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RESUMO

O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de distarbios metabolicos caracterizado pela
hiperglicemia. O DM tipo 1 (DM1) se caracteriza pela destruicdo das células f pancreéticas,
que consiste na maioria das vezes por um processo autoimune, promovendo uma deficiéncia de
insulina. A hiperglicemia decorrente da falta de insulina ocasiona prejuizos para o sistema
imunolodgico tornando individuos diabéticos mais susceptiveis a infecgdes quando comparado
com individuos saudaveis. A alta susceptibilidade as infeccGes é, pelo menos em parte, em
funcdo de uma resposta imune inadequada. Além disto, a hiperglicemia per se desempenha um
importante papel neste processo. Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi de avaliar a
hiperglicemia e seu envolvimento no processo da autofagia e na resposta induzida por
lipopolissacarideo (LPS) em populagcfes de macrofagos de animais diabéticos e ndo diabéticos.
Para tanto, utilizamos macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) de camundongos
C57BL/6 diabéticos (Aloxana 60mg/kg, i.v.) e ndo diabéticos. Os BMDMs foram mantidos em
meio de cultura com concentracdo normal (5,5 mM) e uma alta concentracdo de glicose (25
mM) e foram estimuladas ou ndo com LPS na concentracdo de 100 ng/mL e Nigericina na
concentracdo de 20uM, nos tempos de 30 minutos; 2; 4; 6; 24 horas, sendo dosadas as citocinas
IL-6, IL-10, IL-1p e TNF-a. Em nossos estudos, identificamos alteracbes na secrecdo das
citocinas pré-inflamatorias IL-6, IL-1 ¢ TNF-0, em que os BMDMs de camundongos
diabéticos e ndo diabéticos apresentaram aumento na secrecdo dessas citocinas quando
estimulados por LPS+Nigericina. Além disso, foram observadas alterac6es na via de autofagia,
onde 0 aumento da proteina autofagica LC3b e Beclin-1 ocorreu por macréfagos de animais
ndo diabéticos em meio hiperglicémico, sem estimulo. Os macréfagos de animais diabéticos
apresentaram redugéo na expresséo de LC3b e Beclin-1 em meio hiperglicémcio, sugerindo um
processo autofagico prejudicado nessas células. Os resultados obtidos permitem sugerir que a
hiperglicemia altera as vias inflamatorias em macréfagos estimulados por LPS+Nigericina,
desempenhando um papel importante na resposta inflamatéria de individuos diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, Hiperglicemia, Inflamacédo, Autofagia.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic disorders characterized by hyperglycemia. Type
1 DM (T1DM) is characterized by the pancreatic beta cells destruction, which most often
consists of an autoimmune process, promoting an insulin deficiency. Hyperglycemia resulting
from the lack of insulin leads to an impaired immune system, leading diabetic individuals more
susceptible to infections when compared to healthy individuals. The high susceptibility is, at
least in part, due to an inadequate immune response. In addition, hyperglycemia per se plays an
important role in this process. Thus, the objective of this study was to evaluate the autophagy
process and the lipopolysaccharide-induced response (LPS) in macrophage populations of
diabetic and non-diabetic mice. For this, we used bone marrow-derived macrophages (BMDM)
from diabetic (Aloxan 60mg/kg, i.v.) and non-diabetic C57BL/6 mice. BMDM were cultured
in normal concentration (5.5 mM) and in a high concentration of glucose (25 mM) medium,
and were stimulated or not with LPS at a concentration of 100 ng/mL and Nigericin at a
concentration of 20 uM, at times 30 minutes; 2; 4; 6; 24 hours, followed by the measurement
of the cytokines IL-6, IL-10, IL-1p and TNF-a. In our study, we identified changes in the levels
of pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-1B and TNF-a, where BMDM showed an increase in
the secretion of these cytokines when stimulated by LPS + Nigericin. In addition, changes were
observed in the autophagy pathway, where the increase in the autophagic protein LC3b and
Beclin-1 occurred by macrophages of non-diabetic mice in hyperglycemic medium, without
LPS stimulation. Macrophages from diabetic mice showed a reduction on the expression of
LC3b and Beclin-1, suggesting an impaired autophagic process in these cells. The results
obtained allow us to suggest that hyperglycemia alters the inflammatory pathways in
macrophages stimulated by LPS, playing an important role in the inflammatory response of
diabetic individuals.

Keywords: Diabetes mellitus, Hyplerglycemia, Inflammation, Autophagy.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) consiste em um distdrbio metabdlico caracterizado por
hiperglicemia persistente, decorrente de deficiéncia na produgéo de insulina ou na sua agéo, ou
em ambos os mecanismos (Sociedade Brasileira de Diabetes — SBD, 2021). A hiperglicemia
cronica do diabetes mellitus (DM) estd associada a danos nos oOrgdos, complicacdes
cardiovasculares, nefropatias, retinopatias, inflamacéo e aumento do risco de desenvolvimento
de cancer (WHITING et al., 2011; GIRI et al., 2018; PAUL; ALI; KATARE 2020). Além disto,
sabe-se que resposta imune de individuos diabéticos se encontra prejudicada, pois suas células
fagocitarias possuem baixa atividade fagocitica e microbicida, levando a uma alta
susceptibilidade ao desenvolvimento de infeccbes secundarias por esses pacientes
(SUNAHARA et al., 2012; CASAGRANDE et al., 2020).

A homeostasia da glicose é mantida através do correto funcionamento de algumas vias
metabolicas: a glicogénese, a gliconeogénese, a glicogendlise e a glicélise. Durante altos niveis
de glicose, o hormdnio insulina é liberado com a ativacdo da via da glicogénese, e quando ha
baixa disponibilidade de glicose, 0 hormonio glucagon € liberado e ocasiona a ativacéo da via
da gliconeogénese (DASHTY 2013).

A classificacdo do diabetes foi sugerida pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em
conjunto com a Associacdo Americana de Diabetes (American Diabetes Association — ADA),
sendo utilizada a mesma classificacdo pela SBD, onde o DM é dividido em quatro classes
clinicas: a) o diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € causado pela destruicdo autoimune de suas
proprias células beta () no pancreas, responsaveis pela produgdo do horménio insulina, que
permite o controle adequado dos niveis de acucar no sangue (HEALTH QUALITY ONTARIO,
2015); b) o DM tipo 2 é a forma mais comum de diabetes. Desenvolve-se secundaria a uma
deficiéncia relativa de insulina, mas o defeito primario é a resisténcia a insulina, sendo a
obesidade um dos fatores de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 pelo consumo
excessivo de carboidratos; ¢) A intolerancia ao carboidrato desenvolvida durante a gravidez é
conhecida como diabetes gestacional. O DM ndo diagnosticado anteriormente (tipo 1 ou tipo
2) pode manifestar-se particularmente durante as avaliagdes iniciais na gravidez. Contudo, o
diabetes gestacional é considerado um fator/causa separada do DM2. Com o0 avanco da
gravidez, a crescente resisténcia a insulina cria uma demanda por mais insulina. Na grande
maioria das gestacOes, a demanda é prontamente atendida e o equilibrio entre a resisténcia a
insulina e o suprimento de insulina é mantido. No entanto, se a resisténcia persiste a gestante

se torna hiperglicémica; Embora o tratamento consiga reverter o quadro diabético, a gestante
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se torna mais susceptivel ao desenvolvimento de DM2 com o passar do tempo (PLOWS et al.
2018); d) outros fatores como, sindromes monogénicas do diabetes, insuficiéncia pancreatica
exocrina (fibrose cistica e pancreatite), diabetes induzido por farmacos, ou substancias quimicas
(uso de glicocorticéides, tratamento do HIV/AIDS e apo6s transplante de 6rgéos) e defeitos
genéticos na fungao das células P estdo associados ao desenvolvimento de inimeras formas de
diabetes e com um inicio de hiperglicemia geralmente antes dos 25 anos de idade (ALAM et
al., 2014; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2021; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018).

Dados divulgados pela International Diabetes Federation (IDF, 2021) afirmam que
536,6 milhdes de adultos no mundo tem diabetes e até 2045 cerca de 783,2 milhdes de pessoas
serdo afetadas pela doenca. O Brasil ocupa o sexto lugar no ranking de 10 paises que possuem
0 maior numero de individuos diabéticos, com mais de 15 milhdes de pessoas afetadas. O DM1
é responsavel por cerca de 5-10% do total de casos de diabetes e afeta mais de 1 milhdo de
criangas e adolescentes, sendo a doenga cronica de ocorréncia mais comum na infancia,
possuindo uma ocorréncia de mais de 180 mil casos por ano. Brasil salta para o terceiro lugar
no ranking quando sdo contabilizados criancas e adolescentes com DM1, com cerca de 92.300
individuos afetados, possuindo uma incidéncia de 8.900 casos novos por ano, tornando o DM1
um problema de saude publica no pais (IDF, 2021).

1.1 Diabetes mellitus Tipo 1

A maior parte dos casos de DML1 representa um distarbio imune, se ndo autoimune,
sugerindo que os pacientes frequentemente apresentam caracteristicas de uma contribuicédo
imunologica para a patogénese da doenca (autoanticorpos ou associa¢es geneticas com genes
que controlam as respostas imunes). Entretanto, nem todos os pacientes com DM1 apresentam
essas caracteristicas, levando a classificacGes propostas de DM1A (autoimune), para 0S
pacientes com DM1 que possuem autoanticorpos imunoldgicos auto-reativos, que corresponde
a 70-80% dos casos (POZNYAK et al., 2020), e tipo 1B (idiopatico), representando o restante
cuja patogénese especifica permanece obscura (ATKINSON et al., 2014).

A fisiopatologia desta doenca consiste em sinais classicos de doenga autoimune érgéo-
especifica caracterizada por infiltracdo linfocitica, ou inflamagdo em ilhotas pancreéticas
chamada de “insulite”, assinalada pela presenca de celulas imunes e inflamatorias dentro e ao
redor deste sitio. Essas celulas secretam citocinas que levam a apoptose de células J,
aumentando ainfiltracdo de células T especificas de ilhotas que por sua vez atacam e destroem
as células B (SZABLEWSKI, 2014; PUGLIESE, 2017).
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Na fase clinica, os sintomas classicos do estabelecimento do DM1 sdo: polidipsia,
polifagia, polidria, perda de peso, visdo borrada e astenia. Estes sintomas em conjunto com a
deteccdo de alta concentracdo glicémica plasmatica de jejum, ou glicemia casual, em qualquer
hora do dia confirmam o diagnostico (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2021,
IDF, 2021).

O tratamento do DM consiste na manutencdo dos niveis normais de glicose sanguinea,
sendo a administracdo de insulina a base do tratamento, concomitante ao acompanhamento da
hemoglobina glicada (HbA1c), pressdo arterial, parametros lipidicos, massa corporal, evitando
quadros de hipoglicemia (STEFANOWICZ et al., 2018; OTTO-BUCZKOWSKA et al, 2018).

1.2 Modelo experimental de DM1

Existem diversos modelos de estudo sobre a fisiopatologia do DMT1, como:
modelos de roedores de DM1 espontaneos Non-Obese Diabetic mice (NOD) e ratos
BioBreeding ou BB (BioBreeding Diabetes Prone BB-DP rats), e pela inducdo quimica
experimental de diabetes utilizando agentes chamados 20etonuria20ico — aloxana (ALOX) e a
estreptozotocina (STZ) (GRAHAM; SCHUURMAN, 2015; QUEIROZ et al., 2021).

O método de inducdo quimica do DM1 consiste em injetar agentes 20etonuria20ico que
vao atuar destruindo as células B do péncreas (ACHARJEE et al., 2013). A aloxana e a
estreptozotocina sdo agentes tdxicos as células p que ap6s alguns dias de administracdo,
induzem os quadros de DM1 (KING; BOWE, 2016). Estes agentes citotoxicos sdo analogos a
glicose que se acumulam preferencialmente nas células B pancreéticas pela via transportadora
de glicose, GLUT-2 (van BELLE et al., 2009).

