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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) consiste em uma desordem metabdlica
caracterizada por hiperglicemia crénica que pode levar a lesdo de células e tecidos.
Uma das possiveis causas das lesfes pode ser o desequilibrio que ocorre no
sistema imune. Nesta condicdo, inUmeros peptideos ja foram descritos com o
potencial imunomodulador. Contudo, ainda nao foi descrito na literatura o efeito
desses peptideos nas células imunes em condi¢cbes de elevadas concentracbes de
glicose, associadas a estimulos infecciosos e inflamatérios. Sendo assim, este
estudo objetivou verificar o potencial imunomodulador de peptideos sintéticos frente
a um modelo de hiperglicemia in vitro, avaliando a producdo de mediadores pro- e
anti-inflamatorios. Para tanto o estudo foi dividido em 3 fases: (1) avaliacdo da
resposta in vitro das diferentes concentracfes de glicose; (2) selecao dos peptideos
candidatos (LL-37, IDR-1018, IDR-1002 e DJK-6); e (3) avaliacdo da producédo de
citocinas in vitro na presencga de 64 ug.mL! do peptideo IDR-1018. Para tanto, foram
realizados ensaio de viabilidade celular, seguido da dosagem de citocinas (ELISA e
reacdo de Griess) em células RAW 264.7 incubadas com ou sem D-glicose,
lipopolissacarideo (LPS), recombinante interferon (rIFN)-y e peptideos. Foram
determinadas a producdo da proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-1,
interleucina (IL)-1a, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-12, IL-10 e oOxido
nitrico (NO) na primeira e terceira fase e apenas IL-6, TNF-a e NO na segunda fase.
Na primeira fase, os estimulos de glicose ndo foram capazes de alterar a viabilidade
celular, ocorreu um aumento na producgao de IL-6, TNF-a e IL-12, enquanto que a
producdo de IL-10 diminuiu. Na segunda fase, todos os peptideos mantiveram a
viabilidade das células. Dentre os peptideos testados, o peptideo IDR-1018 foi o
escolhido para a fase seguinte, por diminuir a producéo de TNF-a e manter os niveis
basais de producdo de NO, juntamente com o peptideo LL-37, utilizado como
peptideo de comparacao. E na terceira fase o IDR-1018 manteve os niveis basais de
MCP-1, IL-6, IL-12 e IL-10, diminuiu a producdo de TNF-a e aumentou a producao
de NO, semelhante aos resultados obtidos na presenca da LL-37. Desta maneira, a
partir dos resultados obtidos, o peptideo IDR-1018 sugere um efeito protetor,
promovendo a manutencdo dos niveis basais e ndo permitindo o aumento da
producdo dos mediadores pro-inflamatérios, para que assim ndo ocorra um possivel
dano celular.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Cultura celular; Sistema imune; Peptideos

imunomoduladores; Citocinas; ELISA.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) consists in a metabolic disorder characterized by
chronic hyperglycemia, which may lead to cells and tissues damage. One of the
possible causes of the injury can be the imbalance occurring in the immune system.
In this condition, many peptides have been described with the immunomodulatory
potential. However, it has not yet been described in the literature these peptides
effects on the immune cells in conditions of high glucose concentrations, associated
with infectious and inflammatory stimuli. Thus, this study aimed to verify the
biotechnological potential of immunomodulatory synthetic peptides front of an in vitro
hyperglycemia model, evaluating the production of pro- and anti-inflammatory
mediators. For this, the study was divided into three phases: (1) assessing the in vitro
response of different glucose concentrations; (2) selection of candidate peptides (LL-
37, IDR-1018, IDR-1002 and DJK-6); and (3) evaluation of cytokine production in
vitro in the presence of 64 ug.mL-1 IDR-1018 peptide. Therefore, there were carried
cell viability assay, followed by cytokine assay (ELISA and Griess reaction) in RAW
264.7 cells incubated with or without D-glucose, lipopolysaccharide (LPS),
recombinant interferon (rIFN)-y and peptides. It were determined the production of
monocyte chemoattractant protein (MCP) -1, interleukin (IL) -1a, IL-6, tumor necrosis
factor (TNF)-a, IL-12, IL-10 and nitric oxide (NO) in first and third phase and only IL-
6, TNF-a and NO in the second phase. In the first phase, the glucose stimuli were not
capable of altering the cell viability. There was an increase in IL-6, TNF-a and IL-12
production, whereas IL-10 production decreased. In the second phase, all the
peptides maintained the cell viability. Among the peptides tested, the IDR-1018
peptide was chosen for the next stage, by reducing TNF-a production and maintains
basal levels of NO production, along with LL-37 peptide, used as a comparison
peptide. And in the third stage, IDR -1018 maintained baseline levels of MCP-1, IL-6,
IL-12 and IL-10, decreased TNF-a production and increased NO production, similar
to the results obtained in the presence of LL-37. Thus, from the results, the IDR-1018
peptide suggests a protective effect in vitro, promoting the maintenance of baseline
levels and not allowing the increasing production of pro-inflammatory mediators,
which thereby does not happen possible cell damage.

Keywords: Diabetes Mellitus; Cell culture; Immune system; Immunomodulatory
peptides; Cytokines; ELISA.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) consiste em uma desordem metabdlica
caracterizada por hiperglicemia cronica resultante de defeitos na secrecdo, de
resisténcia periférica dos tecidos a mesma, ou até mesmo de ambos. A desordem
metabdlica causada pelo DM pode acarretar no comprometimento do metabolismo
de carboidratos, proteinas e lipidios. Esta doenca apresenta uma resposta secretora
de insulina deficiente e consequentemente, pode ocorrer o uso inadequado de
carboidratos para a obtencdo de glicose, gerando assim, uma hiperglicemia
sistémica e crbnica (1-3).

Os quadros de hiperglicemia crénica podem levar a lesdo de células e
tecidos, devido ao desequilibrio gerado no sistema imune, resultando em cegueira,
aterosclerose, doenca renal e lesdes periapicais. Além disso, devido a mé circulacéo
sanguinea, tecidos lesionados podem culminar em processos de lenta recuperacao
(4). Varios sintomas podem estar relacionados a patologia, sendo as principais
manifestacdes: polidria, polidipsia, polifagia, perda involuntaria de peso, fadiga,
fraqueza, letargia, prurido cutaneo e vulvar, além de infec¢des de repeticao (5).

