina e por ligacéo da estafiloquinase. A proteina A liga-se ao dominio Fc de imunoglobulinas,
enquanto que a ligacdo do fibrinogénio ao fator clumping e superficie da capsula polissacaridica
bloqueiam a ligacdo de opsoninas a superficie bacteriana e, consequentemente o reconhecimento
por fagdcitos. Hemolisina y e leucocidina Panton-Valentine formam poros nas membranas de
leucécitos. O plasminogénio transforma zimogénio em plasmina protease ativa, que pode degradar a
opsonina C3b do sistema complemento e a por¢do de Fc de imunoglobulina (NIZET, BRADLEY,
2010, modificado).

A bactéria pode secretar toxinas que formam poros na membrana de células
do sistema imune do hospedeiro, perturbando o equilibrio osmatico e o potencial de
membrana, levando a morte celular, como, por exemplo, leucocidina Panton-
Valentine (PVL), cuja especificidade ndo é totalmente conhecida devido a auséncia
de determinantes nas células hospedeiras (ALONZO III et al, 2013). PVL é uma
leucotoxina composta por duas proteinas secretadas separadamente, que atuam
sinergicamente causando necrose tecidual e lise de leucdcitos. Outras cepas

produzem toxinas esfoliativas que podem causar desde sindrome da pele escaldada
estafilococica até mesmo impetigo bolhoso (NETSVYETAYEVA et al, 2014).
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Outra toxina produzida por cepas de S. aureus € a toxina-a. (a-hemolisina ou
Hla) que apresenta atividade citolitica ou citotoxica dependendo da célula-alvo e de
sua dosagem, assim altas doses causam necrose das células-alvo, enquanto doses
mais baixas induzem apoptose ou resposta inflamatoria nas células-alvo. Esta toxina
é liberada por vesiculas derivadas de membrana que se fundem a membrana da
célula hospedeira, e permitindo a sobrevivéncia da bactéria nas células hospedeiras
(THAY et al., 2013), uma vez que leva a fuga da bactéria do fagossomo (NIELSEN
et al, 2014).

As principais adesinas expressas S. aureus sao CIfA e CIfB e proteinas de
ligacdo de fibronectina A e B, que apoOs a ligacdo a célula hospedeira, ativam
agregacao plaquetaria (VELOSO et al, 2013). Além de adesinas, a bactéria expressa
proteases extracelulares que clivam proteinas especificas do hospedeiro e cadeias
pesadas de imunoglobulinas humanas, contribuindo para a disseminagdo da
bactéria (KOLAR et al, 2013).

Por outro lado, S. aureus pode expressar exotoxinas denominadas
superantigenos, que apesar de sua estrutura comum, conseguem ligar-se
simultaneamente ao complexo de histocompatibilidade principal tipo Il e ao receptor
de célula T presentes nos linfdcitos, ativando diretamente grandes quantidades de
linfécitos T e consequentemente gerando resposta sistémica (XU, McCORNICK,
2012). Assim como, algumas moléculas conhecidas como staphylococcal
superantigen-like (SSL) que se ligam a varios componentes da resposta imune inata
por meio varios mecanismos, como, por exemplo, SSL3 que se liga a TLR-2,
inibindo sua ativagdo (HERMANS et al., 2012).

A resisténcia a antibiéticos B-lactamicos apresentada pelas cepas SARM é
devida a producdo de proteina ligante de penicilina (PBP)-2’, codificada pelo gene
meticilina resistente mecA. Podemos dividir estas cepas em SARM, que apresentam
resisténcia, e pré-SARM, que apresentam o0 gene mecA, mas sao susceptiveis a
meticilina gracas a inibicado da transcricao deste gene (ITO et al, 2001).

As cepas SARM tem se tornado cada vez mais frequentes em ambientes
hospitalares. Entre os fatores risco para infeccdo hospitalar por SARM estdo o
periodo de hospitalizacdo prolongado, uso de antibiéticos prolongado e uso de
dispositivos permanentes como, por exemplo, acessos e cateteres, onde ha a
formacao de biofilme bacteriano (GERBER et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).
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Até mesmo cepas, que eram encontradas apenas em infec¢cdes de pele e tecidos
moles na comunidade entre o0os pacientes sem fatores de risco classicos,
denominadas SARM associadas a comunidade, estdo tornando-se cada vez mais
frequentes. Estas cepas associadas a comunidade, embora resistentes a meticilina,
séo suscetiveis a muitas outras classes de drogas (VIDAL et al, 2009).

Uma forma de diferenciar as cepas SARM associadas a comunidade das
cepas SARM multirresistentes presentes em hospitais € realizar o genétipo destas
cepas, uma vez que as cepas associadas a comunidade apresentam menor
guantidade de cassete cromossdmico estafilococico (SCCmec), elemento que
carrega 0 gene mecA e presenca de genes IUkSF-PV para a PVL (SHUKLA et al,
2012). Apesar disto, estas cepas apresentam fatores de viruléncia como hemolisina-
a, toxina formadora de poros que lisa células imunoldgicas, e modulinas fenol
solaveis, peptideos que recrutam e destroem neutréfilos humanos, permitindo

evasao da resposta imunolégica (NIELSEN et al, 2014).

1.6. Modelos experimentais de diabetes mellitus

A induc@o experimental de DM em modelos animais € essencial para a
compreensao de sua patogénese. Além disso, estudos experimentais em animais
apresentam a vantagem para eliminar fatores que limitam drasticamente os estudos
clinicos como, por exemplo, etnia, variaveis geograficas e econdmicas, interacées
medicamentosas, dieta, diferencas de género e de idade (KUMAR et al, 2012).

Véarios métodos tém sido utilizados para induzir DM em animais de laboratério
nos quais sdo utilizadas drogas diabetogénicas, principalmente, aloxana e
estreptozotocina (STZ), analogos citotéxicos de glicose que atuam por vias
diferentes, mas que apresentam o mesmo mecanismo seletivo de acdo sobre as
células-beta pancreaticas (LENZEN, 2008).

A pirimidina conhecida como aloxana foi sintetizada em 1838 a partir da
oxidacdo de acido urico. Em 1943, comecou a ser utilizada em pesquisas
relacionadas ao DM, quando Dunn e McLetchie demonstraram que ela era capaz de
induzir o DM em animais, como resultado da necrose destas células produtoras de
insulina (PESCHKE et al., 2000). A dose necessaria para inducdo de diabetes

depende da espécie de animal utilizada no estudo, do estado nutricional dos animais
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e de qual via de administracdo parenteral é utilizada, intravenosa, intraperitoneal e
subcutanea (SZKUDELSKI, 2001).

A aloxana é largamente utilizada para a indu¢cdo de DM1 em modelos animais
(ROHILLA, ALI, 2012), uma vez que ela é uma droga hidrofilica e instavel, com
meia-vida € de apenas 90 segundos, tempo suficiente para permitir que destrua as
células B pancreaticas, quando administrada por via endovenosa (LENZEN,
MUNDAY, 1991). Isto acontece, pois ela entra na célula da mesma forma que a
glicose utilizando o transportador de glicose (GLUT)-2 na membrana das células
beta sendo levada até o citosol. O principal mecanismo atribuido a acao da aloxana
€ a suspensao da liberacdo de insulina induzida por glicose, pois ela inibe a acédo da
enzima glucoquinase (hexoquinase 1V), que tem funcédo de sensor de glicose nas
células-beta causando um estado de diabetes dependente de insulina através da
sua habilidade de induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
resultando na necrose seletiva das células-beta (LENZEN, 2008).

Apesar disto, a aloxana ndo tem atividade tdéxica para as células-beta
pancreéticas do ser humano, provavelmente, devido a diferenca existente entre os
mecanismos de captacéo de glicose de humanos e roedores (ROHILLA, ALI, 2012).

Por outro lado, a STZ sintetizada por Streptomycetes achromogenes, pode
ser utilizada para induzir experimentalmente DM1 e DM2, em dose Unica intravenosa
ou em multiplas doses baixas. ApGs sua entrada na célula via GLUTZ2, devido a sua
atividade alquilante relacionada com a sua porcdo de nitrosoureia, ela leva a
fragmentacdo do DNA das células B-pancreéticas, causando sua morte. Além disso,
a STZ é um doador de Oxido nitrico, que também danifica o DNA (&cido
desoxirribonucleico) celular (SZKUDELSKI, 2001).

Tanto a aloxana quanto a estreptozotocina apresentam efeitos toxicos;
enquanto a aloxana, particularmente em altas doses, leva a necrose da célula
tubular renal (LENZEN et al.,, 1996), a STZ apresenta toxicidade para células
linfoides do bago e do timo (GAULTON et al., 1985).

A toxicidade linfoide causada pelo tratamento com STZ precede o
aparecimento da hiperglicemia e se manifesta, até mesmo, em doses
subdiabetogénicas, sendo que pode ser notada inversdo imediata na taxa
linfécito/neutrdfilo no sangue periférico, com diminuigcdo dos componentes linfoides

(WELLHAUSEN, 1986), por este motivo esta droga ndo deve ser utilizada para
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inducdo de DM1 em modelos experimentais utilizados para estudo de resposta

imunologica.

1.7. Justificativa

O diabetes é uma das dez doengas que mais vitimam a populagdo mundial
(WORLD HEALTHY ORGANIZATION - WHO, 2013). Segundo a Organizagao
Mundial de Saude, em 2014, a prevaléncia global de diabetes foi estimada em 9%
entre adultos acima de 18 anos (WHO, 2014a); enquanto em 2012, 1,5 milhdes de
mortes foram causadas diretamente por diabetes, sendo que mais de 80% das
mortes por diabetes ocorreram em paises de baixa renda (WHO, 2014b). Por outro
lado, segundo estimativas da IDF, em 2013, o Brasil era o quarto pais em nimero de
casos de diabetes, entre 20 e 79 anos, no mundo todo (GUARIGUATA et al. 2014).

O DM causa complicacdes microvasculares (MOUTZOURI et al., 2008), que
levam ao desenvolvimento de vérias doencas, entre elas, a nefropatia diabética
(GUARIGUATA et al., 2014; SBD, 2014-2015), que apesar de ndo ser a principal
causa de morte (GUARIGUATA et al., 2014), é a principal complicacdo progressiva
relacionada a DM, pois pode evoluir para faléncia renal com alta taxa de mortalidade
(ZHANG et al., 2012; SLEE, 2012). Neste caso, a fim de melhorar a sobrevida e a
qualidade de vida do paciente e diminuir as complicacdes relacionadas a faléncia
renal, deve-se realizar TRS ou dialise (COOPER et al., 2010). No inicio do
tratamento, a DP é mais vantajosa para o paciente, mas o desenvolvimento de
problemas como, por exemplo, faléncia da ultra filtracdo, didlise insuficiente e
peritonite, faz com que ela seja substituida pela HD (KIM, 2008; KOC et al, 2012).

Segundo estimativas, o Brasil é o terceiro pais do mundo em numero de
pacientes em didlise, sendo que, em 2010, aproximadamente 90 mil pacientes
provavelmente fizessem TRS, sendo que aproximadamente 10% realizavam DP
(FIGUEIREDO et al., 2013), cuja principal complicacdo é a peritonite causada,
principalmente, por S. aureus (BARRETI et al.,, 2012), que estd presente na
microbiota nasal de aproximadamente 20% dos adultos saudaveis (OLSEN et al.,
2012; WARREN, 2012). Isto permite que S. aureus contamine cateteres formando

bioflmes que prejudicam a resposta imunolégica, pois dificultam seu
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reconhecimento por macrofagos e PMNs (EDDIE et al, 2010; HANKE, KIELIAN,
2012).

Pacientes diabéticos apresentam disfuncao imune (LERCO et al., 2003), que
também pode ser observada em modelos experimentais (KIRSTEN, 2006). Isto
acontece porque a hiperglicemia induz varios processos bioquimicos com
implicacdes importantes, tornando as células mais vulneraveis ao estresse oxidativo,
alterando o fluxo sanguineo, a permeabilidade vascular e a traducao de fatores de
transcricdo, o resulta na modulacdo da expressado de citocinas e quimiocinas
(KOJIMA et al, 2014). A disfuncé@o endotelial, causada pela hiperglicemia, também
pode modificar o recrutamento de leucdcitos, tanto aumentando quanto diminuindo
as interacdes entre leucdcitos e células endoteliais (PETTERSSON et al, 2011).

Como caracteristica comum, DM e DP apresentam: a concentracdo elevada
de glicose no microambiente celular, sugerindo que possam compartilhar os
caminhos que levam a lesdo de células e tecidos. Assim, algumas evidéncias
sugerem que os produtos de degradacédo da glicose em solucdes de DP possam
acelerar a apoptose dos leucécitos e que pacientes diabéticos sem controle
glicémico apresentam resposta imune prejudicada contra S. aureus, elevando a
morbidade e mortalidade de pacientes diabéticos dialisados que apresentem
infeccdo (SANTAMARIA et al, 2006).

A resposta inicial a peritonite € mediada por macrofagos e mastécitos
peritoneais presente no peritbnio, que apos reconhecimento bacteriano pela ativacao
de TLR-2, secretam substancias vasoativas, gerando vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade de vasos peritoneais, permitindo migracdo celular (YUNG, CHAN,
2012). E, uma resposta efetiva contra infec¢cdes peritoneais causadas por S. aureus
acontece devido ao recrutamento de neutrofilos capazes de eliminar a bactéria
(MATSUI, NISHIKAWA, 2012).

Existem evidéncias de que TLR-2 apresenta papel crucial na resposta
imunoldgica a S. aureus, (PIETROCOLA et al.,, 2011), pois, neste caso, uma
resposta efetiva é baseada na capacidade de leucocitos PMNs fagocitarem e
destruirem a bactéria, em presenca de concentracdes ideais de citocinas pro-
inflamatorias, como, por exemplo, IFN-y, secretado pelos linfocitos Thl
(MCLOUGHLIN et al., 2008; HANSES, 2011). Além disso, outras citocinas sao
essenciais para a destruicdo da bactéria, como, por exemplo, a IL-13 produzida por

monaocitos estimulados por endotoxinas de bactérias Gram-positivas, que amplifica a
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resposta ao induzir a produgdo de outras citocinas inflamatérias (PONGCHAROEN
et al, 2011). Além de citocinas inflamatérias, a expressdo de moléculas de adesao
no endotélio vascular durante a infeccdo é essencial para a destruicdo da bactéria,
pois permite a migracdo de leucOcitos para o sitio de infeccdo, seguida por
fagocitose e destruicdo intracelular do S. aureus (RIGBY, DELEO, 2012).

Sendo assim, ampliar o conhecimento sobre a resposta inflamatoria na
vigéncia de infeccdo peritoneal por S. aureus em individuos diabéticos é de
fundamental relevancia, pois isto permitiria contribuir para a discussao sobre o uso
da insulina em pacientes com peritonite causada por S. aureus, a fim de melhorar a

imunidade natural ou inibir os efeitos deletérios da inflamacéo.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o papel da insulina sobre o curso da peritonite decorrente da infeccao

por Staphylococcus aureus em animais sadios e diabéticos.



MATERIAIS E METODOS

44



45

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Apo6s aprovacdo deste projeto pela Comisséo de Etica no Uso e Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&do Paulo (Anexos | e Il),
foram solicitados ao Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Sao Paulo (FCF-USP) ratos Wistar, machos, com peso inicial entre
200 e 3509 e com idade entre 2 e 3 meses.

Os animais foram mantidos no Biotério FCF-USP, acondicionados em gaiolas
coletivas, contendo no méximo cinco animais, com ciclo artificial claro/escuro de 12
horas, a uma temperatura ambiente constante de 22°C com controle de umidade
relativado ar entre 45 a 65% e com suprimentos de agua e alimento disponiveis todo
0 tempo.

Apés um periodo de adaptacdo de sete dias, os animais foram separados em
dois grupos: controle e diabético.

3.2. Delineamento experimental

Foram utilizados dois protocolos experimentais, que apresentam como

principal diferenca a forma como o tratamento dos animais com insulina foi

realizado, que se encontram a seguir.
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Protocolo experimental 1: Infeccao Intraperitoneal por Staphylococcus aureus

_ PBS estérll
SAallcl)ngnZU ou Staphylococcus
X
ﬂ aureus Insulina
Dias
0 10 13

Experimentos

Leucdcitos sanguineos
Infiltrado inflamatorio
Citocinas
Quimiocinas
Moléculas de adeséo

Protocolo Experimental 2: infec¢ao intraperitoneal de Staphylococcus aureus

Insulina
Salina ou PBS estéril
Aloxana ou Staphylococcus
Q aureus Insulina Insulina
Dias J g 0 4
0 10 13

Experimentos

Leucdcitos sanguineos
Infiltrado inflamatério
Citocinas
Quimiocinas
Moléculas de adesao
indice fagocitico
Atividade microbicida

3.3. Inducéo de diabetes mellitus

Os animais foram deixados em jejum de 12 horas antes da inje¢éo de aloxana
(grupo diabético) ou de solucéo salina (grupo controle).
Os animais do grupo diabético receberam uma injecdo intravenosa (i.v.) de

aloxana (42mg/kg) dissolvida em solucédo salina fisioldgica estéril (LERCO et al,
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2003), enquanto os animais do grupo controle receberam, pela mesma via de
administracdo, volume equivalente de solucéo salina estéril. A glicemia dos animais
foi determinada antes e depois da administracdo da solucdo de aloxana por um
monitor de glicose (Accu-Chek Active, Roche, Brasil), utilizando-se amostras de
sangue obtidas da extremidade da cauda dos animais. Somente foram utilizados
para realizacdo dos experimentos, os animais que 10 dias ap0s a administracao da
solugcédo de aloxana apresentavam glicemia superior a 200 mg/dL (MARTINS et al.,
2009; MARTINS et al., 2010).

3.4. Inducéo de peritonite por Staphylococcus aureus

Para inducdo de peritonite foram utilizadas trés cepas de Staphylococcus
aureus gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Elsa Masae Mamizuka do Laboratorio
de Microbiologia do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (FCF-USP).

As cepas utilizadas foram as seguintes: cepa American Type Culture
Collection (ATCC) 25923, cepa N315 hemolisina o (Hla)" e cepa MR108 PVL". Estas
cepas foram cultivadas aerobicamente a 37°C em Tryptic Soy Broth (TSB)
(Acumedia, USA). As culturas realizadas por 12 horas foram inoculadas 1:100 em
TSB fresco e ficaram 2 horas sob agitacdo a 37°C. Estas culturas foram
sedimentadas, lavadas e ressuspendidas em phosphate buffered saline (PBS) estéril
para obter um inéculo de 5x10° unidades formadoras de col6nia por mL (CFU/mL)
de acordo com a escala nefelométrica de Mac Farland (Nefelobac, Probac do Brasil,
Brasil) (CALAME et al, 1995).

Os in6culos bacterianos foram injetados intraperitonealmente (i.p.) em parte
dos animais, enquanto os animais controle receberam apenas o PBS estéril. Os
animais infectados foram monitorados por trés dias antes de serem eutanasiados
para a realizagcédo do experimento (RAUCH et al., 2012).

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais Controle (C) e

Diabético (D) que estao representados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descricdo dos grupos experimentais

Grupo Injecdo de Salina Estéril | Bactéria (5x109 PBS Estéril Insulina
Aloxana (2,0 ml, i.v.) CFU/mL, i.p.) (0,5mL, i.p.) (s.c)
(42mg/kg, i.v.)

Cs X

CATCC

CATCC+il

CATCC+i2

CN315

CN315+i1

CN315+i2

CMR108

CMR108+i1

CMR108+i2

Ds

DATCC

DATCC+il

DATCC+i2

DN315

DN315+i1

DN315+i2

DMR108

XXX [IX|IX[XIXIX|IX]N]N] SN NN NN XS
XIX[X[IX|IX|[X[X|IX|XN|X]|X|X|X|X|X|X|X|X|X

DMR108+i1

SN STN]TSNTNTNXNTN] X IX XXX XX | XXX
DN N N A N NG N N N NG I N N A N N (N N I N B N N B
SESIX S SNIXS]SIX XS] X] NI XX XX

x
x

DMR108+i2

Sendo X animais ndo receberam o que esta descrito; v' animais receberam o que esta descrito; A=
cepa ATCC 29325; N= cepa N315 Hla"; M= cepa MR108 PVL"; i1= tratamento com dose Gnica de
insulina; i2= tratamento com 4 doses de insulina.

3.5. Protocolos de tratamento com insulina

O tratamento com insulina foi realizado de duas formas diferentes
apresentadas nos Protocolos Experimentais 1 e 2 e descritas a seguir.

No tratamento com dose Unica, 0s animais receberam 8 horas antes da
eutanasia, insulina neutral protamine Hagedorn (NPH) por via subcutanea, sendo
que os animais do grupo diabético receberam 4 unidades internacionais (Ul),

enquanto ratos nao-diabéticos com peritonite causada por Staphylococcus aureus
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receberam 1 Ul pela mesma via. Os niveis glicémicos foram determinados antes e 8
horas ap0s o tratamento com insulina (DE OLIVEIRA MARTINS et al., 2006).