A ALOX, quimicamente conhecida como 2,4,5,6-Tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil, é
uma substancia quimica derivada da uréia e andloga citotoxica da glicose, sendo um dos agentes
20etonuria20ico mais utilizados para a inducdo experimental do diabetes, por induzir sinais
clinicos analogos aos identificados na sindrome diabética em humanos, sinais estes como,
hiperglicemia, perda de massa corporea, glicosuria, polifagia, polidipsia, 20etonuria e
cetonemia, possuindo também um grau de acdo oncogénico e baixo custo comparada a outros
agentes citotdxicos (LENZEN, 2008; SILVA et al, 2014).

J& esté descrito na literatura que a ALOX induz o diabetes insulino-dependente em
diversas espécies de animais como, camundongos, coelhos, ratos, macacos e cées, podendo ser
administrada em doses Unicas ou seriada, pelas vias: intrapenitoneal, intravenosa e subcutanea
(IGHODARO et al., 2017). O método de acdo da ALOX foi bastante estudado, tanto in vitro

quanto in vivo, sendo muito bem descrito. Foi demonstrado, utilizando ilhotas pancreaticas
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isoladas e tecido pancreético de rato, que este farmaco provoca um aumento na secrecéo de
insulina, na presenca ou auséncia de glicose, logo apos o tratamento com ALOX (SILVA et al,
2015). Existem dois mecanismos patologicos pelos quais a ALOX induz o diabetes: blogqueando
seletivamente a secrecao de insulina induzida pela glicose por meio da inibicdo especifica de
glicoguinase, sensor de glicose da célula beta e pela inducéo da formagéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), resultando na destruicdo seletiva de células B, causando um estado
insulino-dependente (LENZEN, 2008).

A estreptozotocina (STZ), 2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosourea) -D-glucopiranose, € um
agente diabetogénico derivado da bactéria Streptomyces achromogens, que possui uma
absorcéo seletiva pelas células f do pancreas através dos receptores GLUT-2 (WU; YAN,
2015). O quadro insulino-dependente causado pela STZ se da pela transferéncia do grupo metil
de sua estrutura, para o acido desoxirribonucleico (ADN, ou DNA), mecanismo chamado de
alquilacdo que leva a consequente fragmentacdo do DNA. O mecanismo de reparo do DNA
leva a uma superestimulacdo de ADP-ribose polimerase, diminuindo o NAD+ celular e
consequente reducdo de ATP, resultando na necrose das células p (LENZEN, 2008).

Devido ao receptor GLUT-2 estar presente em outros tecidos do corpo, como células
hepéticas e tlbulos renais, os agentes ALOX e STZ podem afetar a funcdo destes 6rgdos
(LENZEN, 2008). Além disso, alteracbes importantes nos parametros das células imunes in
vivo e in vitro foram encontradas em um estagio inicial de DM1 em camundongos tratados com
STZ, enquanto alteracbes em camundongos tratados com ALX foram encontradas
principalmente na fase crénica do DM1, incluindo aumento das taxas de mortalidade. Esses
achados sugerem que os efeitos de ALX e STZ influenciaram, em diferentes momentos, 0s
orgaos linfoides, como o timo e baco, além da funcéo dos proprios linfocitos (QUEIROZ et al.,
2021).

1.3 Hiperglicemia

A hiperglicemia é caracterizada por uma elevacdo nos niveis de glicose no sangue,
definindo-se quando as taxas de glicemia se encontram >125 mg/dL em jejum e >180mg/dL
duas horas pds sobrecarga de glicose (MOURI; BADIREDDY, 2021). Além disto, a
hiperglicemia é uma das principais caracteristicas do DM, causada pela perda de fungéo das
células-beta produtoras do hormoénio insulina, ou pelo surgimento da resisténcia a esse
horménio, sendo um dos principais fatores de risco para desenvolvimento de problemas

crénicos micro e macrovasculares, elevagéo das taxas de morbidade e mortalidade e reducéo da
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qualidade de vida (MARESCH et al., 2017; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2021).

A via glicolitica, ou glicélise é uma série de reacGes quimicas que convertem a glicose,
liberando energia na forma de quatro moléculas de adenosina trifosfato (ATP) e duas de
dinucledtido de nicotinamida e adenina em seu estado de oxidacdo reduzido (NADH), sendo
um processo responsavel pela quebra de 80-90% de moléculas de glicose corporal. Esse
processo se inicia com a fosforilacdo da glicose pela hexoquinase ou glucoquinase em glicose
6-fosfato (G-6-P) e, em seguida é convertida em frutose-6-fosfato (F-6-P) pela acdo catalisadora
da fosfoglucoisomerase. A glicose 6-fosfato é entdo canalizada para as vias de pentose fosfato,
gerando nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidase (NADPH) proveniente de NADP+
para reacOes celulares sintéticas. Ao mesmo tempo, a via glicolitica produz gliceraldeido-3-
fosfato (GAP) que é fosforilado pelo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), onde o
produto resultante é decomposto em vérias fases da reacdo, gerando o produto glicolitico
piruvato, que quando descarbolizado se associa a Coenzima A para iniciar o ciclo de Krebs na
matriz mitocondrial. Os intermediadores do ciclo de Krebs, NADH e o dinucledtido de adenina
de flavina reduzido (FADH2), sdo subsequentemente oxidados para formar um gradiente de
prétons, que por um processo chamado de cadeia de transporte de elétrons, sintetiza ATP na
membrana interna mitocondrial. Em condices fisioldgicas, este processo resulta na producéo
mitocondrial de superédxido radical anidnico (Figura 1) (IGHODARO, 2018).

A hiperglicemia presente em individuos diabéticos possui diversos efeitos deletérios,
podendo ocorrer devido a ativacao de vias que estimulam a producdo de EROs, que na auséncia
de um mecanismo antioxidante de defesa apropriado, promovem a ativacdo de vias
intracelulares sensiveis ao estresse, causando danos as células e consequente desenvolvimento
de complicagdes ligadas a patogénese do diabetes. Em estados hiperglicémicos, o fluxo de
glicose pela via glicolitica tende a aumentar, intensificando a producéo de piruvato e acetil-
CoA e consequente aumento na producdo de NADH. Por NADH ser um transportador de
elétrons, em grandes quantidades, leva a uma presséo de elétrons na cadeia de transportadores
mitocondriais, resultando em um vazamento de elétrons, causando um aumento na produgéo de
superdxidos que suprime o sistema antioxidante, induzindo o estresse oxidativo, causando
danos no DNA nuclear e em outras moléculas. O sistema reparador de DNA iré ativar a enzima
poly-ADP-ribose polymerase-1 (PARP-1), que inibira GAPDH, resultando na elevacdo dos
niveis de GAP e outros intermediadores gicoliticos (F-6-P e G-6-P), assim como a glicose. O

acumulo dessas moléculas ativa outras vias pro-oxidativas, como as vias da hexosamina, poliol,
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proteina C quinase (PKC) e produtos de glicacdo avancada (AGE) (Figura 1) (FIORENTINO
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etal., 2013; YAN, 2014; IGHODARO, 2018).

Figura 1. Oxidacdo de glicose e estresse oxidativo induzido em condic6es hiperglicémicas: Em condi¢des
hiperglicémicas, ocorre a producéo excessiva de radicais livres, levando a danos ao DNA e consequente ativa¢do
da Poly-ADP-ribose polymerase-1, enzima reparadora de DNA. Esta enzima inibe a atividade da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, resultando no acimulo de GAP, que ativa varios processos pré-oxidativos, incluindo
hexosamina, poliol, proteina C quinase e AGE (Fonte adaptada de IGHODARO, 2018).

A hiperglicemia compromete o sistema imune de diversas formas, diminuindo a funcao

fagocitica de neutrofilos e mondcitos, prejudicando a atividade bactericida, glicosilacdo de
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imunoglobulinas e quimiotaxia (DUNCAN, 2012). O estado hiperglicémico tambem ativa o
fator nuclear kB (NF-kB) e induz a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, como Fator de
Necrose tumoral (TNF)-a e a interleucina (IL)-6 (McDONELL; UMPIERREZ, 2012).

1.4 Macrofagos

Macrofagos sdo células do sistema imune com capacidade fagocitica que atuam na
resposta inata, iniciacdo e finalizacdo da resposta inflamatoria, contribuindo para o
desenvolvimento tecidual, controlando e organizando a defesa do hospedeiro contra patégenos,
atuando também na ativacdo da imunidade adaptativa, desempenhando o papel de células
apresentadoras de antigenos (APCs) que secretam IL-12, IL-18 e IL-23, ativando as células T
de resposta Th1 (GORDON; MARTINEZ, 2010; WEISS; SCHAIBLE, 2015; EDHOLM et al.,
2017; REMMERIE; SCOTT, 2018).

O desenvolvimento dos macrofagos ocorre a partir de células tronco hematopoiéticas de
linhagem mieloide fagocitica mononuclear, que sdo liberadas na corrente sanguinea na forma
de mondcitos e, apds migrarem para os tecidos, se diferenciam em macréfagos, podendo ser
divididos em macrdfagos residentes e recrutados, que em resposta a fatores de crescimento e
citocinas secretadas no sitio tecidual, sofrem mudancas fenotipicas e funcionais (GEISSMAN
et al., 2010; SNYDER et al., 2016; BYRNE et al., 2016; WYNN; VANELLA, 2016). Os
macrofagos residentes em tecidos incluem: macréfagos da polpa vermelha do bagco, macréfagos
alveolares do pulméo, células de Langerhans epidérmicas, microglia do cérebro, células de
Kupffer do tecido hepatico, macrofagos peritoneais e macrofagos pancreaticos, renais e
cardiacos (PERDIGUERO; GEISSMAN, 2016). Os macrdfagos teciduais expressam uma
ampla gama de receptores que reconhecem padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMP) e padrdes moleculares associados ao dano (DAMP), que sdo os receptores do tipo Toll-
Like (TLR), receptores do tipo NOD (NLR), familia dos receptores induzido por &cido
retinoico (RIG) tipo gene |, lectinas e receptores de eliminacdo scavenger, responsaveis pela
internalizagdo de moléculas de natureza lipidica (DAVIES et al., 2013).

Os macrofagos mudam sua expressdo génica em resposta a diferentes estimulos, se
polarizando em fendtipos distintos em fases sequenciais (HUME, 2015; WANG et al., 2019).
De acordo com sua fungdo, os macrofagos séo polarizados em: macrofagos ativados pela via
classica, ou M1 (pré-inflamatorios); e macrofagos ativados pela via alternativa, ou M2 (anti-
inflamatdrios) (REMMERIE; SCOTT, 2018). A populacdo de macréfagos M1 é ativada por
citocinas do tipo |, Interferon (IFN)-y, ou por reconhecimento de PAMPs (ex.

lipopolissacarideo — LPS) e DAMPs, possuindo elevada atividade bactericida. Essa populacéo
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exerce atividades antiproliferativas e citotoxicas, resultando na liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23), com elevacdo nos niveis de IL-12 e
IL-13 e baixos niveis de IL-10, produzindo mais EROs e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
qguando comparada aos macrofagos M2. Acredita-se que essa populacdo de M1 esteja
relacionada a lesdo mediada por macréfagos (LASKIN et al., 2011; SUNAHARA; MARTINS,
2012; EDHOLM et al., 2017). Ja a via alternativa (M2), é ativada em resposta as citocinas IL-
4 e IL-13, agonistas de receptores Toll-like (LPS), imunocomplexos e glicocorticéides,
regulando negativamente a resposta inflamatoria, iniciando o reparo tecidual pela liberacédo de
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e fator de transformacao de crescimento (TGF)-B, que
polariza estes macrdfagos ao perfil anti-inflamatério da ativacdo alternativa (SNYDER et al.,
2016; EDHOLM etal., 2017; LIN et al., 2021). Macréfagos M2a séo polarizados pelas citocinas
IL-4 e IL-13, expressando altos niveis de receptores de manose e secretando TGF-g, fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) e fibronectina (OREKHOV et al, 2019). Os
macrofagos M2b sdo induzidos imunocomplexos, agonistas dos receptores Toll-Like e de
receptores de IL-1, expressando baixos niveis de IL-12 e altos niveis de IL-10, CCL1 e do
Membro 14 da Superfamilia de Ligantes de TNF (WANG et al., 2019). J& os macréfagos M2c
sdo induzidos por IL-10 via transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STATS3), por
receptor de I1L-10, secretando altos niveis de IL-10 e TGF-S (YAO et al., 2019; WANG et al.,
2019).