Neste contexto, sabe-se que a hiperglicemia cronica pode causar uma
alteracao no sistema imunolégico. A alteracdo ocorre através da inibicdo do sistema
complemento, diminuicdo da opsonizacdo e da atividade bactericida e quimiotética
de leucécitos, além da diminuicdo da atividade das células polimorfonucleares. Tal
diminuicdo pode acarretar em menor resposta das células ao estimulo provocado
por citocinas (6). Toda essa alteracdo do sistema imune, em associacao a infeccoes,
por exemplo na presenca de lipopolissacarideos (LPS) presente na parede de
bactérias Gram-negativas, provoca uma exacerbacdo de citocinas pro-inflamatérias,
tanto relacionado a quantidade de citocina produzida, quanto ao tempo de atuacao,
aumentando assim, o dano tecidual.

Nesta condicdo, inUmeros peptideos ja foram descritos com o potencial de
modular o sistema imune (7, 8). Sabe-se que a LL-37, derivada de catelecidina
humana, a proteina hCAP-18 e os peptideos sintéticos IDR-1018, IDR-1002 e DJK-
6, derivados do peptideo bactenecina, sdo pertencentes a familia dos peptideos de
defesa do hospedeiro (HDPs) e exibem grande capacidade imunomoduladora, sem

comprometer as células imunes que sdo necessarias para a resolucdo de infec¢des
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e retorno da homeostase. Quanto a capacidade imunomoduladora, podem ser
capazes de promover a quimiotaxia, estimular a producdo de quimiocinas e
citocinas, regular a funcédo e a diferenciacdo de células imunes, além de induzir a
angiogénese e a cicatrizagdo de feridas (9). Entretanto, ainda n&o foi descrita na
literatura a capacidade desses peptideos de modular a acdo das células imunes em
condicles de elevadas concentracdes de glicose, associada a estimulos infecciosos
e inflamatérios. Desta forma, este trabalho visa verificar o potencial biotecnolégico
de peptideos sintéticos imunomoduladores frente & um modelo de hiperglicemia in

vitro, avaliando o efeito frente a aspectos imunolégicos, como a producdo de

mediadores pro- e anti-inflamatérios.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIABETES MELLITUS

O DM consiste em uma desordem metabdlica caracterizada por hiperglicemia
cronica resultante de defeitos na secrecdo de insulina, de resisténcia periférica dos
tecidos a mesma, ou até mesmo de ambos. A desordem metabdlica causada pelo
DM pode acarretar no comprometimento do metabolismo de carboidratos, proteinas
e lipidios. Esta doenca apresenta uma resposta secretora de insulina deficiente e
consequentemente, ha o uso inadequado de carboidratos para a obtencdo de
glicose, gerando assim, uma hiperglicemia sistémica e crénica (1-3).

Apesar da classificacdo correta do diabetes ser importante e possuir
implicagdes nos tratamentos que serdo utilizados, a classificagdo nao tem sido uma
tarefa facil, principalmente em se tratando de jovens adultos (2, 10). A classificacdo
classica proposta em 1997 pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e a mais
utilizada até hoje, divide o diabetes mellitus em tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e o
diabetes mellitus gestacional (DMG) (2, 3).

O DM1 pode ser resultado da destruigio autoimune das células f
pancreaticas, levando a uma perda de secrecdo de insulina e assim, uma
subsequente hiperglicemia e ocorre geralmente em criangcas e/ou jovens adultos.
Esse tipo corresponde a cerca de 5 a 10% da populacdo diabética (11). O DM2 pode
ser resultado de uma resisténcia periférica dos tecidos a insulina, conhecido também
como o tipo ndo dependente de insulina e ocorre geralmente em individuos adultos.
Esse tipo corresponde a cerca de 90 a 95% dos individuos diabéticos (3, 12). Ja o
DMG pode ser definido como tolerancia diminuida aos carboidratos, de graus
variados de intensidade, diagnosticada pela primeira vez durante a gravidez,
podendo persistir ou ndo apdés o parto (5).

Os testes laboratoriais mais importantes para a identificacdo e diagnostico do
DM sdao: o teste de glicemia em jejum, o teste de hemoglobina glicada (HbAlc) e o
teste oral de tolerancia a glicose, onde cada teste precisa ser repetido em um dia
diferente para a confirmacgdo do diagnostico. O teste de glicemia em jejum verifica 0s
niveis plasmaticos de glicose em jejum de pelo menos 8h. O teste de HbAlc

determina a glicemia meédia dos ultimos 2 a 3 meses, tempo meédio de vida das
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hemacias. Além disso, o teste oral de tolerancia a glicose pode determinar o nivel
glicémico antes e apds 2h da ingestdo de 75 g de glicose diluida em agua, desta
forma é possivel verificar como o organismo processa a glicose (13). Os valores de

referéncia para a determinacéo do diagndstico estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Valores de referéncia dos diferentes testes laboratoriais utilizados para o diagnéstico de
Diabetes Mellitus, de acordo com a Associagdo Americana de Diabetes

_ _ Teste aleatorio Teste oral

Glicemia _ .
o de glicose HbAlc de toleréncia

em jejum

plasmética aglicose

Normal < 100 mg/dL - <5,7% < 140 mg/dL
Pré-diabetes 100 a 125 mg/dL - 57% a6,4% 140 a 199 mg/dL

Diabetes =126 mg/dL =200 mg/dL 26,5% =200 mg/dL

O DM consiste em uma das mais prevalentes doencas crénicas nao
comunicaveis e € um importante problema de saude publica, reconhecido como
importante causa de incapacidade e morte prematura (14). Segundo estimativa da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2014, mais de 422 milhdes de adultos
com mais de 18 anos viviam com diabetes, correspondendo a 8,5% da populagéo
geral. Enquanto que em 1980, esse numero era de 108 milhdes ou 4,7% da
populacdo (15). Ja em 2016, de acordo com o perfil de diabetes por pais tracado
pela OMS, o Brasil possui uma prevaléncia de 8,1%, o que representa mais de 16
milhdes de pessoas vivendo com o diabetes (16).

No ano de 2006, estimava-se que mais de 356 milhdes de pessoas ho mundo
tinham DM2 e que, de 15 a 25% dessa populacdo provavelmente desenvolveria
Ulceras devido a condicdo de pé diabético durante a sua vida (17). Além disso,
devido ao rapido aumento na prevaléncia do DM ao redor do mundo, complicac6es
oculares, como a retinopatia diabética e a catarata, tém se tornado a maior causa de
cegueira no mundo (18).

As terapias existentes e disponiveis atualmente para o tratamento do DM2
sao indicadas quando a dieta e o0 aumento de atividades fisicas ndo séo capazes de
controlar a glicemia em niveis normais. Desta forma, existem os medicamentos
capazes de aumentar a sensibilidade a acdo da insulina endégena, como por

exemplo as biguanidas; os medicamentos que diminuem a absorcao intestinal de
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glicose, como a meglitinidas; ou ainda os medicamentos que aumentam a secregao
de insulina, como as sulfanilureias. A indicacdo do uso da insulina para o tratamento
de DM2 deve ser apenas para diabéticos com hiperglicemia severa com cetonemia
ou cetondria, ou que ndo respondam ao tratamento com dieta, exercicio e/ou
hipoglicemiantes orais (19-22).

