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RESUMO

CASAGRANDE, F.B. Insulina modula migracéo celular e a secrecao de citocinas
na vigéncia da infeccdo pulmonar por Paracoccidioides brasiliensis em
camundongos diabéticos e ndo-diabéticos. 127f. Defesa (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Diabetes mellitus (DM) compreende um conjunto de doencas metabdlicas de grande
importancia e incidéncia mundial. Nele, o DM do tipo 1 é caracterizado pela destruicao
de células pancreéticas produtoras de insulina, e dentre seus sintomas, a disfungéo
imunolégica relacionada a falta de insulina foi observada por diversos estudos,
descrevendo pacientes diabéticos como mais susceptiveis a infeccdes e
complicacBes decorrentes destas. Paracoccidioidomicose (PCM) é uma enfermidade
sistémica causada por fungos da espécie Paracoccidioides sp., bastante importante
no Brasil e endémica em toda a América Latina. Este trabalho utiliza um modelo de
caréncia relativa de insulina (DM experimental) para estudar a intervencéo da insulina
em um modelo de micose pulmonar causada por P. brasiliensis, analisando o
processo de migracdo celular (expressdo de moléculas de adesdo por
imunohistoquimica e fendtipo dos leucocitos do pulméo por citometria de fluxo), os
mecanismos moleculares (producao/liberacdo de citocinas por cytometric bead array),
intracelulares (vias de sinalizagdo por Western blot), e a atividade fagocitica e
microbicida dos macrofagos alveolares. Em resultados observamos que, comparados
aos nao-diabéticos, camundongos tornados diabéticos apresentam maior
susceptibilidade evidenciada por menor atividade fagocitica e reduzidas secrecdes de
interferon-y e de interleucina-12 na fase inicial da inflamacéo, que leva a uma resposta
menos efetiva com menor expressdo de molécula de adeséo de células vasculares,
reduzidas populagdes de linfocitos TCD4+, TCD8+, células natural killer, culminando
em inflamacgé&o cronica resultante da proliferagcdo aumentada do fungo nos pulmdes
(aumento de interferon-y e fator necrético tumoral-a). Vemos ainda que o tratamento
de insulina em animais diabéticos restaurou as secre¢bes de citocinas pro-
inflamatoérias e a atividade fagocitica de macréfagos em 24 horas de infecgéo, e
aumentou a celularidade, a expressao de moléculas de adeséao de células vasculares-
1 e restaurou as populacdes de linfocitos B, de células natural killer e de células
coestimuladas por CD80, além de reduzir a inflamacdo crénica no pulméo. Estes
dados em conjunto nos permitem inferir que a insulina modulou o ambiente
inflamatorio de animais tornados diabéticos de formas diferentes em estagios iniciais
e tardios da infeccéo pelo isolado Pb18 do Paracoccidioides brasiliensis.

Palavras chave: Diabetes mellitus, insulina, paracoccidioidomicose, citocinas,
migracao celular.



ABSTRACT

CASAGRANDE, F.B. Insulin modulates cell migration and cytokines secretion
during pulmonary infection caused by Paracoccidioides brasiliensis in diabetic
and non-diabetic mice. 127p. Defense (PhD) — School of Pharmaceutical Sciences,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Diabetes mellitus comprehends a group of metabolic diseases of great importance and
incidence worldwide. Type 1 diabetes mellitus is characterized by destruction of insulin
producing-pancreatic cells and, among its symptoms, an impaired immunological
function has been observed in many studies having diabetic patients described as
more susceptible to infections and complications resulted of them.
Paracoccidioidomycosis is a systemic disease caused by fungi of Paracoccidioides
spp., also of great importance in Brazil and endemic in the whole Latin America. This
work uses a model of experimental TLDM to investigate the intervention of insulin in a
model of murine PCM induced by Paracoccidioides brasiliensis, analyzing the process
of cell migration (adhesion molecules expression, leukocyte phenotyping), molecular
mechanisms (production and secretion of cytokines), intracellular mechanisms
(signaling pathways) and phagocytic and microbicidal activities in alveolar
macrophages. In results, compared to controls, we observed higher susceptibility in
diabetic mice to PCM, evidenced by reduced phagocytic activity and reduced levels of
interferon-y and interleukin-12 on initial stages of infection, and a less effective
inflammation with lesser expression of adhesion molecules, reduced migration of
TCD4+, TCD8+, NK cells and B lymphocytes, resulting in chronic inflammation caused
by higher fungal proliferation in lungs (higher interferon-y and tumours necrosis factor-
a levels). In addition, we saw treatment with insulin in diabetic animals restored
secretion of pro-inflammatory cytokines and phagocytic activity on early stages and
allowed higher cellularity, higher expression of vascular cells adhesion molecule-1 and
restored populations of B lymphocytes, NK cells and the expression of costimularoty
molecule CD80, also reducing the chronic inflammation in lungs. Taken together, these
data lead us to suggest insulin modulated the inflammatory microenvironment in lungs of
mice rendered diabetic, in different forms on earlier and later stages of an infection by Pb18
isolate.

Keywords: Diabetes mellitus, insulin, paracoccidioidomycosis, cytokines, cell
migration.
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1. INTRODUCAO

1.1 Conceitos gerais sobre diabetes mellitus

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) preconiza o diabetes como um grupo
de doencas metabdlicas resultantes da deficiéncia na secrecdo e/ou na acdo da
insulina (SBD 2017-2018). A falta da insulina ou a reduzida capacidade de resposta
das células do organismo a mesma tém como consequéncia a hiperglicemia
persistente que € a principal caracteristica da doenca e que, se ndo observada e
tratada em longo prazo, pode causar dano a diversos 6rgaos e sistemas. Tendo em
vista a importancia e a prevaléncia das complicacdes em longo prazo associadas ao
desequilibrio metabdlico causado por ele, o diabetes € considerado uma doenca
crbnica complexa que requer tratamento e assisténcia médica continua, além de
mobilizacdo de politicas sociais de prevencéo e diagndstico.

A classificacdo do diabetes, assim como suas diretrizes de diagndéstico, vem
sendo alvo de constantes debates e revisdes ao longo das décadas. No entanto, a
classificacdo adotada pela SBD atualmente esta de acordo com a proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude e € amplamente aceita, categorizando o diabetes de
acordo com a etiologia da doenca, e ndo do tratamento recebido pelo paciente. Temos
entdo o diabetes dividido em quatro categorias (SBD 2017-2018):

e O diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) esta diretamente relacionado a
deficiéncia relativa de insulina causada pela destruicéo, frequentemente
autoimune, das células B-pancreaticas responsaveis pela producéo e
secrecdo do hormonio;

e O diabetes mellitus do tipo 2, de etiologia complexa e multifatorial, onde
a hiperglicemia ocorre concomitantemente ao aumento da resisténcia
dos tecidos periféricos a acao da insulina e em longo prazo diferentes
graus de reducdo da secrecdo da insulina pelo péancreas.
Frequentemente associado ao excesso de peso e outros componentes

da sindrome metabdlica;
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e Diabetes gestacional, quando a hiperinsulinemia compensatoria em
resposta as enzimas placentarias que degradam a insulina durante a
gravidez resulta no desenvolvimento de resisténcia a insulina, podendo
evoluir para intolerancia a carboidratos.

e Outros tipos: casos menos comuns de diabetes, de manifestacao clinica
amplamente variada. A classe compreende, por exemplo, casos
monogénicos de diabetes onde mutagdo em um Unico gene autossémico
€ responséavel pela manifestacéo clinica do diabetes, diferente dos DM
1 e 2 onde ha contribuicdo de multiplos genes e fatores ambientais, e
casos secundarios de diabetes onde a doenca surge como complicacdes
de outras patologias, doencas no pancreas e uso de farmacos (SBD 201-
2018).

1.1.1 Epidemiologia do diabetes mellitus

Diabetes mellitus é um importante e crescente problema de salude que
transcende fronteiras e diz respeito a todos os paises, independente de seu nivel de
desenvolvimento. De acordo com a OMS, o DM ocupa o terceiro lugar em causas de
mortes prematuras por doencgas néo contagiosas, superada apenas por fatores como
hipertensao arterial sistémica e doencas resultantes do uso de tabaco (WHO, 2016).

A Federacéo Internacional do Diabetes (International Diabetes Federation, IDF)
estimava que, em 2019, o mundo contava com cerca de 463 milhdes de pacientes
diabéticos, em um total de aproximadamente 8,8% dos adultos entre 20 e 79 anos,
sendo que destes 32 milhfes estejam na América do Sul.

Se as tendéncias se provarem verdadeiras, estima-se que em 2045 haja um
aumento de 51% na populacdo mundial de diabéticos, ou seja, teremos 700 milhdes
de pacientes diabéticos entre as idades de 20 e 79 anos (Figura 1; IDF, 2019). Este
aumento deve ser ainda mais acentuado na América do Sul (55%), onde deveremos
contar com cerca de 42 milhdes de diabéticos em 2045 (Figura 1; IDF, 2019).

Diversas justificativas foram listadas para o aumento do niumero de pacientes

portadores do DM, entre elas o crescimento e envelhecimento populacional e o
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aumento da sobrevida dos pacientes diabéticos, mas fatores como aumento da

frequéncia do estilo de vida sedentario e da obesidade também possuem efeito

importante na ascensao da doenca (SBD 2017-2018).

Number of adults (20-79 years) with diabetes worldwide

North America & WORLD
Caribbean
€53 63milion A\ 379, EX3 700 million ¢ 9
E7) 56 million T increase ™ EED 578 million 2 Eg;e/:se
€250 48 million H
EI 463 million ¢
Europe
68 million o,
South & Central America €5 66 million T i}ge{”se
€59 49 million T B5% €15 59 million
40 million ane
£250 32 million
4
Africa Middle East & North Africa South-East Asia Western Pacific
€25 47 million 1\ 143% £ 108 million /]\ 06% €5 153 million T 74% €253 212 million /[\ 21%
€110 29 million increase 76 million Increase €570 115 million Increase €3 197 million ! increase
19 million £33 55 million 1% 88 million €250 163 million

Figura 1. Estimativa global e regional de adultos diabéticos em 2017 e 2045.
Fonte: IDF Diabetes Atlas, 2019.

Neste contexto, o Brasil atualmente ocupa o quinto lugar no ranking dos paises

com maior nimero de pacientes portadores do DM entre 20 e 79 anos, contando com

em torno de 21,5 milhdes de diabéticos. Ainda, ocupa o sexto lugar entre os paises

com o maior nimero de casos nao diagnosticados: estima-se que 46% dos casos de

diabetes no Brasil ndo tenham sido diagnosticados, traduzindo-se em cerca de 7,7

milhdes de pacientes diabéticos que ndo recebem devida orientagéo e tratamento por

nao terem sido diagnosticados (IDF, 2019). Estes dados e rankings do IDF podem ser

observados na Figura 2.
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2019 Estimativa de casos nao diagnosticados
i o N° de y P, N° de
Rank Pais/Territério diabéticos Rank Pais/Territério diabéticos
. . : 65,2mi
1 China 140,5mi 1 China (56%)
o . —_ 43,9mi
2 India 101mi 2 India (57%)
3 Estados Unidos da América | 34,4mi 3 Estados Unidos da América 11,8mi
(38,1%)
o . e 8,5mi
4 Paquistao 26,2mi 4 Paquistao (43,8%)
. . - 7,9mi
5 Brasil 21,5mi 5 Indonésia (73,7%)
- . . 7,7mi
6 México 17,2mi 6 Brasil (46%)
L . L. 4.9mi
7 Indonésia 13,7mi 7 | Mexico (38,6%)
. . 4,8mi
8 Alemanha 11,9mi 8 | Egito (54,4%)
] . 4, 7mi
9 Egito 11,4mi 9 Bangladesh (56%)
10 Bangladesh 8,4mi 10 | Alemanha 4.5mi
: (47,6%)

Figura 2. Rankings dos paises com maior nimero de adultos diabéticos e maiores estimativas
de casos nao diagnosticados.
Fonte: modificado de IDF Diabetes Atlas 2019.

A SBD e a associa¢do americana de diabetes recomendam diversos critérios
clinicos para o diagnéstico de DM. Desde 1997, a concentracao de glicose sanguinea
em jejum é considerada o principal exame no diagnostico de DM, e desde 2010
valores acima de 100mg/dL caracterizam o quadro diabético (SBD 2017-2018).
Valores como a glicemia 2 horas apés teste oral de tolerancia a glicose (>200mg/dL) e de
hemoglobina glicada (>6,5%) auxiliam na confirmacéo do diagnéstico (SBD 2017-2018).

O diagnostico precoce e tratamento eficaz do DM séo de extrema importancia,
pois aumentam as chances de prevencdo das complicacbes que frequentemente
acompanham o quadro diabético e sdo danosas ao paciente e custosas ao servico de
saude. Complicacfes de pacientes diabéticos ndo diagnosticados frequentemente exigem
maior dispéndio de dinheiro e recursos publicos quando comparados a diabéticos que

recebem o tratamento e acompanhamento adequados (DALL et al., 2012).
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1.1.2 Diabetes mellitus, insulina e a resposta imunoldgica

O DM possui relacédo direta com efeitos deletérios a qualidade de vida de
pacientes, uma vez que é frequentemente acompanhado por complicacdes
microvasculares geradas por variagdes na osmolaridade e que levam a disfuncéo de
varios érgéaos e sistemas (IMAYAMA et al., 2011).

Entre os sistemas afetados pelo desequilibrio metabdlico causado pelo
diabetes em longo prazo, pode-se citar o sistema imunoldgico. O desenvolvimento de
uma resposta inflamatéria visa recuperar a homeostasia diante reconhecimento de
uma ameaca, ao eliminar o agente lesivo e restituir o tecido lesado (KVIETYS &
GRANGER, 2012). Logo, a inflamacdo compreende alteracbes hemodinamicas e
estruturais nas paredes dos vasos sanguineos levando a formacéo do edema inflamatorio
e a migracado de leucdcitos para o foco da inflamacéo (KUMAR et al., 2010).

O processo inflamatério € controlado por mediadores quimicos com diferentes
caracteristicas e fun¢des dentro da inflamacéo visando regular, por exemplo, o tipo, a
amplitude e a duracéo da resposta inflamatéria (BENSINGER & TONTONOZ, 2008).
Isto ocorre através da ativacdo da expressdo de moléculas de adesdo tanto na
superficie do endotélio quanto na membrana dos leucécitos (MULLER, 2009). E o
caso do fator de necrose tumoral (tumoral necrosis fator; TNF)-a, citocina pro-
inflamato6ria moduladora da permeabilidade vascular, da diferenciacdo e da ativacéo
celular. Outras citocinas como as interleucinas (IL) IL-1a, IL-18 e IL-6 promovem
aumento da expressao de moléculas de adesao e sintese de proteinas de fase aguda,
enquanto citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e o TGF- atuam principalmente na
supresséao da resposta inflamatdria e na reparacéo do tecido (OLIVEIRA et al., 2011).

Diversos estudos relacionam o DM a riscos relacionados resultantes de
alteracdes do sistema imunologico; desse modo, as reac¢fes inflamatérias seriam
menos eficazes e permitiriam a proliferacdo do agente patoldgico ou a progresséo da
doenca, associando pacientes diabéticos a maiores riscos de casos de infec¢des
hospitalares, dos tratos urinario e pulmonar e infec¢des que afetam mucosas e tecidos
moles (JOSHI et al., 1999; PELEG et al., 2006). Destas complicacoes, a sepse é
considerada uma das principais causadoras de mortalidade e morbidade em pacientes
diabéticos (MOUTZORI et al., 2008).
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Dados da literatura apresentam diversas possiveis causa para 0 aumento de
susceptibilidade a infeccGes e agravamento das mesmas. Anjos-Valotta e colabores
observaram em 2006 a reducdo da expressao de moléculas de adesao intercelular 1
(intercellular adhesion molecule-1; ICAM-1) e reducédo dos niveis de TNF-a em ratos
diabéticos estimulados por injecdo de rTNF-a. Niveis reduzidos da IL-18 e menor
migracdo de células fagociticas para focos inflamatérios em animais diabéticos
também foram observados em outros estudos (DE OLIVEIRA MARTINS et al., 2006;
DELAMAIRE et al., 1997).

Tais disparidades na resposta inflamatorias abrangem também as funcfes de
fagdcitos em animais diabéticos. Neutrofilos de ratos diabéticos apresentaram menor
capacidade de fagocitose de leveduras de Candida albicans quando comparados a
animais nao-diabéticos (PANNEERSELVAM & GOVINDASAMY, 2003; FERRACINI
et al., 2010). Também foi observado que leucdcitos de animais diabéticos
apresentavam reduzida atividade fagocitica de particulas de zymozan e baixa
producdo de peroxido de hidrogénio tanto in vivo (ALBA-LOUREIRO et al., 2006)
guanto em cultura (COSTA-ROSA et al., 1996), indicando menor atividade microbicida.

Resultados in vivo observados na literatura vém evidenciando o envolvimento
da caréncia relativa de insulina com a deficiéncia do sistema imunoldgico,
desvinculando tal efeito de um resultado da hiperglicemia observada no quadro de
diabetes: o tratamento de animais diabéticos com insulina restaurou significativamente
alguns dos parametros inflamatérios observados reduzidos devido ao DM. A insulina
restaurou os niveis de TNF-a a moléculas de adesdo em camundongos diabéticos
(ANJOS-VALOTTA et al., 2006), a secrecdo de citocinas (TNF-a, IL-18 e IL-10) e
expressdo de moléculas de adesdo em pulméo e linfonodos mesentéricos de ratos
diabéticos durante inflamagcédo aguda, assim como a migragcdo de leucécitos (DE
OLIVEIRA MARTINS et al., 2006; MARTINS et al., 2009) e as capacidades fagociticas
e microbicidas de fagécitos (ALBA-LOUREIRO et al., 2006; COSTA-ROSA et al., 1996),
entre outras caracteristicas inflamatorias descritas como reduzidas pelos modelos de DM
experimental (SUNAHARA et al., 2014; NOLASCO et al., 2015; FERREIRA et al., 2017).

Por outro lado, resultados in vitro de publicacbes anteriores deste grupo
relacionam a insulina a um papel protetor, reduzindo niveis de TNF-a secretados por

macrofagos alveolares de ratos diabéticos estimulados por lipopolissacarideos (LPS)
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como resultado da modulacéo das cascatas de sinalizacdo das quinases ativadas por
mitose (mitogen-activated protein kinases; MAPK), com reduzida fosforilacdo das
quinases reguladas por sinalizag&o extracelular (extracelular signal-regulated kinases;
ERK), da p38MAPK e da quinase de proteinas C (protein kinase C. PKC)-a (MARTINS
et al., 2008a), resultando em reduzida ativacao inflamatéria da ciclooxigenase-2 e da
enzima oxido nitrico sintase induzida, modulando a inflamac&o como agente protetor
em ambiente de sepse (MARTINS et al., 2008b; TESSARO et al., 2017; TESSARO et
al., 2019; AYALA et al., 2019).

Diante destes dados, faz-se importante um melhor entendimento do efeito da
insulina em diferentes tipos de inflamacdo promovidos pelo sistema imunoldgico
diante variados tipos de agentes etiol6gicos. Para este trabalho, escolheu-se observar

um modelo de inflamag&o crbnica dos pulmoes.

1.2 Paracoccidioides brasiliensis

As micoses sistémicas sado infeccdes de fungos cuja patogenicidade é
geralmente pequena ou intrinseca e se veem aumentadas em pacientes que
apresentem algum grau de comprometimento imunolégico (MAGALHAES et al., 2012;
SHIKANAI-YASUDE et al., 2017).

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por fungos
do género Paracoccidioides sp. Resultados sobre a doenga foram publicados pela
primeira vez em 1908 por Adolpho Lutz no Instituto Bacteriolégico de Séo Paulo, onde
a existéncia de fungos dimorficos distintos do Coccidioides immitis foi encontrada em
lesGes bucais de pacientes (MOREIRA, 2008).

A classificagcéo definitiva e criacdo do género Paracoccidioides dentro do reino
Fungi se deu em 1930 apds estudos comparativos que mostraram indiscutiveis
diferencas entre os granulomas do C. immitis e os encontrados no Brasil e mantendo
a classificagcéo prévia da espécie brasiliensis (ALMEIDA, 1930). Mais recentemente,
dados filogenéticos, caracteristicas morfoloégicas e analises de recombinacao
classificaram a linhagem PbO01-like do P. brasiliensis como uma nova espécie do

fungo, denominada Paracoccidioides lutzii. No entanto, a escassez de estudos
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comparativos entre as variadas formas e manifestacdes clinicas da PCM mascara a
incidéncia real de cada espécie filogenética (HAHN et al., 2014).

P. brasiliensis (Pb) e P. lutzii apresentam dimorfismo termo-dependente,
podendo ser encontrado a temperatura ambiente sob a forma de colénias brancas,
micélios aderentes ao meio (MARQUES, 2003; THEODORO, 2005). Acredita-se que
o fungo nesta forma habite o solo das regides endémicas, embora o isolamento deste
a partir de amostras de solo seja bastante dificil e pouco reprodutivel (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017). Quando cultivado em temperatura mais alta (35°C-37°C),
desenvolve colbnias chamadas cerebriformes de cor creme, visualizadas em microscépio
como células arredondadas cercadas por multiplos brotamentos (MOREIRA, 2008).

Uma vez no pulmdo como resultado da inalagdo dos conideos infectantes, o
fungo sofre os efeitos da temperatura corporal do hospedeiro e, através de processos
enzimaticos, converte-se da forma de micélio infectante para a forma parasitaria de
levedura (RESTREPO et al., 2001; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; Figura 3). Nesta
fase, fatores como a viruléncia da cepa do fungo, a carga fungica do in6culo inalado
e a imunocompeténcia do hospedeiro ditardo o desenvolvimento da infeccdo em
doenca (BENARD et al., 2001; FORTES et al., 2011).

Vérias classificacdes clinicas da PCM foram postuladas através dos anos,
baseadas em diversos critérios. A classificacdo mais aceita € a publicada no
International Colloquium on Paracoccidioidomycosis (FRANCO et al., 1987) e abrange
a amplitude da doenca:

e Forma subclinica: conhecida como PCM-infec¢éo, nesta forma o fungo
foi contido com sucesso por células do sistema imunolégico inato do
hospedeiro, antes ou depois de se multiplicarem no foco de infeccao,
com destruicdo total ou parcial do fungo inalado, muitas vezes

observada em forma assintomatica;
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Figura 3. Ciclo da infec¢éo por P. brasiliensis e P. lutzii.
Fonte: SHIKANAI-YASUDA et al., 2017.