Por outro lado, no tratamento durante 3 dias apos a infec¢do, os animais
receberam insulina NPH por via subcutanea 2 horas antes da infec¢ao peritoneal por
S. aureus (grupo diabético, 4Ul e grupo controle 1Ul), as 17, os animais receberam
metade destas doses e 0 mesmo acontece nos proximos 2 dias (DI PETTA et al.,
2011). A eutanasia foi realizada 16 horas ap0s a ultima dose de insulina (ANJOS-
VALOTTA et al., 2006; DI PETTA et al, 2011, modificado). Neste caso, a glicemia foi
determinada antes da eutanasia.

Para a determinacdo da glicemia, foram coletadas amostras de sangue
obtidas da extremidade da cauda dos animais e foi utilizado um monitor de glicose
(Accu-Chek Active, Roche, Brasil).

3.6. Monitoramento da peritonite

Para cada cepa, foram analisados 0s seguintes parametros: taxa de
sobrevida, determinacéo da glicemia, variacdo de massa corpdrea e contagem total
e diferencial de leucocitos sanguineos.

A taxa de sobrevida foi determinada, apdés a inducdo de peritonite,
observando o nimero de mortes causadas por cada cepa de S. aureus.

Enguanto, as amostras de sangue periférico, coletadas da cauda do animal,
foram utilizadas para a determinacao da glicemia por meio de um monitor de glicose
(Accu-Chek Active, Roche, Brasil).

A variagcdo de massa corporea foi avaliada em balanca (Adventurer Pro,
Ohaus Corporation, USA) sendo que as medidas foram realizadas no 10° dia apés a
inducdo de diabetes e no 13° dia (3 dias apos da inducdo de peritonite por S.
aureus).

Entdo, os animais foram anestesiados com uma solu¢cdo com cetamina (Ceva
Santé Animale, Brasil) (100mg/kg) e xilasina (Ceva Santé Animale, Brasil) (10
mg/kg) (proporcao 10:1) e em seguida foi realizada a coleta de sangue total por
puncdo da aorta abdominal em tubo contendo acido tetraacético elilenediamina
(EDTA)
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A contagem global de leucdcitos foi realizada por um contador hematolégico
automatizado (ABC Vet, ABX Micros 60, Horiba, Japan), enquanto a contagem
diferencial foi realizada por meio de esfregacos corados pelo método pancrémico de
Rosenfeld (ROSENFELD, 1947), em que um total de 100 células foi contado
utilizando-se objetiva de imersdo em microscopio optico (CX31RBSFA, Olympus,

Japan).

3.7. Determinacéo da concentracdo sérica de corticosterona e insulina

ApoOs a coleta, por puncédo cardiaca, do sangue total por dos animais
pertencentes aos grupos experimentais, foi realizada a separagdo do soro por
centrifugacdo das amostras a 1600g por 20 minutos em centrifuga (5810R,
Eppendorf, USA).

A insulinemia foi determinada em amostras de soro estocadas a -20°C,
utilizando Rat Insulin Enzyme Immunoassay (SPIbio, Massy Cedex, France), que se
baseia na capacidade da insulina, presente nas amostras de soro, em competir com
a insulina de rato ligada a acetilcolinesterase, pela ligacdo 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.

Enquanto, a concentracdo sérica de corticosterona foi determinada em
amostras de soro estocadas a -70°C, utilizando Corticosterone Immunoassay
(Cayman Chemical Company, MI, USA), que se baseia na capacidade da
corticosterona, presente nas amostras de soro, em competir com a corticosterona
ligada a fosfatase alcalina, pela ligacdo a um anticorpo especifico. A leitura foi
realizada a 405nm em leitora de microplacas (EPOK, Bioteck, USA) e os resultados

foram expressos em pg/mL.

3.8. Obtencao do Lavado Peritoneal

Apbs a coleta de sangue total por puncao cardiaca, o lavado peritoneal (LPe)

foi coletado com o auxilio de uma seringa estéril inserida no periténio, que foi lavado
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com 10 mL de PBS estéril (10 mM; pH 7.4 a 4°C) por 1 minuto (CALAME et al,
1995).

O lavado peritoneal obtido foi centrifugado a 500g, 4°C, por 10 minutos em
centrifuga (5810R, Eppendorf, USA), seu sobrenadante foi separado, identificado e
congelado para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas.

As células foram ressuspensas em 1 mL de PBS estéril.

3.9. Contagem de células do lavado peritoneal

Para contagem do numero total de células no lavado peritoneal, a suspensao
celular, foi diluida na propor¢éo 1:20 (v:v) com liquido de Turk e a contagem total de
células foi determinada, por microscopia, em camara de Neubauer (Improved brigth-
line, Marienfeld superior, Germany).

Além disso, mediante a utilizacdo de uma citocentrifuga (SPIN IV, Incibras,
Brasil), a contagem diferencial foi realizada por meio de esfregagcos corados pelo
método pancrémico de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947). Um total de 100 células foi
contado por microscopia de luz, utilizando-se objetiva de imersdo em microscopio
optico (CX31RBSFA, Olympus, Japan).

3.10. Separacao de macro6fagos peritoneais

Os macroéfagos peritoneais foram obtidos por lavagem peritoneal conforme
descrito anteriormente, centrifugados a 500g por 10min e ressuspensos em meio
RPMI-1640. Volumes da suspenséo contendo 1x10° células foram distribuidos em
pocos de placas de 96 pocos e incubados em estufa a 37°C, 5% CO, para adesao.
ApoOs duas horas, os pocos foram lavados trés vezes com RPMI morno e incubados
em meio RPMI-1640 + soro fetal bovino 10% em estufa 37°C, 5% CO, por 18h. Apos
um periodo de doze horas, as células foram lavadas por duas vezes para a remocao

das células nao aderidas.
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3.11. Ensaio de atividade microbicida sobre Staphylococcus aureus pelo
método do MTT

A atividade microbicida foi realizada para determinar a capacidade de
sobrevivéncia da bactéria, dentro dos macréfagos peritoneais (PECK, 1985; OFEK
et al., 2001; SEREZANI et al., 2005).

Para tanto, os macréfagos (10° céls/mL) distribuidos em placas de 96 pocos,
como descrito anteriormente, foram infectados com 100 yL de S. aureus com 5
horas de fase log (10" CFU/mL; proporcdo de infeccd0=50:1) em RPMI por 30min
para permitir a fagocitose. Decorrido o tempo de fagocitose das bactérias, o meio
RPMI foi removido e as células foram lavadas por trés vezes com RPMI 37°C para a
remocao das bactérias ndo ingeridas.

Na placa controle, as células foram agitadas com 120uL de TSB (Difco,
Detroit, Mich) suplementado com 5% de saponina (Sigma, St Louis, MO) por 1 min a
150rpm para que houvesse a lise dos macréfagos e, entédo, foi deixada a 4°C por 90
min.

Enquanto, na placa experimental foi adicionado 100 uL de RPMI e a
incubacdo durou 90 minutos a 37°C para permitir a morte das bactérias ingeridas.
ApoOs este periodo, novamente as células foram lavadas com RPMI morno por trés
vezes, adicionou-se 120 pL de TSB suplementado com 5 % de saponina por 1
minuto sob agitacdo (150 rpm) para permitir citolise.

ApOs este procedimento, ambas as placas foram transferidas
simultaneamente para a estufa a 37°C por quatro horas para permitir o crescimento
das bactérias remanescentes. Posteriormente, 15 yL de MTT [5 mg/mL; (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide); Sigma, St Louis, MO] foi
adicionado aos pocos; permanecendo por 20 minutos, sob agitacao e protegido da
luz. O cristal de formazan foi quantificado em espectrofotdmetro com a determinacgéo
da absorbancia (A600) que € o sal reduzido do MTT pelas bactérias viaveis. A
densidade o¢ptica € diretamente proporcional ao nimero de bactérias intracelulares
presentes nos macrofagos. Os resultados foram expressos como porcentagem de
sobrevivéncia de bactérias ingeridas, sendo que a sobrevivéncia de bactérias

ingeridas = 100% x A600 placa controle/ A600 placa experimental.
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3.12. Determinagcdo da concentracdo de citocinas e quimiocinas no lavado

peritoneal

As dosagens de citocinas proé-inflamatérias (IL1B, IL-6, TNF-a, IFN-y), das
guimiocinas CINC-1, CINC-2 e CINC-3 e de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10)
foram realizadas em amostras de LPe, por ensaios de enzima-imunoensaio (ELISA),
utilizando-se reagentes comerciais (R&D Systems Inc., Mineapolis, MN, USA).

Inicialmente, na placa com 96 pocos, foram adicionados 100 pL/poco do
anticorpo de captura, sendo anti-IL-1p (0,8 pg/mL), anti-TNF-a (4 pg/mL), anti-IL-10
(4 pg/mL), anti-IL-4 (2 pg/mL), anti-IFN-y (2 ug/mL), anti-CINC-1 (0,4 pg/mL), anti-IL-
6 (4 pg/mL), anti-CINC-2 (2 ng/mL), e anti-CINC-3 (2,0ug/mL).

Apds incubacdo por uma noite a temperatura ambiente (20°C a 26°C), o
sobrenadante foi desprezado e a placa lavada trés vezes com o tampéo de lavagem
(aproximadamente 300 pL/poco). Em seguida, foi realizada a reacdo de bloqueio
adicionando-se 300 uL/poco de albumina sérica bovina a 2% em PBS e incubacéo
por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada 3 vezes com o
tampao de lavagem. Adicionaram-se, em duplicata, 100 puL/poco do padrédo ou das
amostras, procedendo-se a incubacéo da placa por 2 horas a temperatura ambiente.

Para a curva padrao utilizaram-se IL13, TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10, CINC-
1, CINC-2 e CINC-3 recombinantes em diluicdo seriada de acordo com as instrucées
do fabricante. Apds repetir o procedimento de lavagem da placa, foram adicionados
100 pL/poco do anticorpo de deteccdo biotinilado para IL-1f (350 ng/mL), TNF-a
(225 ng/mL), IL-10 (300 ng/mL), IL-4 (200 ng/mL), IFN-y (150 ng/mL), CINC-1 (50
pg/mL), CINC-2 (100 pg/mL), IL-6 (400 pg/mL), CINC-3(50 pg/mL), e a placa
incubada por 2 horas a temperatura ambiente.

Ao término da incubacédo, o ciclo de lavagem da placa foi repetido e, em
seguida, adicionaram-se 100 pL/poco da enzima estreptoavidina peroxidase na
propor¢cdo 1:200 de enzima:PBS com 0,05% de tween20, e incubacédo por 20
minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida, o ciclo de lavagem
da placa foi repetido e a reacgao revelada pela adicdo de 100uL/poc¢o de uma solucéo
de 10 mL tampé&o citrato com ortho-phenylenediamine (OPD) (1 tablete 10mg/placa)
e 10uL de agua oxigenada. A placa foi entdo incubada por 30 minutos a temperatura

ambiente e protegida da luz. A reacao foi bloqueada adicionando-se 50 pL/poco de
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H.SO, (2N), avaliando-se a densidade éptica das amostras a 495nm, imediatamente

apos o bloqueio da reacéo, em leitora de microplacas (EPOK, Bioteck, USA).

3.13. Avaliacdo de expressédo de moléculas de adesdo por imunoistoquimica

3.13.1. Fixacdo com formaldeido a 10% em placa de parafina

ApoOs a anestesia, foi realizada uma laparotomia mediana para retirada do
mesentério, que foi fixado com formaldeido a 10% em uma placa de parafina, onde
permaneceu por aproximadamente 1 hora, a fim de distender-se, proporcionando
uma melhor fixacdo. Posteriormente, foram retirados fragmentos que foram imersos
em solucao salina 0,9% e em alcool etilico absoluto, e em seguida, foram colocados
diretamente sobre laminas silanizadas.

As laminas contendo os fragmentos de mesentério de ratos passaram pelo
processo de reidratacdo em concentracfes decrescentes de alcool etilico e foram
lavadas em agua corrente. Para recuperacdo antigénica, os cortes histoldgicos
foram mergulhados em uma cuba, contendo tampdo Tris (pH 7,6; 0,1 M)
previamente aquecido a 96°C, que foi colocada dentro de uma panela a vapor onde
permaneceu por 1 hora a 96° C. Para o bloqueio de peroxidase enddgena, os cortes
foram incubados com peroxido de hidrogénio a 1% por aproximadamente 30
minutos, a temperatura ambiente, e posteriormente, com solu¢cdo aquosa de BSA a
1% durante 30 minutos, em camara Umida, para bloguear as rea¢fes inespecificas.

Para verificagcdo da expressdo de moléculas de adesdo, os cortes foram
incubados com diferentes anticorpos primarios, anti-P-selectina (Santa Cruz
Biotechnology, diluicdo 1:50); anti-ICAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:50)
e anti-PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:50), em camara umida, a 4°C
por 12 horas. Na sequéncia, os cortes foram incubados durante 1 hora, em camara
Umida a 37°C, com os anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (Sigma
Aldrich Company, diluicdo 1:500).

Posteriormente foi realizada a revelacdo da reacdo com uma solucéo
contendo Tris-HCI (pH=7,6; 0,1M), peroxido de hidrogénio a 30% e 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich Company). Apés a revelacao, os cortes foram

contracorados em Hematoxilina de Harris, desidratados e montados em resina
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sintética (Entellan, MERCK). As laminas foram observadas e fotografadas em
microscopio de luz Nikon Eclipse 80i com o auxilio do programa de imagem NIS-
Elements AR.

3.13.2. Fixacdo com acetona

Apés a anestesia, 0 mesentério foi retirado, imerso em hexano e congelado
em nitrogénio liquido. Cortes seriados de 8 mm feitos em criostato foram colocados
em laminas silanizadas. Para a verificacdo da expressédo das moléculas de adesao,
P-selectina, ICAM-1 e PECAM-1, nos microvasos mesentéricos, as amostras foram
fixadas em acetona e expostos a 3% de peroxido de hidrogénio. O tampao de
SuperBlock (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA) foi utilizado para bloquear os
sitios ndo especificos (ZANONI et al., 2009).

Os cortes histologicos foram incubados por 12 horas a 4°C com anticorpos
anti-P-selectina (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:50); anti-ICAM-1 (Santa Cruz
Biotechnology, diluicdo 1:50) e anti-PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, diluigdo
1:50), em camara umida, a 4°C por 12 horas.

Na sequéncia, os cortes foram incubados durante 1 hora, em camara umida a
37°C, com os anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (Sigma Aldrich
Company, diluicdo 1:500).

Posteriormente foi realizada a revelacdo da reacdo com uma solucéo
contendo Tris-HCI (pH=7,6; 0,1M), peroxido de hidrogénio a 30% e 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich Company). Apés a revelacao, os cortes foram
contracorados em Hematoxilina de Harris, desidratados e montados em resina
sintética (Entellan, MERCK). As laminas foram observadas e fotografadas em
microscoépio de luz Nikon Eclipse 80i com o auxilio do programa de imagem NIS-
Elements AR.

3.13.3. Quantificacdo de moléculas de adesao

Apoés a analise morfolégica, utilizando o software NIS-Elements AR, a area

positiva foi medida em (um?). O nimero maximo de vasos do mesentério por lamina
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foi fotografado, foi padronizado uma medida de diametros similares, para descartar a
influéncia do calibre do vaso. Os resultados sdo expressos como a média do

total/area de diametro para cada animal.

3.14. Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de multiplas comparacbes de Tukey-Kramer ou teste ndo-paramétrico de

Kruskal-Wallis. Considerando-se significativo p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Monitoramento do modelo experimental de diabetes mellitus

Em experimentos realizados com ratos machos da linhagem Wistar foi
observado que 10 dias ap6s a administracao i.v. de aloxana (42mg/kg), os animais
tornaram-se diabéticos e passaram apresentar perda de peso corporal e
hiperglicemia (>200 mg/dL), enquanto o grupo controle apresentou normoglicemia,
bem como apresentou ganho de peso corporal, no mesmo periodo (Figuras 3 e 4),

demonstrando o desenvolvimento do diabetes mellitus.
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Figura 3. Determinacdo de glicemia. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42mg/kg, iv), 10 dias
antes da indugd@o de peritonite. Os valores representam a média £ e.p.m (49 animais por grupo).
*p<0,0001 vs controle.
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Figura 4. Determinacdo da variacdo de massa corpoérea. Diabetes mellitus induzido por aloxana

(42mg/kg, iv), 10 dias antes da inducé@o de peritonite. Os valores representam a média + e.p.m (49
animais por grupo). *p<0,0001 vs controle.
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4.2. Monitoramento da peritonite

Inicialmente durante a padronizacdo dos experimentos, apos a inducéo
experimental de diabetes mellitus, para a inducéao de peritonite foram utilizadas trés
cepas diferentes de S. aureus: ATCC 25923, N315 Hla" e MR108 PVL",

Apesar disto, trés dias apos a indugdo da peritonite, a cepa MR108 PVL"
causou nos 12 animais utilizados na padronizacdo, severa hemorragia peritoneal;
assim, os 6 animais diabéticos (50%) que a receberam foram a ébito, enquanto os 6
animais do grupo controle (50%) sobreviveram, mas apresentaram coagulacdo do
lavado peritoneal, impossibilitando a sua obtencdo para a quantificacdo das
guimiocinas e das citocinas; por este motivo esta cepa foi retirada dos experimentos.

Assim, os experimentos foram realizados 3 dias apds a injecao (i.p.) das
cepas de S. aureus ATCC 25923 (ATCC) e N315 Hla® (N315), para tanto, foram
utilizados 70 animais diabéticos (D) e controles (C) distribuidos em 10 grupos

experimentais descritos anteriormente na Tabela 2.

4.3. Peritonite causada por cepa ATCC 25923 de S. aureus

A infeccdo ndo alterou o numero total de leucécitos sanguineos
independentemente do tipo de tratamento de insulina utilizado, na vigéncia de
peritonite causada pela cepa ATCC 25923 de S. aureus (Tabela 2).

Por outro lado, o grupo controle, ndo apresentou alteragdes na concentracao
de leucdcitos no LPe, durante a infeccdo, independentemente do tratamento com
insulina utilizado (Figura 5). Enquanto, no grupo diabético, a infeccdo (Darcc)
aumentou o numero de leucocitos no LPe em, aproximadamente, 350% em relacao
aos animais néo infectados (Ds). O tratamento dos animais com insulina diminuiu a
quantidade de leucdcitos presentes no lado peritoneal, em relagdo ao grupo Darcc,
sendo que, o tratamento com dose uUnica de insulina (Dartcc+i1), diminuiu em 55%;
enquanto tratamento dos animais com 4 doses de insulina (Datcc+i2) diminuiu em
82% o numero de leucdcitos (Figura 5). Por outro lado, a cepa ATCC 25923,
aumentou entre 2 e 3 vezes numero de leucocitos no LPe dos animais diabéticos

(Datcc) em relacao ao grupo controle infectado por ATCC 25923 (Carcc) (Figura 5).
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Tabela 2. Leucécitos sanguineos de ratos diabéticos com infeccéo peritoneal pela
cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles

Grupos Células (X10¥mm?)
Totais Neutrofilos  Eosinofilos Basofilos Linfécitos  Mondcitos
Cs 2,7+0,2 0,5+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,1+0.2 0,1+0,0
Catcc 49+0,3 1,2+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 36+05 0,1+0,0
Carcesit 3,7£0,3 0,7£0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 3,0£0,3 0,0+0,0
Carccsiz 59+0,8 1,2+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0 4,7+0,7 0,0+0,0
Ds 34+£04 0,7+0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 2,6+0,3 0,1+0,0
Datcc 41+0,1 1,1+0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 2,9+0,6 0,1+0,0
Dartcc+it 29+£0,5 0,6 £0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 2,3£0,3 0,0+0,0
Datcceiz 50+0,6 1,6+0,4 0,0+0,0 0,0+0,0 32+0,6 0,2+0,1

Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢&o i.p. de S. aureus. Os
animais foram tratados com insulina dose Unica (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores
representam a média + e.p.m. (7 animais por grupo).
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Figura 5. Contagem global absoluta de leucécitos no lavado peritoneal de ratos diabéticos com
infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes
mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S. aureus. Os animais
foram tratados com dose Unica de insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores
representam a média + e.p.m (7 animais por grupo). *p<0,001 vs Carcc; ¥p<0,001 vs Ds; ¢ p<0,001 vs
Darcc; #p<0,01 vs Darcceia-

N&o houve variagdo na contagem relativa de células polimorfonucleares
(PMNs) e de mononucleares no LPe de animais do grupo controle; enquanto, a
migragdo de células mononucleares nos animais diabeéticos infectados (Darcc) foi
entre 2 e 3 vezes maior do que nos animais diabéticos nao infectados (Ds). O
tratamento com insulina foi capaz de diminuir a migracao de células mononucleares,
em relacdo aos animais infectados e nao tratados com insulina (Datcc); assim,

enquanto, o tratamento com dose Unica de insulina (Datcc+i1) diminuiu em 60% a
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migrac&o, o tratamento com 4 doses de insulina (Darcc+2) diminuiu a migragédo em
70% (Figura 6A).