Como o DM possui alta prevaléncia mundial, desta forma ha também muitos
estudos acerca da patogénese, fatores de risco associados e do desenvolvimento
de novas terapias (23, 24). Atualmente, relacionado ao DM1, os estudos que vem
sendo realizados envolve o uso de terapia génica a fim de tornar o pancreas um
orgao funcional novamente por meio de transplante de organoides, ou seja células
intactas produtoras de insulina produzidas in vitro (25, 26). Ja para o DM2, foram
desenvolvidos dois novos medicamentos orais para o controle da glicemia, a fim de
retardar as complicacdes causadas pela doenca. O primeiro € um inibidor de Dipeptil
peptidase 4 (DPP-4), afeta tanto as células a quanto 3 pancreaticas, diminuindo a
producao do glucagon e aumentando a secrecédo de insulina (27). O segundo é um
inibidor de co-transportador de sodio-glicose 2 (SGLT2) que reduz as concentracdes
de HbAlc, aumentando a excrecao urinaria de glicose (28).

Até o momento, em termos de modulag&o do sistema imune, apenas o uso de
anticorpos anti-citocinas proé-inflamatorias, a fim de retornar os niveis a normalidade,
foram descritos. Levando em conta que o DM altera varios aspectos do sistema
imune, que serdo descritos a seguir, novos tratamentos que tenham como alvo uma
possivel modulacdo desse sistema podem ser desenvolvidos para 0 uso em
associacdo com os tratamentos ja existentes. Todavia, ainda ndo se sabe se essa
possivel modulacdo do sistema imune seria de fato benéfica em uma infeccao in

vivo, fato que motiva a realizacdo de novos estudos complementares.

2.2 SISTEMA IMUNE
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O sistema imune possui a funcéo fisiolégica de defender o organismo contra
microrganismos infecciosos ou substancias estranhas néo infecciosas. E constituido
por uma complexa rede de células, os leucdcitos e moléculas ou mediadores de
resposta, como citocinas pré- e anti-inflamatorias, fatores de crescimento e
anticorpos. Esses mediadores de resposta e anticorpos circulam por todo o
organismo e possuem a capacidade de reconhecer especificamente determinadas
estruturas moleculares, os chamados antigenos. Ao se reconhecer um antigeno,
uma resposta efetora € desenvolvida provocando a destruicdo ou inativacdo da
molécula ou organismo estranho (29-31).

Representa um sistema eficaz de defesa contra o desenvolvimento de
infeccdes provocadas por microrganismos ou contra a transformacdo maligna de
células para o desenvolvimento de tumores. A capacidade de defesa do sistema
imune depende da ativacdo de células efetoras por meio do reconhecimento de
antigenos e da producdo de anticorpos para a neutralizacdo desses antigenos,
ativacao do sistema complemento e eliminagéo dos microrganismos dependentes de
leucécitos (30, 31). De forma didatica, o sistema imune pode ser dividido em duas
categorias sendo uma o sistema imune inato e a outra o sistema imune adaptativo,

como representado na tabela 2.



Tabela 2 — Células e moléculas
Cruvinel et al., 2010
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sollveis dos sistemas imunes inato e adaptativo. Adaptado de

Componente Sistema Imune Inato Sistema Imune Adaptativo
Fagécitos
- macroéfagos
- neutrdfilos Linfécitos T e B
- células dendriticas Células dendriticas
Celular (DCs) Células NK
Células natural killer (NK) Células apresentadoras de
Mastdcitos antigenos (APCs)
Basofilos
Eosindfilos
Proteinas do sistema
complemento Anticorpos
Soluvel Proteinas de fase aguda Citocinas
Citocinas Quimiocinas
Quimiocinas

2.2.1 Sistema Imune Inato

A imunidade inata pode ser a responsavel pela primeira linha de defesa
contra agentes estranhos. Possui uma resposta rapida a um grande numero de
estimulos, porém com capacidade limitada de distinguir o agente invasor, agindo de
forma semelhante contra a maioria dos antigenos. Todavia, essa acdo ocorre de
forma imediata e ndo apresenta memaria imunoldgica. Seus principais componentes
sdo as barreiras fisicas e quimicas, tais como o epitélio e as substancias
antibacterianas nas superficies epiteliais, as células e citocinas (30-32).

As células responséaveis por esse processo sdo as células fagocitarias, como
0s monacitos, macréfagos, DCs, células NK e neutréfilos. Desta forma, os principais
mecanismos do sistema imune inato englobam a fagocitose, a liberacdo de
mediadores inflamatorios, a ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem
como a sintese de proteinas de fase aguda e a producao citocinas e quimiocinas
(30, 33).
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Sendo assim, a fagocitose consiste no primeiro evento em que ocorre a
tentativa de eliminacdo do patégeno e acontece a partir da ligacdo do antigeno a
receptores de membrana dos fagoécitos, promovendo assim a internalizagcdo do
patégeno em vesiculas denominadas fagossomos, onde ocorre a sua digestdo e
eliminacdo (33). Caso a fagocitose falhe e ocorra um possivel dano tecidual, a
primeira defesa do organismo € a resposta inflamatéria aguda, processo biolégico
complexo que envolve componentes vasculares, celulares e soliveis. Os sinais
clinicos caracteristicos da inflamacéo aguda séo, o rubor, calor, edema, dor e perda
de fung&o. A finalidade do processo inflamatorio é erradicar o estimulo indutor e
iniciar a recuperacdo tecidual local. As substancias soluveis que sdo liberadas
possuem curto tempo de meia vida, a fim de serem degradadas apds exercerem sua
acdo (30). As células residentes no tecido iniciam a resposta inflamatéria aguda
imediatamente ap0s o dano, liberando citocinas inflamatorias como a interleucina
(IL)-1, fator de necrose tumoral (TNF)-a e quimiocinas e ocorre a diapedese dos
leucécitos de acordo com o gradiente de citocinas e quimiocinas no local da
inflamacdo. Uma vez no tecido, o patdgeno é fagocitado e se inicia o reparo da leséo
(34).

J& a inflamacé&o cronica pode ser ocasionada pela persisténcia do estimulo
indutor, onde o processo inflamatorio se mantem provocando destruicdo e reparo
tecidual de forma concomitante e continua, sendo caracterizada pelo infiltrado de
células mononucleares, sinais de angiogénese e fibrose (1). Desta forma, a resposta
imune inata contribui fundamentalmente para a ativacdo do sistema imune
adaptativo, uma vez que os macréfagos e DCs ativadas sdo capazes de ativar os

linfécitos T e iniciar a resposta imune adaptativa (31).