PCM aguda: Normalmente mais grave, ocorre quando as leveduras
contidas no foco primario atravessam as superficies mucocutaneas e
parasita as células epiteliais, podendo assim disseminar-se pela via linfo-
hematogénica e atingir tecidos mais profundos, gerando reacdes
inflamatérias no hospedeiro que levam a formacdo de granulomas que
visam bloquear e restringir a progressao do fungo no hospedeiro.
Dependendo da disseminacdo do fungo, esta forma da doenca pode
evoluir para quadros de hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia e
lesbes cutaneas e nas mucosas;

PCM cronica: compreendendo a maior parte dos casos, resulta da
evolucdo do foco da infeccao inicial ainda contendo fungos viaveis
(chamado lesdes quiescentes) e possui um curso de evolucéo lento,
podendo ocorrer muitos anos apos a infec¢ao inicial e a sintomatologia
pode se prolongar por meses e, em alguns casos, anos. O
comprometimento dos pulmdes esta presente em 90% dos pacientes

desta forma da doenca;
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e Forma residual: manifestacdes clinicas resultantes das cicatrizes e
alteracbes anatdomicas e funcionais mesmo apos tratamento eficaz da
PCM e se manifesta em comprometimento de tecidos como pulmonar,

tegumentar e adrenal.

O fato de a PCM néo ser listada como uma doencga de notificagdo compulsoria
torna dificil a obtencéo de informacgfes acuradas sobre sua prevaléncia, e os calculos
de incidéncia e prevaléncia estdo baseados em registros de surtos e inquéritos
epidemioldgicos. Estima-se que este fungo, e a doenca, estdo restritos a América
Latina e que 80% dos casos sejam registrados no Brasil, onde se estima incidéncia
anual que varia de 0,7 a 3,7 casos por 100 mil habitantes, dependendo da regiao
estudada (MARTINEZ, 2017). E mais prevalente nos estados das regifes Sul e
Sudeste, embora surtos tenham sido registrados em estados mais ao norte, como
Rondonia (VIEIRA et al., 2014). Coutinho e colaboradores constataram em estudo
uma taxa de mortalidade por PCM de 1,45 caso/milhdo de habitantes, sendo a mais
alta causa de morte entre as micoses sistémicas e a oitava maior por doencas
infecciosas e parasitarias (COUTINHO et al., 2002). Mais recentemente, aponta-se a
PCM como responsavel pelo maior nimero de internagBes dentre estas micoses
(COUTINHO et al., 2015).

Embora se distribua uniformemente entre criangas, a doenca tem prevaléncia
diferenciada de acordo com o género do paciente adulto. Estudos demonstraram que
0 acometimento de PCM entre adultos varia entre 10 e 15 casos em homens para
cada caso em mulheres (revisto por SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Estudos mais
antigos associam tal diferenca ao envolvimento do estradiol na conversdo do micélio
em levedura ainda na fase subclinica da doenca (RESTREPO et al., 1984).

Por acometer principalmente homens em idade produtiva e trabalhadores
rurais, a enfermidade causada pela PCM é um sério problema de saude publica, com
grande repercussdo produtiva e econdmica (MOREIRA, 2008), além de ser
responsavel pelo maior nimero de internacdes dentre as micoses sistémicas
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).



28

1.2.1 PCM e resposta imunolégica

A organizagdo de uma resposta inflamatoria contra micoses sistémicas no
hospedeiro € multifatorial e faz uso de mecanismos inatos e adaptativos do sistema
imunologico e a qualidade desta resposta imunologica determinara a severidade e o
curso da doenca (HUFFNAGLE & DEEPE, 2003). Barreiras naturais como pele e
mucosas, componentes do sistema complemento e anticorpos naturais para
opsonizacdo dos patdgenos para fagocitose por macrofagos, neutrofilos e células
dendriticas, sdo exemplos de elementos da imunidade inata (MEDZHITOV &
JANEWAY, 1997; ROMANI, 2011).

Dentre as células, macrofagos desempenham papel destacado tanto na
imunidade inata quanto na adquirida, envolvidos em mecanismos contra infecgbes
fungicas como fagocitose do agente etioldgico e regulacéo e producédo de citocinas,
modulando a resposta inflamatéria (SMITH et al., 1990; LOUIE et al., 1994). Embora
macréfagos também sejam pecas importantes na apresentacao antigénica para a
producéo e secre¢éo de anticorpos, sabe-se que sua principal contribuicdo em casos
de infec¢éo fangica é a fagocitose e destruicdo destes organismos (ROMANI, 2011).

A defesa a infeccdo do Pb ocorre de maneira semelhante: apos inalacdo do inoculo,
células dendriticas e macréfagos alveolares (MA) residentes entram em contato com as
leveduras, tendo suas participacdes induzidas tanto pelo fungo quando pelas citocinas
produzidas durante sua interagéo (CAVASSANI, 2011; KASHINO et al., 2000).

Uma resposta imunoldégica eficaz de perfil T helper (Th) do tipo 1, com secrec¢ao
de citocinas ativadoras de macroéfagos e linfocitos T (IFN-y, IL-12, TNF-a), resulta em
rapido controle da replicacdo do fungo e € comumente observada em individuos onde
a infeccéao foi controlada ainda na fase subclinica, ou seja, sem desenvolver a doenca
(BENARD et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002). De modo semelhante, em individuos
cuja infeccdo evoluiu para a doenca crbnica foi observado uma resposta Thl
deficiente e evolucao para o padrdao Th2 (IL-4, IL-13) gradativa juntamente a doenca
(CASTRO et al., 2013).

Além de macrofagos, linfocitos TCD4+ e TCD8+ e células natural killer (NK)

sdo fundamentais para uma resposta imunolégica efetiva contra o Pb, e o sinergismo
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entre citocinas Thl secretadas pelos linfécitos TCD4+ possibilitando a acdo citolitica
do TCD8+ e células NK ¢é o que confere protecdo ao hospedeiro e resulta em menor
disseminagédo do fungo (CALICH & BOLTTA, 2005; CHIARELLA, et al., 2007,
ARRUDA et al., 2007).

Entre os receptores presentes na membrana celular de células fagociticas
capazes de interagir com as moléculas de superficie do fungo, destacam-se os
receptores semelhantes a Toll (Toll-like Receptors; TLR), capazes de reconhecer
porcdes moleculares de patdgenos e produzirem sinais que ativam os eventos da
resposta imunoldgica inata visando a destruicdo do agente (HERTZOG, 2008). No
entanto, modelos experimentais descrevem o uso do TLR-2 do hospedeiro pelo Pb
como um mecanismo de escape para penetrar os macréfagos do hospedeiro e
garantir sua sobrevivéncia (CALICH et al., 2008).

Uma modulacado apropriada da resposta imunoldgica resulta na resolucédo do
foco primario da inflamacdo, enquanto uma resposta inapropriada ou debilitada
frequentemente leva a complicacdes relacionadas a inflamacéo crbnica. Por este

motivo, é extremamente importante o estudo da regulacéo da sinalizagc&o inflamatéria.

1.3 Modelos experimentais de DM e PCM

O desenvolvimento de modelos para inducdo experimental de DM é de
fundamental importancia para melhor compreensédo de sua patogénese e de seus
efeitos sobre o organismo. Como vantagens da utilizacdo de estudos experimentais
realizados em animais, pode-se citar a eliminacdo de fatores que de outro modo
limitariam fortemente os estudos clinicos, como, por exemplo, as variaveis étnicas,
geograficas, sociais, dietéticas e diferencas de género e idade (KUMAR et al., 2012).

Sao diversos os modelos animais desenvolvidos e padronizados para o estudo
do diabetes. Entre eles, o uso de camundongos apresenta diversas vantagens:
tamanho reduzido que permite o trabalho com diversos grupos simultaneamente sem
a utilizacdo de grandes espacos e reduzidos gastos com o projeto. No mais, tanto
ratos quanto camundongos apresentam Vvarias caracteristicas clinicas,
histopatolégicas e laboratoriais semelhantes as do ser humano diabético, além de

fatores comportamentais frequentemente observados em humanos diabéticos, como
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a polidipsia, polifagia e aumentos nos débitos urinarios, além de alteracbes na
pelagem e queda dos pelos (LERCO et al., 2003; MORDES et al., 2004).

Varias técnicas de inducao laboratorial de DM1 ja foram descritas em literatura,
desde manipulacdo genética até remocdo cirargica total ou parcial das massas de
células B ou a sua destruicdo quimica por agentes farmacoldgicos. O uso de aloxana
e estreptozotocina, ambos analogos citotoxicos da glicose e seletivos para as células
B pancreaticas, se mostra bastante conveniente por exibir todos 0s eventos
bioquimicos, morfolégicos e hormonais relacionados a indu¢cdo do estado
diabetogénico (LERCO et al., 2003; SZKUDELSKI, 2001), portanto sdo vastamente
utilizados para investigacdes experimentais do DM.

A aloxana (2,4,5,6-tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) € um derivado sintético de
pirimidina originalmente sintetizada em 1838. Dunn e McLetchie demonstraram em
1943 a capacidade da aloxana de induzir diabetes em ratos através da necrose de
células produtoras de insulina. Desde entdo a aloxana vem sendo amplamente
utilizada para inducdo do DM1, tendo sua dose ajustada de acordo com a espécie
animal, assim como seu estado nutricional e a via de administracdo utilizada
(SZKUDELSKI, 2001). A via endovenosa é a mais utilizada devido a maior velocidade
de infusdo da droga por esta via, visto que a aloxana é instavel, contando com meia-
vida de apenas 90 segundos, e efeitos diabetogénicos ndo foram observados em
casos de administragéo pela via oral (MORDES et al., 2004).

A acao citotoxica da aloxana se inicia com o acumulo do farmaco no interior
das células B pancreaticas e € mediada pelas espécies reativas de oxigénio geradas
por este na presenca de tidis intracelulares, causando alteracfes estruturais e
culminando com a morte celular por necrose. Possivelmente devido a diferencas entre
mecanismos de captacao de glicose entre roedores e humanos, efeitos citotéxicos da
aloxana em humanos néo foram observados (ROHILLA & ALI, 2012).

Os mecanismos diabetogénicos da aloxana foram extensivamente estudados e
caracterizados. Lenzen em 2008 descreveu os efeitos diabetogénicos em quatro fases de
acordo com a dose-resposta dos niveis glicémicos em funcéo do tempo de administracao:

e Cerca de 30 minutos apos a inducéo ha hipoglicemia curta resultante de
estimulacdo da secrecéo de insulina causado pela reducéo do consumo

de glicose;
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e Hiperglicemia de cerca de 2-4 horas causada pela inibicdo da secrecao
de insulina pelas células pancreaticas que se apresentam em diversos
estagios de alteragdo morfologica;

e Hipoglicemia grave causada pela liberagdo de granulos de insulina na
corrente sanguinea resultante da destruicdo da membrana celular das
células B. A partir deste estagio, os danos sao irreversiveis;

e Fase de hiperglicemia diabética permanente apods degranulacdo e
destruicdo das células B, observada entre 12 e 48 horas apoés
administracdo. Debris celulares serdo removidos por macréfagos
scavengers nao ativados.

Através de mecanismos semelhantes aos da aloxana, mediados por geracao
de espécies reativas de oxigénio e alquilagdo de estruturas, a estreptozotocina
também é capaz de causar DM1 por necrose de células produtoras de insulina
(LENZEN, 2008). Estudos envolvendo estes farmacos apontaram ambas aloxana e
estreptozotocina como capazes de promover toxicidade em varios tecidos do
organismo; no entanto, a estreptozotocina, mesmo em doses subdiabetogénicas, foi
observada como téxica para orgaos linfoides como bacgo e timo (GAULTON et al.,
1985; WELLHAUSEN, 1986). Estas observacfes pautam a escolha da aloxana como
agente diabetogénico para a realizacdo deste estudo, pois exclui a possivel
interferéncia dos efeitos da estreptozotocina no sistema imunolégico.

O estudo dos fatores patologicos de micoses sistémicas através dos anos
também levou ao estabelecimento de diversos modelos animais. No caso da PCM,
tentativas de isolamento do fungo em animais selvagens e domésticos séo realizadas
para o monitoramento ecoepidemiolégico da presenca do fungo em regides de estudo,
enguanto animais de laboratorio como ratos, camundongos e hamsters séo utilizados
para infeccbes experimentais. A técnica de inducdo experimental de PCM utilizado
neste trabalho segue o modelo previamente estabelecido por Defaveri e
colaboradores em 1982, onde descreveu a injecdo intratraqueal da suspensao de
leveduras do Pb em camundongos para avaliacdo da patogénese e evolucédo da PCM
e a relevancia das respostas celulares e humorais. Em seu estudo, a via intratraqueal
se mostrou mais eficiente do que a via intranasal ao apresentar maior reprodutibilidade

e chegada do fungo nos alvéolos pulmonares (DEFAVERI et al., 1982).
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Com o objetivo de evidenciar a susceptibilidade genética ao Pb, Calich e
colaboradores (1985) conduziram experimentos em grupos isogénicos de nove
linhagens de camundongos. Animais da linhagem B10D2/oSn foram identificados
como mais sensiveis ao Pb, enquanto camundongos A/SN foram consideradosos
mais resistentes. A susceptibilidade da linhagem C57Bl/10 foi determinada como
intermediaria, apresentando média de sobrevivéncia de 149 dias apds a inoculacao
(CALICH et al., 1985). Por este motivo, escolhemos linhagem similar de
camundongos, de modo que a susceptibilidade ou resisténcia genética a infec¢do nao

fosse mais uma variavel a ser considerada no estudo.

1.4 Justificativa

O DM caracteriza uma doenga de imenso impacto mundial no ambito social,
produtivo e econémico. Embora possua uma incidéncia menor que o DM2, o DM1 é
uma doenca de enorme importancia: compreendendo de 7% a 12% do numero total
de pacientes diabéticos, dependendo da regido estudada (IDF, 2017), o DM1 esta
bastante relacionado com as complicacdes em longo prazo associadas ao quadro
diabético (SBD 2017-2018). Entre os tipos de diabetes, é 0 que teve o crescimento de
sua incidéncia mais acentuado, principalmente em criancas e adolescentes, e,
diferente do DM2, estratégias de prevencédo ndo sao viaveis. O Brasil ocupa o 4° lugar
entre os paises com maior numero total de diabéticos no mundo e passa a ocupar 0
3° lugar quando considerados apenas jovens pacientes com DM1 (IDF, 2017). Desse
modo, a importancia de estudos voltados para a elucidacdo dos mecanismos que
regem complicacdes do DM1 é inegéavel.

Estudos de nosso grupo vém mostrando os efeitos observados na auséncia de
insulina que caracteriza do DM1 e na reposicao desta sobre inflamacdes causadas
por diferentes estimulos, como LPS in vitro (MARTINS et al., 2008a; MARTINS et al.,
2008b) e inflamag&do aguda induzida por LPS in vivo (MARTINS et al.,, 2010a;
MARTINS et al., 2010b), peritonite causada por Staphylococcus aureus (DE SOUZA
et al., 2019) e em inflamac&o alérgica de vias aéreas (FERREIRA et al., 2017).

Também de grande importancia, a PCM é endémica em toda a América Latina,

com grande prevaléncia em territério brasileiro. Devido ao alto potencial incapacitante
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e aos indices de mortalidade e debilidade relacionados a ela, representa um
importante problema de Saude Publica no Brasil, com grande potencial de ser
agravado pela debilidade imunolégica ja vista em pacientes do DM1. Portanto, ampliar
0 conhecimento existente sobre a modulacao da resposta imunoldgica e inflamatoria
geradas em resposta a infeccdo por Pb em pacientes DM1 é de fundamental

relevancia cientifica.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da insulina em modelo murino de

de micose pulmonar causada por P. brasiliensis na presenca ou auséncia de diabetes

mellitus, analisando as alteracbes de populacbes de células e 0s mecanismos

moleculares e intracelulares da resposta inflamatéria no pulmdo e a atividade

fagocitica e microbicida dos macréfagos alveolares.

2.1 Objetivos especificos

Para tanto foram avaliados:

a)

b)

d)

e)

f)
9)

niveis séricos de insulina e as concentracdes de citocinas (IL-6, IL-10,
IL-12, TNF-a, IFN-y e MCP-1) e quimiocina (CINC-1) nos homogenatos
de 6rgaos;

fenotipagem de células inflamatérias obtidas de pulméo e baco;
unidades formadoras de colénia do Pb no pulméo;

expresséo total e fosforilacdo das proteinas envolvidas na sinalizacéo
intracelular (p38MAPK, ERK 1 e 2, PKC-a, JNK, pAkt e lkb-a) e
expresséo do receptor TLR-2 em pulmao;

expressdo de RNAm de citocinas de interesse na vigéncia da
inflamacao;

expressao de molécula de adeséo celular nos vasos pulmonares;

indice fagocitico e a atividade microbicida contra P. brasiliensis dos MA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Este estudo utilizou 164 camundongos machos da linhagem C57BL/6, pesando
entre 18 e 22g e entre 5 e 6 semanas de idade, todos procedentes do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Sao Paulo. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA-FCF/USP-512). Estudos
prévios utilizando modelo de diabetes induzido por aloxana e de infeccéo intratraqueal
por Pb foram realizados nesta linhagem, facilitando o entendimento dos resultados
(CASAGRANDE et al., 2018; SILVANA DOS SANTOS et al., 2011).

3.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em seis grupos de acordo com o quadro a seguir:

Descri¢éao

Grupos Dia0 Dia 10 Dias 43-55
ﬁ Controle sham Salina Salina -
—
O . .
P_i Controle Pb Salina P. brasiliensis -
&)
O Controle Pb+i Salina P. brasiliensis Insulina
8 Diabético sham Aloxana Salina -
O
E Diabético Pb Aloxana P. brasiliensis -
m
<
| Diabético Pb+i Aloxana P. brasiliensis Insulina

Figura 4. Quadro de distribuicdo de grupos do experimento. Pb representando Paracoccidioides
brasiliensis e Pb+i representando Paracoccidioides brasiliensis em conjunto com o tratamento de
insulina.
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Os camundongos foram mantidos em biotério acondicionado, em gaiolas
coletivas, contendo no maximo cinco animais ( trés animais, se diabéticos), com ciclo
artificial claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura ambiente constante de 22°C e
com suprimentos de agua e alimento disponiveis ad libitum. ApGs eutanésia e coleta,
as carcacas sao acondicionadas em saco plastico branco leitoso para descarte de lixo
infectado, ndo perfuro cortante. O descarte ocorre segundo as normas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

O protocolo experimental seguindo o0 modelo de indugdo da diabetes e de
infeccdo por Paracoccidioides brasiliensis totaliza 55 dias, de acordo com o0 esquema

na Figura 5:

Dias

_I|| Experimento 24h

Experimento 20d

::::::::::::I Experimento 45d

h 4
Infecgdo
v Paracoccidioides
Indugéo de brasiliensis
DM1 (aloxana, (Pb18,
60mg/kg, i.v.) 1x106¢ells, i.t.) I

Insulina NPH, 1UI/300mg/dL glicemia

Figura 5. Modelo de micose pulmonar em animais diabéticos: Injecdo intratraqueal de P.
brasiliensis.

3.3 Inducgéo de diabetes mellitus

Para indugdo do DM, os animais foram deixados em jejum alimentar de 12
horas, tendo acesso a agua o tempo todo, antes de receberem a injecdo endovenosa
de aloxana (60 mg/kg de animal) dissolvida em solucdo de NaOH 0,9% estéril

(100pL/animal). Este tempo de jejum é necessario para melhor eficiéncia da acéo da
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aloxana, pois tempos menores resultam em morte prematura do animal. Animais dos
grupos controle receberam volume equivalente de solucdo salina, pela mesma via
(SPILLER et. al., 2012; BELLA et al., 2017).

A glicemia foi determinada no décimo dia do protocolo com uso de monitor de
glicose (Advantage, Lilly), através de amostras de sangue obtidas da extremidade
distal da cauda dos animais. Somente foram considerados diabéticos animais com

glicemia superior a 300 mg/dL (16,6 mM).

3.4 Cultivo do Paracoccidioides brasiliensis

Neste projeto foi realizado um protocolo de PCM padronizado previamente pelo
laboratério de Micologia do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas, FCF-
USP. Assim, este projeto tem a colaboragéo do Prof. Dr. Sandro Rogério de Almeida.

O isolado virulento Pb18 (KASHINO et al., 2000; SILVANA DOS SANTOS et
al., 2011) do P. brasiliensis foi mantida a 37°C em meio semi-soélido Sabouraud-
dextrose-dgar (MERCK, Alemanha), com repiques semanais. Para manter as
caracteristicas de viruléncia do Pb18, utilizou-se sempre o terceiro repique a partir de
colbnias isoladas em animais.

Para a preparacao do indculo, coldénias de leveduras foram coletadas em 10
mL de solucéo salina tamponada com fosfato (Phosphate-buffered saline; PBS) em
tubo falcon, seguida de vortexacdo por 10 segundos e centrifugacédo por 1 minuto a
3.000 RPM. O sobrenadante contendo células isoladas ou com poucos brotamentos
foi coletado com auxilio de seringa de insulina para outro tubo falcon e posteriormente
realizou-se a filtragem com auxilio do cell strainer 40nm.

A etapa de filtracdo deve ser repetida 3 vezes. Em seguida realizou-se a

padronizacdo dos inéculos através de contador hematimétrico de Neubauer.

3.5 Infecgéao Intratraqueal

Os animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal com cloridrato de
ketamina (90mg/kg) associado ao cloridrato de xilazina (10mg/kg). Apés completo

estado de anestesia evidenciado pela auséncia de resposta a estimulos visuais e
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motores, 0s animais foram imobilizados e infectados por injecdo intratraqueal (i.t.) com
suspensdo contendo 1x10° leveduras viaveis de Pb contidas em 30uL de PBS. Ap6s
inoculacéo, a inciséo foi suturada e os animais colocados sob uma fonte moderada de

calor para controlar a hipotermia transitoria produzida pela anestesia, até acordarem.