O papel dos macréfagos na patogénese do DM1 tem sido sugerido (KOLB-
BACHOFEN; KOLB, 1989; CANTOR; HASKINS, 2007; THAYER et al., 2011). A atividade
macrofagica é canalizada através de dois padrdes distintos de resposta designados como
ativacdo cléssica e alternativa (MURRAY, 2017). Ambas as populacGes de macrofagos séo
centrais no diabetes (ARNUSH et al., 1998). Sabe-se que os macréfagos séo influenciados pela
hiperglicemia, porém ha uma lacuna no consenso da relagdo entre macrofagos e condigdes de
alta concentracdo de glicose, assim, mais investigacfes sdo necessarias (XIU et al., 2014). Em
um estudo realizado com BMDMs foi reportado que estados hiperglicémicos em longo prazo
sensibilizam macréfagos a produzirem citocinas, reduzindo sua atividade fagocitica e producéo
de d6xido nitrico, assim, mais investigacoes sdo necessarias (PAVLOU et al., 2018). Além disto,
foi identificado que a expresséo de receptores Toll-Like 4 (TLR4) em BMDM in vivo e in vitro
é regulada negativamente em situacdes de hiperglicemia, interferindo em seu retorno a
superficie dessas células, sugerindo que o reconhecimento de patdgenos pelos macrofagos

esteja prejudicado, podendo interferir na eliminacao desses antigenos (AYALA et al., 2019).
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Assim, pretendemos ampliar o conhecimento sobre o efeito da hiperglicemia na
liberacdo de mediadores imunes pro e anti-inflamatérios por macrofagos, assim como promover
o melhor entendimento dos mecanismos pelo qual a hiperglicemia provoca os efeitos nesta
célula, avaliando as vias de sinalizacdo e utilizando inibidores farmacol6gicos, 0s receptores
que envolvem a resposta dos macréfagos, assim como a capacidade desta célula em capturar e
realizar o Kkilling de um antigeno, avaliando quais sdo 0s passos cruciais para os efeitos

provocados nos macrofagos a em condicdes de hiperglicemia.
1.5 Autofagia

A autofagia € um processo de degradacao celular que conserva a homeostasia celular,
degradando e reciclando componentes do citoplasma em resposta a variagdes ambientais,
inanicdo, infeccOes e estresse (WANG et al., 2013), a fim de manter um ambiente intracelular
saudavel e funcional. Este processo se inicia com a formacéo do autofagossoma, uma estrutura
com membrana dupla que envolve o cargo citoplasmico (macromoléculas e organelas). O
autofagossoma pode entdo se fundir aos lisossomos, resultando na degradacdo do cargo
(HARRIS et al., 2017).

Diversas proteinas envolvidas na biogénese do endossomos e fagossomos participam na
regulacdo da autofagia, e uma ampla gama de proteinas provenientes dos genes relacionados a
autofagia (ATG), incluindo o ATG8 (LC3), que em conjunto com a Beclin-1, proteina que atua
durante o processo autofagico inicial, € comumente utilizado como marcador para avaliagdo do
autofagossoma (KLIONSKY et al., 2016; LIANG et al., 2019). O processo de autofagia inicia
com a formacdo do autofagossoma, onde a bicamada lipidica vai interagir com os complexos
recrutados ULK (composto por Atgl3, Atgl01, ULK1 e FIP200) e PI3K (Atgl4, Beclin-1,
VPS34 and VPS15) (BANDUSEELA et al., 2013; GERMAIN; KIM, 2020). Simultaneamente,
a proteina LC3, que seréa clivada em LC3-1 por Atg4, ird se conjugar com o complexo Atgl2-
Atg5-Atgl6, para a montagem do autofagossomo (LI et al., 2020). LC3-I sera convertida em
LC3-1I por Atg7, Atg3 e fosfatidiletanolamina, e ira se acoplar a proteina p62, que se liga a
proteinas ubiquitinadas, facilitando o processo de degradacéo do cargo (BANDUSEELA et al.,
2013). Por fim, o autofagossomo se funde ao lisossomo, formando o autofagolisossomo, onde
0 contetido do autofagossomo sera degradado por enzimas lisossomais, sendo convertidos em
nutrientes e metabdlitos (LI et al., 2020)

O estimulo por LPS induz o processo de autofagia em macréfagos derivados de medula
Ossea pela sua ligacdo ao receptor de superficie de membrana TLR4 por dois meios: via eixo
de sinalizacdo TRIF-p38-proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), e via dependente de
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MyD88 (SEAY et al., 2007; DELGADO et al., 2009; OH; LEE, 2014). Além disto, o papel da
autofagia na regulacdo de inflamagdo em doencas infecciosas e ndo infecciosas ja € bem
estabelecido (CADWELL et al., 2016; DERETIC et al., 2015), sendo descrito por Levine et al.
(2011) que a regulacao negativa deste processo interfere nas respostas inflamatorias a doencas
(LEVINE et al., 2011).

Embora a autofagia seja conhecida principalmente como um mecanismo de
sobrevivéncia para células em condicbes de estresse, as evidéncias de acimulo de proteinas
autofagicas indicam que a autofagia pode contribuir para os processos de morte celular sob
condigdes patoldgicas (WANG et al, 2012; WEI; WANG; MIAO, 2012). Assim, entre outros,
0 processo autofagico prejudicado tem sido associado ao desenvolvimento de sindromes
metabolicas, diabetes, alcoolismo e anormalidades lipidicas (SINGH et al, 2009; DONOHUE
et al, 2009) e, na maioria desses casos, a patogénese subjacente esta relacionada a falha de
maquinaria de autofagia para remover eficientemente proteinas defeituosas ou organelas
danificadas do citosol. Paralelamente, a via da autofagia pode se relacionar a sinalizagao pro-
inflamatdria via estresse oxidativo (ZHOU et al, 2011), pois o bloqueio da mitofagia (processo
autofagico referente a degradacdo e/ou reciclagem de componentes mitocondriais) leva ao
acumulo de mitocéndrias danificadas e geradoras de EROs, ativando o inflamassoma de
receptores do tipo NOD contendo o dominio pirina 3 (NLRP3) (MURIACH et al, 2014).

A familia de receptores de reconhecimento de padres NOD (NLRs), possui proteinas
que formam grandes complexos proteicos multiméricos chamados inflamassomas, que sédo
formados no citoplasma das células em resposta ao PAMP e DAMP (STIENSTRA et al., 2012;
WEN et al., 2011). O inflamassoma formado a partir de NLRP3 é o0 mais amplamente estudado,
conhecido por ser ativado em resposta a “sinais de perigo” celulares (HAN et al., 2015). A
unido dos componentes do inflamassoma NLRP3 envolve a associagdo da proteina NLRP3, do
adaptador ASC e da pro-caspase-1, e sua ativagao geralmente ocorre em duas fases: o primeiro
sinal, que pode ser iniciada apos o reconhecimento do LPS pelos TLRs, resultando na ativacdo
de NF-xB; o segundo sinal ¢ dado por estimulos de PAMP e DAMP, que aumentam a geragédo
de EROs, levando ao encontro do NLRP3 (CURI et al., 2017; MARUYAMA; YAMADA,
2019). EROs sdo conhecidos por serem os principais mediadores da ativagdo do inflamassoma
caspase-1 e NLRP3. (CRUZ et al., 2007; DOSTERT et al., 2008; NAKAHIRA et al., 2011,
ZHOU et al., 2011; KELLEY et al., 2019). Também foi relatado que a disfuncdo mitocondrial
ativa o inflamassoma NLRP3 causando acimulo de EROs (WEN et al., 2011). Sabe-se que a
Nigericina, um iondforo derivado de Streptomyces Hygroscopicus combinado com LPS, induz

a formacéo do inflamassoma NLRP3, que por sua vez aumenta a producéo de IL-1p (LOPEZ-
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CASTEJON; BROUGH, 2011; KAUSHIK et al, 2018; GAO et al, 2021). A IL-1p ¢ central na
resposta inflamatoria, onde uma secre¢do continua desta citocina pode levar a um estado
inflamatdrio persistente e consequente dano tecidual (WYNN et al, 2016; KANEKO et al.,
2019). Apesar de ser conhecido como um mecanismo de sobrevivéncia celular em condicdes
de estresse, uma falha na maquinaria da autofagia pode contribuir para o aumento da secregéo
de IL-1pB, visto que esta maquinaria é responsavel pela regulagdo da secrecdo desta citocina
(HARRIS, 2013).

Um estudo realizado com macrofagos derivados de medula dssea provenientes de
animais com DM1 apo6s diferenciagdo em M1 mostrou que houve diminuigdo nos niveis da
proteina LC3 nessas células, em contrapartida, macréfagos do tipo M2 apresentaram aumento
nos niveis da mesma proteina (SUNAHARA et al, 2014).

Embora esteja claro que as consequéncias provenientes do diabetes afetam tanto a
mitocdndria quanto o reticulo endoplasmatico, ainda s@o necessarios estudos avaliando o papel
da autofagia no diabetes ou no metabolismo e, portanto, o papel da autofagia na patogénese das
complicacBes diabéticas torna-se imprescindivel para a melhor compreensdo destes

mecanismos e suas consequéncias.
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2 JUSTIFICATIVA

A hiperglicemia causada pela DM1 causa uma série de alteragdes na homeostase do
sistema imune, que favorecem a ativacdo de respostas pro inflamatérias deletérias para o
organismo, a longo prazo.

As infeccOes estimulam a ativacdo do inflamassoma e a autofagia surge como um
processo homeostatico celular que interfere na secrecdo de insulina pelas células B pancreéticas,
ao promover a degradacdo das mitocondrias nessas células, regulando negativamente a
producdo de insulina, reduzindo sua presenca na corrente sanguinea. Esta baixa de insulina
causa a hiperglicemia, levando a uma inclinagao do sistema imune para respostas inflamatorias,
podendo levar a uma inflamacé&o sistémica do organismo.

E proposto que a ativacdo do inflamassoma esteja relacionada a complicacBes
secundarias da DM1. Durante infecc@es bacterianas, o LPS presente na superficie das bactérias
possui a capacidade de induzir fortemente a resposta inflamatéria durante uma infeccéo,
podendo possivelmente agravar o caso do doente quando estimula a via inflamatéria num
quadro diabético.

Assim, a elucidacdo da relacdo desses processos pode contribuir para um maior
entendimento do DML, fornecendo o perfil de resposta imune mediada por macréfagos, que sdo
células importantes na resposta a infeccdes.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste projeto de mestrado foi de avaliar o efeito da hiperglicemia
concomitante ao estimulo por LPS em BMDM de animais diabéticos (D-BMDM) e néo
diabéticos (ND-BMDM) para caracterizacao do fenotipo destas células e identificar possiveis

alteracdes no processo de autofagia.

Para tanto, avaliamos:

« A resposta in vitro dos macrofagos provenientes de camundongos diabéticos e nédo
diabéticos cultivados em meio normal de glicose (NG) (5,5 mM) e alta concentracdo de

glicose (HG) (25 mM) com ou sem estimulo por LPS (100 ng/mL);

« As concentragfes de TNF-a, IL-6 e IL-1B no meio de cultivo celular ap6s 30 min; 2; 4; 6 e

24 horas de cultivo;

- As concentragdes de Oxido Nitrico no meio de cultivo celular apos 2; 4; 6 e 24 horas de

cultivo;

« A viade ativacao da autofagia (beclin-1 e LC3b) no tempo de 30 minutos;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo encontra-se em conformidade com os principios e diretrizes do
Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), estando aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo (nimero de protocolo: CEUA / FCF /570). Os animais passaram por um periodo de
7 dias de aclimatacdo antes de serem submetidos aos experimentos, sendo acomodados em
mini-isoladores, com no maximo 3 camundongos, em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo
disponibilizados agua e racdo. Foram colocados acessorios adicionais nas gaiolas para o

enriquecimento de ambiente (algodéo, iglu, tubos de papeléo, etc).