2.2.2 Sistema Imune Adaptativo

A resposta imune adaptativa possui mecanismos de defesa mais
especializados e ocorre em fungdo de um estimulo reconhecido como n&do proprio
que atravessa as barreiras de entrada. O sistema age de forma lenta em um contato
inicial com um antigeno, contudo, desenvolve a chamada memdéria imunologica e em

um contato subsequente responde de forma rapida e eficaz (35). As principais
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caracteristicas desse tipo de resposta sdo a especificidade e a diversidade de
reconhecimento de antigenos, memdria imunoldgica, resposta especializada,
autolimitacdo e a tolerancia a componentes do proprio organismo (31, 33).

Existem dois tipos de resposta imune adaptativa, a humoral e a celular,
ambas com a funcdo de eliminar os diversos tipos de microrganismos. A imunidade
humoral € mediada pelas moléculas presentes no sangue e nas secrecbes de
mucosas, 0s chamados anticorpos. Os anticorpos sdo produzidos pelos linfocitos B
ativados e séo responséaveis pelo reconhecimento, neutralizacdo e eliminacdo de
antigenos extracelulares e suas toxinas (30, 35).

J& as principais células envolvidas na resposta celular séo os linfécitos T e B,
as DCs, as células NK e as APCs, as quais promovem a eliminacdo dos chamados
reservatérios de infeccdo. Os reservatorios de infeccbes sdo as células do
hospedeiro ou fagdcitos infectados por microrganismos intracelulares que sao
capazes de se reproduzir nesse ambiente a fim de se protegerem contra anticorpos
circulantes (30, 35). Desta forma, o objetivo da resposta imune adaptativa consiste
em ativar um ou mais mecanismos de defesa contra uma variedade de agentes

agressores.

2.2.3 Sistema Imune e o Diabetes Mellitus

Como ja mencionado anteriormente, a hiperglicemia presente no DM, pode
afetar o sistema imune em varios aspectos, aumentando assim a susceptibilidade de
infecbes virais, bacterianas e fungicas. A alteracdo do sistema imune promove
deficiéncias, principalmente no processo da resposta imune inata, onde as principais
células, tais como os mondcitos, macrofagos e neutréfilos, sdo atingidas. Além
disso, provoca efeitos diretos na microcirculacdo, nas proteinas do sistema
complemento e nas citocinas (36).

Os estados de hiperglicemia, tanto aguda como cronica, podem causar
disfuncdo na adesividade, migracdo, quimiotaxia, fagocitose e na capacidade
bactericida e de apresentacdo de antigenos, principalmente de neutréfilos (37, 38).
Além disso, a hiperglicemia pode alterar varios eventos na resposta inflamatoéria a

infeccdes ou dano tecidual, como por exemplo a reducdo da vasodilatacdo do
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endotélio vascular por meio da diminuicdo da producdo de Oxido nitrico (NO),
inducdo de estresse oxidativo e disfuncdo endotelial mediada pelo aumento de
radicais livres (39, 40).

A disfuncdo causada pela hiperglicemia pode estar relacionada a adesividade
dos neutréfilos, devido ao aumento da expressdo de moléculas de adesao
intercelular (ICAM)-1. Tais moléculas sdo expressas no endotélio vascular em
resposta a exposicao a lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada, presente na
aterosclerose e a grande producdo de IL-1. Esse aumento de ICAM-1 ndo permite a
transmigracdo dos leucocitos para a camada intima arterial e, consequentemente,
dificulta a resolucao da inflamacédo (41, 42). Uma vez a adesividade aumentada, as
células ndo sado capazes de migrar para o sitio de infeccdo e sendo assim, ndo sao
capazes de liberar citocinas que promovem a quimiotaxia de outros leucocitos, nem
de realizar a fagocitose propriamente dita. Se a fagocitose ndo é realizada, os
macrofagos e neutréfilos ativados ndo sédo capazes de apresentar os antigenos aos
linfécitos T e B, para que assim as células B sejam capazes de liberar anticorpos
(30, 36).

A ativacdo do sistema complemento € parte essencial da resposta imune
inata. Esse sistema consiste em proteinas, tanto de superficie quanto circulantes,
cuja principal funcdo é promover a opsonizacdo e a fagocitose de microrganismos
por macrofagos e neutréfilos. Pode ainda causar a lise direta do patdgeno, além de
liberar mediadores que irdo promover a migracao e quimiotaxia de leucdcitos. Desta
forma, a elevacdo da concentracdo de glicose inibe a opsonizacao devido a ligagao
direta da glicose ao sitio bioquimico ativo do componente C3 e bloqueia a fixacéo
nas superficies microbianas (43).

Ja as citocinas, fazem parte da sinalizagcédo celular e modulam o equilibrio
entre as respostas da imunidade celular e humoral. Sabe-se que no DM, a
hiperglicemia e o desequilibrio na tolerancia a glicose estdo associados com o
aumento nos niveis de IL-1B, IL-6, TNF-a e proteina C reativa (PCR), responsaveis
por causar inflamacéo. Estudos sugerem que a alta na producdo de citocinas proé-
inflamatorias esta relacionado com o aumento da transcricdo do fator nuclear (NF)-
KB, aumentando assim a expressédo dos genes dessas citocinas (36). Assim, a acéo
das citocinas estudadas nesse trabalho e o efeito da hiperglicemia sobre elas serdo

detalhados no proximo tépico.
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2.3 MEDIADORES DA RESPOSTA IMUNE

Citocinas séo proteinas, denominadas mediadores soluveis de curta duragéo,
secretadas pelas células da imunidade inata e adquirida, tais como por exemplo,
macrofagos e linfécitos ativados, que modulam a funcdo das células do sistema
imune. S&o produzidas em resposta a microrganismos e outros antigenos e podem
ser do tipo pré-inflamatéria ou anti-inflamatéria (1, 30). As citocinas geradas por
fagocitos mononucleares eram originalmente chamadas de monocinas, enquanto as
produzidas por linfécitos ativados, linfocinas. Com o desenvolvimento de anticorpos
anticitocina e sondas moleculares esclareceu-se que a mesma proteina pode ser
sintetizada por diferentes tipos celulares. Deste modo, deu-se origem ao termo
genérico citocinas para essa classe de mediadores (30).

Dentro da classe das citocinas, ha ainda as quimiocinas e ILs que constituem
duas grandes familias. As quimiocinas, contracdo de citocinas quimiotaticas, sao
produzidas por leucécitos e atuam como proprios ativadores e quimioatratores,
regulando sua migracdo do sangue para os tecidos que contenham foco de
inflamacé&o. J4 as citocinas, sdo produzidas por células hematopoiéticas, atuando
primariamente sobre os leucdcitos (1, 30).