3.6. Tratamento com insulina

Animais diabéticos e controle receberam doses de 1UIl de insulina NPH (neural
protamine Hagedorn insulin; NPH, Eli Lilly, Sdo Paulo) para cada 300mg/dL de
glicemia (SPILLER et al., 2012), por via subcutanea, no periodo da tarde (6p.m.),
durante 12 dias antes da eutanasia (DIPETTA et al., 2011).

Os animais eutanasiados 24h apés a infeccao receberam uma dose de insulina
um dia antes da eutanasia. Os niveis glicémicos e insulinémicos foram determinados
antes do tratamento dos animais com insulina e momentos antes da eutanasia
(CASAGRANDE et al., 2018).

3.7 Monitoramento de parametros do DM1

A fim de avaliar os parametros caracteristicos do estabelecimento do modelo
de deficiéncia relativa de insulina, assim como os valores para o calculo da dosagem
de insulina, a concentracédo de glicose no sangue foi aferida por glicosimetro eletrénico
da Accu-check com sangue total obtido de punc¢ao da ponta das caudas dos animais.

A variacdo de massa corporea foi avaliada em balanca (Adventurer Pro, Ohaus
Corporation, USA). As pesagens foram realizadas nos dias zero, antes do jejum, no
10° dia apés a inducao de diabetes e no 55° dia (45 dias apés da inducao da infeccéo
por Pb). Resultados obtidos subtraindo-se o peso inicial dos camundongos do peso
final.

Os consumos de agua e ragdo foram determinados pelas variagdes de peso e
volume de ragéo e agua, respectivamente, divididas pela quantidade de animais nas

gaiolas por dia de avaliacao.
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3.8 Eutanasia e coleta dos 6rgéaos

Eutandsia dos animais foi realizada por overdose de anestésicos seguida por
hipovolemia causada pela coleta do sangue arterial.

Em fluxo laminar limpo, foi realizada a coleta anti-séptica dos pulmdes, bacos,
figado e sangue dos animais com materiais estéreis. Fragmentos correspondentes
dos orgdos foram acondicionados apropriadamente e, no futuro, destinados aos
preparos de amostras para diferentes analises.

3.9 Determinacéao do CFU tecidual

Fragmentos de pulm&o de cada animal foram macerados em 1mL de PBS
estéril gelado.

O sobrenadante do macerado (100pL) foi plagueado em meio semi-solido BHI
(Brain Heart Infusion — KASV) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB;
Vitrocell). As placas foram incubadas em estufa a 37°C e contagem das colonias foi
realizada apos duas semanas de incubacdo. Resultados das médias das duplicatas

sdo expressos em log.

3.10 Determinacao da expressao de moléculas de superficie

Para a analise do perfil de populacdes leucocitarias no pulméo, os macerados
obtidos de bacos e pulmdes passaram por cell strainer (70nm) e o filtrado foi
centrifugado. O pellet formado foi ressuspenso em PBS suplementado com 5% de
SFB. A lise das hemacias foi realizada apos centrifugacdo com a adicdo de 1mL de
agua MiliQ gelada e, depois de rapida agitacdo, adicdo de mais 5mL de PBS+SFB
5%.

Apo6s contagem e padronizacdo das amostras em hemocitdmetro, células foram
marcadas de acordo com a estratégia de leitura e caracterizagao do tipo celular pelas
moléculas de superficie apresentadas. A analise foi realizada por citometria de fluxo
(Fluorescence-activated cell sorting; FACS) a partir da sele¢édo da populacdo de

células que estdo relacionadas com o desenvolvimento da resposta inflamatéria a
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infeccdo sistémica. Para tanto, utilizou-se anticorpos para marcadores de superficie
especificos conjugados a fluorocromos aloficocianina, isotianato de fluoresceina ou
ficoeritrina (allophycocyanin (APC), fluorescein isothiocyanate (FITC) e phycoerythrin
(PE), respectivamente), de acordo com o quadro na Figura 6.

Anticorpo Clone Fluorocromo Empresa
CD4 RM4-4 FITC BD Pharminger (#553055)
CD8a 53-6.7 PE BD Pharminger (#561095)
CD3 17-A2 APC BD Pharminger (#565643)
CD11c N418 FITC ThermoFisher (#11-0114-82)
MHC-II AF6-120.1 APC ThermoFisher (#17-5320-82)
CD80 16-10A1 PE BD Pharminger (#553766)
CD11b M1/70 FITC BD Pharminger (#553310)
GR1 RB6-8C5 APC BD Pharminger (#553129)
F4/80 T45-2342 PE BD Pharminger (#565410)
CD19 MB19.1 APC BD Pharminger (#557655)
NK1.1 1D3 PE BD Pharminger (#557399)

Figura 6. Quadro dos painéis de anticorpos utilizados na FACS.

3.10.1 Estratégia de analise

A estratégia de selecdo das populacdes celulares dos macerados de 6rgéos foi
realizada por citometria de fluxo no aparelho BD FACS Canto Il e a andlise foi
realizada no software FlowJo. Na Figura 7, pode-se obervar o dot plot onde o eixo das
abcissas corresponde ao parametro forward scatter (FSC), ou seja, o tamanho celular,
enguanto o eixo das ordenadas representa side scatter (SSC), a complexidade destas.
Foram circundados os singlets para exclusdo de debris celulares e leituras duplas.
Das células selecionadas, as porcentagens foram obtidas através da fluorescéncia
referente & marcacgéao.

No exemplo a seguir (Figura 7), estuda-se as populacdes de uma amostra de
baco onde a marcacéo por FITC representa a expressao de CD11c, a marcagao por
APC representa a expresséao de MHC-II e a marcacao por PE representa a expresséo
de CD8O.
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Figura 7. Estratégia de selecdo de populacdes de leucécitos por FACS.

3.11 Quantificac&o de citocinas e quimiocina

Os sobrenadantes dos o6rgdos macerados filtrados foram aliquotados e
acondicionados a -80°C até o momento da andlise de citocinas. A concentracdo das
proteinas totais das amostras foi quantificada com uso do kit BCA (bicinchoninic acid,
Pierce, Rockford, IL, USA) de acordo com as especificacbes do fabricante.

As citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, TNF-a, IFN-y e IL-12p70 foram quantificadas
com uso do Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit (BD, Biosciences).
Leituras foram realizadas de acordo com instru¢des do fabricante e a mensuracéao foi
por citometria de fluxo (FACSCanto |, BD Biosciences) e os dados analisados através
do software especificado (BD CBA Software).
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A mensuracdo da quimiocina CINC-1 (cytokine-induced neutrophil
chemoattractant) foi realizada nos sobrenadantes por ensaios de enzima-imunoensaio
(ELISA), utilizando-se kits comerciais (R & D Systems, Inc., Mineapolis, MN, USA).

3.12 Quantificacéo de insulina

A concentracdo sérica de insulina fora determinada em amostras de soro
obtidas por centrifugacéo do sangue coletado pela via intracardiaca e armazenadas a
-70°C. Para a quantificagdo foi utilizado mouse insulin enzyme immunoassay Kit
(SPIbio, Massy Cedex, France) que se baseia na capacidade da insulina ou presentes
nas amostras de soro em competir com a insulina de camundongo ligada a
acetilcolinesterase ou fosfatase alcalina (tracador), pela ligacdo ao anticorpo
especifico (reacao imunoldgica), respectivamente. A leitura foi realizada a 414nm e 0s

resultados foram expressos em pg/mL.

3.13 Analise da expressao de mRNA

Para extracdo do RNA das amostras de pulméo, fragmentos de pulmé&o foram
macerados 1mL de trizol (Invitrogen — CA, USA), incubados a 65°C por 10min e
adicionadas de 200uL de cloroférmio (Synth — SP, Brasil) para extracéo por afinidade
polar.

Apbs agitacdo e incubacao (5 min em temperatura ambiente), amostras foram
centrifugadas a 14000RPM por 15min, de onde o sobrenadante superior contendo o
RNA foi coletado. A precipitacdo foi feita com a adicdo de 500uL de isopropanol
(Sigma — MO, USA). As amostras foram centrifugadas novamente (14000RPM, 5
minutos, 4°C) e o sobrenadante descartado. O pellet formado teve o alcool
remanescente evaporado em temperatura ambiente em fluxo laminar. O pellet
contendo RNA foi ressuspenso em agua DPEC livre de RNAse (Fermentas — Lituania)
e incubado a 60°C por 10 minutos. O tratamento para remog¢&o de DNA gendmico foi
realizado com incubag&o com tampéao contendo cloreto de magnésio, DNAse | e 4gua
DEPC por 1h a 37°C (1pL para cada 10uL da amostra).
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A quantificacdo do RNA foi realizada por NanoDrop (UniSize ND1000), o RNA
lido em absorbéancia de 260nm, e sua integridade foi verificada por eletroforese em gel
de agarose (Amersham Biosciences). Amostras do RNA foram diluidas em tamp&o de
RNA e a corrida eletroforética foi realizada por 20 minutos em 100V.

Em gelo, as amostras para sintese do cDNA foram preparadas (RNA + agua
DEPC + 1uL de OligodT) e calculadas de modo a conter 1200ng de RNA em 12uL. A
preparacao foi incubada a 65°C por 5 minutos. Depois, em cada tubo foi adicionado
4uL do tampéo de reacgdo (concentrado 4x), 1uL do inibidor de RNAse, 2uL de
dNTPmix (10mM) e 1uL de RevertAid M-MuLV RT (200U/uL), totalizando 20uL em
cada tubo. Os tubos foram agitados gentilmente e incubados por 60 minutos a 42°C,
depois 5 minutos a 70°C.

A quantificacdo das expressdes foi realizada por sistema de deteccao de PCR
em tempo real. Em pocos de placas apropriadas, foram adicionados 5uL de SYBR Green
gPCR, 1uL dos primers utilizados, 2uL de agua DEPC e 2L das amostras. Os ciclos
termais foram determinados de acordo com instru¢gées do fabricante. Utilizou-se o
Sistema de PCR em Tempo Real para detectar e quantificar a amplificacdo dos genes
estudados. A expressao relativa foi determinada usando-se o limiar comparativo e a
calculada de acordo como grupo controle (método AACt), e usamos o gene de HPRT como
controle endégeno (SCHMITTGEN et al., 2008).

Os primers, obtidos da empresa Exxtend, foram:

- para il6: 5TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC3 € STTGGTCCTTAGCCACTCCTTC3Z;
- para il10: 5GCTCTTACTGACTGGCATGAGS3 € 5CGCAGCTCTAGGAGCATGTG3;;

- para il4: 5GGTCTCAACCCCCAGCTAGT3 e 5GCCGATGATCTCTCTCAAGTGAT3;
- para stat1:5 GACTTCAGACACAGAAATCAACTC3 e 5TTGACAAAGACCACGCCTTS3;
- para tgfp: SATTGCTTCAGCTCCACACAG3 e 5TGTTGGTTGTAGAGGGCAAGY

- para tnfa; 5CCCTCACACTCAGATCATCTTCT3 e 5GCTACGACGTGGGCTACAGSI;;
-paraill2: 5TGGTTTGCCATCGTTTTGCTG3 e 55ACAGGTGAGGTTCACTGTTTCT3;
- para hprt: 5AGCAGGTCAGCAAAGAACT3’ € 5CCTCATGGACTGATTATGGACAS'.
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3.14 Andlise de molécula de adeséo por imunohistoquimica

Apbs coleta, o lado direito superior do pulméo foi lavado com PBS estéril e
acondicionado imerso em solucdo de 10% de formaldeido para fixacdo, entdo
desidratado em solucfes de concentracdo crescente de etanol (70% a 100%), depois
incluidos em bloco de parafina. Os cortes transversais de 10um de espessura foram
recolhidos e fixados em laminas silanizadas.

Para coloracédo, laminas foram desparafinizadas por dois banhos em xilol (5
minutos cada) e reidratadas em banhos de 3 minutos em concentracdes decrescentes
de etanol (100%, 100%, 95% e 80%).

O procedimento de imunohistoquimica foi realizado com o kit EnVision FLEX+
(K8002, Dako, Dinamarca), seguindo o protocolo e instru¢des do fabricante. Em suma,
laminas com cortes reidratados foram incubadas em tampéao fornecido pelo kit para
recuperacdo dos antigenos dos epitopos, dois minutos em microondas. Apdés
lavagem, cortes foram incubados com tampé&o de bloqueio para peroxidase por 10
minutos. Em seguida, cortes foram incubados por 1 hora em solugéo de BSA (3% em
PBS com 0,3% de TweenZ20) para bloqueio de ligacdes inespecificas. O procedimento
a partir deste ponto ocorre em camara umida.

Em seguida, cortes foram incubados em solucdo de anticorpos anti-VCAM-1
(Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:50), overnight a 4°C. Apés duas lavagens de 3
minutos cada, cortes foram incubados por 1 hora a 37°C em anticorpo secundario
conjugado a HRP (Horseradish Peroxidase).

A expressao de moléculas de adesao foi avaliada pela coloragao resultante da
reacdo da peroxidase presente nos anticorpos secundarios com a 3,3
diaminobenzidina (DAB). Apds lavagens do anticorpo secundario, cortes foram
incubados por 8 minutos com o tampéao contendo o cromogeno.

Laminas foram lavadas, montadas usando resina sintética (Entellan, MERK) e
observadas em microscépio Optico, onde 5 fotos foram tiradas de cada amostra, cada
uma contendo, no minimo, um vaso sanguineo. As fotos foram analisadas com ajuda
do software ImageJ e o resultado expresso de acordo com a densidade do cromégeno
encontrado nas paredes dos vasos (RODRIGUES et al., 2010).
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3.15 Expresséao de proteinas por Western blot

Fragmentos dos pulmdes foram macerados (macerador de tecidos Potter-
Elvhjem) separadamente em tampéao RIPA (300uL de tamp&o/5mg de 6rgao) aditivado
com coquetéis inibidores de fosfatase e protease (Ortovanadato de Sédio 1M, utilizado
1:100 e Pirofosfato de Sdédio 1M, utilizado 1:200), seguido de centrifugacéo
(12000RPM/20minutos). O sobrenadante foi aliquotado e encaminhado para andlise.

Para a expressdo das das moléculas envolvidas na sinalizagdo intracelular
(pP38MAPK, ERK 1 e 2, PKC-a, JNK, pAkt e Ikb-a) e a expressao do receptor TLR-2
no pulmao, os ensaios foram realizados por eletroforese em gel de policrilamida a 10%
na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 1%, conforme orientacdo do
fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As amostras foi adicionado tamp&o Tris-
HCI 62,5 M, contendo glicerol 10%; SDS 2%; B-mercaptoetanol 5% e azul de
bromofenol 0,001%. Estas foram incubadas em agua fervente por 5 min e, aliquotas
de 25 uL, aplicadas no gel de policrilamida-SDS. A separacdo das proteinas foi feita
em cuba de eletroforese (tampéao de corrida: Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,5%)
a 125V por aproximadamente 90 minutos. Solucdo padrdo de proteinas (Spectra
multicolor Broad Range Protein Ladder, ThermoFisher) foi usada como referéncia do
peso molecular. As proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose utilizando-se o tampé&o de transferéncia (Tris 25 mM; glicina 192 mM;
SDS 0,1%; metanol 20%), a 155 mA (50V) durante 1hora.

Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi colocada em solucéo de leite
desnatado (5%) em tampao Tris-salina com 0,1% de Tween20 (TBST) durante 1 hora
para minimizar as ligacdes especificas, incubadas com anticorpo primario durante 15-
18 horas, sob agitacdo a temperatura ambiente, e com anticorpo secundario durante
2 horas. Previamente a cada etapa de incubacdo a membrana foi lavada com TBST
durante 5 minutos por 3 vezes consecutivas. A revelacéo foi realizada utilizando ECL
(enhanced chemiluminescence - ECL; Amersham, Arlington Heights, IL). Nas mesmas
membranas foram realizadas determinacdo das proteinas constitutivas B-actina e
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como controles de corrida e

transferéncia. A relacéo dos anticorpos utilizados se encontra na Figura 8.
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As densidades relativas das bandas foram determinadas por meio de analise

densitométrica utilizando o software ImageStudio (AYALA et al., 2019).

Anticorpo Empresa Diluigdo
PKC-a-B8 Cell Signaling (#2056) 1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20
p38 MAPK Cell Signaling (#9212) 1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20
p-p38 MAPK Cell Signaling (#4511) 1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20

ERK1/2 (p42/p4d)

Cell Signaling (#9102)

1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20

p-ERK Y2 Cell Signaling (#9101) 1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20
ikB-a Cell Signaling (#9242) 1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20
pAkt (Sr473) Cell Signaling (#4060) 1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20
JNK Cell Signaling (#9252) 1:1000 em TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20
TLR-2 Cell Signaling (#13744) 1:1000 em TBS, 5% leite em p6 desnatado,

0,1% Tween20

Anti-Rabbit HRP

Sigma-Aldrich (#A0545)

1:80000 em TBS, 5% leite em p6 desnatado,
0,1% Tween20

B-actina

Sigma-Aldrich (#A5316)

1:40000 em TBS, 5% leite em p6 desnatado,
0,1% Tween20

GAPDH

Sigma-Aldrich (#G9545)

1:50000 em TBS, 5% leite em p6 desnatado,
0,1% Tween20

Figura 8. Quadro de anticorpos utilizados para analises por Western blot.

3.16 Obtencao dos macrofagos alveolares e cultura

Os macroéfagos alveolares foram obtidos por lavagem broncoalveolar ex vivo

conforme descrito anteriormente (SEREZANI et al., 2005), centrifugados

a

259xG/10min e ressuspensos em meio RPMI-1640. Volumes do lavado contendo

5x10° MA foram distribuidos sobre laminulas em placas de 24 pocos e incubados em

estufa a 37°C, 5% CO:2 para adesao. Apos uma hora, as laminulas foram lavadas trés

vezes com PBS pré-aquecido e incubadas com meio RPMI-1640 + SFB 2% em estufa
37°C, 5% COz2 por 18h.
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3.17 Ensaio de atividade fagocitica

Os macrofagos em cultura foram lavados para remover as células ndo aderidas
e cultivados com meio de cultura RPMI contendo SFB 10%, 100 pg/mL penicilina, 100
ug/mL gentamicina e 100pug/mL estreptomicina na presenca ou na auséncia de
insulina (insulina de pancreas bovino, 0,005% em meio; Sigma) (FERRACINI et al.,
2010).

Para o ensaio fagocitico, a cultura foi infectada com células de levedura Pb18 a uma
proporcao de macréfagos / levedura de 1:1. A cultura infectada foi mantida por 4, 12 e 24h
a 37°C em 5% CO:2 para permitir a adesdo e a ingestdo do fungo. O sobrenadante foi
removido com lavagem como PBS para remover leveduras nao fagocitadas e as laminulas
foram coletadas e coradas em corante Hema 3 (fixador, hematoxilina e eosina) e fixadas
em laminas para contagem de leveduras fagocitadas em microscépio, onde cada poco teve
300 macréfagos analisados. O indice fagocitico foi calculado de acordo com a seguinte
formula: (IF = (n° de leveduras internalizadas / n° de macrofagos) x 100) (PANG et al.,
2013).

3.18 Ensaio de atividade e fungicida

Macrofagos alveolares em cultura (RPMI + soro fetal bovino + penicilina +
gentamicina + estreptomicina com ou sem insulina) foram infectados por suspensao
de leveduras de Pb18 na proporgcédo de 1:1 e incubados a 37°C em 5% CO:2 para
permitir a adesdo e a ingestdo do fungo. Apds 4, 12 ou 24 horas de interacdo, as
células foram lavadas para remover as leveduras ndo aderidas e os macrofagos foram
lisados com o uso de 200uL de solugéo de 0,1% de Triton em PBS gelado seguido de
agitacdo. O lisado de células foi coletado e adicionado a placas de meio BHI. Apds
duas semanas de incubagdo em estufa a 37°C, as colénias foram contadas (DE
SOUZA et al., 2019).
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3.19 Analise estatistica

Os resultados serdo avaliados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer ou teste nao-paramétrico de

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

4.1 Caracterizacdo do modelo de DM1

4.1.1 Variacdo de massa corpérea e glicemia

A caracterizacdo do modelo de DM1 induzido por aloxana é representada por
resultados da variacdo de massa corporea e glicemia entre o dia da inducédo e o dia

da comprovacédo do DM e sdo mostrados pelas Tabelas 1 e 2.

Pode-se observar o estabelecimento dos sintomas clinicos do DM causado pelo
modelo experimental. Apos 10 dias, animais submetidos a injecdo de aloxana
apresentaram aumento em sua concentracdo de glicose sanguinea, enquanto

reducdo no ganho de peso quando comparados aos animais de grupos controle.

No término do protocolo experimental, 45 dias ap0és a infeccdo pelo fungo (55
dias apos administracdo de aloxana), a mensura¢do do peso mostra que 0s animais
de grupos diabéticos ganharam menos peso que animais do grupo controle (Tabela
2). Vé-se também que a infec¢do pelo fungo ndo apresentou modificacdes neste
parametro, embora o tratamento com insulina tenha permitido que animais tratados
tivessem um ganho maior de peso durante o periodo de tratamento (Tabela 2). No
gue diz respeito a glicemia, a infec¢éo pelo Pb seguida pelo periodo de incubacéo nao
alterou os niveis glicémicos de animais controles ou diabéticos no decorrer dos 45
dias. Animais diabéticos tratados com insulina apresentaram valores de glicemia
menores, embora ndo o suficiente para que sua média fosse levada a normoglicemia

(<300mg/dL em camundongos).

Tais resultados indicam que o modelo de indugao de diabetes por aloxana tem
se mantido de forma eficiente, apresentando resultados de caracterizacédo
corroborantes aos dos obtidos no mestrado e publicados posteriormente
(CASAGRANDE et al., 2018)
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Tabela 1. Determinacéo dos niveis glicémicos.

Animais Glicemia Inicial  Glicemia 10 dias Glicemia 55 dias

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

CS 173 +13 195+ 9 167 £5

CPb 205+8 188 +4 1635

CPb+i 192 + 16 175+ 6 119+ 11

DS 176 £ 4 489 + 18* 506 + 66*

DPb 201 £5 429 + 48 431 + 40°

DPb+i 203+3 490 + 52 266 + 26"

Comparacao entre os grupos do experimento. Valores de glicemia foram obtidos de sangue
coletado da cauda nos dias 10 e 55 apés a inducdo de DM. Os resultados expressam 0s
valores de média + EPM. *p<0,001, estatisticamente diferente do grupo controle. ¢p<0,001
vs Cs; ®p<0,01 vs CPb; mp<0,01 vs Ds; ¥p<0,05 vs DPb.