4.2 Indugéo do Diabetes mellitus

Camundongos da linhagem C57B/6J, com idade entre 8 e 12 semanas e peso médio de
18 a 25 gramas. Os animais foram postos em mini-isoladores, cada mini-isolador com no
méaximo cinco camundongos, passando por um periodo de 7 dias de aclimatacdo. Iglus, tubos
de papeldo e papeis foram postos nas gaiolas para enriqguecimento ambiental. Os camundongos
foram postos em jejum de 12 horas antes da inducdo. A inducdo do DMT1 foi realizada via
injecédo intravenosa de 60 mg/kg de aloxana monohidratada (Sigma Chemical Co, St. Louis,
Mo), diluida em solucéo salina (0.9% NaCl). Apés 10 dias da inducdo, a glicemia dos animais
foi mensurada utilizando o equipamento Accu-Chek Advantage Il (Roche Diagnostics, Sao
Paulo, SP, Brazil). Os animais ndo diabéticos receberam apenas solucao fisioldgica pela mesma
via. Somente foram considerados animais diabéticos, aqueles que apresentaram glicemia
superior a 300 mg/dL (QUEIROZ et al., 2021; e SPILLER et al., 2012).

4.3 Coleta dos macrofagos derivados de medula dssea e tratamento

Apos 10 dias de inducdo do diabetes, foi feita a eutanasia dos camundongos com
cloridrato de cetamina (270mg/kg) em conjunto com cloridrato de xilasina (30mg/kg). Os
BMDMs foram coletados conforme descrito por MARIM et al. (2010). Primeiramente, foi
realizada uma excisao cirdrgica da medula 6ssea dos fémures dos animais e as células coletadas
foram incubadas em meio R20/30 (meio RPMI-1640 (Gibco, Gaithersburg, MD, USA Sigma-
Aldrich), com 20% de soro fetal bovino (SBF) (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA) e 30%
de indutor de diferenciacao de macrdfagos obtidos de meio condicionado da cultura do cultivo

de fibroblastos L929 (LCCM), durante sete dias, onde no quarto dia, foi feita a suplementacéo
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da cultura com meio R20/30. Apds sete dias, os macréfagos foram coletados utilizando Tampéao
fosfato-salino (PBS) refrigerado, centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos a 4 °C, e ressuspensos
em meio R10/5 (RPMI 10% de soro fetal bovino e 5% de LCCM). As células foram entéo
contadas utilizando azul de trypan (Gibco® by life technologies ThermoFisher Scientific), e
determinadas em cAmara de Neubauer. O volume final da suspenséo, contendo 1x10° de células
por mL, foi distribuido em quatro pogos (2 mL por pogo, totalizando 2x10° células por poco) e
incubados na estufa a 37°C, 5% CO2 para adesdo. Apos 12 horas, as celulas foram cultivadas
em concentragdo normal (55 mM) e em alta concentragdo de glicose (25 mM) e foram
estimuladas ou ndo com LPS na concentracdo de 100 ng/mL e Nigericina na concentracao de
20uM (CARLOS et al., 2017; AYALA et al., 2019) nos tempos de 30 minutos, 2, 4, 6 e 24

horas.

4.4 Avaliagéo da via da autofagia

Os macrofagos foram lisados, e as proteinas liberadas foram quantificadas pelo
método do &cido bicinconinico (BCA) e a analise das proteinas da via da autofagia foi realizada
pelo método de Western blot. Os experimentos foram efetuados por eletroforese em gel de
policrilamida a 10-15% na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 1%, conforme
orientacdo do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para conservacao, foi adicionado
tampdo de amostra no lisado, sendo incubados em banho seco por 5 minutos a 95°C e aplicados
no gel de policrilamida-SDS. A separacdo das proteinas foi realizada em cuba de eletroforese
(tampéo de corrida: Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,5%) a 125V por cerca de 120 minutos.
Apobs a eletroforese, foi realizada a transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de
nitrocelulose utilizando-se o tampéo de transferéncia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%;
metanol 20%), a 60 mA durante 60 minutos. Em seguida, a membrana de nitrocelulose passou
pela etapa de bloqueio, utilizando-se a solucdo de bloqueio (bovine serum albumin (BSA) a 5%
em tampéo Tris-salina (TBS)-Tween (TBST)) durante 1 hora para minimizar as ligacoes
inespecificas. Apos a etapa de bloqueio, as membranas foram incubadas em anticorpo primario
na diluicdo de 1:1000, overnight, sob agitacdo a 4°C. Em seguida, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario por 1 hora (Abcam) na dilui¢do de 1:20000. Em todas as
etapas de incubacéo, foi realizada a lavagem das membranas com TBST durante 10 minutos
por 3 vezes consecutivas. Para a revelagéo, foi utilizado ECL (enhanced chemiluminescence -
ECL; Amersham, Arlington Heights, IL) no equipamento Amersham Imager 680 blot and gel
imager (Amersham, Buckinghamshire, United Kingdom). Foram utilizados os anticorpos
primarios anti-mouse LC3B (2775S) e anti-mouse Beclin-1 (#3738) adquiridos da Cell
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Signaling Technology (Beverly, MA, USA), para detectar as proteinas alvo, e o anticorpo
secundario HRP-conjugado anti-mouse 1gG (#7074S). As densidades relativas das bandas
foram determinadas por meio de analise densitométrica utilizando o software ImageJ. Os
valores de densidade das bandas foram normalizados com anticorpo anti-mouse B-actina
(048M4859V) (Cell Signaling Technology®).

4.5 Quantificagdo de citocinas por ensaio imunoenzimatico.

As concentracdes sericas de TNF-a, IL-6 e IL-1p foram avaliadas em amostras do
sobrenadante da cultura celular pela técnica de ensaio imunoenzimatico (R&D Systems,
Minneapolis, EUA). Inicialmente, uma placa de 96 pogos foi sensibilizada adicionando-se 80
uL/poco do anticorpo de captura, anti-TNF-a, anti-IL10, anti-IL-6 ou anti-IL-1B. Ap0s
incubacgéo overnight, a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e realizou-se a lavagem das placas
por 3 vezes com o tampéo de lavagem (aproximadamente 300 uL/poco). Apds a lavagem, as
placas foram blogqueadas por 1 hora, adicionando-se 300 uL/poco de reagente diluente (BSA a
1% em PBS), em temperatura ambiente (20 a 26°C). As placas foram lavadas novamente (3
vezes) com o tampéo de lavagem. Foram adicionadas 80 uL/poco do padréo ou das amostras,
procedendo-se a incubacéo da placa por 2 horas, em temperatura ambiente. Para a curva padréo,
um vial proveniente do kit foi reconstituido em 0.5 mL de reagente diluente, realizando-se uma
diluicdo seriada, obtendo uma curva de concentracdes de 15,625; 31,25; 62,50; 125; 250; 500;
1.000; e 2.000 pg/mL. Apo6s incubacdo das amostras e etapa de lavagem, foram adicionados 80
uL/poco do anticorpo de deteccdo e a placa foi incubada por 2 horas, em temperatura ambiente.
Ao término da incubacéo, o ciclo de lavagem da placa foi repetido e, em seguida, adicionaram-
se 80 uL/pocgo da enzima estreptavidina peroxidase, na proporcao 1:200 de enzima PBS com
1% de BSA, com incubacédo de 20 minutos, em temperatura ambiente, e protegida da luz. Em
seguida, o ciclo de lavagem da placa foi repetido e a reacgdo foi revelada pela adi¢cdo de 80
uL/poco de tetrametilbenzidina: H2O, incubagdo (20 minutos), & temperatura ambiente, e
protegida da luz. A reacdo foi bloqueada adicionando-se 40 plL/pogo de H.SOs4 (2M) e
avaliando-se a densidade Optica das amostras a 450 nm e 540nm, imediatamente apds o

blogqueio da reacéo.
4.6 Quantificacdo de Oxido Nitrico

Para a dosagem sérica de oOxido nitrico, realizamos o método de reacdo de GRIESS

utilizando o sobrenadante obtido apos 2, 4, 6 e 24 horas de incubacdo. As amostras foram
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adicionadas em placa de 96 pocos (50pL/poco) e incubadas com a reacdo GRIESS (1%
sulfanilamida/0,1% N- (1-naftil) etilenodiamina dicloridrato /2,5% H3POs4) por 15 minutos em
temperatura ambiente. A curva padrdo foi obtida pela diluicao de nitrito de sédio (100uM) em
meio RPMI, obtendo-se uma curva de 0; 5; 10; 20; 40; 60; 80; 100 uM. A densidade Optica das
amostras foi obtida a 540 nm em leitor de microplacas.

4.7 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados utilizando GraphPad 8 software (San Diego, CA, USA),
por andlise de variancia two-way (ANOVA) seguida por teste estatisticos de multiplas
comparagbes de Tukey-Kramer, Sidak, ou teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Considerando-se significativo p <0,05.
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5 RESULTADOS

O presente estudo avaliou o efeito da hiperglicemia concomitante ao estimulo por LPS
e LPS+Nigericina em macrdfagos derivados de medula éssea (BMDM) de animais diabéticos
(D-BMDM) e ndo diabéticos (ND-BMDM) identificando altera¢des na resposta inflamatoria.

A realizacdo da anélise foi feita pelo método de comparacao entre BMDM de animais
diabéticos e nao diabéticos, verificando o comportamento dessas células quando cultivadas em

alta concentracéo de glicose in vitro
5.1 Modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1

Apbs os 10 dias de inducdo por aloxana, os animais apresentaram reducdo de massa
corporeo (no dia 0: 27,35¢; ap6s 10 dias de inducdo: 24,68g; n=13 p<0.005; Figura 1), quanto
a sua glicemia, os animais apresentaram um aumento de glicose sanguinea (no dia O:
155,46mg/dL; ap6s 10 dias de inducédo: 582,15mg/dL, n=13; p<0.005; Figura 2).