Outro mediador inflamatério muito importante dentro do contexto de resposta
imune € o NO. O NO atua em uma variedade de processos bioldégicos complexos,
como por exemplo a homeostase da pressdo sanguinea, agregacdo plaquetaria e
transmissdo de sinais pelo sistema nervoso. Além da atuacdo sobre esses
processos bioldgicos, também possui funcdo sobre o sistema imune,
desempenhando papel na atividade de macréfagos e defesas contra patogenos (44,
45). Desta forma, os mediadores da resposta imune estdo intimamente relacionados
a resposta que a exposi¢ao a hiperglicemia crénica e a microrganismos geram, as
guais comumente se apresentam no DM, e desta forma, serdo detalhados os

mediadores da resposta imune que foram analisados neste projeto.
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2.3.1 Proteina Quimiotéatica de Mondécitos (MCP-1)

O marco da inflamagdo consiste na acdo do neutréfilos e a subsequente
infiltracdo de mondcitos no local envolvido. Essa infiltracdo pode ser mediada por
varias quimiocinas, como a proteina inflamatéria de macréfagos (MIP)-2, a
guimiocina derivada de queratindcitos (KC) e a MCP-1 (46). As quimiocinas podem
ser classificadas em quatro subfamilias (CXC, CC, CX3C e C) com base no nimero
e local dos residuos de cisteina no N-terminal da molécula. Desta forma, a proteina
guimiotatica de mondcitos pode ser denominada tanto como MCP-1, quanto CCL2,
por pertencer a subfamilia CC (47).

A quimiocina MCP-1 tem sido considerada um potente e o principal fator
guimiotatico para mondcitos, capaz de recrutar mondcitos para locais com
inflamacé&o ativa (47). Apos a infiltracdo, os neutréfilos sofrem apoptose, enquanto
0s monacitos se diferenciam em macrofagos. Os macréfagos diferenciados, entéo,
fagocitam os neutrofilos que sofreram apoptose, contribuindo para a resolucdo da
inflamacg&o (46).

Quando relacionado ao DM, a presenca de altas concentracbes de MCP-1
pode contribuir para a resisténcia a insulina presente em pacientes diabéticos tipo 2
por estar fortemente correlacionada a obesidade (47, 48). Outro ponto relevante, é a
sua atuacao na patogénese da insuficiéncia renal causada pelo DM, onde os niveis
séricos de MCP-1 aumentam em pacientes com disfungéo renal e séo ainda maiores
em pacientes que realizam hemodialise, do que quando comparados a individuos
saudaveis (49). Além disso, sua presenca também pode estar relacionada ao
aspecto inflamatorio da aterogénese, onde células que sustentam as placas de
ateroma expressam MCP-1 e a atividade da ligacdo MCP-1/CCR2 (receptor de
MCP-1) é aumentada nas lesfes ateroscleréticas, a fim de acelerar a resolucéo da

inflamacado causada devido as lesdes por placas de ateroma (50).
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2.3.2 Interleucina (IL)-1a

Citocinas da familia IL-1 s&o citocinas altamente inflamatdérias e a linha entre
0 beneficio clinico e a toxicidade em humanos é extremamente proxima (51). A
producdo de IL-1a estd fortemente relacionada a respostas inflamatorias do tipo
estéreis que sao iniciadas por padrdes moleculares associados a danos (DAMPS),
ou seja, moléculas endogenas liberadas de células mortas ou células modificadas
durante um processo de doenca (52). Desta forma, essa citocina atua em eventos
inflamatérios que envolvem necrose celular e dano tecidual (53). A IL-1a pertence a
um grupo unico de citocinas, chamado citocinas de funcdo dupla. Ao contrario da
maioria das citocinas que sao rapidamente reguladas por meio de estimulos, as
citocinas de funcao dupla estdo normalmente presentes nas células na condi¢édo de
homeostase. Além disso, possuem caracteristicas intracelulares, geralmente
atribuidas a proteinas nucleares, como fatores de transcricdo, por exemplo.
Geralmente sdo encontradas no citosol ou podem se translocar para o nucleo (53). A
IL-1la é denominada citocina de funcdo dupla pois possui duas formas
biologicamente ativas, a pro-IL-1a que € o precursor ativo e a IL-1a que é forma
madura, originada somente ap0s a remocdo de aminoacidos do N-terminal da pro-
IL-1a (54).

No que se referente ao DM, as propriedades pro-inflamatérias da IL-1a
podem ser relevantes para o desenvolvimento da doenca vascular aterosclerética
devido ao grande dano tecidual, muito presente em pacientes diabéticos (54). Além
disso, a presenca de IL-1 prejudica a secrecdo de insulina e induz a apoptose das
células B pancreaticas, onde evidéncias sugerem que ndo somente a fungao
diminuida das células B pancreaticas, mas também a diminui¢do progressiva da
massa desse tipo celular devido ao aumento da taxa de apoptose, contribuem para a
manifestacdo do DM2 (54, 55). Outro fator de risco associado aos pacientes
diabéticos do tipo 2 consiste na presenca do tecido adiposo, o qual € considerado
um orgao endocrino por secretar varias citocinas pro-inflamatorias, além da IL-1, IL-6
e TNF-a (48).
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2.3.3 Interleucina (IL)-6

A IL-6 é uma citocina pré-inflamatéria que possui amplos efeitos biolégicos.
Atua tanto na imunidade inata, quanto na adquirida. Foi descrita pela primeira vez
como fator estimulante de células B-2 (BSF-2), um fator sollvel secretado que era
capaz de induzir a maturacao final de linfécitos B para que fossem células capazes
de secretar imunoglobulinas. Apds processos de purificagdo e clonagem foi
determinado que o BSF-2 era uma citocina contendo 184 residuos de amino&cidos
(26 kDa) e desta forma, o seu nome foi trocado para IL-6 (56, 57).

A IL-6 € uma citocina produzida por inumeras células, incluindo linfécitos T e
B, como também fibroblastos, mondcitos, queratindcitos, células endoteliais, além de
diversos tipos de tumores. Dentre os seus efeitos bioldgicos, a IL-6 esta envolvida
na resposta de fase aguda, na inflamagdo, em mecanismos de defesa do
hospedeiro, ativacdo de células endoteliais e promocdo da diferenciacdo e
proliferacdo de linfécitos (57-59). A sua producdo pode ser induzida por uma
variedade de estimulos, como por exemplo, as citocinas IL-1 e TNF-a, o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), bem como por estimulos de infec¢tes
virais e bacterianas (58).Esta citocina exerce sua acdo em células alvo a partir da
interacdo com o receptor de IL-6 (IL-6R) ligado a membrana. O complexo IL-6/IL-6R
entdo se associa com a subunidade 3 da proteina de membrana de transducgao de
sinal gp130, proteina essa expressa por quase todas as células do corpo humano,
promove a dimerizacao e subsequente ativacéo do sinal intracelular (56, 60).