Tabela 2. Determinacéo da variac&o de peso em 55 dias.

Animais  Peso Inicial Peso 10dias Variacdo de Peso Peso 55dias Variagdo de Peso

(@) (9) 10 dias (9) (9) 55 dias (9)
CS 22,9+0,9 25,0 0,5 2,1+04 207+12 6,8+0,8
CPb 22,6 +0,3 24,4 +0,5 1,8+0,3 29,0 £0,7 6,4+ 1,0
CPb+i 23,2+0,8 251+1,0 1,9+0,6 28,8+ 1,1 57+0,8
DS 24,7 +0,4 25,1 +0,7 0,5+0,3* 278+13 3,1+1,5*
DPb 24,7 +0,4 24,7+0,5 01+0,4 27,3+0,8 2,8 & 1,2%kkk
DPb+i 23,7+0,3 24,8+0,3 1,1+0,3 29,0 +0,6 54+0,5

O DM foi induzido pela injecéo de aloxana (60mg/kg, i.v.) 10 dias antes da injecéo i.t. de Pb18. Os
grupos CPb+i e DPb+i receberam insulina por via subcutanea diariamente durante 12 dias antes da
coleta. Foram utilizados 5 animais em cada grupo. Os valores de peso foram mensurados nos dias 10
e 55 do protocolo. Os valores representam a média £ EPM. *p<0,05 vs Cs; **p<0,05 vs Cs; ***p<0,05
vs CPb; #p<0,001 vs Cs.

4.1.2 Tratamento de insulina

Animais diabéticos infectados apresentaram niveis reduzidos de insulina sérica
guando comparados aos controles. O tratamento subcutaneo de insulina por 12 dias

promoveu aumento do horménio na corrente sanguinea dos animais diabéticos.
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Curiosamente, tal aumento ndo foi encontrado em animais ndo-diabéticos que

receberam o tratamento (Figura 9).
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Figura 9. Concentrac8es de insulina em soro: A andlise foi feita em amostras de soro coletadas no
dia 55, 45 dias apo6s a infeccao por Pb18 e apds 12 dias de tratamento com insulina NPH pela via
subcutanea. Foram utilizados de 6 a 4 animais para cada grupo (Ver Apéndice A). Os valores
representam a média da concentragdo de insulina £+ EPM. CPb (Controle + Paracoccidioides
brasiliensis); CPb+i (CPb + insulina); DPb (Diabético + Paracoccidioides brasiliensis); DPb+i (DPb +
insulina). *p<0,05.

4.1.3 Consumo de agua e racao

Para avaliar mais caracteristicas do estado diabético, o consumo médio de
agua e racao dos animais nos dez primeiros dias ap6s inducao da aloxana e nos dez
altimos dias do protocolo. Observamos que animais que receberam aloxana
consumiram mais racao (Figura 10A) e mais agua (Figura 10C) que seus respectivos
controles. Apos 45 dias de incubacdo do fungo (55 dias apos indugdo do DM1),
observamos que o consumo de ragéo se torna mais homogéneo entre 0s grupos, mais

elevado nos animais diabéticos que receberam o tratamento de insulina, enquanto o
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consumo de agua permanece alto em todos os animais dos grupos diabéticos
(Figuras 10B e 10D, respectivamente).
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Figura 10 - Consumo de racéo e agua. Valores foram obtidos pela pesagem e mensuracao de ragdo
e agua ofertadas ad libitum divididas pela quantidade de animais nas gaiolas (A e C: 15 animais por
grupo; B e D: 5 animais por grupo). As mensuragdes foram feitas nos dez primeiros dias apdés inje¢ao
de aloxana (A e C) e nos dez ultimos dias do protocolo (B e D).

4.2 Caracterizagéo da infeccéo — 24h

Em células obtidas do pulmdo na aguda da infeccdo, ndo se observou
diferencas na migragéo de leucocitos para o pulm&o em animais controles infectados
gue receberam o tratamento de insulina (Figura 11A), embora tenha resultado em

maior migracéo de leucdcitos para o pulmao no grupo diabético.
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Quanto a fenotipagem das células encontradas, ndo houve diferencas
significativas entre as populacdes celulares que expressassem 0s marcadores de
membrana analisados (Figuras 11B-E): a presenca do DM1 n&o alterou as
populacdes observadas no pulmé&o durante as 24 horas de infecgcdo no que diz
respeito a fenotipagem destas células, e este aspecto também néo foi modificado pela
dose de insulina.

No perfil de citocinas avaliado com 24 horas de infeccdo, observamos na
Figura 12 que animais diabéticos infectados apresentaram concentragdes reduzidas
de IFN-y e de IL-12 quando comparados aos animais controle infectados. O
tratamento de insulina em animais infectados com o Pb resultou em reduzida
producédo de IFN-y nos animais ndo diabéticos (Figura 12D), ndo afetando as outras
citocinas estudadas. Por outro lado, em animais diabéticos o tratamento com insulina
promoveu maior liberacdo de IL-6, de MCP-1 e de IL-12 (Figuras 12A, 12C e 12E)
guando comparados aos animais diabéticos infectados e de TNF-a quando
comparados aos animais ndo-diabéticos tratados com insulina (Figura 12E).

Pode-se também observar que n&o houve diferenca significativa entre a carga
fungica recuperada de pulmdes de animais diabéticos quando comparados aos
controles, tratados ou ndo com insulina (Figura 13).

Em andlises realizadas no baco, ndo foram observadas alteracdes significativas
nos parametros analisados (Figura 14). O estado diabético ndo alterou as quantidades
e os fendtipos das populacdes de leucdcitos recrutados, embora exista a sugestdo de
aumento nas populacdes GR1+ em animais diabéticos infectados que receberam o

tratamento de insulina, comparados aos animais diabéticos (Figura 14G).
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Figura 11. Caracterizacdo da infeccdo no pulmdo, 24h. Animais foram tornados diabéticos por
injecéo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do
tecido foram obtidas 24 horas apds a inoculagdo. Os valores representam media = EPM. 5 animais
foram utilizados por grupo. Ver Apéndice B. **p<0.01.
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Figura 12. Andlise de citocinas no pulmao, 24h. Animais foram tornados diabéticos por injecéo de
aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do pulmao foram
obtidas 24 horas apés a inoculacéo. Os valores representam media £+ EPM. 5 animais foram utilizados
por grupo. Ver Apéndice C. *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 13. Ensaio de CFU pulmonar, 24h. Animais foram tornados diabéticos por injecéo de aloxana
(60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do tecido foram obtidas
24 horas ap0s a inoculacdo. A contagem das coldnias foi realizada duas semanas ap6s a coleta. Os
valores representam média = EPM. 5 animais foram utilizados por grupo. Ver Apéndice D.
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Figura 14. Caracterizacdo da infec¢cdo no baco, 24h. Animais foram tornados diabéticos por injegdo
de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x108 células, i.t.). Amostras do tecido
foram obtidas 24 horas ap0s a inoculacdo. Os valores representam media + EPM. 5 animais foram

utilizados por grupo. Ver Apéndice E.
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4.3 Caracterizacédo da infeccéo — 20 dias

O estado diabético dos animais infectados ndo promoveu modificagfes na
contagem ou nas expressdes de marcadores por populacdes de células recrutadas
para pulméo no vigésimo dia da infeccdo. Nao se observaram modificacbes nestes
parametros mesmo depois do tratamento com 12 doses de insulina (Figura 15).

Nas citocinas avaliadas, o tratamento de insulina em animais infectados
resultou em reducdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Figura 16B), enquanto nos
grupos diabéticos, tratamento de insulina resultou na reducdo de IFN-y quando
comparado a animais diabéticos sem o tratamento (Figura 16D) e aumento do TNF-
a quando comparado a animais ndo diabéticos submetidos ao mesmo tratamento
(Figura 16E). Nao foram encontradas alteragdes significativas nas secregoes de IL-6,
MCP-1 e IL-12 (Figuras 16A, 16C e 16F).

Em ensaio de CFU, pode-se observar na Figura 17 que pulmdes colhidos de
animais diabéticos apresentam uma tendéncia, ainda que ndo estatisticamente relevante,
de possuir maior carga fungica quando comparados aos seus respectivos controles.

No que diz respeito aos marcadores de membrana celular analisados no baco,
ndo houve modificacbes significativas apresentadas no que diz respeito a
concentracéo ou fendtipos de leucdcitos migrados observados em animais diabéticos
em relagéo aos seus controles infectados. O tratamento com 12 doses de insulina néo

promoveu alteracdes em nenhuma das populac¢des, como observado na Figura 18.
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Figura 15. Caracterizacédo das populac8es leucocitarias no pulmao, 20d. Animais foram tornados
diabéticos por injecdo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.).
Amostras do tecido foram obtidas 20 dias ap6s a inoculacao. Os valores representam média + EPM. 5
animais foram utilizados por grupo. Ver Apéndice F.
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Figura 16. Analise de citocinas do pulmé&o, 20d. Animais foram tornados diabéticos por injecao de
aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do pulméao foram
obtidas 20 dias ap6s a inoculacdo. Os valores representam média + EPM. 5 animais foram utilizados

por grupo. Ver Apéndice G. *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 17. Ensaio de CFU pulmonar, 20d. Animais foram tornados diabéticos por inje¢do de aloxana
(60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do tecido foram obtidas
20 dias ap6s a inoculacdo. A contagem das col6nias foi realizada duas semanas apés a coleta. Os
valores representam média + EPM. 5 animais foram utilizados por grupo. Ver Apéndice H.
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Figura 18. Caracterizacéo das populagdes leucocitérias no baco, 20d. Animais foram tornados
diabéticos por injecdo de aloxana e infectados com P. brasiliensis. Amostras do tecido foram
obtidas 20 dias apds a inoculagdo. Os valores representam média + EPM. 5 animais foram
utilizados por grupo. Ver Apéndice I.
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4.4 Caracterizacédo da infeccéo — 45 dias

A fim de avaliar a inflamagdo em uma etapa mais tardia da PCM, pulmdes e
bacos de camundongos infectados diabéticos e ndo diabéticos, foram coletados
depois de incubacao de 45 dias ap0s a infeccédo. Para avaliar a influéncia da insulina
nesta fase da inflamagé&o, animais receberam o tratamento de 12 doses de insulina,
uma dose ao dia, até a noite anterior ao experimento, conforme descrito.

A Figura 19A nos mostra que, no ponto de 45 dias da infec¢ao, ndo houve
diferencas entre a contagem de leucocitos dos pulmdes diabéticos e o dos nao
diabéticos. Apenas nos animais diabéticos, o tratamento de 12 dias de insulina
promoveu aumento da presenca de leucécitos no pulméao.

Observa-se também que animais diabéticos infectados apresentaram carga
fungica significativamente superior guando comparados aos controles infectados pelo
Pb (Figura 19B), e que o tratamento com insulina ndo modificou este aspecto.

Como se observa na Figura 20, na fase tardia da PCM a presenca de DM1
promove efeitos na resposta inflamatoria encontrada no pulméo. Animais diabéticos e
infectados apresentaram menores populacdes de células marcadas por CD3+CD4+,
CD3+CD8+, CD80+, NK1.1+ e CD19+ quando comparados aos animais controles
infectados. O tratamento de insulina ndo promoveu alteracdes significativas em
animais ndo-diabéticos infectados quando comparados aos controles. Mesmo com o
tratamento, as populacdes de animais diabéticos CD3+CD4+, CD3+CD8+
permaneceram reduzidas quando comparadas aos seus controles. Porém, o
tratamento de 12 doses de insulina foi capaz de reestabelecer a presenga de algumas
populacdes de células no ambiente pulmonar, como CD19+ e CD80+.

Na analise de citocinas em 45 dias de infeccdo, observa-se que ndao houve
alteracdes significativas entre os grupos no que diz respeito as citocinas IL-6, IL-10,
MCP-1 e IL-12 p70 (Figuras 21A-C e 21F). Animais diabéticos infectados
apresentaram, neste estagio, uma inflamacéo acentuada caracterizada por aumento
de IFN-y e TNF-a quando comparados aos controles ndo-diabéticos infectados
(Figuras 21D e 21E, respectivamente). O tratamento com insulina resultou em
acentuada reducéao da inflamacéo, e seus niveis de IFN-y e TNF-a sdo comparaveis

aos dos animais controles infectados (Figuras 21D e 21E, respectivamente).
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Ainda que na fase tardia do acompanhamento da infeccdo por Pb, ndo foi
observada diferenca nas populacdes de células migradas para o baco durante a
infeccdo devido a presenca do estado insulinopénico. O tratamento de insulina também
n&o promoveu alteracdes significativas nos parametros analisados (Figura 22).
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Figura 19. Caracterizacdo da inflamac&o no pulmao, 45d. Animais foram tornados diabéticos por
injecdo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do
tecido foram obtidas 45 dias ap6s a inoculagao. Os valores representam media £+ EPM. 3 a 6 animais
foram utilizados por grupo. Ver Apéndice J. *p<0.05.
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Figura 20. Caracterizacao da inflamacédo no pulméo, 45d. Animais foram tornados diabéticos por
injecdo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do
tecido foram obtidas 45 dias ap6s a inoculagao. Os valores representam media £+ EPM. 3 a 4 animais
foram utilizados por grupo. Ver Apéndice K. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 21. Andlise de citocinas no pulméao, 45d. Animais foram tornados diabéticos por injecédo de
aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras do pulméao foram
obtidas 45 dias ap6és a inoculagdo. Os valores representam media + EPM. 3 a 4 animais foram utilizados
por grupo. Ver Apéndice L. *p<0.05.
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Figura 22. Caracterizagdo da inflamagdo no baco, 45d. Animais foram tornados diabéticos por
injecdo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10% células, i.t.). Amostras do
tecido foram obtidas 45 dias ap0s a inoculacéo. Os valores representam media + EPM. 5 animais foram
utilizados por grupo. Ver Apéndice M.
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4.5 Expressao de molécula de ades&o em pulmao

A fim de melhor entender o mecanismo de migragdo dos leucdcitos para o foco
pulmonar da infeccdo, a molécula de adesdo VCAM-1 foi analisada em cortes de
pulm&o de animais expostos a fase mais tardia da PCM (45 dias).

Pode-se observar na Figura 23 que a infeccado por Pb resultou em maiores
expressdes de VCAM-1 por animais do grupo ndo-diabético quando comparados aos
controles. Nos animais diabéticos, por outro lado, a infec¢cdo ndo causou alteracédo
significativa da expressao da molécula em vasos pulmonares.

O tratamento de 12 doses de insulina ndo alterou de forma significativa este
parametro nos animais nao diabéticos infectados. Observa-se, porém, que a presenca
de insulina resultou em maior expressdo da VCAM-1 (Figura 23).
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Figura 23. Imagens e quantificagdo de VCAM-1 no endotélio vascular de pulm&o. Animais foram tornados
diabéticos por injecdo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10° células, i.t.). Amostras
do tecido foram obtidas 45 dias apds a inoculacao. Figuras representativas (aumento de 20x) de 3-4 animais
por grupo Ver Apéndice N. 5 vasos/animal foram fotografados e analisados, a presenca de imunomarcacao
representada pela coloracdo castanha. (#): vaso sanguineo; seta: endotélio. Os valores do gréafico

representam media = EPM. *p<0.05; ***p<0.001.
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4.6 Expressao de moléculas de sinalizacao intracelular

As moléculas da via de sinalizacdo intracelular resultante da ativacdo do
receptor de insulina foram analisadas pela técnica de Western blotting para melhor
entendimento dos mecanismos da infeccédo pelo Pb em camundongos diabéticos e
ndo-diabéticos e, ainda, a intervencdo de um tratamento de insulina exdgena nestas
alteracgoes.

Em homogenato de pulméo, foram analisadas as seguintes moléculas: p38, P-
p38, ERK (1 e 2), P-ERK (1 e 2), IkB-a, JNK (p54 e p46), pAkt, PKC-a e TLR-2.

A presenca de DM nao causou alteracdes significativas na presenca e nas
fosforilagBes destas moléculas encontradas em homogenato de pulméo (Figura 24),
assim como a infec¢ao por Pb também nao alterou estes parametros.

Por sua vez, o tratamento com 12 doses de insulina resultou em reducao da
fosforilacdo da p42 MAPK em animais nao diabéticos e infectados (Figura 24B), assim
como maior expressao relativa de 1kB-a e da molécula p46 do conjunto das JNK,
também apenas em animais ndo diabéticos (Figuras 24D e 24F).

O tratamento com insulina ndo modificou estes parametros em animais

diabéticos e infectados.



71

A P-p38/p38 B P-p42/p42 C P-pa4/p4d
1.0 2.04 3.0
0.8 1.6+ 2.4
N

§_ 0.6 2 121 * §_ 1.8+
3 S — 5
3 b -9
- 0.4 T 0.8 & 1.2
o o o

0.2 0.4+ 0.6

0.0- r . 0.0-

Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i

p-pa

P44 - - ———

D ikb-a E JNK p54 F JNK p46
2.0 3.0+ 1.0-
*

1.6 g —_— 2.4 0.8
£ c =
— £ =

7.;, 1.2 T 1.8 T 06
: 4 4
% o o

2 o8 3 1.2 § 0.4+
x [} -

0.4 0.6 0.2-

0.0- 0.0- 0.0-

Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i

kb-a W - 5, e amssasme o B
B-actin ————-——— B-actin e - S . - - B-actin - - - . -

G TLR-2 H pAkt | PKC-a
0.4 3.0- 3.0-
£ 0.3 = 2 % 2.4-
3 S 18 F 18
@ 0.2 o e
8 2 1.2 & 1.2+
| < <
- (=5
0.11 3
0.6 0.6-
0.0- : 0.0- 0.0-
Cs CPb CPb+ Ds DPb DPbti Cs CPb CPb+ Ds DPb DPbti Cs CPb CPb+ Ds DPb DPbei

TR N o eeeeme=T o, GEeeS e
B-actin St S S e B-aCtin s s s s w— - B-actinius i 4 45 &5 &

Figura 24. Analise de expressdo de moléculas em homogenato de pulméo. Animais foram tornados
diabéticos por injecdo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x10¢ cells i.t.).
Amostras do tecido foram obtidas 55 dias apés a inoculacéo. Os valores representam media + EPM. 5
animais foram utilizados por grupo. Ver Apéndice O. *p<0.05; ***p<0.001.
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4.7 Analises da expresséao relativa de citocinas por PCR

Através de RT-PCR, analisamos a expresséo relativa dos genes codificadores
das principais citocinas envolvidas na intencdo de encontrar fatores pré-transcricionais
afetados pelo modelo.

No momento avaliado, a expressao dos genes codificadores de IL-10, TGF-(3,
Statl, TNF-a e IL-12 n&o foi alterada pelo modelo de DM. A infeccdo por Pb também
nao promoveu alteracdes nestes genes, assim como o tratamento de insulina.

As expressoes de IL-6 e IL-4 ndo foram alteradas pela infeccdo em animais
controles (Figuras 25A e 25C, respectivamente). No entanto, ambas se observam
aumentadas em animais diabéticos infectados. O tratamento com insulina reduziu a
expressao relativa do gene da IL-6 (Figura 25A). Observa-se ainda que animais n&o
diabéticos, infectados e tratados com insulina apresentaram expressées aumentadas
de IL-4 (Figura 25C).
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Figura 25. Analise de expressao relativa de citocinas por PCR. Animais foram tornados diabéticos
por injecdo de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x1086 células i.t.). Amostras do
tecido para extracao do RNA foram obtidas 55 dias ap6s a inoculagdo. Os valores representam media
+ EPM e os valores foram normalizados pela média do grupo controle. 3 a 5 animais foram utilizados
por grupo. Ver Apéndice P. *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001.
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4.8 Analises de quimiocina

Em resultados anteriores a este projeto e referentes a minha tese de mestrado
(CASAGRANDE et al., 2018), este modelo de infeccdo ndo promoveu alteracdes
significativas nas citocinas analisadas em homogenatos de figado e baco.
Quimiocinas foram analisadas para maior entendimento da migracao leucocitaria para
os diferentes sitios inflamatdrios durante a infec¢éo pelo Pb.

Camundongos infectados apresentaram concentracbes elevadas da
guimiocina CINC-1 tanto em homogenatos de figado quanto de baco (Figura 26). A
presenca do diabetes ndo promoveu alteracbes nestas concentracdes, que
permaneceram altas em relacao aos grupos nao infectados.

O tratamento com 12 doses de insulina resultou em menores secre¢des de
CINC-1 observadas em homogenatos de figado e bac¢o tanto de animais diabéticos
guanto dos ndo diabéticos, embora esta reducdo seja estatisticamente relevante

apenas no baco dos grupos nao diabéticos (Figura 26B).
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Figura 26. Analise de CINC-1 em homogenato de figado e bago. Animais foram tornados diabéticos
por injecao de aloxana (60 mg/kg i.v.) e infectados com P. brasiliensis (1x108 células i.t.). Amostras do
tecido foram obtidas 55 dias ap6s a inoculacao. Os valores representam media + EPM. 5 animais foram
utilizados por grupo. Ver Apéndice Q. **p<0.01; ***p<0.001.
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4.9 Atividade fagocitica de macréfagos alveolares

Ensaios in vitro foram realizados para verificar a capacidade fagocitica dos
macrofagos alveolares de animais diabéticos e ndo-diabéticos em culturas infectadas
por leveduras de Pb18 com e sem a presenca de insulina exdégena.