Além disso, em ratos diabéticos, a infeccdo pela cepa ATCC 25923 (Datcc)
aumentou a migracao de PMNs em aproximadamente 440% em relagéo aos animais
ndo infectados (DS), enquanto o tratamento de animais Datcc com dose Unica de
insulina (Darcc+i1) diminuiu este nimero em aproximadamente 50% e o tratamento
com 4 doses de insulina (Dartcc+i2) diminuiu-o em aproximadamente 90%. Foi
possivel notar que animais diabéticos (Darcc) apresentaram migracdo de PMNs
aproximadamente 3 vezes maior do que animais sadios (Carcc). Foi encontrada
também diferenca no nimero de PMNs dependendo do tratamento realizado com
insulina, assim o tratamento com dose Unica (Datcc+i1) induziu migragao celular entre

5 e 6 vezes maior do que com 4 doses de insulina (Darcc+iz) (Figura 6B).
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Figura 6. Contagem global relativa de leuc6citos no lavado peritoneal de ratos diabéticos com
infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. A. Contagem
de Mononucleares. B. Contagem de Polimorfonucleares. Diabetes mellitus induzido por aloxana
(42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica
de insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a médiat e.p.m (7 animais
por grupo). *p<0,001 vs Carcc; ¥p<0,001 vs Dg; ¢ p<0,001 vs Darcc; #p<0,001 vS Datccyit-

A glicemia do grupo controle ndo foi alterada pelo tratamento com insulina
(dose unica ou 4 doses); enquanto no grupo diabético, o tratamento com dose Unica
de insulina ndo alterou a glicemia e com 4 doses, embora tenha reduzido a
concentracéo plasmatica de glicose em 43% néo foi suficiente para reduzi-la a niveis
normais (Tabela 3). Determinando-se a insulinemia, verificou-se que 0s animais
diabéticos exibiram reducao de cerca de 3 vezes na concentracao sérica de insulina,

por comparacdo com 0s respectivos controles. O tratamento dos animais controle
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com dose Unica de insulina (Catcc+i1) ndo alterou concentragéo sérica do horménio e
com 4 doses (Carcc+iz), aumentou a concentracdo em 52% (Figura 7). Por outro
lado, o tratamento dos animais diabéticos com dose Unica de insulina (Darccs+i1)
aumentou em 2 vezes a concentracdo sérica do hormonio e com 4 doses (Datcc+iz,),
aumentou a concentracdo em 4 vezes (Figura 7). Quanto a concentracao sérica de
corticosterona, ndo houve diferencas significativas apdés a infeccdo entre ratos

controles e diabéticos ou apoés os diferentes tratamentos com insulina (Tabela 4).

Tabela 3. Glicemia dos ratos controles e diabéticos com infec¢éo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus antes e ap6s o tratamento com insulina

Animais Glicemia (mg/dL)

Antes da insulina Apo6s a insulina
Catcex it 110+ 5 70+ 6
Catccr i 110+ 4 95+ 10
Datcc+ i 568 £ 27 480+ 74
Darcce iz 552 + 18 312+ 65

Diabetes mellitus induzido por injec&do de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S.
aureus. Os animais receberam tratamento com insulina dose Unica (i1) ou com 4 doses de insulina
(i2). Os valores representam a média + e.p.m. (7 animais por grupo). * p<0,001 vs antes da insulina.
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Figura 7. Determinacdo dos niveis séricos de insulina de ratos diabéticos com infecgéo
peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido
por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢é@o i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com
dose Unica de insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m.
*p<0,001 vs Cs; #p<0,001 vs Carcc; Ep<0,05 vs Catcc+ir; ®P<0,001 vs Carcc+iz, wp< 0,001 vS Catcciizs
¥p< 0,001 vs Darcc, #p< 0,001 vs Darccsi,
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Tabela 4 — Determinacéo dos niveis séricos de corticosterona de ratos diabéticos com
infeccado peritoneal por cepa ATCC 29523 de S. aureus e respectivos controles

Corticosterona

(pg/mL)

Cs 231,0+£10,3
Carcc 228,2+4,7
Chartcc+it 211,4+29
Chatccriz 240,7+29
Ds 230,5+4,2
Datce 2144+ 05
Datcc+it 229,7+8,3
Datcc+iz 219,4+25

Diabetes mellitus induzido por injecédo de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S.
aureus. Os animais receberam tratamento com insulina dose Unica (i1) ou com 4 doses de insulina
(i2). Os valores representam a média + e.p.m. (5 animais por grupo).

O sobrenadante do lavado peritoneal foi utilizado para a determinacdo da
concentragdo de citocinas pro-inflamatorias (IL1p, IL-6, TNF-a, IFN-y, 1L-12), de
quimiocinas (CINC-1, CINC-2 e CINC-3) e de citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-
10) e sdo apresentadas a seguir.

A infeccdo de animais sadios com a cepa ATCC 25923 (Catcc) aumentou a
producdo de CINC-1 em aproximadamente 28,5 vezes, em relacdo aos animais nao
infectados (Cs). A producdo de CINC-1 foi diminuida pelo tratamento com insulina
em animais infectados, sendo que uma dose de insulina (Carcc+1) diminuiu-a em
aproximadamente 48%, enquanto o tratamento com 4 doses (Carcc+i2) diminuiu-a
em aproximadamente 95%. Enquanto, em ratos diabéticos, a infeccdo pela cepa
ATCC 25923 (Datcc) aumentou a producdo de CINC-1 em aproximadamente 19
vezes quando comparada aos animais ndo infectados (Ds). Neste grupo, o
tratamento com a insulina diminuiu a producédo de CINC-1, sendo que uma dose de
insulina (Datcc+i1) diminui-a em 16,7%, enquanto o tratamento com 4 doses de

insulina (Datcc+iz) diminui-a em 96% (Figura 8).
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Figura 8. CINC-1 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média * e.p.m (7 animais por
grupo). *p<0,001 vs Carcc; ¢p<0,01 vs Carcc; #p<0,001 vs Carcc+iz; ¥p<0,001 vs Ds; #p<0,05 vs
Datcc; ' p<0,001 vs Darcc; ¢p<0,001 vs Darccia

A producédo de CINC-2 por animais diabéticos foi maior do que a producéo
dos animais do grupo controle, independentemente da presenca da bactéria ou do
tipo de tratamento com insulina realizado. Assim, a producdo de CINC-2 pelo grupo
diabético ndo infectado (Ds) foi aproximadamente 8,3 vezes maior do que no grupo
controle (Cs), enquanto a infeccdo de animais diabéticos (Datcc) com a bactéria
aumentou sua producdo em aproximadamente 6 vezes em relacdo ao grupo controle
(Catcc). O tratamento com uma dose de insulina (Datcc+i1) ndo modificou a producéo
de CINC-2, porém o tratamento com 4 doses de insulina (Darcc+i2) diminuiu-a em
45% em relagdo aos animais diabéticos infectados (Darcc). Apesar disto, o
tratamento com 4 doses (Datcc+i2) produziu 52% menos CINC-2 do que o tratamento

com dose unica (Datcc+i1) (Figura 9).
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Figura 9. CINC-2 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccédo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injeg&o i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por
grupo). *p<0,05 vs Cs; ¢p<0,001 vs Cprcc; #p<0,001 vs Carccsir; ' p<0,001 vs Carcc+i; #p<0,01 vs
Darcc; ® p<0,001 vs Darcceia-

A producéo de CINC-3 pelo grupo controle nédo infectado (Cs) nao foi alterada
pela infeccdo (Carcc), enquanto, o tratamento dos animais controle infectados com
uma dose de insulina (Cartcc+i1) aumentou a producdo de CINC-3 em
aproximadamente 37% em relacdo ao grupo infectado nédo tratado (Catcc). E, O
tratamento dos animais infectados com 4 doses de insulina (Catcc+is) Nao alterou a
producdo em relacdo ao grupo controle infectado (Catcc) (Figura 10).

A infec¢do dos animais diabéticos (Datcc) ndo alterou a producao de CINC-3,
em relacdo aos diabéticos ndo infectados (Ds), porém o tratamento dos diabéticos
infectados com uma dose de insulina (Darcc+1) aumentou sua producdo em
aproximadamente 32,5% grupo diabético infectado (Darcc). O tratamento com 4

doses de insulina (Dartcc+i1) ndo modificou a produgéo de CINC-3 (Figura 10).
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Figura 10. CINC-3 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢cdo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média * e.p.m (7 animais por
grupo). ¢p<0,01 vs Carccyir; #P<0,001 vs Darccein.

No grupo controle ndo houve alteracdo na producado de IL-1B. Em ratos
diabéticos, a infeccdo pela cepa ATCC 25923 (Darcc) aumentou em
aproximadamente 13 vezes a producdo de IL-13 em relacdo aos animais nao
infectados (Ds), enquanto, em relacdo ao grupo diabético infectado (Datcc), O
tratamento com dose Unica de insulina (Datcc+i1) Nndo a alterou e com 4 doses de
insulina (Datcc+iz) aumentou-a em 42% (Figura 11).

Além disso, a producédo de IL1-B foi 2,4 vezes maior no grupo diabético
infectado (Datcc), 2,7 vezes maior no grupo diabético tratado com dose Unica de
insulina (Datcc+i1) € 3,6 vezes maior no grupo diabético tratado com 4 doses de
insulina (Datcc+iz), €m relacdo a seus respectivos controles. Ao comparar os dois
tratamentos, foi possivel notar que no grupo controle ndo houve alteragéo; enquanto
no grupo diabético o tratamento com 4 doses de insulina (Darcc+2) aumentou em
praticamente 55% a produgcéo de IL-1B, em relacdo a producdo gerada pelo

tratamento com uma dose (Datcc+i1) (Figura 11).
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Figura 11. IL-1B8 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (5 animais por
grupo). ¢p<0,001 vs Carcc; *p<0,001 vs Catcc+1; #p<0,001 vs Catcceiz; ¥P<0,001 vs Darcc; #p<0,001
VS Darccriz-

A infeccdo de animais sadios com a cepa ATCC 25923 (Catcc), ndo alterou a
producdo de IL-6, em relacdo aos animais nao infectados (Cs). Assim como 0O
tratamento com uma dose de insulina (Carcc+i1) ndo foi capaz de alterar esta
producdo, enquanto, o tratamento com 4 doses de insulina (Cartcc+2) aumentou
aproximadamente 467% a producédo de IL-6. Da mesma forma, em ratos diabéticos,
a infeccao pela cepa ATCC 25923 (Datcc) € o tratamento com uma dose de insulina
(Datcc+i1) ndo alteraram a producao de IL-6 em relagdo aos animais ndo infectados
(Ds), enquanto o tratamento com 4 doses de insulina (Darcc+i2) aumentou 7,6 vezes
a producédo, em relacdo ao grupo diabético infectado (Datcc) (Figura 12).

Além disso, o tratamento com 4 doses de insulina, nos dois grupos (sadio e
diabético), aumentou a producéo de IL-6 em relacdo ao tratamento com uma dose
de insulina. Comparando o efeito do tratamento com 4 doses de insulina no grupo
sadio (Catcc+iz) € no grupo diabético (Datcc+2), € possivel notar os animais

diabéticos apresentaram aproximadamente o dobro da producéo de IL-6 (Figura 12).
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Figura 12. IL-6 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média * e.p.m (7 animais por
grupo). ¢p<0,001 vs Carcc+iz; #pP<0,001 vs Carccsir; *P<0,001 vs Darcc; #p<0,001 vs Carcc; ®
p<0,001 vs Datccsit-

Em animais sadios, a infeccdo de com a cepa ATCC 25923 (Catcc) nao
alterou a producdo de TNF-a, em relacdo aos animais nado infectados (Cs). O
tratamento com uma dose de insulina (Carcc+i1) ndo alterou esta producéo,
enquanto, o tratamento com 4 doses de insulina (Carcc+i2) aumentou
aproximadamente 3,3 vezes a producdo de TNF-a. Em ratos diabéticos, a infeccéo
pela cepa ATCC 25923 (Datcc) néo alterou a producédo de TNF-o. em relacdo aos
animais nao infectados (Ds), assim como o tratamento com dose Unica de insulina
(Datcc+iz)- A producdo de TNF-o. aumentou 2,7 vezes com o tratamento com 4 doses
de insulina (Datcc+iz), €m relacdo ao grupo diabético infectado (Datcc) (Figura 13).

Além disso, a producdo de TNF-a foi 39% menor no grupo diabético infectado
(Datcc) € 48% menor no grupo diabético tratado com 4 doses de insulina (Datcc+iz),
em relacdo a seus controles, respectivamente Catcc € Carcc+iz2- A0 comparar 0os dois
tratamentos, foi possivel notar que no grupo controle, o tratamento com 4 doses de
insulina (Carcc+iz) produziu mais 4,3 vezes mais TNF-a, do que o tratamento com
uma dose (Cartcc+i1); enquanto no grupo diabético o tratamento com 4 doses de
insulina (Datcc+2) praticamente dobrou a producdo de TNF-a, em relacdo a

producédo gerada pelo tratamento com uma dose (Datcc+i1) (Figura 13).
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Figura 13. TNF-a no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢cdo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média * e.p.m (7 animais por
grupo). *p<0,001 vs Catcc; #p<0,001 vs Carcc+1; ¢P<0,05 vs Carcc; vp<0,001 vs Carcceiz; #p<0,001
VS Darcc; *p<0,001 vs Darcesit-

Em animais sadios, a infeccdo de com a cepa ATCC 25923 (Carcc)
aumentou, aproximadamente, 2,8 vezes a producdo de INF-y, em relacdo aos
animais nao infectados (Cs). O tratamento com uma dose de insulina (Catcc+i1) hdo
alterou esta producdo, enquanto, o tratamento com 4 doses de insulina (Catcc+iz)
aumentou aproximadamente 9,6 vezes a producdo de IFN-y. Em ratos diabéticos, a
infecc@o pela cepa ATCC 25923 (Datcc) aumentou 2,8 vezes a producdo de INF-y
em relacdo aos animais nao infectados (Ds). Em relacdo ao grupo nédo tratado
(Datcc), a producéo de IFN-y foi modificada pelos tratamentos com insulina da
seguinte forma: o tratamento com dose uUnica (Datcc+i1) diminuiu a producdo em
30%, enquanto o tratamento com 4 doses (Dartcc+iz) aumentou 2,2 vezes a producéo
(Figura 14).

Além disso, o tratamento com 4 doses de insulina, em animais sadios
(Catcc+iz2) € diabéticos (Datcc+i2), aumentou a producdo de IFN-y em relacdo aos
animais tratados com uma dose de insulina, Carcc+iz € Datcc+i1, respectivamente, 2,6

vezes e 3,1 vezes (Figura 14).
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Figura 14. INF-y no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢do peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valore s representam a média + e.p.m (7 animais por
grupo). *p<0,001 vs Cs; ¢p<0,001 vs Carcc; #p<0,001 vs Carcc+1; YP<0,001 vs Ds; ®p<0,001 vs
Catcc; %p<0,05 vs Darcc; *p<0,001 vs Darcc; ® p<0,001 vs Darcesit-

Em animais sadios, a infeccdo de com a cepa ATCC 25923 (Catcc) hao
modificou a producdo de IL-12, em relacdo aos animais ndo infectados (Cs). O
tratamento com uma dose de insulina (Catcc+1) também nao alterou esta producéo,
enquanto, o tratamento com 4 doses de insulina (Carcc+iz) diminuiu
aproximadamente a metade a producao de IL-12. Em ratos diabéticos, a infeccdo
pela cepa ATCC 25923 (Datcc) diminuiu em 40% a producédo de 1I-12 em relacdo
aos animais nédo infectados (Ds), e o tratamento com uma (Darcc+i1) ou 4 doses de

insulina (Datcc+iz) hdo modificou esta producéo (Figura 15).
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Figura 15. IL-12 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infecgcdo peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valore s representam a média + e.p.m (7 animais por
grupo). ¢p<0,001 vs Carcc+iz; #p<0,001 vs Ds.

A infeccdo de animais sadios com a cepa ATCC 25923 (Carcc) aumentou,
aproximadamente, 9,3 vezes a producdo de IL-4, em relacdo aos animais ndo
infectados (Cs). O tratamento com uma dose de insulina (Catcc+i1) aumentou em
37% a producdo de IL-4, enquanto o tratamento com 4 doses (Carcc+2) ndo a
alterou. Enquanto, em ratos diabéticos, a infeccdo pela cepa ATCC 25923 (Datcc)
aumentou a producdo de IL-4 em, aproximadamente, 8 vezes quando comparada
aos animais nao infectados (Ds). Em relacdo ao grupo diabético infectado (Datcc), a
producdo de IL-4 aumentou aproximadamente, 2,6 vezes com 0 tratamento com
uma dose de insulina (Datcc+i1) (Figura 16).

Comparando o efeito do tratamento com dose Unica de insulina no grupo
sadio (Carcc+i1) € no grupo diabético (Datcc+i1), € possivel notar o grupo diabético

produziu aproximadamente o dobro de IL-4 (Figura 16).
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Figura 16. IL-4 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢do peritoneal por cepa
ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média = e.p.m (7 animais por
grupo). *p<0,001 vs Cgs; ¢p<0,05 vs Carcc; #p<0,001 vs Dg; ap<0,001 vs Carcc+1; *p<0,001 vs
Datcc: @ P<0,001 vs Datccit-

A producéo IL-10 ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos

estudados e encontra-se na tabela 5.

Tabela 5. Dosagem de IL10 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccao
peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles

IL-10
(pg/mL)

Cs 203,5 +£ 29,7
Catcc 153,1+31,1
Catcceit 111,7+ 6,4
Catcceiz 168,6 + 27,0
Ds 175,8 + 23,6
Datcc 151,1+31,1
Datccrit 109,2 + 3,4
Datcciz 152,2+ 19,4

Diabetes mellitus induzido por injecdo de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S.
aureus. Os animais receberam tratamento com insulina dose Unica (i1) ou com 4 doses de insulina
(i2). Os valores representam a média + e.p.m. (7 animais por grupo).
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Os resultados para expressdo de P-selectina e PECAM-1 no endotélio
vascular do mesentério de animais controle e diabéticos, ap0s o tratamento com
dose unica de insulina, sdo apresentados a seguir. Para este tratamento, a
expressao de ICAM-1 néo foi realizada por problemas técnicos.

A infeccdo com a cepa ATCC 25923 levou a expressao de P-selectina no
endotélio vascular do mesentério de animais dos grupos controle (Carcc) € diabético
(Datcc), 0 que ndo aconteceu nos grupos nédo infectados (Cs e Ds). O tratamento
com dose Unica de insulina (Carcc+i1) manteve a expressao de P-selectina (Figura
17).

Enquanto, os animais do grupo controle ndo infectados (Cs), assim como, 0s
infectados (Catcc) € os tratados com dose Unica de insulina (Carcc+i1) €xpressaram
PECAM-1 no endotélio vascular do mesentério. No grupo diabético, o tratamento
com dose unica de insulina (Darcc+i1) estimulou a expressdo de PECAM-1 no

endotélio vascular do mesentério (Figura 18).
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Figura 17. Marcacdo por imunohistoquimica para P-selectina em endotélio vascular de
mesentério de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles, tratados com dose Unica de insulina. Diabetes mellitus induzido por
aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com
dose Unica de insulina (i1). Fragmentos obtidos de mesentério. (*) Imunomarcacgédo positiva para P-
selectina em endotélio vascular (coloragéo castanha). (Barra= 50um).
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Figura 18. Marcagdo por imunohistoquimica para PECAM-1 em endotélio vascular de
mesentério de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles, tratados com dose Unica de insulina. Diabetes mellitus induzido por
aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com
dose Unica de insulina (i1). Fragmentos obtidos de mesentério. (*) Imunomarcacdo positiva para
PECAM-1 em endotélio vascular (coloragao castanha). (Barra= 50um).
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A expressdo de PECAM-1, ICAM-1 e P-selectina no endotélio vascular do
mesentério de animais controles e diabéticos, apos o tratamento com 4 doses de
insulina, é apresentada a sequir.

No grupo controle, a infeccdo com a cepa ATCC 25923 gerou a expressao de
PECAM-1 no endotélio vascular do mesentério (Carcc), 0 que ndo aconteceu nos
grupos nao infectados (Cs), sendo que o tratamento com 4 doses de insulina
(Catcc+iz) manteve a expressao de PECAM-1; enquanto nos animais diabéticos nao
houve expressdo desta molécula de adeséo (Figura 19).