Variacdo de massa corporea apos 10 dias
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Grafico 1 — Variagcdo de massa corporea ap6s inducdo do diabetes: Apds o tratamento com o agente
diabetogénico Aloxana (60mg/kg), observou-se que 0s animais induzidos apresentaram perda de peso
significativa. Resultados expressos em teste Sidak de comparacgéo simultanea **p<0.005, n=13.
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Gréfico 2 — Evolucdo da glicemia ap6s inducéo do diabetes: Animais diabéticos apresentaram aumento da

glicemia ap6s 10 dias de indugdo com o agente diabetogénico. Resultados expressos em teste Sidak de comparacéao
simultanea **p<0.005, n=13 (total).
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5.2 O envolvimento da hiperglicemia no processo de autofagia em BMDM de animais
diabéticos estimulados com LPS+Nigericina

Para avaliar a via da autofagia em BMDMs, foi avaliada a expressdo das proteinas
LC3B e Beclin-1 pelo método de Western Blot, no tempo de 30 minutos. Identificamos que,
apos 30 minutos de incubagdo, ND-BMDM e D-BMDM tiveram um aumento na expressdo de
LC3B em meio hiperglicémico sem estimulo (Figura 2B). Ao avaliarmos a proteina Beclin-1,
observamos que ND-BMDM tiveram uma diminuicdo na expressdo dessa proteina em meio

hiperglicémico, com estimulo (Figura 2C).
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Figura 2 — Avaliagédo da via da autofagia. (A) Expressdo (B) Nivel de proteinas LC3b/B-actina no tempo de 30
minutos. +P<0.05 ND-BMDM 5.5mM- vs ND-BMDM 25mM-; +P<0.05 ND-BMDM 25mM- vs ND-BMDM
25mM+; +P<0.05 D-BMDM 25mM- vs D-BMDM 25mM+; *P<0.05 ND-BMDM 25mM- vs D-BMDM 25mM-.
(C) Nivel de proteinas Beclin-1/B-actina apds 30 minutos de tratamento. +P<0.05 ND-BMDM 25mM- vs ND-
BMDM 25mM. Os resultados representam a média + EPM. N = 3-6.
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5.3 Secrecdo da citocina IL-6 em BMDM de animais diabéticos estimulados com LPS +

Nigericina

Também investigamos o efeito da hiperglicemia concomitante ao estimulo por
LPS+Nigericina para avaliar a secrecdo da citocina pré-inflamatoria IL-6. Apos 2, 4, 6 e 24
horas de incubacdo, os BMDMs de animais diabéticos e ndo diabéticos liberaram uma maior
quantidade de IL-6 nas concentracdes de 55 e 25 mM de glicose, com estimulo por

LPS+Nigericina (Figura 3).
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Figura 3 - Secrecéo de IL-6 por ND-BMDM e D- BMDM com priming de Nigericina. (A) 30 minutos com
diferentes concentra¢fes de glicose. #P<0.05 D-BMDM 5.5Mm+ vs D-BMDM 5.5mM-. (B) 2 horas com
diferentes concentracBes de glicose. #P<0.05 estimulados vs ndo estimulados. (C) 4 horas com diferentes
concentracdes de glicose. #P<0.05 estimulados vs ndo estimulados. (D) 6 horas com diferentes concentracfes de
glicose. *P<0.05 D-BMDM 25 Mm+ vs ND-BMDM 25mM+. (E) 24 horas com diferentes concentracbes de
glicose. +P<0.05 5.5mM+ vs 256mM+. A dosagem de IL-6 foi realizada pelo ensaio de imunoabsorcao enzimatica.
Os resultados representam a média £ EPM. N = 7-13 por grupo.
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5.4 Secrecdo da citocina TNF-a em BMDM de animais diabéticos estimulados com LPS +

Nigericina

Investigamos o efeito da hiperglicemia concomitante ao estimulo por LPS para avaliar a
secrec¢do da citocina pré-inflamatoria TNF-a. Apos 30 minutos, 2, 4, 6 e 24 horas de incubacéo,
0s BMDM de animais diabéticos e ndo diabéticos liberaram uma maior quantidade de TNF-a

nas concentracdes de 5,5 e 25 mM de glicose, com estimulo de LPS+Nigericina (Figura 4).
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Figura 4 - Secrecdo de TNF-a por ND-BMDM e D-BMDM com priming de Nigericina. Liberacdo de TNF-a
(A) 30 minutos com diferentes concentracdes de glicose. (B) 2 horas com diferentes concentragdes de glicose. (C)
4 horas com diferentes concentracdes de glicose. (D) 6 horas com diferentes concentracdes de glicose. (E) 24 horas
com diferentes concentragdes de glicose. #P<0.05 estimulados vs ndo estimulados. Os resultados representam a

média + EPM. N = 7-13 por grupo.
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5.5 Secregdo da citocina IL-1p em BMDM de animais diabéticos estimulados com LPS +

Nigericina

A secrecdo da citocina IL-1p frente ao efeito da hiperglicemia concomitante ao estimulo
por LPS+Nigericina também foi avaliada. Foi observado que apds 30 minutos, 2, 4, 6 e 24 horas
de incubacdo, os BMDM de animais diabéticos e ndo diabéticos liberaram uma maior
quantidade de IL-1B nas concentragdes de 5,5 ¢ 25 mM de glicose, com estimulo de

LPS+Nigericina (Figura 5).

A IL-18 - 30 min B IL-1p - 2 horas
400 500
400+
—~ 300 —
3 -
E £ 300+ # #
& 200- = T
= = 200
= =
100 T 1004
0- ) 0——= =T T T
Glicose (mM) 55 25 55 25 Glicose (mM) 55 25 55 25
LPS+Nigericina - - + + LPS+Nigericina - + +
C IL-1B - 4 horas IL-1B - 6 horas
400 800~
— 300 __ 600 # #
= -
£ £ #
2 200 & 400- T
@ a
- -
= -
~ 100+ = 200 T
. 0- 0 T T T T
Glicose (MM) 55 25 55 25 Glicose (mM) 55 25 55 25
LPS (100ng/mL) - + + LPS+Nigericina + +
E IL-1p - 24 horas
800+

600

IL-1B(pg/mL)
N
3
|

200

0_;ri—-ri-

Glicose (mM) 55

LPS+Nigericina

25
- +

Néo Diabéticos
El Diabéticos

Figura 5 - Secre¢do de IL-1p por ND-BMDM e D-BMDM com priming de Nigericina. Liberacdo de IL-1p
apds (A) 30 minutos com diferentes concentragdes de glicose. *P<0.05 D-BMDM 5.5Mm+ vs ND-BMDM
5.5mM+. *P<0.05 D-BMDM 25Mm+ vs ND-BMDM 25mM+. (B) 2 horas com diferentes concentracfes de
glicose. #P<0.05 estimulados vs ndo estimulados. (C) 4 horas com diferentes concentracdes de glicose. (D) 6 horas
com diferentes concentragdes de glicose. #P<0.05 grupos estimulados vs ndo estimulados. (E) 24 horas com
diferentes concentraces de glicose. *P<0.05 D-BMDM 25Mm+ vs ND-BMDM 25mM+. A dosagem de IL-1 foi
realizada pelo ensaio de imunoabsorgdo enzimatica. Os resultados representam a média + EPM. N = 7-13.
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5.6 Secre¢do de IL-10 em BMDM de animais diabéticos estimulados com LPS + Nigericina

A secrecdo de IL-10 frente ao efeito da hiperglicemia concomitante ao estimulo por

LPS+Nigericina também foi avaliada (Figura 6). Nao foram identificadas diferencas estatisticas

significativas entre 0s grupos.
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Figura 6 - Secrecdo de IL-10 por ND-BMDM e D-BMDM com priming de Nigericina. Liberacdo de IL-10
apos (A) 2 horas com diferentes concentragdes de glicose. (B) 4 horas com diferentes concentragdes de glicose.
(C) 6 horas com diferentes concentracdes de glicose. (D) 24 horas com diferentes concentracdes de glicose. A
dosagem de IL-1p foi realizada pelo ensaio de imunoabsorgdo enzimatica. Os resultados representam a média +

EPM. N = 6-8.
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5.7 Secrecdo de Oxido Nitrico em BMDM de animais diabéticos estimulados com LPS +

Nigericina

A secrecao de 6xido nitrico frente ao efeito da hiperglicemia concomitante ao estimulo
por LPS+Nigericina também foi avaliada (Figura 7). Nao foram identificadas diferencas

estatisticas significativas entre os grupos.
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Figura 7 - Secrecéo de Oxido Nitrico por ND-BMDM e D-BMDM com priming de Nigericina. Liberacio de
oxido nitrico apds (A) 30 minutos com diferentes concentragdes de glicose. (B) 2 horas com diferentes
concentracfes de glicose. (C) 4 horas com diferentes concentracfes de glicose. (D) 6 horas com diferentes
concentragoes de glicose. (E) 24 horas com diferentes concentracfes de glicose. A dosagem de Oxido nitrico foi
realizada por método de reagdo de Griess. Os resultados representam a média + EPM. N = 6-8.
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6. DISCUSSAO

A destruicdo autoimune das células beta produtoras de insulina interfere diretamente no
metabolismo da glicose, levando a um estado hiperglicémico cronico (WILCOX et al., 2016).
A hiperglicemia cronica presente no DM1 vem sendo associada com o desenvolvimento de
diversas complicagdes patoldgicas, incluindo disturbios no sistema imune (NAGAREDDY et
al., 2013; TENCEROVA et al., 2015; FAINSOD-LEVI et al., 2017; LI et al, 2021). Em nossos
estudos, investigamos os efeitos da hiperglicemia na resposta inflamatoria in vitro de
macrofagos estimulados com LPS e Nigericina e a influéncia da alta concentracdo de glicose
no processo de autofagia. A realizacdo da analise tem sido feita pelo método de comparacéo
entre BMDM de animais diabéticos e ndo diabéticos, verificando o comportamento dessas
células quando cultivadas em alta concentracdo de glicose in vitro. Nos resultados em BMDMs
estimulados apenas com LPS, foi possivel verificar alteracdes significantes nas secrecdes das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-6 e IL-1B por BMDM de animais diabéticos. Também
identificamos alteracGes na expressdo de proteinas envolvidas na inducéo da autofagia, onde
ocorreu 0 aumento de LC3b e Beclin-1 em meio hiperglicémico, sem estimulo e diminuicdo da
expressdao de LC3b em meio hiperglicémico, com estimulo, no tempo de 30 minutos por ND-
BMDM e D-BMDM. Também observamos alteracdes na secrecdo de 6xido nitrico no tempo
de 6 horas por macréfagos de animais diabéticos e no tempo de 24 horas por macréfagos de
animais sadios.

Apds 10 dias da inducdo com aloxana, 0s animais apresentaram as caracteristicas do
DML, com altas taxas de glicose circulante (>300mg/dL) e perda de massa corporea (AYALA
et al., 2019), sinais andlogos aos observados no DM1 em humanos (IDF, 2021). A inducgéo do
diabetes ocorre pela administracdo de ALOX via intravenosa que vai atuar inibindo a enzima
glicoquinase, e induzindo producdo de EROs, levando a necrose das células B, estabelecendo o
quadro insulino-dependente (LENZEN, 2008). O estado hiperglicémico causado pela auséncia
de insulina é o principal fator associado ao desenvolvimento das patologias relacionadas ao
DML, onde a alta concentracdo de glicose aumenta a producdo de superdxido, levando ao
estresse oxidativo e consequente dano celular, que foi mimetizado com sucesso pelo agente
diabetogenico escolhido para este estudo (KATSAROU et al., 2017).

Sabe-se que pacientes diabéticos desenvolvem inflamacdo crénica caracterizada por
uma producdo desregulada de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o, IL-1p e IL-6
(RAMALHO et al, 2018). Além disto, ja foi identificado que pacientes diabéticos apresentam

uma inflamacdo de baixo grau que pode influenciar no desenvolvimento de outras
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comorbidades associadas ao diabetes (SARAHEIMO et al., 2003; MANGGE et al., 2004;
BONNET et al, 2018). Ja foi que macrdfagos peritoneais quando expostos a altos niveis de
glicose secretam maiores quantidades de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12 (PAN et al., 2012;
TORRES-CASTRO et al., 2016). Estudos realizados por Cheng e colabores (2015)
identificaram que células RAW264.7 aumentam significativamente a producdo de TNF-a apds
serem expostas a altos niveis de glicose (CHENG et al., 2015). Também foi reportado que
BMDM quando cultivados em meio hiperglicémico, secretavam maiores quantidades de TNF-
a, porém a expressdo de IL-6 nas mesmas condicBes se encontrava diminuida (AYALA et al,
2019). No entanto, em nossos estudos observamos que os altos niveis de glicose ndo foram
suficientes para aumentar a secrecdo de TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 pelos macréfagos. Porém, quando
estimulados por LPS, houve um aumento significativo na secrecdo destas citocinas. Nossos
achados corroboram com estudos onde foi reportado que altas concentragdes de glicose (15mM,
25mM) ndo alteram a expressdo de TNF-a e IL-6 por macréfagos, porém, quando estimulados
com LPS, a secrecdo destas citocinas aumenta, mostrando que a hiperglicemia ndo é um
estimulo suficiente para a producao elevada destas citocinas em macréfagos (LACHMANDAS
et al., 2015; TORRES-CASTRO et al., 2016). Tessaro e colaboradores (2020) reportaram que
macrofagos de diferentes sitios provenientes de animais diabéticos possuem uma resposta
desregulada quando estimulados por LPS, fazendo com que o controle da inflamacdo seja
prejudicado (TESSARO et al., 2020).

