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RESUMO

Queiroz, L. A. D. Caracterizacdo fenotipica e funcional de linfécitos T em camundongos
diabéticos induzidos por aloxana e estreptozotocina. 2020. 98f. Dissertacdo (Mestrado) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2020.

A aloxana (ALX) e a estreptozotocina (STZ) s@o os agentes diabetogénicos mais utilizados na
inducdo do diabetes mellitus tipo 1 (DM1) em animais, com varios estudos associando seu
uso a efeitos toxicos na resposta imune. O presente estudo tem como objetivo comparar 0
fenotipo e a funcionalidade dos linfocitos T em tecidos linfoides e ndo linfoides de
camundongos C57BL/6J normais e diabéticos. Os animais diabéticos (inoculados com ALX ou
STZ) e controles ndo diabéticos (CT) os seguintes parametros avaliados: (a) contagem totale
diferencial de células da medula 6ssea e sangue periférico; (b) caracterizagdo da composi¢dode
linfécitos em timo, baco e pancreas, com marcadores de superficie (CD11b, CD3, CD4, CD8,
CD19 e CD25); (c) determinacéo das citocinas fator de necrose tumoral (TNF)-a, interferon
(IFN)-y, interleucina (IL)-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL12p70 e IL-17 no homogenato de baco
e pancreas; (d) analise morfoldgica de timo, baco e pancreas; (e) ativacdo da resposta adaptativa
e producdo de imunoglobulinas (IgG)1 e IgG2a em animais imunizados e desafiados com
ovalbumina; (f) ativacdo dos linfocitos T do baco estimulados com concanavalina (ConA). Em
relacdo ao grupo CT, o grupo STZ exibiu aumento nos neutréfilos e redugéo nos linfocitos na
medula 6ssea. Tanto o grupo ALX quanto o STZ mostraram diminui¢do nos leucdcitos, e
aumento nos granuldcitos no sangue total. O grupo STZ apresentou diminuicao nos linfocitos,
T CD4°CD8" e CD4"CD8" no timo e linfocitos CD19" no pancreas e no bago. O grupo ALX
apresentou aumento do nimero de linfécitos CD4-CD8+, CD4*CD25" e CD19* no timo. As
citocinas IL-1p do baco e IL-6 do péancreas,do grupo STZ, diminuiram em comparacao ao
grupo CT. O timo apresentou atrofia da regido medular, nos grupos ALX e STZ, com
diminuicdo nas células reticuloepiteliais; morte celular de linfocitos/timdcitos; e aumento nos
corpusculos Hassall, no grupo ALX. O pancreas de ambos 0s grupos exibiu atrofia das ilhotas
de Langerhans e infiltracdo inflamatéria e hiperemia com dilatacdo vascular. A ativacdo in
vitro de linfécitos do grupo STZ foi comprometida. As andlises in vivo do teste de
hipersensibilidade mostraram resposta mais intensa no grupo STZ, com producdo semelhante
de anticorpos 1gG1 e 1gG2a nos grupos diabéticos e controle. Embora ambos os agentes
diabetogénicos ALX e STZ tenham afetadoos 6rgaos linfoides e suas populacGes celulares, o
impacto disso so se refletiu em alteracdesno comportamento da resposta imune in vivo e in
vitro de animais tratados com STZ.

Palavras-chave: DM1, ALX, STZ, linfocitos.



ABSTRACT

Queiroz, L. A. D. Phenotypic and functional characterization of T lymphocytes of alloxan
and streptozotocin induced diabetes. 2020. 98p. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo, 2020.

Alloxan (ALX) and streptozotocin (STZ) are the most commonly used diabetogenic agents to
induce type 1 diabetes mellitus (DM1) in animals, with several studies associating their use
with toxic effects on the immune response. The present study aims to compare the phenotype
and functionality of T lymphocytes in lymphoid and non-lymphoid tissues of normal and
diabetic C57BL / 6J mice. Diabetic animals (inoculated with ALX or STZ) and non-diabetic
controls (CT) evaluated the following parameters: (a) total and differential count of bone
marrow cells and peripheral blood; (b) characterization of the lymphocyte composition in the
thymus, spleen and pancreas, with surface markers (CD11b, CD3, CD4, CD8, CD19 and
CD25); (c) determination of cytokines tumor necrosis factor (TNF) -a, interferon (IFN) -y,
interleukin (IL) -1p, IL-2, IL-4, I1L-6, IL-10, 1L12p70 and IL- 17 in the spleen and pancreas
homogenate; (d) morphological analysis of the thymus, spleen and pancreas; (e) activation of
the adaptive response and production of immunoglobulins (IgG) 1 and 1gG2a in animals
immunized and challenged with ovalbumin; (f) activation of spleen T lymphocytes stimulated
with concanavalin (ConA). In relation to the CT group, the STZ group exhibited an increase
in neutrophils and a reduction in lymphocytes in the bone marrow. Both the ALX and STZ
groups showed a decrease in leukocytes and an increase in granulocytes in whole blood. The
STZ group showed a decrease in T CD4'CD8" and CD4*CD8* lymphocytes in the thymus and
CD19" lymphocytes in the pancreas and spleen. The ALX group showed an increase in the
number of CD4°CD8", CD4*CD25" and CD19" lymphocytes in the thymus. The cytokines IL-
1B of the spleen and IL-6 of the pancreas, in the STZ group, decreased compared to the CT
group. The thymus presented atrophy of the medullary region, in the ALX and STZ groups,
with a decrease in reticuloepithelial cells; cell death of lymphocytes / thymocytes; and increase
in Hassall corpuscles, in the ALX group. The pancreas of both groups exhibited atrophy of the
islets of Langerhans and inflammatory infiltration and hyperemia with vasculardilation. The in
vitro activation of STZ group lymphocytes was compromised. In vivo analyzes of the
hypersensitivity test showed a more intense response in the STZ group, with similar production
of 1gG1 and lgG2a antibodies in the diabetic and control groups. Although both the
diabetogenic agents ALX and STZ affected the lymphoid organs and their cell populations, the
impact of this was only reflected in changes in the behavior of the immune response in vivo and
in vitro of animals treated with STZ.

Keywords: Diabetes mellitus, ALX, STZ, lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais sobre o diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é uma das doencas mais antigas registradas pelo homem, sendo
descrita em manuscritos egipcios que datam de 1500 anos a.C. e com tratamentos conhecidos
desde o século XIX, como a restricdo alimentar e os exercicios propostos por Apollinaire
Bouchardat (KARAMANOU et al., 2016; PIERO, 2015; RITU, 2013). A primeiradescri¢cdo
completa sobre a doenca foi realizada pelo médico Aretaeus Capaddcio, que cunhouo termo
diabetes (do grego “sifdo”) em referéncia ao volume de evasdo de urina do paciente
(BARNETT, 2018; RITU, 2013), posteriormente, o termo mellitus (do latim “doce como mel”)
foi acrescentado por John Rollo, em referéncia ao sabor adocicado da urina desses pacientes.
Desde a descoberta do papel do pancreas no DM, com a auséncia de insulina endégena
(MINKOWSKI, 1967; SHARPEY-SCHAFER, 1913), e tratamento com insulina exdgena
(BANTING et al., 1922), muito se avancou na qualidade de vida dos pacientes com DM
(BARNETT, 2018; PIERO, 2015; RITU, 2013).

O DM é um disturbio enddcrino cronico, caracterizado pelo nivel elevado e persistente
de glicose no sangue, denominado hiperglicemia, que acontece devido a producdo insuficiente
de insulina pelo pancreas, seja pela destrui¢do autoimune das células  do pancreas ou pela
atuacdo ineficaz desse hormonio nos tecidos (DESHMUKH; JAIN, 2015; DEEPTHI et al.,
2017; SBD, 2020; SILVA et al., 2014).

Dependendo do mecanismo de acao exercido no organismo, o DM pode ser classificado
como DM tipo 1 A (DML1 A), decorrente da destruicdo autoimune das células do pancreas; o
DML1 B, ou idiopatico, devido a natureza idiopatica da deficiéncia da insulina; o DM tipo 2
(DM2), causado pela combinag&o de resisténcia a insulina e resposta secretora compensatoria
inadequada do horménio; e o DM gestacional, ocasionado em algumas mulheres durante a
gravidez, devido a intolerancia a carboidratos iniciada durante a gestagdo (CARVALHO et al.,
2016; GAGLIA et al., 2015; SBD, 2020).

Segundo a International Diabetes Federation (IDF) (2019), em 2019, havia 463 milhdes
de casos registrados de DM em individuos entre 20 e 79 anos no mundo (Figura 1), sendo 87 a
91% dos casos totais de DM diagnosticado como DM2, e 7 a 12% como DML, afetando mais
comumente pessoas de menor faixa etaria. No Brasil, 0 DML ja atinge 51,5 mil pessoas, o que

Ihe confere o terceiro lugar em prevaléncia de diabetes desse tipo no mundo (Tabela 1).
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Figura 1 — Evolucdo do nimero de casos diagnosticados de DM no mundo entre 2000 e 2019
e projecdo epidemioldgica até 2045.

Milhdes
=~ Estimativa
~* Projegdo
(Fonte: IDF, 2019)
Tabela 1 —Incidéncia e prevaléncia do DM1 no mundo em 2019
Numero de Numero de
incidéntfia (0-14) prevaléncia (0-14)
Rank Pais em milhares Rank Pais em milhares
1 india 15,9 1 india 95,6
2 EUA 14,7 2 EUA 94,2
3 Brasil 7,3 3 Brasil 51,5
4 China 4,8 4 China 28,7
5 Reino unido 3,5 5 Rissia ' 21,6
6 Russia 3,2 6 Reino unido 21,2
7 Argélia 3,1 7 Argélia 20,1
8 Alemanha 2,6 8 Alemanha 17,2
9 Arébia saudita 2,5 9 Marrocos 16,4
10 Marrocos 2,4 10 México 14,8

O Brasil figura como o terceiro pais do mundo com maior ndmero de casos de DM1. (Fonte: adaptado de IDF,
2019).
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Os critérios para o diagnéstico do DM, adotados pela Sociedade Brasileira de Diabetes
(SBD), consistem nos exames de afericdo da glicose em jejum do sangue periférico, apos 8
horas de jejum calorico, com resultados de valores diagnésticos acima de 126 mg/dL; na
aplicacdo da prova de tolerancia a glicose oral (TOTG), feita a partir da ingestéo de 75 g de
glicose dissolvida em &gua, seguida da coleta de sangue para determinacdo da glicemia, sendo
que, 2 horas apos, coleta-se outra amostra da sobrecarga oral, com valores de diagndstico
>200 mg/dL; no exame de hemoglobina glicada (HbAlc), que consegue medir os niveis de
glicose dos Ultimos 3-4 meses sem sofrer com a oscilacdo do dia a dia e independentemente do
estado de jejum, com valores de diagnésticos >6,5% (SBD, 2020).

Os individuos portadores de DM, que ndo controlam sua hiperglicemia, sofrem de uma
série de complicacdes com o passar dos anos, tanto de carater macrovascular (como doenca
cardiovascular e acidente vascular cerebral) quanto microvascular (como neuropatia,
retinopatia e nefropatia) e, em alguns casos, até mesmo as duas formas (como no pé diabético).
Desse modo, as complica¢Ges geradas por essa doenca sdo divididas em dois grupos distintos:
o de complicacbes agudas metabdlicas, que incluem hipoglicemia, cetoacidose e hiperosmolar
ndo cetdnico, e o de complicacOes tardias sistémicas, observado em nefropatia, neuropatia,
retinopatia, microangipatia e aterosclerose (ASMAT et al., 2016; DATTATREYA; SARANGI,
2015; DESHMUKH; JAIN, 2015; IDF, 2019; PIERO, 2015).

1.2 DM1 natural e induzido quimicamente por aloxana (ALX) e estreptozotocina
(STZ)

A destrui¢do autoimune das células [ pancredticas, em um processo fisiopatoldgico
inflamatdrio mediado por células T e B, leva ao desenvolvimento de DM1 (Figura 2), dando
origem a um quadro denominado de insulite, detectavel pelo aumento elevado de citocinas e
outras moléculas pro-inflamatdrias no soro do paciente (CORREA et al., 2015; KHARROUBI,
DARWISH, 2015; PUGLIESE, 2017). Embora as causas desse processodestrutivo ainda nao
estejam completamente elucidadas, sabe-se que ele pode aparecer em qualquer idade e esta
relacionado a uma série de fatores, que incluem a susceptibilidade genética e as condicGes
ambientais, como infecgédo viral, toxinas e elementos da dieta (KHARROUBI; DARWISH,
2015; SBD, 2020).
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Figura 2 — Resposta autoimune DM1
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A) O desenvolvimento do DM1 é iniciado através da exposicdo de antigenos da célula B para as células
apresentadoras de antigenos (APC) no pancreas, que sdo ativadas e migram para os linfonodos, onde interagem
com os linfocitos T CD4* autorreativos, 0s quais, por sua vez, intensificam a atividade dos linfécitos T CD8*. B)
os linfécitos T CD8+ ativados retornam para o pancreas e lisam as células B. C) a destruigdo das células B é
exacerbada pelo ambiente inflamatdrio criado por células da imunidade inata (macréfagos, neutréfilos, e células
natural killer). D) esse processo é amplificado por falha na efetividade dos linfdcitos T regulatdria em suprimir a
autoimunidade. E) As células T ativadas nos linfonodos pancreaticos estimulam as células B a produzirem
autoanticorpos contra proteinas das células B (Fonte: adaptado de Dimeglio et al., 2018).
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O DM1 pode ser mimetizado em laboratério por meio animais de experimentacdo, com
0s agentes diabetogénicos ALX (2,4,5,6-Tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) e a STZ (2-deoxi-
2-(3-metil-3-nitrosourea)-D-glucopiranose), 0os mais comumente utilizados para inducdo da
doenca. Ambos os farmacos sdo analogos a glicose e compartilham o mesmo mecanismo de
seletividade para células f do pancreas, levando a destrui¢ao dessas células e induzindo um
quadro clinico de DM1 quando causam a destruicdo de mais de 90% dessas céelulas (LENZEN
etal., 2008; SILVA; NOGUEIRA, 2015). Estudos com DM induzido quimicamente tém sido
amplamente realizados para fins terapéuticos e preventivos, a fim de compreender melhor os
mecanismos fisiopatoldgicos (e as complicacdes) gerados pela doenca(SILVA; NOGUEIRA,
2015).

A ALX é uma molécula hidrofilica muito instavel, transportada para o citosol da célula
pelo receptor de glicose GLUT2, presente na membrana plasmatica das células 3, onde inibe o
sensor de glicose glucoquinase (hexoquinase V), levando a inibicdo seletiva da secrecdo de
insulina (LENZEN et al., 2008; ROHILLA; ALI, 2012; SILVA; NOGUEIRA, 2015). Logo
apos sua inoculacao, a ALX é rapidamente absorvida e o organismo passa por uma fase rapida
de estimulacdo de liberacdo de insulina, que dura de 1 a 2 minutos, causada pela capacidade
do farmaco de despolarizar a membrana da célula, abrindo os canais de Ca?* dependentes de
voltagem e aumentando o influxo desse ion para o interior da célula B, onde o acimulo de
concentracOes exageradas leva a liberacao suprafisiol6gica de insulina e de espécies reativas de
oxigénio (ROS), geradas pela reacéo ciclica da ALX com seu produto redutor, o &cido dialdrico.
Essas condigoes levam a toxicidade das células B pancreaticas e, consequentemente,a necrose
(Figura 3) (CHEN et al., 2015; LENZEN et al., 2008; SILVA; NOGUEIRA, 2015).