Relativamente ao DM, segundo Morohoshi et al. (61), os niveis plasmaticos
de IL-6 sdo significantemente elevados em pacientes diabéticos descontrolados e
em pacientes diabéticos que possuem nefropatia ou aterosclerose e que apos a
normalizacdo dos niveis plasmaticos de glicose, os niveis de IL-6 também diminuem.
Desta forma, h4 uma sugestdo de que a hiperglicemia presente no DM possui um
efeito estimulante sobre a producéo de IL-6 (61).

A IL-6 consiste em uma das principais responsaveis pelo desenvolvimento da
lesdo aterosclerética, uma vez que € a citocina responsavel pelo influxo das células
responséaveis pela inflamagéo no sitio da leséo (59). A inflamacé&o crénica devido a
obesidade presente no DM2, cujo tecido adiposo € considerado um tecido

endocrino, € refletida no aumento dos niveis sistémicos de IL-6, agravando o0s
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guadros de inflamagdo e contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, além de ser considerado um fator de risco para outras complicacGes
cardiovasculares, como infarto (62, 63).

Desta forma, por possuir um papel tdo atuante nos processos relacionados a
inflamac&o e intimamente ligada ao DM, a IL-6 foi uma das citocinas escolhidas para
selecionar o peptideo sintético com maior potencial imunomodulador utilizado neste

trabalho.

2.3.4 Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a

O TNF-a tem sido considerado o principal mediador pré-inflamatério da
resposta de fase aguda da imunidade inata e é produzido principalmente por
macrofagos ativados, embora células T estimuladas por antigenos, células NK e
mastocitos também possam secretar essa citocina (30, 64, 65). O estimulo mais
potente para a producdo de TNF por macréfagos é a ligacdo de LPS e outros
estimulos microbianos presentes de bactérias Gram-negativas em receptores do tipo
Toll-like (TLR) e assim, grandes quantidades da citocina sdo produzidas a partir da
transcricdo do NF-kB. A presenga de interferon (IFN)-y aumenta ainda mais essa
producdo quando os macrofagos séo ativados por LPS (30, 66).

Logo apo0s ser sintetizado, o TNF pode ser expresso inicialmente como uma
proteina de membrana tipo Il que requer clivagem proteolitica pela enzima
conversora de TNF-a (TACE) para assim, liberar o polipeptideo de TNF na sua
forma solavel (67). A principal funcao fisiolégica do TNF é estimular o recrutamento
e facilitar a diapedese de neutréfilos e mondécitos para os locais de infeccdo, devido
ao seu efeito nas moléculas de adesao celular dos vasos, e ativar essas células para
a eliminacdo de microrganismos. Desta forma, possui papel principal na inflamacao
sistémica, induzindo a producdo hepatica da PCR e proteinas de fase aguda.
Contudo, o TNF também contribui para reacdes inflamatorias locais que sé&o
prejudiciais ao hospedeiro, desenvolvendo assim doencas autoimunes (30, 64).

Um dos marcos dentro da area do imunometabolismo foi a descoberta de que
os niveis de TNF-a sdo elevados no tecido adiposo de roedores obesos e diabéticos

e que a neutralizacdo dessa citocina, por meio de anticorpos monoclonais, melhora
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a absorcdo de glicose estimulada por insulina, diminuindo assim a sensibilidade a
insulina (68, 69).

A grande producdo de TNF-a observado na nefropatia diabética pode ainda
acarretar em estresse oxidativo devido a infiltracdo de macréfagos nos rins. Esse
estresse oxidativo ocorre devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e ao aumento da expressao de moléculas de adesdo endoteliais em resposta
a elevacdo da quantidade de TNF-a renal, levando assim, a um agravamento do
guadro de nefropatia (65).

Em cicatrizacdo de feridas, em um estudo com modelos diabéticos, foi
observado que os niveis de citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a e a IL-6
estavam aumentados, enquanto que os niveis de citocinas anti-inflamatérias, como a
IL-10, estavam diminuidos em tecidos contendo feridas diabéticas, quando
comparado com cicatrizacdo de feridas ndo diabéticas. Como consequéncia, h&a
expressdo duradoura de MCP-1, prolongando a infiltracdo de leucécitos e assim,
prejudicando a cicatrizacdo dos camundongos diabéticos (70).

Desta forma, devido ao fato do TNF-a ser a citocina mais importante e a mais
estudada e por conta dos seus efeitos quando relacionado ao diabetes, ela foi a
segunda citocina escolhida como parametro para a selegcdo do peptideo sintético

com maior potencial imunomodulador dentre os testados nesse estudo.

2.3.5 Interleucina (IL)-12

A IL-12 foi a primeira citocina heterodimérica identificada sendo o principal
mediador pré-inflamatério da resposta imune inata inicial contra microrganismos
intracelulares e indutor da resposta imune adquirida. Como requer a expresséao de 2
diferentes genes (p40 e p35) para a sua producdo biologica ativa, o controle
genético da sua producao é particularmente complexo. Desta forma, muitas células
sintetizam a subunidade p35, contudo apenas APCs, como mondcitos/macrofagos e
DCs sao capazes de sintetizar a subunidade p40, ou seja, a citocina biologicamente
ativa (30, 71, 72).

A habilidade das células fagociticas de produzirem IL-12 pode ser regulada

por varias citocinas, como por exemplo o IFN-y e o fator estimulador de coldnias de
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macroéfagos e granuldcitos (GM-CSF), que elevam a producédo de IL-12. A presenca
do IFN-y ndo induz diretamente o acumulo do &acido ribonucleico mensageiro
(mRNA) p40, mas a produgédo € aumentada em resposta ao estimulo associado do
LPS. J& as citocinas IL-10, IL-4 e fator de transformacdo do crescimento (TGF)-B
possuem efeito inibitdrio sobre a IL-12, onde essas citocinas inibem tanto a secrecao
de IL-12, quanto o acumulo de mRNA de p40 e p35 nas células fagocitarias
estimuladas (72).

Quando relacionado ao diabetes, um estudo de Wen et al. (73), demonstrou
gue altas concentragdes de glicose (25 mM) in vivo induziam o aumento da secrecao
de IL-12 de macrofagos, além de ativar a expressdo de mRNA de vérias outras
citocinas pro-inflamatorias em culturas primarias de macrofagos peritoneais de
roedores. Todavia, também foi demonstrado que o bloqueio da translocacdo do NF-
KB suprime completamente a expressdao de mRNA de IL-12 induzida pela alta
concentracéo de glicose, sugerindo fortemente que ha o envolvimento do NF-kB na

acao da glicose (73).