Apbs 4 horas de interacdo, observa-se que macréfagos de animais diabéticos
tiveram reduzido indice fagocitico quando comparados aos nao diabéticos (Figura
27A). Tal resultado é comprovado pela reduzida carga fungica encontrada apos a lise
das células (Figura 27B). A diferenca foi ainda mais significativa apos 12 horas de
interacdo, onde a presenca de insulina no meio de cultura ajudou a recuperar a
capacidade fagocitica dos macrofagos diabéticos. A maior internalizacdo das
leveduras pelos macréfagos diabéticos foi comprovada nos resultados de CFU
(Figura 27D). Em resultados obtidos apos 24 horas de interacdo, vé-se que o indice
fagocitico se manteve reduzido em macréfagos de animais diabéticos, e também que
o tratamento de insulina resultou em maior internalizagéo das leveduras (Figuras 27E
e 27F).
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Figura 27. indice fagocitico e CFU de Fagocitose. Animais foram tornados diabéticos por injecéo de
aloxana (60 mg/kg i.v.) e tiveram seus macréfagos alveolares coletados por lavado broncoalveolar, Em
cultura, macrofagos foram infectados com leveduras do P. brasiliensis em proporcao de 1:1. Laminula
e sobrenadante a ser plaqueado em BHI + 5% SFB foram colhidos 4h, 12h ou 24h de intera¢do. Os
valores representam media + EPM. (A n=4-5; B n=3; C n=6-7; D n=5; E n=5; F n=3) Ver Apéndice R.
*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001.
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5. DISCUSSAO

Em suma, os resultados apresentados neste trabalho sugerem que
camundongos tornados diabéticos tém sua funcdo imunolégica debilitada perante o
estimulo inflamatorio decorrente da infec¢éo por Pb. Tal sugestéo é evidenciada pela
reduzida expressdo de molécula de adesdo (VCAM-1) e menor presenca de
determinadas populacdes de células inflamatérias (CD4+, CD8+, CD80+, NK1.1+ e
CD19+) e um padrao inflamatério debilitado de citocinas no sitio principal da infeccéo
desde o inicio da inflamacédo, gerando eliminacdo menos eficiente do agente
patoldgico no pulméo e resultando em maior carga fungica recuperavel dos pulmdes
de animais diabéticos.

Vimos ainda que o tratamento de insulina em DML1 j& estabelecido tem efeitos
modulatérios sobre alguns aspectos da inflamacéo em animais diabéticos. Nas etapas
iniciais da inflamag&o, o tratamento com insulina resultou em maior aporte de
leucécitos no foco inflamatério, aumentando a secrecéo de IL-6, MCP-1 em animais
diabéticos. Quando administrado em fases crénicas da infeccdo, além de aumentar a
expressao de moléculas de adeséao e a presenca de células no pulméo, o tratamento
também aumentou as populacdes de linfécitos B e células dendriticas no pulméo
(CD19+, CD80+), promovendo também a reducdo da inflamacdo exacerbada
encontrada em animais diabéticos infectados em 45 dias.

O DM compreende um grupo de doencas com grande incidéncia mundial,
dentro do qual o DM1 compreende de 8% a 12% dos casos (IDF, 2017) e tem sua
prevaléncia aumentada em comparacdo ao DM2 (WHO, 2016). Tendo como
caracteristica principal a destruicao irreversivel das células B-pancreaticas produtoras
de insulina, o principal tratamento para o DM envolve a administracdo subcutanea de
insulina exégena (SBD, 2017-2018). A funcéo principal da insulina € a sua acgao
hipoglicemiante, ou seja, € o hormdnio que regula a captacao de moléculas de glicose
pela maioria dos tecidos (ATKINSON et al., 2014). Sem esta regulacdo, a continua
absorcao de glicose pela alimentacao e o reduzido transporte da mesma para dentro
das células culmina com a hiperglicemia que, caracteristica do DM, é base para as

muitas complicacdes do quadro diabético em longo prazo (SBD, 2017-2018).
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Diversos estudos relacionam a caréncia relativa de insulina da DM1 a
disfuncbes na qualidade da resposta imunologica do paciente, com reduzida interacao
leucécito-endotélio e consequente reduzida migracdo de leucdcitos para o foco
inflamatorio (revisto por SUNAHARA et al.,, 2012). Portanto, como portadores de
imunidade menor do que ideal, pacientes diabéticos apresentam maiores riscos de
infeccbes nosocomiais, de tratos respiratorio e urinario (PELEG et al., 2006), de
tecidos cutaneos, 0sseos e doencas fungicas (CAREY et al., 2018). Dados como este
evidenciam a importancia de estudos relacionando o estado insulinopénico e o
comprometimento imunoldgico mediante diferentes estimulos inflamatérios.

O modelo de DM1 experimental escolhido para este trabalho se baseia no efeito
citotéxico da aloxana que causa lesdes irreversiveis nas células B-pancreaticas
através da geracao de espécies reativas de oxigénio (SZKUDELSKI, 2001). A aloxana
foi escolhida devido a toxicidade para células linfoides anteriormente demonstrada
pelo uso de estreptozotocina, outra droga diabetogénica vastamente utilizada
(GAULTON et al., 1985; WELLHAUSEN, 1986). Considerando o objetivo deste
trabalho de avaliar o efeito de insulina na resposta inflamatéria a infec¢éo cronica,
acredita-se que a alteracdo imunoldgica causada pela estreptozotocina ao causar
dano ao timo venha a interferir nos resultados, de modo que a aloxana é melhor
indicada para o estudo. A dose de aloxana para inducdo de DM1 estavel em ratos
Winstar estava padronizada em 42mg/kg de animal (MARTINS, et al., 2010a;
MARTINS, et al., 2010b) ou em 50mg/kg de animal em camundongos da linhagem
C57Bl/6 (SPILLER et al., 2012). Nosso grupo adotou e padronizou a indu¢do de DM1
em camundongos C57BI/6 utilizando a dose de 60mg/kg por via endovenosa
(CASAGRANDE et al., 2018).

Nos presentes experimentos, observa-se que a administracdo endovenosa de
aloxana levou camundongos machos C57BIl/6 a apresentarem caracteristicas ja
consolidadas do DM1: concentragBes plasmaticas de glicose e significativa reducéo
do ganho de massa corporal, além de outros sinais caracteristicos do DM1, como
aumentado consumo de agua e ragdo, aumento no volume urinario observado,
alteracOes na pelagem e relativa apatia quando comparados aos animais dos grupos
nao diabéticos. Tais aspectos permaneceram até o final do periodo de

experimentacdo, seja de 12, 20 ou 55 dias apdés a administracdo da aloxana,
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comprovando a eficiéncia na reproducdo de um modelo de indu¢cdo de DM1 do tipo
idiopatico, ou seja, destruicdo das células pancreaticas sem que haja o inicio e
desenvolvimento de uma resposta auto-imune. Dez dias ap0s a injecdo aloxana,
observou-se elevados niveis de glicose no sangue e reduzido ganho de peso quando
comparados aos animais do grupo controle, caracterizando o sucesso de um modelo
de DM1 em camundongos. Em amostras e medidas obtidas 55 dias ap0s a injecéo da
aloxana (45 dias apoés inoculagéo do fungo), vimos que as caracteristicas do DM1 se
mantiveram estaveis, e é razoavel sugerir que o estado insulinopénico se manteve
durante todo o periodo de incubacédo do fungo, como havia ocorrido em estudo anterior
ja publicado (CASAGRANDE et al., 2018).

Para melhor explicitar a interferéncia da insulina na resposta mediante o
estimulo inflamatorio, utilizamos um modelo de “resgate”, administrando insulina
exdgena em animais diabéticos e ndo diabéticos. Dos tipos de insulina existentes para
tratamento, neste estudo utilizamos a insulina NPH, cuja curva cinética dose-resposta
ja era conhecida neste modelo e possui liberacao prolongada. DiPetta e colaboradores
(2011) e Anjos-Valotta e colaboradores (2006) observaram em seu estudo que, em
modelos murinos, o tratamento com mdltiplas doses de insulina provou ser mais eficaz
para observacéo de seus efeitos sobre inflamacfes cronicas em animais diabéticos.
Neste protocolo, realizamos tratamentos diarios durante 12 dias no inicio da noite
devido aos habitos noturnos e metabolismo mais acelerado dos camundongos. A dose
de insulina injetada em cada camundongo seguiu 0 modelo padronizado de Spiller
(2012) para que o horménio estivesse presente sem que tornasse 0S animais
normoglicémicos. Desse modo, os animais receberam dosagens relativas aos seus
niveis glicémicos e, como conseguinte, a suplementacado de insulina ndo promoveu
efeitos nocivos aos animais ndo diabéticos e ndo houve Obitos relacionados a
hipoglicemia neste trabalho. Nos animais diabéticos, porém, a atividade da insulina foi
mais evidente: niveis de glicose sanguinea de animais tratados com insulina foram
consideravelmente reduzidos, embora os animais mantivessem a hiperglicemia
(glicose > 300mg/dL). Além disso, animais diabéticos que receberam o tratamento
diario de insulina por 12 dias apresentaram significativo aumento no ganho de peso
durante o periodo de tratamento, diferente do que aconteceu com 0s animais

diabéticos nao tratados, com ou sem a infeccdo do fungo. Tal achado nos leva a
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sugerir que a insulina, mesmo quando ndao administrada em quantidade suficiente
para reverter o quadro de hiperglicemia, tem efeitos no metabolismo energético dos
animais diabéticos.

Como descrito anteriormente, animais diabéticos mostraram diferentes
capacidades de promover respostas inflamatérias mediante diferentes estimulos. O
estimulo inflamatério escolhido para este trabalho foi a inflamacdo crénica pelo
Paracoccidioides brasiliensis, fungo endémico em todos os paises da América Latina
e ao qual se atribui a quinta principal causa de morte por infecgcbes nas regides
Sudeste e Sul do Brasil (COUTINHO et al., 2002)

A eficiéncia da resposta do sistema imunoldgico ao agente patologico, assim
como a nhatureza do agente em questéo, sao fatores determinantes da natureza e
severidade da doenca na maior parte das infec¢des fungicas (HUFFNAGLE & DEEPE,
2003; MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; ROMANI, 2011). No caso do Pb, os
mecanismos inatos e o funcionamento adequado de fagdcitos sdo de extrema
importancia para a defesa do hospedeiro (LOUIE et al., 1994; SMITH et al., 1990).
Outro fator importante para o sucesso da infeccdo é o ambiente inflamatério
encontrado pelo fungo no momento da implantacdo deste no tecido pulmonar:
enguanto a resposta inflamatéria inicial ao agente é caracterizada com presenca maior
das citocinas do perfil Thl (IL-12, IFN-y, IL-2), a progressao da doenca € caracterizada
pelo silenciamento deste perfil através de aumento da producéo e secrecao de IL-4,
IL-5 e IL-10, ou seja, promocdo de uma resposta Th2, que ndo sera protetora ao
organismo (BENARD et al., 2001).

A fim de comparar as respostas inflamatérias de animais sadios e diabéticos
contra o Pb, realizamos a injecdo intratraqueal de leveduras suspensas em PBS
conforme descrito anteriormente (DEFAVERI et al., 1982; TABORDA et al., 1998), em
uma concentragdo de 1x108 leveduras em 60uL de PBS (FERREIRA et al., 2007). A
infeccéo foi realizada apds inducao e estabilizacdo do estado diabético para que se
pudesse avaliar o desenvolvimento desta em ambiente insulinopénico, e entdo com
administracdo da insulina. Escolhemos analisar pontos de uma curva cinética da
infec¢@o, nos permitindo acessar os parametros inflamatorios em 24 horas, 20 dias e

45 dias apos a infecgao.
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Apos 10 dias de DM e 24 horas de infeccéo, observa-se reduzida secrecdo de
IFN-y e de IL-12 por animais diabéticos quando comparados a infectados né&o
diabéticos. Sao citocinas bastante caracteristicas da resposta inflamatéria aguda
causada pela infeccdo do Pb, ambas relacionadas a ativacdo dos processos de
fagocitose e destruicdo do fungo (OLIVEIRA et al., 2002). Benard e colaboradores
observaram em 2001 que uma resposta do tipo Thl, rica em IFN-y e IL-12, esta
relacionada com resolu¢cdo da infeccdo ainda em sua fase subclinica, sem o
aparecimento de sintomas, enquanto os trabalhos de Souto e colaboradores (2003)
demonstraram o envolvimento do IFN-y na modulagao do recrutamento de leucécitos
durante uma infec¢cdo por Pb: camundongos deficientes de IFN-y apresentaram
reduzida migracdo de linfocitos e macrofagos para os pulmdes, rendendo-0os mais
susceptiveis a infeccdo (SOUTO et al., 2003). Tristdo e colaboradores descreveram
em 2017 a importancia de presenca de IL-6, assim como de IL-23, para a formacao e
maturacdo de granulomas em estagios iniciais de PCM em camundongos, enquanto
TNF-a é conhecido por seu papel importante como parte importante do mecanismo
de defesa inata em casos de PCM tanto em humanos quanto em camundongos,
promovendo tanto a limitacdo do fungo ao local de inoculacdo pela formacédo de
granulomas quanto estimulando a producéo de outras citocinas inflamatérias (FLORY
et al., 1995; FORTES et al., 2011). Desse modo, pode-se observar que a inflamacao
aguda observada em animais diabéticos foi reduzida e, portanto, menos eficiente
quando comparada a de animais ndo diabéticos. Ao promover uma migracdo maior
de leucécitos para o foco pulmonar e secrecdes aumentadas de IFN-y e IL-12, além
de aumento de IL-6, MCP-1 e TNF-qa, a dose Unica de insulina em animais diabéticos
resultou em uma resposta aguda mais acentuada e possivelmente mais eficiente
contra o Pb18.

Alteracfes nas populacdes celulares ndo foram observadas entre 0s grupos em
24 horas de infec¢cdo. No entanto, quando avaliada ap6s 45 dias de incubagéo,
diferencas maiores foram encontradas envolvendo os fenotipos celulares encontrados
e a expressao de moléculas de adesao por vasos pulmonares. A migragao celular tem
funcd@o extremamente importante na resposta imunolégica, permitindo que leucocitos
deixem os vasos sanguineos em direcdo ao foco inflamatério. Em uma infecg¢éo por

Pb, a presenca de macrofagos e o aporte de células TCD4+, TCD8+ e células NK é
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particularmente importante para conter a proliferacdo do agente etiolégico, assim
limitando a infec¢@o (CALICH & BOLTTA, 2005; CHIARELLA, et al., 2007; ARRUDA
et al., 2007). A importancia da presenca de linfocitos B também foi evidenciada:
camundongos deficientes em linfécitos B apresentaram menor taxa de sobrevivéncia
e maior carga fangica nos pulmdes (TRISTAO et al., 2013). O envolvimento dos
linfécitos B também esta associado ao controle do crescimento do agente patologico
e na organizacdo dos granulomas que os contém em doencas granulomatosas
(VIGNA et al., 2006; TSAI et al., 2006).

No presente trabalho, animais diabéticos apresentaram reduzidas populacdes
de linfocitos TCD4+, TCD8+, linfocitos B, células dendriticas e NK e, talvez
consequentemente, apresentaram cronificacdo da inflamacgéo evidenciada por niveis
aumentados de IFN-y e TNF-a no pulmao acompanhados de maiores cargas fungicas
recuperadas dos pulmdes de animais diabéticos, indicando que o tecido passava, aos
45 dias de infeccdo, por uma inflamacao intensa devido a grande proliferacdo do
fungo. O tratamento com insulina resultou ndo apenas em restabelecimento da
populacdo de linfocitos B, mas também em melhorada capacidade de apresentacéo
de antigenos, evidenciada pelo aumento da expressédo molécula coestimulatéria CD80
por células apresentadoras de antigenos. Como conseguinte, concentracdes das
citocinas pro-inflamatérias IFN-y e TNF-a também foram encontradas reduzidas em
animais diabéticos tratados com insulina.

A fim de estudar mecanismos que elucidassem a variacdo da migracao celular
para o foco pulmonar, analisamos a expressdo de moléculas de adesdo mais
relacionadas a inflamacfes cronicas. Estudos anteriores mostram disfuncfes em
migracdo celular relacionadas a moléculas de adeséo em casos de DM1: Sharma e
colaboradores viram em 2016 que, comparados a controles, pacientes diabéticos
acometidos de retinopatia apresentavam concentracfes aumentadas de TNF-a e
ICAM-1, enquanto diabéticos que sofriam de doencas renais crénicas mostraram
aumento de IL-6, MCP-1 e VCAM-1, ambos estudos indicando maiores expressdes
destas moléculas resultantes de patologias decorrentes do quadro diabético
(SHARMA et al., 2016; TRINANEZ et al., 2012). Por outro lado, reducéo da secre¢éo
de TNF-a e IL-1B, assim como menores expressdes de ICAM-1 em resposta a

estimulos externos por TNF-a recombinante em ratos diabéticos comparados a
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controles (ANJOS-VALOTTA et al., 2006), assim como expressdes de moléculas de
adesdo endotelial produzida por plaguetas (platelet endothelial cell adhesion
molecule; PECAM)-1, ICAM-1 e P-selectina em mesentérios de ratos diabéticos
infectados por Staphylococcus aureus (DE SOUZA et al., 2019). No presente estudo,
vasos pulmonares de animais diabéticos infectados pelo Pbl8 apresentaram
reduzidas expressdes de VCAM-1 em seus endotélios quando comparados aos néo-
diabéticos infectados. O tratamento de doze doses de insulina restaurou esta
expressdo em animais diabéticos, que também mostraram aumento no aporte de
leucdcitos ao pulméo. Por outro lado, o0 aumento significativo de CINC-1 foi observado
em homogenatos de bacos e figados de animais diabéticos e n&o-diabéticos
infectados pelo Pb18. Quimiocinas como o CINC-1 sé&o conhecidas como potentes
mediadores inflamatérios da quimiotaxia de macrofagos e neutrdfilos, guiando-os para
o foco intersticial mediante estimulo por TNF-a (WATANABE et al., 1989; JANG &
RABB, 2015). O tratamento com insulina reduziu a presenca desta quimiocina no bacgo
de animais ndo-diabéticos, mas diferencas nas concentracdes celulares no baco deste
grupo ndo foram observadas.

Buscando compreender o efeito da insulina em fagécitos migrados para o foco
inflamatorio, analisamos a expressdo de moléculas da via de sinalizacdo em
homogenato pulmonar. Proteinas da via de sinalizacdo das MAPK tém participacao
importante na ativacéo e diferenciacdo de linfécitos T (DONG et al., 2002). Estudos
sugerem que a fosforilacdo da ERK esta relacionada com a polarizagcédo de células T
para o perfil Th2 (KLOTZ et al., 1999), enquanto a fosforilacdo da p38 favorece a
polarizacédo para o perfil Th1 (DESBOIS-MOUTHON et al., 1998; CHUANG et al.,
1999). Viardot e colaboradores demonstraram em 2007 que insulina promovia
diferenciacao de linfocitos T para Th2, reduzindo a propor¢ao de células Thl e arazédo
IFN-y/IL-4. Esses resultados foram relacionados a aumento na pERK e reducao da p-
p38 (VIARDOT et al., 2007). No presente trabalho, em amostras de 45 dias ap6s a
infeccdo com Pb18, o tratamento de insulina resultou em reduzida fosforilagdo da
ERK, apenas em animais nao-diabéticos, enquanto a fosforilagdo da p38 foi
encontrada inalterada. No entanto, os outros resultados encontrados n&o corroboram
com uma reducgdo de um perfil Th2: a expressao relativa de IL-4 foi aumentada nos

pulmdes deste grupo, enquanto concentracdes de IFN-y estavam reduzidas.
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Outro fator crucial utilizado pelo organismo em resposta a micoses sistémicas
€ a capacidade de fagocitose e destruicdo do agente etioldgico pelas células do
sistema imunoldgico inato (ROMANI et al., 2011). E o caso da PCM induzida pelo Pb,
pois a resposta Thl, considerada protetora ao hospedeiro em detrimento a
propagacéo da infeccdo, culmina com fagocitose e destruicdo do agente por células
ativadas por IFN-y, TNF-a e IL-12 (BENARD et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002).
Neste trabalho, MA de camundongos diabéticos desafiados com leveduras de Pb18
mostraram atividades fagociticas reduzidas nos trés periodos de interacdo avaliados
(4h, 12h e 24h). Resultados similares foram apresentados por estudos envolvendo
fagécitos de modelos animais de DM1: macréfagos de camundongos diabéticos
apresentaram atividade fagocitica reduzida quando desafiados com Salmonella
typhimurium (KOLEY et al. 2017), assim como neutréfilos de ratos diabéticos foram
menos eficientes contra leveduras de Candida albicans (DE SOUZA FERREIRA et al.,
2012). A disfuncéo fagocitica observada em diabéticos foi previamente associada as
mudancas no metabolismo celular. Alba-Loureiro (2006) e colaboradores observaram
a atividade fagocitica de neutréfilos de ratos diabéticos, previamente reduzida, ser
restaurada por tratamento com insulina, enquanto os estudos de Yano e associados
descrevem que tanto a atividade fagocitica quanto a capacidade bactericida de
neutroéfilos de camundongos diabéticos contra Staphylococcus aureus foi aumentada
por um tratamento de insulina (YANO et al., 2012). Tais dados corroboram com os
resultados observados por este trabalho, onde a atividade fagocitica de macréfagos
alveolares de camundongos diabéticos foi restaurada pela adicdo de insulina o meio
de cultura nos tempos de 12h e 24h de interacdo com leveduras do Pb18.

A relacdo entre o DM e defeitos nas respostas inflamatorias € um assunto
abordado com frequéncia em estudos do sistema imunolégico, juntamente com 0s
efeitos modulatérios que a insulina apresenta. No entanto, enquanto conclusdes sobre
as disfuncbes observadas em pacientes e modelos de DM sejam bastante
consistentes, 0 mecanismo por tras da influéncia da insulina nestes nao foi
completamente elucidado e ainda gera discussdo. Tendo como base os resultados
obtidos pelo presente trabalho, pode-se inferir a maior susceptibilidade de
camundongos diabéticos a PCM, evidenciada pela reduzida capacidade de resposta

observada desde a fase inicial da infeccdo (menor secrecdo de citocinas pro-



85

inflamatorias, menor atividade fagocitica de MA) que, ndo compensada, leva a uma
resposta menos efetiva (menor expressdo de moléculas de adeséo, reduzidas
populagdes de linfécitos TCD4+, TCD8+, células NK) e a um pior prognostico a longo
prazo (cronificacdo da inflamacéo, carga fungica aumentada). Ainda, pode-se sugerir
que o tratamento com insulina modulou o microambiente inflamatério de animais
diabéticos para um papel mais efetor na fase aguda da inflamacao (maiores secrecbes
de citocinas pro-inflamatorias) e, na fase mais tardia, para um papel mais protetor ao
organismo, priorizando a prevencdo da disseminacdo do agente infeccioso
(restauracao das moléculas de adesao e das populacdes celulares) e a resolucéo da

resposta inflamatdria (reducéo da inflamacéo crénica).
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6. CONCLUSAO

Observados em conjunto, resultados obtidos por este estudo nos permitem

sugerir que a insulina apresenta efeitos modulatérios distintos em diferentes fases da

infeccdo por Paracoccidioides brasiliensis em camundongos tornados diabéticos.