Corroborando com esses resultados, a quantificacdo de PECAM-1, mostra
que, os valores em pum? observados ao redor do endotélio do mesentério do grupo
controle infectado com a cepa ATCC 25923 (Catcc) foi 170 vezes maior do que nos
animais néo infectados (Cs). Apdés a administracdo de 4 doses de insulina (Catcc+i2)
houve diminuigdo dos valores em 58%. Enquanto nos animais diabéticos ndo houve
a expressao de PECAM-1 ap6s a infeccdo ou o tratamento com 4 doses de insulina
(Figura 20).
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Figura 19. Marcagdo por imunohistoquimica para PECAM-1 em endotélio vascular de
mesentério de ratos diabéticos com infecgéo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles, tratados com 4 doses de insulina. Diabetes mellitus induzido por aloxana
(42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com 4 doses de
insulina (i2). Figuras representativas de 3 animais por grupo. 5-12 vasos/animal (*) — Vaso sanguineo.
Seta - Presenga de imunomarcacao positiva na parede do vaso (coloragdo castanha). Barras = 25um
(40x) e 100pum (10x).
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Figura 20. Quantificagdo de PECAM-1 em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos
com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles, tratados
com 4 doses de insulina. Foram fotografados em média 10 campos por lamina. A quantificag&o foi
determinada pelo software NIS-Elements AR. Os valores representam a média da area do endotélio +
e.p.m. (3 animais por grupo). * p<0,001 vs Carcc; #p<0,001 vs Carcciiz-

A infeccdo com a cepa ATCC 25923 levou a expressdo de ICAM-1 no
endotélio vascular do mesentério de animais dos grupos controle (Carcc) € diabético
(Datcc), 0 que ndo aconteceu nos grupos nédo infectados (Cs e Ds). O tratamento
com 4 doses de insulina manteve a expressédo de ICAM-1 nos animais diabéticos
(Datcc+iz), 0 mesmo ndo aconteceu com o0s animais controle (Catcc+iz) (Figura 21).

Corroborando com esses resultados, a quantificacdo de ICAM-1 mostra que,
os valores em pm? observados ao redor do endotélio do mesentério do grupo
controle infectado com a cepa ATCC 25923 (Carcc) foi 247 vezes maior do que nos
animais néo infectados (Cs). Apés a administracdo de 4 doses de insulina (Carcc+iz)
ndo houve expressdo de ICAM-1. Enquanto no grupo diabético, os valores em pm?
observados ao redor do endotélio do mesentério para expressao de ICAM-1 de
animais infectados com a cepa ATCC 25923 (Datcc) foi 136 vezes maior do que nos
animais néo infectados (Ds); e o tratamento com 4 doses de insulina nao foi capaz

de alterar esta expressao (Figura 22).
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Figura 21. Marcacdo por imunohistoquimica para ICAM-1 em endotélio vascular de mesentério
de ratos diabéticos com infec¢ao peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos
controles, tratados com 4 doses de insulina. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da injegéo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com 4 doses de insulina
(i2). Figuras representativas de 3 animais por grupo. 5-12 vasos/animal (*) — Vaso sanguineo. Seta -
Presenca de imunomarcacéo positiva na parede do vaso (coloracdo castanha). Barras = 25um (40x)
e 100pm (10x).



80

400 -
¢
& 3004
e T
2
S 2004
l< T
= 100-
S
= * % L
0 1 1 L L ]
S 00 el =) OC) e
© 0‘:\ & © 0@ &
0?‘ 0\’“

Figura 22. Quantificagdo de ICAM-1 em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos
com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles, tratados
com 4 doses de insulina. Foram fotografados em média 10 campos por lamina. A quantificag&o foi
determinada pelo software NIS-Elements AR. Os valores representam a média do nimero de
leucécitos + e.p.m. (3 animais por grupo). *p<0,001 vs Carcc; ¢p<0,05 vs Datcc; % p<0,01 vs Datcc.

A infeccdo com a cepa ATCC 25923 levou a expressao de P-selectina no
endotélio vascular do mesentério apenas de animais do grupo controle (Catcc), O
que ndo aconteceu nos grupos nao infectados (Cs e Ds) e nos animais diabéticos
infectados (Datcc). O tratamento com 4 doses de insulina inibiu a expressao desta
molécula de adesdo nos animais do grupo controle (Carcc+2) € N80 gerou sua
expressao no grupo diabético (Dartcc+iz) (Figura 23).

Corroborando com esses resultados, a quantificacdo de P-selectina, mostra
que, os valores em pm? observados ao redor do endotélio do mesentério do grupo
controle infectado com a cepa ATCC 25923 (Carcc) foi 216 vezes maior do que nos
animais nao infectados (Cs). Apos a administracédo de 4 doses de insulina (Carcc+iz),
os valores em pm? observados diminuiram 11, 4 vezes. Enquanto no grupo
diabético, tanto a infeccdo quanto o tratamento com insulina ndo foram capazes de

alterar os valores em pm? observados (Figura 24).
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Figura 23. Marcacdo por imunohistoquimica para P-selectina em endotélio vascular de
mesentério de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles, tratados com 4 doses de insulina. Diabetes mellitus induzido por aloxana
(42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com 4 doses de
insulina (i2). Figuras representativas de 3 animais por grupo. 5-12 vasos/animal (*) — Vaso sanguineo.
Seta - Presenca de imunomarcacao positiva na parede do vaso (coloragdo castanha). Barras = 25um
(40x) e 100um (10x).
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Figura 24. Quantificacdo de P-selectina em endotélio vascular de mesentério de ratos
diabéticos com infec¢ao peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles,
tratados com 4 doses de insulina. Foram fotografados em média 10 campos por lamina. A
guantificacdo foi determinada pelo software NIS-Elements AR. Os valores representam a média do
namero de leucdcitos £ e.p.m. (3 animais por grupo). *p<0,001 vs Carcc.

A atividade microbicida de macrofagos peritoneais isolados de ratos com
infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus foi realizada para determinar
a capacidade de sobrevivéncia desta bactéria dentro dos macréfagos, sendo que o
tratamento com insulina ndo alterou a capacidade dos macréfagos eliminarem a

bactéria (Tabela 6).

Tabela 6 — Atividade microbicida de macréfagos de ratos diabéticos com infecgéo peritoneal
por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles

Sobrevivéncia

(%0)
Catcc 47,6 +2,8
Catccriz 51,3+2,6
Datcc 51,6+4,9
Datccriz 559+5,1

Diabetes mellitus induzido por injecdo de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S.
aureus. Os animais receberam tratamento com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a

média + e.p.m. (4 animais por grupo).
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4.4. Peritonite causada por cepa N315 Hla® de S. aureus

Apés a anestesia dos animais, foi realizada coleta de sangue por punc¢éo
cardiaca; as amostras coletadas foram utilizadas para a contagem global absoluta e
a contagem diferencial absoluta de leucocitos sanguineos, porém nao houve
diferencas  significativas na  concentracdo de leucécitos  sanguineos
independentemente do tipo de tratamento de insulina utilizado, tanto na peritonite

causada pela cepa N315 Hla" de S. aureus (Tabela 7).

Tabela 7. Leucécitos sanguineos de ratos diabéticos com infecc&o peritoneal pela cepa N315
Hla" de S. aureus e respectivos controles

Grupos Células (X10%/mm?®)
Totais Neutrofilos  Eosindfilos Basoéfilos Linfocitos Monocitos

Cs 2,7£0,2 0,5+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 2,1+0,2 0,1+£0,0
Cnais 4,8+0,3 0,8+0,1 0,0+0,0 0,0£0,0 3,9+0,3 0,1+£0,0
Chnaiseit 4,6 +0,7 0,9+0,1 0,0+0,0 0,0£0,0 3,7£0,6 0,0£0,0
Chnaiseiz 4,4+0,3 0,9+0,2 0,0+0,0 0,0£0,0 35%£0,3 0,0£0,0
Ds 3404 0,7+0,2 0,0+0,0 0,0£0,0 2,6+0,3 0,1+£0,0
Dnsis 45+0,5 0,9 £0,3 0,0+0,0 0,0£0,0 35%05 0,1+0,1
Dnsis+it 32103 0,8+0,2 0,0+0,0 0,0£0,0 24101 0,0£0,0
Dnsis+iz 49+0,4 1,1+0,1 0,0+0,0 0,0£0,0 3,7£0,3 0,1+£0,0

Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢cdo i.p. de S. aureus. Os
animais receberam tratamento com insulina dose Unica (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os
valores representam a media + e.p.m. (7 animais por grupos).

Por outro lado, a infecgdo de animais do grupo controle com cepa N315 Hla®,
(Cnz15) aumentou em 4,4 vezes a contagem global absoluta de leucdcitos no LPe,
em relacdo ao grupo salina (Cs). Enquanto, o tratamento dos animais infectados
com 4 doses de insulina (Cnsis+i2) diminuiu 68% o namero de leucécitos no LPe. Em
ratos diabéticos, a infeccdo (Dnsis) praticamente dobrou os leucécitos no LPe em
relacdo a ratos ndo infectados (Ds). O tratamento dos animais diabéticos infectados
com 4 doses de insulina (Dnszis+2) aumentou em 66% o0 numero de leucécitos

presentes no LPe, em relacdo ao grupo nao tratado (Dnsis) (Figura 25).
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Figura 25. Contagem global absoluta de leucocitos no lavado peritoneal de ratos diabéticos
com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes
mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢éo i.p. de S. aureus. Os animais
foram tratados com dose Unica de insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores
representam a médiax e.p.m (7 animais por grupo). *p<0,001 vs Cg; *p< 0,001 vs Cpais; & p< 0,001
VS Cpais+ir; *P<0,001 vs Ds; ¢ p<0,001 vs Dygzis; p<0,001 vs Dyaissia-

A migracdo de células mononucleares em animais controle néo foi alterada
pela infeccdo (Cnsis). O tratamento com 4 doses de insulina (Cnzis+i2) diminuiu a
migracdo em 71%, em relacdo ao grupo néo infectado (Cs). A infeccdo de animais
diabéticos (Dnz1s5), hdo modificou a migracao celular, porém o tratamento com 4
doses de insulina (Dnsis+2) aumentou 2,5 vezes a migracdo celular em relagdo aos
animais nao tratados (Dnz15). Por outro lado, nos animais controle, o tratamento com
4 doses de insulina (Cnazis+i2) gerou migracdo 79,6% menor do que a migracao
gerada pelo tratamento com dose Unica (Cnasis+1); €nquanto nos animais diabéticos,
o tratamento com 4 doses de insulina (Dnzi1s+2) gerou migracéo 2,5 vezes maior do
que a migracao gerada pelo tratamento com dose Unica (Dnzis+i1) (Figura 26A).

Apesar disso, em ratos ndo diabéticos, a infeccdo (Cnzis) aumentou a
migracdo de PMNs em aproximadamente 2,5 vezes em relagdo aos animais nao
infectados (Cs). O tratamento de animais infectados com 4 doses de insulina
(Cnaz1s+i2) diminuiu a migracdo de PMNs em aproximadamente 88%, tanto em
relacdo ao grupo néo tratado (Cnais) quanto em relacdo ao grupo tratado com dose
unica de insulina (Cnsis+i1). Enquanto nos animais diabéticos ndo houve alteragéo na
migracédo de PMNs (Figura 26B).
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Figura 26. Contagem global relativa de leucécitos no lavado peritoneal de ratos diabéticos com
infeccéo peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e respectivos controles. A. Contagem de
Mononucleares. B. Contagem de Polimorfonucleares. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42
mg/kg, i.v.) 10 dias antes da inje¢do i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de
insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média+ e.p.m (7 animais por
grupo). ap<0,05 vs Cnzis; #p<0,001 vs Cyais+in; X P<0,001 vs Cyais+io; #p<0,001 vs Dyass; #p<0,001 vs
Dna1s+it; *P<0,05 vs Cs;9p<0,01 vs Cyais; ¢Pp<0,05 vs Cpaiseit-

A glicemia do grupo controle ndo foi alterada pelo tratamento com insulina
(dose Unica ou 4 doses); enquanto no grupo diabético, o tratamento com dose Unica
de insulina e com 4 doses, embora tenham reduzido a concentracdo plasmatica de
glicose em néo foram suficientes para reduzi-la a niveis normais (Tabela 8).

Os animais diabéticos exibiram reducédo nos niveis séricos de insulina, por
comparacao com os respectivos controles. O tratamento dos animais controle com
dose Unica de insulina (Cys1s+1) N0 alterou este nivel sérico, enquanto com 4 doses
(Cnsis+i2) aumentou a concentracdo em 48%. Por outro lado, o tratamento dos
animais diabéticos com dose Unica de insulina (Dnsis+1) aumentou em 5,3 vezes a
concentracdo seérica de insulina hormoénio e com 4 doses (Dnsis+i2,), aumentou a
concentragédo em 7,3 vezes (Figura 27).

Quanto a concentragdo sérica de corticosterona, ndo houve diferencas
significativas ap6s a infeccdo entre ratos controles e diabéticos ou apdés os

diferentes tratamentos com insulina (Tabela 9).
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Tabela 8. Glicemia dos ratos controle e diabéticos com infeccéo peritoneal por cepa N315 Hla"
S. aureus antes e ap6s o tratamento com insulina

Animais Glicemia (mg/dL)

Antes da insulina Apés insulina
Chnais+it 100+ 5 66 + 8
Chnais+iz 128+ 6 115+ 3
Dnaise+i1 580+ 14 450 + 71*
Dnais+i2 562 + 10 348 + 46~

Diabetes mellitus induzido por injecdo de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S.
aureus. Os animais receberam tratamento com insulina dose Unica (i1) ou com 4 doses de insulina
(i2). Os valores representam a média = e.p.m. (7 animais por grupo). *p< 0,05 vs antes da insulina;
“p<0,001 vs antes da insulina.
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Figura 27. Determinacdo dos niveis séricos de insulina de ratos diabéticos com infecgao
peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido
por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com
dose Unica de insulina (i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m
(7 animais por grupo). *p<0,05 vs Cs; ¢p<0,001 vs Cyais; *p<0,001 vs Cyzissir; #p<0,001 vs Cyaziseii;
vp<0,001 vs Dys1s; #p<0,05 vs Dnziseiz-
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Tabela 9. Determinacao dos niveis séricos de corticosterona de ratos diabéticos com infeccéo
peritoneal por cepa N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles apds tratamento com
insulina

Corticosterona

(pg/mL)

Cs 231,0+£ 10,3
Chnais 227,2+5,2
Chais+in 303,6 +1,0
Chnsiseiz 2242+21
Ds 230,5+4,2
Dnais 2216 +15,5
Dn31s+it 226,9+2,0
Dnsis+i2 230,8 + 15,6

O diabetes mellitus induzido pela inje¢&o de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de
S. aureus. Os animais receberam tratamento com insulina dose Unica (il) ou foram tratados com 4
doses de insulina (i2). Os valores representam a média = e.p.m. (7 animais por grupo).

O sobrenadante do lavado peritoneal foi utilizado para a determinacdo da
concentracdo de citocinas pro-inflamatorias (IL1p, IL-6, TNF-a, IFN-y, 1L-12), de
quimiocinas (CINC-1, CINC-2 e CINC-3) e de citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-
10),e sdo apresentadas a seguir.

A infeccdo de animais sadios com a cepa N315 Hla® (Cnais) aumentou a
producdo de CINC-1 em aproximadamente 5,5 vezes, em relacdo aos animais nao
infectados (Cs). O tratamento com 4 doses (Cnsis+iz) diminuiu esta producdo em,
aproximadamente, 76%. Em ratos diabéticos, a infeccdo (Dnsis) aumentou a
producdo de CINC-1 em aproximadamente 10 vezes quando comparada aos
animais ndo infectados (Ds). Neste grupo, o tratamento com a insulina diminuiu a
producdo de CINC-1, sendo que uma dose de insulina (Dnsis+1) diminui-a em 84,3%,
enquanto o tratamento com 4 doses de insulina (Dnzis+iz) diminui-a em 91,6%
(Figura 28).
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Figura 28. CINC-1 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa
N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina
(i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
*p<0,01 vs Cg; ap<0,01 vs Cyzis; vp<0,001 vs Ds; ¢p<0,001 vs Cyz;s; #p<0,05 vs Dyass.

A infeccdo de animais controle pela cepa N315 Hla® (Cnsis) ndo alterou a
producdo de CINC-2, porém o tratamento destes animais com dose Unica de insulina
(Cnzis+i1) aumentou a producdo de CINC-2 em, aproximadamente, 6,8 vezes,
enquanto o tratamento com 4 doses de insulina (Cnzis+2) aumentou a producao de
CINC-2 em, aproximadamente, 4 vezes, em relacdo ao grupo nao tratado (Cnais).
Em animais diabéticos ndo infectados (Ds) a producédo de CINC-2 é 8,3 vezes maior
do que em animais controle nao infectados (Cs). Enquanto, a infeccéo pela bactéria
(Dnai1s) diminuiu a produgdo de CINC-2 em aproximadamente 92%. A produgéo de
CINC-2 por animais diabéticos infectados aumentou 20,3 vezes com tratamento com
uma dose de insulina (Dns1s+i1) € aproximadamente 10vezes com o tratamento com
4 doses de insulina (Dnsis+i2). Apesar disto, o tratamento com 4 doses de insulina
(Dn3is+i2) produz 50% menos CINC-2 em relagdo ao tratamento com dose uUnica
(Dn31s+i1) (Figura 29).
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Figura 29. CINC-2 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢do peritoneal por cepa
N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina
(i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
#p<0,001 vs Cyais; "Ep<0,05 vs Cyazs; *p<0,001 vs Cs; vp<0,001 vs Ds; #p<0,001 vs Dyzis; #p<0,01
VS Cpais+it; © P<0,001 vs Dyziseit-

No grupo controle tanto a infeccdo quanto os tratamentos com uma ou 4
doses de insulina ndo alteraram a producdo de CINC-3. No grupo diabético, a
infeccdo (Dnsis) ndo alterou a producdo de CINC-3 em relacdo do grupo nao
infectado (Ds), mas o tratamento com uma dose de insulina (Dnsis+1) aumentou esta
producdo em aproximadamente 45%, enquanto o tratamento com 4 doses (Dn3is+i2)

nao a alterou em relacdo ao grupo nao tratado (Dnsis) (Figura 30)



90

500 -

)
&
S

] w
o o
o o
Il L

CINC-3 (pg/mL

100 -

Figura 30. CINC-3 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢céo peritoneal por cepa
N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da inje¢éo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina
(i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
#p<0,001 vs Dn3iseis-

No grupo controle, a infeccdo pela cepa N315 Hla® (Cnsis) aumentou 2,6
vezes a producdo de IL-1p em relacdo a seu respectivo controle (Cs). Em ratos
diabéticos, o tratamento com dose Unica de insulina (Dnsis+«1) aumentou em 3,7
vezes a producao de IL-1p e com 4 doses de insulina (Dnsis+2) aumentou-a em 4,9
vezes. Além disso, a infeccdo fez com que grupo controle produzisse (Cnsis) 6,4

vezes mais IL-13 em relacao aos diabéticos infectados (Dnasis) (Figura 31).
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Figura 31. IL-1B8 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa
N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da inje¢éo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina
(i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (5 animais por grupo).
*p<0,01 vs Cg; ¢p<0,001 vs Cyz1s; #p<0,001 vs Dygass.

A infeccdo de animais sadios com a cepa N315 Hla" (Cnais), ndo alterou a
producao de IL-6, em relacdo aos animais nao infectados (Cs). Em relacédo ao grupo
nao tratado (Cnsis), 0 tratamento com insulina aumentou a producéo de IL-6, sendo
que o tratamento com dose Unica (Cnsis+1) aumentou-a em 3,8 vezes e o tratamento
com 4 doses (Cnazis+iz) aumentou-a em 18 vezes. Em ratos diabéticos, a infeccao
(Dnz1s) ndo modificou a producdo de IL-6 em relacdo aos animais ndo infectados
(Ds), assim como, o tratamento com dose Unica de insulina (Dnzi1s+1) ndo modificou a
producdo de IL-6 em relagdo aos animais néo tratados (Dnsis); enquanto, o
tratamento com 4 doses de insulina (Dnsis+i2) aumentou 18,7 vezes a producdo, em
relacdo ao mesmo grupo (Dnsis) (Figura 32).

Além disso, o tratamento com 4 doses de insulina, nos dois grupos (sadio e
diabético), aumentou a producéo de IL-6 em relacdo ao tratamento com uma dose
de insulina, em 4,8 vezes no grupo sadio e em 9,3 vezes no grupo diabético (Figura
32).
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Figura 32. IL-6 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infecgdo peritoneal por cepa N315
Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.)
10 dias antes da injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina (i1)
ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
vp<0,01 vs Cyasis; ¢p<0,001 vs Cpzis; #p<0,001 vs Cyaissir; #Pp<0,001 vs Dygzis; #p<0,001 vs Dy3ziseis.

