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Resumo

Dentre os diversos sintomas que a doenca da malaria pode causar, sdo objetos
deste estudo duas complicacBes respiratorias graves, denominadas lesédo
pulmonar aguda (LPA) e sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). O
desenvolvimento de tais quadros ainda é pouco conhecido devido a um grande
namero de fatores envolvidos. Assim, foi realizado um estudo sob o modelo murino
de infec¢éo, no qual células endoteliais pulmonares foram analisadas sob diversos
estimulos e tempos diferentes a fim de se compreender melhor a contribuicdo da
citoadesao e dos receptores do tipo Toll na imunopatogénese dessas sindromes. O
estudo foi composto por experimentos nos quais buscou-se obter informacdes a
respeito de eventuais diferencas existentes entre células submetidas a certos
estimulos e células ndo estimuladas (controle) no tocante a certas caracteristicas
de interesse. Para tanto, observa-se a importancia de, para cada experimento, a
determinacdo dos periodos nos quais as diferencas entre células estimuladas e
controle sdo mais evidentes. Testes nao-paramétricos foram utilizados para a
deteccdo de tais periodos. Tal andlise possibilitara um melhor direcionamento dos

préximos estagios da pesquisa.



1. Introducéo

A malaria € um problema de satude muito grave em muitos paises das regides
tropicais e subtropicais. A doenca € causada por protozoarios do género

Plasmodium, transmitidos através do contato com mosquitos parasitados.

Pessoas infectadas podem desenvolver quadros respiratorios graves, com
complica¢gBes pulmonares denominadas lesdo pulmonar aguda (LPA) e sindrome

do desconforto respiratério agudo (SDRA).

As bases moleculares destas disfuncées pulmonares permanecem ainda mal
compreendidas devido a grandes dificuldades encontradas no estudo da doenca
em decorréncia de um grande numero de fatores potencialmente envolvidos. Tais
dificuldades no estudo da doenca inviabilizam, no momento, o desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes, ocasionando uma alta taxa de mortalidade decorrente

da sindrome.

Sabe-se que mecanismos ligados a imunidade inata sdo importantes para o
controle precoce da infeccdo. No entanto, respostas inflamatérias excessivas

contribuem na patogénese e sintomas associados a malaria grave.

Outros fatores se mostram relevantes no desenvolvimento da sindrome: a
habilidade de eritrécitos parasitados serem sequestrados na microvasculatura dos
tecidos, a ativacdo de células endoteliais pulmonares e o aumento da

permeabilidade vascular pulmonar.

Em busca de compreender melhor o papel de alguns componentes da
imunidade inata na patogenia da LPA/SDRA associada a maléria grave, bem como
o efeito da adesao dos eritrdcitos infectados as células endoteliais, foi realizado um

estudo sob o modelo murino de infecgéo.

O conhecimento adquirido sob este modelo trara importante contribuicéo para o
entendimento dos sintomas e possibilitara estudos direcionados ao

desenvolvimento de novas metodologias para o tratamento da doenca.



2. Motivacao e objetivos

Como motivacao, foi realizado um experimento para a verificacdo da distribuicédo
do parasita em organismos de camundongos parasitados.

Primeiramente, os camundongos foram infectados com Plasmodium berghei
ANKA expressando luciferase (um tipo de enzima que catalisa reacdes biolégicas
transformando energia quimica em energia luminosa).

No sétimo dia pos-infeccdo, os camundongos receberam luciferina, que ao
reagir com a luciferase presente nos parasitas, permite a emissao de
luminescéncia do parasita.

Um equipamento adequado capta a fluorescéncia e bioluminescéncia in vivo. Os
graficos abaixo mostram a expressao de luciferase em animais perfundidos, ou
seja, que tiveram o sangue drenado de seus 6rgaos antes da medicao, e também
de um animal ndo perfundido. Nota-se que mesmo apdés a perfusdo, a
concentracdo de parasitas ainda é grande nos pulmdes e no baco, 0 que mostra

gue eles estdo aderidos as células destes 6rgéaos.

N&o Perfundidos Perfundidos

1.5x100% 4 1.5x10%% 4

1.0x10%% 4 1.0x10° 4

5.0x10%¢ 4 5.0x10%¢ 4

mE

Pulmdo Bagoe Rins Figado CérebroCoragio " Pulméo Ball;n Rilns FigladoCérébroCorél;ﬁn

Luciferase (ROI)
Luciferase (ROI)

Gréfico 1 — Expressao de luciferase (em ROI) por 6rgdo em ratos nao perfundidos e

perfundido

O estudo, de maneira geral, possui trés objetivos principais:

e Avaliar os efeitos da citoadesédo de eritrocitos parasitados na ativacao de
células endoteliais pulmonares (CEP) por meio de ensaios de adesao

estaticos e em fluxo.



e Avaliar o papel dos receptores do tipo Toll (TLR) 2, 4 e 9, e também da
molécula adaptadora MyD88 na inducdo de mediadores inflamatérios por
CEP na presenca de eritrocitos parasitados.

e Avaliar o efeito de drogas sintéticas antagonistas de TLR no tratamento
de LPA/SDRA.

A avaliagdo descrita no terceiro objetivo, que serd realizada em um momento

posterior, ndo constituira objeto desta analise estatistica.

3. Descricao do estudo

Neste estudo foram realizados seis tipos de experimentos distintos listados
abaixo e descritos na se¢ao seguinte:

* Ensaios de adeséo de células endoteliais
+ Expresséao génica por Polymerization Chain Reaction (PCR) em tempo real
» Para moléculas de adeséo
+ Para receptores do tipo Toll
* Quantificacao de citocinas e quimiocinas via Cytometric Bead Array (CBA)
* Imunoistoquimica de receptores do tipo Toll

* Dosagem de Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

3.1 Animais e parasitas utilizados

Foram utilizados camundongos, machos, adultos (6 a 8 semanas de idades),
das linhagens DBA/2, C57BI/6 e animais da linhagem C57BI/6 deficientes em TLR
2,4,9 e MyD88.

Os animais foram criados e mantidos em mini isoladores sob condicdes
controladas de umidade, iluminagéo e temperatura.

A infeccdo dos animais, assim como o isolamento e sincronizagao de eritrocitos
parasitados, foi realizada com o plasmoédio murino Plasmodium berghei ANKA ou
nk65.

Cada cultura de células é feita a partir dos pulmdes de trés animais, que por sua

vez, sao sacrificados.



3.2 Estimulos

E sabido que alguns fatores especificos podem estar relacionados de alguma
forma com o desenvolvimento da SDRA associada a malaria. Dessa forma,
diferentes estimulos foram utilizados nos experimentos a fim de melhor entender
como se da tais relagdes.

Segue abaixo a lista dos principais estimulos utilizados:

* Fator de necrose tumoral - Alfa (TNF- a)

Citocina

* Interferon-gama (IFN-y)

Citocina

* Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

Proteina

* Lipopolissacarideo (LPS)
Molécula constituida de um lipideo e um polissacarideo

* Eritrécito parasitado (EP)

* Extrato do parasita (EXT)

* Eritrocito ndo parasitado (EnP)
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4. Descricao dos experimentos

4.1 Ensaios de adesao de células endoteliais

O objetivo deste ensaio é verificar a capacidade de citoadesdo do parasita em
células endoteliais pulmonares na presenca de diferentes estimulos.

Este experimento é importante, pois existe um grande questionamento sobre o
desenvolvimento da SDRA. N&o se sabe ao certo se primeiramente parasitas sao
aderidos ao endotélio e entdo as células tornam-se ativas liberando fatores
inflamatorios, ou se a principio as células devem estar ativas para que ocorra o
fendbmeno da adeséao.

Para tanto, foram realizados dois experimentos, representados pelos codigos
LO8 e LO11-14-25. Os dois possuem o mesmo objetivo, porém diferem nos
estimulos utilizados e tempos de observacao.

Em cada lamina (unidade amostral), € observada uma cultura contendo material
misturado de trés camundongos.

Observa-se, via microscopio, a proporcdo de células endoteliais apresentando

parasitas aderidos em amostras de 100 células.

Estimulos utilizados:
LOS8: IFN-y, TNF-a ,VEGF, LPS, NE.
LO11-14-25: IFN-y, TNF-a, VEGF, LPS, EP, EXT, EnP.

Controle: foram utilizadas células ndo estimuladas (NE).

Tempos de observacao:
LO8: 24h, 48h, 72h
LO11-14-25: 1h, 3h, 6h, 12h
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Amostragem:
LO8:
e Controle:
4 laminas para cada tempo para células NE
e Com Estimulos:

3 laminas por estimulo para cada tempo

LO11-14-25:
eControle:
12 laminas para cada tempo para células NE
Acréscimo de 4 laminas observadas para o tempo T=6h.
eCom Estimulos:
6 laminas por estimulo para cada tempo

Acréscimo de 4 laminas observadas para o tempo T=6h.

4.2 Quantificacao da expressao génica de moléculas de adesao via PCR

ApoOs a verificacdo da ocorréncia da adesdo, ocorre outra duvida: quais
moléculas de adesdo, dentre as que sao previamente conhecidas como
importantes no desenvolvimento da doenca, poderiam apresentar maior expressao
nas células endoteliais pulmonares, promovendo assim a adesdo dos eritrécitos

parasitados?

Foram realizados dois tipos de ensaios para a verificacdo da expressao génica
de moléculas de adeséo. O primeiro, descrito nesta se¢do, conta com uma técnica
denominada de PCR em tempo real, onde o interesse é observar uma
guantificacdo (relativa ao controle - NE) de genes a partir de cultura de células

endoteliais pulmonares a fim de mensurar a expressao de certas moléculas.

As moléculas analisadas por meio da técnica de PCR em tempo real foram:

e Molécula de adeséao intercelular 1, ICAM-1
e Molécula de adeséo vascular celular 1, VCAM

e Cluster de diferenciacdo, CD36
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Estimulos utilizados: IFN-y, TNF-a, VEGF, LPS, EP, EXT, EnP.
Controle: NE.

Tempos de observacao:
1h, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h

Amostragem:
e Controle:
6 observacgOes para cada tempo para cada molécula entre 1h e 12h
9 observacbes para cada tempo para cada molécula entre 24h e 72h
e Com Estimulos:

6 observacdes por estimulo para cada tempo para cada molécula

4.3 Quantificacdo de citocinas inflamatorias via CBA

O objetivo deste experimento € verificar se as células endoteliais produzem

citocinas inflamatdrias e os fatores que possivelmente ativariam essas células.

A principal pergunta a ser abordada por este experimento é se os eritrocitos
parasitados seriam capazes de estimular as células endoteliais para que elas

liberassem fatores inflamatérios.

Cada observacéo refere-se a analise de células soltas, marcadas e lidas pelo

citbmetro.
Citocinas observadas: GM-CSF, IL1-B, IL-6, KC, MCP, RANTES

Estimulos utilizados: IFN-y, TNF-a, VEGF, LPS, EP, EXT, EnP.
Controle: NE.
Tempos de observacdao: 1h, 3h, 6h, 12h, 24h.

Amostragem:
e Controle:
3 observacdes para cada tempo para cada tipo de citocina.
e Estimulos:

3 observacgdes por estimulo para cada tempo para cada tipo de citocina.
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4.4 Quantificacao da expressao génica de receptores do tipo Toll

Sabe-se que os receptores TLR2, TLR4 e TLR9 sdo capazes de reconhecer o
parasita da maléria. TLR2 e TLR4 s&o receptores de membrana plasmatica de
células do sistema imune que reconhecem peptideos do parasita. J& 0 TLR9 é um
receptor que fica em uma membrana interna das células e reconhece o DNA do
parasita. E sabido também que o Myd88 é uma molécula co-adaptadora envolvida

na sinalizagéo dos TLRs 2, 4 e 9.

Desta forma, um experimento foi desenvolvido com o intuito de observar se 0s
animais que desenvolvem a SDRA possuem uma maior expressdo génica dos
TLRs e de Myd88 no pulméo. Para este fim, a técnica de PCR em tempo real foi

novamente utilizada.

Estimulos utilizados: IFN-y, TNF-a, VEGF, LPS, EP, EXT, EnP.
Controle: NE.
Tempos de observacéao: 1h, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h.