Vimos ainda que:

a)

b)

camundongos tornados diabéticos apresentam maior susceptibilidade a
infeccdo por Pbl8, apresentando respostas inflamatorias ineficientes nas
fases aguda e tardia da infeccdo e apresentando maior proliferacdo do
fungo no pulméo;

nestes animais diabéticos, a insulina modula a resposta inflamatéria aguda,
tornando-a mais efetora ao promover maior celularidade, maior secrecéo de
INF-y e IL-12 e maior atividade fagocitica em macréfagos;

na fase tardia desta infec¢éo, o tratamento com insulina torna a resposta
mais protetora ao organismo, restaurando a expressao de moléculas de
adesdo e celularidades, as popula¢cdes celulares de linfécitos B e células

NK, e reduzindo os niveis de INF-y e TNF-a da inflamagao cronica.
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Apéndice A — Valores individuais, média, desvio padrao e erro padrdo da média

APENDICES

referentes a Figura 9 da secéo de Resultados.

Quantificagdo de Insulina em soro

Insulina (ng/mL)
CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 5,86 8,75 4,70 17,42
Animal 2 8,84 5,89 2,98 11,43
Animal 3 8,84 12,05 3,21 58,91
Animal 4 10,56 13,41 4,15 34,21
Animal 5 3,59 12,99

Animal 6 12,58

Média 8,38 10,62 3,76 30,49
DP 2,94 2,87 0,70 18,41
EPM 1,20 1,29 0,35 9,20
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Apéndice B — Valores individuais, média, desvio padrao e erro padrédo da média
referentes a Figura 11 da secédo de Resultados.

Caracterizac¢do da infec¢do no pulmao, 24h

Pulméo - 24h 24h Mix 2 CD11c+/MHC-II+ (%)
CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 0,7 1,2 0,7 2,5 Animal 1 21,7 10,3 9,55 9,13
Animal 2 0,4 2,2 0,6 2,7 Animal 2 24 13,4 19,2 1,69
Animal 3 0,6 0,6 0,7 2,5 Animal 3 24,4 25,7 15,7 8,15
Animal 4 1,2 2,1 0,7 1,8 Animal 4 23,3 27,6 9,28 13,2
Animal 5 1,9 0,9 0,6 1,3 Animal 5 12,3 16,8 17 6,65
Média 0,9 1,4 0,7 2,1 Média 21,14 18,76 14,15 7,76
DP 0,6 0,7 0,1 0,6 DP 5,05 7,59 4,50 4,17
EPM 0,3 0,3 0,0 0,3 EPM 2,26 3,39 2,01 1,87

24h Mix 2 CD11c+/CD80+ (%)

24h Mix 3 CD11b+/ F480+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 20,4 8,69 8,34 8,55 Animal 1 15,1 8,41 13,8 18,6
Animal 2 22,4 12 17,3 2,37 Animal 2 21,2 10,6 19,6 11,9
Animal 3 18,8 23,3 13,7 7,92 Animal 3 14,3 17,6 15,8 19,5
Animal 4 20,6 25,1 8,41 11,9 Animal 4 21,3 23,6 13,2 19,3
Animal 5 10,9 15 14,6 6,25 Animal 5 23,5 21,7 19,7 13,7
Média 18,62 16,82 12,47 7,40 Média 19,08 16,38 16,42 16,60
DP 4,50 7,13 3,97 3,48 DP 4,11 6,69 3,10 3,54
EPM 2,01 3,19 1,77 1,56 EPM 1,84 2,99 1,39 1,58

24h Mix 3 CD11b+/GR1+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 15 33,8 28,5 44
Animal 2 25,5 39,1 27,2 54,8
Animal 3 14,9 23,5 21,9 54,8
Animal 4 25 26 29,2 39,5
Animal 5 48,9 39,5 32 30,1
Média 25,86 32,38 27,76 44,64
DP 13,87 7,37 3,72 10,54
EPM 6,20 3,30 1,66 4,72
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Apéndice C - Valores individuais, média, desvio padrao e erro padrédo da média
referentes a Figura 12 da secéo de Resultados.

Andlise de citocinas no pulmé&o, 24h

IL-6 24h (pg/mL)

IL-10 24h (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 29,4 551,9 898,7 1682,6 Animal 1 56,4 81,9 56,4 79,4
Animal 2 196,0 434,6 162,9 3635,1 Animal 2 56,4 63,6 62,4 70,8
Animal 3 159,7 34,6 142,6 1168,5 Animal 3 56,4 58,8 63,6 83,1
Animal 4 286,4 77,2 289,8 1177,8 Animal 4 64,8 52,8 41,2 54,0
Animal 5 3389,5 784,8 434,6 1165,3 Animal 5 578,1 54,0 75,7 52,8
Média 812,2 376,6 385,7 1765,8 Média 162,4 62,2 59,8 68,0
DP 1443,7 319,1 309,6 1068,2 DP 232,4 11,8 12,6 14,1
EPM 645,6 142,7 138,5 477,7 EPM 103,9 53 5,6 6,3

MCP-1 24h (pg/mL) INF-g 24h (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 57,0 200,7 492,1 732,4 Animal 1 4,0 1,6 2,7 4,0
Animal 2 128,3 227,4 85,6 653,7 Animal 2 8,8 0,0 1,6 4,4
Animal 3 185,2 32,6 249,0 4054 Animal 3 54 0,8 3,2 2,3
Animal 4 247,2 66,4 258,2 418,2 Animal 4 0,7 0,0 0,7
Animal 5 1519,8 324,2 403,3 685,0 Animal 5 2,2 4,0 3,2
Média 427,5 170,2 297,7 578,9 Média 6,1 1,1 2,3 2,9
DP 614,6 120,0 156,4 155,2 DP 2,5 0,9 1,6 15
EPM 274,9 53,7 69,9 69,4 EPM 1,1 0,4 0,7 0,7

TNF-a 24h (pg/mL) IL-12 p70 24h (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 80,8 1874,0 9484,7 10685 Animal 1 4,3 4,9 0,0 9
Animal 2 786,9 2019,2 1023,9 14022 Animal 2 9,0 0,0 0,0 7
Animal 3 788,2 154,6 988,5 6401,4 Animal 3 8,4 2,5 1,2 2,5
Animal 4 1551,4 355,7 4226,0 5689,0 Animal 4 0,0 1,2 7,2
Animal 5 16567 5023,2 6690,6 8086,0 Animal 5 8,4
Média 3954,8 1885,3 4482,7 8976,8 Média 7,2 3,2 0,6 6,5
DP 7069,5 1949,3 3678,8 3413,7 DP 2,6 3,6 0,7 2,8
EPM 3161,6 871,8 1645,2 1526,7 EPM 1,2 1,6 0,3 1,3
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Apéndice D - Valores individuais, média, desvio padrao e erro padrédo da média
referentes a Figura 13 da secéo de Resultados.

| Ensaio de CFU pulmonar, 24h I

CFU(log) - 24h
CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 0,0 2,9 2,4 2,5
Animal 2 2,3 2,7 0,0 2,3
Animal 3 0,0 1,2 2,1 1,9
Animal 4 1,6 1,2 1,4 2,7
Animal 5 2,4 1,7 2,0 2,3
Média 1,3 1,9 1,6 2,3
DP 1,2 0,8 0,9 0,3
EPM 0,5 0,4 0,4 0,1

Apéndice E — Valores individuais, média, desvio padréo e erro padrdo da meédia
referentes a Figura 14 da secdo de Resultados.

Caracterizagdo da infeccdo no bacgo, 24h

Baco - 24h 24h Mix 1 CD4+ (%)
CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 8,0 2,5 8,0 8,5 Animal 1 4,57 4,38 3,55 3,39
Animal 2 5,6 3,8 14,5 59 Animal 2 6,88 3,85 4,44 4,18
Animal 3 11,8 2,8 6,8 14,8 Animal 3 5,76 2,1 3,69 5,83
Animal 4 8,4 9,5 10,9 7,2 Animal 4 591 4,71 2,91 5,53
Animal 5 9,3 4,3 7,1 3,8 Animal 5 4,68 3,32 4,37 4,23
Média 8,6 4,6 9,5 8,0 Média 5,56 3,67 3,79 4,63
DP 2,2 2,8 3,3 4,2 DP 0,96 1,03 0,63 1,02
EPM 1,0 1,3 1,5 1,9 EPM 0,43 0,46 0,28 0,46
24h Mix 1 CD8+ (%) 24h Mix 2 CD11c+/MHC-II+ (%)
CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 6,86 5,27 5,05 5,45 Animal 1 4,2 5,04 5,57 5,58
Animal 2 9,39 4,51 7,45 5,96 Animal 2 6,44 3,51 4,38 4,4
Animal 3 7,06 3,31 6,94 8,93 Animal 3 3,91 6,31 5,85 2,29
Animal 4 6,96 6,27 4,42 5,14 Animal 4 4,92 3,48 5,28 4,1
Animal 5 6,28 4,57 4,8 4,57 Animal 5 6,19 4,2 3,836 3,3
Média 7,31 4,79 5,73 6,01 Média 5,13 4,51 4,98 3,93
DP 1,20 1,09 1,37 1,71 DP 1,14 1,19 0,85 1,23
EPM 0,54 0,49 0,61 0,76 EPM 0,51 0,53 0,38 0,55
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24h Mix 2 CD11c+/CD80+ (%)

24h Mix 3 CD11b+/ F480+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 2,09 2,64 3,34 3,43 Animal 1 3,19 4,29 7,02 6,5
Animal 2 3,29 1,96 2,49 2,48 Animal 2 5,65 6,1 4 7,33
Animal 3 2,56 2,87 3,3 1,21 Animal 3 4,57 0,97 7,93 4,28
Animal 4 2,77 2,11 3,11 1,98 Animal 4 5,74 5,59 9,66 8,59
Animal 5 3,91 2,19 2,25 1,7 Animal 5 9,09 11,2 4,05 9,14
Média 2,92 2,35 2,90 2,16 Média 5,65 5,63 6,53 7,17
DP 0,70 0,38 0,50 0,85 DP 2,18 3,70 2,48 1,92
EPM 0,31 0,17 0,22 0,38 EPM 0,98 1,65 1,11 0,86

24h Mix 3 CD11b+/GR1+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 3,04 13,04 7,31 8,19
Animal 2 5,92 10,2 4,64 23,1
Animal 3 5,03 2,64 7,2 6,03
Animal 4 6,23 6,53 9,86 9,23
Animal 5 14,9 17,5 4,36 11,5
Média 7,02 9,98 6,67 11,61
DP 4,58 5,74 2,25 6,72
EPM 2,05 2,57 1,01 3,00

Apéndice F - Valores individuais, média, desvio padrdo e erro padréo da média
referentes a Figura 15 da secédo de Resultados.

Caracterizagao das populagdes leucocitdrias no pulmao, 20d

Pulmé&o - 20d 20d Mix 2 CD11c+/MHC-II+ (%)
CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 0,4 0,5 0,6 1,2 Animal 1 5,37 7,46 4,5 1,86
Animal 2 0,3 0,5 1,0 0,6 Animal 2 6,82 3,58 59 7,46
Animal 3 1,2 0,4 0,5 0,3 Animal 3 3,29 6,16 4,34 4,59
Animal 4 1,0 0,4 0,9 0,7 Animal 4 12,3 4,53 8,3 8,62
Animal 5 0,3 0,2 0,6 0,7 Animal 5 5,91 5,14 9,4 9,75
Média 0,6 0,4 0,7 0,7 Média 6,74 5,37 6,49 6,46
DP 0,4 0,1 0,2 0,3 DP 3,37 1,50 2,27 3,21
EPM 0,2 0,1 0,1 0,1 EPM 1,51 0,67 1,02 1,43
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20d Mix 2 CD11c+/CD80+ (%)

20d Mix 3 CD11b+/ F480+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 4,65 5,92 3,78 1,7 Animal 1 3,21 1,62 3,03 1,48
Animal 2 5,69 3,21 4,93 7,48 Animal 2 2,11 2,78 2,89 6,89
Animal 3 3,11 5,37 3,85 4,4 Animal 3 2,11 1,92 1,88 2,83
Animal 4 9,63 4,01 6,18 6,99 Animal 4 5,12 2,05 2,9 3,75
Animal 5 5,47 4,17 7,73 9,01 Animal 5 4,61 3,37 6,39 6,96
Média 5,71 4,54 5,29 5,92 Média 3,43 2,35 3,42 4,38
DP 2,41 1,09 1,68 2,88 DP 1,39 0,71 1,72 2,46
EPM 1,08 0,49 0,75 1,29 EPM 0,62 0,32 0,77 1,10

20d Mix 3 CD11b+/GR1+ (%)

20d Mix 4 NK1.1+/CD3- (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 2,65 0,96 4,73 1,13 Animal 1 3,93 4,66 4,55 2,16
Animal 2 1,45 2 2,47 5,09 Animal 2 2,93 3,51 3,01 3,23
Animal 3 1,09 1,3 2,03 2,07 Animal 3 7,16 3,52 5,13 2,25
Animal 4 3,74 1,08 2,48 4,34 Animal 4 3,86 3,6 4,2 3,91
Animal 5 2,8 2,41 4,16 4,74 Animal 5 3,71 6,83 6,87 6,67
Média 2,35 1,55 3,17 3,47 Média 4,32 4,42 4,75 3,64
DP 1,07 0,63 1,19 1,76 DP 1,64 1,43 1,41 1,84
EPM 0,48 0,28 0,53 0,79 EPM 0,73 0,64 0,63 0,82

20d Mix 4 CD11b+/CD19+ +CD19+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 584 6,44 501 1,832
Animal 2 6,31 3,72 557 5,6
Animal 3 6,22 541 51 5,42
Animal 4 6,78 533 504 548
Animal 5 8,15 857 565 6,64

Média 6,66 5,89 5,27 4,99

DP 0,90 1,78 0,31 1,84
EPM 0,40 0,80 0,14 0,82

102



Apéndice G — Valores individuais, média, desvio padréo e erro padrao da média
referentes a Figura 16 da secéo de Resultados.

Andlise de citocinas do pulméo, 20d

IL-6 20d (pg/mL)

IL-10 20d (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 4,1 6,0 0,0 14,2 Animal 1 136,6 31,0 86,9 1134
Animal 2 6,8 0,0 2,4 4,1 Animal 2 139,2 28,7 81,9 119,8
Animal 3 4,1 0,0 4,9 3,8 Animal 3 91,8 20,0 51,6 80,6
Animal 4 6,8 0,0 4,9 6,6 Animal 4 141,8 51,6 130,1 21,1
Animal 5 0,0 1,1 9,3 4,4 Animal 5 72,0 25,4 66,0 100,7
Média 4,4 1,4 4,3 6,6 Média 116,3 31,3 83,3 87,1
DP 2,8 2,6 3,5 4,4 DP 32,2 12,1 29,6 39,8
EPM 1,3 1,2 1,5 2,0 EPM 14,4 54 13,2 17,8

MCP-1 20d (pg/mL) INF-g 20d (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 26,9 36,2 16,3 39,8 Animal 1 0,8 1,1 1,7 2,1
Animal 2 23,4 21,3 36,2 36,9 Animal 2 1,1 0,9 0,7 0,0
Animal 3 34,0 21,3 101,9 27,6 Animal 3 0,3 0,0 7,8 0,0
Animal 4 29,0 17,0 47,7 36,2 Animal 4 3,4 0,6 3,2 0,0
Animal 5 31,2 22,0 44,1 27,6 Animal 5 0,5 0,7 3,6 0,0
Média 28,9 23,5 49,2 33,6 Média 1,2 0,7 3,4 0,4
DP 4,1 7,3 31,8 5,6 DP 1,2 0,4 2,7 0,9
EPM 1,8 3,3 14,2 2,5 EPM 0,6 0,2 1,2 0,4

TNF-a 20d (pg/mL) IL-12 p70 20d (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 14,0 15,2 15,8 102,8 Animal 1 1,2 1,8 0,0 7,8
Animal 2 14,0 10,4 15,8 9,3 Animal 2 3,7 6,6 55 0,0
Animal 3 5,7 5,0 72,8 1,7 Animal 3 4,3 2,5 1,8 6,0
Animal 4 24,4 6,3 13,4 89,5 Animal 4 3,1 6,6 9,0 6,0
Animal 5 8,7 4,4 86,8 60,3 Animal 5 4,3 0,0 0,0 7,2
Média 13,3 8,3 40,9 52,7 Média 3,3 3,5 3,3 54
DP 7,1 4,5 35,8 45,9 DP 1,3 3,0 3,9 3,1
EPM 3,2 2,0 16,0 20,5 EPM 0,6 1,3 1,8 1,4
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Apéndice H- Valores individuais, média, desvio padrao e erro padrédo da média
referentes a Figura 17 da secéo de Resultados.

| Ensaio de CFU pulmonar, 20d I

CFU(log) - 20d
CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 0,0 1,2 1,4 2,4
Animal 2 1,6 1,1 2,9 1,8
Animal 3 15 1,9 2,7 1,4
Animal 4 1,6 1,6 1,3 2,3
Animal 5 0,2 0,0 2,3 2,2
Média 1,0 1,2 2,1 2,0
DP 0,8 0,7 0,7 0,4
EPM 0,4 0,3 0,3 0,2

Apéndice | — Valores individuais, média, desvio padrao e erro padrdo da média
referentes a Figura 18 da secédo de Resultados.

Caracterizacdo das populagdes leucocitdrias no baco, 20d

Baco - 20d 20d Mix 1 CD4+ (%)
CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 31,0 18,5 6,7 4,5 Animal 1 11,7 10,1 5,63 4,87
Animal 2 7,0 6,8 6,2 10,7 Animal 2 5,68 6,82 6,33 8,67
Animal 3 24,2 10,8 12,3 9,8 Animal 3 9,66 8,61 10,7 7,57
Animal 4 9,2 39,5 7,1 3,3 Animal 4 5,76 12,6 5,82 0,07
Animal 5 15,3 7,6 6,2 12,5 Animal 5 12,8 6,76 4,93 3,46
Média 17,3 16,6 4,5 8,2 Média 9,12 8,98 6,68 4,93
DP 10,1 13,6 4 2,6 4,0 DP 3,30 2,45 2,30 3,42
EPM 45 6,1 1,2 1,8 EPM 1,48 1,10 1,03 1,53
20d Mix 1 CD8+ (%) 20d Mix 2 CD11c+/MHC-II+ (%)
CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 9,06 9,04 4,68 6,61 Animal 1 12,6 14,6 24,5 31,9
Animal 2 6,76 5,61 5,82 5,55 Animal 2 25,7 22,5 26,5 17,4
Animal 3 8,33 6,61 10,3 10,1 Animal 3 16 14,3 14,3 23,1
Animal 4 6,52 10,5 5,46 0,16 Animal 4 25,6 14,2 22,3 32,3
Animal 5 8,16 6,82 5,66 5,24 Animal 5 16,9 23,9 28,7 26,9
Média 7,77 7,72 6,38 5,53 Média 19,36 17,90 23,26 26,32
DP 1,09 2,00 2,23 3,57 DP 5,96 4,87 5,54 6,27
EPM 0,49 0,89 1,00 1,60 EPM 2,67 2,18 2,48 2,80
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20d Mix 2 CD11c+/CD80+ (%)

20d Mix 3 CD11b+/ F480+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 1,84 2,3 4,98 7,64 Animal 1 91 2,37 8,06 13,5
Animal 2 5,7 4,02 5,02 3,1 Animal 2 9,38 8,47 16,8 10,3
Animal 3 2,91 2,58 2,5 3,41 Animal 3 4,16 8,74 10,9 7,36
Animal 4 5,67 2,2 4,49 8,08 Animal 4 9,3 2,83 8,68 12
Animal 5 3,15 3,95 5,59 8,49 Animal 5 6,73 8,56 7,93

Média 3,85 3,01 4,52 6,14 Média 7,73 6,19 10,47 10,79
DP 1,74 0,90 1,19 2,66 DP 2,28 3,29 3,73 2,63
EPM 0,78 0,40 0,53 1,19 EPM 1,02 1,47 1,67 1,32

20d Mix 3 CD11b+/GR1+ (%)

20d Mix 4 NK1.1+/CD3- (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 4,38 9,99 19,1 18,5 Animal 1 5,57 3,67 8,22 11,2
Animal 2 11,9 11,3 11,8 12,6 Animal 2 8,56 6,32 9,9 8,88
Animal 3 5,44 10,4 12 11,4 Animal 3 5,8 7,83 10,2 6,53
Animal 4 11,8 3,7 10,6 17,1 Animal 4 8,34 3,98 8,91 10
Animal 5 8 12,5 11,2 Animal 5 8,85 7,61 8,62 8,41
Média 8,30 9,58 12,94 14,90 Média 7,42 5,88 9,17 9,00
DP 3,49 3,42 3,49 3,43 DP 1,60 1,97 0,85 1,75
EPM 1,56 1,53 1,56 1,72 EPM 0,72 0,88 0,38 0,78

20d Mix 4 CD11b+/CD19+ +CD19+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 23 31,94 27,4 24,52
Animal 2 21,98 25,02 26,99 27,21
Animal 3 35,07 29,29 34,31 32,71
Animal 4 26,19 30,13 25,8 17,89
Animal 5 31,94 25,91 25,79 23,28

Média 27,64 28,46 28,06 25,12

DP 5,69 2,91 3,57 5,43
EPM 2,54 1,30 1,60 2,43

105



Apéndice J — Valores individuais, média, desvio padrao e erro padrdo da média
referentes a Figura 19 da secéo de Resultados.

Caracterizac¢do da inflamagdo no pulmao, 45d

Pulméo - 45d CFU(log) - 45d

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 14 18 1,7 11| |Animal1 23 06 34 20
Animal 2 15 21 1,5 39| |Animal2 08 20 19 15
Animal 3 16 19 1,0 39| |Animal3 00 17 33 32
Animal 4 1,8 1,2 1,9 Animal 4 2,2 3.4
Animal 5 2,5 2,6 1,5 Animal 5 3,0
Animal 6 2,1 Animal 6 3,2
Média 18 19 15 29 [média 13 14 31 23
DP " 04 05 03 16| |DP 11 07 06 09
EPM 02 02 01 07 |EPM 06 04 02 05

Apéndice K — Valores individuais, média, desvio padrdo e erro padrédo da média
referentes a Figura 20 da secéo de Resultados.