Em animais controle, a infeccdo de com a cepa N315 Hla™ (Cysis) ndo alterou
a producao de TNF-a, em relacdo aos animais nao infectados (Cs). Em relacdo aos
animais néo tratados (Cnsis), 0 tratamento com dose Unica de insulina (Cnsis+i1) ndo
foi capaz de modificar esta producdo, enquanto, o tratamento com 4 doses de
insulina (Cnzi1s+2) aumentou em aproximadamente 38% a producdo de TNF-a. Em
ratos diabéticos ndo houve modificacdo na producdo TNF-o em na presenca de
infeccdo (Dnsi1s) ou pelos tratamentos com insulina (Dnsis+iz OU Dysis+iz), €m relacao
aos animais nao infectados (Ds). Comparando o efeito do tratamento com 4 doses
de insulina no grupo sadio (Cnsis+2) € no grupo diabético (Dnais+i2), € possivel notar

0 grupo diabético produziu aproximadamente 34% menos TNF-a. (Figura 33).
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Figura 33. TNF-a no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢do peritoneal por cepa
N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da inje¢éo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina
(i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
*p<0,05 vs Cpzis; ¥P<0,001 vs Cysis+iz-

Em animais sadios, a infec¢do de com a cepa N315 Hla* (Cyzis) aumentou 2,5
vezes a producgéo de INF-y, em relagdo aos animais ndo infectados (Cs). Em relagéo
ao grupo nao tratado (Cnsis), O tratamento com insulina aumentou a producéo de
INF-y, sendo que o tratamento com dose Unica (Cnsis+«1) aumentou-a 80% e o
tratamento com 4 doses (Cnasis+iz) aumentou-a aproximadamente 3,8 vezes. A
infeccdo de animais diabéticos (Dnsis) praticamente dobrou a producdo de INF-y em
relacdo aos animais ndo infectados (Ds). Em relacdo ao grupo diabético infectado
(Dnais), @ producao de IFN-y aumentou aproximadamente 3,3 vezes com a utilizagéo
de 4 doses de insulina (Dnzis+i2) € néo foi modificada com a utilizacdo de dose
Gnica de insulina (Dnzis+i1). Além disso, o tratamento com 4 doses de insulina, nos
dois grupos (sadio e diabético), aumentou a producdo de IFN-y em relagdo ao
tratamento com dose Unica de insulina, em 2,1 vezes no grupo sadio e em 2,3 vezes

no grupo diabético (Figura 34).
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Figura 34. INF-y no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢do peritoneal por cepa
N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da injec¢éo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina
(i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
*p<0,05 vs Cs; ¢p<0,001 vs Cpzis; #p<0,001 vs Cpyais+1; YP<0,001 vs Ds; ap<0,001 vs Dpzis;
*p<0,001 vs Dn3is+iz-

No grupo controle tanto a infeccdo quanto os tratamento com insulina néao
alteraram a producédo de IL-12. Apesar disto, no grupo diabético, a infeccdo (Dnsis)
diminuiu a producéo de IL-12 em 45% em relagcdo ao grupo nao infectado (Ds) e os

tratamentos com insulina ndo modificaram esta produgéao (Figura 35).
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Figura 35. IL-12 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢cdo peritoneal por cepa
N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg,
i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina
(i1) ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
*p<0,05 vs Cg; ¢p<0,001 vs Cyazi5; #p<0,001 vs Cpyzis+1; ¥P<0,001 vs Ds; ap<0,001 vs Dygass;
*p<0,001 vs Dygsisxiz-

A infeccdo de animais sadios com a cepa N315 Hla® (Cnsis) aumentou,
aproximadamente, 9,8 vezes a producdo de IL-4, em relacdo aos animais ndo
infectados (Cs). O tratamento destes animais com uma dose de insulina (Cnzis+i1)
diminuiu em 45,7% a producdo de IL-4, enquanto o tratamento com 4 doses
(Cnsi1s+i2) Ndo a alterou. Enquanto, em ratos diabéticos, a infec¢do (Dnsis) aumentou
a producdo de IL-4 em, aproximadamente, 8,6 vezes quando comparada aos
animais ndo infectados (Ds). Em relacdo ao grupo diabético infectado (Dnasis), O
tratamento com dose Unica de insulina (Dn3zis+i1), aumentou a producédo de IL-4 em
2,5 vezes. Comparando o efeito do tratamento com uma dose de insulina no grupo
sadio (Cnais+i1) € no grupo diabético (Dnais+i1), € possivel notar o grupo diabético
produziu 4,8 vezes mais IL-4. Além disso, comparando os dois tratamentos com
insulina no grupo diabético, € possivel notar que o tratamento com dose Unica
(Dns1s+i1) produziu 2,6 vezes mais IL-4 do que o tratamento com 4 doses (Dnsis+i2)
(Figura 36).
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Figura 36. IL-4 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infecgdo peritoneal por cepa N315
Hla" de S. aureus e respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.)
10 dias antes da injecao i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com dose Unica de insulina (i1)
ou com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m (7 animais por grupo).
*p<0,001 vs Cgs; #p<0,001 vs Cnzissir; ¥P<0,001 vs Dyzis+ir; *p<0,001 vs Ds.

A producao de IL-10 ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos
estudados e encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10. Dosagem de IL10 no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infec¢éo peritoneal
por cepa N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles

IL-10

(pg/mL)
Cs 203,5+ 29,7
Chais 124,0+£ 14,5
Chaise+it 118,2+5,4
Chaise+iz 153,7 £ 17,7
Ds 175,8 + 23,6

Dnais 97,2+7,8
Dnai1s+i1 121,8+ 7,7
Dnais+i2 152,1 + 19,7

Diabetes mellitus induzido por injecdo de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo
intraperitoneal de S. aureus. Os animais receberam tratamento com insulina dose Unica (i1) ou com 4
doses de insulina (i2). Os valores representam a média + e.p.m. (7 animais por grupo).
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A expressdo de PECAM-1, ICAM-1 e P-selectina no endotélio vascular do
mesentério de animais controles e diabéticos, apos o tratamento com 4 doses de
insulina, € apresentada a seguir, enquanto a expressao apos o tratamento com dose
Unica néo foi realizada por problemas técnicos.

A infeccdo com a cepa N315 Hla" levou a expressdo de PECAM-1 no
endotélio vascular do mesentério de animais infectados dos grupos controle (Cysis) €
diabético (Dnsi5), 0 que ndo aconteceu nos grupos nédo infectados (Cs e Ds). O
tratamento com insulina manteve a expressdo de PECAM-1 em ambos 0s grupos
(Cns31s+i2 € Dnais+i2) (Figura 33).

Corroborando com esses resultados, a quantificacdo de PECAM-1, mostra
que, os valores em pm? observados ao redor do endotélio do mesentério de animais
diabéticos infectados com a cepa N315 Hla" (Dna1s) foi 80 vezes maior do que nos
animais nao infectados (Ds). A administragéo de 4 doses de insulina ndo modificou a
expressdo desta molécula de adesdo no grupo controle (Cnsis+iz) Nnem no grupo
diabético (Dnsis+i2). E, comparando a expressdo de PECAM-1 apds a infecgéo, nota-
se gque o grupo controle (Cnsis) apresentou expressao 4 vezes menor do que o grupo
diabético (Dnzis) (Figura 37).
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Figura 37. Marcagdo por imunohistoquimica para PECAM-1 em endotélio vascular de
mesentério de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla" de S. aureus e
respectivos controles, tratados com 4 doses de insulina. Diabetes mellitus induzido por aloxana
(42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com 4 doses de
insulina (i2). Figuras representativas de 3 animais por grupo. 5-12 vasos/animal (*) — Vaso sanguineo.
Seta - Presenca de imunomarcacédo positiva na parede do vaso (coloracéo castanha). Barras = 25um
(40x) e 100pum (10x).
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Figura 38. Quantificagdo de PECAM-1 em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos
com infeccéo peritoneal por cepa N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles, tratados com
4 doses de insulina. Foram fotografados em média 10 campos por lamina. A quantificacdo foi
determinada pelo software NIS-Elements AR. Os valores representam a média da area do endotélio +

e.p.m. (3 animais por grupo). #p<0,001 vs Dyszis.

A infeccdo com a cepa N315 Hla® ndo gerou expresséo de ICAM-1 (figura 39)
e P-selectina (figura 40) no endotélio vascular do mesentério de animais de nenhum

dos grupos experimentais como pode ser notado na tabela 11 a seguir.

Tabela 11. Quantificacdo de ICAM-1 e P-selectina em endotélio vascular de mesentério de ratos
diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles,

tratados com 4 doses de insulina (um?)

Animais ICAM-1 P-selectina

(pm’®) (pm”?)
Cs 00 00
Chnais 00 8+4

Chais+i2 27 +15 36+ 10
Ds 00 00
Dnais 00 4+3
Dnaise+iz 00 0+0

Diabetes mellitus induzido por injecdo de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecao
intraperitoneal de S. aureus. Os animais receberam tratamento com 4 doses de insulina (i2). Os

valores representam a média £ e.p.m. (3 animais por grupo).
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Figura 39. Marcacdo por imunohistoquimica para ICAM-1 em endotélio vascular de mesentério
de ratos diabéticos com infeccéo peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e respectivos
controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.p. de S.
aureus. Os animais foram tratados com 4 doses de insulina (i2). Figuras representativas de 3 animais
por grupo. 5-12 vasos/animal (*) — Vaso sanguineo. Barras = 25um (40x) e 100um (10x).
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Figura 40. Marcac&o por imunohistoquimica para P-selectina em endotélio vascular de
mesentério de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla" de S. aureus e
respectivos controles. Diabetes mellitus induzido por aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da
injecdo i.p. de S. aureus. Os animais foram tratados com 4 doses de insulina (i2). Figuras
representativas de 3 animais por grupo. 5-12 vasos/animal (*) — Vaso sanguineo. Barras = 25um
(40x) e 100um (10x).
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A atividade microbicida de macrofagos peritoneais isolados de ratos com
infeccéo peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus foi realizada para determinar a
capacidade de sobrevivéncia desta bactéria dentro dos macréfagos, sendo que o
tratamento com insulina ndo alterou a capacidade dos macréfagos eliminarem a

bactéria (Tabela 12).

Tabela 12 — Atividade microbicida de macrofagos de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal
por cepa N315 Hla" de S. aureus e respectivos controles

Sobrevivéncia

(%0)
Chais 50,9+ 3,4
Chais+iz 48,1 £4.3
Dnsis 46,6 + 4,4
Dnais+i2 46,0+ 4,9

Diabetes mellitus induzido por injecdo de aloxana (42 mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecdo i.p. de S.
aureus. Os animais receberam tratamento com 4 doses de insulina (i2). Os valores representam a

média £ e.p.m. (4 animais por grupo).
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5. DISCUSSAO

A aloxana e a estreptozotocina sédo drogas diabetogénicas que se acumulam
nas ilhotas pancreaticas causando necrose irreversivel das células 3 pancreaticas
(RERUP, 1970; GAULTON et al.,, 1985; SZKUDELSKI, 2001). Tanto a aloxana
guanto a estreptozotocina apresentam efeitos toxicos: a aloxana, particularmente em
altas doses, leva a necrose da célula tubular renal (LENZEN et al., 1996), enquanto,
a estreptozotocina apresenta toxicidade para células linfoides do baco e do timo
(GAULTON et al., 1985).

A toxicidade linfoide causada pela estreptozotocina se manifesta, até mesmo,
em doses subdiabetogénicas, sendo notada inversdo imediata na proporcdo entre
linfécitos e neutréfilos no sangue periférico, com diminuicdo dos componentes
linfoides (WELLHAUSEN, 1986). Assim, para estudar a agdo da insulina na resposta
imune inata desenvolvida pela peritonite causada por S. aureus, apos a inducdo de
diabetes, deve ser utilizada a aloxana, uma vez que a estreptozotocina altera a
resposta imunolégica, ao depletar linfécitos circulantes e timécitos (GAULTON et al.,
1985; WELLHAUSEN, 1986).

ApoOs dez dias, da administracdo de aloxana por via endovenosa, 0s animais
diabéticos apresentaram reducdo da massa corpérea, com simultdneo ao aumento
da glicemia, como ja havia sido observado em estudos prévios (MARTINS et al,
2009; MARTINS et al, 2010), comparados aos animais que receberam salina. Além
disto, apresentaram o0s sinais classicos de DM: poliaria, polidipsia e polifagia
(KUMAR et al, 2012).

Pacientes com DM1 sédo tratados com doses diarias de diversos tipos de
insulina. Neste estudo utilizamos a insulina NPH que, em humanos, atinge seu pico
maximo entre 6 a 8 horas apO6s sua administracdo subcutanea. Martins e
colaboradores (2009 e 2010) observaram apés a administragdo de 4 Ul de insulina
NPH, a restauracdo de varios parametros inflamatorios que estavam reduzidos nos
ratos diabéticos instilados 6 horas antes com LPS, mesmo sem normalizacdo da
glicemia. Neste estudo, no entanto, a administracdo de 4Ul de insulina NPH, 72
horas ap0s a infeccdo com S. aureus, 8 horas antes da realizacdo dos
experimentos, nao alterou da glicemia. Por este motivo, foi realizado um segundo

protocolo de tratamento dos animais com doses multiplas de insulina que foram
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administradas antes da infeccéo e por 3 dias consecutivos (ANJOS-VALLOTA, 2006;
DI PETTA, 2011), que reduziu a glicemia dos animais, sem normaliza-la.

Em nosso trabalho, a infeccdo peritoneal pela cepa ATCC 25923 de S.
aureus, em ratos diabéticos, gerou aumento do infiltrado inflamatério na cavidade
peritoneal, tanto para células mononucleares quanto para polimorfonucleares no
LPe, em relacdo a seu grupo controle ndo infectado (CROSARA-ALBERTO et al,
2002). O tratamento destes animais diabéticos com dose Unica de insulina (NPH,
4Ul, s.c.) 8 horas antes da eutanasia diminuiu a migracéo celular para o peritonio,
mesmo sem modificar a glicemia, enquanto, o tratamento destes animais com 4
doses de insulina diminuiu ainda mais a migracdo de leucdcitos para a cavidade
peritoneal, apds diminuir a glicemia dos animais. Sendo assim, quando o tratamento
com insulina diminui a glicemia, h4 menor migracao celular para cavidade peritoneal.

Por outro lado, a infec¢cdo com a cepa N315 HLA+ de S. aureus aumentou a
migracdo celular nos animais-controle e diabéticos, em relacdo aos animais nao
infecatdos. Neste caso, o tratamento com dose Unica de insulina (NPH, 4Ul, s.c.) 8
horas antes da eutanasia infec¢cdo ndo alterou a migracao celular para o periténio,
no grupo controle nem no grupo diabético, apesar de ter alterado a glicemia dos
animais diabéticos. Enquanto, o tratamento com 4 doses de insulina diminuiu a
migracdo em animais do grupo controle e aumentou-a no grupo diabético,
aumentando a quantidade de células mononucleares no infiltrado inflamatério.

A fagocitose é essencial para a destruicdo intracelular do S. aureus, pois
permite a acdo de enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio presentes
em granulos nos fagécitos. O processo de fagocitose é facilitado pela ligacdo de
proteinas do sistema complemento e anticorpos, a superficie da bactéria (KO et al,
2013). Apesar disto, em presenca de hiperglicemia, ocorre inibicdo da atividade
microbicida dos fagocitos, tanto pela diminuicdo da capacidade fagocitica,
relacionada a inibicdo da opsonizacdo (MAURIELLO et al, 2014), quanto pela
inducdo de disfuncdo em neutrofilos, devido a modificacdo da producdo de
mieloperoxidase e a reducao da secrecédo de seus granulos (XIU et al., 2014). Sendo
assim, seria esperado que células isoladas de animais ndo diabéticos
apresentassem maior atividade microbicida do que as células isoladas de animais
diabéticos, porém isto ndo foi verificado em nossos experimentos em que 0 grupo
controle e o grupo diabético apresentaram praticamente a mesma atividade

microbicida em relacdo as duas cepas de S. aureus.
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Isto pode ter acontecido, devido a expressao de fatores de viruléncia pelo S.
aureus, entre eles, capsula polissacaridica que evita fagocitose (NANRA et al, 2013)
e, Hla, uma citotoxina, que além de causar citdlise, reduz a capacidade fagocitica de
macrofagos (ONOGAWA, 2002) e estad presente tanto na cepa S. aureus ATCC
25923 quanto na cepa N315 HLA+ (ALMEIDA et al, 2013). Além de Hla, a cepa S.
aureus ATCC 25923 também apresenta PVL, uma leucocidina que forma poros na
membrana de leucécitos, causando citolise (MONECKE et al, 2006). A presenca
destes fatores de viruléncia pode explicar por que nao foi observado aumento de
leucécitos sanguineos ap6s a infeccdo, uma vez que Hla e PVL destroem os
leucocitos.

Evidéncias, também, sugerem que entre 15 e 50% do in6culo de S. aureus
sobrevive dentro dos fagossomos de neutréfilos apds a fagocitose, e que, neutrofilos
gue contém S. aureus viaveis, sofrem citdlise 6 horas apos a fagocitose das
bactérias e acabam sendo ingeridos por macréfagos, a fim de manter a homeostase
do tecido (GREENLEE-WACKER et al, 2014). Este pode ser outro motivo para nao
tenham sido encontradas diferencas significativas no numero de leucdcitos
sanguineos em presenca de infeccdo por ambas as cepas de S. aureus.

Apesar das evidéncias de que o tratamento com insulina reestabeleca a
atividade bactericida de neutréfilos de animais diabéticos contra S. aureus (YANO et
al, 2012); em nossos experimentos, o tratamento com insulina ndo melhorou a
atividade microbicida das células independentemente da cepa de S. aureus utilizada
para infeccao peritoneal. Isto pode ter acontecido devido a secrecao, pela bactéria,
de inibidores de proteases serina neutrofilicas que blogueiam a atividade de
proteases essenciais para atividade celular, como, por exemplo, elastase, catepsina
G e proteinase 3, que sado armazenadas nos granulos presentes nos neutrofilos e
séo secretadas ap0s ativacao celular a fim de eliminar as bactérias, ou até mesmo,
inativar alguns de seus fatores de viruléncia (STAPELS et al, 2014).

Apesar disto, a bactéria pode sobreviver e crescer dentro de macréfagos,
mesmo em presenca de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio produzidas
apos a fagocitose, devido a expressdo substancias codificadas geneticamente que
diminuem ou inativam estas espécies reativas, entre elas, a catalase e a superoxido
dismutase, enzimas que convertem peroxido de hidrogénio em &agua e oxigénio,
diminuindo a atividade microbicida e, consequentemente, permitindo a sobrevivéncia
bacteriana (BISHAYI, et al, 2015).
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A peritonite lesiona as células mesoteliais que revestem a membrana
peritoneal e desempenham um papel fundamental na homeostase, na resposta
imune e na manutencdo da estrutura da membrana peritoneal, induzindo-as a
produzirem localmente, altas concentragfes de véarios mediadores inflamatorios,
como, por exemplo, IL-1B, IL-6 e TNF-a, que apresentam papel essencial na
resposta inflamatoria decorrente da peritonite (HAUSMANN et al, 2000; YUNG,
CHAN, 2012; FIEREN, 2012). Além disso, os macrofagos peritoneais também
sintetizam mediadores inflamatorios, como, por exemplo, IL-1B, TNF-a, IFN-y e TGF-
B1, que medeiam a secrecdo de quimiocinas, cujo principal efeito é recrutamento de
PMNSs neutrofilos para o local da lesao (YUNG, CHAN, 2012).

Assim, neste estudo avaliou-se a participacdo das quimiocinas CINC-1, CINC-
2 e CINC-3 na resposta inflamatéria peritoneal induzida por S. aureus, uma vez que,
em ratos, estas quimiocinas exercem a funcédo de IL-8, produzida por humanos,
como mediadora da resposta inflamatéria, ativando neutréfilos e,
consequentemente, assegurando resisténcia a infec¢cdes (SHIBATA et al., 2000). A
producdo de CINC-1 é estimulada pela secrecdo de IL-13 e TNF-a (WATANABE et
al., 1991), sendo fundamental para a quimiotaxia de PMNs para o sitio inflamatorio e
para a infiltracdo de neutréfilos (OLARU, JENSEN, 2010).

Em nossos experimentos, a producdo de CINC-3 pelos grupos controle e
diabético, ndo foi alterada pela infeccdo com quaisquer das cepas de S. aureus ou
pelos diferentes tratamentos com insulina. Enquanto a concentracdo de CINC-2, em
resposta a infeccdo pela cepa ATCC 25923, foi maior no grupo diabético do que no
controle e o tratamento do grupo diabético com 4 doses de insulina diminuiu esta
producdo em relacdo aos animais nao tratados. Por outro lado, em resposta a
infeccdo pela cepa N315 HLA+, a producdo de CINC-2, no grupo controle foi
aumentada pelos dois tratamentos com insulina e, no diabético, caiu com a infecgéo,
mas os tratamentos com insulina restabeleceram-na.

Considerando que animais diabéticos apresentam resposta imunoldgica
alterada, era esperada a diminuicdo de concentracdo de IL-13, TNF-a e,
consequentemente, CINC-1 em comparagdo com 0 grupo controle, com menor
infiltrado leucocitario (ANJOS-VALOTA et al., 2006; DE OLIVEIRA MARTINS et al.,
2006; DELAMAIRE et al., 1997), porém em nosso trabalho, a infeccdo peritoneal
com a cepa ATCC 25923 de S. aureus determinou aumento expressivo das
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concentracdes de IL-1B e CINC-1 no LPe de animais diabéticos em relacdo a seus
controles, com aumento do infiltrado leucocitario, mesmo sem que houvesse
alteracdo nas concentracdes de TNF-a e IL-6. Enquanto, a infeccdo com a cepa
N315 HLA+ aumentou a producdo de CINC-1 no LPe de animais diabéticos, com
aumento do infiltrado leucocitario, sem que houvesse alteracdo nas concentracdes
de IL-1B, TNF-a e IL-6.