Amostragem:
e Controle:
3 observacbes para cada tempo para cada receptor entre 1h e 12h.
6 observacdes para cada tempo para cada receptor entre 24h e 72h.
e Com Estimulos:

3 observacdes por estimulo para cada tempo para cada receptor.

4.5 Imunoistoquimica de receptores do tipo Toll

Dando continuidade a andlise sobre os receptores do tipo Toll por PCR em
tempo real, foi observado que células pulmonares de animais infectados apresentam

marcacao para esses receptores.

Este experimento visa comparar camundongos nao infectados (NI),
camundongos infectados que morreram em decorréncia de lesdo pulmonar aguda
(LPA) causada pela SDRA e camundongos infectados mortos por hiperparasitemia
(HP) quanto as expressdes dos receptores dos tipos TLR2, TLR4 e TLRO.
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Para isso, realizou-se a analise de Imunoistoquimica, um procedimento que
registra &reas do tecido pulmonar em que foi detectada a presenca dos receptores e

mede a proporcédo de tais areas em relacéo a area total analisada.

Amostragem:

e Na&o Infectados:
12 camundongos para TLR4
24 camundongos para TLR9
24 camundongos para TLR2

e Infectados:
60 camundongos com SDRA e 60 camundongos com HP para TLR4
72 camundongos com SDRA e 72 camundongos com HP para TLR9

60 camundongos com SDRA e 72 camundongos com HP para TLR2

4.6 Dosagem de VEGF

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é uma proteina muito
importante associada ao desenvolvimento da SDRA. Sabe-se que ele € produzido
em maior quantidade em animais que desenvolvem a sindrome e que é produzido
principalmente no bacgo. Possivelmente, isso ajuda a explicar o fato de, em
experimentos previamente realizados, animais cujos bacos foram removidos terem

apresentado tempo de sobrevida maior.

Foi entdo realizado um estudo com a finalidade de verificar se células endoteliais
presentes na microvasculatura do pulmdo também seriam produtoras de VEGF,

podendo contribuir para o desenvolvimento da sindrome.

Estimulos utilizados: IFN-y, TNF-a, VEGF, LPS, EP, EXT, EnP.
Controle: NE.
Tempos de observacéao: 24h, 48h, 72h
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Amostragem:

Controle:
4 observacOes para cada tempo.
Com Estimulos:

4 observacOes para cada tempo sob cada estimulo.

5. Descricao das variaveis

5.1 Variaveis explicativas dos experimentos

Estimulo aplicado: Nao Estimulado - Controle (NE), Lipopolissacarideo
(LPS), Intérferon-gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a),
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), Extrato do parasita
(EXT), Eritrécito Parasitado (EP), Eritrocito ndo Parasitado (EnP).

Tempo entre aplicacdo (ou nao) do estimulo e observacédo — 1h, 3h,
6h, 12h, 24h, 48h, 72h.

5.2 Variaveis resposta — por experimento

Ensaios de adeséo — Proporcéo de células aderidas (%)

PCR - Expressao relativa de RNA mensageiro (RNAm)

CBA - Concentragdo da molécula analisada (em pg/mL)
Imunoistoquimica — Proporcdo da imagem capturada em que foi
detectada a expressédo do receptor observada. (%)

VEGF - Concentracdo da proteina VEGF (em pg/mL)
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6. Analise descritiva

As tabelas e graficos apresentados nos Apéndices A e B descrevem alguns

resultados relevantes observados nos experimentos.

Para o experimento LO8 de Adesdo, nota-se um crescimento (Gréfico B1,
Tabela Al) na proporcdo de células com parasitas aderidos conforme os tempos
aumentam para todos os estimulos (exceto IFN-y entre 24h e 48h), com valores
médios mais expressivos para os estimulos LPS e TNF- a. Porém, para o estimulo
LPS, vemos (Gréafico B2) que existe maior variabilidade no instante 72h.

Ja para o experimento LO11-14-25 (Gréafico B3, Tabela A2), a tendéncia de
crescimento proporcional ao tempo nédo aparece, provavelmente devido ao fato dos
tempos serem menores que no experimento anterior. Ainda assim, podemos notar
que os mesmos estimulos LPS e TNF-a apresentam valores superiores aos
demais, novamente com o LPS apresentando maior variabilidade, conforme visto

no Gréfico B4.

Nos experimentos de PCR em tempo real, vemos que, para as moléculas CD36

(Grafico B5, Tabela A5) quase todos os estimulos apresentam comportamento
parecido ao longo do tempo, com a expressao relativa apresentando um
decrescimento no tempo 12 horas e pico em 24 horas. As excecdes Sd0 0S
estimulos TNF-a e IFN-y com expressdes relativas baixas apés as 12 horas. Por
outro lado, para as moléculas de ICAM-1 (Grafico B7, Tabela A3), TNF-a e IFN-y
sdo justamente os estimulos que se destacam, apresentando expressdes relativas
acima das demais em todos os tempos ap6s 12h, apesar do decaimento as 72
horas. Este resultado € compativel com parte das expectativas das pesquisadoras,
uma vez que ja é conhecido que o TNF-a aumenta a expressao das moléculas de
ICAM-1. Para VCAM (Gréafico B9, Tabela A4), temos novamente uma alta
expressdo nas amostras estimuladas com TNF-a e LPS (conforme observado

também nos ensaios de adesao).

Para os receptores TLR2 (Grafico B11, Tabela A13), nota-se também valores
mais expressivos para os estimulos LPS e TNF-a, conforme notado em grande
parte dos experimentos anteriores. JA para receptores TLR4 (Gréafico B13, Tabela

Al14) ndo se nota nenhum perfil de médias expressivamente diferente, com quase
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todos os valores abaixo dos correspondentes para o grupo controle (NE). Apesar
do pico no tempo de 24 horas para VEGF, vale notar que a variabilidade € alta e a
média € influenciada por uma observacdo muito acima das demais (Grafico B14).
Para os receptores TLR9 (Grafico B15, Tabela Al5), o Unico comportamento
relevante é o pico que parece se apresentar as 48 horas para todos os estimulos.
Finalmente, para as moléculas de MyD88 (Grafico B17, Tabela A16), vemos um
padrdo de decaimento da expressao relativa sob todos os estimulos ao longo do
tempo; um pico é apresentado as 12 horas para as moléculas estimuladas por
LPS, mas ele também pode ser atribuido a uma observacao discrepante que eleva

a média, conforme é observado no Grafico B18.

No experimento de CBA, o estimulo LPS volta a se destacar, mais
precisamente na expressao de GM-CSF (Gréfico B19, Tabela A6), mas também
para RANTES (Grafico B29, Tabela A11l). Em ambos 0s casos, as amostras com
este tratamento apresentaram valores extremamente acima dos demais,
especialmente em tempos acima de 6 horas. Também é notavel a expressao de
moléculas estimuladas com LPS quando analisada a expressdo de KC (Gréfico
B25, Tabela A9) e MCP (Grafico B27, Tabela A10), nos quais também se destacam
os estimulos TNF-a e o extrato do parasita. Esses dois estimulos também
parecem provocar uma alta expressao da secrec¢do IL-6 (Grafico B23, Tabela A8),
porém com alta variabilidade conforme mostrado no Gréfico B24. De acordo com
as pesquisadoras, uma das maiores questdes a serem respondidas por estes
experimentos era se eritrécitos parasitados seriam capazes de estimular as células
endoteliais para que elas liberassem fatores inflamatérios. Nao ha evidéncias de
uma resposta positiva a partir dos dados analisados, pois o estimulo EP néo

parece apresentar comportamentos significativos nestes experimentos.

No experimento de Imunoistoguimica (Tabela A17), o que primeiro se observa

(Grafico B31) € uma observacado muito maior que as demais referente ao TLR9 em
um camundongo morto por hiperparasitemia (HP). E possivel que tenha ocorrido
algum equivoco no registro desta informacdo, pois todos os demais valores
encontram-se dentro do intervalo [0,1], 0 que € esperado, ja que se referem a
proporcdes. Por conta disso, optou-se por desconsiderar tal observacao e refazer
as analises. No Gréfico B32, vemos que, de modo geral, os ratos néo infectados
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(NI) apresentam uma expressao mediana levemente menor para os receptores dos
tipos TLR2 e TLR9, porém a diferenca é menor do que o que era esperado
previamente ao experimento. Entretanto, para os individuos dos grupos LPA/SDRA
e HP, as expressdes dos receptores TLR2 e TLR4 apresentam grande
variabilidade relativamente ao grupo NI, o que deve ser levado em conta antes de
tirar-se maiores conclusdes. Vale apontar que as observacdes foram feitas apenas
no sétimo dia pos-infeccdo e ndo se sabe se a expressao génica analisada ocorre

em algum outro momento, posterior ou anterior ao observado.

Finalmente, no experimento de expressdo de VEGF (Grafico B33, Tabela A12),

nota-se uma tendéncia de crescimento ao longo do tempo na variavel resposta
para todos os estimulos. Entretanto, os valores observados sdo maiores para as
amostras estimuladas com TNF-a e LPS, que também se destacaram em varios

dos experimentos anteriormente descritos.

7. Anélise inferencial

Visando avaliar a significAncia estatistica dos achados descritos na secéo
anterior, foram conduzidos testes de hipoteses com dois objetivos principais:

1. Verificar se existe diferenca (estatisticamente significante) nas respostas de
cada estimulo em cada tempo, quando comparadas ao controle (Nao
Estimulado).

2. ldentificar, para cada experimento, os instantes de amostragem nos quais
sdo mais evidenciadas diferencas entre os estimulos e o controle. Tal
identificacdo possibilitara nortear o delineamento de futuras coletas de
dados.

JA para o experimento de imunoistoquimica, em que os fatores sdo os
receptores do Tipo Toll e o tipo do camundongo analisado, o0 objetivo da analise
sera identificar diferencas significativas na expressao de cada receptor entre os

grupos de camundongos.

Considerando a natureza das amostras, que apresentam tamanho pequeno, e
somando-se a impossibilidade de verificacdo de suposi¢cbes sobre modelos, optou-
se pelo uso de testes ndo-paramétricos (CONNOVER (1980)).
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Esta secdo apresentard os resultados dos testes realizados em cada
experimento, por meio de tabelas com valores-p. Representacdes graficas destas
tabelas também podem ser encontradas no Apéndice B (Graficos B35 a B52).

7.1 Ensaios de adesao

Nos ensaios de adesdo, em que os valores observados sédo proporcdes, foram
conduzidos testes qui-quadrado de homogeneidade (BUSSAB e MORETTIN,
2013). As tabelas abaixo apresentam os valores-p para a hipotese nula de que
estimulo e controle possuem mesma proporcao esperada de células apresentando
adesdo. Valores destacados referem-se a hipéteses rejeitadas a uma significancia
de 5%.

Tabela 1 — Valores-p referentes ao teste de aderéncia de qui-quadrado no
experimento LOO8 — observagdes comparadas com o controle (NE)

Estimulo 24h 48h 72h
IFN-y 4,9% 100,0% 0,1%
LPS 11,9% 2,4% 0,0%
TNF- a 7,7% 0,4% 0,0%
VEGF 70,5%  30,8% 5,4%

Vemos que os resultados da Tabela 1 sdo compativeis com o observado na
andlise descritiva, com mais diferencas entre estimulo e controle significativas

aparecendo no tempo de 72h para os estimulos IFN-y, LPS e TNF- a.

Tabela 2 — Valores-p referentes ao teste de aderéncia de qui-quadrado no
experimento LO11-14-25 — observacdes comparadas com o controle (NE)

Estimulo 1h 3h 6h 12h
EnP 19,1% 47,8% 98,0% 73,7%
EXT 27,7% 0,0% 2,5% 0,0%
IFN-y 96,1%  35,9% 0,4% 88,9%
LPS 0,5% 0,0% 0,0% 0,9%
TNF- a 0,3%  26,2% 0,0 0,1%
VEGF 1,3% 47,8% 0,0% 49,6%

Ao contrario do caso anterior, a maior parte dos resultados significativos

apresentados na Tabela 2 ndo foi observada no maior tempo, e sim no tempo de
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6h, sugerindo que este também é um momento conveniente para uma nova
observacdo. Neste momento apenas para os eritrécitos ndo parasitados (EnP), que

servem de controle negativo, ndo houve diferenca em relacdo ao controle.