2.3.6 Interleucina (IL)-10

A IL-10 é a maior citocina anti-inflamatéria e imunossupressora. O papel
principal da IL-10 € limitar a extensdo da ativagdo de ambos os sistemas, inato e
adaptativo, para a manutencao do estado de homeostase, ou seja, seu papel € inibir
as funcdes de macrofagos ativados para finalizar respostas inflamataorias e retornar o
sistema ao seu estado de repouso a medida que a infecgcdo microbiana é erradicada
(30, 72).

A IL-10 é produzida por células T reguladoras (Th2) e macréfagos ativados do
tipo M2, responsaveis pela secrecdo de citocinas do tipo anti-inflamatorias, cujo
papel principal € atuar na reversao de respostas inflamatorias, sendo essas citocinas
a IL-4, a TGF-B, além da IL-10 (74, 75). Por ser uma citocina imunossupressora, a
IL-10 modula a expressdo de citocinas, mediadores sollveis e moléculas de
superficie, como por exemplo o complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

de classe Il. No que diz respeito as citocinas, a IL-10 inibe potentemente a producéo
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de IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, TNF e até mesmo a sua propria producédo depois
do efeito imunossupressor ser atingido (76).

Contudo a sua principal atuacdo pode ser sobre a producéo de IL-12, cuja a
principal acdo € a producéo de IFN-y, citocina extremamente pro-inflamatoria. A IL-
10 age para regular negativamente essa reacao, ou seja, inibe a secrecao de IL-12 e
consequentemente de IFN-y. Contudo, caso ja tenha a presenca de IFN-y, a
producdao e liberacdo de IL-10 sao bloqueadas (30, 71, 77).

Como referido anteriormente, a obesidade esta intimamente relacionada ao
desenvolvimento da resisténcia a insulina e consequente desenvolvimento do DM2.
Apostolopoulos et al. (74) relatam em seu artigo que em uma perda de peso radical,
evidenciada apd6s 3 meses de realizada cirurgia bariatrica, existe uma diminuicdo
significante do nimero de macréfagos, devido a perda do tecido adiposo. E que
desta forma, os macréfagos remanescentes secretam citocinas anti-inflamatorias,
como a IL-10, e ndo mais citocinas pro-inflamatérias, IL-1, IL-6 e TNF, como relatado
anteriormente, sugerindo assim, a reversdo do estado inflamatoério causado pela
obesidade (74).

Contudo, em um estudo realizado por Torres-Castro et al. (78), foi relatado
gue macréfagos humanos expostos a um excesso de glicose (15 mM) in vitro
possuem uma secrecao de IL-10 reduzida sem um aumento concomitante da
producdo de TNF-a. Entretanto, a diminuicdo de IL-10 pode afetar negativamente a

capacidade de regular eventos inflamatérios (78).

2.3.7 Oxido Nitrico (NO)

O NO foi inicialmente identificado como sendo apenas um componente
vasodilatador, contudo é uma molécula mensageira fundamental em um amplo
espectro de acdes biologicas (44). O NO pode ser produzido a partir da catalisacao
da reacao que converte o substrato Oze a L-arginina nos produtos NO e L-citrulina.
Essa catalisacédo é realizada pela familia de enzimas 6xido nitrico sintase (NOS),
incluindo a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), a 6xido nitrico sintase induzida
(iINOS) e a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (79, 80).
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A nNOS pode ser expressa principalmente no tecido neuronal, a INOS sofre
um aumento de expressao nos macrofagos ativados e a eNOS € abundante no
endotélio, regulando o tdénus vascular (80). A producéo de NO a partir do iINOS é a
mais abundante e necessaria para a eliminacdo de certos patdgenos por
macroéfagos, mas também tem sido relacionada a doencas inflamatorias (79).

Sua producédo pode também ser regulada pela presenca de insulina, que além
da sua acao biolégica de facilitar a entrada de glicose nas células, também possui a
funcdo de modular a biodisponibilidade de NO. Ou seja, a insulina também é capaz
de aumentar a producdo de NO, promovendo assim, a vasodilatacdo do endotélio
(81). Entretanto, os efeitos do NO nas funcBes celulares possui um aspecto
relevante, complexo e ambiguo. O NO pode ser tanto benéfico, protegendo as
células de injurias tbxicas, agindo como antioxidante, quanto potencialmente
citotoxico dependendo da concentragdo. Contudo, ndo ha um consenso na literatura
sobre tais limites de concentragao (45, 81).

No que diz respeito a individuos com resisténcia a insulina e DM2, a
hiperglicemia esta4 associada a um aumento do estresse oxidativo que leva a um
aumento na formacdo de ROS, como o superdxido. Por sua vez, os superéxidos
formados reagem com o0 eNOS que levam a sua degradagdo. E como consequéncia
dessa degradagéao, ocorre a disfuncéo endotelial dos vasos e consequentemente a
formacéo de lesdes ateroscleroéticas, uma das principais causas de morbidade em
pacientes diabéticos (82).

Ja levando em conta a patofisiologia da nefropatia diabética, sabe-se que
pode ser observada a deficiéncia funcional de eNOS nesses pacientes. Sendo
assim, em um estudo com camundongos eNOS knockout (eNOS”), os animais
apresentaram dois mecanismos patogénicos chaves implicados na nefropatia
diabética em humanos, hipertensdo e disfuncdo endotelial, levando a eventos
cardiovasculares e também a aterosclerose (83).

Desta forma, como a hiperglicemia pode causar diversas alteracdes no
sistema imune, principalmente uma exacerbacdo de citocinas pro-inflamatorias,
peptideos imunomoduladores vém sendo estudados como moléculas potenciais
para o0 restabelecimento da homeostase do hospedeiro. Os peptideos
imunomoduladores com tais potenciais, avaliados neste estudo, serdo detalhados a

seqguir
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2.4 PEPTIDEOS IMUNOMODULADORES

Atualmente, existem muitos estudos em desenvolvimento a fim de desvendar
0 potencial de novos peptideos, tanto naturais quanto sintéticos, para o auxilio em
terapias ja existentes, como por exemplo os anti-inflamatérios, e outras contudo ja
nao tao efetivas, devido a resisténcia adquirida, como por exemplo antibioticos
contra os diversos tipos de infeccBes (84, 85). Esses possiveis novos peptideos
poderiam ser utilizados como coadjuvantes de forma mais eficaz, rapida ou até
mesmo, com menor custo. Atualmente, h& diversos peptideos com acao
antimicrobiana, com estrutura e modo de acdo amplamente descritos, contudo,
ultimamente o foco de muitos pesquisadores tem sido o desenvolvimento de
peptideos, que além de antimicrobianos, apresentem outras fun¢gbes como por
exemplo, imunomodulacdo. Estes peptideos sdo denominados de peptideos
promiscuos, onde varios alvos estdo associados a uma Unica estrutura de peptideo
(86). Sendo assim, algumas das classes desses peptideos seréo revisadas a seguir.