Apesar disto, evidéncias sugerem que a hiperglicemia promove inflamagéo,
aumentando a concentragdo das citocinas pré-inflamatérias, TNF-a e IL-6; e, que o
tratamento com insulina exerce efeitos anti-inflamatorios por meio da supresséo da
fase aguda da resposta inflamatoria e da diminuicdo da producdo destas citocinas
pro-inflamatérias (WASMUTH et al, 2004).

Em nossos ensaios, no LPe de animais diabéticos com peritonite causada
pela cepa ATCC 25923 tratados com dose Unica de insulina, houve diminuicdo na
producdo de CINC-1 e no infiltrado leucocitario, mesmo com a manutencdo da
producédo de IL-1B, TNF-a e IL-6; enquanto, o tratamento, destes animais, com 4
doses houve aumento da producéo de IL-1B, IL-6 e TNF-a e diminuicdo de CINC-1,
e no infiltrado inflamatorio. Ja, no LPe de animais diabéticos com peritonite causada
pela cepa N315 HLA+, os diferentes tratamento com insulina, ndo alteraram a
producdo de TNF-a. O tratamento com dose Unica de insulina aumentou a produgéo
de IL-1B, diminuiu a produgédo de CINC-1, mas ndo alterou o infiltrado leucocitario e
a producédo de IL-6; enquanto o tratamento com 4 doses de insulina aumentou a
producdo de IL-1B, IL-6 e infiltrado inflamatdrio, mas reduzindo a producdo de
CINC-1.

Evidéncias sugerem que IL-6 possa estar relacionada a resolucdo da
peritonite causada por S.aureus, pois restaura a atividade fagocitica e aumenta a
acidificacdo do fagossomo, destruindo a bactéria (ONOGAWA et al, 2013); e, que
pacientes com DM1 podem apresentar aumento na producao de IL-10 e IL-6 por
monaocitos, em certas condicbes (SPATZ et al, 2003). A IL-10 é uma citocina anti-
inflamatoéria que inibe a producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IFN- v,
modulando a resposta inflamatoria (MOORE et al., 1993) . No entanto, no presente
estudo, os niveis de IL-10 ndo se mostraram alterados em nenhum dos grupos,

assim como né&o houve alteracdo nas concentracdes de IL-12 e CINC-3.
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Por outro lado, IFN-y é produzido no inicio da infeccdo por S. aureus, e é um
dos principais fatores que determinam a resolugdo da infecgcédo, pois aumenta a
expressdo de TLR, promove ativacdo do NF-kB e induz a fatores de transcricdo que
sdo essenciais para ativacdo dos fagocitos (GILLRIE et al, 2010). Em nossos
experimentos, a infecgcdo com a cepa ATCC 25923 aumentou a producédo de IFN-y,
tanto no grupo controle como no grupo diabético, sendo que, nos grupo controle e
diabético, o tratamento com 4 doses de insulina aumentou esta produgéo, porém,
mesmo assim, ndo houve melhora na capacidade microbicida dos macréfagos
peritoneais. O mesmo resultado foi encontrado durante a infeccdo com a cepa N315
HLA+.

A migracdo de leucdcitos pelas camadas endoteliais e mesoteliais, em
direcdo a cavidade peritoneal, depende de eventos sucessivos que envolvem a
expressdo de algumas moléculas de adesdo endoteliais que permitem interacdo do
endotélio com os leucécitos, a reorganizacdo das juncdes intercelulares e o
rearranjo do citoesqueleto (WELTEN et al, 2004). Enquanto, P-selectina e E-
selectina, interagem de forma reversivel com ligantes presentes nos leucocitos,
promovendo sua desaceleracdo perto do local da infeccdo, garantindo a interacao
entre ICAM-1, expressa por células endoteliais, e B2 integrinas, presentes na
superficie dos fagdcitos, para que ocorra a diapedese (SPAAN et al, 2013);
PECAM-1, como o principal constituinte de juncdes intercelulares das células
endoteliais, € essencial para a estabilidade destas juncfes e, consequentemente,
para a transmigracdo de leucocitos através das células endoteliais (PRIVRATSKY,
NEWMAN, 2014).

Assim, analisamos a expressdo de P-selectina, ICAM-1 e PECAM-1 no
endotélio vascular do mesentério, qualitativa e quantitativamente, apos a infecgcédo
com as duas cepas e as consequéncias dos diferentes tratamento com insulina
nesta expressao. Apos a infecgdo com a cepa ATCC 25923, os animais controles
exibem marcada expressdo de PECAM-1, ICAM-1 e P-selectina, ao contrario dos
animais diabéticos, que apresentam expressdao de PECAM-1 e P-selectina parecida
com animais nao infectados e expressédo de ICAM-1 reduzida, mostrando que esta
cepa nado gerou a expressao destas moléculas de adesdo nos animais diabéticos
infectados com ela. O tratamento com dose Unica de insulina apenas restaurou a

expressdo de PECAM-1 no endotélio vascular do mesentério de ratos diabéticos,



110

enquanto o tratamento com 4 doses de insulina ndo restaurou a expressao destas
moléculas de ades&do nos animais diabéticos e, ainda, diminuiu a expressao destas
nos animais controles. Apesar da expressao destas moléculas de adesdo nao ser
expressiva nos animais diabéticos infectados com a cepa ATCC 25923,
encontramos aumento consideravel no infiltrado inflamatério destes animais, com
producdo aumentada de CINC-1 no LPe. Além disto, ambos os tratamentos com
insulina, além de ndo restaurarem a expressdao de moléculas de adesdo, ainda
diminuiram a concentracdo de CINC-1 e infiltrado inflamatério no LPe de animais
diabéticos, sugerindo que, neste caso, a producdo de CINC-1 é o fator limitante para
a migracao celular para o sitio de infeccdo (WATANABE et al , 1992).

Além disso, a diminuicdo do infiltrado inflamatério pode ser devida a ativacao
de vias de autofagia pelo HLA expresso por esta cepa, por meio da diminuicdo dos
niveis de AMPc intracelular, favorecendo a sobrevivéncia intracelular da bactéria
(MESTRE, COLOMBO, 2012).

Por sua vez, a infeccdo com a cepa N315 HLA+ néo alterou a expressao de
ICAM-1 e P-selectina em endotélio vascular de animais controles e diabéticos, e, 0s
diferentes tratamentos com insulina ndo foram capazes de reverter esta situagao,
porém, a infeccdo aumentou a expressao de PECAM-1 no endotélio vascular de
mesentério de ratos diabéticos, sem que houvesse alteracdo desta expressao pelos
diferentes tratamentos com insulina. Apesar da expressdo destas moléculas de
ades@o ndo ser expressiva nos animais diabéticos infectados com a cepa N315
HLA+, foi verificado aumento no infiltrado inflamatério destes animais, com producéo
aumentada de CINC-1 no LPe. Neste caso, ambos os tratamentos com insulina,
diminuiram consideravelmente a concentracdo de CINC-1, enquanto o tratamento
com 4 doses de insulina aumentou o infiltrado inflamatorio no LPe.

A Tabela 13, apresenta um resumo do efeito dos diferentes tratamentos com

insulina nos parametros estudados.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que, em ratos diabéticos, a insulina modula a
peritonite induzida por cepas diferentes de S. aureus, modificado o infiltrado
inflamatorio, a produgcdo das quimiocinas CINC-1, CINC-2, CINC-3; e a producéo
das citocinas, IL-1B, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-o, e, assim como, expressédo de
moléculas de adesédo, ICAM-1, P-selectina e PECAM-1, no endotélio vascular do

mesentério.
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Tabela A3: Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padréo da
média (epm) referente a Tabela 2 da Secdo Resultados: leucdcitos sanguineos de
ratos com infeccdo peritoneal pela cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos
controles (células X 10°/mm?)

Contagem Absoluta Total de Leucécitos Sanguineos
Cs Catcc Carccrin | Catcciz Ds Datcc Darcceir | Datcesiz
Animal 1 3,2 54 4,8 8,9 2,7 7,7 25 6,9
Animal 2 3,1 6,0 3,3 6,5 3.4 1,1 1,4 2,7
Animal 3 3,0 4,2 4,5 3,2 3,8 4,1 3,3 7,2
Animal 4 3,2 3,9 2,6 2,9 4,3 3,7 1,4 4,8
Animal 5 2,3 54 2,8 6,5 1,8 4,1 4,2 4,4
Animal 6 2,2 5,3 4,4 6,2 4,6 3,6 4,6 3,8
Animal 7 2,2 4,1 3,7 6,9 4,2 4,4 3,1 5,0
média 2,7 4,9 3,7 5,9 3,5 4,1 2,9 5,0
desvpad 0,5 0,8 0,9 2,1 1,0 1,9 1,3 1,6
epm 0,2 0,3 0,3 0,6 0,4 0,4 0,5 0,5
Contagem Absoluta de Neutréfilos
Cs Carcc Carccrit | Carccriz Ds Datcc Datcc+is | Datccsiz
Animal 1 0,6 1,2 0,6 1,8 0,5 14 0,2 1,0
Animal 2 0,7 1,0 0,6 1,2 0,5 0,1 0,1 14
Animal 3 0,4 1,0 1,0 0,5 1,7 1,1 0,5 3,3
Animal 4 0,5 15 0,3 0,6 0,4 0,9 0,2 0,7
Animal 5 0,6 1,0 0,4 2,3 0,2 1,6 0,7 19
Animal 6 0,4 1,1 1,1 0,6 0,7 1,1 1,7 0,6
Animal 7 0,5 14 0,7 1,2 0,8 1,0 0,6 1,6
média 0,5 1,2 0,7 1,2 0,7 1,0 0,6 15
desvpad 0,1 0,2 0,3 0,7 0,5 0,5 0,5 0,9
epm 0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3
Contagem Absoluta de Linfécitos
Cs Carcc Carcctir | Carccriz Ds Datcc Datcc+ir | Datccsiz
Animal 1 2,5 4,1 4,2 7,1 2,4 6,2 2,3 5,8
Animal 2 2,4 5,0 2,7 5,3 2,7 1,0 1,2 1,2
Animal 3 2,3 1,8 3,3 2,7 2,1 2,8 2,8 3.2
Animal 4 2,9 3,0 2,3 2,3 3,9 2,8 1,2 4,0
Animal 5 2,1 4,3 2,4 4,1 15 1,9 3,5 2,3
Animal 6 1,5 4,1 3,3 5,6 3,5 2,4 2,6 1,7
Animal 7 1,5 1,8 31 57 3,0 3,3 2,4 3,5
média 2,2 3,4 3,0 4,7 2,7 2,9 2,3 3,1
desvpad 0,5 1,3 0,7 1,7 0,8 1,6 0,8 1,6
epm 0,2 0,5 0,2 0,5 0,3 0,3 0,3 0,4
Contagem Absoluta de Mondécitos
Cs Carcc Carcctiz | Carccriz Ds Datcc Datcc+iz | Datccsiz
Animal 1 0,3 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
Animal 2 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,1
Animal 3 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Animal 4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,0 0,1
Animal 5 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1
Animal 6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,2 0,0
Animal 7 0,1 0,2 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0
média 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1
desvpad 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2
epm 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
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Tabela A4. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 5 da secdo Resultados: Contagem global absoluta
de leucécitos no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por

cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles (Células X10%mm?®)

Contagem global absoluta de leucécitos no lavado peritoneal

CS CATCC CATCC+i1 CATCC+i2 DS DATCC DATCC+il DATCC+i2

animal 1 13,7 18,9 19,9 28,2 17 46 17,9 12,7
animal 2 12,8 17,9 19,4 34,2 14,9 48 23,4 55
animal 3 15,8 20,9 23,7 17,7 13,9 41,1 17,6 8,7
animal 4 12,4 19,4 22,8 10,3 19,1 71,4 43,6 8,2
animal 5 13,5 15,2 19,2 15,1 10,9 65 10,8 14,7
animal 6 16,3 22,8 20,4 9,5 15,3 56,8 29,6 10,4
animal 7 14,7 15,7 20,3 10,9 13,8 50,2 23,9 9,8

média 14,2 18,7 20,8 18,0 15,0 54,1 23,8 10,0
desvpad 15 2,7 1,7 9,6 2,6 10,9 10,6 3,0

epm 0,6 1,0 0,7 3,6 1,0 4,1 4,0 1,1

Tabela A5. Valores individuais, média, desvio padréo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 6 da secdo Resultados: Contagem global de
relativa de leucocitos no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccéo
peritoneal pela cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles (Células
X10%mm?®). A. Contagem de Mononucleares. B. Contagem de Polimorfonucleares

A. Contagem de Mononucleares

CS CATCC CATCC+i1 CATCC+i2 DS DATCC DATCC+i1 DATCC+i2
animal 1 10,3 10,8 10,3 15,8 10,0 26,7 7,7 10,4
animal 2 9,6 9,5 9,9 19,5 8,8 20,2 9,8 4,3
animal 3 11,7 11,1 13,0 9,4 8,6 25,1 51 6,6
animal 4 9,8 11,1 12,5 6,5 11,1 37,8 21,4 6,0
animal 5 9,0 9,1 11,1 7,6 6,3 27,3 43 10,1
animal 6 11,2 10,0 11,8 6,4 8,1 41,5 10,4 7,9
animal 7 9,8 8,5 11,6 7,5 7,5 29,6 9,3 7,2
média 10,2 10,0 11,5 10,4 8,6 29,7 9,7 7,5
desvpad 0,9 1,0 1,1 5,2 1,6 7,4 5,7 2,2
epm 04 0,4 0,4 2,0 0,6 2,8 2,1 0,8
A. Contagem de Polimorfonucleares
CS CATCC CATCC+i1 CATCC+i2 DS DATCC DATCC+i1 DATCC+i2
animal 1 3,4 8,1 9,6 12,4 7,0 19,3 10,2 2,3
animal 2 3,2 8,4 9,5 14,7 6,1 27,8 13,6 1,2
animal 3 4,1 9,8 10,7 8,3 5,3 16,0 12,5 2,1
animal 4 2,6 8,3 10,3 3,8 8,0 33,6 22,2 2,2
animal 5 45 6,1 8,1 7,6 4.6 37,7 6,5 4,6
animal 6 51 12,8 8,6 3,1 7,2 15,3 19,2 2,5
animal 7 49 7,2 8,7 3,4 6,3 20,6 14,6 2,6
média 4,0 8,7 9,4 7,6 6,4 24,3 14,1 2,5
desvpad 0,9 2,1 0,9 4,6 1,2 8,8 5,3 1,0
epm 04 0,8 0,4 1,7 0,4 3,3 2,0 0,4
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Tabela A6. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrédo da

média (epm) referentes & Tabela 3 da secdo Resultados:

Glicemia dos ratos

controles e diabéticos com infeccao peritoneal pela cepa ATCC 25923 de S. aureus

antes e apos o tratamento com insulina (mg/dL)

Glicemia dos ratos controles e diabéticos com infeccdo peritoneal pela cepa ATCC 25923
de S. aureus antes e ap6s o tratamento com insulina

Glicemia antes de insulina

Glicemia ap6s de insulina

CATCC+i1 CATCC+i2 DATCC+i1 DATCC+i2 CATCC+il CATCC+i2 DATCC+i1 DATCC+i2

animal 1 86 97 600 589 100 111 600 453
animal 2 129 102 600 469 62 122 600 81
animal 3 114 110 600 533 59 57 600 190
animal 4 108 97 600 524 62 59 506 131
animal 5 113 118 600 600 79 109 439 422
animal 6 113 120 408 562 64 95 133 503
animal 7 105 126 570 587 67 111 483 405

média 110 110 568 552 70 95 480 312
desvpad 13 12 72 47 15 26 166 172

epm 5 4 27 18 6 10 63 65

Tabela A7. Valores individuais, média, desvio padréo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 7 da secdo Resultados: Determinacdo dos niveis
séricos de insulina de ratos diabéticos com infeccao peritoneal por cepa ATCC
25923 de S. aureus e respectivos controles (pg/mL)

Determinacdo dos niveis séricos de insulina

Cs Cartcc Catcc+iz | Catccsiz Ds Datcc | Datccvin | Datcctiz
animal 1 2156,7 2765,1 3036,8 3511,0 721,5 526,0 1057,9 2858,7
animal 2 2706,0 2681,8 3054,4 3541,4 626,1 361,3 1522.,5 2765,4
animal 3 2286,9 2128,1 3032,7 3966,4 792,4 334,6 1421,3 3329,0
animal 4 21142 2323,2 3045,8 3845,2 700,2 417,6 1182,3 2963,6
animal 5 2257,5 2221,5 3039,6 3761,3 723,9 409,1 1300,9 22215
média 2304,3 2423,9 3041,9 3725,1 712,8 409,7 1297,0 2827,6
desvpad 235,5 283,5 8,5 195,9 59,6 73,4 184,8 400,7
epm 105,3 126,8 3,8 87,6 26,7 32,8 82,7 179,2
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Tabela A8. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrédo da
média (epm) referentes a Tabela 4 da secdo Resultados: Determinacdo dos niveis
séricos de corticosterona de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa

ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles (pg/mL)

Determinacao dos niveis séricos de corticosterona

Cs Catcc Chartccit Cartcciz Ds Datcc Datccein Datcceiz

animal 1 2157 235,5 203,7 2311 232,1 215,6 205,8 218,9
animal 2 270,6 238,2 215,4 2451 222,6 2131 252,3 226,5
animal 3 228,7 212,8 219,3 236,6 239,2 2135 242,1 222,9
animal 4 213,4 232,3 204,6 2445 219,0 214.8 218,2 216,4
animal 5 226,7 222,1 2140 246,1 239,4 2149 230,1 212,1

média 231,0 228,2 2114 240,7 230,5 214,4 229,7 2194
desvpad 23,1 10,5 6,9 6,6 9,4 1,0 18,5 5,6

epm 10,3 4,7 3,1 2,9 4,2 0,5 8,3 2,5

Tabela A9. Valores individuais, média, desvio padréo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 8 da sec¢do Resultados: CINC-1 no lavado
peritoneal de ratos diabéticos com infeccéo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

CINC-1 em lavado peritoneal

Cs Catcc Catccsit Catcc+iz Ds Datcc Datcc+ia Datcc+iz

animal 1 95,0 4023,0 1759,0 199,8 374,0 5135,5 4123,0 235,8
animal 2 102,0 3892,0 2371,0 197,6 290,0 4893,0 3894,0 183,2
animal 3 127,0 4129,0 1994,0 158,4 294,0 3998,0 3986,5 172,5
animal 4 152,0 3772,5 1892,0 182,2 282,5 4992,0 3999,0 226,4
animal 5 152,2 35485 2102,8 170,5 324,0 5012,0 4012,0 176,3
animal 6 183,2 3873,0 2023,0 181,3 160,3 4810,0 4010,0 179,3
animal 7 149,5 3873,0 2024,0 136,8 211,7 3999,0 3990,0 176,3

média 137,3 3873,0 2023,7 175,2 276,6 4691,4 4002,1 192,8
desvpad 31,2 184,3 189,4 22,3 70,7 484,0 66,9 26,5

epm 11,8 69,7 71,6 8,4 26,7 182,9 25,3 10,0
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Tabela A10. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 9 da se¢do Resultados: CINC-2 no lavado
peritoneal de ratos diabéticos com infec¢do peritoneal por cepa ATCC 25923 de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

CINC-2 em lavado peritoneal

Cs Catcc Chartccsit Catcciz Ds Datcc Datcceia Datcceiz

animal 1 40,0 57,0 11,0 139,4 283,0 466,0 273,0 164,8
animal 2 34,0 23,0 45,0 177,6 210,0 403,0 426,0 156,3
animal 3 28,0 28,0 17,0 160,6 312,0 224,0 324,0 1479
animal 4 34,0 80,0 28,0 169,1 230,0 216,0 460,0 118,3
animal 5 17,0 85,0 23,0 198,9 239,0 340,0 392,0 342,8
animal 6 29,9 60,9 30,2 177,6 269,0 370,1 378,9 160,6
animal 7 30,7 53,1 20,8 169,1 240,1 302,0 371,0 173,3

média 30,5 55,3 25,0 170,3 254,7 331,6 375,0 180,6
desvpad 7,1 23,5 10,9 18,1 35,0 91,8 62,1 73,7

epm 2,7 8,9 4,1 6,9 13,2 34,7 23,5 27,8

Tabela All. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 10 da secdo Resultados: CINC-3 no lavado
peritoneal de ratos diabéticos com infec¢éo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

CINC-3 em lavado peritoneal

Cs Catcc Catccei Catcceiz Ds Datcc Datccein Datcctiz

animal 1 228,0 208,3 220,0 203,7 215,5 194,6 273,0 210,7
animal 2 2143 252,1 230,0 276,9 202,5 324,3 426,0 196,8
animal 3 2577 292,5 520,0 262,0 264,9 270,8 324,0 276,9
animal 4 281,5 208,3 460,0 204.,8 200,2 218,0 460,0 262,0
animal 5 287,7 284,6 450,0 196,8 259,1 290,9 392,0 262,0
animal 6 279,0 199,1 379,0 206,0 246,0 198,0 375,0 185,9
animal 7 249,0 272,3 478,0 287,7 209,0 279,9 379,0 203,7

média 256,7 2453 3910 234,0 228,2 253,8 375,6 228,3
desvpad 28,2 39,6 120,9 39,7 27,7 50,4 62,1 37,3

epm 10,6 15,0 45,7 15,0 10,5 19,0 23,5 14,1
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Tabela A12. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 11 da secao Resultados: IL-1p no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles (pg/mL)