7.2 Quantificacdo de moléculas de adesado por PCR em tempo real

Para este experimento e todos os demais, nos quais as observacfes ndo sao
proporgdes e sim variaveis continuas, o teste utilizado anteriormente (teste y?) nédo
€ mais indicado. O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (CONNOVER, 1980) &
o teste mais apropriado para este tipo de situagado. As tabelas a seguir apresentam
os valores-p para a hipotese nula de que estimulo e controle possuem medianas
coincidentes. Valores destacados referem-se a hipoteses rejeitadas a uma
significancia de 5%.

Tabela 3 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de

quantificacdo de CD36 por PCR em tempo real — observacbes comparadas com o
controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h
EnP 6,5% 93,7% 0,4% 1,7% 100,0% 22,4% 86,4%
EP 39,4% 13,2% 589% 2,6% 86,4% 18,1% 100,0%

EXT 240% 485% 93% 0,4% 69,9% 77,6% 14,5%
IFN-y 485% 58,9% 429% 2,6% 8,8% 86,4% 89,8%
LPS 6,5% 240% 09% 15% 86,4% 86,4% 3,6%
TNF-a 589% 240% 15% 65% 03% 18% 1,8%
VEGF 93,7% 699% 82% 65% 145% 77,6% 1,2%

Nesse caso (Tabela 3) observamos que o momento 12h parece ser o
momento mais adequado para a observacdo de diferencas entre estimulo e
controle na quantificacdo da molécula CD36 para a maioria dos estimulos. Para
células estimuladas com VEGF, o momento mais adequado é 72h, enquanto para
TNF- a e LPS, vemos significancia também as 6h.

Tabela 4 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de

guantificacdo de ICAM-1 por PCR em tempo real — observa¢gbes comparadas com o
controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h
EnP 1,5% 100,0% 31,0% 53,7% 68,9% 32,8% 38,8%
EP 24,0% 100,0% 93,7% 24,0% 52,9% 60,7% 38,8%
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EXT 26% 12,6% 31,0% 31,0% 36,4% 68,9% 38,8%
IFN-y 02% 04% 04% 02% 0,0% 0,0% 6,6%
LPS 02% 04% 02% 02% 32,8% 145% 8,8%
TNF-a 02% 04% 02% 02% 02% 0,2% 0,3%
VEGF 4,1% 42,9% 42,9% 58,9% 38,8% 955% 32,8%

Para a quantificacdo do ICAM-1 (Tabela 4), observamos que ha diferenca
significativa para todos os estimulos no tempo de 1h, com excecdo do estimulo EP
(que, no entanto ndo apresentou diferenca estatistica para nenhum dos tempos
observados).

Tabela 5 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de

guantificacdo de VCAM por PCR em tempo real — observacdes comparadas com o
controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h
EnP 4,1% 42,9% 100,0% 53,7% 45,6% 14,5% 45,6%
EP 100,0% 100,0% 69,9% 58,9% 38,8% 77,6% 955%
EXT 18,0% 52% 93,7% 81,8% 32,8% 955% 32,8%
IFN-y 58,9% 0,4% 31,0% 589% 955% 0,3% 22,4%
LPS 0,2% 04% 02% 02% 18% 0,1% 0,0%
TNF- a 02% 04% 52% 02% 03% 0,1% 0,0%
VEGF 39,4% 32,9% 100,00 31,0% 68,9% 955% 86,4%

Para VCAM (Tabela 5), vemos que o estimulo LPS apresenta valores
significativos para todos os tempos do estudo e TNF- a em todos exceto 6h. De
maneira geral, observamos que ndao ha um tempo ideal no qual se verificam
diferencas significativas para uma maioria de estimulos, apesar dos valores-p serem

menores para LPS e TNF- a no tempo 72h.

7.3 Quantificacao de citocinas inflamatérias via CBA

O mesmo teste de Mann-Whitney foi aplicado aos dados do experimento de
CBA, porém a um nivel de significancia de 5%, nenhuma diferenca significativa foi

constatada, como podemos observar na Tabela 6 abaixo:

Tabela 6 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de GM-CSF por CBA- observacdes comparadas com o controle (NE)

12h
50,7%

24h
66,7%

1h
10,0%

3h
40,0%

6h

EnP 40,0%
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EP 20,0% 10,0% 100,0% 85,7% 66,7%
EXT 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
IFN-y 10,0% 10,0% 100,0% 70,0% 66,7%
LPS 7,7% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
TNF-a 10,0 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
VEGF 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
Isso ocorre pelo fato do experimento apresentar tamanhos amostrais pequenos,

fato que enfraquece o teste. O mesmo acontece para todos as outras moléculas

analisadas nesse experimento:

Tabela 7 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de IL1-B por CBA- observacdes comparadas com o controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h
EnP 10,0% 100,0% 70,0% 50,7% 100,0%
EP 10,0% 40,0% 10,0% 40,0% 33,3%

EXT 10,0% 10,0% 20,0% 70,0% 22,1%
IFN-y 7,7% 10,0% 20,0% 100,0% 33,3%
LPS 20,0% 65,8% 40,0% 50,7% 100,0%
TNF-a 10,0% 70,0% 65,3% 100,0% 41,4%
VEGF 100,0% 20,0% 20,0% 100,0% 33,3%

Tabela 8 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de IL6 por CBA— observactes comparadas com o controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h
EnP 10,0% 100,0% 70,0% 10,0% 66,7%
EP 10,0% 10,0% 10,0% 40,0% 100,0%

EXT 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 22,1%
IFN-y 10,0% 10,0% 40,0% 10,0% 66,7%
LPS 10,0% 10,0% 6,4% 6,4% 22,1%
TNF-a 10,0% 10,0% 70,0% 10,0% 100,0%
VEGF 10,0% 10,0% 40,0% 10,0% 66,7%

Tabela 9 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de KC por CBA- observaces comparadas com o controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h
EnP 10,0% 10,0% 20,0% 10,0% 33,3%
EP 10,0% 10,0% 10,0% 5,7% 66,7%

EXT 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
IFN-y 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
LPS 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
TNF-a 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
VEGF 100,0% 10,0% 10,0% 10,0% 66,7%
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Tabela 10 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de MCP por CBA- observacdes comparadas com o controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h
EnP 10,0% 10,0% 10,0% 40,0% 33,3%
EP 10,0% 10,0% 10,0% 22,9% 100,0%
EXT 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
IFN-y 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
LPS 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
TNF-a 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%
VEGF 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 33,3%

Tabela 11 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
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guantificacdo de RANTES por CBA- observacfes comparadas com o controle (NE)

1h 3h 6h 12h 24h
EnP 10,0% 7,7% 10,0% 20,0% 33,3%
EP 10,0% 7,7% 10,0% 62,9% 33,3%
EXT 10,0% 7,7% 10,0% 10,0% 33,3%
IFN-y 10,0% 7,7% 70,0% 7,7% 33,3%
LPS 10,0% 7,7% 10,0% 10,0% 33,3%
TNF-a 10,0% 7,7% 10,0% 10,0% 22,1%
VEGF 100% 7,7% 7,7% 10,0% 66,7%

7.4 Quantificacao do fator VEGF

Novamente o teste de Mann-Whitney foi

guantificacdo do fator de crescimento VEGF:

Tabela 12 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de VEGF- observacdes comparadas com o controle (NE)

usado no experimento de

EnP
EP
EXT
IFN-y
LPS
TNF- a

24h
88,6%
11,4%
5,9%
88,6%
2,9%
2,9%

48h
88,6%
68,6%
68,6%
48,6%

2,9%

2,9%

72h
20,0%
34,3%
34,3%
24,5%

2,9%

2,9%
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Vemos na Tabela 12 que as diferencas sdo significativas para os estimulos
LPS e TNF- a em todos os tempos analisados. Em nenhum outro caso foram
detectadas diferencas significativas. Concluimos que estes dois estimulos séo

importantes, mas pouco pode ser afirmado sobre os tempos de observacéao.

7.5 Quantificagcédo da expressado génica de receptores do tipo Toll

Analisamos agora os dados referentes a expresséao de receptores do Tipo Toll
(TLR2, TLR4 e TLR9), além das moléculas MyD88, também ligadas ao sistema
imunologico. A quantificacdo também foi feita através de PCR em tempo real e

testes de Mann-Whitney também foram realizados:

Tabela 13 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de receptores TLR2 por PCR em tempo real— observacdes
comparadas com o controle (NE)

1h 3h 12h 24h 48h 72h
EnP 70,0% 70,0% 100,0% 26,2% 39,3%  3,6%
EP 100,0% 100,0% 100,0% 2,4% 3,6% 9,5%

EXT 40,0% 10,0% 10,0 2,4% 3,6% 14,3%
IFN-y 10,0% 40,0% 10,0% 2,4% 7,1% 9,5%
LPS 10,0% 10,0% 10,0% 2,4% 3,6% 3,6%
TNF-a 10,0% 10,0% 10,0 2,4% 3,6% 3,6%
VEGF 100,0% 70,0% 100,0% 16,7% 14,3% 14,3%

Como visto na Tabela 13, o momento em que verificamos a maioria das
diferencgas para os receptores do TLR2 é o momento de 24h. Observa-se também
gue VEGF néo apresentou diferenca significativa com relagéo ao controle.

Tabela 14 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de receptores TLR4 por PCR em tempo real— observacdes
comparadas com o controle (NE)

1h 3h 12h 24h 48h 72h
EnP 100,0% 10,0% 10,0% 90,5%  9,5% 14,3%
EP 70,0 10,0% 10,0% 90,5% 9,5% 14,3%

EXT 20,0% 10,0% 10,0% 38,1% 16,7% 14,3%
IFN-y 10,0% 10,0% 10,0% 2,4% 38,1% 9,5%
LPS 100,0% 100,0% 10,0% 9,5% 4,8%  3,6%
TNF-a 10,0% 70,0% 10,0 2,4% 90,5% 7,1%
VEGF 70,0% 100,0% 10,0% 714% 24% 3,6%
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Vemos na Tabela 14 que para o receptor do tipo TLR4, ha poucos momentos,
bem como estimulos, em que verificamos diferenca estatistica entre estimulos e

controle.

Tabela 15 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
quantificacdo de receptores TLR9 por PCR em tempo real- observagdes
comparadas com o controle (NE)

1h 3h 12h 24h 48h 72h
EnP 70,00 70,0% 10,0% 16,7% 54,8%  3,6%
EP 40,0% 40,0% 10,0 95% 48% 3,6%

EXT 40,0% 70,0% 100,00 2,4% 2,4% 3,6%
IFN-y  100,0% 100,0% 10,0% 38,1% 85,7% 9,5%
LPS 70,0% 100,0% 40,0% 2,4% 38,1% 3,6%
TNF-a 100,0% 70,0% 100,00 2,4% 54,8%  3,6%
VEGF 100,0% 40,0% 100,0% 26,2% 100,0% 7,1%

Para receptores do tipo TLR9 (Tabela 15), o momento em que verificamos a
maioria das diferencas € o momento de 72h. Vemos também que VEGF e IFN-y
nao apresentaram diferenca significativa com relagéo ao controle para esse tipo de

receptor em nenhum dos tempos estudados.

Tabela 16 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
guantificacdo de MyD88 por PCR em tempo real— observacdes comparadas com o
controle (NE)

1h 3h 12h 24h 48h 72h
EnP 70,0% 100,0% 70,0% 26,2% 2,4%  9,5%
EP 40,0% 20,0% 20,0%0 71,4% 2,4% 3,6%

EXT 40,0% 20,0% 100,0% 71,4% 71,4% 3,6%
IFN-y 20,0% 20,0% 100,0% 16,7% 90,5% 38,1%
LPS 20,0% 40,0% 40,0% 24% 2,4% 3,6%
TNF-a 10,0% 20,0% 100,0%0 2,4% 26,2%  3,6%
VEGF 10,0% 20,0% 100,0% 26,2% 714% 7,1%

Podemos observar na Tabela 16 que, assim como nas analises de receptores
Toll, os resultados relevantes aparecem apenas apo0s as 24h, especialmente as
72h. No entanto, devemos ressaltar que, para tempos inferiores a 24h, as amostras

possuem tamanho inferior (n=3).
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Quanto aos estimulos, nota-se que o LPS apresentou resultados significativos
em todos os tempos acima de 24h, seu bom desempenho também nas analises

dos receptores Toll sugere que ele tem um papel importante.