A STZ é um antibiotico diabetogénico isolado da bactéria Streptomyces achromogenes
(FURMAN, 2015), que se apresenta como uma molécula de glicosideo nitrosoureia natural (N-
metil-N-nitrosoureia) lipofilica e andloga a nitrosoureia animal. Possui absorcéo seletiva para
as células B do pancreas, através dos receptores GLUT2 (LENZEN et al., 2008; WU et al.,
2015), onde acredita-se que a transferéncia do grupo metil da STZ para 0 DNA cause uma série
de danos, resultando na fragmentacdo do material genético da célula. A poli-ADP ribose
sintetase é entdo ativada, na tentativa de reparar DNA danificado, levando a diminuigédo de
NAD+ e ATP, que induz a célula a necrose ap6s o0 esgotamento das reservas energéticas
celulares. Somado a isso, supde-se que parte do efeito diabetogénico da STZ também resulte do
seu potencial como doador intracelular de oxido nitrico (NO) (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismo de agéo dos agentes diabetogénicos ALX e STZ
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Ambos o0s agentes diabetogénicos apresentam estruturam anédloga a molécula da glicose, conferindo seletividade
para a célula B através do receptor GLUT2. O ALX inibi a secregdo de insulina por inibi¢do seletiva do sensor de
glicose glucoquinase da célula B, aumentando a oferta de ATP para a célula e diminuindo a secreg@o de insulina.
O ciclo redox da ALX gera radicais livres que causam a toxicidade e a morte da célula 3 por necrose. A STZ causa
a destruicdo do material genético das células B, pela alquilagdo do DNA ao transferir seu grupo metil paraa
molécula, levando a fragmentagdo do material genético, que, na tentativa de reparar os danos causados, leva a
ativagdo exacerbada da poli-ADP ribose sintetase, esgotando as reservas energéticas da célula e levando a morte
celular por necrose. Acredita-se que a formacgdo de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS)

também participe do efeito toxico da STZ na destruigio das células p (Fonte RADENKOVIC et al., 2016).

1.3 Efeitos toxicoldgicos de ALX e STZ

Ambos os agentes ALX e STZ apresentam efeitos toxicoldgicos diversos, dependentes
da dose e da via de administracdo escolhida para conducdo de modelos diabéticos
experimentais. Em pequenas doses, tanto ALX quanto STZ s&o instaveis, o que diminui a
eficacia da inducdo; porém, em altas doses a taxa, de mortalidade dos animais aumenta de forma
significativa (MOSTAFAVINIA et al.,, 2016). Portanto, a escolha da dose eda rota de
administracdo dos agentes é muito importante para assegurar o éxito da inducdo, com menor
impacto toxicologico para o animal. Embora ndo haja um consenso sobre esses dados na
literatura, observou-se quais doses e vias sd80 mais empregadas em estudos comesses

modelos diabéticos, conforme a Figura 4.
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Figura 4 — Modelos de indugdo DM1 para ALX e STZ

Vias de indugdo Doses de indugao
ALX ALX
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STZ STZ

ndo m30-50mg/kg ®60-80mg/kg m90-120mg/kg m>120mg/kg
especificada
4%

intramuscula
4%

Fonte: Proprio autor. Levamento bibliografico de 100 artigos (50 ALX e 50 STZ), realizado na base de dados do
PubMed, no periodo entre 2000 e 2018, para identificacdo dos principais protocolos de inducdo de DM1 por ALX
e STZ em modelos experimentais de roedores.

Em um levantamento bibliogréfico realizado por Muller et al. (2011), de 131 artigos
analisados sobre transplante de ilhotas murinas, 76,3% (100) usaram o modelo de STZ, contra
3,8% (5) de ALX. De fato, a STZ é preferivel para inducdo de DM1 por apresentar meia vida
mais longa, com hiperglicemia prolongada e menor mortalidade (ISLAM; CODE, 2017;
DIAB et al., 2015;). Além disso, ao contrario da ALX, a imunotoxicidade da STZ é bem
conhecida, com efeitos diretos nos linfocitos, como a menor proliferacdo de células T isoladas
do baco de ratos (MULLER et al., 2011; SAKOWICZ-BURKIEWICZ et al., 2006); diminuigdo
da populacéo de células T CD8" no sangue e aumento de células T reguladoras (Treg) no sangue
e Orgdos linfoides, linfopenia no baco e sangue (MULLER et al., 2011); atrofia do timo
(BROWN et al., 1977; CHATAMRA et al., 1985; OZERKAN et al., 2014); e toxicidade em
células da medula 6ssea (NICHOLS et al., 1981; VIKRAM, A. et al., 2007), o
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que leva a alteracOes das células sanguineas, como diminuicdo de HGB (anemia) e neutrofilia
(YAKHCHALIAN et al., 2018).

Um estudo conduzido por Gaulton et al. (1985), na década de 1980, mostrou, de forma
comparativa, a toxicidade entre a ALX e a STZ nas células imunes in vivo e in vitro, constatando
maior prejuizo do agente STZ para os linfocitos, mesmo quando administrada emdoses abaixo
do necessario para o estabelecimento do DM1. No caso da ALX, ndo houve toxicidade para as
células linfoides mesmo em doses acima de dez vezes o necessario para inducdo da doenca.
Trinta anos depois, Diab et al. (2015) conduziu estudo semelhante, para avaliacdo da
citotoxicidade de ambos os agentes, encontrando alteracbes in vitro nas células da linhagem
sanguinea, reducdo de esplendcitos e efeito imunossupressor no transplante de enxertos de
camundongos, causados pela STZ quando comparada aos animais tratados com ALX.

Uma forma de reduzir a toxicidade da STZ no animal é empregando-se baixas
multiplas doses de cinco vezes, conforme proposto por Like e Rossini (1976), 0 que apenas
danifica parcialmente as ilhotas pancreaticas, levando a um processo inflamatério, permitindo
que as células T tenham acesso a antigenos das ilhotas, assemelhando-se mais a patogénese do
DM1 A (BROWN et al., 1977, FURMAN, 2015). De maneira semelhante, Federiuk et al.
(2004) tentaram encontrar uma via ideal de administracdo da ALX, para reduzir a toxicidade e
a mortalidade dos ratos, e chegaram a conclusdo de que uma Unica superdose por via
intraperitoneal (200mg/ kg) seria a mais efetiva, com 70% de incidéncia do DM1 e 10% de
mortalidade. Apesar de haver muitos estudos sobre a ALX e a STZ, poucos sdo 0s que tratam
sobre seus efeitos imunotoxicoldgicos e, desses, a maioria aborda apenas a STZ, 0 que torna a
analise comparativa de ambos um tanto escassa, deixando lacunas a serem investigadas, para

entender melhor os efeitos na resposta imune decorrentes do uso de ALX ou STZ.

1.4 Resposta imune no DM1

A patogénese do DML se caracteriza pela ativagdo anormal de varios tipos de células do
sistema imune, pela acdo das citocinas, que agem sobre a diferenciacdo, o crescimento, a
motilidade e/ou as fungdes das células-alvo, sobretudo dos linfécitos T CD4* e CD8" (ABDEL-
MONEIM et al., 2018; ALNEK et al., 2015; NUNES, 2017).

A ativacdo das células T CD4" ocorre pelo contato do autoantigeno mediado pelas APC,
como os macrdfagos e as células dendriticas, e, dependendo do padrdo de citocinas expresso

pela célula T CD4", ela pode assumir os perfis Th1 (produtores de IFN-y), Th2 (produtores de
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IL-4, IL-5 e IL-13), Th17 (produtores de 1L-17) ou Treg (produtores de IL-10 e TGF-B), dos
quais os perfis Thl e Thl7 predominam no DM1 (Figura 5), com uma resposta do tipo
celular, com infiltrado rico em neutrofilos polimorfonucleares, linfécitos e macréfagos
(ALNEK et al., 2015; NUNES, 2017; SZABLEWSKI, 2014).

Figura 5 — Papel dos perfis Thl e Th17 no desenvolvimento do DM1
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A apresentacdo dos autoantigenos das células B pelas células APC aos linfocitos T CD4* estimula a diferenciacéo
de células T efetoras em perfil Thl ou Th17 baseado de acordo com o microambiente de citocinas. A IL-12
produzida pelas células APC ativam as células Thl, que secretam IL-12 para a ativacdo das células T CD8* (Pré-
CTL) a se tornarem linfocitos T citotoxicos (CTL). O IFN-y secretado pelas células Thl representaum papel-
chave na destruigdo das células , bem como na ativacdo dos CTL, os quais, por sua vez, liberam graenzimas e
perforinas para destruicdo das células B por apoptose. Simultaneamente, a IL-23 aumenta a diferenciacdo das
células do perfil Th17. A producdo da IL-17 por esse perfil leva entdo a um enriquecimento na producdo de
citocinas pré-inflamatérias, como IL-1pB, IL-6, e TNF-a, quimiocinas, e na producdo de dxidonitrico sintase
induzivel (iNOS), causando aumento dos radicais livres e induzindo a destrui¢do das células p (Fonte: ABDEL-
MONEIM et al., 2018).
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Em um estudo realizado por Sakaguchi et al. (2013), foi proposto que 0 processo
autoimune do DML possa resultar de uma falha no desenvolvimento e/ou na manutencgéo da
tolerancia imunoldgica a autoantigenos expressos pelas células B, que ocorre em alguma das
quatros vias de tolerancia [selecdo negativa no timo, ignorancia imunoldgica, anergia,
expressdo do fator de transcricdo Forkhead box P3 (Foxp3) nos linfécitos Treg do timo e do
sistema periférico].

As células Treg sdo linfocitos envolvidos no controle da resposta imune, responsaveis
principalmente pela supressdo das celulas T autorreativas e pela inducdo da tolerancia
imunoldgica no DM1 (ROEP; TREE, 2014; SOUSA et al., 2016; TAN et al., 2014). Kuhn et
al (2016) chegaram a conclusédo, em seus estudos, de que a auséncia de células Treg timicas e
o desequilibrio do perfil Th1/Th2 sdo responsaveis pela aceleracdo da doenca em camundongos
diabéticos ndo obesos (NOD).

Os linfécitos T CD8* atuam com as células T CD4* e com os macréfagos na destruicdo
das células B, através da liberagdo de moléculas de perforina e granzima ou por interagdes
dependentes de Fas e seu ligante (FasL) (BURRACK et al., 2017; SOUSA et al., 2016; VAN-
BELLE et al., 2011). Durante esse processo, ambos os linfocitos T e os macrofagos produzem
e secretam citocinas pro-inflamatérias, criando um ambiente deletério para células
(BURRACK etal., 2017).

A producdo de anticorpos e autoanticorpos pelos linfécitos B representa um fator
determinante para o DM1, podendo ser usado como marcador para a doenca em individuos
recém-diagnosticados e para aqueles que ainda irdo desenvolvé-la (NUNES, 2017;
SZABLEWSKI, 2014). Varias moléculas foram reconhecidas como marcadores, nos Gltimos
anos, e incluem o anticorpo antitransportador de zinco (Znt8), o anticorpo anti-ilhota (ICA), o
anticorpo antidescarboxilase do &cido glutdmico (anti-GADG65), o autoanticorpo anti-insulina
(IAA), o anticorpo antitirosina-fosfatase 1A-2 e 1A-2B, a proteina relacionada a subunidade
catalitica de glicose-6-fosfatase especifica de ilhotas (IGRP), a cromogranina A e seus
peptideos, o polipeptideo amiloide de ilhéus (IAPP), os antigenos leucocitarios humanos DR3
e DR4, dentre outros (PUGLIESE, 2017; SBD, 2020; SOUSA et al., 2016).

Portanto, considerando a importancia da resposta imune para o estudo do DM1 e a
preferéncia do agente diabetogénico STZ para indu¢do do DM1 quimico, mesmo com Varios
efeitos toxicos descritos para linfécitos, baco, timo e medula 6ssea (BROWN et al., 1977,
CHATAMRA et al., 1985; GAULTON et al., 1985; MULLER et al., 2011; NICHOLS et al.,
1978; NICHOLS et 1981; OZERKAN et al., 2014; SAKOWICZ-BURKIEWICZ et al., 2006;
VIKRAM, A. et al., 2007; WELLHAUSEN,1986; YAKHCHALIAN et al., 2018), contra a
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aparente menor toxicidade do agente ALX (DIAB et al., 2015; GAULTON et al., 1985;
PALLAVICINI; NICHOLS, 1977), pouco investigada quanto aos seus efeitos nos 6rgaos
linfoides e nas células T, tornam-se necessarios estudos que avaliem, de forma comparativa, a
acdo desses agentes no processo de geracdo, maturacéo e funcéo dos linfécitos, no sentido de
contribuir para o melhor entendimento dos efeitos desses agentes diabetogénicos na populacéo
de células T e seu impacto na resposta imune do modelo. Essas informagdes serdo importantes
para validar as vantagens de cada modelo, a0 mesmo tempo que também evidenciardo suas

limitages para diferentes abordagens experimentais.
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2. OBJETIVO

Avaliar parametros associados a biologia dos linfécitos T em camundongos sadios e

diabéticos, induzidos quimicamente por ALX e STZ, afim de demonstrar possiveis alteracdes

no comportamento da resposta imune dessas células influenciadas pela escolha do agente

diabetogénico.

Para tanto, foram avaliados os seguintes aspectos da geracdo, da maturacao e da fungéo

dessas células em camundongos sadios e diabéticos:

v

Determinacdo da contagem total e diferencial das células da medula éssea e do sangue,
para determinar alterac6es na linfopoiese e na mielopoiese decorrentes da inducdo do
diabetes nos diferentes modelos.

Avaliacdo de parametros hematimétricos do sangue total, para indicacdo geral de
alterag0es sistémicas no organismo.

Realizacdo da imunofenotipagem dos linfécitos presentes no timo, no bago e nopancreas
dos animais sadios e diabéticos, para caracterizacdo do perfil dessas células em sitios
associados com seu amadurecimento (timo), sua ativacao (baco) e sua funcédo(pancreas)
durante o desenvolvimento da doenca.

Avaliacdo histopatolégica do timo, do baco e do pancreas, para identificacdo das
alteracdes estruturais induzidas por cada modelo.

Determinacdo do perfil de citocinas basais expressos e produzidos no baco e no
pancreas, para avaliacdo de possiveis alteracdes induzidas por cada modelo.

Avaliacdo funcional das células T dos animais diabéticos em modelos in vitro e in vivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O presente projeto trata de um estudo experimental analitico comparativo em estrita
conformidade com os principios e diretrizes do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal
(CONCEA), com aprovacéo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (FCF/USP), Brasil (protocolo
numero: CEUA / FCF / 388 — Anexo A).

3.2 Modelo experimental

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J, na fase adulto jovem, com idade
entre 12 e 14 semanas, com peso entre 18 e 25 gramas, produzidos pelo Biotério da 1Q-
FCF/USP. Os animais foram acondicionados em mini-isoladores, com no méaximo 5
camundongos. Os camundongos ficaram mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 horas,tendo
livre acesso a agua e a racdo. Eles passaram por periodo de aclimatacdo de 7 dias, antes de
serem utilizados no experimento. Diferentes materiais foram introduzidos nas gaiolas para
enriquecer o ambiente dos animais (algodéo, iglu, tubos de papeléo, etc).

Foram incluidos no estudo animais adultos jovens e machos que apresentaram perda
de peso, acompanhada de glicemia superior a 300 mg/dL (16,6 mM), ap6s administracdo de
ALX e STZ, conforme delineamento descrito a seguir. Nao foram incluidos os animais com
glicemia inferior a 300 mg/dL ap6s o uso dos agentes diabetogénicos (AYALA et al., 2019;
GUIMARAES et al., 2019).