A Nigericina é um indutor da via do inflamassoma NLRP3, onde a formacdo deste
complexo resulta na producdo de IL-1B (KELLEY etal., 2019). Em nossos estudos, observamos
que BMDM estimulados secretaram esta citocina, o que sugere que a via do inflamassoma esteja
ativada nestes macrofagos. Além disto, D-BMDM secretaram IL-1B em maior quantidade
guando comparados com ND-BMDM, sugerindo que macréfagos de animais diabéticos ja estdo
previamente sensibilizados pela hiperglicemia, onde o estado hiperglicémico aumenta a
producéo de EROs, que por sua vez regula a via do inflamassoma, aumentando a producao de
IL-18 (HARIJITH et al, 2014; RENDRA et al., 2019; SILWAL et al., 2020 ZHANG et al.,
2021).

J& esta descrito que hiperglicemia causa dano mitocondrial, aumentando a producéo de
EROs, o que leva a ativacdo do processo de autofagia (PARK et al., 2013; IGHODARO, 2018;
MA et al.,, 2013; RENDRA et al.,, 2019). A proteina LC3b estd envolvida na mitofagia
(PADMAN et al., 2019), um processo que remove mitocondrias disfuncionais pela maquinaria
autofagica (BHARATH et al., 2021). Sabe-se que altera¢fes na via da autofagia podem

interferir diretamente na resposta inflamatdéria de individuos diabéticos, tornando-os
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susceptiveis ao desenvolvimento de infeccGes, visto que um defeito na maquinaria autofagica
pode dificultar a eliminacdo de patdégenos e organelas defeituosas, interferindo no pleno
funcionamento das células do sistema imune, (LEVINE et al., 2011; CADWELL, 2016;
RACANELLI et al., 2018; SIL; MUSE; MARTIINEZ et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2018;
GERMIC et al., 2019; HAIT et al., 2020).

Em nossos estudos observamos que esta proteina, junto com a Beclin-1, teve uma alta
expressao por ND-BMDM, quando comparamos aos D-BMDM em meio hiperglicémico sem
estimulo, 0 que nos permite sugerir que isso se deve ao processo normal de regulacédo celular,
indicando que a via da autofagia esta prejudicada em macrofagos de animais diabéticos, o que
reforca que essas células ja estdo pré-sensibilizadas ao serem expostas ao quadro hiperglicémico
in vivo (CAO et al., 2018; FENG et al., 2019; DARIOS et al., 2020; PAINTER et al., 2020).
Porém, observamos a reducdo da expressao de LC3b por ND-BMDMs e D-BMDMs
estimulados em meio hiperglicémico. Nossos achados corroboram com estudos que mostraram
a diminuicdo do processo de autofagia em macréfagos e poddcitos expostos a altas
concentracdes de glicose com a via do inflamassoma ativada (XIN et al., 2016; DAI et al.,
2017). Como a via da autofagia é responsavel pela regulacdo da secrecéo de IL-1p (HARRIS,
2013), a falha na maquinaria desta via também pode estar contribuindo para o aumento da
liberacdo desta citocina identificado em nosso estudo. A relagdo do processo de autofagia e a
secrecdo da citocina IL-1p vem sendo amplamente estudada, onde ja foi reportado que este
processo € responsavel por sequestrar esta citocina e impedir sua secrecdo (HARRIS et al.,
2017). Além disto, a secre¢do continua de IL-1p atua nos macrofagos mantendo seu fendtipo
pré-inflamatério, o que por sua vez prejudica a resolugdo de infeccdes (MIRZA et al., 2013).

Com as alteracGes identificadas em nosso estudo, podemos observar que a hiperglicemia
desempenha um papel importante na resposta inflamatéria de BMDMSs provenientes de
camundongos diabéticos, onde observamos que o estado hiperglicémico, quando combinado
com o estimulo por LPS e Nigericina, aumentou a secrec¢do IL-1p e diminuiu a producéo de
oxido nitrico e a atividade autofagica dos macrofagos, processos que interferem diretamente na

resolucéo de infec¢des por estas células.
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6. CONCLUSAO

Visto as diferencas observadas neste estudo, podemos inferir que a alta concentragéo de
glicose altera as vias inflamatorias em macrdéfagos estimulados por LPS, causando um
desequilibrio na homeostasia celular através do processo de autofagia prejudicado, e
desregulando a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias por essas células, fazendo com que a
resposta de camundongos frente a infec¢Ges seja descompensada. Além disto, observamos que
a sensibilizacdo desempenhada pela hiperglicemia nos macrofagos interfere no processo de
autofagia, prejudicando a eliminacdo de moléculas danificadas, influenciando diretamente na

homeostasia celular.
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Gréafico 01 — Variacao de massa corpoOrea apos 10 dias

i APENDICES
APENDICE A - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padréo e erro
padrdo da média referente ao Grafico 1.

Variacdo de massa corporea ap06s 10 dias em gramas
N&o diabético Diabético

Animal Dia 0 Dia 10 Dia0 Dia 10

1 26,3 26,9 27,3 24,5

2 28,7 28,4 26,1 23,6

3 27,0 28,2 26,8 23,7

4 26,9 27,4 27,3 25,6

5 21,7 26,8 28,4 24,7

6 21,7 27,5 27,8 23,3

7 28,3 27,8 26,7 24,2

8 27,6 28,3 28,1 26,4

9 27,4 25,6

10 26,9 24,7

11 28,7 26,3

12 27,4 25,1

13 26,7 23,2

Média 27,5 27,6 27,3 24,6
Desvio Padrdo 0,7 0,6 0,7 1,0
Erro Padrdo da Média 0,27 0,2 0,2 0,2
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APENDICE B - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padréo e erro

Gréfico 02 — Evolucdo da glicemia ap6s 10 dias

padrdo da média referente ao Grafico 2.

Glicemia (mg/dL)

Nao diabético Diabético

Animal Dia 0 Dia 10 Dia 0 Dia 10

1 112 152 129 600

2 124 144 198 532

3 165 182 141 600

4 147 154 177 600

5 133 127 138 569

6 172 159 167 600

7 163 110 103 600

8 121 136 142 574

9 154 493

10 122 600

11 186 600

12 171 600

13 193 600
Média 142,1 1455 155,4 582,1
Desvio Padrao 22,8 21,7 29,2 33,6

Erro Padrdo da Média 8,0 7,7 8,1 9,3
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APENDICE C - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padro e erro
padréo da média referente a Figura 2.

Figura 02 — Avaliacdo da Via da Autofagia

LC3b/B-actina - 30 minutos
Diabético

Animal 55 - 25 - 55+ 25+

1 0,72 0,80 0,72 0,34

2 0,87 1,52 0,99 0,48

3 0,90 1,07 0,76 0,54

4 0,88 1,07 0,89 0,76

5 0,77 0,86 0,59 0,65

Média 0,83 1,06 0,79 0,55
Desvio Padrdo 0,07 0,28 0,15 0,16
Erro Padrao da Média 0,03 0,12 0,06 0,07

Nao diabético

Animal 55 - 25 - 55+ 25+

1 7,01 1,92 1,35 0,62

2 1,43 2,29 1,30 0,29

3 0,76 0,92 0,91 0,85

Média 3,06 1,71 1,19 0,59
Desvio Padrdo 3,43 0,71 0,23 0,28
Erro Padrao da Média 1,98 0,41 0,13 0,16

Beclin-1/B-actina - 30 minutos
Diabético

Animal 55 - 25 - 55+ 25+

1 0,59 0,51 0,49 0,51

2 0,74 1,28 1,10 1,14

3 0,43 0,41 0,49 0,51

4 0,85 0,82 0,82 0,79

5 0,79 0,70 0,99 0,84

Média 0,68 0,74 0,78 0,76
Desvio Padréo 0,17 0,34 0,27 0,26
Erro Padrdo da Média 0,07 0,15 0,12 0,11

Nao diabético

Animal 55- 25 - 55+ 25+

1 0,75 0,93 0,77 0,71

2 0,83 1,13 0,75 0,32

3 1,22 1,29 0,66 0,40

4 1,05 1,18 1,43 0,52

5 0,60 0,71 0,62 0,46

6 1,03 0,98 0,69 0,62

Média 0,91 1,04 0,82 0,51
Desvio Padrdo 0,22 0,20 0,30 0,14
Erro Padrdo da Média 0,09 0,08 0,12 0,05
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APENDICE D - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padro e erro
padrédo da média referente a Figura 3.

Figura 03 — Secregéo de I1L-6 por ND-BMDM e D-BMDM com priming de Nigericina

IL-6 - 30 minutos

Diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 3,55 4,09 11,60 8,38
2 20,22 3,55 7,84 9,46
3 3,02 4,63 5,70 7,31
4 3,02 3,02 7,84 8,92
5 3,55 4,09 7,31 6,24
6 6,52 8,73 1,36 2,83
7 0,62 ND 8,00 3,57
8 3,57 2,09 3,57 5,04
9 ND 2,61 ND ND
10 1,72 19,07 11,86 1,72
11 ND ND 2,31 1,12
12 4,39 6,48 2,61 2,31
13 ND ND 2,61 2,91
Média 5,02 5,84 6,05 4,98
Desvio Padrédo 5,56 5,04 3,60 2,98
Erro Padrdo da Média 1,76 1,60 1,04 0,86
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 55+ 25+
1 3,55 2,48 5,16 5,70
2 3,55 5,16 5,16 5,16
3 6,24 4,09 8,38 5,70
4 16,98 8,92 8,38 6,24
5 ND 1,36 8,00 7,26
6 2,83 5,78 11,69 8,00
7 7,67 7,67 5,59 2,31
8 0,82 0,82 4,39 24,19
Média 5,95 4,54 7,09 8,07
Desvio Padrédo 5,36 2,91 2,46 6,73
Erro Padrdo da Média 2,03 1,03 0,87 2.38




IL-6 - 2 horas
Diabéticos
Animal 5,5- 25- 55+ 25+
1 3,55 3,55 28,32 16,98
2 7,31 7,84 34,81 20,22
3 5,70 4,63 25,61 35,36
4 7,84 5,70 16,45 19,14
5 4,09 6,24 11,60 15,91
6 5,78 6,52 11,69 11,69
7 8,00 5,78 5,04 10,95
8 4,31 7,26 15,39 13,91
9 2,61 0,82 30,25 3,50
10 2,01 3,80 12,76 11,56
11 3,50 17,26 23,89 14,86
12 5,88 16,36 21,78 19,97
13 23,89 5,59 21,48 9,17
Média 6,50 7,03 19,93 15,63
Desvio Padrdo 5,57 4,70 8,64 7,58
Erro Padrdo da Média 1,54 1,30 2,40 2,10
N&o diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 10,53 8,92 16,45 20,22
2 7,84 6,24 17,52 18,06
3 4,63 7,31 28,86 26,15
4 8,38 5,70 20,76 35,36
5 5,04 4,31 20,57 13,17
6 7,26 9,47 15,39 16,87
7 6,78 2,61 27,22 36,95
8 34,82 24,80 34,82 30,25
Média 10,66 8,67 22,70 24,63
Desvio Padrdo 9,94 6,90 6,90 8,91
Erro Padrdo da Média 3,51 2,44 2,44 3,15
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IL-6 - 4 horas
Diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 10,53 13,22 23,99 21,30