IL-1B em lavado peritoneal

Cs Catcc Carcceia Catcceiz Ds Datcc Datccsit Datccriz
animal 1 146,0 171,0 146,0 245,0 53,0 619,0 441,0 690,0
animal 2 112,0 249,0 103,0 190,0 39,0 405,0 357,0 716,0
animal 3 120,0 171,0 275,0 214,0 53,0 493,0 765,0 789,0
animal 4 103,0 223,0 146,0 178,0 32,0 683,0 465,0 814,0
animal 5 137,0 283,0 249,0 239,0 29,0 467,0 426,0 790,0
animal 6 NR NR NR NR NR NR NR NR
animal 7 NR NR NR NR NR NR NR NR
média 123,6 2194 183,8 213,2 41,2 533,4 490,8 759,8
desvpad 17,7 49,0 74,1 29,4 11,4 114,3 158,5 53,6
epm 7,9 21,9 33,1 13,1 51 51,1 70,9 24,0

NR = nao realizado

Tabela A13. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrédo da
meédia (epm) referentes a Figura 12 da secao Resultados: IL-6 no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccao peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles (pg/mL)

IL-6 em lavado peritoneal

Cs Catcc Carcesit Carccriz Ds Datcc Datcc+in Darcc+iz
animal 1 85,2 336,6 316,7 1167,0 76,5 310,3 313,5 2313,0
animal 2 89,0 71,7 71,0 1171,0 84,5 299,2 315,1 2315,0
animal 3 75,1 71,7 70,3 1170,0 66,4 286,8 296,1 1960,0
animal 4 71,7 3119 324,9 1224,9 87,5 303,9 289,9 1898,0
animal 5 75,8 299,2 311,9 1119,0 64,4 2914 69,7 2696,0
animal 6 79,4 2914 302,3 1029,0 77,9 323,3 291,4 1913,0
animal 7 77,9 296,1 296,1 965,0 73,9 286,8 285,3 2852,0
média 79,2 239,8 241,9 1120,8 75,9 300,2 265,9 2278,1
desvpad 6,0 115,8 117,3 91,8 8,6 13,5 87,3 384,2
epm 2,3 43,8 44,4 34,7 3,2 51 33,0 145,2
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Tabela Al4. Valores individuais, média, desvio padréo (desvpad) e erro padréo da

média (epm) referentes a Figura 13 da sec¢do Resultados: TNF-a no lavado

peritoneal de ratos diabéticos com infec¢ao peritoneal por cepa ATCC 25923 de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

TNF-a em lavado peritoneal

Cs Catcc Carcceia Carcceiz Ds Datcc Datccit Datcciz

animal 1 115,0 119,0 74,0 368,5 82,0 54,0 91,0 176,0
animal 2 131,0 107,0 95,0 357,0 95,0 78,0 103,0 198,0
animal 3 135,0 115,0 66,0 385,0 66,0 95,0 70,0 198,0
animal 4 107,0 107,0 87,0 339,0 91,0 54,0 103,0 178,0
animal 5 74,0 99,0 99,0 345,0 87,0 54,0 103,0 183,0
animal 6 119,0 109,9 87,2 363,9 86,7 76,9 110,2 201,0
animal 7 111,2 107,2 83,9 359,1 89,1 62,9 94,8 179,0

média 113,2 109,2 84,6 359,6 85,3 67,8 96,4 187,6
desvpad 20,0 6,4 115 15,2 9,4 15,9 13,2 10,9

epm 7,6 2,4 4,3 57 3,5 6,0 50 4,1

Tabela A15. Valores individuais, média, desvio padréo (desvpad) e erro padréo da

média (epm) referentes a Figura 14 da secdo Resultados: IFN-y no lavado

peritoneal de ratos diabéticos com infeccéo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

IFN-y em lavado peritoneal

Cs Catcc Cartcesin Chatccriz Ds Datcc Datcc+ia Datcc+iz

animal 1 40,2 113,3 1411 371,2 62,6 168,0 133,9 418,6
animal 2 442 114,0 143,6 377,8 60,8 181,1 121,6 380,0
animal 3 38,0 112,7 149,5 393,4 61,9 173,0 118,8 371,2
animal 4 41,9 120,7 148,6 391,1 64,0 165,1 121,6 380,0
animal 5 38,7 120,0 148,6 391,1 56,3 171,0 1174 366,9
animal 6 43,9 108,1 160,8 423,2 64,8 189,4 123,0 384,4
animal 7 40,9 114,2 147,9 394,2 62,1 177,2 120,9 389,0

média 41,1 114,7 148,6 391,7 61,8 175,0 122,5 384,3
desvpad 2,4 4,4 6,2 6,2 2,8 8,3 54 16,9

epm 0,9 1,7 2,3 16,4 1,0 3,1 2,0 6,4
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Tabela A16. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 15 da secdo Resultados: IL-12 no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles (pg/mL)

IL-12 em lavado peritoneal

Cs Catcc Chartccsit Chartccriz Ds Datcc Datcceia Datcceiz

animal 1 183,4 161,8 205,3 68,6 246,7 161,8 165,4 161,8
animal 2 179,7 179,7 1478 71,7 209,0 179,7 224,0 151,3
animal 3 177,9 1943 198,0 77,9 210,3 161,8 154,8 65,6
animal 4 171,7 169,0 68,6 68,6 181,1 151,3 147,8 77,9
animal 5 174,5 159,5 71,7 93,9 199,1 65,6 65,6 81,1
animal 6 189,3 120,3 77,9 68,6 215,5 77,9 81,1 93,9
animal 7 176,0 77,9 68,6 84,2 202,9 84,2 84,2 106,9

média 178,9 151,8 119,7 76,2 209,2 126,0 131,8 105,5
desvpad 59 39,8 62,6 9,8 19,9 48,0 57,2 37,3

epm 2,2 15,0 23,7 3,7 7,5 18,1 21,6 14,1

Tabela A17. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 16 da secdo Resultados: IL-4 no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e
respectivos controles (pg/mL)

IL-4 em lavado peritoneal

Cs Catcc Cartcc+it Catcc+iz Ds Datcc Datcc+ia Datcceiz

animal 1 20,1 149,8 175,9 157,1 18,4 150,3 412 156,5
animal 2 15,7 145,2 237,1 143,2 17,1 153,4 389,4 152,6
animal 3 15 152,3 1994 153,9 17,3 150,3 398,7 152,9
animal 4 14,9 150,8 189,2 205,8 25,3 178,6 399,9 154,9
animal 5 13,8 145,2 210,3 1477 17,2 152,3 401,2 145,7
animal 6 15,9 152,3 202,3 155,5 16 156,5 401 162,9
animal 7 15,1 138,3 202,4 147,7 21,2 148,2 399 150,3

média 15,8 147,7 202,4 158,7 18,9 155,7 400,2 153,7
desvpad 2,0 51 18,9 214 3,3 10,5 6,6 5,3

epm 0,8 19 7,2 8,1 1,2 4,0 25 2,0
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Tabela A18 Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrdo da

média (epm) referentes a Tabela 5 da secdo Resultados:

Dosagem de IL-10 no

lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa ATCC 25923
de S. aureus e respectivos controles (pg/mL)

IL-10 em lavado peritoneal

Cs Catcc Chartccsit Cartcciz Ds Datcc Datcceia Datcceiz

animal 1 62,1 62,1 95,6 105,6 90,4 2117 105,6 164,4
animal 2 210,7 144,1 140,8 140,8 164,4 81,6 110,8 99,4
animal 3 225,5 283,1 99 299 218 263,5 119 218
animal 4 3314 73,1 93,4 93,4 259,6 225,5 93,4 189
animal 5 192,5 240,5 118 218 97,9 48,9 118 70,3
animal 6 204,1 118,1 1141 144,1 200,4 97 1141 174,8
animal 7 198 150,4 120,7 179,2 199,9 129,5 103,5 149,7

média 203,5 153,1 111,7 168,6 175,8 151,1 109,2 152,2
desvpad 78,6 82,2 17,0 71,4 62,6 82,2 9,1 51,4

epm 29,7 31,1 6,4 27,0 23,6 311 3,4 19,4

Tabela A19. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrédo da
meédia (epm) referentes a Figura 20 da secdo Resultados: Quantificacdo de PECAM-
1 em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal
por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles, tratados com 4 doses
de insulina (um?)

PECAM-1 em endotélio vascular de mesentério
CS CATCC CATCC+i2 DS DATCC DATCC+i2

animal 1 0 114 125 0 0 0
animal 1 0 136 86 0 0 0
animal 1 0 132 47 0 0 0
animal 1 0 200 20 0 0 0
animal 1 0 130 6 12 0 0
animal 2 0 127 41 10 0 0
animal 2 0 102 95 0 0 0
animal 2 0 105 89 0 0 0
animal 2 0 226 80 0 0 0
animal 2 0 345 52 0 0 0
animal 3 0 130 162 0 0 0
animal 3 0 125 159 0 0 0
animal 3 0 214 68 0 0 0
animal 3 0 270 24 0 0 0
animal 3 0 195 10 0 0 0

média 0 170 71 2 0 0
desvpad 0 70 50 1 0 0

epm 0 18 13 4 0 0
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Tabela A20. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 22 da sec¢do Resultados: Quantificacdo de ICAM-1
em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos com infeccao peritoneal por
cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles, tratados com 4 doses de
insulina (um?)

ICAM-1 em endotélio vascular de mesentério
Cs Catcc Cartccsiz Ds Datce Datcctiz

animal 1 0 338 0 0 282 190
animal 1 0 63 0 0 570 159
animal 1 0 339 0 0 297 98
animal 1 0 555 0 0 290 130
animal 1 0 191 0 0 184 168
animal 2 0 844 0 0 184 145
animal 2 0 142 0 0 50 0
animal 2 0 70 0 0 43 381
animal 2 0 57 0 0 60 67
animal 2 0 101 0 0 0 0
animal 3 0 90 0 0 61 0
animal 3 0 238 0 0 0 247
animal 3 0 295 0 0 0 0
animal 3 0 371 0 0 27 21
animal 3 0 15 0 0 0 0

média 0 247 0 0 137 107
desvpad 0 224 0 0 164 112

epm 0 58 0 0 42 29
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Tabela A21. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 22 da secdo Resultados: Quantificacdo de P-
selectina em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos com infeccéo
peritoneal por cepa ATCC 25923 de S. aureus e respectivos controles, tratados com
4 doses de insulina (um?)

P-selectina em endotélio vascular de mesentério
Cs Catcc Catccsiz Ds Datcc Darcctiz

animal 1 0 201 38 0 0 0
animal 1 0 161 52 0 10 0
animal 1 0 233 11 0 84 97
animal 1 0 82 27 0 11 78
animal 1 0 141 32 0 118 0
animal 2 0 235 14 0 0 77
animal 2 0 98 48 0 0 0
animal 2 0 372 31 0 0 86
animal 2 0 78 0 0 0 0
animal 2 0 425 30 0 0 0
animal 3 0 412 0 0 0 0
animal 3 0 124 0 0 0 0
animal 3 0 328 0 0 0 0
animal 3 0 19 0 0 0 0
animal 3 0 336 0 0 0 0

média 0 216 19 0 15 23
desvpad 0 131 19 0 36 39

epm 0 34 5 0 9 10
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Tabela A22. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Tabela 6 da secdo Resultados: Atividade microbicida de
macréfagos de ratos diabéticos com infeccao peritoneal por cepa ATCC 25923 de S.
aureus e respectivos controles (%)

Atividade Microbicida
Carcc Carccsiz Dartcc Datceeiz

animal 1 50,9 51,8 77,5 76,7
animal 1 36,3 51,0 73,7 83,4
animal 1 49,0 44,0 44,2 60,3
animal 2 36,5 48,9 52,1 52,7
animal 2 38,5 53,8 77,0 77,0
animal 2 43,0 56,0 55,4 71,6
animal 3 52,5 59,5 34,5 36,2
animal 3 71,8 41,3 36,6 37,3
animal 3 45,9 41,4 34,6 34,7
animal 4 48,4 41,7 35,9 46,4
animal 4 53,6 54,0 60,1 56,2
animal 4 44,4 71,9 38,3 38,3

média 47,6 51,3 51,7 55,9
desvpad 9,7 8,9 17,0 17,8

epm 2,8 2,6 4,9 51
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Tabela A23: Valores individuais, média, desvio padréo (desvpad) e erro padrédo da
média (epm) referente a Tabela 7 da Secdo Resultados: leucdcitos sanguineos de
ratos com infeccdo peritoneal pela cepa N315 Hla® de S. aureus e respectivos
controles (células X 10°/mm?)

Contagem Absoluta Total de Leucdcitos Sanguineos
CS CN315 CN315+i1 CN315+i2 DS DN315 DN315+i1 DN315+i2
Animal 1 3,2 4,6 4,5 3,4 2,7 6,6 2,2 5,8
Animal 2 3,1 3,9 3,8 52 3,4 4,5 3,0 4,3
Animal 3 3,0 59 3,0 4,9 3,8 5,8 3,5 6,4
Animal 4 3,2 54 2,4 4,7 4,3 4,1 2,7 55
Animal 5 2,3 3,6 8,5 2,9 1,8 2,4 4,5 3,8
Animal 6 2,2 51 50 53 4,6 4,3 3,5 3,8
Animal 7 2,2 5,2 4,7 4,7 4,2 3,8 3,0 4,6
média 2,7 4,8 4,6 4,4 3,5 4,5 3,2 4,9
desvpad 0,5 0,8 2,0 0,9 1,0 1.4 0,7 1,0
epm 0,2 0,3 0,7 0,3 0,4 0,4 0,2 0,4
Contagem Absoluta de Neutréfilos
Cs Chais Chiz1s+i1 Chizis+i2 Ds Dnsis Dnais+i1 Dnsis+iz
Animal 1 0,6 1,1 0,9 0,5 0,5 1,8 0,4 1,1
Animal 2 0,7 0,4 0,7 1,2 0,5 0,4 0,5 15
Animal 3 0,4 0,9 0,6 0,7 1,7 0,5 0,6 1,7
Animal 4 0,5 1,0 0,4 0,7 0,4 0,3 0,5 1,0
Animal 5 0,6 0,5 15 0,4 0,2 1,1 2,1 0,5
Animal 6 0,4 1,3 1,0 1,2 0,7 1,9 0,9 1,1
Animal 7 0,5 0,5 1,0 1,6 0,8 0,6 0,7 1,0
meédia 0,5 0,8 0,9 0,9 0,7 0,9 0,8 11
desvpad 0,1 0,3 0,4 0,4 0,5 0,7 0,6 0,4
epm 0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
Contagem Absoluta de Linfdcitos
Cs Chais Chi1s+i1 Chizis+iz Ds Dnsis Dnais+i1 Dnsis+iz
Animal 1 2,5 3,1 3,5 2,9 2,4 55 1,8 4,6
Animal 2 2,4 3,5 3,1 4,0 2,7 4,1 25 2,8
Animal 3 2,3 4,9 2,3 4,1 2,1 53 29 4,6
Animal 4 2,9 4,4 2,0 4,0 3,9 3,8 2,2 4,5
Animal 5 2,1 3,1 7,0 25 1,5 13 2,2 3,3
Animal 6 15 3,7 4,1 4,1 3,5 1,2 2,6 2,7
Animal 7 15 6,0 3,9 3,3 3,0 3,1 2,7 3,4
meédia 2,2 4,1 3,7 3,6 2,7 3,5 2,4 3,7
desvpad 0,5 11 1,6 0,7 0,8 1,7 0,4 0,9
epm 0,2 0,4 0,6 0,2 0,3 0,6 0,1 0,3
Contagem Absoluta de Monécitos
Cs Chais Chiz1s+i1 Chzis+i2 Ds Dnzis Dnais+i1 Dnaiseiz
Animal 1 0,3 0,0 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,1
Animal 2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Animal 3 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
Animal 4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,0 0,0
Animal 5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0
Animal 6 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
Animal 7 0,1 0,3 0,0 0,0 0,3 0,1 0,0 0,1
média 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1
desvpad 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
epm 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Tabela A24. Valores individuais, média, desvio padréo (desvpad) e erro padréo da
média (epm) referentes a Figura 25 da sec¢édo Resultados: Contagem global absoluta
de leucadcitos no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infecgéo peritoneal por
cepa N315 Hla* de S. aureus e respectivos controles (Células X10%/mm?®)

Contagem global absoluta de leucécitos no lavado peritoneal

Cs Chais Chais+ia Chaiseiz Ds Dnais Dnsis+it Dnais+i2

animal 1 13,7 19,6 24,4 5,6 17 19,8 18,1 23,8
animal 2 12,8 21,2 23,3 14 14,9 19,8 20 35,9
animal 3 15,8 23,1 24,1 4,8 13,9 215 12,6 29
animal 4 12,4 18,3 19,9 3,3 19,1 16,3 20,4 48
animal 5 13,5 18,2 20,2 2,1 10,9 17,2 23 29,4
animal 6 16,3 27 27,7 6,7 15,3 32,4 17,7 35,2
animal 7 14,7 10,4 23,3 4 13,8 21,9 18,9 34,5

média 14,2 19,7 23,3 4,0 15,0 21,3 18,7 33,7
desvpad 15 51 2,7 1,9 2,6 53 3,2 7,6

epm 0,6 19 1,0 0,7 1,0 2,0 12 2,9
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Tabela A25. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 26 da secdo Resultados: Contagem global de
relativa de leucécitos no lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccao
peritoneal pela cepa N315 Hla® de S. aureus e respectivos controles (Células

X10°/mm?®). A. Contagem de Mononucleares. B. Contagem de Polimorfonucleares

A. Contagem de Mononucleares

Cs Chnais Chusiseia Chaiseiz Ds Dnais Dnsis+ia Dn3is+iz

animal 1 10,3 9,6 12,9 4,4 10,0 10,5 10,5 16,7
animal 2 9,6 10,2 14,2 1,0 8,8 10,9 11,8 28,7
animal 3 11,7 11,1 154 3,6 8,6 9,2 7,8 22,9
animal 4 9,8 10,2 12,3 2,3 11,1 8,2 9,8 38,9
animal 5 9,0 10,4 12,5 1,5 6,3 8,9 13,8 24,1
animal 6 11,2 13,5 16,6 4,3 8,1 14,9 9,4 29,2
animal 7 9,8 51 13,7 2,9 7,5 16,2 10,6 29,0

média 10,2 10,0 13,9 2,9 8,6 11,3 10,5 27,1
desvpad 0,9 2,5 1,6 1,3 1,6 3,1 1,9 6,9

epm 0,4 0,9 0,6 0,5 0,6 1,2 0,7 2,6

A. Contagem de Polimorfonucleares
Cs Chnais Chuaiseia Chaiseiz Ds Dnsis Dnsis+i1 Dnsis+i2

animal 1 3,4 10 11,5 1,2 7 9,3 7,6 7,1
animal 2 3,2 11 9,1 0,4 6,1 8,9 8,2 7,2
animal 3 4,1 12 8,7 1,2 53 12,3 4,8 6,1
animal 4 2,6 8,1 7,6 1 8 8,2 10,6 9,1
animal 5 4.5 7,8 7,7 0,6 4,6 8,3 9,2 53
animal 6 51 13,5 11,1 2,4 7,2 17,5 8,3 6
animal 7 4.9 5,3 9,6 1,1 6,3 5,7 8,3 55

média 4,0 9,7 9,3 1,1 6,4 10,0 8,1 6,6
desvpad 0,9 2,8 1,5 0,6 1,2 3,8 1,8 1,3

epm 0,4 1,1 0,6 0,2 0,4 1,4 0,7 0,5
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Tabela A26. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes & Tabela 8 da secdo Resultados: Glicemia dos ratos
controles e diabéticos com infeccédo peritoneal pela cepa N315 Hla® de S. aureus
antes e apos o tratamento com insulina (mg/dL)

Glicemia dos ratos controles e diabéticos com infeccdo peritoneal pela cepa N315 Hla* de
S. aureus antes e apés o tratamento com insulina

Glicemia antes de insulina Glicemia apés de insulina
Chais+i1 Chais+i2 Dnaise+ia Dnaise+io Chnsis+i1 Chnsis+i2 Dnsise+ia Dnsis+iz
animal 1 99 134 600 546 52 121 567 437
animal 2 81 133 600 589 69 112 353 462
animal 3 94 154 600 524 101 112 417 371
animal 4 117 132 600 538 65 110 600 95
animal 5 117 113 502 600 67 128 216 366
animal 6 90 116 559 572 50 116 500 327
animal 7 99 112 597 568 60 106 500 378
média 100 128 580 562 66 115 450 348
desvpad 13 15 37 28 17 7 133 120
epm 5 6 14 10 6 3 50 46