3.3 Delineamento experimental

O estudo foi composto por 81 camundongos, distribuidos em 2 grupos experimentais e
1 grupo controle negativo, conforme descrito abaixo:

I) Indugdo do DM1 por ALX (29 animais) — Para inducdo do DM1 por ALX, o0s
animais passaram por um periodo de jejum de 12 horas, antes de receberem uma injecédo
intravenosa (i.v), via peniana, em dose Unica de ALX (60 mg/kg em 100 pL) dissolvida em
solucdo salina fisiologica (Figura 6) (AYALA et al., 2019).
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I1) Inducédo do DM1 por STZ (23 animais) — Para a inducdao de DM1 com STZ, os
animais foram deixados em jejum de 5 horas, antes de receberem injecao intraperitoneal (i.p)
de STZ (65 mg/kg; 300uL) dissolvida em tampéo citrato de sodio a 0,05 M gelado (pH 4,0—
4,5) por 5 dias consecutivos (Figura 6) (GUIMARAES et al., 2019).

Figura 6 — Protocolo de inducdo DM1 por ALX e STZ

Jejum 4 h Eutanasia

- |Jejum 12 h >|:| 1semana> 2 semanas >

! f

Aloxana intravenosa Afericio da glicemia
(dose unica 60mg/kg)

Jejum 1h

\l/ \l/\l/\k \l/ Eutanasia

1semana

BP0 % y
111 [

Estreptozotocina intraperitoneal Afericio da glicemia
(5 doses seriadas 65 mg/kg)

Fonte: Préprio autor. A inducdo do DM1 em camundongos por ALX consiste em deixar o animal em jejum de
12 horas e na aplicacdo de uma Unica dose de 60 mg/kg diluidos em 100 pL de solugdo salina estéril por via i.v,
aguardando-se periodo de 15 dias para o completo estabelecimento da condigdo insulina dependente para a
realizacdo da eutanasia e ensaios propostos pelo delineamento experimental. Na indugdo por STZ, é necessario o
jejum de 6 horas e a administracdo de 5 doses consecutivas de 65 mg/kg por dia diluida em 300 pL de citrato de
sodio 0,5 M estéril, aguardando o periodo de 15 dias, a partir da primeira dose, para confirmacdo do
estabelecimento da condicdo insulina dependente, para realizacdo da eutanasia e de ensaios propostos pelo
delineamento experimental.

I11) Controle (animais ndo diabéticos) (29 animais) — Foi formado um grupo controle

com 0s animais, isentos de qualquer estresse.

3.4 Dosagem serica de glicose

Apo6s 15 dias da indugdo do diabetes, todos os animais foram imobilizados
manualmente. Com o auxilio de uma lanceta, foi coletada uma gota de sangue da cauda para
dosagem da glicemia, determinada através de um monitor de glicose (Accu-Chek Active,
Brasil), conforme orientagdo do fabricante. Animais que apresentaram glicemia maior do que

300mg/dL e a perda de peso, foram utilizados nos experimentos subsequentes.
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3.5 Coleta das amostras bioldgicas

Os animais selecionados para o experimento tiveram seu sangue coletado por meio de
sangria, pela veia facial, com o anticoagulante Na>-EDTA, que foi posteriormenteencaminhado
para as analises hematimetricas. Apos isso, 0s animais foram rapidamenteeutanasiados, por
meio do deslocamento cervical, e, em seguida, foi feita a coleta das demais amostras.

As células da medula 6ssea foram obtidas por meio de lavagem da cavidade femoral,
com 3 mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (GIBCO™, EUA); a
suspensdo celular foi armazenada em tubos de 1,5 mL, mantidos no gelo até a conducdo dos
experimentos com a amostra.

Em seguida, o baco, o timo e o pancreas foram coletados, em condi¢des assépticas.
Aproximadamente 1/3 de cada um dos 6rgdos foi armazenado em solucdo fixadora, para
posteriores analises histoldgicas. Outro 1/3 de cada 6rgao foi homogeneizado em tampéo de
lise (RIPA: 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Triton-X; 1% Deoxicolato de sddio
e 0,1% de SDS) ou por meio do reagente Trizol® (Invitrogen, EUA), com o auxilio de um
homogeneizador (Politron), associado a um inibidor de proteases, obtendo-se, como produto
final, um homogenato celular, que foi aliquotado e congelado em -80°C, para as analises de
ELISA e gRT-PCR. O 1/3 restante dos érgdos foi processado em meio RPMI 1640, para
imunofenotipagem das células por citometria de fluxo e para avaliagdes funcionais in vitro

(bacgo) (Figura 7), conforme descrito a seguir.

Figura 7 — Delineamento experimental
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Os animais foram divididos em trés grupos (CT, ALX e STZ) e em duas condi¢des (ndo imunizados e imunizados
com OVA) e foram submetidos ao tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg, 1 dosee STZ 65
mg/kg. 5 doses), para coleta das amostras biologicas e realizagdo dos ensaios propostos. O sangue total foi
destinado para realizagdo do hemograma completo, aferi¢do da glicemia e dosagem dos anticorpos (Ac) especifico
para OVA no grupo imunizado. O timo foi destinado para histopatologia e citometria de fluxo. A medula éssea foi
utilizada para o mielograma. O baco foi aproveitado para histopatologia, citometria de fluxo, ELISA e
linfoproliferacdo para CFSE e Alamar blue. O animal in vivo, para inducdo da resposta adaptativa por OVA. O
pancreas foi destinado para histopatologia, citometria de fluxo e ELISA.

3.6 Avaliacéo dos indices hematimétricos

A avaliacdo dos indices hematimétricos foi feita com a amostra do sangue total obtida
no item 3.5 com o anticoagulante Na;-EDTA (diluicdo 1:10), no analisador hematoldgico
automatico BC-2800Vet da Mindray, do Departamento de Imunologia, Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP). Os parametros hematoldgicos
analisados foram: glébulos vermelhos, leucdcitos, plaquetas, hematdcrito, plaquetdcrito,
hemoglobina, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, largura de distribuicdo de eritrocitos, volume corpuscular médio, linfocitos,porcentagem
de linfdcitos, granulécitos, porcentagem de granuldcito, mondcito, porcentagem de mondcito,

volume plaquetéario médio e amplitude de distribuicdo plaquetaria.

3.7 Contagens total e diferencial dos leucdcitos

O lavado da cavidade femoral, coletado de acordo com o item 3.5, foi centrifugado
(300 x g, 5 minutos, 4°C), sendo o sobrenadante descartado, as hemécias lisadas com tampao
ACK (0,5mL, 2 minutos) (ThermoFisher Scientific, EUA) e as células restantes ressuspendidas
em 1 mL de RPMI 1640. A suspensao de células foi diluida na propor¢do 1/50com liquido de
Turk e a contagem de células foi determinada em camara de Neubauer. A suspenséo de células
foi centrifugada em laminas a 400 x g, 5 minutos, 4°C, usando uma citocentrifuga Cytospin
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e deixadas secar por 20 minutos em temperatura
ambiente. As laminas foram preparadas pelo método de coloragdopor panotico rapido. A
contagem diferencial foi realizada considerando um total de 100 células da linhagem branca,
avaliadas por microscopia de luz, segundo os critérios morfoldgicos para blasto, neutréfilos
imaturos, neutrofilos maduros, linfécitos e mondcitos totais utilizando-se a objetiva de imersao
(BOLLIGER, 2004; YANG et al., 2013).
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3.8 Imunofenotipagem dos linfécitos nos tecidos por citometria de fluxo

Os linfocitos presentes nas amostras de timo, baco e pancreas foram fenotipados no
citdbmetro de fluxo FACSCanto 11, do Servico de Citometria do Departamento de Imunologia
— ICB/USP, em colaboracdo com o Prof. Dr. Anderson de Sa-Nunes, do Laboratorio de
Imunologia Experimental. Para tanto, os érgdos foram macerados em peneiras com poros de 40
um (BD Biosciences, EUA), com ajuda de um émbolo de seringa estéril, para a separacéo das
células. O material foi centrifugado, o sobrenadante foi desprezado, as hemacias foram lisadas
com tampdo ACK (ThermoFisher Scientific, EUA), as células foram contadas em cadmara de
Neubauer e a suspensdo celular ajustada para 1 x 10° células/mL ressuspendidasem tamp&o
de citometria de fluxo (PBS contendo 2% de soro fetal bovino). As células foram incubadas
com anticorpo anti-CD16/CD32 por 15 minutos, a 4°C, para bloqueio dos receptores Fc
presentes em fagdcitos, a fim de eliminar ligacdes inespecificas. Em seguida, foi feita a
marcacgdo com um painel contendo os seguintes anticorpos conjugados com fluorocromos: anti-
CD11b (para exclusdo de células mieloides), anti-CD3 (para populacgéo total de linfocitos T),
anti-CD4 (para populacdo de linfocitos T auxiliares), anti-CD8 (para os linfocitos T
citotoxicos), anti-CD25 e anti-FoxP3 (para as células Treg) e, ainda, anti-CD19 (para os
linfocitos B). A analise dos resultados foi realizada utilizando-se o software FlowJo, verséo
7.5.5 (Tree Star, EUA).

Tabela 2 — Anticorpos utilizado para imunofenotipagem dos linfocitos por FACS

Anticorpos Fluorocromos Marca Clone
CD16/CD32 - BD Biosciences 2.4G2
CD3 PE Biolegend 17A2
CD4 APC BD Biosciences RM4-5
Cb8 PEcy 5 BD Biosciences 53-6.7
CD19 PEcy 7 Biolegend 6D5

CD25 PB Biolegend PC61
FOXP3 AF488 Biolegend MF-14

CD11b Apccy-7 Biolegend M10/70
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3.9 Avaliacéo da ativacao dos linfécitos in vitro

Os linfocitos presentes nos homogenatos de baco foram avaliados quanto a proliferacédo
celular, um dos pardmetros da ativacdo dessas células. Para isso, as células forammarcadas com
CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester)-FITZ, conforme descrito por Quah et
al. (2007), e uma suspens&o celular contendo 5 x 10° células/mL foi preparada e distribuida em
aliquotas de 500 uL em placas de 24 pogos com fundo plano. Essas células foram incubadas
com meio completo (RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovina, 2mM de L-
glutamina, 100 unidade/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 25 mM de Herpes e
2,5 x 10° M de 2-mercaptoetanol - controle negativo) ou estimuladas com 0,5 pg/mL e 1
pg/mL de concanavalina A (Con A). Apos 72 horas de cultura as células foram marcadas com
anti-CD4 (para populacdo de linfocitos T auxiliares), anti-CD8 (para os linfocitos T citotdxicos)
e a proliferacdo foi determinada nas célulasprovenientes dos diferentes grupos experimentais
pela diluicdo do CFSE ou pelo ensaiocolorimétrico usando Alamar blue, conforme padronizado
por Ahmed et al. (1994).

3.10 Dosagem de citocinas por ELISA

As citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, e IL-17 foram dosados no
Laboratério de Imunologia Experimental, em colaboragdo com o Prof. Dr. Anderson de S&-
Nunes, em amostras do baco e do pancreas, por meio dos kits ELISA (R&D Systems Inc., EUA;
BD Biosciences, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Resumidamente, foi adicionado
com 100 puL/pogo do anticorpo de captura (anti-IFN-y, anti-TNF-o, anti-IL1, anti- IL2, anti-
IL6, anti-1L-10, anti-IL-12 e anti-1L-17) diluido em tampao carbonato de sédio 0,1 M, pH 9,5,
nas placas de 96 pogos. Apos o término da incubacdo overnight a 4°C, as placas foram lavadas
3 vezes com PBS/Tween 0,05% (300 uL/poco) e, em seguida, bloqueadas com
200 uL/pogo de PBS/BSA por 1 h, a temperatura ambiente. Apos trés lavagens, foram
adicionados 100 pL/po¢o do homogenato celular em tampao lise, devidamente diluidos, e
incubados por 2 h, a temperatura ambiente. Apos o ciclo de 5 lavagens, foram adicionados
100 pL/pogo de solucdo de deteccdo (anticorpo secundario biotinilado e estreptoavidina
conjugada com peroxidase), diluida em PBS/BSA, e a placa foi incubada a temperatura
ambiente, por 2 h. Apds 7 lavagens, foram adicionados 100 pL/pogo da solugdo substrato 3,3',
5,5' tetrametilbenzidina (TMB), seguida por incubagdo de 30 min, a temperatura ambiente,

protegido da luz. Para parar a reacdo, foram adicionados 50 pL/pogo de acido fosférico
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(H3PO4) 1 M. A leitura da placa foi feita em um espectrofotdbmetro a 450 nm, imediatamente
apos o blogueio da reagdo. A concentracdo das citocinas presente nas amostras foi calculada
com base na curva padrao de cada citocina.

O valor obtido das citocinas foi multiplicado pelo inverso do valor da quantidade de
proteinas em cada aliquota dos 6rgéos dosados pela técnica de BCA (Bicinchoninic acid) (10x),
obtendo um resultado em picogramas (pg) de citocina por microgramas (pg) de proteina do

tecido

3.11 Dosagem anticorpos 1gG1 e 1gG2a por ELISA

Os anticorpos 1gG1 e 1gG2a especificos para OVA foram dosados no Laboratorio de
Imunologia Experimental, em colaboracdo com o Prof. Dr. Anderson de Sa-Nunes, em
amostras do soro de animais imunizados com OVA, por anticorpos IgGl e 1gG2a (BD
Biosciences, EUA), sequindo as instrugdes do fabricante. Resumidamente, foi adicionado com
100 pL/poco do anticorpo de OVA 5 ng/ml diluido em tampao carbonato de so6dio 0,1 M,pH
9,5, nas placas de 96 pocos. Ao término da incubacédo overnight a 4°C, as placas foram lavadas
3 vezes com PBS/Tween 0,05% (300 uL/pogo) e, em seguida, bloqueadas com 200 puL/pogo de
PBS/BSA por 1 h, a temperatura ambiente. Apos trés lavagens, foram adicionados100 uL/pogo
do soro puro dos animais imunizados, e incubados por 2 horas, a temperatura ambiente. Ap6s
o ciclo de 5 lavagens, foram adicionados 100 pL/poco de solu¢do de detecgdo (anticorpo
secundario biotinilado e estreptoavidina conjugada com peroxidase), diluida em PBS/BSA, e a
placa foi incubada a temperatura ambiente, por 2 h. Ap6s 7 lavagens, foram acrescentados 100
uL/poco da solugdo substrato 3,3, 5,5' tetrametilbenzidina (TMB), seguida por incubag&o por,
no maximo, 30 minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Para parar a reagéo, foram
adicionados 50 pL/pogo de acido fosforico (H3POs) 1 M. A leitura da placa foi feita em um

espectrofotémetro a 450 nm, imediatamente apds o blogueio da reacéo.