7.6 Imunoistoquimica de receptores do tipo Toll

Neste experimento, os testes foram usados para comparagao da expressao de
cada receptor do tipo Toll entre os grupos de camundongos analisados (NI, HP,
LPA/SDRA).

Inicialmente, testes de Kruskal-Wallis (CONOVER,1980) foram feitos para
testar a hipotese de igualdade simultdnea de medianas para os trés grupos de cada
receptor Toll. Essa hip6tese foi rejeitada para os trés receptores (valores p = 0.003,
0.0001 e 0.0001 para os receptores TLR2, TLR4 e TLR9, respectivamente), o que
significa que nos trés casos ha pelo menos um grupo cuja mediana € diferente das
demais. Para analisar essas diferencas mais a fundo, testes de Mann-Whitney seréo

feitos, comparando dois a dois 0s grupos dentro de cada receptor Toll.

Para os receptores TLR2, os seguintes valores foram obtidos:

Tabela 17 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
imunoistoquimica do receptor TLR2 — Grupos comparados dois a dois

p
NI vs HP 1,0%

NI vs LPA/SDRA | 0,0%
HP vs LPA/SDRA |42,3%

Vemos entdo, na Tabela 17, que ha diferenca significativa na expressdo do
receptor entre o grupo N&o Infectado e os demais, mas nao entre os grupos HP e
LPA/SDRA.

Tabela 18 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
imunoistoquimica do receptor TLR4 — Grupos comparados dois a dois

p
NI vs HP 4,4%

NI vs LPA/SDRA |19,1%
HP vs LPA/SDRA| 0,0%
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Nesse caso (Tabela 18), o grupo HP se diferencia dos demais, mas o grupo
LPA/SDRA néo tem diferenca significativa quando comparado com o grupo Nao

Infectado.

Tabela 19 — Valores-p referentes ao teste de Mann-Whitney no experimento de
imunoistoquimica do receptor TLR9 — Grupos comparados dois a dois

p
NI vs HP 1,2%

NI vs LPA/SDRA |0,0%
HP vs LPA/SDRA |4,2%

Nesse caso (Tabela 19), os trés grupos sao diferentes entre si.
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8. Conclusao

Conclusbes gerais sobre o estudo como um todo sdo complicadas pelo carater
exploratorio dos experimentos, que nem sempre sao relacionados, por se tratarem
de quantificacbes diferentes. Dito isso, o que mais faz sentido é observar cada
experimento individualmente e a eficacia das analises ao responder as questdes
feitas ao inicio da andlise: quais estimulos se diferem mais do controle e quais os
melhores tempos de observacdo, perguntas que a andlise inferencial buscou

responder, apesar de existir casos em que quase nada pode ser afirmado.

Ao analisar moléculas de adesao e citosinas, vemos um papel importante dos
estimulos LPS e TNF-a, que apresentaram diferengas significativas em algum
momento em todos 0s experimentos dessa categoria. A diferenca fica justamente
por conta destes momentos, ja que em alguns experimentos, como os de adesao,
0s resultados mais expressivos surgem em tempos mais especificos e em outros,
como no PCR de ICAM e VCAM e na quantificacdo de VEGF, eles ocorrem em
praticamente todos os tempos observados.

Ja na quantificacdo de receptores do tipo Toll por PCR em tempo real, apesar
de inicialmente a analise parecer revelar que as diferencas sdo melhor observadas
em tempos acima de 24 horas, convém lembrar que isso ndo é necessariamente
verdade, devido ao fato dos tamanhos diferentes de amostras. A analise descritiva
sugere que diferencas significativas também poderiam ser observadas em tempos
menores, caso as amostras fossem maiores. Quanto aos estimulos, apesar de
comportamentos significativos serem observados para os mesmos estimulos dos
demais experimentos, nota-se também varias diferencas significativas entre outros
estimulos e o controle. Pela andlise descritiva nota-se que o comportamento das

respostas € sempre semelhante independente do estimulo.

A fim de atender melhor os objetivos principais do estudo, descritos no inicio
deste relatorio, as informacgdes obtidas aqui podem ser usadas para um melhor
direcionamento de estudos futuros, focando nos instantes e estimulos
considerados mais relevantes em cada experimento, ainda que considerando o

carater exploratorio das analises estatisticas conduzidas.
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Tabela A1 — Medidas descritivas das propor¢cdes observadas no experimento LO08
de Adeséo, de acordo com tempo de observacao e estimulo aplicado

Tempo Estimulo Média Varidncia Mediana Minimo Maximo N

IFN-y 5,333 2,333 5 4 7 3
LPS 4,667 2,333 5 3 6 3
24h  NE 2,250 0,250 2 2 3 4
TNF-a 5,000 1,000 5 4 6 3
VEGF 3,000 4,000 3 1 5 3
IFN-y 4,000 3,000 3 3 6 3
LPS 8,000 4,000 8 6 10 3
48h NE 3,750 0,917 3,5 3 5 4
TNF- a 9,333 4,333 10 7 11 3
VEGF 5,667 6,333 6 3 8 3
IFN-y 9,333 40,333 13 2 13 3
LPS 11,667 20,333 12 7 16 3
72h  NE 3,250 4,250 3,5 1 5 4
TNF-a 13,000 7,000 14 10 15 3
VEGF 6,667 4,333 6 5 9 3
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Tabela A2 — Medidas descritivas das proporcdes observadas no experimento LO11-

14-25 de Adeséo, de acordo com tempo de observacao e estimulo aplicado

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N

EnP 1,833 0,567 2 1 3 6

EXT 2,000 3,200 1,5 0 5 6

IFN-y 2,833 0,567 3 2 4 6

1h LPS 5,833 20,167 6 0 11 6
NE 3,000 3,091 3 1 7 12

TNF-a 6,000 6,000 5 4 10 6

VEGF 5,500 19,100 5,5 0 10 6

EnP 2,833 1,367 2,5 2 5 6

EXT 8,667 23,867 9 3 14 6

IFN-y 3,000 8,000 2 0 7 6

3h LPS 7,000 26,400 7 2 12 6
NE 2,167 1,788 2,5 0 4 12

TNF-a 3,167 6,967 2,5 1 8 6

VEGF 2,833 9,767 1,5 1 9 6

EnP 3,400 4,267 3 0 7 10

EXT 5,400 3,822 5,5 3 9 10

IFN-y 6,000 6,000 5,5 3 12 10

6h LPS 8,300 10,011 7,5 5 14 10
NE 3,500 4,533 3 1 8 16

TNF-a 8,000 4,889 8,5 4 10 10

VEGF 7,000 10,000 6,5 4 15 10

EnP 2,833 0,567 3 2 4 6

EXT 10,000 18,800 9,5 5 18 6

IFN-y 3,500 0,300 3,5 3 4 6

12h LPS 6,000 17,200 5,5 2 11 6
NE 3,250 1,114 3 1 5 12

TNF-a 6,667 15,867 6 2 14 6

VEGF 4,000 1,200 4 3 6 6




Tabela A3 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de PCR em
tempo real, de acordo com tempo de observacéo e estimulo aplicado para a
molécula ICAM-1

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Méaximo N
EnP 1,297 0,032 1,367 1,060 1503 6

EP 1,159 0,085 1,147 0,704 1,592 6

EXT 1,344 0,046 1,316 1,091 1681 6

1h IFN-y 2,338 0,444 2,104 1939 3,675 6
LPS 6,816 29,389 5,969 1,692 14,280 6

NE 1,000 0,028 0,960 0,778 1,274 6

TNF-a 4,946 6,206 4654 2,600 7,586 6

VEGF 1,308 0,046 1,338 1,031 1538 6

EnP 1,000 0,104 0,905 0580 1,383 5

EP 1,046 0,153 0981 0,656 1,765 6

EXT 1,265 0,113 1,201 0,938 1,650 6

3n IFN-y 7,934 53,507 3,645 2,957 20,311 6
LPS 6,481 3,205 6,521 4515 8,225 6

NE 1,000 0,072 0,920 0,660 1,340 5

TNF-a 4,222 0,779 4,150 3,058 5301 6

VEGF 2,067 3,808 1,329 0,560 5,696 6

EnP 0,860 0,186 0689 0447 1631 6

EP 1,187 0,407 1,000 0481 2,243 6

EXT 1,252 1,308 0,896 0513 3561 6

6h IFN-y 2,452 0,441 2,373 1,765 3,485 5
LPS 2,426 0,598 2,342 1535 3,802 6

NE 1,000 0,025 1,037 0,747 1,213 6

TNF-a 4,303 15,530 2,536 1,367 11,366 6

VEGF 0,946 0,190 0,709 0,643 1667 5

EnP 1,058 0,054 1,077 0,697 1,275 5

EP 1,953 3,692 1,380 0,632 5,807 6

EXT 1,268 0,268 1,250 0,494 2,034 6

12h IFN-y 6,231 17,209 5,383 1,897 13,882 6
LPS 3,441 0,786 3,601 2,190 4,438 6

NE 1,000 0,025 1,037 0,739 1,210 6

TNF-a 5,135 1,241 5032 3580 7,002 6

VEGF 1,020 0,139 0946 0,694 1,702 6

EnP 0,957 0,145 1,165 0,365 1,256 6

EP 0,785 0,087 0,779 0,460 1,245 6

EXT 1,125 0,013 1,058 1,042 1,301 5

2ah IFN-y 5,170 12,765 3,859 2,508 11,968 6
LPS 1,216 0,305 1,229 0,564 1,949 6

NE 1,000 0,276 0,978 0,464 2,026 9

TNF-a 3,134 1,757 3,139 1,317 4520 6

VEGF 1568 1,219 1,139 0,380 3,186 6




Tabela A3 — Continuacao

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Méaximo N
EnP 0,871 0,032 0920 0569 1,059 6

EP 1,043 0,048 1,018 0,711 1,335 6

EXT 0,973 0,070 0,896 0,713 1,449 6

48h IFN-y 3,419 0,738 3,575 1,981 4516 6
LPS 0,838 0,023 0,867 0550 0,957 6

NE 1,000 0,033 0,972 0,735 1,275 9

TNF-a 4,618 7,922 4,637 1,124 8,418 6

VEGF 1,018 0,043 1,027 0,712 1,238 6

EnP 0,770 0,396 0,628 0,165 1,698 6

EP 0,673 0,317 0,643 0,048 1317 6

EXT 0,775 0,249 0,731 0,315 1,422 6

79h IFN-y 2,238 1,286 2,598 0,747 3374 6
LPS 0,535 0,164 0,520 0,131 0,947 6

NE 1,000 0,238 0939 0,392 1,824 9

TNF-a 2,835 2,300 2,459 1,237 5308 6

VEGF 0,708 0,266 0,575 0,210 1,441 6




Tabela A4 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de PCR em
tempo real, de acordo com tempo de observacao e estimulo aplicado para a
molécula VCAM

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N

EnP  1,1503 0,0100 1,1393 11,0037 1,3104 6

EP 0,9964 0,0313 0,9981 0,7527 1,2691 6

EXT 1,1913 0,0478 1,2215 10,8386 1,4242 6

1h IFN-y 1,0559 0,0101 1,0/91 0,8697 1,1609 6
LPS 2,4681 0,2938 2,2473 11,9617 3,3851 6

NE 1,0000 0,0140 0,9665 0,8869 1,1800 6

TNF-a 2,1256 0,0221  2,0929 1,9773 2,3919 6

VEGF 1,0740 0,0247 1,0077 0,9613 1,3620 6

EnP 15790 0,3468 1,8291 0,8349 2,0994 6

EP 1,6958 1,2873 1,3826 0,7758 3,6482 6

EXT 13594 0,1214 1,2965 10,9461 1,9560 6

3n IFN-y  2,9262 5,3291 1,7689 1,2485 77,1272 6
LPS 5,6062 1,7710 6,0575 3,9104 6,9646 6