Caracterizagdo da inflamag&o no pulméo, 45d

45d Mix 1 CD4+ (%)

45d Mix 1 CD8+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 3,37 4,16 0,45 2,05 Animal 1 1,58 1,74 0,1 0,72
Animal 2 3,1 4,58 0,795 1,29 Animal 2 1,81 1,75 0,28 0,45
Animal 3 5,56 2,8 0,499 1,65 Animal 3 2,24 0,94 0,13 0,49
Animal 4 1,66 1,44 Animal 4 0,52 0,45
Média 4,01 3,85 0,85 1,61 Média 1,88 1,48 0,26 0,53
DP 1,35 0,93 0,56 0,33 DP 0,34 0,46 0,19 0,13
EPM 0,78 0,54 0,28 0,16 EPM 0,19 0,27 0,10 0,06

45d Mix 2 CD11c+/MHC-II+ (%)

45d Mix 2 CD11c+/CD80+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 8,59 13 2,65 11,6 Animal 1 8,16 9,47 2,16 8,72
Animal 2 7,74 11,5 571 9,18 Animal 2 6,84 7,04 3,83 4,65
Animal 3 13,9 0,23 7,36 10,8 Animal 3 9,36 0,27 3,99 7,22
Animal 4 8,32 12,2 Animal 4 4,79 7,38
Média 10,08 8,24 6,01 10,95 Média 8,12 5,59 3,69 6,99
DP 3,34 6,98 2,49 1,31 DP 1,26 4,77 1,10 1,70
EPM 1,93 4,03 1,24 0,65 EPM 0,73 2,75 0,55 0,85
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45d Mix 3 CD11b+/GR1+ (%)

45d Mix 4 NK1.1+/CD3- (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 7 12,7 6,7 10,3 Animal 1 1,15 0,51 0,12 0,49
Animal 2 4,33 9,9 20,6 12,5 Animal 2 1,71 0,58 0,21 0,19
Animal 3 16,1 4,86 14,1 12,8 Animal 3 0,61 0,69 0,15 0,43
Animal 4 15,8 4,25 Animal 4 0,18 1,2
Média 9,14 9,15 14,30 9,96 Média 1,16 0,59 0,17 0,58
DP 6,17 3,97 5,77 3,97 DP 0,55 0,09 0,04 0,43
EPM 3,56 2,29 2,88 1,98 EPM 0,32 0,05 0,02 0,22

45d Mix 4 CD11b+/CD19+ +CD19+ (%)

CPb CPb+i DPb DPDb+i
Animal 1 25,12 14,28 2,37 25,99
Animal 2 29,61 21,53 3,13 6,07
Animal 3 22,43 16,53 2,94 14,83
Animal 4 8,04 24,78
Média 25,72 17,45 4,12 17,92
DP 3,63 3,71 2,63 9,35
EPM 2,09 2,14 1,32 4,67
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Apéndice L — Valores individuais, média, desvio padréao e erro padrao da média
referentes a Figura 21 da secéo de Resultados.

Andlise de citocinas no pulméo, 45d

IL-6 45d (pg/mL) IL-10 45d (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 29,7 26,6 30,3 20,6 Animal 1 55,2 52,8 51,6 35,5
Animal 2 29,7 52 17,0 28,0 Animal 2 37,7 26,5 57,6 83,1
Animal 3 23,2 55 18,9 24,0 Animal 3 72,0 62,4 74,5 94,4
Animal 4 21,2 12,6 31,7 Animal 4 77,0 67,2 107,0
Animal 5 22,0 6,0 8,5 Animal 5 88,1 43,5 21,1
Animal 6 18,7 Animal 6 68,4
Média 24,1 11,2 21,3 24,2 Média 66,4 50,5 62,4 71,0
DP 4,6 9,1 9,7 3,7 DP 17,7 16,2 31,6 31,3
EPM 1,9 4,1 4,3 2,1 EPM 7,2 7,2 14,1 18,0

MCP-1 45d (pg/mL) INF-g 45d (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 66,4 54,9 95,6 70,7 Animal 1 0,0 0,7 2,8 1,0
Animal 2 53,4 52,7 77,8 149,4 Animal 2 1,5 0,9 3,4 2,2
Animal 3 46,2 55,6 74,2 29,0 Animal 3 1,9 0,5 5,4 0,7
Animal 4 68,5 51,3 104,7 Animal 4 1,7 1,1 2,0
Animal 5 75,7 44,1 29,8 Animal 5 1,6
Animal 6 67,8 Animal 6
Média 63,0 51,7 76,4 83,0 Média 1,3 0,8 3,4 1,3
DP 10,9 4,6 28,9 61,1 DP 0,7 0,3 1,4 0,8
EPM 4,5 2,1 12,9 35,3 EPM 0,3 0,1 0,6 0,5

TNF-a 45d (pg/mL) IL-12 p70 45d (pg/mL)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 111,5 17,6 250,5 9,3 Animal 1 4,9 10,2 1,8 16,5
Animal 2 31,3 29,4 47,2 75,5 Animal 2 10,2 1,2 7,8 6,6
Animal 3 21,9 54,4 159,9 26,9 Animal 3 14,0 3,1 3,7 10,9
Animal 4 70,2 40,2 236,5 Animal 4 6,0 6,6 14,6
Animal 5 70,8 14,0 23,8 Animal 5 2,5 6,0 6,0
Animal 6 30,0 Animal 6 9,0
Média 56,0 31,1 143,6 37,2 Média 7,8 54 6,8 11,3
DP 34,5 16,6 104,8 34,3 DP 4,1 3,5 4,9 5,0
EPM 14,1 7,4 46,9 19,8 EPM 1,7 1,6 2,2 2,9
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Apéndice M — Valores individuais, média, desvio padréo e erro padrdo da media
referentes a Figura 22 da secéo de Resultados.

Caracterizac¢do da inflamagdo no baco, 45d

45d Mix 2 CD11c+/MHC-II+ (%)

45d Mix 2 CD11c+/CD80+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 6,39 3,13 9,01 4,58 Animal 1 9,41 4,48 8,62 5,12
Animal 2 5,33 5,55 4,91 5,74 Animal 2 8,63 5,06 5,11 5,85
Animal 3 5,54 4,37 6,98 5,59 Animal 3 8,65 3,84 7,7 6,32
Animal 4 9,43 6,72 8,28 Animal 4 13,4 7,29 8,06

Animal 5 6,9 5,95 3,94 Animal 5 11,2 8,19 3,29

Média 6,72 5,14 6,62 5,30 Média 10,26 5,77 6,56 5,76
DP 1,64 1,41 2,16 0,63 DP 2,04 1,87 2,27 0,60
EPM 0,74 0,63 0,97 0,36 EPM 0,91 0,84 1,01 0,35

45d Mix 3 CD11b+/ F480+ (%)

45d Mix 3 CD11b+/GR1+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 16,5 9,08 23,7 15,4 Animal 1 10,2 7,67 23,5 15,3
Animal 2 14 9,03 22 19,4 Animal 2 8,47 6,94 23,6 19,7
Animal 3 11 9,61 19,2 13,3 Animal 3 7,42 8,4 19,4 11,1
Animal 4 17,2 12,7 21,8 Animal 4 13,5 9,1 21,3

Animal 5 17,3 15,8 6,94 Animal 5 11,1 12,2 5,12

Média 15,20 11,24 18,73 16,03 Média 10,14 8,86 18,58 15,37
DP 2,70 2,96 6,78 3,10 DP 2,37 2,03 7,72 4,30
EPM 1,21 1,33 3,03 1,79 EPM 1,06 0,91 3,45 2,48

45d Mix 4 CD11b+/CD19+ +CD19+ (%)

CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 10,93 6,65 16,16 22,95
Animal 2 9,54 27,34 13,62 19,63
Animal 3 9,6 23,1 18,16 16,41
Animal 4 10,3 18,74 17,35

Animal 5 11,61 11,32 19,34

Média 10,40 17,43 16,93 19,66
DP 0,89 8,45 2,18 3,27
EPM 0,40 3,78 0,98 1,89
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Apéndice N - Valores individuais, média, desvio padrdo e erro padrdo da média

referentes a Figura 23 da secédo de Resultados.

Andlise de VCAM-1 por imunohistoquimica

VCAM-1 (pixels/area)
Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i

Animal 1 119,2 129,7 127,7 109,8 115,8 153,7
Animal 2 110,1 123,3 135,6 95,3 116,5 130,1
Animal 3 104,6 141,1 138,1 99,4 110,6 128,5
Animal 4 114,7 1350 128,0 107,5

Média 112,12 132,33 132,3 103,0 114,3 1374
DP 6,3 7.6 53 6,8 3,2 14,1
EPM 3,1 3,8 2,6 3,4 1,9 8,1
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Apéndice O - Valores individuais, média, desvio padréo, erro padrdo da média e

membranas representativas referentes a Figura 24 da secdo de Resultados.

Anédlise de vias de sinalizag&o por Western blot - Homogenato de Pulméo

P-p38/p38 P-p42/p42
Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 0,06 001 003 004 001 0,41 [Animall 021 08 012 063 006 1,39
Animal 2 0,6 0,03 006 014 0,06 0,04/ [Animal2 025 012 004 0212 015 0,17
Animal 3 0,14 004 011 005 004 0,23 |Animal3 0,04 068 008 029 025 0,00
Animal 4 08 030 019 062 025 0,17 [|Animal4 033 08 001 034 020 0,07
Animal 5 Animal 5 1,08 029 001 0,36 0,25

Média 030 010 010 0,21 0,09 0,21 Média 038 055 005 035 018 041
DP 036 014 007 028 011 0,15 DP 040 033 005 0319 008 0,66
EPM 0,18 0,07 004 014 0,05 0,08 EPM 0,18 0,15 0,02 0,08 004 0,33

P-p38 (43 kDa)

p38 (40 kDa)

p42 (42 kDa)

P-p42 (42 kDa)

-
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P-p44/p44 TLR-2/B-actina
Cs CPb  CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,67 2,72 0,36 1,78 0,17 0,64] [Animall 014 025 022 015 016 0,21
Animal 2 0,78 0,19 0,05 1,62 0,78 0,57 [Animal 2 0,15 o018 012 013 016 0,14
Animal 3 0,31 1,82 089 214 284 0,10/ [|Animal3 0,13 013 050 009 011 0,19
Animal 4 092 034 017 089 046 042 [Animal4 0,10 004 017 009 012 0,16
Animal 5 068 031 014 079 037 0,73 [Animal5 0,09 0,13 0,11 0,11 0,15
Média 0,67 1,08 0,32 1,44 092 0,49 Média 0,12 014 026 012 013 0,17
DP 0,23 1,14 0,34 0,58 1,09 0,25 DP 0,03 008 017 003 003 0,03
EPM 0,10 051 015 026 049 0,11 EPM 001 003 008 001 001 0,01
P-p44 (44 kDa) p44 (44 kDa) TLR-2 (90-105 kDa) B-actina (42 kDa)
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ikb-a/B-actina JNK p54/B-actina
Cs CPb  CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb  CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,77 031 1,26 0,77 067 0,62 [Animall 1,12 0,71 1,07 09 084 097
Animal 2 090 0,78 1,10 0,93 0,92 0,43] |Animal2 2,32 1,48 1,25 1,44 1,59 1,75
Animal 3 0,58 0,85 1,01 0,77 068 0,36 [Animal3 0,60 051 092 1,08 1,39 0,94
Animal 4 0,80 055 068 064 055 0,37 [Animal4 0,96 1,27 2,88 1,58 1,58 1,63
Animal 5 0,84 0,90 1,22 1,15 1,05 0,53] [Animal 5 1,90 1,79 2,57 1,74 081 0,69
Média 0,78 0,68 1,06 085 0,77 0,46 Média 1,38 1,15 1,74 1,36 1,24 1,19
DP 0,12 025 023 020 020 011 DP 071 054 091 033 039 047
EPM 0,06 0,11 0,10 0,09 0,09 0,05 EPM 0,32 0,24 0,41 0,15 0,17 0,21

iKb-a (39 kDa)

B-actina (42 kDa)

JINK p54 (54 kDa)

B-actina (42 kDa)




114

PKC-a/B-actina

pAkt/B-actina

Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,23 0,47 0,04 0,10 0,03 0,11 |Animal 1 1,09 0,74 1,50 0,70 0,94 1,25
Animal 2 0,49 0,97 0,50 0,42 0,49 0,83 |Animal 2 1,28 0,70 0,43 1,06 1,16 0,31
Animal 3 1,32 0,43 1,16 0,50 0,44 0,25/ |Animal 3 2,49 1,72 0,65 0,39 0,54 0,20
Animal 4 0,38 1,15 0,76 0,66 0,40 0,33 |Animal 4 0,94 0,41 0,45 0,99 1,07 0,91
Animal 5 Animal 5 0,62 0,72 0,38 0,52 0,85 0,69
Média 0,60 0,75 0,62 0,42 0,34 0,38 Média 1,28 0,86 0,68 0,73 0,91 0,67
DP 0,49 0,36 0,47 0,24 0,21 0,31 DP 0,72 0,50 0,47 0,29 0,24 0,43
EPM 025 018 0,24 0,12 0,10 0,16 EPM 0,32 0,22 0,21 0,13 0,11 0,19

PKC-a (80 kDa)

B-actina (42 kDa)

pAkt (60 kDa)

B-actina (42 kDa)




JNK p46/B-actina

Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,46 0,26 0,62 0,43 0,27 0,31
Animal 2 0,55 0,32 0,47 0,40 0,64 0,78
Animal 3 0,24 023 081 0,50 0,77 0,66
Animal 4 0,23 026 0,71 0,31 0,32 0,44
Animal 5 0,21 0,23 0,37 0,17 0,16
Média 0,34 0,26 0,65 0,40 0,43 0,47
DP 0,16 0,04 0,14 0,07 0,26 0,25
EPM 0,07 0,02 0,07 0,03 0,12 0,11

JINK p46 (46 kDa)

B-actina (42 kDa)
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Apéndice P - Valores individuais, média, desvio padrédo e erro padrédo da média
referentes a Figura 25 da secéo de Resultados.

Andlise de expresséo relativa por gPCR

IL-12 (expresséo relativa) TNF-a (expresséo relativa)
Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,8 1,1 1,1 0,3 1,0 2,0 Animal 1 0,6 1,8 2,9 0,6 1,0 2,2
Animal 2 0,8 1,2 0,3 0,5 0,8 0,6 Animal 2 1,2 1,1 1,7 0,5 1,6 1,2
Animal 3 1,6 1,3 0,5 0,7 0,6 Animal 3 1,8 0,7 1,6 0,8 1,1
Animal 4 1,0 1,5 0,4 Animal 4 0,7 0,6 0,6
Animal 5 1,2 Animal 5 1,3
Média 1,1 1,2 0,6 0,5 0,9 1,1 Média 1,1 1,1 2,1 0,6 1,3 1,5
DP 0,4 0,2 0,4 0,2 0,2 0,8 DP 0,6 0,5 0,7 0,1 0,4 0,6
EPM 0,2 0,1 0,3 0,1 0,1 0,5 EPM 0,3 0,2 0,4 0,1 0,3 0,3
Statl (expressao relativa) IL-6 (expresséo relativa)
Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,6 1,8 3,1 0,2 2,1 1,3 Animal 1 1,4 1,5 2,0 0,4 7,3 2,6
Animal 2 1,4 0,9 1,2 0,4 2,3 0,7 Animal 2 1,7 2,0 1,9 0,7 5,5 1,3
Animal 3 11 1,7 1,1 1,1 1,3 Animal 3 11 0,8 4,1 0,8 15
Animal 4 1,2 0,5 0,6 Animal 4 0,4 1,7 0,5
Animal 5 0,5 Animal 5 0,6
Média 1,1 1,1 1,8 0,6 2,2 1,1 Média 1,1 1,3 2,7 0,6 6,4 1,8
DP 0,4 0,6 1,2 0,4 0,1 0.4 DP 0,6 0,6 1,2 0,2 1,3 0,7
EPM 0,2 0,3 0,7 0,2 0,1 0,2 EPM 0,3 0,3 0,7 0,1 0,9 0,4
IL-10 (expresséo relativa) IL-4 (expressao relativa)
Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,5 3,1 3,3 0,7 4,3 8,2 Animal 1 11 2,8 5,1 3,1 6,2 5,3
Animal 2 1,5 1,4 3,6 1,2 2,8 3.2 Animal 2 1,9 1,2 3,1 3,1 5,0 2,4
Animal 3 2,2 0,7 2,4 1,0 57 Animal 3 0,6 0,5 3,5 1,4
Animal 4 0,6 1,3 0,7 Animal 4 0,8 1,2 0,9
Animal 5 1,0 Animal 5 0,6
Média 1,2 1,5 3,1 0,9 3,5 57 Média 1,1 1,3 3,9 2,1 5,6 3,8
DP 0,8 0,9 0,6 0,3 1,0 2,5 DP 0,6 0,9 1,1 1,1 0,9 2,1
EPM 0,4 0,4 0,4 0,1 0,7 1,4 EPM 0,3 0,4 0,6 0,6 0,6 1,5
TGF-b (expressao relativa)
Cs CPb CPb+i Ds DPb DPb+i
Animal 1 0,3 15 3,9 0,4 1,1 1,4
Animal 2 2,3 1,1 1,2 0,5 1,0 0,9
Animal 3 1,2 0,7 0,5 2,1 1,8
Animal 4 1,3 0,9 0,8
Animal 5 0,7
Média 1,3 1,0 1,9 1,0 1,0 1,4
DP 0,8 0,3 1,8 0,8 0,1 0,5
EPM 0,4 0,1 1,1 0,4 0,0 0,3
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Apéndice Q - Valores individuais, média, desvio padrdo e erro padrao da média
referentes a Figura 26 da secdo de Resultados.

Andlise de quimiocinas - Figado e Baco

CINC-1 em Bago (pg/mL)
Cs CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 50,5 83,2 26,2 21,2 40,3 49,6
Animal 2 18,3 92,0 22,9 17,7 60,5 31,0
Animal 3 22,3 61,9 56,3 20,6 46,18 16,8
Animal 4 14,7 83,2 36,7 17,9 63,5 50,6
Animal 5 50,5 92,0 56,3 30,6 86,2 35,0
Média 31,3 82,4 39,7 21,6 59,3 36,6
DP 17,8 12,3 16,0 5,3 17,9 14,0
EPM 8,0 55 7,1 2,4 8,0 6,3
CINC-1 em Figado (pg/mL)
Cs CPb CPb+i DPb DPb+i
Animal 1 91,0 219,7 64,9 19,8 105,7 71,5
Animal 2 34,2 192,0 177,6 62,6 161,0 64,9
Animal 3 84,6 156,1 151,1 54,6 158,04 98,4
Animal 4 78,1 185,9 82,4 75,1 130,1 99,2
Animal 5 45,6 1222 89,0 40,0 99,2 50,1
Média 66,7 175,2 113,0 50,4 130,8 76,8
DP 25,2 37,3 48,6 21,4 28,7 21,5
EPM 11,3 16,7 21,7 9,6 12,8 9,6
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Apéndice R - Valores individuais, média, desvio padrdo e erro padrdo da média
referentes Figura 27 da secéo de Resultados.

indice Fagocitico e CFU de Fagocitose - Macréfagos Alveolares

indice Fagocitico - 4h (%)

CFU de Fagocitose - 4h (log(CFU))

CPb  CPb+i DPb DPb+i CPb  CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 2,7 2,3 1,3 4,0 Animal 1 2,5 2,0 2,0 1,8
Animal 2 3,0 2,0 2,0 2,3 Animal 2 2,9 2,3 1,8 1,4
Animal 3 3,7 1,3 1,7 2,7 Animal 3 2,6 1,9 1,5 1,7
Animal 4 2,7 2,3 1,0 1,3 Média 2,7 2,1 1,8 1,6
Animal 5 2,0 3,3 DP 0,2 0,2 0,2 0,2
Média 3,0 2,0 1,6 2,7 EPM 0,1 0,1 0,1 0,1
DP 0,5 0,5 0,4 1,0

EPM 0,2 0,2 0,2 0,5

indice Fagocitico - 12h (%)

CFU de Fagocitose - 12h (log(CFU))

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 5,0 4,0 2,3 5,0 Animal 1 2,6 2,5 2,1 3,1
Animal 2 8,0 5,0 4,7 9,0 Animal 2 2,8 2,6 2,3 2,5
Animal 3 53 53 2,7 6,0 Animal 3 2,7 2,5 2,2 2,8
Animal 4 7,0 5,3 2,3 3,7 Animal 4 2,9 2,1 2,2 2,8
Animal 5 4,3 6,7 3,7 4,7 Animal 5 2,5 2,3 1,9 2,5
Animal 6 7,3 6,0 4,0 6,7 Média 2,7 2,4 2,1 2,7
Animal 7 4,3 4,7 DP 0,2 0,2 0,1 0,3
Média 6,2 5,4 3,4 5,7 EPM 0,1 0,1 0,1 0,1
DP 15 0,9 1,0 1,8

EPM 0,6 0,4 0,4 0,7

indice Fagocitico - 24h (%)

CFU de Fagocitose - 24h (log(CFU))

CPb CPb+i DPb DPb+i CPb CPb+i DPb DPb+i

Animal 1 9,7 10,7 6,3 8,3 Animal 1 2,9 2,5 2,0 2,3
Animal 2 12,7 9,7 53 7,7 Animal 2 2,9 2,9 2,0 2,1
Animal 3 7,7 7,0 57 8,7 Animal 3 2,5 2,9 1,7 2,0
Animal 4 83 11,0 6,7 11,7 Média 2,8 2,8 1,9 2,2
Animal 5 8,0 7,3 5,7 8,3 DP 0,2 0,2 0,2 0,2
Média 9,3 9,1 5,9 8,9 EPM 0,1 0,1 0,1 0,1
DP 2,0 1,9 0,5 1,6

EPM 0,9 0,8 0,2 0,7
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ANEXOS

e Certificado do Comité de Etica e Uso de Animais
e Historico escolar do aluno

e Curriculum Lattes



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

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

1898 « 2018

CEUA/FCF 098.2019-P600

CERTIFICADO

Certifico “ad referendum” que a proposta intitulado Insulina
modula migragao celular e a secregio de citocinas na vigéncia da infecgao
pulmonar por Paracoccidioides brasiliensis em camundongos diabéticos e
nao-diabéticos., registrada com o n° 512, sob a responsabilidade do(a)
pesquisador(a) Felipe Beccaria Casagrande, sob orientacao da  Prof. Dr.
Joilson de Oliveira Martins - que envolve produgdo ou manutengdo ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei Federal n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto Federal
n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e das normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (FCF/USP), em reunido de 04 de Dezembro de
2015.