3.12 Avaliacéo da ativacao da resposta imune adaptativa in vivo

Para avaliar de forma indireta a funcionalidade das células T in vivo, em animais sadios
e diabéticos, foi empregada a avaliacdo da resposta imune adaptativa decorrente da imunizagéo
com ovalbunina (OVA). Esses experimentos foram realizados no Laborat6rio de Imunologia
Experimental, em colaboracdo com o Prof. Dr. Anderson de S& Nunes, do Departamento de

Imunologia, ICB/USP. Para isso, os animais foram imunizados
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subcutaneamente em ambos os lados do flanco dorsal inferior com 100 uL de uma emulséo de
adjuvante esqualeno contendo OVA diluida em PBS (10 pg/camundongo). Os animais
receberam 2 reforgos consecutivos contendo a mesma dose do antigeno, com intervalos de 15
dias. Duas semanas ap06s a Ultima imunizacdo, os camundongos foram submetidos aos
tratamentos com os agentes diabetogénicos e aqueles que se tornaram diabéticos foram
desafiados no coxim plantar com 10 ug de OVA diluida em salina (Figura 8). A pata
contralateral foi inoculada com salina apenas para avaliacdo de reagdes inespecificas aoveiculo
usado. O desenvolvimento da ativacdo da resposta adaptativa foi avaliado pelo edema da pata,
determinado por meio da diferenca entre a medida da espessura da pata antes e ap6s 6horas do

desafio utilizando-se um paquimetro de precisdao (Mitutuyo 7301, Japdo).
Figura 8 — Protocolo de imunizacdo por OVA e inducdo do DM1 por ALX e STZ
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Para imunizagdo dos grupos com OVA, foi feita a administragdo de 10 pg de OVA, diluida em 100 pL de uma
emulsdo contendo esqualenoem ambos os flancos do animal. Apés 15 dias, foi dado um reforgo da dose e, em mais
15 dias, um segundo reforgo da dose. Apés 15 dias a partir da administracdo do segundo reforco, é iniciado o
tratamento com os agentes diabetogénicos ALX e STZ, para indugdo do DM1. Ao fim do protocolo, os animais
sdo desafiados com 10 pg/mL de OVA no coxim plantar, sendo que a resposta adaptativa é avaliada indiretamente
pela formacdo do edema contra OVA. Em seguida, os animais foram eutanasiados para realizacdo dos demais
ensaios propostos pelo delineamento experimental.
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3.13 Histopatologia

Para a anélise histoldgica, com amostras do timo, do baco e do pancreas, os 6rgdos foram
fixados em solucdo formol 10%. Apos a fixacdo, os materiais foram desidratados em etanol,
em diferentes concentracdes crescentes (70% a 100%), diafanizados em xilol e incluidos em
blocos de parafina. Apos a incluséo, foram obtidos cortes transversais, com aproximadamente
3um de espessura, 0s quais foram posteriormente corados com hematoxilina e eosina (HE),
sendo feitas as avaliacGes em leitura de microscopia Optica.

As alteracOes estruturais dos orgdos foram descritas e classificadas em uma analise
semiquantitativa e qualitativa duplo cego, conforme os critérios de histoldgicos descritos por
Elmore (2006a) para o timo, Elmore (2006b) para o baco, e Shah etal. (2018) para o
pancreas, considerando-se um score: ausente, quando ndo houve comprometimento do tecido,
pontuacdo = 0; discreto, com até 25% de comprometimento da area, pontuacdo = 1; moderado,
de 26% a 50% do comprometimento da area, pontuacdo = 2; e acentuado, commais de 50%

de comprometimento da area, pontuacao = 3.
3.14 Andlise estatistica
Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de

multiplas comparagdes de Bonferroni’s, usando o programa GraphPad Prism 6.0 (La Jolla, CA,

USA). Considerou-se significativo p < 0,05.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

O presente estudo investigou, de forma comparativa, 0s parametros associados abiologia
dos linfécitos T em camundongos machos da linhagem C57BL/6J sadios e com diabetes
induzido quimicamente por ALX e STZ, a fim de identificar alteragdes causadas no
desenvolvimento, na maturacdo e na funcdo dos linfécitos T, bem como as alteracdes

histoldgicas geradas pela acdo dos agentes diabetogénicos no pancreas, no timo e no baco.

4.1 Caracterizacao dos modelos

Os animais foram divididos em trés grupos: a) CT; b) ALX e ¢) STZ. Os grupos
diabéticos foram submetidos ao tratamento com os agentes diabetogénicos ALX e STZ e ap06s
15 dias da administracdo da 12. dose dos agentes, verificou-se que tantos os animais induzidos
com ALX e quanto com STZ apresentaram caracteristicas do DM1, como hiperglicemia, com
uma perda de peso severa do grupo STZ, enquanto que, no mesmo periodo, os animais CT

apresentaram normoglicemia e ganho de peso normal, conforme a Figura 9 (Apéndice I).

Figura 9 - Avaliacdo da glicemia e peso
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Ap06s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram seu peso acompanhado do 7° aos 11° dias e a sua glicemia aferida no 15° dia, em amostra
de sangue coletada da cauda, para caracterizagdo dos grupos. Os valores representam a média + E.P.M.
**p<0,01; ***p<0,001. As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA- uma
via), seguida pelo teste Bonferroni’s de maltipla comparagéo.
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4.2 Avaliagdes hematimétricas

A andlise do hemograma revelou normalidade dos perfis eritrocitario e plaquetério
para os pardmetros avaliados, tanto entre os animais CT quanto entre os animais diabéticos
ALX e STZ, conforme as Figuras 10 e 12 (Apéndice I1).

O perfil leucocitario dos animais diabéticos ALX apresentou diminuicdes nos valores
de leucacitos totais, linfocitos, porcentagem de linfocitos e mondcito, e apresentou aumento na
porcentagem de granulécito em referéncia aos animais CT. Enquanto os animais diabéticosSTZ
apresentaram resultados semelhantes na diminuicéo de leucdcitos, linfocitos eporcentagem de
linfécitos, e no aumento na porcentagem de granulécito quando comparados aos animais CT,

conforme a Figura 11 (Apéndice II).

Figura 10 — Valores da série eritrocitaria
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Apos o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram seu sangue coletado com anticoagulante Nax-EDTA, pelo plexo facial, sendo avaliados
seus parametros totais e diferenciais por hemocitometria. Os valores representam a média+ E.P.M.As diferencas
entre os grupos foram testadas com andlise de varidncia (ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de
multipla comparacao.
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Figura 11 — Valores da série leucocitaria
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Ap6s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram seu sangue coletado com anticoagulante Naz-EDTA, pelo plexo facial, sendo avaliados
seus parametros totais e diferenciais por hemocitometria. Os valores representam a média + E.P.M.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de variancia(ANOVA
- uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla comparagéo.
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Figura 12 — Valores da série plaquetaria
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Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram seu sangue coletado com anticoagulante Naz-EDTA, pelo plexo facial, sendo avaliados
seus parametros totais e diferenciais por hemocitometria. Os valores representam a média+ E.P.M.As diferencas
entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de
multipla comparacédo (6-9 animais CT e 7-11 animais ALX e STZ).

A Razdo Neutrofilo/Linfécito (RNL) e a Razdo Plaqueta/Linfécito (RPL), calculadas
a partir de dados do hemograma e que tém sido implicadas em marcadores inflamatérios,
apresentam alteracdo quando comparadas entre o grupo CT e os diabéticos ALX e STZ,

conforme a Tabela 3 e a Figura 13 (Apéndice I1).

Tabela 3 — Pardmetros hematimétricos

— cT ALX 512
Leucdcitos totais, 10°/L 6,7 (3,8-10,4) 27 (1,3-4,2) * 4,7(3,4-6,9) *
Neutréfilos totais, 10°/L 0,24 (0,14- 0,48) 0,16 (0,08-0,26) 0,24 (0,18-0,44)
Linfocitos totais, 10%/L 5,3 (3-8,8) 2(0,8-2,8) * 3,5 (2,3-4,5) *
Plaquetas, 10%/L 933 (471-1315) 920 (380-1326) 1309 (731-1567)

RNL 0,04 (0,03-0,07) 0,08 (0,06-0,2) * 0,08 (0,05-0,1) *

RPL 183,1 (67,2-438,3) 438 (135,7-1041,1) *  324,4 (222,9-485,1) *

Ap6s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram seu sangue coletado com anticoagulante Nax-EDTA, pelo plexo facial, sendo avaliados
seus pardmetros totais e diferenciais por hemocitometria, dos quais, a partir dos resultados gerados, foram
calculados os valores da RNL e da RPL. Os valores representam a média + E.P.M. *p<0,05. As diferencas entre
os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla
comparagao.
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Figura 13 — Razdo Neutrofilo/Linfocito (RNL) e a Razéo Plaqueta/Linfdcito (RPL)
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Ap06s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram seu sangue coletado com anticoagulante Na2-EDTA, pelo plexo facial, sendo avaliados
seus pardmetros totais e diferenciais por hemocitometria, dos quais, a partir dos resultados gerados, foram
calculados os valores de A) Razdo Neutrofilo/Linfécito (RNL); e B) Razdo Plaqueta/Linfocito (RPL). Os valores
representam a média £ E.P.M. *p<0,05. As diferencgas entre os grupos foram testadas com andlise de variancia
(ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de maltipla comparacéo.

A contagem diferencial da medula dssea revelou uma alteracdo no grupo STZ, com
aumento na porcentagem de neutrofilos maduros totais e diminuicdo dos linfocitos totais,
quando comparado ao grupo CT. Fenotipo semelhante ocorreu com o grupo ALX, porém as
diferengas observadas ndo atingiram significancia estatistica em relacdo ao controle. Nao foram
observadas diferencas na porcentagem de blastos, neutréfilos imaturos ou mondcitos totais

guando comparados o grupo CT e ambos os grupos diabéticos (Tabela 4 e Apéndice 11).

Tabela 4 — Parametros hematimétricos da medula éssea

Células (%) CT ALX STZ
Blasto totais 0,2+0,2 0+0 0+0
Neutrofilos imaturos totais 33+0,6 32+1 15+0,7
Neutrofilos maduros totais 67+1,9 75,6 £4,2 81+2,1**
Linfdcitos totais 275+23 19,2+ 4 16,5 £ 2,5*
Monadcito totais 2+0,7 2+0,5 1+04

Apos o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o material da sua medula femoral obtido por lavagem do canal medular com RPMI e
preparado em lamina pelo método de cytospin e coloragdo panoptico rapido, sendo feita a contagem manual
diferencial de 100 células em microscopio optico. Os valores representam a porcentagem + E.P.M. *p<0,05;
**p<0,01.As diferencas entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma via), seguida
pelo teste Bonferroni’s de multipla comparag&o.



4.3 Anélise de citocinas no homogenato de baco e pancreas
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A expressdo basal das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-4, I1L-6, IL-10, IL-

12p70 e IL-17 foram avaliadas no homogenato de baco e pancreas. Nessas amostras, apenas

0s animais STZ apresentaram alterag0es, com a reducdo da IL-6 no baco e da IL-1f3 no pancreas

em relacdo aos animais CT. Para as demais citocinas, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa na sua expressao basal, conforme as Figuras 14 e 15 (Apéndice III).
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Figura 14 — Citocinas no baco
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Ap06s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o baco coletado e 0 homogenato do tecido foi preparado em tampéo RIPA, para analise
das citocinas por técnica de ELISA. Os valores representam a média + E.P.M. *p<0,05. As diferencas entre os
grupos foram testadas com andlise de variancia (ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla

comparacao.
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Figura 15 — Citocinas no pancreas
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Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o pancreas coletado e o homogenato do tecido foi preparado em tampdo RIPA, para
analise das citocinas por técnica de ELISA. Os valores representam a média + E.P.M. *p<0,05. As diferencas entre

os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla
comparacao.

4.4 Avaliacdo da capacidade proliferativa dos linfocitos in vitro

Analises da capacidade proliferativa dos linfocitos T CD4* e CD8", isolados do bago
e estimulados com Con A, mostram que o processo linfoproliferativo dos animais ALX e STZ

ndo foram alterados em relagdo aos animais CT, conforme a Figura 16 (Apéndice V).
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Figura 16 —Capacidade proliferativa de linfocitos
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Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o baco coletado e processado em tampdo RPMI completo, com linfécitos marcados
com CFSE, incubados com Meio, ConA 0,5 e ConA 1 pg/mL, por 72 horas, e marcados com CD4+ e CD8+ para
andlise da proliferagdo celular por citometria de fluxo. Os valores representam a média + E.P.M. *p<0,0001 versus
respectivo controle; #p<0,0001 versus respectivo controle; +p<0,0001 versus respectivo controle. As diferencgas
entre 0s grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA- uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de
multipla comparacao.

4.5 Avaliacdo histoldgica do timo, do baco e do pancreas
Quanto as andlises histoldgicas estruturais do timo, foi verificada maior diminuicéo da
guantidade de células reticulo-epiteliais, na quantidade de corpusculo de Hassall, na morte
celular de linfécitos/timécitos e na atrofia da regido medular nos animais ALX quando
comparados aos animais CT, sendo a atrofia da regido medular um achado presente também
nos animais do grupo STZ (Figuras 17 e 18), indicado por setas na Figura 18 (Apéndice V).

Figura 17 — Alteracdes histolégicas do timo
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Apos o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o timo coletado e armazenado em formol 10%; foram preparadas ldminas em cortes
histolégicos de 3 um corados com H.E e analisados em microscépio dptico. Os valores representam a média +
E.P.M. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. As diferengas entre os grupos foram testadas com anéalise de variancia
(ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla comparagédo.

Figura 18 — Atrofia da regido medular do timo em animais diabéticos

A

| TN
Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o timo coletado e armazenado em formol 10%; foram preparadas laminas em cortes

histoldgicos de 3 um corados com H.E e analisados em microscépio 6ptico, com setas indicando a regido de atrofia
medular. Escala 200 pm.

O bago de todos os animais apresentou normalidade em sua estrutura, conforme
observado na Figura 19.
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Figura 19 — Integridade estrutural do baco em animais controle e diabéticos
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Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o bago coletado e armazenado em formol 10%; foram preparadas 1d&minas em cortes
histoldgicos de 3 um corados com H.E e analisados em microscopio éptico. Escala 200 um.

O pancreas dos animais diabéticos, ALX e STZ, apresentou infiltracdo inflamatoria,
hiperemia com dilatacdo vascular e atrofia da ilhota de Langerhans quando comparado a
estrutura dos animais CT (Figuras 20 e 21), sendo a atrofia da ilhota de Langerhans indicada

por setas na Figura 21 (Apéndice V).

Figura 20 — Alteracdes histolégicas do pancreas
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Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o péncreas coletado e armazenado em formol 10%; foram preparadas ld&minas em cortes
histolégicos de 3 um corados com H.E e analisados em microscopio optico. Os valores representam a média +
E.P.M. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. As diferengas entre os grupos foram testadas com analise de
variancia (ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla comparagao.
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Figura 21 — Atrofia das ilhotas de Langerhans no pancreas de animais diabéticos

Apos o tratamento com o0s agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o timo coletado e armazenado em formol 10%; foram preparadas Iaminas em cortes
histolégicos de 3 um corados com H.E e analisados em microscopio Optico, com setas indicando regiao de atrofia
da ilhota de Langerhans. Escala 20 pm.

4.6 Avaliacdo da populacdo de linfdcitos T e B presentes em timo, baco e
pancreas

A caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo dos linfécitos presentes no
timo revelou diminuicdo na porcentagem de linfécitos totais (CD3"), linfocitos T duplo
positivos (CD4*CD8") e linfécitos T citotoxicos dos animais STZ, comparados aos animais CT
(Figura 21), e aumento na porcentagem de linfécitos B (CD19%), linfécitos T citotéxicos (CD4
CD8") e linfocitos T CD3"CD25* dos animais ALX, sendo esse Ultimo a Unica analise possivel,
uma vez que as marcacdes para CD4*CD25'FOXP3* ndo apresentaram positividade nas
analises, conforme a Figura 22 (Apéndice VI).



Figura 22 — Imunofenotipagem da populacdo dos linfécitos do timo
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Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o timo coletado e processado em tampdo RPMI, com suas células marcadas com CD11b,
CD3, CD4, CD8, CD25 e CD19 e avaliadas por citometria de fluxo. Os valores representam a média + E.P.M.
*p<0,05; **p<0,01. As diferengas entre os grupos foram testadas com anélise de variancia (ANOVA - uma via),
seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla comparacéo.