NE 1,0000 0,0186 0,9927 0,8669 1,2211 5

TNF-a 4,2409 10,5052 4,1080 3,6093 15,5275 6

VEGF 2,4246 4,4514 1,3242 0,8873 5,8609 6

EnP  1,3054 0,9437 0,9980 0,5298 2,9360 6

EP 0,9805 0,3287 0,8549 0,4209 1,9685 6

EXT 09757 0,0679 1,0136 0,5107 1,2544 6

6h IFN-y 1,7045 11,5938 1,5020 0,7079 4,1396 6
LPS  3,2473 11,1299 3,3672 11,7388 4,8592 6

NE 1,0000 0,0799 0,9954 0,6091 1,4119 6

TNF-a 1,8664 0,5157 1,8510 10,9084 2,9313 5

VEGF 0,9980 0,0597 11,0238 0,7470 1,3435 5

EnP  1,1377 0,2616 1,3406 0,4385 1,7357 5

EP 14190 0,7124 1,0549 0,7896 2,9921 6

EXT 09575 0,2310 1,1450 0,3578 1,5077 6

12h IFN-y 1,2510 0,7018 0,8039 0,6540 2,7001 6
LPS 2,7955 10,7490 2,6672 11,8584 3,9449 6

NE 1,0000 0,0350 0,9916 0,7877 1,2674 6

TNF-a 4,7988 4,1083 3,9895 12,6885 8,0366 6

VEGF 0,7355 0,1646 0,6061 0,2038 1,2897 6

EnP  0,8477 0,3000 0,7639 0,2086 1,4797 6

EP 0,7171 0,0949 0,6691 10,3194 1,2318 6

EXT 0,7334 0,3037 0,6813 0,1896 1,4791 6

2ah IFN-y 0,8489 0,0448 0,8415 0,6109 1,2106 6
LPS 24315 16639 2,4262 0,8306 4,0757 6

NE 1,0000 0,2701 0,6969 0,4924 1,9378 9

TNF-a 2,0603 0,1253 2,0773 1,6296 2,5856 6

VEGF 1,0933 0,2140 1,0257 0,4542 1,7089 6




Tabela A4 — Continuacao

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N

LPS 2,0790 0,1476 2,1381 11,5123 2,5224
NE 1,0000 0,0591 0,9186 0,6427 1,3679
TNF-a 4,1084 3,4624 49356 11,5866 6,1770
VEGF 0,9656 0,0727 0,9508 0,5662 1,3094

EnP 0,8511 0,0206 0,8073 0,7119 1,0565 6

EP 0,9240 0,0406 09095 0,6330 1,2228 6

EXT 1,0958 0,2744  1,0407 0,4149 1,7209 6

48h IFN-y 1,7773 0,2891 1,7413 11,1943 2,5543 6
LPS  2,1267 0,2649 2,1021 1,6101 2,6856 6

NE 1,0000 0,0959 1,0205 0,5192 1,6437 9

TNF-a 4,0260 7,1375 3,3325 11,3338 8,4486 6

VEGF 0,9836 0,0/05 0,9532 0,6357 1,4263 6

EnP  0,8550 0,1307 0,8243 0,4031 1,3430 6

EP 0,9575 0,0317 09905 0,6501 1,1668 6

EXT 1,1654 0,0547 1,1526 10,7753 1,4718 6

79h IFN-y  2,9059 10,1210 1,2726 0,0772 38,1488 g
9

6

6




Tabela A5 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de PCR em
tempo real, de acordo com tempo de observacao e estimulo aplicado para a
molécula CD36

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 2,969 4,576 2,630 1,023 5,600 6

EP 2,579 3,756 2,121 0,813 5,029 6

EXT 2,282 2,311 2,037 0,808 4,231 6

1h IFN-y 0,907 0,006 0,906 0,816 1,006 6
LPS 2,636 2,877 2,381 1,054 4650 6

NE 1,000 0,040 0,963 0,725 1,275 6

TNF-a 0,943 0,012 0939 0,817 1,078 6

VEGF 0,983 0,007 0,973 0,889 1,113 6

EnP 0,979 0,051 0,950 0,703 1,229 6

EP 1,298 0,139 1,442 0,681 1,717 6

EXT 0,897 0,091 0,845 0,496 1250 6

3h IFN-y 1,056 0,028 1,068 0,831 1,282 6
LPS 1,203 0,065 1,322 0,815 1,407 6

NE 1,000 0,009 1,036 0,865 1,101 6

TNF-a 1,148 0,051 1,091 0,89 1509 6

VEGF 1,098 0,049 1,045 0,881 1,426 6

EnP 1,669 0,152 1,831 1,151 2,205 9

EP 1,119 0,132 1,142 0,599 1621 6

EXT 1,317 0,382 1,445 0,239 2,063 6

6h IFN-y 1,345 0,301 1566 0,737 1,983 5
LPS 1,624 0,152 1,489 1,300 2,272 6

NE 1,000 0,044 0989 0,687 1335 6

TNF-a 1,542 0,148 1,365 1,202 2,032 6

VEGF 1,412 0,161 1,342 0,971 2,058 5

EnP 0,450 0,026 0,404 0,308 0,727 5

EP 0,481 0,050 0473 0,191 0,854 6

EXT 0,427 0,017 0,368 0,349 0,685 6

12h IFN-y 0,546 0,023 0,503 0,399 0,783 6
LPS 0,517 0,026 0,438 0,364 0,770 6

NE 1,000 0,141 0991 0505 1,438 6

TNF-a 0,575 0,031 0,560 0,359 0,878 6

VEGF 0,636 0,057 0,579 0,437 1,098 6

EnP 0,957 0,369 1,013 0,156 1,623 6

EP 1,049 0,146 1,052 0,528 1,507 6

EXT 0,982 0,297 1,319 0,260 1,434 5

24h IFN-y 0,798 0,342 0,607 0,340 1945 6
LPS 0,995 0,376 0,889 0,247 1,749 6

NE 1,000 0,047 0,964 0,623 1,325 9

TNF-a 0,619 0,013 0,592 0,473 0,754 6

VEGF 1,424 0,323 1,233 0,952 2,383 6




Tabela A5 — Continuacao

LPS 0,574 0,029 0,603 0,313 0,764
NE 1,000 0,180 0,754 0,569 1,734
TNF-a 0,599 0,052 0,552 0,361 1,030
VEGF 0,567 0,020 0,525 0,451 0,816

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 1,614 0,894 1,274 0,644 2,892 6

EP 2,076 2,954 1,296 0,908 5,302 6

EXT 0,950 0,060 1,009 0,659 1,258 6

48h IFN-y 0,988 0,184 0985 0,432 1,495 6
LPS 0,969 0,213 0,996 0,380 1,603 6

NE 1,000 0,097 0,953 0550 1,610 9

TNF-a 0,657 0,028 0,687 0,351 0,817 6

VEGF 0,929 0,092 0,958 0501 1,410 6

EnP 0,882 0,305 1,039 0,160 1,413 6

EP 1,370 1,194 1,181 0,348 2,937 6

EXT 0,662 0,087 0,613 0,343 1,093 6

IFN-y 1,186 0,538 1,362 0,346 2,087 5

72h 6
9

6

6
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Tabela A6 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de CBA, de
acordo com o tempo de observacao e estimulo aplicado para a molécula GM-CSF

Tempo Estimulo Meédia Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 8,5833  0,0390 8,62 8,37 8,76

w

EP 8,3333  0,0126 8,36 8,21 8,43 3

Ext 8,5667 0,0289 8,5 8,44 8,76 3

1h IFN-y 8,5933  0,0092 8,61 8,49 8,68 3
LPS 8,5833  0,0040 8,62 8,51 8,62 3

NE 8,1067 0,0144 8,1 7,99 8,23 3

TNF-a  8,7033  0,0576 8,8 8,43 8,88 3

VEGF 10,0433 0,0784 10,05 9,76 10,32 3

EnP 8,3933  0,0026 8,38 8,35 845 3

EP 8,5733  0,0114 8,55 8,48 8,69 3

Ext 8,9933  0,1304 8,96 8,65 937 3

3n IFN-y 8,8133  0,0254 8,77 8,68 8,99 3
LPS 10,6833 0,1792 10,78 10,22 11,05 3

NE 8,3000  0,0091 8,31 8,2 8,39 3

TNF-a  9,2367 0,0065 9,25 9,15 931 3

VEGF 9,9500  0,0037 9,98 9,88 999 3

EnP 8,4067 0,0390 8,37 8,23 862 3

EP 8,6433  0,0702 8,56 8,43 8,94 3

Ext 9,1467 0,0617 9,28 8,86 9,3 3

6h IFN-y 8,6600  0,0247 8,69 8,49 8,8 3
LPS 15,1033  0,1960 14,96 14,75 156 3

NE 8,5867 0,0134 8,53 8,51 8,72 3

TNF-a 10,1767 0,1212 10,09 9,88 10,56 3

VEGF 9,6400 0,0189 9,61 9,52 9,79 3

EnP 8,8600  0,3324 8,76 8,34 9,48 3

EP 8,4075  0,0844 8,48 8,02 8,65 4

Ext 9,1967 0,0862 9,33 8,86 94 3

12h [FN-y 8,5733  0,0444 8,69 8,33 8,7 3
LPS 24,0700 6,9937 23,75 21,6 26,86 3

NE 8,4567 0,0158 8,44 8,34 859 3

TNF-a 10,0433 0,0050 10,03 9,98 10,12 3

VEGF 9,3467 0,0302 9,41 9,15 948 3

EnP 9,1000 1,2482 9,1 8,31 989 2

EP 8,3100  0,0098 8,31 8,24 838 2

Ext 9,1800  0,0050 9,18 9,13 923 2

2ah [FN-y 8,3000  0,0450 8,3 8,15 845 2
LPS  113,8750 0,5941 113,875 113,33 114,42 2

NE 8,1850  0,0421 8,185 8,04 833 2

TNF-a 11,1900 0,0288 11,19 11,07 11,31 2

VEGF 8,8650  0,0221 8,865 8,76 897 2




Tabela A7 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de CBA, de
acordo com o tempo de observacao e estimulo aplicado para a molécula IL1-B

zZ

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo

EnP 20,930 0,091 20,89 20,65 21,25 3

EP 21,080 0,116 20,98 20,8 21,46 3

Ext 20,957 0,016 20,96 20,83 21,08 3

1h IFN-y 20,803 0,021 20,72 20,72 20,97 3
LPS 20,413 0,065 20,43 20,15 20,66 3

NE 20,040 0,017 20,04 1991 20,17 3

TNF-a 20,893 0,138 21 20,48 21,2 3

VEGF 20,040 0,018 20,08 19,89 20,15 3

EnP 20,417 0,034 20,48 20,21 20,56 3

EP 20,683 0,079 20,83 20,36 20,86 3

Ext 20,937 0,004 20,94 20,87 21 3

3n IFN-y 20,947 0,028 20,86 20,84 21,14 3
LPS 20,443 0,000 20,45 2043 20,45 3

NE 20,500 0,041 20,42 20,35 20,73 3

TNF-a 20,667 0,137 20,79 20,25 20,96 3

VEGF 20,703 0,032 20,77 20,5 20,84 3

EnP 20,623 0,023 20,65 2046 20,76 3

EP 20,773 0,004 20,76 20,72 20,84 3

Ext 20,843 0,026 20,83 2069 21,01 3

6h IFN-y 20,743 0,013 20,74 20,63 20,86 3
LPS 20,640 0,013 20,63 20,53 20,76 3

NE 20,520 0,027 20,48 20,38 20,7 3

TNF-a 20,693 0,096 20,7 20,38 21 3

VEGF 20,737 0,011 20,74 20,63 20,84 3

EnP 21,177 0,314 21,35 2055 2163 3

EP 20,495 0,060 20,385 20,35 20,86 4

Ext 20,743 0,021 20,79 20,58 20,86 3

12h IFN-y 20,690 0,005 20,69 20,62 20,76 3
LPS 20,610 0,010 20,59 20,52 20,72 3

NE 20,703 0,021 20,72 20,55 20,84 3

TNF-a 20,753 0,080 20,8 2045 21,01 3

VEGF 20,683 0,045 20,65 2049 2091 3

EnP 20,245 0,061 20,245 20,07 20,42 2

EP 20,230 0,001 20,23 20,21 20,25 2

Ext 20,220 0,000 20,22 20,22 20,22 2

2ah IFN-y 20,215 0,001 20,215 20,19 20,24 2
LPS 20,455 0,061 20,455 20,28 20,63 2