2 4,63 6,24 29,94 18,06

3 3,96 3,44 12,79 19,57

4 ND ND 15,40 24,80

5 1,37 5,00 20,09 21,66

6 9,47 5,78 28,72 21,31

7 5,78 7,26 28,72 57,76

8 24,27 8,73 36,89 46,57

9 5,59 15,16 31,77 44,30

10 48,30 31,77 27,52 63,48

11 ND 2,91 31,17 32,99

12 21,48 0,82 50,76 78,21

13 2,61 4,99 56,64 76,95

Média 12,54 8,78 30,34 40,53
Desvio Padrdo 14,01 8,32 12,40 22,29

Erro Padrdo da Média 4,22 2,40 3,44 6,18

N&o diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 7,59 1,89 9,67 19,57

2 8,11 7,59 28,99 37,93

3 0,33 4,48 12,27 13,31

4 23,23 16,44 49,54 62,29

5 10,21 9,47 18,35 26,50

6 18,35 10,21 36,15 46,57

7 9,17 23,89 68,79 83,58
8 1,52 2,80 92,42 102,38

Média 9,81 9,60 39,52 49,02
Desvio Padrédo 7,74 7,44 29,18 31,62
Erro Padrdo da Média 2,74 2,63 10,32 11,18
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IL-6 - 6 horas
Diabéticos
Animal 5,5- 25- 55+ 25+
1 ND ND 14,88 37,40
2 9,67 5,00 46,37 42,14
3 2,41 1,89 82,64 56,44
4 3,96 3,44 9,67 13,31
5 9,47 8,00 39,87 48,80
6 16,22 1,88 75,73 147,41
7 ND ND 54,35 112,82
8 4,40 1,84 69,35 78,80
9 ND 4,08 61,64 83,21
10 3,76 7,61 106,53 138,79
11 5,04 3,76 62,97 87,29
Média 6,87 4,17 56,73 76,95
Desvio Padrédo 4,62 2,34 28,46 42,74
Erro Padrdao da Média 1,63 1,65 8,58 12,89
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 10,53 8,92 16,45 20,22
2 7,84 6,24 17,52 18,06
3 4,63 7,31 28,86 26,15
4 8,38 5,70 20,76 35,36
5 5,04 4,31 20,57 13,17
6 7,26 9,47 15,39 16,87
7 6,78 2,61 27,22 36,95
8 34,82 24,80 34,82 30,25
Média 10,66 8,67 22,70 24,63
Desvio Padréao 9,94 6,90 6,90 8,91
Erro Padrdo da Média 3,51 2,44 2,44 3,15
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IL-6 - 24 horas
Diabéticos
Animal 5,5- 25- 55+ 25+
1 3,96 5,00 229,26 282,04
2 15,92 15,92 186,34 250,78
3 10,19 19,05 129,97 241,44
4 12,27 7,59 256,64 190,31
5 6,55 3,96 120,64 138,80
6 26,56 12,24 133,28 65,44
7 8,26 7,46 122,27 167,01
Média 11,96 10,17 168,34 190,83
Desvio Padrédo 7,52 571 56,17 74,69
Erro Padrdo da Média 2,84 2,16 21,23 28,23
Nao diabético
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 16,13 27,24 162,97 168,34
2 14,65 17,61 200,71 249,77
3 16,13 19,09 115,71 273,35
4 31,69 33,18 175,25 252,91
5 22,59 32,92 192,81 213,87
6 15,42 14,63 117,54 68,60
Média 19,43 24,11 160,83 204,47
Desvio Padrédo 6,65 8,09 36,70 76,15
Erro Padrdo da Média 2,71 3,30 14,98 31,09
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APENDICE E - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padr&o e erro
padrédo da média referente a Figura 4.

Figura 04 — Secregéo de TNF-a por ND-BMDM e D-BMDM com priming de

Nigericina
TNF-a - 30 minutos
Diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 51,77 38,85
2 ND ND 147,58 | 190,29
3 ND ND 5,47 37,42
4 ND ND 22,45 64,06
5 ND ND ND 79,32
6 ND ND 20,61 131,46
7 ND ND 135,83 | 163,77
8 ND ND 105,38 | 149,02
9 ND ND 163,88 | 223,00
10 ND ND 207,73 238,41
11 ND ND 80,97 142,92
12 ND ND 187,40 212,42
13 ND ND 200,15 234,84
Média #DIV/0! | #DIV/O! | 102,25 | 146,60
Desvio Padrdo #DIV/0! | #DIV/O! | 76,82 72,86
Erro Padrdo da Média #DIV/0! | #DIV/O! | 21,23 20,21
N&o diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 83,71 51,05
2 ND ND 46,74 50,33
3 ND ND 70,59 54,66
4 ND ND 122,09 | 104,29
5 ND ND 211,66 | 103,22
6 ND ND 157,86 | 236,79
7 ND ND 311,48 | 116,11
8 ND ND 332,17 | 390,06
Média #DIV/0! | #DIV/0! | 167,04 | 138,31
Desvio Padrdo #DIV/0! | #DIV/0! | 108,86 118,51
Erro Padréo da Média #DIV/0! | #DIV/0! | 38,49 41,90




TNF-a — 2 horas

Diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 271,35 62,61
2 ND ND 29562 | 171,87
3 ND ND 280,21 | 340,12
4 ND ND 228,43 | 284,25
5 ND ND 196,46 | 204,21
6 ND ND 256,80 | 198,08
7 ND ND 266,89 | 265,33
8 ND ND 220,76 208,63
9 ND ND 709,16 | 318,35
10 ND ND 782,18 | 547,09
11 ND ND 591,77 | 557,38
12 ND ND 69591 | 627,08
13 ND ND 1049,58 | 508,12
Média #DIV/0! | #DIV/O! | 449,62 | 330,24
Desvio Padréo #DIV/0! | #DIV/O! | 279,72 | 175,54
Erro Padréo da Média #DIV/O! | #DIV/0! 77,58 48,69
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 306,24 | 384,89
2 ND ND 303,78 | 204,21
3 ND ND A7437 | 441,37
4 ND ND 479,78 | 555,57
5 ND ND 24369 | 172,66
6 ND ND 528,73 | 379,66
7 ND ND 600,12 | 703,34
8 1,18 5,88 698,38 | 794,68
Média 1,18 5,88 45439 | 45455
Desvio Padréo #DIV/0! | #DIV/O! | 158,73 | 220,57
Erro Padrdo da Média #DIV/0! | #DIV/0! | 56,12 77,98
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TNF-a — 4 horas

Diabéticos
Animal 5,5- 25- 55+ 25+
1 ND ND 348,49 143,81
2 ND ND 413,34 182,59
3 ND ND 220,75 314,40
4 ND ND 357,54 350,92
5 ND ND 384,23 314,40
6 ND ND 603,49 450,16
7 ND ND 489,87 712,42
8 ND ND 640,31 | 713,42
9 ND ND 875,76 | 1191,31
10 ND ND 946,03 | 1054,27
11 ND ND 895,33 943,95
12 ND ND 1407,50 | 1212,73
13 ND ND 693,44 971,36
Média #DIV/0! | #DIV/0! | 636,62 658,13
Desvio Padréo #DIV/0! | #DIV/0! | 327,54 387,21
Erro Padrdo da Média #DIV/0! | #DIV/0! | 90,84 107,39
N&o diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 333,99 416,12
2 5,50 29,23 910,68 851,87
3 ND 11,21 483,42 360,39
4 42,42 4159 | 1022,94 | 919,63
5 ND ND 368,16 265,33
6 ND ND 676,94 727,44
7 ND ND 808,22 915,29
8 24,11 34,60 | 1200,64 | 1323,11
Média 24,01 29,16 725,62 722,40
Desvio Padrdo 18,46 12,99 | 31562 | 356,07
Erro Padrdo da Média 10,66 6,50 111,59 125,89
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TNF-a - 6 horas

Diabéticos

Animal 55- 25 - 5,5+ 25+
1 ND ND 659,02 | 469,38
2 ND ND 582,41 | 364,19
3 ND ND 1453,91 | 790,32
4 ND ND 349,98 | 341,50
5 ND ND 567,56 | 686,71
6 ND ND 690,64 | 1122,59
7 ND ND 582,82 | 979,55
8 39,27 4924 | 1256,05 | 1393,13
9 3,88 11,95 859,90 | 1168,98

10 ND 1,01 1723,61 ND
11 ND 6,19 857,96 | 851,18
Média 21,58 17,10 871,26 | 816,75
Desvio Padrao 25,02 21,89 426,92 | 356,91
Erro Padrdo da Média 17,69 10,95 128,72 | 112,86

Néo diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 475,38 | 377,53
2 ND ND 385,19 | 612,25
3 4,69 11,21 353,76 | 1276,03
4 ND 7,95 208,31 | 283,05
5 ND 4,82 571,43 | 335,40
6 0,40 ND 852,18 | 380,59
7 31,68 52,77 640,07 | 1056,49
8 17,16 25,86 1208,73 | 1465,19
Meédia 13,48 20,52 586,88 | 723,32
Desvio Padréo 14,06 19,75 318,69 | 472,16
Erro Padrdo da Média 7,03 8,83 112,67 166,93

74



TNF-a - 24 horas

Diabéticos
Animal 5,5- 25- 55+ 25+
1 ND ND 84451 | 913,24
2 ND ND 513,82 | 571,86
3 ND 8,76 624,10 | 882,89
4 ND ND 938,97 | 937,67
5 ND ND 787,95 | 859,26
6 11,93 17,27 | 1453,81 | 940,17
7 1,28 0,40 1476,24 | 114464
Média 6,60 8,81 948,49 | 892,82
Desvio Padrao 7,53 8,44 379,63 | 169,47
Erro Padrdao da Média 5,32 4,87 143,49 64,05
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND 3,34 1337,35 | 898,84
2 ND 3,34 970,76 | 1063,37
3 13,68 21,99 824,01 | 92393
4 30,33 32,42 811,20 | 1110,40
5 15,49 17,27 885,48 | 1167,02
6 6,60 5,71 1191,41 | 652,56
Meédia 16,53 14,01 | 1003,37 | 969,36
Desvio Padrdo 9,97 11,92 214,92 187,19
Erro Padrdo da Média 4,99 4,86 87,74 76,42
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padrédo da média referente a Figura 5.

IL-1P - 30 minutos

Diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 2,27 2,85 | 1283,30 | 997,43
2 1,69 4,59 380,88 | 252,76
3 5,75 1,69 226,58 | 185,21
4 2,27 1,69 24938 | 324,25
5 3,43 1,69 282,18 | 345,76
6 12,97 15,86 47,82 163,86
7 ND ND 217,38 | 210,21
8 9,38 7,94 360,15 | 344,66
9 5,63 14,36 50,17 73,66
10 0,74 1,29 35,77 13,26
11 6,18 2,92 82,67 10,54
12 6,18 8,90 90,60 131,27
13 16,00 3,46 13,81 22,57
Meédia 6,04 5,60 25544 | 236,57
Desvio Padréo 4,68 5,07 333,56 | 258,76
Erro Padrdo da Média 1,35 1,46 92,51 71,77
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND 3,43 93,95 76,91
2 2,27 2,27 94,56 73,88
3 ND ND 67,24 113,65
4 5,75 ND 72,67 69,65
5 0,77 ND 143,78 | 401,26
6 7,94 6,51 362,74 | 295,66
7 ND ND 33,57 19,28
8 ND 0,74 52,40 214,06
Média 4,18 3,24 115,11 | 158,04
Desvio Padrao 3,26 2,44 105,35 133,06
Erro Padrdo da Média 1,63 1,22 37,25 47,04
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APENDICE F - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padro e erro

Figura 05 — Secrecdo de IL-f por ND-BMDM e D-BMDM com priming de Nigericina



IL-1B — 2 horas
Diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 5,17 8,07 873,41 | 497,84
2 ND 3,43 552,58 | 473,74
3 2,27 12,15 | 396,54 | 426,87
4 2,27 4,01 203,46 | 210,69
5 6,91 6,91 159,51 | 185,86
6 4,35 5,79 150,71 | 163,08
7 6,51 5,07 333,56 | 275,78

8 5,07 5,07 239,06 94,47

9 ND ND 22,57 14,36

10 ND ND 55,74 6,72

11 ND 0,20 42,41 88,90

12 1,29 2,37 29,16 27,51

13 ND ND 87,76 6,18
Média 4,23 5,31 242,04 | 190,15
Desvio Padréo 2,08 3,29 24762 | 178,86
Erro Padréo da Média 0,74 1,04 68,68 49,61

Nao diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 2,27 10,40 | 155,06 | 171,02
2 9,24 10,40 | 18521 | 266,37
3 1,11 8,07 351,55 | 301,66
4 4,59 ND 196,92 | 287,03
5 7,22 7,94 89,98 163,86
6 2,20 5,07 468,10 | 748,62
7 ND ND 106,54 | 115,13