Os linfécitos B (CD19%), tanto do bago quanto do pancreas, dos animais STZ sofreram

reducdo na sua porcentagem, quando comparado aos animais CT, sem alteragdes na populagéo

de linfocitos T, conforme as Figuras 23 e 24 (Apéndice VI).
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Figura 23 — Populagbes de linfécitos do bago
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Ap0s o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o baco coletado e processado em tampao RPMI, com suas células marcadas com CD11b,
CD3, CD4, CD8, CD25 e CD19 e avaliadas por citometria de fluxo. Os valores representam a média +

E.P.M. *p<0,05; **p<0,01. As diferencas entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma
via), seguida pelo teste Bonferroni’s de maltipla comparacao.

Figura 24 — Populaces de linfocitos do pancreas
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Apos o tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15
dias), os animais tiveram o pancreas coletado e processado em tampdo RPMI, com suas células marcadas com
CD11b, CD3, CD4, CD8, CD25 e CD19 e avaliadas por citometria de fluxo. Os valores representam a média +
E.P.M. *p<0,05; **p<0,01. As diferencas entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma
via), seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla comparacao.
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4.7 Avaliacéo da resposta imune adaptativa in vivo

Para o grupo de animais imunizados previamente com OVA, e posteriormente tratados
com os agentes diabetogénicos, foram feitas a avaliacdo indireta da resposta imunolégica
adaptativa in vivo (Figura 25), e as analises da capacidade proliferativa dos linfocitos in vitro
(Figura 26) e da producéo de anticorpos especificos para OVA (Figura 26).

A avaliacdo da resposta adaptativa celular in vivo, feita através da mensuracdo do
edema formado na pata dos animais CT e diabéticos ALX e STZ, frente ao desafio com OVA,
mostrou que, 6 horas ap0s o0 contato com antigeno, os animais STZ apresentaram um edema

maior do que o desenvolvido pelos animais CT, conforme a Figura 25 (Apéndice VII).

Figura 25 — Cinética da resposta imunolégica in vivo contra OVA
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Os animais foram imunizados com 3 doses de 20 pug/mL de OVA em 0, 15 e 30 dias. Apds 30 dias, foram
submetidos ao tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60 mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses
i.p; 15 dias) e entdo desafiados com 10 pg/mL de OVA no coxim plantar. A espessura da pata foi medida em 0,
6 e 24 horas apds a inoculacdo do antigeno. Os valores representam a média + E.P.M. **p<0,01. As diferencas
entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma via), seguida pelo teste Bonferroni’s de
multipla comparacéo.

4.7.1 Avaliacdo da capacidade proliferativa dos linfécitos in vitro em animais

imunizados

A capacidade proliferativa dos linfocitos foi testada em cultura celular do bago dos
animais imunizados, em cinco condicGes diferentes, com o Meio (controle), ConA 0,5, e 1
png/mL, e OVA 1 e 10 pg/mL. Foi constatada reducéo na capacidade proliferativa dos animais
STZ estimulados com ConA 0,5 e 1 pg/mL, comparados aos animais CT. O estimulo OVA nao
gerou diferengas estatisticas entre animais diabéticos ALX e STZ e os animais CT, conforme a
Figura 26 (Apéndice VII).



57

Figura 26 — Avaliacdo da capacidade proliferativa de linfocitos em animais imunizados com
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Os animais foram imunizados com 3 doses de 20 pg/mL de OVA em 0, 15, 30 dias. Apds 30 dias, foram submetidos
ao tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60 mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15 dias) e
tiveram o baco coletado e processado em tampdo RPMI completo, com linfocitos incubados com Meio, ConA 0,5,
ConA 1, OVA 1 e OVA 10 pg/mL por 72 horas, com adigdo de resazurina 1% em 48 horas, para analise da
proliferacéo celular por espectrofotometria. Os valores representam a média + E.P.M. *p<0,05;

**p<0.01. As diferencas entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma via), seguida
pelo teste Bonferroni’s de multipla comparacéo.

4.7.2 Avaliacdo da producdo de anticorpos especificos OVA em animais

imunizados

A avaliagdo da concentracdo de anticorpos IgG1 e 1gG2 especificos para OVA foi realizada
no soro dos animais, revelando que a imunizacdo foi bem-sucedida, com polarizagédo para resposta de
anticorpos 1gG1 e nenhuma diferenca estatistica dos animais diabéticos ALX e STZ quanto aos CT,

conforme a Figura 27 (Apéndice VII).

Figura 27 —Anticorpos anti-1g1 e anti-lgG2a OV A-especificos
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Os animais foram imunizados com 3 doses de 20 pg/mL de OVA em 0, 15, 30 dias. Apds 30 dias, foram submetidos
ao tratamento com os agentes diabetogénicos (ALX 60 mg/kg 1x dose i.v e STZ 65 mg/kg x5 doses i.p; 15 dias) e
tiveram seu sangue coletado, pelo plexo facial, com o soro separado por centrifugacéo, a 10.000 rpm por 20 min,
e avaliada a concentragdo de anticorpos por densidade éptica em espectrofotometria. Os valores representam a
média = E.P.M. As diferencas entre os grupos foram testadas com analise de variancia (ANOVA - uma via),
seguida pelo teste Bonferroni’s de multipla.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que ambos 0s agentes
diabetogénicos, ALX e STZ, sdo capazes de alterar parametros imunoldgicos em animais
diabéticos induzidos, mas que apenas em animais induzidos com STZ essas alteracdes se
traduzem em diferengas na ativacdo da resposta imune in vivo e in vitro.

Os agentes diabetogénicos ALX e STZ sdo os dois modelos de diabetes quimico mais
empregados para estudos de DM1 experimental, caracterizados pela destruicdo dascélulas f,
por necrose celular, com o agente ALX causando a morte celular pela producdo de ROS e o
STZ através da aquilagdo do DNA (LENZEN et al., 2008). Porém, as diferencasentre os
agentes ndo se restringem apenas ao mecanismo de inducdo, mas também ao nivel de
toxicidade. Estudos da década de 1970, conduzidos com uso de ALX, por Ptak et al. (1975), e
com STZ, por Nichols et al. (1978), mostraram diferentes graus de imunotoxicidade que
foram mais explorados em estudos posteriores (DIAB et al., 2015; GAULTON et al., 1985;
JANG et al., 2009; LUO et al., 2019; MULLER et al., 2002; NAGIB et al., 2010; NICHOLS
et al., 1978; SONG et al., 2006; XIANGYANG et al., 2006; WELLHAUSEN, 1986) e até
mesmo questionados quanto a origem da imunotoxicidade (CHATAMRA et al., 1985; LUO
et al., 2007; MIC et al., 2007; PAVELIC et al., 1978; SINZATO et al., 2020), levando as
vezes a um impasse na escolha do agente mais indicado.

A toxicidade dos agentes pode variar dependendo da via e da dose administrada no
modelo desejado (MOSTAFAVINIA et al., 2016), com a via intraperitoneal a mais comum
qguando se observam os estudos da literatura (Figura 3). Entretanto, na inducdo por ALX, as
vias intraperitoneal e subcutanea tendem a exigir doses 2 a 3 vezes mais altas do que a via
intravenosa, para terem a mesma efetividade (SZKUDELSKI, 2001), com estudos que usam a
via intravenosa para inducdo com ALX necessitando apenas uma unica dose de 60 mg/Kg
(AYALA et al., 2019; TESSARO et al., 2020) — o que representa a metade do normalmente
utilizado (Figura 3). O uso de STZ, por sua vez, foi padronizado por Like e Rossini (1976),
como a Vvia intraperitoneal na dose de 65 mg/kg administrada em 5 doses, sendo a menos toxica
ao animal para indugdo do DM1, o qual parece ser o priorizado pela literatura (Figura 3).

Uma das vantagens dos agentes diabetogénicos ALX e STZ é que ambos, quando
levam ao estabelecimento do diabetes quimico, induzem os sintomas classicos observados em
humanos com DML1 (SILVA; NOGUEIRA, 2015). Esse quadro clinico foi reproduzido em

nossos animais, que apresentaram aumento do nivel de glicose no sangue, perda de peso,



60

polifagia, polidipsia e politria, mostrando-nos que ambos os agentes diabetogénicos foram
efetivos na inducéo do DML1.

A avaliacdo qualitativa e quantitativa dos elementos celulares do sangue periférico,
por meio da andlise do hemograma completo, € um bom método para monitorar o estado de
salde do animal, fornecendo informacdes que nos permitem avaliar alteragdes sistémicas do
organismo (MACEDO et al., 2015). As analises hematimétricas realizadas mostraram
diminuicdo da série leucocitaria nos valores de leucdcitos, linfocitos e porcentagem de
linfocitos, nos animais diabéticos de ambos os grupos, e dos mondcitos nos animais ALX,
quando comparados ao grupo CT. Ademais, houve aumento da porcentagem de granuldcitos
no grupo ALX comparado ao grupo CT. Os valores dos marcadores para o eritrograma e
plagueteograma nao apresentaram alterac6es significativas, indicando maior sensibilidade das
células imunoldgicas aos agentes diabetogénicos, o que pode estar relacionado aos efeitos
toxicos dos agentes para os orgaos linfoides priméarios, como demostrado por Nichols et al.
(1981), para a ALX, Wellhausen (1986), para a STZ, na medula 0ssea, e por Barreto et al.
(2005), Nagib et al. (2010), por ALX, e Ozerkan et al. (2014), Wellhausen (1986), por STZ,
no timo — e que foram confirmados por nossos resultados.

A partir da avaliacdo hematimétrica, € possivel calcular a RNL e a RPL, que sdo
propostas como marcadores indiretos de inflamacdo em pacientes diabéticos (ATAK et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2018; XU et al., 2017; WELLHAUSEN, 1986; YANG et al., 2018) e
oferecem um parametro indireto da regulacdo imunolégica do individuo, uma vez que 0s
neutrofilos sdo células inflamatdrias potentes e as plaquetas auxiliam na modulacdo de reacdes
inflamatorias e na conducéo da resposta imune. As razfes RNL e RPL estdo aumentadas nos
grupos diabéticos comparadas ao grupo CT, o que se deve ao desvio do leucograma para
namero maior de neutréfilos (calculado a partir dos valores dos granulécitos)e menor de
linfécitos, porém, sem um valor clinico evidenciado, dado que todos 0s grupos se mantiveram
dentro dos valores de referéncia para as analises hematimétricas feitas (CHARLES RIVER,
2011; SANTOS et al., 2016), mas mostrando uma tendéncia a inflamacéo, que esses animais
poderiam manifestar caso fossem submetidos a maior tempo deevolucdo da doenga, sem
nenhum tratamento.

A toxicidade direta para os orgaos linfoides priméarios, proposta na literatura por acéo
dos agentes, foi confirmada em nossos achados de alteragdes na proporcéo de linfocitos e
neutrdfilos na medula 6ssea de animais tratados com STZ, refor¢ando a conclusdo da toxicidade
desse agente sugerida por Wellhausen (1986), que demonstrou que a capacidade deSTZ em

causar supressdo endogena de DNA em células recém-isoladas da medula 6ssea de
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animais saudaveis ndo é dependente da deficiéncia da insulina. Além disso, a diminuicdo no
numero e na porcentagem de linfdcitos, no sangue total, e na porcentagem de linfécitos T, no
timo, e B, no bago e no pancreas, e 0 aumento na porcentagem de granulocitos, no sangue dos
animais diabéticos do grupo STZ, podem ser um reflexo desse efeito na reducdo dos linfécitos
e no aumento dos neutrofilos na medula 6ssea dos animais tratados com STZ, o que também
justificaria, em partes, a atrofia da regido medular do timo observada nesse grupo. A ALX
também €é conhecida por exercer efeitos diretos nas células eritropoéticas da medula 6ssea,
conforme descritos por Baiardi (1955). Porém essas alteracfes ndo sdo duradouras e 0s
parametros tendem a voltar ao estado normal apds 7 dias do tratamento, por meio de ajustes
compensatdrios que se desenvolvem para reparar 0s danos, razao pela qual acreditamos nédo
termos encontrado alteraces significantes o suficiente para uma diferenca estatistica dos
animais induzidos com ALX, quando comparados aos animais CT. Achados semelhantes foram
encontrados nos resultados de caracterizacdo por citometria de fluxo da populacdo de
eosinofilos e das subpopulacbes de linfocitos na medula 6ssea de animais induzidos com
ALX, em estudos realizados por Ferreira et al. (2020).

Outra forma de avaliar possiveis efeitos dos agentes diabetogénicos, sobre o ambiente
imunolégico do animal, é dosando a concentracdo de citocinas em drgdos como baco e
pancreas, que sejam associadas ao perfil inflamatério, como IL-1p, IL-2, IL-12p70, TNF-a,
IFN-y, IL-6 e IL-17, ou anti-inflamatério, IL-4 e IL-10, que apresentam papel-chave na
fisiopatologia do modelo DM1 autoimune (ALNEK et al., 2015; KENEFECK et al., 2015;
VASEGHI et al., 2016; WAUGH et al., 2017), mas que, em condi¢des naturais, S40 expressas
em nivel basal (SMITH; HUMPHRIES, 2009). Embora a inducdo quimica do DM1 néo
desencadeie uma resposta imunoldgica do tipo autoimune no animal, é interessante saber se, de
alguma forma, esses agentes poderiam afetar essa homeostasia constitucional das citocinas
avaliadas.

Em nossos experimentos, os niveis basais de citocinas dos homogenatos do baco e do
pancreas foram pouco alterados, com apenas uma reducdo discreta na expressdo de IL-6, no
bago, e IL-1p, no pancreas, dos animais diabéticos STZ relativos ao CT. E mais provavel que
tal achado seja um efeito do ambiente hiperglicémico do DM1 sobre estimulos de expresséo
de citocinas do macrdéfago — como mostrados nos estudos de Hill et al. (1998) e sugerido nos
estudos de Anupam et al. (2018), no comprometimento dos linfécitos T regulador de ratos
diabéticos induzidos com STZ, causado pelo estado inflamatério — do que um efeito direto dos
agentes. Ademais ndo houve diferenca estatistica para nenhuma outra citocina nos grupos

diabéticos, indicando que os agentes ALX e STZ ndo interferem na integridade da expressédo
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basal das citocinas avaliadas, tomando-se por referéncia os valores de expressao dos animais
saudaveis do grupo CT.

O monitoramento da capacidade proliferativa de linfocitos dos animais induzidos com
ALX e STZ, mensurada in vitro em resposta a estimulos mitogénicos, representa bom
pardmetro para avaliacdo do estado funcional de resposta dessas células. Para descobrir se a
inducdo do diabetes com os agentes diabetogénicos produziriam algum efeito sobre a
capacidade proliferativa dos linfécitos T dos animais tratados, estimulamos os linfocitos do
bago dos animais com Con A. Em nossos resultados, néo foi verificada nenhuma diferenga na
proliferacdo dessas subpopulacdes de linfocitos, avaliados por citometria de fluxo,
diferentemente do que se verifica nos resultados do ensaio metabolico da atividade dos
linfécitos por Alamar blue, nos animais imunizados, em que houve comprometimento na
ativacdo dos linfdcitos dos animais induzidos com STZ, quando estimulados por ConA 0,5
pg/mL e 1 pg/mL, os quais podem estar relacionados a alteracfes na fun¢do mitocondrial e no
metabolismo dessas células, identificadas no estudo de Anupam et al., (2018), realizado em
ratos diabéticos induzidos com STZ. Essa imunotoxicidade, para ativacdo e proliferacdo dos
linfocitos de animais induzidos com STZ, é um achado descrito em vérios estudos (BADR,
2013; GAULTON et al., 1985; JANG et al., 2009; NICHOLS et al., 1978), o que demostra
que esse € um efeito recorrente do agente, causado em diferentes espécies e protocolos de
inducéo.