NE 20,285 0,000 20,285 20,28 20,29 2

TNF-a 20,215 0,008 20,215 20,15 20,28 2

VEGF 20,400 0,005 20,4 20,35 2045 2




Tabela A8 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de CBA, de

acordo com o tempo de observacao e estimulo aplicado para a molécula IL-6

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 449,9 25826,4 506,7 2685 5745 3

EP 515,0 58845,3 390,7 359,7 7945 3

Ext 338,8 4541,6 349,4 266,7 400,2 3

1h IFN-y 413,0 1166,7 429,8 373,7 4356 3
LPS 486,3 4781,0 512,6  407,8 5384 3

NE 2114 207,6 216,5 195,2 222,77 3

TNF-a 1165,2  1587759,5 623,4 266,7 2605,6 3

VEGF 1512,3 150851,6 1652,7 1073,2 18109 3

EnP 921,8 6909,0 901,8 850,5 1013,1 3

EP 1287,6 3424,6 1278,4 1234,3 1350,2 3

Ext 3352,6 202947,8 3604,5 2832,5 3620,9 3

3h IFN-y  3329,0 65374,0 3269,6 3108,3 3609,2 3
LPS 7005,2 356914,6 7335,9 63156 7364,3 3

NE 910,5 14244,2 864,9 820,7 10459 3

TNF-a 2576,9 221878,6 2311,8 2298,2 3120,8 3

VEGF 1686,7 110610,4 1702,7 1346,3 20109 3

EnP 1661,5 41967,0 1609,0 1487,9 18875 3

EP 3030,3 176669,4 2879,5 2706,1 3505,2 3

Ext 40079,6 820007966,4 23832,4 23262,8 73143,8 3

6h IFN-y  3243,1 2184375,4 2464,7 2316,9 49475 3
LPS 0,0 0,0 0,0 0,0 00 3

NE 2032,4 2676229 2150,2 1466,4 2480,7 3

TNF-a 8039,0 48634275,5 11651,9 0,0 12465,1 3
VEGF 26475 446959,4 2527,3 2047,2 3368,0 3

EnP 4672,3 5035690,4  4028,1 2820,9 7168,0 3

EP 5240,6 12934696,7 5647,4 1282,2 83853 4

Ext 30704,5 203087582,3 24744,2 20401,5 46967,9 3

12h IFN-y  1686,5 4960,0 1674,1 1623,1 1762,3 3
LPS 0,0 0,0 0,0 0,0 00 3

NE 19247 12174,6 1928,7 1812,4 2033,0 3

TNF-a 22469,0 55971076,9 22761,9 14845,4 29799,6 3
VEGF 2653,1 1218,3 2638,8 2627,7 26929 3

EnP 1095,6  2400569,2 1095,6 0,0 21912 2

EP 1943,4  1312621,2 1943,4 1133,3 27535 2

Ext 0,0 0,0 0,0 0,0 00 2

24h IFN-y  1909,9 27982,7 1909,9 1791,7 2028,2 2
LPS 0,0 0,0 0,0 0,0 00 2

NE 2214,3 159646,4 2214,3 1931,7 2496,8 2

TNF-a 24855,9 1235636003,7 24855,9 0,0 497119 2
VEGF 1893,8 3621,0 1893,8 1851,2 1936,3 2




Tabela A9 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de CBA, de
acordo com o tempo de observacao e estimulo aplicado para a molécula KC

Tempo Estimulo Meédia Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 5,593 3,045 5,81 3,75 7,22 3

EP 7,033 4,043 6,7 521 9,19 3

Ext 6,820 1,639 6,84 5,53 8,09 3

1h IFN-y 8,510 0,171 8,57 8,07 8,89 3
LPS 48,023 43,302 4556 43,03 5548 3

NE 17,017 13,695 15,68 14,17 21,2 3

TNF-a 49,027 51,277 49,48 4165 5595 3

VEGF 17,017 13,695 15,68 14,17 212 3

EnP 10,583 0,343 10,35 10,15 11,25 3

EP 13,867 1,948 13,81 12,5 15,29 3

Ext 291,120 5023,279 329,55 209,33 334,48 3

3h IFN-y 194,103 980,956 190,45 164,77 227,09 3
LPS 421,690 2904,344 395,31 386,07 483,69 3

NE 8,090 1,714 7,7 7,02 955 3

TNF-a 79,740 80,657 78,88 71,22 89,12 3

VEGF 14,363 9,744 15,23 10,9 16,96 3

EnP 16,363 5,066 17,22 13,81 18,06 3

EP 32,987 100,618 3566 21,89 41,41 3

Ext 618,317 7890,336 572,32 561,92 720,71 3

6h IFN-y 49,917 683,537 36,58 33,13 80,04 3
LPS 675,493 4902,573 635,73 634,41 756,34 3

NE 12,877 0,945 12,55 12,11 13,97 3

TNF-a 414,243 7449,578 365,41 363,42 5139 3

VEGF 20,507 14,941 21,89 16,14 23,49 3

EnP 41,110 22,341 42,34 35,89 451 3

EP 76,148 6907,445 47,945 14,2 1945 4

Ext 559,940 2454,657 546,11 518,78 614,93 3

12h IFN-y 27,623 5,849 27,39 2533 30,15 3
LPS 575,027 3778,120 563,22 520,32 64154 3

NE 11,590 3,567 11,18 9,94 13,65 3

TNF-a 282,970 1616,594 282,52 242,99 3234 3

VEGF 19,933 0,279 19,87 19,44 20,49 3

EnP 190,310 63069,313 190,31 12,73 367,89 2

EP 8,755 10,904 8,755 6,42 11,09 2

Ext 820,170 7014,017 820,17 760,95 879,39 2

24h IFN-y 12,070 0,039 12,07 11,93 12,21 2
LPS 632,615 935,281 632,615 610,99 654,24 2

NE 10,420 2,122 10,42 9,39 11,45 2

TNF-a 289,510 715,176 289,51 270,6 30842 2

VEGF 9,460 0,304 9,46 9,07 9,85 2




Tabela A10 — Medidas descritivas das observagdes do experimento de CBA, de
acordo com o tempo de observacao e estimulo aplicado para a molécula MCP

pd

Tempo Estimulo Média Varidncia  Mediana Minimo  Maximo

EnP 610.56 42551.88 727.81 372.38 73150 3

EP 605.13 87118.50 466.21 405.07 944,12 3

Ext 432.99 3188.77 449.69 370.05 479.22 3

1h IFN-y 497.41 226.18 494.63 483.96 51365 3
LPS 575.14 2048.42 596.30 523.18 605.95 3

NE 214.13 841.70 227.34 180.86 234.18 3

TNF-a 1330.77 2006500.06 656.86 377.04 2958.42 3

VEGF 1736.13 88628.88 1712.98 1450.68 2044.74 3

EnP 1004.63 10319.92 1014.39 898.52 1100.99 3

EP 4022.61 99441.91 4005.12 3716.38 4346.34 3

Ext 2562.55 23797.28 2532.79 242534 272953 3

3h IFN-y 1798.62 6274.39 1803.12 1717.25 187548 3
LPS 4022.61 99441.91 4005.12 3716.38 4346.34 3

NE 291.12 5023.28 329.55 209.33 334.48 3

TNF-a 3930.08 81176.77 4043.64 3605.90 4140.71 3

VEGF 1916.38 504921.91 1625.39 1397.49 2726.27 3

EnP 1891.62 2636.50 1871.12 1853.69 1950.05 3

EP 2104.75 143644.34  2287.02 1669.05 2358.19 3

Ext 7548.69 304101.55 7382.84 7099.20 8164.04 3

6h [FN-y 3166.05 138.54 3170.08 3152.79 3175.27 3
LPS 8417.59 126736.15 8264.15 8164.04 8824.58 3

NE 1408.58 60413.72 1471.25 1137.52 1616.97 3

TNF-a 9931.26  437829.34 10289.10 9167.71 10336.97 3

VEGF 2618.52 323235.01 2569.49 2076.08 3209.98 3

EnP 3373.38 372564.96 3489.71 2713.21 3917.23 3

EP 4646.40 4577332.81 4221.24 2656.37 7486.75 4

Ext 8789.06 690392.36 9184.33 7834.32 9348.54 3

19h IFN-y 5508.03 1105065.40 5710.22 4370.40 6443.47 3
LPS 7488.86 550162.62 7183.71 6948.38 8334.49 3

NE 2714.41 27079.53 2742.62 2537.57 2863.04 3

TNF-a 6741.63 1631081.53 7161.83 5307.33 7755.72 3

VEGF 3341.30 22630.13 3286.88 3225.65 3511.37 3

EnP 6216.00 34823685.13 6216.00 2043.25 10388.75 2

EP 1860.79 305613.44 1860.79  1469.88 2251.69 2

Ext 10572.17 186172.02 10572.17 10267.07 10877.27 2

24h IFN-y 6694.68 179089.16 6694.68 6395.44 699392 2
LPS 5773.31 72919.99 5773.31 5582.36 5964.25 2

NE 1821.64 14263.61 1821.64 1737.19 1906.09 2

TNF-a 6339.39 863876.26 6339.39 5682.17 6996.61 2

VEGF 1979.74 6626.31 1979.74 192218 2037.30 2
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Tabela A1l — Medidas descritivas das observagdes do experimento de CBA, de
acordo com o tempo de observacao e estimulo aplicado para a molécula RANTES

zZ

Tempo Estimulo Meédia Variancia Mediana Minimo Maximo

EnP 4.64 0.26 4.69 4.10 5.12 3

EP 5.71 0.16 5.64 5.35 6.13 3

Ext 4.60 0.02 4.63 4.44 4.73 3

1h IFN-y 4.07 0.02 4.01 3.97 4.23 3
LPS 4.16 0.11 4.34 3.77 4.37 3

NE 2.65 0.00 2.65 2.63 2.67 3

TNF-a 5.95 13.69 4.39 3.28 10.17 3

VEGF 7.25 0.47 7.57 6.46 7.71 3

EnP 5.21 0.34 5.14 4.67 5.83 3

EP 5.68 0.10 5.76 5.33 5.94 3

Ext 5.13 0.01 5.09 5.04 5.26 3

3h IFN-y 5.32 0.22 5.33 4.85 5.79 3
LPS 16.78 2.53 16.36 15.44 18.54 3

NE 3.77 0.01 3.71 3.71 3.89 3

TNF-a 6.73 1.43 6.73 5.54 7.93 3

VEGF 6.53 0.18 6.66 6.05 6.87 3

EnP 6.38 0.11 6.46 6.01 6.66 3

EP 7.06 0.45 6.94 6.46 7.78 3

Ext 7.95 0.48 8.28 7.15 8.42 3

6h IFN-y 5.84 1.38 5.47 4.89 7.15 3
LPS 196.27 1521.59 21158 151.93 22530 3

NE 5.25 0.03 5.33 5.05 5.36 3

TNF-a 12.82 3.34 13.62 10.73 1411 3

VEGF 6.78 0.00 6.80 6.73 6.80 3

EnP 8.75 6.42 9.33 5.98 10.95 3

EP 7.17 2.49 7.39 5.26 8.63 4

Ext 8.23 0.71 7.85 7.64 9.19 3

12h IFN-y 7.95 0.17 7.71 7.71 8.42 3
LPS 592.31 1003.21  583.43 566.03 627.48 3

NE 6.08 0.70 5.83 5.39 7.01 3

TNF-a 15.77 0.10 15.79 15.44 16.08 3

VEGF 7.71 0.10 7.85 7.36 7.93 3

EnP 18.12 117.50 18.12 10.45 25.78 2

EP 4.95 0.05 4.95 4.79 5.11 2

Ext 16.92 38.02 16.92 12.56 21.28 2

24h IFN-y 7.76 412 7.76 6.32 9.19 2
LPS 164.11 1.02 164.11 163.39 16482 2

NE 4.52 0.03 4.52 4.39 4.65 2

TNF-a  116.93 0.00 116.93 116.93 11693 2

VEGF 5.90 3.86 5.90 4.51 7.29 2




Tabela A12 — Medidas descritivas das observagdes do experimento de
Quantificagédo de VEGF