8 5,63 ND 9,45 24,21
Média 4,61 8,38 195,35 | 259,74
Desvio Padréo 2,97 2,20 148,36 | 218,76
Erro Padrdo da Média 1,12 0,99 52,45 77,34
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IL-1B — 4 horas
Diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND 1,69 108,09 | 820,38
2 6,91 6,91 137,36 | 147,45
3 ND ND 198,79 | 121,92
4 ND ND 206,00 | 142,04
5 ND ND 214,84 | 14593
6 13,69 14,41 | 547,47 | 258,55
7 5,79 5,07 956,43 | 755,32
8 12,25 6,51 872,49 382,77
9 ND ND 61,32 28,61
10 ND ND 13,81 13,26
11 ND ND 60,76 34,67
12 ND ND 70,28 44,62
13 ND ND 57,97 50,17
Meédia 9,66 6,92 269,66 | 226,59
Desvio Padréo 3,90 4,67 316,88 | 269,91
Erro Padréo da Média 1,95 2,09 87,89 74,86
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 85,27 96,65
2 ND ND 24732 | 163,14
3 ND ND 122,69 | 133,50
4 ND ND 244,87 | 315,62
5 4,35 2,92 140,71 | 120,87
6 9,38 8,66 | 1324,98 | 1000,82
7 ND ND 73,09 52,96
8 ND ND 142,08 | 123,66
Meédia 6,87 5,79 297,63 | 250,90
Desvio Padréo 3,55 4,06 420,15 | 312,62
Erro Padrdo da Média 2,51 287 148,55 110,53
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IL-1B - 6 horas
Diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND 80,73 461,89
2 ND ND 55,94 417,50
3 ND ND 418,39 | 472,01
4 2,80 ND 347,25 | 404,12
5 9,38 8,66 741,95 | 590,72
6 2,68 1,88 658,46 | 546,93
7 5,87 5,87 947,57 | 1300,09
8 ND ND 174,82 | 102,26
9 ND ND 66,80 61,87
10 6,44 ND 135,08 | 102,89
11 ND ND 129,36 | 115,46
Média 5,43 5,47 341,49 | 415,98
Desvio Padrao 2,80 3,40 312,17 | 353,11
Erro Padrdo da Média 1,25 1,97 94,12 106,47
Néo diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 6,45 ND 93,61 121,15
2 ND ND 198,79 | 327,53
3 ND ND 235,80 | 372,41
4 ND ND 133,50 | 170,22
5 4,27 1,09 195,25 85,50
6 5,07 1,88 832,37 | 564,07
7 17,91 8,85 86,02 124,93
8 ND ND 188,44 174,17
Meédia 8,43 3,94 24549 | 24250
Desvio Padréo 6,39 4,27 243,05 | 165,01
Erro Padrdo da Média 3,19 2.46 85,93 58,34
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IL-1P - 24 horas

Diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 7,91 4,99 565,84 662,14
2 13,03 14,50 412,13 597,31
3 9,37 4,26 298,74 373,28
4 13,77 8,64 257,99 324,97
5 2,80 4,26 182,87 231,83
6 27,51 33,16 1067,08 | 904,33
7 12,26 21,88 1217,10 | 756,76
8 ND ND 499,15 658,59
9 ND ND 527,23 595,71
10 ND ND 334,27 206,07
11 ND ND 676,73 | 1124,93
12 ND ND 407,11 671,76
Média 12,38 13,10 537,19 592,31
Desvio Padrédo 7,66 10,98 316,08 273,41
Erro Padrdo da Média 2,90 4,15 91,24 78,93
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 14,41 15,13 145,32 195,16
2 ND ND 115,56 223,78
3 12,97 10,82 178,66 253,66
4 4,35 ND 126,19 284,87
5 5,87 9,86 387,48 328,34
6 12,26 9,86 828,49 534,18
Média 9,97 11,42 296,95 303,33
Desvio Padréao 4,54 2,52 279,20 122,28
Erro Padrdo da Média 2,03 1,26 113,98 49,92
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APENDICE G - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padr&o e erro
padrédo da média referente a Figura 6.

Figura 06 — Secregéo de I1L-10 por ND-BMDM e D-BMDM com priming de Nigericina

IL-10 - 2 horas
Diabéticos

Animal 5,5 - 25 - 5,5+ 25+

1 ND ND ND ND

2 53,93 ND ND ND

3 ND ND ND ND

4 ND ND ND ND

5 ND ND ND ND

6 ND ND ND ND

7 ND ND ND ND

8 ND ND ND ND
Média 53,92 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
Desvio Padréo #DIV/0! | #DIV/O! | #DIV/0! | #DIV/0O!
Erro Padrdao da Média #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!

Nao diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 ND ND ND ND

2 ND ND ND ND

3 ND ND ND ND

4 ND ND 2,48 ND

5 ND ND ND ND

6 ND ND ND ND
Média #DIV/0! | #DIV/0! 2,48 #DIV/0!
Desvio Padréo #DIV/0! | #DIV/O! | #DIV/0! | #DIV/0O!
Erro Padrdo da Média #DIV/0! | #DIV/O! | #DIV/0! | #DIV/0O!




IL-10 - 4 horas
Diabéticos

Animal 55- 25 - 55+ 25+

1 ND ND ND ND

2 ND ND ND ND

3 ND ND ND ND

4 ND ND ND ND

5 7,66 ND ND ND

6 ND ND ND ND

7 ND ND ND ND

8 ND ND ND ND
Média 7,66 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
Desvio Padrédo #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
Erro Padrdo da Média #DIV/0! | #DIV/0O! | #DIV/0! | #DIV/0!

Néao diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 2,24 ND ND ND

2 ND ND ND ND

3 ND ND ND ND

4 ND ND ND ND

5 ND ND ND ND

6 ND ND ND ND
Média 2,245 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
Desvio Padréo #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
Erro Padrao da Média #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
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IL-10 - 6 horas
Diabéticos
Animal 55- 25 - 5,5+ 25+
1 ND ND ND ND
2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND
5 ND ND 6,52 60,99
6 ND 91,36 140,42 34,73
7 ND ND ND ND
Média #DIV/0! 91,36 73,47 47,86
Desvio Padréo #DIV/0! | #DIV/0! 94,68 18,56
Erro Padrao da Média #DIV/0! | #DIV/0! 66,95 13,13
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+
1 ND ND ND ND
2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND 2,24 ND
5 ND 110,69 89,60 ND
6 ND 182,12 ND ND
Média #DIV/0! 146,40 45,92 #DIV/0!
Desvio Padrdo #DIV/0! 50,50 61,77 #DIV/0!
Erro Padrdo da Média #DIV/0! 35,71 43,68 #DIV/0!
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IL-10 - 24 horas

Diabéticos
Animal 55 25 55+ 25+
1 ND ND ND ND
2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND
5 ND ND ND ND
6 15,12 70,20 128,20 228,63
7 16,90 142,17 ND ND
Média 16,01 106,18 128,20 228,63
Desvio Padrédo 1,26 50,89 #DIV/0! | #DIV/0!
Erro Padrdo da Média 0,89 35,98 #DIV/0! | #DIV/0!
Nao diabéticos
Animal 5,5- 25- 55+ 25+
1 ND 3,24 ND 4,88
2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
4 ND ND ND ND
5 ND 20,47 ND 66,66
6 150,88 138,68 ND ND
Média 150,88 54,13 #DIV/0! 35,77
Desvio Padréo #DIV/0! 73,72 #DIV/0! 43,68
Erro Padrdao da Média #DIV/0! 42,56 #DIV/0! 30,88
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APENDICE H - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padr&o e erro
padrédo da média referente a Figura 7.

Figura 07 — Secrecdo de Oxido Nitrico por ND-BMDM e D-BMDM com priming de

Nigericina
ON - 2 horas
Diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 ND 0,07 0,17 ND

2 0,72 0,11 1,42 0,31

3 0,51 1,52 0,41 1,12

4 0,92 0,11 1,22 0,61

5 0,21 0,31 0,11 0,41

6 1,62 1,03 1,96 0,94

7 0,65 1,14 1,34 0,45

8 1,24 0,35 0,25 0,05

Média 0,84 0,65 0,96 0,56
Desvio Padréao 0,47 0,57 0,70 0,37
Erro Padrdo da Média 0,18 0,20 0,25 0,14

Nao diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 0,31 0,82 0,01 0,41

2 0,72 0,61 0,72 0,31

3 ND 0,31 0,31 0,41

4 0,61 0,61 0,01 ND

5 1,24 0,45 0,15 0,05

6 0,05 0,65 1,24 1,04

Média 0,59 0,57 0,41 0,45
Desvio Padrédo 0,45 0,17 0,49 0,36
Erro Padrdo da Média 0,20 0,07 0,20 0,16




ON - 4 horas
Diabéticos

Animal 5,5- 25- 55+ 25+

1 1,22 0,31 1,22 0,31

2 1,32 0,31 1,72 0,11

3 0,19 0,89 0,49 0,49

4 0,49 0,29 0,29 0,39

5 0,59 0,69 0,29 0,49

6 2,23 0,55 0,25 1,24

7 1,14 0,65 0,84 1,14

8 1,04 1,04 1,74 1,34

Média 1,00 0,63 0,80 0,74
Desvio Padréo 0,67 0,28 0,66 0,49
Erro Padrdo da Média 0,24 0,10 0,23 0,17

Nao diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 0,39 0,49 0,49 1,19

2 0,69 0,49 0,39 0,49

3 0,39 0,69 0,59 0,69

4 0,69 0,49 0,59 0,79

5 2,53 0,55 2,83 0,74

6 1,64 0,15 1,74 5,32

Média 1,06 0,48 1,11 1,54
Desvio Padréo 0,86 0,18 0,98 1,87
Erro Padrdo da Média 0,35 0,07 0,40 0,76
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ON - 6 horas
Diabéticos

Animal 5,5- 25- 55+ 25+

1 0,69 0,39 0,49 0,49

2 0,29 0,69 0,39 0,49

3 0,49 0,59 0,79 0,49

4 ND ND ND ND

5 1,44 2,04 1,64 0,84

6 0,18 0,39 0,91 ND

7 1,33 2,27 0,91 1,23

Média 0,74 1,06 0,86 0,71
Desvio Padréo 0,53 0,86 0,44 0,33
Erro Padrdo da Média 0,22 0,35 0,18 0,13

Nao diabético

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 ND ND ND ND

2 ND ND ND ND

3 ND ND ND 0,27

4 ND ND ND ND

5 1,02 2,17 ND 0,28

6 ND 2,38 ND 4,05

Média 1,02 2,27 #DIV/0! 1,54
Desvio Padréo #DIV/0! 0,15 #DIV/0! 2,18
Erro Padrdo da Média #DIV/0! 0,10 #DIV/0! | 1,26
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ON — 24 horas
Diabéticos

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 ND ND ND ND

2 ND ND ND 0,38

3 0,17 ND 2,33 ND

4 ND ND ND ND

5 ND ND ND ND

6 2,69 2,59 1,12 0,91

7 1,23 1,44 2,59 1,44

Média 1,36 2,01 2,01 0,91
Desvio Padréo 1,27 0,82 0,78 0,53
Erro Padrdo da Média 0,73 0,58 0,45 0,31

Nao diabético

Animal 5,5- 25- 5,5+ 25+

1 1,45 1,20 1,54 1,71

2 1,45 1,11 1,03 1,20

3 1,45 1,62 1,28 1,88

4 0,94 1,03 1,54 1,45

5 1,12 1,65 2,48 0,39

6 1,65 0,70 0,70 ND

Média 1,34 1,22 1,43 1,33
Desvio Padréo 0,26 0,36 0,61 0,58
Erro Padrdo da Média 0,11 0,15 0,25 0,24
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APENDICE | - Membranas representativas dos Western blots realizados nesta

dissertacdo
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