Em nossas avaliagdes das diferentes subpopulagdes dos linfécitos T em seus locais de
maturacdo (timo), ativacdo (baco) e funcdo (pancreas), verificamos reducdo na porcentagem
dos linfocitos totais CD3", linfécitos T CD8" (CD4°CD8") e duplo positivo CD4*CD8" no timo
de animais tratados com STZ, com resultados semelhantes aos descritos por Luo et al. (2007).
Esses autores, contudo, analisam como sendo alteracdes decorrentes do ambiente
hiperglicémico e ndo devido a toxicidade de STZ para esse 6rgao, o que de fato podeinfluenciar
na resposta imune e nas dinamicas celulares (JAFAR et al., 2015), mas que entendemos que
mais provavel seja como sendo um reflexo dos nossos achados, pois ambos 0s n0ssos grupos
diabéticos induzidos se encontravam em ambiente hiperglicémico, mas apresentaram alterac6es
distintas, e considerando os estudos de Muller et al., (2011) de que o STZ, como um analogo
da molécula de glicose, pode ser captado eventualmente pelos linfécitos por outros
transportadores de glicose como o GLUTL1 na sua dependéncia deglicose, e que pode ser

relacionado com as alteracGes nas subpopulacdes de linfocitos do sangue e baco.
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Os animais cujo a diabetes foi induzida com ALX apresentaram alteragdes como
aumento de linfécitos T CD8" e T CD3*CD25*, bem como linfécito B (CD19%), que tém sua
presenca no timo relacionada a promocéo da tolerancia em células T (LUO et al., 2019). A
associacdo dessas alteragdes com o ambiente hiperglicémico seria mais coerente se
considerassemos que, em condi¢cdes normais de diabetes, o ambiente hiperglicémico é
associado ao aumento de citocinas pro-inflamatorias e estresse (BADR et al.,2013), levando
ao aumento das T CD8*, envolvidas no processo de insulite (YAOCHITE et al., 2013). Além
disso, foi observada, em nossos resultados, a reducdo dos linfécitos B CD19* no bago e no
pancreas dos animais com diabetes induzida por STZ, o que pode ser atribuida a maior
sensibilidade dessas células ao agente STZ, conforme demostrado in vitro por Muller et al.
(2011), e que apresenta um dado novo para literatura ao demostrar esse efeito in vivo.

As anélises histologicas da integridade da estrutura de timo, baco e péancreas nos
proporcionam uma visdo macro dos efeitos citotdxicos que 0s agentes exercem na populacao
de células residentes e constituintes desses 6rgdos. Nossa avaliacdo demostrou que, dosérgdos
linfoides, 0 baco ndo apresentou nenhuma alteracdo. Ja o timo sofreu atrofia da regido medular,
apos o tratamento de ambos os agentes, o que € um achado descrito tanto em animais induzidos
com ALX (BARRETO et al., 2005; NAGIB et al., 2010), como com STZ (OZERKAN et al.,
2014; WELLHAUSEN, 1986). Animais cujo diabetes foi induzido com ALX apresentaram
também a diminuicdo da quantidade de células reticulo-epiteliais e da morte de
linfécitos/timacitos e 0 aumento na presenca de corpusculo de Hassall, mostrando alteragcdo no
componente epitelial do timo e no processo natural de substituicdo dos linfocitos/timocitos
(ELMORE, 2006). Embora o timo dos animais tratados com ALX tenha apresentado mais
alteracOes, isso ndo se refletiu na populacdo de linfdcitos e sua efetividade, como nossos
resultados demostram, reforcando a suspeita de que a hiperglicemia per si ndo é responsavel
pelas alteracdes encontradas nos animais STZ e que isso se deva mais a um efeitotoxico direto
do agente na populacdo dessas células. O péancreas, por sua vez, é o 6rgdo-alvo dos agentes
diabetogénicos; portanto, a presenca de atrofia das ilhotas de Langerhans, de infiltracéo
inflamatoria e de hiperemia com dilatacdo vascular € um achado comum e esperado que indica
a destrui¢do efetiva das células B do pancreas, com processo inflamatorio e consequente
mudancgas estruturais do 6rgdo (XIANGYANG et al., 2006).

Enquanto a avaligéo in vitro da capacidade proliferativa oferece uma forma de avaliar
os linfdcitos quanto a sua ativagdo em condicGes controladas, a avaliagdo in vivo permite avalia-
los quanto a sua funcionalidade no organismo. Para tanto, nds induzimos uma resposta

adaptativa contra a OVA em todos o0s grupos de animais durante sua fase saudavel e,
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posteriormente, induzimos o DM1 com ALX e STZ, para que, desse modo, fosse possivel testar
se 0 animal que tivesse montado uma resposta adaptativa em seu estado saudavel, poderia
apresentar, posteriormente, algum comprometimento na fase efetora da resposta contra o
antigeno, decorrente do tratamento com os agentes diabetogénicos.

Para avaliacdo da resposta imune in vivo, os animais foram imunizados com OVA
preparada com adjuvante esqualeno, devido a restricdo do uso dos adjuvantes de Freund
completo e incompleto, determinada na resolucdo normativa CONCEA n° 33 (BRASIL,2016).
Ao testar a resposta imune adaptativa, pelo teste de hipersensibilidade, verificamos queos
animais desenvolveram um edema de pata considerado fraco, mas foram eficientes em montar
uma resposta adaptativa humoral contra a OVA. Vale ressaltar que o fato de termos uma
resposta de perfil humoral e ndo mediada por células pode estar relacionado a escolha do
adjuvante esqualeno, que tem a capacidade de desencadear hipersensibilidade mediada por
imunocomplexos (ASA et al., 2002) — o que de fato foi observado em nosso ensaio. O edema
mais proeminente nos animais STZ a OVA, quando comparado ao grupo CT, mostra 0 aumento
na intensidade da resposta, que pode ter relagdo com o desbalanco na proporcao de neutréfilos
e linfocitos, o que constatamos na medula e no sangue periférico desses animais, com maior
porcentagem de neutréfilos, que participam da hipersensibilidade mediada por
imunocomplexos (LI et al., 2016). Além disso, os tipos de populacBes celulares envolvidos
nessa resposta pertencem a linhagem mieloide, o que justifica 0 aumento da intensidade dessa
resposta nos animais induzidos com STZ, mesmo em detrimento dos mesmos terem
apresentado alteracdes de comprometimento na ativacao dos seus linfocitos testados in vitro.

Dessa forma, podemos observar que as alteragdes causadas nos animais diabéticos
induzidos com ALX e STZ se refletem em diferentes niveis da imunocompeténcia dos animais,
como podemos atestar nas maiores mudancas dos animais induzidos com STZ nas avaliagdes
invitro e in vivo, que podem ter relacdo com a capacidade compensatoria natural do organismo
dos animais induzidos com ALX, em reparar os danos causados pelo agente, como sugerido
por Baiardi (1955), mas que falham nos animais induzidos com STZ, justamente pela maior
toxicidade desse agente para os 6rgdos linfoides. Porém, mais estudos sdo necessarios para

explorar como isso acontece.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que ambos os agentes, ALX e STZ, influenciaram a dindmica dosdrgéaos
linfoides e suas populacdes celulares, mas que o impacto disso soO se reflete em alteracbes no

comportamento da resposta imune in vivo e in vitro de animais induzidos com STZ.
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

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

Oficio CEUA/FCF 052.2018-P388
Sao Paulo. 14 de agosto de 2018.

Prezado(a) Senhor(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paule (CEUA/FCF/USP), em
reunido realizada em 03 de agosto de 2018, aprovou as alteracdes propostas para
o projeto de pesquisa “Estudo comparativo da atividade de linfocitos T em
camundongos sadios e diabéticos” (Protocolo CEUA n° 388), conforme constante
nos documentos apresentados:

a. Inclusdo do estudante Luiz Adriano Damasceno de
Queiroz como pesquisador principal.
b. Alteragao da vigéncia para 31/01/2021,

Cordialmente,

&S k»<<-10-

Profa. Dra. Edna Tomiko Myiake Kato
Coordenadora Decana da CEUA/FCF/USP

limo(a). Sr(a)
Pesquisador(a). Luiz Adriano Damasceno Queiroz
FBC/FCF/USP

~ Av. Prof, Lineu Prestes, 530 . Bloco 13 A - Cidade Universitiris - CEP 05508-500 - Sho Pawlo - 5P
Fome: (11) 3091-3622 / Fone/Fax: (11) 3091.3877 . exmail: cevafci@usp b
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CI E NCIAS FARMACEUTICAS
Comissdo de Efica no Uso de Animais - CEUA

Cficio CEUA/FCF 0442020

S&o Paulo, 07 de agosto de 2020.

Prezada Senhora,

A Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S50 Paulo (CEUA/FCF/USP), em
reunido realizada em 07 de agosto de 2020, aprovou as alterag@es propostas
para o projeto de pesquisa “Estudo comparativo da atividade de linfocitos T em
camundongos sadios e diabéticos™ (Protocolo CEUA n® 388), conforme

constante nos documentos apresentados (carta solicitagdo alteragio de titulo).

a) alteraco do titulo do projeto, atualmente intitulade “Estudo comparative da
atividade de linfocitos T em camundongos sadios e diabéticos”, para
“Caracterizagido fenotipica e funcicnal de linfécitos T em camundongos
diabéticos induzidos por aloxana e estreptozotocina”,

b) inclusdo da avaliagdo da evolugdo do DM1 nos animais no periodo de 10,
30, 60, 90 e 180 dias com acompanhamento do ganho/perda de peso, ingestio
de agua e ragdo, tolerdncia 4 insulina e a glicose, e desenvolvimento de
aspectos clinicos gerais caracteristicos da doenca.

Cordialmente,

Profa. Dra. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto
Coordenadora da CEUA/FCFUSP

llmo. Sr.

Pesquisador: Luiz Adriano Damasceno de Queiroz
Prof. Dr. Joilson de Oliveira Martins
FBC/FCFUSP

A Prof. Linew Prestes, n° 580, Bloco 13 A, Cidade Universitana, CEP 05508-500, 53 Paulo - 5P
Tedefone: (1) 3091 3622 - e-mall: CARTIGUSP.ON
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Apéndice |

Tabelas Al. Valores individuais, média, desvio padrao (DP), e erro padrdao da média (EPM) referentes
as Figuras 9, na Caracteriza¢do do modelo de DM1 de acordo com a variacdo de glicemia e peso, da
secdo Resultados.

glicema dia O glicemia dia 15

Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ

Al 200 171 211 Al 109 396 339

A2 197 170 238 A2 134 503 410

A3 210 208 174 A3 124 483 308

Ad 210 137 201 Ad 131 580 297

A5 241 151 151 A5 115 151 385

A6 155 211 A6 336 388

Media 212 165 198 Media 123 408 355

DP 17 24 31 DP 11 152 47

EPM 8 10 13 EPM 5 62 19

Peso (g)

- Dia 0 Dial Dia 2
Al 26,5 24,4 25,3 29,1 27,26 24,35 29,38 27,42 24,7
A2 27,15 24,83 25 29,8 24,3 24,1 30,02 24,38 24,62
A3 24,9 22,92 25 25,12 26,23 23,45 26,24 26,69 23,68
A4 23,83 24,5 28 22,55 27,8 23,05
A5 22,72 24,15 23,32
Media 26,18 23,74 24,95 28,01 25,99 23,61 28,55 25,92 24,01
DP 1,16 0,91 0,33 2,52 1,73 0,80 2,02 1,97 0,79
EPM 0,67 0,41 0,17 1,46 0,77 0,40 1,17 0,98 0,40
- Dia 3 Dia 4 Dia 5
Al 29,29 28,14 24,4 29,65 27,76 23,96 29,6 27,78 23,8
A2 30,67 24,37 24,52 30,76 23,63 23,96 31,99 23,7 24,27
A3 26,25 26,3 23,95 26,2 26,01 23,52 26,33 26,04 23,43
A4 27,5 22,79 27,42 22,54 26,62 22,48
A5 23,02 22,46 23,11
Media 28,74 25,87 23,92 28,87 25,46 23,50 29,31 25,45 23,50
DP 2,26 2,14 0,79 2,38 2,33 0,67 2,84 1,98 0,76
EPM 1,31 0,96 0,39 1,37 1,17 0,33 1,64 0,89 0,38
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Tabelas A2. Valores individuais, média, desvio padrao (DP), e erro padrao da média (EPM) referentes
as Figuras 10,11, 12 e 13, e tabelas 3 e 4, das andlises hematimetricas, da secao Resultados.

Eritrdcitos (x108/mL) Hemoglobina (g/dL) Hematacrito (%)

Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STz Animal CT ALX STZ

Al 8,29 8,62 8,75 Al 12,8 12,6 13,9 Al 38 40,3 41,3

A2 8,7 8,61 11,02 A2 13,6 12,9 17 A2 40,4 40,7 52

A3 8,78 7,27 8,7 A3 13,7 10,6 13,9 A3 40,6 33,7 41,4

A4 7,78 8,31 8,1 Ad 11,8 13,9 12,6 A4 35,3 41,3 38,3

A5 8,85 8,14 4,76 A5 13,4 13,1 7,6 A5 40,7 38,8 22,1

A6 9,11 8,7 11,17 A6 14 14,3 17,3 A6 42 42,2 54

A7 6,58 9,12 8,85 A7 9,7 14,5 13,6 A7 29,5 42,6 41,7

A8 4,68 4,83 4,24 A8 5,7 7,4 5,9 A8 20,7 21,9 18,8

A9 4,7 3,65 3,85 A9 6,4 5,7 5,6 A9 20,8 16,5 17,4

A10 4,87 3,02 A10 7,5 4,7 A10 22 13,4

Al1 3,09 4,12 All 4,9 6,4 All 13,8 18,7
Media 7,50 6,84 6,96 Media 11,23 10,67 10,77 Media 34,22 32,16 32,65
DP 1,76 2,26 3,01 DP 3,22 3,63 4,78 DP 8,53 11,27 14,82
EPM 0,59 0,68 0,91 EPM 1,07 1,09 1,44 EPM 2,84 3,40 4,47

Volume corpuscular medio (fL) Hemoglobina corpuscular media (pg) Concentragdo de hemogl. cor. media (g/dL)

Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ

Al 45,9 46,8 47,2 Al 15,4 14,6 15,8 Al 33,6 31,2 33,6

A2 46,5 47,3 47,2 A2 15,6 14,9 15,4 A2 33,6 31,6 32,6

A3 46,3 46,4 47,6 A3 15,6 14,5 15,9 A3 33,7 31,4 33,5

A4 45,4 49,7 47,4 A4 15,1 16,7 15,5 A4 33,4 33,6 32,8

A5 46,1 47,7 46,5 A5 15,1 16 15,9 A5 32,9 33,7 34,3

A6 46,2 48,6 48,4 A6 15,3 16,4 15,4 A6 33,3 33,8 32

A7 45 46,8 47,2 A7 14,7 15,8 15,3 A7 32,9 34 32,6

A8 44 45 44 A8 12,2 15,2 14 A8 27,5 33,6 31,5

A9 44 45 45 A9 13,7 15,5 14,7 A9 30,9 34,3 32,5

A10 45 44 Al10 15,5 15,6 Al10 34,2 35,1

All 45 45 All 15,9 15,7 All 35,5 34,5
Media 45,49 46,66 46,32 Media 14,74 15,55 15,38 Media 32,42 33,35 33,18
DP 0,96 1,60 1,54 DP 1,12 0,71 0,57 DP 2,04 1,36 1,12
EPM 0,32 0,48 0,46 EPM 0,37 0,21 0,17 EPM 0,68 0,41 0,34