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N

EnP 127,15 202,94 124,86 113,13 145,77

EP 131,29 12,84 131,23 126,96 135,72

Extrato 136,86 438,81 137,23 127,94 145,02

24h IFN-y 126,10 28,24 125,13 120,8 133,34
LPS 229,19 76,02 22544 223,71 242,19

NE 124,24 21,09 124,75 119,07 128,37

TNF-a 196,33 58,24 195,28 188,47 206,3

EnP 186,17 76,58 183,39 179,39 198,52

EP 188,74 21,60 190,47 181,87 192,14

Extrato 191,06 102,25 190,14 181,23 202,74

48h IFN-y 189,55 61,24 191,12 179,93 196,03
LPS 260,02 10,29 260,89 255,7 262,62

NE 186,58 32,38 187,06 179,5 192,68

TNF-a 241,46 21,38 242,25 235,38 245,97

EnP 275,78 145,15 278,84 258,62 286,83
EP 261,27 399,41 270,08 231,49 273,43
Extrato 269,56 497,45 276,56 237,11 288,02
72h IFN-y 267,08 218,01 269,49 247,49 281,86
LPS 326,50 50,87 328,99 316,12 3319
NE 258,78 80,19 262,24 245,65 265
TNF-a 302,34 321,87 307,15 277,32 317,74

S I TR S S S S i i T i i T T T ST S S




46

Tabela A13 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de PCR em
tempo real, de acordo com tempo de observacao e estimulo aplicado para o receptor

do tipo Toll 2
Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 0,944 0,018 0,966 0,803 1,065 3
EP 0,987 0,045 0,948 0,798 1,215 3
EXT 1,210 0,071 1,105 1,012 1512 3
1h IFN-y 0,701 0,014 0,738 0569 0,795 3
LPS 4553 1,551 5014 3,243 5502 3
NE 1,000 0,032 0,982 0,831 1,188 3
TNF-a 5,173 1,826 4538 4,255 6,724 3
VEGF 1,017 0,012 0,979 0,930 1,142 3
EnP 1,091 0,025 1,124 0,920 1,230 3
EP 0,936 0,002 0,918 0,904 0986 3
EXT 1,866 0,652 1,583 1,238 2,777 3
3h IFN-y 0,844 0,023 0,831 0,700 1,001 3
LPS 9,126 3,685 9,075 7,233 11,071 3
NE 1,000 0,023 0939 0,888 1,173 3
TNF-a 6,500 1,540 6,409 5,308 7,784 3
VEGF 1,111 0,039 1,085 0,929 1,320 3
EnP 1,113 0,036 1,010 0,996 1,333 3
EP 1,053 0,209 1,183 0,544 1,432 3
EXT 3,486 0,689 3,865 2,534 4,059 3
12h IFN-y 2,286 0,450 2,518 1,530 2,811 3
LPS 8,910 15,323 7,994 5534 13,201 3
NE 1,000 0,082 1,140 0,670 1,190 3
TNF-a 7,793 30,402 5715 3,620 14,044 3
VEGF 0,831 0,129 0,778 0501 1,213 3
EnP 1,349 0,268 1,138 0,969 1939 3
EP 1,413 0,043 1,325 1,266 1,650 3
EXT 4,241 0,651 3,929 3,637 5157 3
24h IFN-y 2,359 0,377 2,095 1,921 3,061 3
LPS 14,348 81,009 13,619 5,735 23,691 3
NE 1,000 0,034 0,983 0,722 1,256 6
TNF-a 8,376 1,811 8,057 7,218 9,852 3
VEGF 0,760 0,038 0,791 0552 0,938 3
EnP 0,703 0,028 0,674 0553 0,882 3
EP 0,523 0,004 0,549 0450 0,570 3
EXT 1,944 0,279 1,701 1,580 2,550 3
48h IFN-y 2,117 0,551 2,136 1,366 2,850 3
LPS 4,837 2,362 5081 3,193 6,237 3
NE 1,000 0,137 1,025 0,620 1,380 5
TNF-a 18,832 70,973 15,698 12,424 28,374 3
VEGF 0,606 0,018 0,535 0,521 0,763 3




Tabela A13 — Continuacéo

Tempo Estimulo Média Varidancia Mediana Minimo Maximo

EnP 0,459 0,024 0,540 0,280 0,557
EP 0,435 0,033 0,435 0,307 0,562
EXT 1,557 0,064 1,702 1,264 1,704
IFN-y 2,884 0,009 2,884 2,816 2,953
LPS 3,648 2,072 4,200 2,014 4,729
NE 1,000 0,116 0,898 0,661 1,441
TNF-a 14,712 24,455 11,910 11,803 20,421
VEGF 0,492 0,101 0,373 0,251 0,852
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Tabela A14 — Medidas descritivas das observacdes do experimento de PCR em
tempo real, de acordo com com tempo de observacéo e estimulo aplicado para o
receptor do tipo Toll 4

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 1,070 0,072 1,008 0,839 1,363 3

EP 0,958 0,016 0,945 0,837 1,091 3

EXT 1,195 0,026 1,157 1,056 1,372 3

1h IFN-y 0,820 0,006 0,842 0,731 0,886 3
LPS 0,909 0,027 0,995 0,721 1,011 3

NE 1,000 0,006 0,968 0,945 1,086 3

TNF-a 0,845 0,005 0,806 0,802 0,927 3

VEGF 0,942 0,037 0,923 0,760 1,142 3

EnP 0,735 0,012 0,780 0,612 0,815 3

EP 0,573 0,000 0,572 0553 0594 3

EXT 0,573 0,008 0,565 0,490 0,664 3

3h IFN-y 0,775 0,002 0,778 0,729 0,818 3
LPS 0,965 0,002 0,955 0,925 1,015 3

NE 1,000 0,042 0,945 0,829 1,226 3

TNF-a 0,911 0,047 0,875 0,716 1,143 3

VEGF 1,021 0,146 0,924 0,697 1,442 3

EnP 0,440 0,013 0,474 0,312 0535 3

EP 0,537 0,012 0,589 0,412 0,610 3

EXT 0,296 0,012 0,252 0,216 0,421 3

12h IFN-y 0,508 0,024 0,575 0,329 0,620 3
LPS 0,362 0,029 0,409 0,173 0505 3

NE 1,000 0,046 1,094 0,755 1,151 3

TNF-a 0,494 0,005 0,478 0,435 0,567 3

VEGF 0,719 0,002 0,732 0,673 0,753 3

EnP 0,759 0,206 0,945 0,241 1,091 3

EP 0,923 0,014 0,868 0,840 1,060 3

EXT 0,794 0,009 0,794 0,699 0,888 3

24h IFN-y 0,591 0,001 0,579 0575 0,619 3
LPS 0,625 0,021 0,570 05514 0,790 3

NE 1,000 0,083 0,853 0,781 1,434 6

TNF-a 0,338 0,001 0,341 0,300 0,374 3

VEGF 1,551 0,919 1,409 0,672 2573 3

EnP 0,734 0,026 0,803 0551 0,849 3

EP 0,600 0,098 0,622 0,277 0,901 3

EXT 0,753 0,065 0,768 0,491 0,998 3

48h IFN-y 0,759 0,154 0,580 0,489 1,209 3
LPS 0,597 0,055 0,492 0,433 0,864 3

NE 1,000 0,029 0986 0,785 1,275 6

TNF-a 1,091 0,449 0,924 0520 1,829 3

VEGF 0,723 0,001 0,725 0,697 0,746 3




Tabela A14 — Continuacéo

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo
EnP 0,607 0,084 0,720 0,278 0,822

EP 0,547 0,135 0,432 0,250 0,958

EXT 0,589 0,012 0,650 0,464 0,653

72h IFN-y 0,486 0,000 0,486 0,476 0,495
LPS 0,225 0,000 0,231 0,205 0,240

NE 1,000 0,080 1,026 0,621 1,379

TNF-a 0,624 0,019 0,563 0,527 0,780

VEGF 0,325 0,011 0,296 0,237 0,442
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Tabela A15 — Medidas descritivas das observagdes do experimento de PCR em
tempo real, de acordo com com tempo de observacéo e estimulo aplicado para o
receptor do tipo Toll 9

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N
EnP 2,085 2,358 2,033 0576 3,646 3

EP 0,816 0,299 0,545 0,458 1,446 3

EXT 1,270 0,393 0,977 0,844 1990 3

1h IFN-y 1,870 3,128 1,034 0,674 3901 3
LPS 1,003 0,106 0,841 0,791 1,378 3

NE 1,000 0,245 0,728 0,700 1571 3

TNF-a 0,918 0,101 0,767 0,703 1,283 3

VEGF 1,001 0,317 0,733 0,622 1,648 3

EnP 0,845 0,021 0,803 0,726 1,005 3

EP 0,754 0,100 0,623 0524 1,114 3

EXT 0,865 0,030 0,948 0,667 0,980 3

3h IFN-y 1,108 0,058 1,042 0,907 1,375 3
LPS 1,025 0,145 1,046 0635 1,394 3

NE 1,000 0,112 1,064 0,639 1,297 3

TNF-a 1,176 0,034 1,207 0,977 1,343 3

VEGF 1,325 0,398 1,319 0,697 1959 3

EnP 0,560 0,035 0,455 0,450 0,777 3

EP 0,712 0,004 0,698 0,658 0,780 3

EXT 1,162 0,528 0,923 058 1978 3

12h IFN-y 2,008 0,096 2,102 1,661 2,259 3
LPS 0,737 0,051 0,702 0531 0,980 3

NE 1,000 0,048 0,913 0,838 1,249 3

TNF-a 0,826 0,103 1,001 0456 1,021 3

VEGF 0,933 0,055 0,914 0,709 1,176 3

EnP 0,716 0,071 0,731 0,444 0974 3

EP 0,614 0,073 0,570 0,368 0,903 3

EXT 0,644 0,001 0,643 0,618 0,672 3

24h IFN-y 1,590 0,705 1553 0,770 2,447 3
LPS 0,489 0,023 0,554 0,315 0,597 3

NE 1,000 0,041 0,986 0,765 1,262 6

TNF-a 0,244 0,000 0,252 0,220 0,259 3

VEGF 1,579 0,384 1,742 0,895 2,102 3

EnP 1,274 0,041 1,205 1,116 1501 3

EP 1,705 0,039 1,670 1,527 1918 3

EXT 2,246 0,062 2,313 1,972 2,454 3

48h IFN-y 0,802 0,386 0,802 0,363 1,241 2
LPS 0,666 0,015 0,692 0533 0,771 3

NE 1,000 0,144 0959 0,608 1567 6

TNF-a 0,839 0,171 1,025 0,364 1,127 3

VEGF 1,056 0,408 0,710 0,666 1,794 3




Tabela A15 — Continuacéo

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo
EnP 0,105 0,005 0,084 0,044 0,187

EP 0,139 0,003 0,122 0,094 0,203

EXT 0,062 0,000 0,063 0,051 0,082

72h IFN-y 0,094 0,002 0,094 0,066 0,123
LPS 0,106 0,011 0,063 0,030 0,224

NE 1,000 0,545 0,708 0,256 2,035

TNF-a 0,023 0,000 0,018 0,017 0,034

VEGF 0,179 0,007 0,138 0,125 0,275
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Tabela A16 — Medidas descritivas das observacgdes do experimento de PCR em
tempo real, de acordo com com tempo de observacgéo e estimulo aplicado para
MyD88

Tempo Estimulo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N

EnP  1,3596 0,1818 1,5998 0,8673 1,6117 3

EP 1,4506 0,4099 1,1631 1,0045 2,1842 3

EXT 1,1687 0,0591 1,2067 0,9089 1,3907 3

1h IFN-y 1,9763 0,7629 1,8291 11,1858 2,9140 3
LPS 1,8676 0,5786 2,0661 1,0274 2,5093 3