Finalidade Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagédo | 08/12/2015 a 28/02/2020
Espécie/linhagem/raca Camundongo C57BI/6

Numero de animais 180

Sexo Machos

Peso/ldade 5 - 6 Semanas — 18 - 22g
Origem Biotério FCF-IQ/USP

Conforme a legislagéo vigente, devera ser apresentado, no
encerramento do projeto de pesquisa, o respectivo relatério final.

Ressaltamos que apés o periodo de término do projeto
de pesquisa, nenhum ensaio podera ser realizado.

Séao Paulo, 09 de dezembro de 2019.

Wepan

Profa. Dra. Cristina Stewart Bittencourt Bogsan
Vice Coordenadora CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Cidade Universitaria, CEP 05508-800, S3o Paulo, SP
Telefone (11) 3091 3622 - e-mail: ceuafcf@usp.br
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Fanus - Sistema Administrativo da Pds-Graduagao

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9142 - 8445366/1 - Felipe Beccaria Casagrande

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduagao:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depésito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogacgao(oes):

Data de Aprovagado no Exame de
Qualificagéo:

Estagio no Exterior:
Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias:

felipe.beccaria@usp.br
22/05/1989

RG - 29.797.098-7 - SP
Estado de S&o Paulo
Brasileira

Bacharel em Farmacia - Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul - Sao Paulo -
Brasil - 2013

Mestre em Ciéncias - Area: Analises Clinicas - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de S&o Paulo - Sao Paulo - Brasil - 2015

Doutorado

Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Fisiopatologia

16/09/2015

16/09/2015

14/01/2020

Prof(a). Dr(a). Joilson de Oliveira Martins - 09/01/2017 até o presente. Email:
martinsj@usp.br

Inglés, Aprovado em 16/09/2015

120 dias
Periodo de 16/09/2019 até 14/01/2020

Aprovado em 18/10/2017

Karolinska Institutet, Suécia - Periodo de 01/10/2018 até 31/03/2019

Primeira Matricula em 16/09/2015
Prorrogacéo em 02/04/2019

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagédo USP (Resolugao n° 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 15/07/2019

Impresso em: 14/12/2019 13:33:01
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9142 - 8445366/1 - Felipe Beccaria Casagrande

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

MPT5794- Ultra-Estrutura e Funcao Celular (Faculdade
1/4 de Medicina - Universidade de S&o Paulo)

FBCOT92 Topicos em Analises Clinicas Il 08/03/2016

03/03/2016

MCMS5772- Temas Basicos de Imunologia (Faculdade de

712 Medicina - Universidade de Sao Paulo) 04/04/2016

Biologia e Cultura: Reflexdes para Professores
(Curso Interunidades: Ensino de Biologia - 01/06/2016
Universidade de Sao Paulo)

ECB5803-
7

FB(E’;%' Topicos em Analises Clinicas IV 02/08/2016

Pratica de Laboratério VII (Modelos
MCMS885- Experimentais em Alergia) (Faculdade de 26/09/2016
Medicina - Universidade de Sao Paulo)

Co-autoria na publicagéo de artigo na revista
Atividade Frontiers of Immunology em 2017 "Insulin
do modulates cyytokine release, collagen and 09/06/2017
Programa mucus secetion in lung remodeling of allergic
diabetic mice, v.8, p.1-10, 2017. (1)

06/04/2016

20/06/2016

01/05/2016

05/07/2016

14/11/2016

09/10/2016

09/06/2017

75

15

60

90

15

60

100

100

80

90

100

100

A N  Concluida

A N  Concluida

B N  Concluida

A N  Concluida

A N  Concluida

A N  Concluida

Disciplinas: 0

20

23

Estagios:

Total: 0

20

23

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacgoes:

1) Créditos atribuidos de acordo com o Artigo 60 do Regimento de P6s-Graduagéo e aprovados pela Comissao de Pds-

Graduacgao, em Sessao de 06/11/2019.

Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 15/07/2019
Impresso em: 14/12/2019 13:33:02
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Curriculo Lattes

@ curriculo Lattes

Felipe Beccaria Casagrande

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/8824151953044981

Ultima atualizacdo do curriculo em 27/10/2019

Resumo informado pelo autor

Bacharel em Farmacia (2009-2012) pela Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul (USCS). Mestrado em Farmacia na area de Analises Clinicas pela Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP (FCF-USP). Atualmente, doutorando do laboratério de Imunoendocrinologia no Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da FCF-USP

com previsdo para defesa até 02/2020.
(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome

Felipe Beccaria Casagrande

Dados pessoais

Nome em
citagdes
bibliograficas
Sexo

Cor ou Raga
Filiagdo
Nascimento

Carteira de
Identidade

CPF

Endereco
residencial

Endereco
profissional

Endereco
eletrénico

CASAGRANDE, F. B.;FERREIRA, SABRINA S;FERREIRA, SABRINA S.;CASAGRANDE, FELIPE
BECCARIA

Masculino

Branca

Lincoln Casagrande e Terezinha Beccaria Casagrande
22/05/1989 - Santo André/SP - Brasil

297970987 SP - SP - 29/05/2006

384.180.598-18

Rua Silva Jardim, 210

Santa Terezinha - Santo André
09210635, SP - Brasil
Telefone: 011 44796013
Celular 011 952095838

Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Avenida Professor Lineu Prestes

Butanta - Sao Paulo

05508000, SP - Brasil

Telefone: 11 30913662

URL da home page: http://www.fcf.usp.br

E-mail para contato : felipe.beccaria@usp.br
E-mail alternativo felipe.beccaria@gmail.com

Formacao académica/titulacdo

2015

2013 - 2015

2009 - 2012

2007 - 2008

Doutorado em Farmacia (Andlises Clinicas).

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF - USP, Brasil

com periodo sanduiche em Karolinska Institutet (Orientador: Dr. Daniel Ketelhuth)

Titulo: Aspectos moleculares envolvidos na modulagéo da insulina em micose sistémica causada por
Paracoccidioides brasiliensis em animais sadios e diabéticos

Orientador: Joilson de Oliveira Martins

Bolsista do(a): Coordenagédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Palavras-chave: diabetes mellitus, Imunologia, Micose Sistémica, paracoccidioidomicose
Areas do conhecimento: Imunologia Celular,Endocrinologia

Mestrado em Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia).

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Efeito da insulina em micose sistémica causada por Paracoccidioides brasiliensis., Ano de
obtencgédo: 2015

Orientador: Joilson de Oliveira Martins @

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
Palavras-chave: Imunologia, Micose Sistémica, Insulina, Diabetes

Areas do conhecimento: Imunologia Celular,Endocrinologia

Graduagdo em Farmacia.

Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul, USCS, Sao Caetano Do Sul, Brasil

Titulo: Efeitos da poluicdo atmosférica nos atendimentos emergenciais por doengas cardiovasculares e
respiratorias no municipio de Sdo Caetano do Sul

Orientador: Brigitte Rieckmann Martins dos Santos

Ensino Profissional de nivel técnico .
Colégio Dr. Clévis Bevilacqua, CDCB, Brasil

Formagdo complementar

2018 - 2018

Curso de curta duragao em Swedish legislation & Ethics, animal welfare and 3R..
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2018 - 2018

2012 -2012

2010 - 2012

2011 - 2011

2009 - 2009

2007 - 2007

Curriculo Lattes
Karolinska Institutet, KI, Estocolmo, Suécia

Curso de curta duragdo em Laboratory Animal Science Function A - Rodents and lagomorphs..
Karolinska Institutet, KI, Estocolmo, Suécia

Estagio em Farmacia-Escola de Manipulagao. . (Carga horaria: 1080h).
Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul, USCS, Sao Caetano Do Sul, Brasil
Palavras-chave: Estagio

Estagio em Laboratério-Escola de Andlises Clinicas. . (Carga horaria: 2160h).
Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul, USCS, Sao Caetano Do Sul, Brasil
Palavras-chave: Estagio

Monitoria Académica: Bioquimica Basica. . (Carga horaria: 40h).
Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul, USCS, Sao Caetano Do Sul, Brasil

Curso de curta duragdo em Cap e Aperf em Coleta de Materiais Bioldgicos. (Carga horéaria: 20h).
Samavit Cursos, SAMAVIT CURSOS, Brasil

Auxiliar de Laboratério. . (Carga horéaria: 480h).
Colégio Dr. Clévis Bevilacqua, CDCB, Brasil

Atuacao profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2015 - Atual

2013 - 2015

Atividades

08/2013 - Atual

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Pés Graduando (Nivel Doutorado) , Carga horéria: 40,
Regime: Integral

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Pés-graduando (nivel Mestrado) , Carga horéria: 40,
Regime: Dedicagéo exclusiva

Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Linhas de pesquisa:

1. Imunologia Celular Objetivo: Avaliar o papel da insulina na modulagéo da resposta inflamatéria e
capacidade fagocitica e microbicida de macréfagos alveolares e mecanismos moleculares envolvidos na
infecgdo por Paracoccidioides brasiliensis

2. Universidade Municipal de Sao Caetano do Sul - USCS

Vinculo
institucional

2010 - 2012 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga horaria: 30, Regime: Dedicagédo exclusiva

Linhas de pesquisa

1.

Projetos

Projetos de
pesquisa

2015 - Atual

2013 - 2015

Idiomas

1. Imunologia Celular Objetivo: Avaliar o papel da insulina na modulagédo da resposta inflamatéria e
capacidade fagocitica e microbicida de macréfagos alveolares e mecanismos moleculares envolvidos na
infecgao por Paracoccidioides brasiliensis

Aspectos moleculares envolvidos na modulagéo da insulina em micose sistémica causada por
Paracoccidioides brasiliensis em animais sadios e diabéticos

Descrigdo: Neste projeto pretendemos estudar a intervengao da insulina em um modelo de micose
sistémica causada por Paracoccidioide brasiliensis, analisando os mecanismos moleculares
(produgéol/liberagao de citocinas), intracelulares (vias de sinalizagéo), a expressao dos receptores TLR
envolvidos e a atividade fagocitica e microbicida dos macrofagos alveolares.

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Doutorado (1);

Integrantes: Felipe Beccaria Casagrande; Joilson de Oliveira Martins (Responsavel)

Efeito da insulina em micose sistémica causada por Paracoccidioides brasiliensis

Descrigéo: A Paracoccidioidomicose € uma enfermidade sistémica, causada pelo Paracoccidioides
brasiliensis, fungo endémico em toda a América Latina. O P. brasiliensis interage com células
apresentadoras de antigenos, alterando suas principais fungdes bioldgicas. Recentemente observou-se
que a capacidade fagocitica destas células em animais diabéticos para alvos opsonizados por IgG esta
diminuida em comparagdo aos animais sadios. Além disso, encontramos que a insulina estimula a
atividade fagocitica em macrofagos alveolares oriundos de animais sadios e diabéticos, porém por
mecanismos diferentes. Sera utilizado um modelo de caréncia relativa de insulina (diabetes mellitus
experimental). Assim, neste projeto pretendemos estudar a intervengéo da insulina em um modelo de
micose sistémica causada por Paracoccidioides brasiliensis, analisando os mecanismos celulares e
moleculares.

Situagdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Felipe Beccaria Casagrande; Joilson de Oliveira Martins (Responsavel); Sandro Rogerio de
Almeida; Paula Regina Knox de Souza

Inglés

Compreende Razoavelmente , Fala Razoavelmente , Escreve Bem , Lé Bem

Prémios e titulos

2013

Honra ao Mérito, USCS
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14/12/2019 Curriculo Lattes
2012 Bolsa por Mérito, USCS

Producao

Producéo bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1. DE SOUZA, PAULA R. KNOX; FERREIRA, SABRINA S.; NUNES, FERNANDAP.B.; |
CASAGRANDE, FELIPE B.; TESSARO, FERNANDO H. G.; SILVA, MARIANA C. F.; CRUZ, JOSE
WALBER MIRANDA COSTA; MAMIZUKA, ELSA M.; MARTINS, JOILSON O.

Cytokine and Adhesion Molecule Expression Induced by leferent Stralns of Staphylococcus aureus in
Type 1 Diabetic Rats: Role of Insulin. Frontiers in Immunology. , v.9, p.3165 -, 2019.
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page:
[doi:10.3389/fimmu.2018.03165]

2. CASAGRANDE, FELIPE BECCARIA; DE SOUZA FERREIRA, SABRINA; NUNES, FERNANDA
PEIXOTO BARBOSA; ROMERA, LAVINIA MARIA DAL'MAS; DOS SANTOS, SUELEN SILVANA;
TESSARO, FERNANDO HENRIQUE GALVAO; DE SOUZA, PAULA REGINA KNOX; ALMEIDA, SANDRO
ROGERIO; MARTINS, JOILSON OLIVEIRA
Insulin Modulates Paracoccidioides brasiliensis -Induced Inflammation by Restoring the Populations of NK
Cells, Dendritic Cells, and B Lymphocytes in Lungs. Journal of Diabetes Research. , v.2018, p.1 - 11,
2018.

Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagcdo: Meio digital. Home page: [doi:10.1155/2018/6209694]

3. ¥ FERREIRA, SABRINA S.
Insulin Modulates Cytokine Release, Collaaen and Mucus Secretion in Lung Remodeling of Allergic
Diabetic Mice. Frontiers in Immunology. , v.8, p.633 -, 2017.
Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page:
[doi:10.3389/fimmu.2017.00633]

Apresentacao de trabalho e palestra

1. SILVA, M.C.F.; NUNES, F.P.B.; FERREIRA, S.S.; CASAGRANDE, F. B.; MARTINS, J. O.
Effect of Insulin on Cytokines Production in Different Tissues During Peritonitis Induced by
Staphylococcus Aureusin Diabetic and Health Rats, 2016. (Simpdsio,Apresentacdo de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Sdo Paulo; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XX| Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
FCF/USP

2. CASAGRANDE, F. B.; NUNES, F.P.B.; ROMERA, L.D.; FERREIRA, S.S.; TESSARO, F.H.G.; SOUZA, P.
R. K.; ALMEIDA, S. R.; MARTINS, J. O.
Insulin Effects on Paracoccidioides Brasiliensis-Induced Systemic Mycosis in Healthy and Diabetic
Mice, 2016. (Simpésio,Apresentacéo de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Sdo Paulo; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXI Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FCF/USP

3. FERREIRA, S.S.; TSUJITA, M.; CASAGRANDE, F. B.; NUNES, F.P.B.; GOMES, E.; CUSTODIO, RW.A;
MARTINS, J. O.
Insulin Modulates Molecular Aspects of Asthma in Diabetic Mice, 2016. (Simposio,Apresentagédo de
Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Sdo Paulo; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XX Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
FCF/USP

4. CASAGRANDE, F. B.; NUNES, F.P.B.; ROMERA, L.D.; FERREIRA, S.S.; TESSARO, F.H.G.; SOUZA, P.
R. K.; ALMEIDA, S. R.; MARTINS, J. O.
Insulin effects on Paracoccidioides brasiliensis-induced systemic mycosis in healthy and diabetic
mice, 2015. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo;
Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXX Reunido Anual da Federagao de Sociedades de Biologia Experimental -
FeSBE; Inst.promotora/financiadora: FeSBE

5. CASAGRANDE, F. B.; NUNES, F.P.B.; ROMERA, L.D.; FERREIRA, S.S.; TESSARO, F.H.G.; SOUZA, P.
R. K.; ALMEIDA, S. R.; MARTINS, J. O.
Par: idioides brasiliensis-induced systemic mycosis in healthy and diabetic mice: role of
insulin, 2015. (Simposio,Apresentagdo de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas; Cidade: Sdo
Paulo; Evento: XX Semana Farmacéutica de Ciéncias e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora:
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

6. SILVA, M.C.F,; SOUZA, P. R. K.; NUNES, F.P.B.; FERREIRA, S.S.; CASAGRANDE, F. B.; MARTINS, J.
(e}

Staphylococcus aureus-induced peritonitis in healthy and diabetic rats: role of insulin, 2015.
(Outra,Apresentagdo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo;
Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXX Reunido Anual da Federagao de Sociedades de Biologia Experimental -
FeSBE; Inst.promotora/financiadora: FeSBE

7. SOUZA, P.R.K; NUNES, F.P.B.; FERREIRA, S.S; SILVA, M.C.F.; CASAGRANDE, F. B.; MARTINS, J.
0.
Insulin modulates peritonitis induced by Staphylococcus aureus in diabetic and healthy rats, 2014.
(Simpésio,Apresentagao de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas; Cidade: Sdo

Paulo; Evento: XIX Semana Farmacéutica de Ciéncias e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora:
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Producéo técnica

Demais producées técnicas

1. CASAGRANDE, F. B.; MARCONDES, M. A.
Oficina: 'Passando um sabéao na juventude: materiais reciclaveis!', 2012. (Outra produg&o técnica)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

2. CASAGRANDE, F. B.; MARCONDES, M. A.
Oficina: 'As diversas faces do trabalho na area laboratorial’, 2011. (Outra produg&o técnica)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Educacao e Popularizagado de C&T

Apresentagao de trabalho e palestra

SILVA, M.C.F.; NUNES, F.P.B.; FERREIRA, S.S.; CASAGRANDE, F. B.; MARTINS, J. O.
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1.
2.
3.
Eventos
Eventos

Curriculo Lattes

Effect of Insulin on Cytokines Production in Different Tissues During Peritonitis Induced by
Staphylococcus Aureusin Diabetic and Health Rats, 2016. (Simpdsio,Apresentacao de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Sdo Paulo; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXI Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
FCF/USP

CASAGRANDE, F. B.; NUNES, F.P.B.; ROMERA, L.D.; FERREIRA, S.S.; TESSARO, F.H.G.; SOUZA, P.
R. K.; ALMEIDA, S. R.; MARTINS, J. O.

Insulin Effects on Paracoccidioides Brasiliensis-Induced Systemic Mycosis in Healthy and Diabetic
Mice, 2016. (Simposio,Apresentacao de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Sdo Paulo; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXI Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
FCF/USP

FERREIRA, S.S.; TSUJITA, M.; CASAGRANDE, F. B.; NUNES, F.P.B.; GOMES, E.; CUSTODIO, RW.A ;
MARTINS, J. O.

Insulin Modulates Molecular Aspects of Asthma in Diabetic Mice, 2016. (Simpdsio,Apresentacéo de
Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Sdo Paulo; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXI Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
FCF/USP

Participagdo em eventos

1.

Bancas

Bancas

Apresentagao de Poster / Painel no(a) XXI Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2016.
(Simposio)
Insulin Effects on Paracoccidioides Brasiliensis-Induced Systemic Mycosis in Healthy and Diabetic Mice.

XX Semana Farmacéutica de Ciéncias e Tecnologia, 2015. (Simpésio)
XXX Reunido Anual da Federagdo de Sociedades de Biologia Experimental - FeSBE, 2015. (Outra)

I Encontro de Iniciacdo Cientifica do ABC - IV Simpésio de Iniciagdo Cientifica e VI Congresso de
Iniciagdo Cientifica da USCS, 2011. (Simpésio)
Diagnéstico precoce e prevencgdo de doengas no complexo maxilo-mandibular.

Participagdo em banca de trabalhos de conclusao

Graduacgao

1.

BEZERRA, L. O.; SOUZA, P. R. K.; JANUARIO, S. J; CASAGRANDE, F. B.

Participagdo em banca de Leticia de Oliveira Bezerra. Avaliagao do perfil sorolégico de anticorpos
anti-citomegalovirus (anti-CMV) em usuérios atendidos pelo Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade Municipal de Sao Caetano do Sul, 2013

(Farmacia) Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

SILVA, C. G,; SOUZA, P. R. K.; YAVO, B.; CASAGRANDE, F. B.

Participagdo em banca de Claudia Gomes da Silva. Avaliagao do uso irracional de anti-inflamatérios
nao-esteroidais por pacientes idosos atendidos pelo Centro Municipal de Reabilitacdo da USCS,
2013

(Farmacia) Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

SILVA, T. S.; SOUZA, P. R. K.; JANUARIO, S. J.; CASAGRANDE, F. B.

Participagdo em banca de Tiago Sales da Silva. Avaliagao dos niveis de estresse apresentado por
estudantes do dltimo ano dos cursos da Escola de Saide da USCS, 2013

(Farmacia) Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

DIAS, J. L. F; SOUZA, P. R. K.; MARCONDES, M. A.; CASAGRANDE, F. B.

Participagdo em banca de Jaqueline Louvencil Ferreira Dias. Identificacdo dos principais agentes
etiolégicos relacionados a infecgao hospitalar em unidade de terapia intensiva neonatal (utin),
2013

(Farmacia) Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

DONINI, L. M.; SOUZA, P. R. K.; JANUARIO, S. J.; CASAGRANDE, F. B.

Participagdo em banca de Liliane de Moraes Donini. Nivel de conhecimento sobre a relagao entre HPV
e cancer do colo de utero entre alunos dos cursos da Escola da Saude USCS, 2013

(Farmacia) Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

SILVA, V. P. O.; SOUZA, P. R. K.; SABINO, W.; CASAGRANDE, F. B.

Participagdo em banca de Vinicius Padilha de Oliveira da Silva. Uso racional de medicamentos no
tratamento de osteoporose por usuarios da Farmacia Escola da Universidade de Sdo Caetano do
Sul (USCS), 2013

(Farmacia) Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

SILVA, G. C. O.; SOUZA, P. R. K.; JANUARIO, S. J.; CASAGRANDE, F. B.

Participagdo em banca de Gabriela Cristina de Oliveira Silva. Verificagdo dos niveis plasmaticos de
colesterol total e fragdes em pacientes atendidos pelo LAC-USCS de 2005 a 2009, 2013
(Farmacia) Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Totais de producado

Producéo bibliografica

Artigos completos publicados em periédico

Apresentacgdes de trabalhos (Simposio)

Apresentacdes de trabalhos (Outra)
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Producéao técnica

Outra produgéo técnica 2
Eventos

Participagcdes em eventos (simposio) 3
Participagbes em eventos (outra) 1
Participagdo em banca de trabalhos de conclus&o (graduagéo) 7

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 14/12/2019 as 13:08:01.
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