Largura de distribuicdo de eritrdcitos (%)

Animal CT ALX STZ

Al 14,9 15,7 15,3

A2 14,6 15,3 15,6

A3 15,3 15,3 15,7

Ad 15,3 15,7 16,7

A5 15,6 16,3 15

A6 15,6 16 16,3

A7 16 15,3
Media 15,22 15,76 15,70
DP 0,40 0,37 0,60
EPM 0,16 0,14 0,23




Leucdcitos (x10%/mL)

Linfdcitos (x10%/mL)

Linfécitos (%)
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Animal CT ALX  STZ

Al 5,6 1,3 4,7

A2 3,8 4,2 5,6

A3 6,4 38 6,9

A4 7 1,6 4

A5 9,7 1,7 3,4

A6 104 27 5,2

A7 2 3 4,2

A8 48 0,5 1,2

A9 4,7 0,4 0,8

A10 0,8 0,9

All 0,7 0,9
Media 604 1,88 3,44
DP 2,700 1,35 2,17
EPM 090 041 065

Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ

Al 4,7 0,9 3,5 Al 842 647 736

A2 3 2,8 3,6 A2 79,9 66,1 64,9

A3 4,5 2,8 4,5 A3 69,2 73,4 63,9

A4 5,9 0,8 2,7 A4 84,7 49,8 67,6

A5 7 1,2 2,3 A5 72,3 66,7 67,6

A6 8,8 2 3,7 A6 84,6 74,3 70,7

A7 2,1 3,2 A7 70 75,8

Media 5,65 1,80 3,36 Media 79,2 66,4 69,2

DP 2,05 0,85 0,72 DP 6,8 8,2 4.4

EPM 0,84 0,32 0,27 EPM 2,8 3,1 1,7

Mondcitos (x108/mL) Mondcitos (%)

Animal CT A\ ¢ STZ Animal CT ALX STZ

Al 0,1 0 0,1 Al 2,4 2,4 3,1

A2 0,1 0,1 0,2 A2 2 2,5 3,1

A3 0,2 0,1 0,2 A3 3,8 2,7 3,5

A4 0,1 0 0,1 A4 1,7 2,5 2,5

A5 0,3 0 0,1 A5 3,1 1,4 2,3

A6 0,2 0,1 0,1 A6 19 2,2 2,6

A7 0,1 0,1 A7 2,1 2,3

Media 0,17 0,06 0,13 Media 2,48 2,26 2,77

DP 0,08 0,05 0,05 DP 0,81 0,43 0,46

EPM 0,03 0,02 0,02 EPM 0,33 0,14 0,18
Granuldcitos (x108/mL) Granuldcitos (%)

Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ

Al 0,8 0,4 1,1 Al 13,4 32,9 23,3

A2 0,7 1,3 1,8 A2 18,1 314 32

A3 1,7 0,9 2,2 A3 27 23,9 32,6

A4 1 0,8 1,2 A4 13,6 47,7 29,9

A5 2,4 0,5 1 A5 24,6 31,9 30,1

A6 1,4 0,6 14 A6 13,5 23,5 26,7

A7 0,8 0,9 A7 27,9 21,9

Media 1,33 0,76 1,37, Media 18,371 31,31 28,07

DP 0,64 0,30 0,47 DP 6,08 8,16 4,21

EPM 0,26 0,11 0,18 EPM 2,48 3,08 1,59




Animal CT ALX 4

Al 958 937 1567

A2 1315 380 1139

A3 864 741 1460

A4 1028 1216 1310

A5 471 420 731

A6 1302 1326 825

A7 746 920 1309

A8 645 562 162

A9 94 345 410

A10 485 212

All 275 554
Media 824,8 691,5 879,9
DP 391,5 362,8 505, 8]
EPM 130,5] 109,4 152,5]
Animal CT ALX STZ

Al 16,3 16,1 15,9

A2 15,9 16,5 15,9

A3 15,9 16,1 16,2

A4 15,8 16 16

A5 16,9 16,8 16,1

A6 16,4 16,1 16,2

A7 16,2 16

Media 16,20 16,26 16,04
DP 0,42, 0,29 0,13
EPM 0,17 0,11 0,05,

Animal CT ALX STZ

Al 0,479 0,431 0,689

A2 0,578 0,19 0,512

A3 0,397 0,348 0,7

A4 0,442 0,547 0,602

A5 0,24 0,205 0,328

A6 0,611 0,583 0,404

A7 0,423 0,589
Media 0,46 0,39 0,55
DP 0,13 0,15 0,14
EPM 0,05 0,06 0,05
Animal CT ALX STZ

Al 5 4,6 4,4

A2 4,4 5 4,5

A3 4,6 4,7 4,8

A4 4,3 4,5 4,6

A5 51 49 4,5

A6 4,7 4,4 4,9

A7 4,6 4,5

Media 4,68 4,67 4,66
DP 0,32 0,21 0,18
EPM 0,13 0,08 0,07

89

Al 0 0 0 3 1 1 58 69 n 36 3 3 3 l 0
Y] 0 0 0 3 3 4 68 66 8l 28 ) 3 1 4 1
A3 0 0 0 3 3 3 67 8 8 30 1 1 0 1 1
Ad 1 0 0 2 0 69 8 26 ") 2 0
A5 0 0 0 b 2 1 10 8 8 19 14 13 5 1 1
Ab 0 0 0 3 / 0 10 7 8 26 0 Y 1 1 1
Media 02 0 0 333 32 15 61  T5h 81 715 192 185 1 1 1
DP 04082 0 0 1366 228 1643] 451 945 509 5577 8871 6l L789 125 0,894
EPM 02 0 0 0578 10 07 190 426 21 23 4 25 07303 0577 04
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Tabelas A3. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP), e erro padrdo da média (EPM) referentes

as Figuras 14 e 15, das analises de expressao de citocinas no homegenato de baco e pancreas, da secao

Resultados.

IL-1B homogenato bago (pg/mL)

IL-2 homogenato bago (pg/mL)

IL-12p70 homogenato bago (pg/mL)

Animal CT  ALX  STZ Animal CT  ALX  STZ

AL 3327887 1638157824233 Al 1013554056998 0,091438 Al o 0 0
A2 3306638 9300483525453 A2 0740527 0539813 0,514891 A2 o 0 0
A3 153675 75010694164149 A3 (040603 00686957 A3 o 0 0
A4 3150383 207669342,08215 A4 1,1253503271030,616331  Ad o 0 0
A5 3334915 216301526,41977  AS 0600744 0,650268 1,609395  AS (R
A6 11865450 148878526,28464 A6 0350688075027 0,782429 A6 o 0 0
A7 16,72625 57,08015 A7 0,3019610,757844 A7 0 0
Media | 2931 1531 3393 [Vedia | 07 045 072 [Vedia o o o
DP 783 532 1568 [oP 037 026 046 |DP of o o
EPM 3200 201 593 [eem 013 o010 017 |eem o o

IL-17 homegenato bago (pg/mL)

Animal CT ALX STZ

Al 7,937286 23,21776 8,170113
A2 12,67126 17,02616 24,55385
A3 11,71863 8157625 23,15292
A4 14,35607 26,81528 22,16049
A5 23,06588 20,336 15,76498
A6 25,87188 18,00414 25,14877

IL-4 homogenato bago (pg/mL)

Animal  CT ALX STZ

Al 12,89759 8,233763 11,99095
A2 8,130377 10,37581 5,721239
A3 7,884743 5,43469 6,8441
A4 8,34442 9,527501 5,676624
A5 8,067973 8,103205 6,393105
A6 6,723881 8,740182 10,08566

IL-6 homogenato baco (pg/mL)

Animal CT ALX STZ

Al 31,55136 18,08322 21,821
A2 28,14419 13,58455 11,53811
A3 25,04587 18,61932 7,232422
A4 29,20807 35,63711 13,69264
A5 11,98336 27,51641 12,69901
A6 21,01956 21,79455 14,08313

A7 19,33012 19,06953 A7 9,031207 7,458241 A7 27,45793 19,73826
Media 15,94 18,98 19,72 Media 867 849 7,74 |[Media 24,49 23,24) 14,40
DP 699 582 6,06 DP 2,15 156/ 240, |DP 7,13 745 49
EPM 285 2,200 2,29 EPM 088 059 091 [EPM 291 2821 187

TNF-a homogenato baco (pg/mL)

Animal CT ALX STZ

INF-y homogenato bago (pg/mL)

Animal CT ALX STZ

IL-10 homogenato baco (pg/mL)

Animal CT ALX STZ

Al 0,100717 0 0 Al 43,99427 4,063243 9,14685 Al 15,1847 15,51678 12,04927
A2 0 0 0 A2 3,18089 34,84687 0 A2 12,74127 16,18629 14,88795
A3 0 0 0 A3 16,81483 0 0 A3 7,624619 9,791084 14,70199
A4 0 0 0 A4 13,21825 4,882991 1,886688 A4 12,55208 20,54642 12,91861
A5 0 0 0 A5 8,681801 4,570236 3,988709 A5 13,30204 15,24817 18,20933
A6 0 0 0 A6 0,777167 3,818921 6,594333 A6 13,86095 11,27279 17,20248
A7 0 0 A7 2,840019 9,517807 A7 15,73057 13,90237
Media 0,02/ 000 0,00 Media 14,44 7,86 4,45 [Media 12,54| 14,90 14,84
DP 0,04 0,00 0,00 DP 15,67 12,01} 4,06/ [DP 259 351 221
EPM 0,021 000 0,00 EPM 6,40 454 153 |[EPM 1,06f 133 084




IL-1B homogenato péancreas (pg/mL)

IL-2 homogenato péancreas (pg/mL)
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IL-12p70 homogenato pancreas (pg/mL)

Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ

Al 11,32757 5,847189 2523516 Al 1,973723 0,658118 1,132654 Al 7,098198 0 2,92695
A2 14,13549 7,078574 2,393037 A2 3,766315 0,772544 1,045613 A2 8,437912 5,72819 2,558295
A3 6,963379 3,980691 3,186688 A3 1,840918 0,470579 1,103488 A3 2,427664 3,848199 1,728775
Ad 6,895298 4,46841 3,155061 A4 1,601463 0,797143 1,114697 A4 5,51756 2,782204 2,443894
A5 5,574427 5,875252 3,152297 A5 1,019728 1,654759 0,909219 A5 1,696009 4,16947 2,756518
Ab 4,581474 8,464499 6,783647 A6 1,452293 1,89358 1,547802 A6 3,431794 13,68797 0
A7 5627888 6908151 A7 0,752356 2,915171 A7 1,651292 7,943404
Media 8,25 591 4,01 Media 1,94 1,000 1,40 (Media 477 4,55 291
DP 369 152 196 |DP 095 054 070 |DP 2,69 443 243
EPM 1,51 057, 0,74 EPM 0,39 0,21 0,26 |EPM 1,10 1,67 092

IL-17 homogenato pancreas (pg/mL)

Animal CT

AX  STZ

IL-4 homogenato péncreas (pg/mL)

Animal CT

ALX  STZ

IL-6 homogenato pancreas (pg/mL)

Animal CT

AX  STZ

Al 22,76373 22,97783 1754738 Al 16,08137 8,538975 7,454947 Al 51,68561 85,84264 37,33923
A2 37,10851 28,43723 1857741 A2 23,07321 9,029069 7,135133 A2 87,27036 38,84893 34,08569
A3 28,44901 24,3191 1972972 A3 12,6636 11,25381 5,827711 A3 56,24964 40,06562 25,66143
A4 10,70016 22,04327 2556856 A4 11,25714 6,864986 8,566601 A4 50,13999 46,70924 24,53749
A5 26,01399 20,16901 22,48061 A5 9,038561 10,14142 10,80139 A5 50,58873 48,49078 35,17546
A6 17,59414 16,01969 0 A6 6,600447 8,87117 4349033 A6 38,17292 88,36609 103,239
A7 1847956 2157162 A7 8327508 13,87302 A7 23,35251 58,99642
Media 23,77 21,78 17,93| [Media 13,13 9,000 829 [Media 55,68 53,10 45,58
DP 911 4,06 834/ |DP 582 139 3,19 |[DP 16,60 24,62) 27,85
EPM 3721 153 3,15 |EPM 2,38 053 121 |(EPM 6,78/ 9,30, 10,52

TNF-a homogenato pancreas (pg/mL)

Animal CT

AX  STZ

INF-y homogenato pancreas (pg/mL)

Animal CT

ALX  STZ

IL-10 homogenato pancras (pg/mL)

Animal CT

AX  STZ

Al 1,879677 0 0 Al 71,05963 29,80635 12,29441 Al 22,18824 21,33411 13,87206
A2 3487383 1,779973 0293854 A2 48,08104 83,30293 15,23261 A2 26,92741 14,85977 13,05911
A3 1,001833 1,553819 0 A3 55,3853 4850513 10,11408 A3 21,48939 15,15413 16,17565
Ad 0,904023 0,858252 0 A 38,61676 25,35722 10,76226 A4 11,40287 18,73947 21,09893
A5 0,547648 1,277278 0434285 A5 21,31314 42,47935 26,10493 A5 18,9374 16,34169 11,95496
Ab 0,546345 2,127916 0 A6 15,07362 36,46411 0 A6 13,86681 17,89008 19,83908
A7 0,086398 1,288085 A7 30,45661 47,30688 A7 17,61368 14,55753
Media 1,390 1,10, 029 [Media 4159 42,34 1740 [Media 19,14 17,420 1579
DP 1,14 082 047 |DP 21,09 19,74 1528 |DP 571 224 3,47
EPM 046/ 031 018 [EPM 8,61 746 578 |EPM 2,33 085 131
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Tabelas A4. Valores individuais, média, desvio padrao (DP), e erro padrao da média (EPM) referente a

Figura 16, das andlises proliferativa de linfocito in vitro, da se¢dao Resultados.