NE 1,0000 0,0382 0,9032 0,8718 1,2250 3

TNF-a 1,5490 0,0442 1,5042 11,3647 1,7780 3

VEGF 1,6345 0,0287 1,6376 1,4637 1,8022 3

EnP  1,1379 0,2610 0,9563 0,7427 1,7148 3

EP 1,5238 0,1042 1,4054 1,2769 11,8892 3

EXT 13775 0,0659 1,3403 1,1414 1,6507 3

3n IFN-y 1,4998 0,1362 1,4384 11,1654 1,8957 3
LPS 1,3358 0,1237 1,2630 1,0263 1,7182 3

NE 1,0000 0,0866 0,8643 0,7980 1,3376 3

TNF-a 1,4209 0,1357 1,5508 11,0052 1,7068 3

VEGF 1,5010 0,3050 11,4198 0,9938 2,0894 3

EnP  1,3283 0,5991 1,6778 0,4412 1,8658 3

EP 0,6231 0,0516 0,6193 0,3978 0,8521 3

EXT 1,0349 0,1177 0,8949 10,7840 1,4259 3

12h IFN-y 1,0946 0,1165 0,9009 10,8943 11,4887 3
LPS 20690 2,1572 1,3683 1,0819 3,7569 3

NE 1,0000 0,0709 1,1276 0,6940 1,1783 3

TNF-a 0,8843 0,1405 0,7831 0,5705 1,2994 3

VEGF 1,0892 0,1266 0,8934 0,8744 1,5000 3

EnP  0,8447 0,0359 0,8567 10,6496 1,0277 3

EP 0,8871 10,1846 0,7390 10,5510 1,3711 3

EXT 09828 0,1811 0,9078 0,5997 1,4407 3

2ah IFN-y  1,1480 0,0204 1,2032 0,9859 1,2549 3
LPS 0,4364 0,0150 0,4608 0,3036 0,5448 3

NE 1,0000 0,0254 1,0378 0,7373 1,1643 6

TNF-a 0,4873 0,0102 0,4601 0,4030 0,5989 3

VEGF 0,8093 0,0576 0,8467 0,5527 1,0284 3

EnP  0,5937 0,0013 0,6022 0,5545 0,6245 3

EP 0,5297 10,0210 0,6105 0,3624 0,6163 3

EXT 09115 0,1172 0,7172 0,7106 1,3068 3

48h IFN-y 0,9889 0,0021 0,9705 0,9553 1,0407 3
LPS 0,6043 0,0005 0,5970 0,5862 0,6297 3

NE 1,0000 0,0644 1,0246 0,6359 1,3486 6

TNF-a 0,7749 0,0795 0,6255 0,5990 1,1001 3

VEGF 0,9428 0,0200 0,9601 0,7935 1,0748 3




Tabela A16 — Continuacéo

Tempo Estimulo Média Varidancia Mediana Minimo Maximo N

EnP  0,2127 0,0047 0,2127 0,1644 0,2611
EP 0,2808 0,0009 0,2638 0,2625 0,3161
EXT 03281 0,0115 0,2730 0,2595 0,4518
IFN-y  0,5962 0,0044 0,5962 0,5492 0,6432
LPS 0,2697 0,0012 0,2869 0,2299 0,2923
NE 1,0000 0,2352 0,8044 0,5293 1,6663
TNF-a 0,2135 0,0012 0,1949 0,1917 0,2539
VEGF 0,4233 0,0093 0,3919 0,3462 0,5317

72h
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Tabela A17 — Medidas descritivas das observacoes do experimento de
imunoistoquimica, de acordo com tipo de receptor Toll e categoria do camundongo

Toll Camundongo Média Variancia Mediana Minimo Maximo N

HP 0,393 0,046 0,417 0,046 0,907 72
2 LPA/SDRA 0,416 0,031 0,427 0,064 0,715 60
NI 0,260 0,016 0,214 0,134 0,580 24
HP 0,481 0,013 0,451 0,275 0,687 60
4 LPA/SDRA 0,604 0,032 0,702 0,280 0,845 60
NI 0,559 0,004 0,563 0,381 0,643 12
HP 0,677 0,017 0,691 0,216 0,862 71

9 LPA/SDRA 0,724 0,007 0,733 0,498 0,867 72
NI 0,610 0,016 0,612 0,207 0,799 24
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Grafico B1 — Grafico de perfis de propor¢cdes médias (%) observadas para o
experimento LO8 de Adesao
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Gréfico B2 — Dotplot de propor¢des médias observadas (%) para o experimento

LO8 de Adesédo — Com intervalos para a média = média observada * 1,5*erro-

padréao
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Grafico B3 — Gréfico de perfis de de proporcdes médias (%) observadas para o

experimento LO11-14-25 de Adeséao
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Gréfico B4 — Boxplot dos valores de proporcdes médias (%) observados para o
experimento LO11-14-25 de Adeséo
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Gréfico B5 — Grafico de perfis de médias para as moléculas de CD36 no

experimento de PCR em tempo real — Medidas relativas ao controle
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Grafico B6 — Dotplot para as moléculas de CD36 no experimento de PCR em tempo

real — Medidas relativas ao controle — Com intervalos para a média = média

observada £ 1,5*erro-padrao
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Perfis de médias - ICAM-1
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Gréfico B7 — Gréafico de perfis de médias para as moléculas de ICAM-1 no

experimento de PCR em tempo real — Medidas relativas ao controle
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Grafico B8 — Dotplot para as moléculas de ICAM-1 no experimento de PCR em
tempo real — Medidas relativas ao controle — Com intervalos para a média =

média observada + 1,5*erro-padrao
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Gréfico B9 — Grafico de perfis de médias para as moléculas de VCAM no

experimento de PCR em tempo real — Medidas relativas ao controle
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Grafico B10 — Dotplot para as moléculas de VCAM no experimento de PCR em

tempo real — Medidas relativas ao controle — Com intervalos para a média =

média observada + 1,5*erro-padrao
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Gréfico B11 — Grafico de perfis de médias para as moléculas de TLR2 no

experimento de PCR em tempo real — Medidas relativas ao controle
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Grafico B12 — Dotplot para as moléculas de TLR2 no experimento de PCR em

tempo real — Medidas relativas ao controle — Com intervalos para a média =

média observada + 1,5*erro-padrao
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Gréfico B13 — Grafico de perfis de médias para as moléculas de TLR4 no

experimento de PCR em tempo real — Medidas relativas ao controle
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Grafico B14 — Dotplot para as moléculas de TLR4 no experimento de PCR em

tempo real — Medidas relativas ao controle — Com intervalos para a média =

meédia observada + 1,5*erro-padrao
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Grafico B15 — Grafico de perfis de médias para as moléculas de TLR9 no

experimento de PCR em tempo real — Medidas relativas ao controle
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Grafico B16 — Dotplot para as moléculas de TLR9 no experimento de PCR em

tempo real — Medidas relativas ao controle — Com intervalos para a média =

meédia observada + 1,5*erro-padrao
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Gréfico B17 — Grafico de perfis de médias para as moléculas de MyD88 no

experimento de PCR em tempo real — Medidas relativas ao controle
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Grafico B18 — Dotplot para as moléculas de MyD88 no experimento de PCR em

tempo real — Medidas relativas ao controle — Com intervalos para a média =

meédia observada + 1,5*erro-padrao
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Grafico B19 — Grafico de perfis de médias de concentracdo para as secrecfes
GM-CSF no experimento de CBA
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Grafico B20 — Dotplot de concentragao para as secrecdoes GM-CSF no experimento
de CBA — Com intervalos para a média = média observada + 1,5*erro-padréo
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Gréfico B21 — Gréfico de perfis de médias de concentracdo para as secrecdes

IL1-B no experimento de CBA
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Grafico B22 — Dotplot de concentragcao para as secrecoes IL1-B no experimento de
CBA — Com intervalos para a média = média observada + 1,5*erro-padréao
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Grafico B23 — Grafico de perfis de médias de concentracéo para as secrecoes

IL6 no experimento de CBA
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Grafico B24 — Dotplot de concentragcdo para as secrecdes IL6 no experimento de
CBA — Com intervalos para a média = média observada + 1,5*erro-padréao



68

900 Estimulo
< —e— nE
_ 800 - § —m— LPS
7=.' ¢ - INF-g
S, 700 " —A - TNFa
R e s §==Veer
@ 600 - G e T —4— B
E // A —% —w— EP
g 500 i A -~ - EnP
18 '/ //'
& 4004 ol ’/‘\\
£ A on ~
£ 300 ' i
S € /
S 200- e e e
f557 7 2
100 - P s i
e = ey _:,-F_—'_:_’_;t,’ —
0 ‘-’;w—* - '_g‘__ o —
1 3 6 12 24
Tempo

Grafico B25 — Grafico de perfis de médias de concentracéo para as secrecdes KC
no experimento de CBA
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Grafico B26 — Dotplot de concentragao para as secrecdes KC no experimento de
CBA — Com intervalos para a média = média observada + 1,5*erro-padréao
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Grafico B27 — Grafico de perfis de médias de concentracéo para as secrecdées MCP
no experimento de CBA
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Gréfico B28 — Dotplot de concentragéo para as secre¢cées MCP no
experimento de CBA — Com intervalos para a média = média observada +

1,5*erro-padrao
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Grafico B29 — Grafico de perfis de médias de concentracéo para as secrecoes
RANTES no experimento de CBA
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Gréfico B30 — Dotplot de concentragéo para as secre¢cdes RANTES no experimento
de CBA — Com intervalos para a média = média observada + 1,5*erro-padréo
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Gréfico B31 — Boxplots das observacdes do experimento de imunoistoquimica
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Gréfico B32 — Boxplots das observacdes do experimento de imunoistoquimica —

Sem a observagéo discrepante
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Grafico B33 — Grafico de perfis de médias de concentracéo para o experimento de
expressao de VEGF

350
% ;
— -
E 300
E P ¢
© Q & ®
5 250 ° °®
2 * ¢ N
E % *
18 Y
o 200 1 ®
8 ; ¢ 3
& § H $
)
=
150 4
| 3 : % 1
1004 I R I I s I
Tempo 2448 72 244872 244872 244872 244872 244872 2448 72
Estimulo NE LPS IFN-g TNF-a EP EnP Extrato

Gréfico B34 — Dotplot de concentragéo para o experimento de expressao de VEGF —

Com intervalos para a média = média observada + 1,5*erro-padréo
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Gréfico B35 — valores-p para os testes de qui-quadrado de homogeneidade de cada
estimulo em cada tempo versus controle (NE) para o experimento LO08 de adeséo —
com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B36— valores-p para os testes de qui-quadrado de homogeneidade de cada
estimulo em cada tempo versus controle (NE) para o experimento LO11-14-25 de
adeséo — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B37 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de CD36 por PCR
em tempo real — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B38 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de ICAM-1 por
PCR em tempo real — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B39 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de VCAM por PCR
em tempo real — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B40 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada

tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificagcdo de GM-CSF por
CBA — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Gréfico B41 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de IL1-B por CBA —
com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B42 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de IL6. por CBA —
com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B43 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de KC por CBA —
com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B44 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de MCP por CBA —
com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B45 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada

tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de RANTES por
CBA — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B46 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de VEGF — com
linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B47 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de TLR2 por PCR
em tempo real — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B48 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacédo de TLR4 por PCR
em tempo real — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B49 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de TLR9 por PCR
em tempo real — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Grafico B50 — valores-p para os testes de Mann-Whitney de cada estimulo em cada
tempo versus controle (NE) para o experimento de quantificacdo de MyD88 por PCR
em tempo real — com linhas representando os niveis 5% e 10%
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Gréfico B51 — valores-p para os testes de Mann-Whitney para o experimento de
Imunoistoquimica — grupos comparados versus grupo NI — com linhas representando
0s niveis 5% e 10%
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Grafico B52 — valores-p para os testes de Mann-Whitney para o experimento de
Imunoistoquimica — grupos comparados versus grupo LPA/SDRA — com linhas
representando os niveis 5% e 10%