Tabela A27. Valores individuais, média, desvio padrdo(desvpad) e erro padrao da
média (epm) referentes a Figura 27 da se¢do Resultados: Determinacdo dos niveis
séricos de insulina de ratos diabéticos com infeccéo peritoneal por cepa N315 Hla*
de S. aureus e respectivos controles (pg/mL)

Determinacdo dos niveis séricos de insulina

CS CN315 C:N:-}15+il C:N:-}15+i2 DS DN315 DN315+i1 DN315+i2

animal 1 2156,7 2909,6 3025,3 3968,7 721,5 619,1 2323,2 3619,1

animal 2 2706,0 2429,8 3055,3 3858,7 626,1 255,8 22629 3743,4

animal 3 2286,9 2313,0 3004,9 3839,2 792,4 681,8 27049 2424,2

animal 4 2114,2 2649,1 3057,5 3701,7 700,2 319,6 2257,5 3228,0

animal 5 2257,5 2559,5 3036,1 3839,2 723,9 382,7 2299,1 3528,4

média 2304,3 2572,2 3035,8 3841,5 712,8 451,8 2369,5 3308,6

desvpad 235,5 2277 21,9 94,9 59,6 188,1 189,4 529,7

epm 105,3 101,8 9,8 42,4 26,7 84,1 84,7 236,9
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Tabela A28. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Tabela 9 da secdo Resultados: Determinacdo dos niveis
séricos de corticosterona de ratos diabéticos com infeccéo peritoneal por cepa N315

Hla" de S. aureus e respectivos controles (pg/mL)

Determinacdo dos niveis séricos de corticosterona

Cs Chais Chais+ia Chaiseiz Ds Dnais Dnsis+it Dnais+i2
animal 1 2157 2110 302,5 216,9 232,1 2619 232,3 2619
animal 2 270,6 243,0 305,5 228,9 222,6 225,6 226,3 1743
animal 3 228,7 231,3 300,5 223,9 239,2 168,2 220,5 242,4
animal 4 213,4 2249 305,7 227,2 219,0 2140 225,7 222,8
animal 5 226,7 226,0 303,6 223,9 239,4 238,3 229,9 252,8
média 231,0 227,2 303,6 224,2 230,5 221,6 226,9 230,8
desvpad 23,1 11,6 2,2 4,6 9,4 34,7 4,5 34,8
epm 10,3 52 1,0 2,1 4,2 15,5 2,0 15,6

Tabela A29. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrédo da
média (epm) referentes a Figura 28 da secdo Resultados: CINC-1 no lavado
peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla" de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

CINC-1 em lavado peritoneal

CS CN315 CN315+i1 CN315+i2 DS DN315 DN315+i1 DN315+i2
animal 1 95,0 878,0 1219,0 259,1 374,0 1200,0 460,0 264,2
animal 2 102,0 923,0 990,0 190,3 290,0 2930,0 420,0 221,8
animal 3 127,0 739,0 1025,0 1914 294,0 1050,0 240,0 2184
animal 4 152,0 692,0 880,0 203,0 282,5 3400,0 390,0 186,3
animal 5 152,2 846,0 1012,0 188,3 324,0 4100,0 500,0 176,3
animal 6 183,2 816,0 1030,9 173,4 160,3 2700,7 440,2 235,8
animal 7 149,5 813,9 1019,7 173,4 211,7 2564,9 390,5 182,2
média 137,3 815,4 1025,2 197,0 276,6 2563,7 405,8 212,1
desvpad 31,2 79,1 100,1 29,3 70,7 1107,8 82,8 32,3
epm 11,8 29,9 37,8 11,1 26,7 418,7 31,3 12,2
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Tabela A30. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da

by

média (epm) referentes a Figura 29 da sec¢do Resultados: CINC-2 no lavado
peritoneal de ratos diabéticos com infecgdo peritoneal por cepa N315 Hla® de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

CINC-2 em lavado peritoneal

Cs Chais Chais+it Chisis+i2 Ds Dnais Dnais+in Dnais+iz
animal 1 40,0 63,0 228,0 194,6 283,0 34,0 642,0 156,3
animal 2 34,0 28,0 358,0 156,3 210,0 22,0 313,0 207,5
animal 3 28,0 17,0 267,0 160,6 312,0 16,0 313,0 169,1
animal 4 34,0 63,0 227,0 152,1 230,0 12,0 460,0 216,0
animal 5 17,0 28,0 278,0 122,5 239,0 22,0 426,0 233,2
animal 6 29,9 42,0 280,1 181,8 269,0 23,0 438,0 302,6
animal 7 30,7 37,1 262,9 156,3 240,1 21,0 429,1 190,4
meédia 30,5 39,7 271,6 160,6 254,7 21,4 431,6 210,7
desvpad 7,1 17,7 43,9 23,0 35,0 6,8 110,5 48,5
epm 2,7 6,7 16,6 8,7 13,2 2,6 41,8 18,3

Tabela A31. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrédo da

pY

média (epm) referentes a Figura 30 da secdo Resultados: CINC-3 no lavado
peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla" de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

CINC-3 em lavado peritoneal

Cs Chais Chais+it Chais+iz Ds Dnais Dnsis+it Dnais+i2
animal 1 228,0 208,3 228,0 208,3 215,5 193,5 642,0 194,6
animal 2 2143 267,9 267,0 204,8 202,5 273,8 313,0 266,4
animal 3 257,7 262,0 2270 289,3 264,9 276,9 313,0 264,9
animal 4 281,5 208,3 278,0 281,5 200,2 196,8 460,0 175,5
animal 5 287,7 187,0 358,0 198,0 259,1 272,3 426,0 267,9
animal 6 279,0 194,6 290,0 189,1 246,0 201,4 419,0 172,5
animal 7 249,0 254,9 319,0 260,6 209,0 247,9 439,0 219,2
média 256,7 226,1 281,0 233,1 228,2 237,5 430,3 223,0
desvpad 28,2 34,2 47,2 42,5 27,7 38,9 110,6 43,4
epm 10,6 12,9 17,9 16,1 10,5 14,7 41,8 16,4
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Tabela A32. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 31 da secdo Resultados: IL-18 no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e

respectivos controles (pg/mL)

IL-1B em lavado peritoneal

Cs Chnais Chnais+in Chnais+iz Ds Dnais Dnaise+iz Dnais+iz
animal 1 146,0 171,0 146,0 245,0 53,0 61,0 189,0 279,0
animal 2 112,0 249,0 103,0 190,0 39,0 28,0 190,0 250,0
animal 3 120,0 171,0 275,0 2140 53,0 31,0 153,0 245,0
animal 4 103,0 223,0 146,0 178,0 32,0 49,0 180,0 199,0
animal 5 137,0 283,0 249,0 239,0 29,0 78,0 190,0 234,0
animal 6 NR NR NR NR NR NR NR NR
animal 7 NR NR NR NR NR NR NR NR
média 123,6 2194 183,8 213,2 41,2 49,4 180,4 2414
desvpad 17,7 49,0 74,1 294 114 20,9 15,9 29,0
epm 7,9 21,9 33,1 13,1 51 9,4 7,1 12,9

NR= néao realizado

Tabela A33. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrédo da
média (epm) referentes a Figura 32 da secdo Resultados: IL-6 no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infec¢do peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e

respectivos controles (pg/mL)

IL-6 em lavado peritoneal

Cs Chais Chais+it Chais+iz Ds Dnais Dnais+in Dnais+iz

animal 1 85,2 86,0 313,5 1276,5 76,5 72,4 307,1 1307,0
animal 2 89,0 68,3 292,9 1284,5 84,5 69,7 74,4 1174,0
animal 3 75,1 69,0 285,3 1666,4 66,4 69,7 73,7 1173,0
animal 4 71,7 81,5 282,2 1187,5 87,5 76,5 260,0 1260,0
animal 5 75,8 77,9 294,5 1564.,4 64,4 65,1 67,7 1670,0
animal 6 79,4 83,0 286,8 1379,0 77,9 80,8 175,9 1780,0
animal 7 77,9 75,8 285,3 1389,0 73,9 69,7 60,7 1060,0
média 79,2 77,4 2915 1392,5 75,9 72,0 145,6 1346,3
desvpad 6,0 6,8 10,6 169,3 8,6 52 103,0 271,9
epm 2,3 2,6 4,0 64,0 3,2 2,0 38,9 102,8
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Tabela A34. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes & Figura 33 da se¢do Resultados: TNF-a no lavado
peritoneal de ratos diabéticos com infecgdo peritoneal por cepa N315 Hla® de S.

aureus e respectivos controles (pg/mL)

TNF-a em lavado peritoneal

Cs Chais Chziseia Chziseiz Ds Dns1s Dnsi5+i1 Dniz15+io
animal 1 115,0 95,0 123,0 102,0 82,0 78,0 82,0 93,0
animal 2 131,0 127,0 95,0 168,0 95,0 95,0 78,0 105,0
animal 3 135,0 107,0 135,0 189,0 66,0 74,0 78,0 108,0
animal 4 107,0 123,0 99,0 100,0 91,0 70,0 78,0 94,0
animal 5 74,0 95,0 107,0 198,0 87,0 95,0 82,0 101,0
animal 6 119,0 1217 1124 170,7 86,7 89,4 82,5 110,1
animal 7 1112 103,8 109,8 154,2 89,1 79,2 77,9 106,2
meédia 113,2 110,4 111,6 154,6 85,3 82,9 79,8 102,5
desvpad 20,0 13,5 13,8 39,3 9,4 10,2 2,2 6,7
epm 7,6 51 52 14,8 3,5 3,8 0,8 2,5

Tabela A35. Valores individuais, média, desvio padrdo (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 34 da secdo Resultados: IFN-y no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e

respectivos controles (pg/mL)

IFN-y em lavado peritoneal

Cs Chais Chais+it Chais+iz Ds Dnais Dnais+in Dnais+iz
animal 1 40,2 100 182,8 388,9 62,6 126,1 170,1 395,6
animal 2 44,2 97,7 197,8 420,9 60,8 134,3 167,2 388,9
animal 3 38 97,1 174,5 371,2 61,9 120,4 155,9 362,6
animal 4 41,9 108,8 187 397,9 64 125,4 159,6 371,2
animal 5 38,7 109,4 176,5 375,6 56,3 137,4 247,9 576,6
animal 6 43,9 91,5 184,9 393,4 64,8 119,6 171,1 397,9
animal 7 40,9 99,9 179,9 394,7 62,1 119 160,9 409,1
média 41,1 100,6 183,3 391,8 61,8 126,0 176,1 414,6
epm 2,4 6,4 7,8 16,3 2,8 7,3 32,2 73,2
desvpad 0,9 2,4 29 6,2 1,0 2,8 12,2 27,7
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Tabela A36. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Figura 35 da sec¢do Resultados: IL-12 no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e

respectivos controles (pg/mL)

IL-12 em lavado peritoneal

Cs Chais Chais+ia Chaisei Ds Dnais Dna1s+i1 Dnsis+iz

animal 1 183,4 179,7 169,0 161,8 246,7 144,3 198,0 147,8
animal 2 179,7 161,8 165,4 179,7 209,0 137,4 68,6 147,8
animal 3 177,9 187,0 183,4 161,8 210,3 137,4 71,7 187,0
animal 4 171,7 77,9 187,0 151,3 181,1 120,3 77,9 81,1
animal 5 1745 68,6 93,9 165,4 199,1 87,4 81,1 93,9
animal 6 189,3 84,2 68,6 183,4 215,5 81,1 93,9 106,9
animal 7 176,0 84,2 84,2 187,0 202,9 97,1 106,9 77,9
meédia 178,9 120,5 135,9 170,1 209,2 115,0 99,7 120,3
desvpad 59 52,9 51,3 13,3 19,9 26,2 453 41,2
epm 2,2 20,0 19,4 50 7,5 9,9 17,1 15,6

Tabela A37. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrédo da
média (epm) referentes a Figura 36 da secdo Resultados: IL-4 no lavado peritoneal
de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e

respectivos controles (pg/mL)

IL-4 em lavado peritoneal

Cs Chnais Chnais+it Chnais+iz Ds Dnsis Dnaise+is Dnsise+iz
animal 1 20,1 164,0 1219 158,1 18,4 145,7 460,0 153,9
animal 2 15,7 147,2 99,0 149,3 17,1 151,3 420,0 153,4
animal 3 15,0 155,5 12,0 150,8 17,3 230,9 240,0 154,4
animal 4 14,9 154,4 88,0 141,7 25,3 163,5 390,0 152,3
animal 5 13,8 141,2 101,2 150,8 17,2 149,8 500,0 151,8
animal 6 15,9 171,8 85,0 166,2 16,0 147,2 410,0 150,3
animal 7 15,1 154,4 84,0 150,3 21,2 150,8 390,0 150,8
média 15,8 155,5 84,4 152,5 18,9 162,7 401,4 152,4
epm 2,0 10,1 34,5 7,7 3,3 30,6 81,5 1,6
desvpad 0,8 3,8 13,1 2,9 1,2 11,6 30,8 0,6
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Tabela A38. Valores individuais, média, desvio padrédo (desvpad) e erro padrédo da
meédia (epm) referentes a Tabela 10 da secdo Resultados: Dosagem de IL-10 no
lavado peritoneal de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal por cepa N315 Hla" de
S. aureus e respectivos controles (pg/mL)

IL-10 em lavado peritoneal

Cs Chais Chais+ia Chaiseiz Ds Dnais Dna1s+it Dnsis+iz
animal 1 62,1 157,6 114,1 144,1 90,4 75,9 117,5 137,5
animal 2 210,7 127,7 114,4 164,4 164,4 73,1 114,2 154,2
animal 3 225,5 96,4 148,1 248,1 218 87,5 127,7 127,7
animal 4 331,4 75,9 102,5 102,5 259,6 124,4 110,8 140,8
animal 5 192,5 111,8 118,1 118,1 97,9 105,6 163,5 1415
animal 6 204,1 189 110,8 140,8 200,4 121,2 99,4 263,5
animal 7 198 109,6 119,6 1579 199,9 92,7 119,3 99,4
média 203,5 124,0 118,2 153,7 175,8 97,2 121,8 152,1
desvpad 78,6 38,3 14,3 46,9 62,6 20,6 20,3 52,0
epm 29,7 14,5 54 17,7 23,6 7,8 7,7 19,7

Tabela A39. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrédo da
média (epm) referentes a Figura 38 da secdo Resultados: Quantificacdo de PECAM-
1 em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos com infeccdo peritoneal
por cepa N315 Hla® de S. aureus e respectivos controles, tratados com 4 doses de
insulina (um?)

PECAM-1 em endotélio vascular de mesentério
Cs Chnais Chaiseiz Ds Dnsis Dnzis+i2

animal 1 0 103 105 0 121 95
animal 1 0 148 100 0 65 129
animal 1 0 0 0 0 199 94
animal 1 0 27 99 0 43 165
animal 1 0 0 172 12 65 98
animal 2 0 0 48 10 99 27
animal 2 0 0 100 0 115 77
animal 2 0 0 0 0 238 64
animal 2 0 0 0 0 79 23
animal 2 0 0 0 0 150 0
animal 3 0 0 0 0 28 0
animal 3 0 0 0 0 68 0
animal 3 0 0 0 0 34 0
animal 3 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0

média 0 19 42 1 87 51
desvpad 0 45 58 4 69 55

epm 0 12 15 1 18 14
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Tabela A40. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Tabela 11 da se¢do Resultados: Quantificacdo de ICAM-1
e P-selectina em endotélio vascular de mesentério de ratos diabéticos com infeccéo
peritoneal por cepa N315 Hla® de S. aureus e respectivos controles, tratados com 4
doses de insulina (um?)

ICAM-1 em endotélio vascular de mesentério

Cs Chais Ch3is+iz Ds Dnzis Dnia15+i2

animal 1 0 0 139 0 0 0
animal 1 0 0 181 0 0
animal 1 0 0 90 0 0 0
animal 1 0 0 0 0 0 0
animal 1 0 0 0 0 0 0
animal 2 0 0 0 0 0 0
animal 2 0 0 0 0 0 0
animal 2 0 0 0 0 0 0
animal 2 0 0 0 0 0 0
animal 2 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0

média 0 0 27 0 0 0
desvpad 0 0 59 0 0 0

epm 0 0 15 0 0 0

P-selectinal em endotélio vascular de mesentério
Cs Chnais Chuaiseiz Ds Dnais Dnais+iz

animal 1 0 0 56 0 0 0
animal 1 0 0 46 0 0 0
animal 1 0 0 72 0 0 0
animal 1 0 14 149 14 0 0
animal 1 0 48 32 48 0 0
animal 2 0 31 74 31 0 0
animal 2 0 0 25 0 0 0
animal 2 0 30 27 30 0 0
animal 2 0 0 28 0 0 0
animal 2 0 0 33 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 27 0
animal 3 0 0 0 0 38 0
animal 3 0 0 0 0 0 0
animal 3 0 0 0 0 0 0

média 0 8 36 0 4 0
desvpad 0 15 40 0 12 0

epm 0 4 10 0 3 0
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Tabela A41. Valores individuais, média, desvio padrao (desvpad) e erro padrdo da
média (epm) referentes a Tabela 12 da secdo Resultados: Atividade microbicida de
macréfagos de ratos diabéticos com infeccéo peritoneal por cepa N315 Hla® de S.
aureus e respectivos controles (%)

Atividade Microbicida
Cuais Chusiseiz Dnais Dn3is+iz

animal 1 47,6 48,4 49,9 59,0
animal 1 48,4 36,1 68,4 75,8
animal 1 54,4 37,3 61,7 56,0
animal 2 60,0 19,6 20,5 27,6
animal 2 63,8 53,5 50,0 63,1
animal 2 53,3 29,9 20,8 51,8
animal 3 50,1 69,5 40,5 29,5
animal 3 62,2 63,0 55,8 44,3
animal 3 39,0 62,8 40,2 33,4
animal 4 29,2 57,7 60,6 55,8
animal 4 34,9 47,9 53,7 38,2
animal 4 67,4 51,0 37,5 17,4

média 50,9 48,1 46,6 46,0
desvpad 11,9 14,9 15,3 17,1

epm 3,4 4,3 4,4 4,9
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ANEXOS

ANEXO A

s : umveasrmne DE SAO PAL AULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
: COmzsséo de Eﬂca no Usa de Ammals CEUA

s
| OfioCEUNFCE/B42012 - e

 CERTIFICADO

. ;A Clessao de Etuca no. Uso de Ammars éa Facukdade de C;encras 0
}Farmaceutlcas da Umversxdade de sao Pauio Cert;f ca que o Pro;eto
~ EFEITO DA INSULINA. NA INFLAMAQAO PERITONEAL ?: -

'zf..'SCAUSAnA POR Staphylococcus aureus NA FMUNIDADE [NATA .

;;'-A'(Protocolo CEUAIFCF1375) de responsabmdade do Prof Dr Jou!son
: -
T'i-;:‘---‘de Ohwe:ra Martms, esta de acordo com as normas do Conselho :
7‘,~'_Naclonal de Centrele de Expenmentag,ao Ammal - CONCEA e fOi

i iAPR@VADO em reuxﬁéo de 06 de agosto de 2012

S0 Paulo, 04 de setembro de 2012. -
Profa Dra Vlad; Olga C‘ ‘nSJQHen
Vlce Coordenadora da Comissao de Etica no Uso’ de Am,maxs
- : : CEUA/FCFIUSP ; 5 il

9t

Av Prq! Linequtes,sso Bl«:co‘lSk c-dadeUmvetsitina cspossoa-soo SaoPau(o SP : e :
i B Fone.(ﬂ)sos‘n‘sszzii:ax.(11)309146ﬂ e-mail ceuafcf@uspbr £ e G \ A B

AL
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ANEXO B

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF/108/2012

CERTIFICADO

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
“‘EFEITO DA INSULINA NA INFLAMAC.AO ‘ PERITONEAL
CAUSADA POR Staphylococcus aureus NA IMUNIDADE INATA.”
(Protocolo CEUA/FCF/375), de responsabilidade da pesquisadora
Paula Regina Knox de Souza, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Joilson de Oliveira’ Martins estd de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA

e foi APROVADO em reunido de 06 de agosto de 2012.

Sao Paulo, 06 de noverhbro de 2012.

-Profa: Dra. Vladi Olga Qonsiglieri

Vice-Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais ;
CEUA/FCF/USP :

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 06608-300 - Séo Paulo - SP
Fone: {11) 3091-3622 / Fax: {11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br



Anexo C

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduagao

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argilicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arglir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuénda das partes (examinador e candidato), &
facultada a argiiicao na forma de didloge em até sessenta minutos por examinador.

3. A sess3o de defesa sera aberia ac publico.

4. Terminada a argliicao por todos os membros da banca, 3 mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatdrio de defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arglicdo.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovade o aluno gque obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Davidas poderdo ser esclarecidas junto & Secretaria de Pos-
Graduacao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

S3o Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Frestes, S50, Bloco 12 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-200 - S50 Paulo - EP
Fone (11) 3091 3521 - Fax (11) 3091 3131 — e-mail: pgfarmaifusp . br
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