CD4/Meio (MFI) CD4/ ConA 0,5 (MFI) CD4/ ConA 1 (MFI)
Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ
Al 21614 4099 25458 Al 2860 3279 4263 Al 2107 4066 2681
A2 22987 16730 21717 A2 3476 2975 3816 A2 2328 2766 2686
A3 6349 4831 15135 A3 3273 5302 3359 A3 2433 2686 2998
A4 16230 39383 20184 A4 2644 5313 3189 Ad 2305 3626 2021
A5 25038 37710 32253 A5 2928 6390 6631 A5 2495 3339 2951
A6 33759 32486 20089 A6 6474 4721 2922 A6 2957 3113 2025
A7 33196 35251 A7 5147 6573 A7 2987 3469
A8 28751 32176 A8 5370 5616 A8 3077 3145
A9 40054 42239 A9 16730 12611 A9 3671 4986
A10 10248 10554 A10 1906 2160 A10 1473 1278
All 12786 13023 All 2629 1788 All 1627 1503
Al12 16079 6836 Al12 4556 1529 Al12 2328 1258
Media 22257,58[24407,45(22472,67 Media 4832,75| 4854,75| 4030,00 Media 2482,33| 2936,25 2560,33
DP 10361,71[14623,69| 5829,23 DP 3985,30( 3018,43| 1360,18 DP 619,34 1135,64 436,35
EPM 3453,90( 6539,91| 2379,77 EPM 1150,46| 871,34 555,29 EPM 178,79 327,83 178,14
CD8/Meio (MFI) CD8/ ConA 0,5 (MFI) CD8/ ConA 1 (MFI)
Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ
Al 21411 1667 26700 Al 1225 1373 2052 Al 1078 1661 1283
A2 23538 19901 21923 A2 1484 1464 1987 A2 1283 1481 1397
A3 2275 3145 15746 A3 1405 4566 1448 A3 1280 1379 1532
A4 16808 9795 21160 A4 1330 4211 1280 A4 1386 1588 1080
A5 25157 12496 31640 A5 1353 4416 4380 A5 1302 1705 1327
A6 9974 6545 20862 A6 3107 3214 1242 A6 1042 1744 1076
A7 12757 44012 A7 3455 4643 A7 1512 1849
A8 15455 38167 A8 3010 3332 A8 1459 1728
A9 35850 34249 A9 14316 7546 A9 1136 2279
A10 36812 35251 A10 1188 2021 A10 812 583
All 29659 30891 All 1683 1256 All 793 752
A12 43483 44440 A12 6418 939 A12 970 737
Media | 22764,92(23379,92|23005,17, Media | 3331,17| 3248,42| 2064,83 Media | 1171,08| 1457,17| 1282,50
DP 12157,98|16188,59| 5478,62 DP 3779,72| 1953,07| 1186,57 DP 238,50 512,69 179,44
EPM 3509,71| 6608,96| 2236,64 EPM 1091,11f 563,80 484,41 EPM 68,85 148,000 73,26
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Tabelas A5. Valores individuais, média, desvio padrao (DP), e erro padrao da média (EPM) referentes
as Figuras 17 e 20, das analises histoldgicas do timo e pancreas, da secdo Resultados.

Timo
Animal cT ALX STZ Animal cT ALX STZ
Al 0 1 Al 0 2 1
A2 0 1 A2 0 1 1
A3 0 1 A3 1 1
Al 0 1 A4 0 0
A5 0 1 A5 0 1
Media 0 1 Media 0,2 1,333 0,8
DP 0 0 DP 0,45 0,58 0,45
EPM 0 0 EPM 0,2 0,33 0,2
Animal cT ALX STZ Animal cT ALX STZ
Al 0 0 Al 2 1 2
A2 0 1 A2 2 1 2
A3 1 0 A3 2 0 2
AL 0 1 A4 2 2
A5 0 1 A5 3 2
Media 0,2 0,6 Media 2,2 0,6667 2
DP 0,45 0,00 0,55 DP 0,45 0,58 0,00
EPM 0,2 0,24 EPM 0,2 0,33 0
Pancreas
Animal ) ALX  STZ Animal CT ALX  STZ Animal cT ALX  STZ
Al 0 2 3 Al 0 1 0 Al 0 1 0
A2 0 2 3 A2 0 1 1 A2 0 1 1
A3 0 2 3 A3 0 1 1 A3 0 1 1
A4 0 2 2 A4 0 1 1 Ad 0 0 1
A5 0 2 2 A5 0 1 1 A5 0 1 1
Media 2,60 |Media 0 1 04 [Media ( 0,8 0,8
DP 0,55 |DP 0 0 045 |DP q 045 0,45
EPM 0,24 |EPM 0 0 02 |EPM q 0,2 0,2
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Tabelas A6. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP), e erro padrdao da média (EPM) referentes
as Figuras 22, 23 e 24, das analises de imunofenotipagem dos linfécitos em timo, baco e pancreas, da
secdo Resultados.

Timo
CD3 (%) CD4+CDS- (%) CD4-CD8+ (%)

Animal CT____ALX__STZ
Al 662 608 564 AL 58 608 473 AL 194 221 147
nR 74 60,8 522 A2 65 726 681 R 222 229 159
A3 686 623 537 A3 639 142% 69 A3 189 431% 189
A4 582 905 576 A4 561 68 513 A4 136 217 1,14
AS 631 97 52,5 A5 818 7,42 546 A5 192 264 1,26
A6 924 954 567 A6 746 974 484 A6 214 305 1,29
A7 97,7 84 A7 83 83 A7 244 408
A8 953  6,08* A8 767 532 A8 24 246
A 636%  7,18* A 581 804 A 298 382
A0 640*  525* A0 539 585 A0 25 2,97
ALl 648*%  580* ALl 579 623 Al 261 2,52
AL2  7,69*  10,80* A2 609  137* A2 253 699
Media 7694 77,80 54,85 [Media 660 711 569 [Media 24 28 1,44
DP 15,780 1821 2,33 [op 104 133 097 [op 043 067 027
EPM 5580 743 095 [epm 030 042 040 [ePm 012l 021 o011

CDA+CD8+ (%) CD25 (%) (D19 (%)
Animal CT  ALX  STZ Animal CT  ALX  STZ
Al 552 479 462 AL 115 25 164 Al 028 133 038
A2 626 467 395 A 08 18 1,78 A2 02 063 055
A3 571 372 408 A3 106 177 167 A3 026 104 084
A4 487 806 481 A 09 156 1,06 A4 029 7,91% 02
A5 503 829 404 A5 226 1,89 2,06 A5 027 2,65% 06l
A6 818 77 47,2 A6 137 227 1,06 A6 042*  2,16% 032
A7 834 664 A7 186 037 A7 075%  1,2*
A8 825 842 A8 159 0,18 A8 04* 081
A 858 775 A9 0,120* 0,15* A 03 977
A0 864 776 A0 0,180* 0,28* Media 027 1,00 04
Al 862 818 A1l 0,097* 0,20% DP 00 033 023
A2 861 402 A12  0430% 0,2 EPM 001 020 0,09
Media 7218 6667 4370 [Media 133 198 155
DP 1578 1823 387 |[oP 046 035 040

EPM 4,56 5,26 1,58 |EPM 0,16 0,14 0,16




Baco

CD3 (%) CD4 (%)
Al 27,2 28 29,7 Al 15,4 16 17,7
A2 30,3 34,3 29,5 A2 16,8 18,7 17,9
A3 27,8 27,8 32,1 A3 15,9 15,6 18,8
A4 29,9 23,6 26 A4 16,6 14,3 15,5
A5 34,2 27,3 30,8 A5 20,7 16,5 17,3
A6 27,6 28,3 29,4 A6 16,5 17,9 17,1
A7 28,9 28,6 A7 18 16,7
A8 30,7 25,8 A8 19,7 15,8
A9 28,3 31,6 A9 17,1 19,2
A10 26,7 32,5 A10 15,7 19,6
A1l 30,5 29,7 A11 18,2 18,3
A12 27,2 32,3 A12 16,4 18,9
Media 29,11 29,15 29,58 |Media 17,25 17,29 17,38
DP 2,14 3,07 2,04 |DP 1,62 1,70 1,10
EPM 0,62 0,89 0,83 |EPM 0,47 0,49 0,45
CD8 (%) CD19 (%)
Animal  CT ALX_ STZ
Al 10,6 10,2 10,5 Al 60,8 55,5 57,3
A2 11,7 13,8 10,4 A2 57,9 52,8 60,7
A3 10,6 10,6 11,9 A3 60,1 58,6 55,8
A4 11,7 8,05 9,02 A4 60 57,3 59,5
A5 12 9,3 11,8 A5 55,8 63,9 51,1
A6 9,71 8,91 10,7 A6 63,2 56,2 55,3
A7 9,2 10,7 A7 63,6 57,5
A8 9,43 8,46 A8 60,7 60,2
A9 9,62 11 A9 63 58,7
A10 9,46 11,2 Media 60,57 57,86 56,62
A1l 10,8 10,1 DP 2,56 3,11 3,41
A12 9,04 12 EPM 0,85 1,04 1,39
Media 10,32 10,36 10,72
DP 1,06 1,60 1,06
EPM 0,31 0,46 0,43
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Pancreas
CD3 (%) CD4 (%)
Animal CT ALX STZ Animal CT ALX STZ
Al 4,55* 0,14 0,21 Al 2,15* 0,047 O
A2 4,7* 0,13 0,25 A2 2,2% 0 0
A3 1,53 0,89 0,095 A3 0,9 0,31 0,047
A4 1,53 0,61 0,43 A4 0,6 0,26 0,21
A5 0,32 0,24 2* A5 0,091 0,15 0,67
A6 3,52* 0,19 0,26 A6 2,16* 0,097 0
A7 0,75 0,15 A7 0,4 0,07
A8 0,23 0,32 A8 0,12 0,13
A9 0,38 0,34 A9 0,21 0,2
Media 0,79 0,33 0,25 Media 0,39 0,14 0,15
DP 0,60 0,26 0,12 DP 0,32 0,10 0,27
EPM 0,24 0,09 0,05 EPM 0,13 0,03 0,11
CD8 (%) CD19 (%)
Animal CT A\ ¢ STZ Animal CT ALX STZ
Al 1,9* 0 0,052 Al 0,85 0,23 0,52
A2 2,05 0 0,21 A2 5,15* 0,089 0,46
A3 0,43 0,540* 0,047 A3 1,14 1,12 0,095
Ad 0,67 0,27 0,17 Ad 1,07 0,78 0,6
A5 0,091 0,049 1,000* A5 0,36 0,52 1,93*
A6 1,17* 0,041 0,1 A6 9,03* 0,39 0,1
A7 0,29 0,041 A7 1,57 0,19
A8 0,058 0,12 A8 0,48 0,42
A9 0,11 0,083 A9 0,66 0,48
Media 0,27 0,08 0,12 Media 0,88 0,47 0,36
DP 0,24 0,09 0,07 DP 0,42 0,32 0,24
EPM 0,10( 0,03 0,03 EPM 0,16 0,11 0,11
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Tabelas A7. Valores individuais, média, desvio padrdo (DP), e erro padrdo da média (EPM) referentes

as Figuras 25,26 e 27, das andlises da resposta imunolégica adaptativa in vivo e in vitro, da secao
Resultados.

0 horas (mm)

Pata esq(pbs)

Pata esq(pbs) |Pata dir(OVA] Pata esq(pbs)| Pata dir(OVA) Pata dir(OVA)| Pata esq(pbs) | Pata dir(OVA)
Al 1,59 1,62 1,57 1,59 1,48 1,42 1,55 1,57
A2 1,55 1,56 1,58 1,58 1,48 1,57 1,57 1,53
A3 1,65 1,63 1,53 1,56 1,52 1,46] 1,58 1,54
Ad 1,57 1,55 1,51 1,48 1,54 1,57
A5 1,58 1,57 1,54 1,55 1,55 1,55
A6 1,52 1,55 1,56 1,5
Media 1,60 1,60 1,57 1,57 1,51 1,51 1,56 1,54
DP 0,05] 0,04 0,02 0,02 0,02] 0,06 0,01 0,03]
EPM 0,03 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01

6 horas (mm)

Pata esq(pbs) | Pata dir(OVA) | Pata esq(pbs)| Pata dir(OVA) | Pata esq(pbs)| Pata dir(OVA) | Pata esq(pbs) | Pata dir(OVA)
Al 1,6 1,72 1,62 2,03 1,53 1,8 1,54 1,96
A2 1,58 1,68 1,57 1,95 1,53 1,79 1,57 1,91
A3 1,71 1,71 1,59 1,87 1,51 1,73 1,56 2,07
Ad 1,61 1,87, 1,53 1,71 1,58 2|
A5 1,55 1,84 1,54 1,87 1,54 1,96
A6 1,61 1,83 1,57 1,88
Media 1,63 1,70 1,59 1,91 1,54 1,79 1,56 1,96
DP 0,07 0,02 0,03 0,08 0,03 0,06 0,02 0,07
EPM 0,04 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 0,01 0,03

24 horas (mm)

Pata esq(pbs) [Pata dir(OVA| Pata esq(pbs)| Pata dir(OVA)| Pata esq(pbs)| Pata dir(OVA)| Pata esq(pbs) | Pata dir(OVA)
Al 1,63 1,61 1,6 1,6 1,57 1,5 1,6 1,55
A2 1,58 1,58 1,56 1,54 1,55 1,59 1,62 1,62
A3 1,65 1,67 1,56 1,58 1,54 1,53 1,59 1,6
A4 1,6 1,6 1,51 1,5 1,56 1,66
A5 1,59 1,55 1,53 1,54 1,54 1,58
A6 1,57 1,54 1,51 1,52
Media 1,62 1,62 1,58 1,57 1,55 1,53 1,57 1,59
DP 0,04 0,05 0,02 0,03 0,02 0,03 0,04 0,05
EPM 0,02] 0,03] 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02

Meio (0.D) ConA 0,5(D.0) ConA1(D.0)

Animal CTN (T ALX  STZ Animal CTIN CT  ALX STZ Animal CIN CT ALX  STZ
Al -0,005 0,0086 0,0108 -0,018 Al 0,367 0,7942 0,7778 -0,0178 Al 0,513 0,9465 0,9163 0,5056
A2 0,049 10,0556 0,0112 0,0239 A2 0,749 0,7988 0,7752 0,0239 A2 0,887 0,9654 0,9648 0,8378
A3 -0,023 0,0207 -0,0157 -0,018 A3 0,542 0,8853 0,7041 -0,0184 A3 0,566 0,938 0,8126 0,6829
A4 -0,0148 0,0207 0,0552 A4 0,6895 0,7952 0,0552 A4 0,8485 0,9039 0,7832
A5 -0,0013 0,0426 0,0361 A5 0,7227 0,7351 0,0361 A5 0,863 10,9427 0,8248
A6 0,0022 0,0504 A6 0,7672 0,0504 A6 0,9218 0,7847
Media 0,01 0,01 0,01 0,02 Media | 0,55 0,78 0,76] 0,02 Media | 066 091 091 074
DP 0,04 0,03 002 0,03 DP 0,19 0,08 0,03 0,03 DP 0,200 0,05 005 013
EPM 0,021 0,01 0,01 0,01 EPM 0,11f 0,03 0,01 0,01 EPM 0,12 002 002 0,05




Animal CIN  CT  ALX STZ

Al 0,015 10,0293 0,0318 -0,0477
A2 0,039 0,0889 0,0424 0,0437
A3 -0,016 0,0581 -0,0146 -0,0232

Animals CTN  CT  ALX STZ

Al 0,006 0,0578 0,0334 -0,0394
A2 0,081 10,0181 0,0906 0,0477
A3 -0,017 0,0793 0,0159 0,0047

A4 -0,007 0,0362 0,1744 A4 0,0343 0,0311 0,1316
A5 -0,0089 0,0717 0,0229 A5 0,0529 0,0976 0,0447
A6 0,0464 0,0319 A6 0,0664 0,0335
Media 001 003 004 003 Media 0,02 005 006 0,04
DP 0,03 004 003 0,08 DP 0,05 002 003 0,06
EPM 002 002 001 0,03 EPM 0,03 001 001 0,02

Animal CTN |CT ALX  STZ

Al 0,144 1,275 1,389 1,216
A2 0,011 1,355 1,424 1,259
A3 0,033 1,411 124 1,123

Animal CTN CT  ALX STZ
Al 0,085 0,17 0,134 0,062
A2 0,11 0,744* 0,088 0,074
A3 0,06 0,074 0,047 0,061

A4 1,301 1,402 131 A4 0,106 0,08 0,134
A5 1,1335 1,192 1,386 A5 01 0,101 0,118
A6 1,574 1,476 A6 0,087 0,161
Media 006 1,30 1,37 1,30 |Media | 0,090 0,11 0,09 0,10
DP 0,07 0,10{ 0,14 0,13 |DP 0,03 0,04 0,03 0,04

EPM 0,04 0,05 0,06 0,05

EPM 0,01f 0,021 0,01 0,02
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