Os peptideos capazes de penetrar no meio intracelular (CPPs) sdo pequenos
fragmentos de aminoacidos (4 — 30 sequéncias de aminoacidos) que sao
amplamente utilizados para a entrada de macromoléculas. Tais macromoléculas
podem ser: proteinas, outros peptideos, fragmentos de DNA e RNA, cuja entrada no
ambiente celular promove um controle do seu comportamento, podendo ser utilizado
como alternativa terapéutica. Os CPPs tém sido utilizados no tratamento de doencas
imunoldgicas através da modulacdo deste sistema. A entrada pode ser facilitada por
meio de lipossomos, eletroporacdo ou transfeccdo viral, mas também pode
acontecer por endocitose (87).

Os diversos e amplamente estudados, peptideos antimicrobianos (AMPS)
possuem Vvarias caracteristicas em comum, como por exemplo, seu pequeno
tamanho (12 — 50 aminoacidos), carga positiva e estrutura anfipatica. Sao divididos
em diversas categorias de acordo com a composi¢cdo dos aminoacidos, tamanho e
estrutura conformacional, como por exemplo, peptideos com estrutura a-hélice,
peptideos com estruturas de folha-B estabilizadas por pontes dissulfeto e ainda
peptideos com estruturas estendidas ou em loop (7, 88).

Ja o0s peptideos catidnicos de defesa do hospedeiro (CHDPs) ou

simplesmente HDPs sdo conservados, pequenos, de carga positiva e componentes
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inatos de defesa do hospedeiro e possuem duas principais classes de peptideos: as
catelecidinas e as defensinas (89). Os HDPs séo descritos como capazes de
eliminar uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias multirresistentes,
fungos, protozoéarios e até mesmo, virus. S8o capazes de agir tanto por meio de
ataque a membrana, quanto através de alvos intracelulares.

Além da acdo antimicrobiana, esses peptideos ainda apresentam acéo
imunomoduladora, podendo direta ou indiretamente induzir a producéao de citocinas
nas células do sistema imune ou reduzir os niveis de citocinas pré-inflamatorias
produzidas em resposta a moléculas microbianas, além de também ser capaz de
recrutar células para o sitio da provavel infeccdo, modular a expressdo de
guimiocinas e ROS e NO, estimular a angiogénese, contribuir para o processo de
cicatrizacdo de feridas, e ainda ativar e promover a diferenciacdo de leucdcitos e
macrofagos (90, 91). Em adicdo, a agdo imunomoduladora e agéo cicatrizante, os
HDPs ainda demonstram um efeito anti-inflamatoério via inibicdo da geracdo de
citocinas induzidas por LPS, em macréfagos e mondcitos (92).

As catelecidinas, uma das classes de HDPs, sdo assim chamadas devido a
sua regido N-terminal altamente conservada, conhecida como dominio catelina e
receberam esse nome devido a habilidade de inibir a protease catepsina-L. Os
peptideos gerados por genes de catelecidinas possuem pouca similaridade entre si
e pertencem ao mesmo grupo apenas por similaridade da proteina precursora que
predomina o dominio catelina (88). Dentre os 30 membros da familia das
catelecidinas que foram descritos de origem mamifera, existe apenas um humano, a
proteina hCAP-18, que é a precursora do peptideo LL-37 (93).

Semelhante as catelecidinas, as defensinas sao peptideos multifuncionais
catibnicos que contém cisteina, ativadas por processo proteolitico a partir de um
precursor inativo. Possuem os tipo a, B e 8, sendo esta ultima circular, sem N- ou C-
terminal (88, 94). As defensinas possuem efeitos anti bacterianos contra Gram-
positivas e Gram-negativas, assim como efeitos contra anti-virais e anti-fungicos e
desenvolvem um papel na resposta imune do hospedeiro em resposta a infecgoes.
As mais importantes defensinas humanas sao: os peptideos de neutrofilos humanos
(HNPs) e as beta defensinas humanas (HBDs) (94, 95).

Desta forma, devido ao grande potencial imunomodulador, nos proximos
topicos, sera dado destaque aos peptideos HDPs, pois sdo os peptideos de

interesse para o desenvolvimento deste estudo.
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2.4.1 Peptideo LL-37

O peptideo LL-37 é uma catelecidina humana da familia dos HDPs, gerado a
partir da clivagem extracelular, pela proteinase 3, da proteina obtida de granulos de
neutréfilos, a hCAP-18. Essa proteina também estd presente em mondcitos,
linfécitos, queratindcitos e células epiteliais, durante desordens inflamatorias (96).
Possui 0 nome LL-37, pois é um peptideo que possui 37 residuos de aminoacidos,
constituindo a sequéncia LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES de
4493,33 Da, iniciado por duas leucinas (88). Apesar de ser a forma madura do
peptideo, ha ainda fragmentos menores que podem ser formados pelas serino
proteases, como o0 KS-30, KS-22, LL-29, KR-20, RK-31, LL-23 e KS-27 (89).

Inicialmente, a LL-37 foi descrita e caracterizada como um peptideo
antimicrobiano, com fungao especialmente microbicida contra um amplo espectro de
bactérias tanto Gram-positivas, quanto Gram-negativas, além de fungos e formacéo
de biofilmes. Alguns estudos chegaram a cogitar sua eficacia contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) tanto in vitro como in vivo, reforcando assim sua
acdo de amplo espectro. Contudo, apesar de estudos demonstrarem que bactérias
teriam maior dificuldade em desenvolver resisténcia contra o peptideo, quando
comparado a antibidticos convencionais, varias estratégias de resisténcia foram
descritas. Exemplos dessas estratégias sdo, a producdo de proteases capazes de
clivar o peptideo, modificagbes de membrana e modificacbes de estrutura até
mesmo do LPS, demonstrando assim que sua atividade antimicrobiana nédo é téo
eficiente (89).

O amplo espectro de atividade da LL-37 ainda inclui a ativacéo de proliferacao
celular, migracdo de células epiteliais, inducdo da angiogénese e promoc¢ao de
fechamento de feridas, tendo assim um importante papel na homeostase de tecidos
€ No processo regenerativo (93).

Além da fraca acdo antimicrobiana e da acdo na homeostase de tecidos e
regeneracao, a LL-37 age como uma molécula imunomoduladora fisiolégica que tem
0 potencial de atrair neutrofilos, monécitos e linfocitos T, controlar o processo de
inflamac&o em sitios de infeccdo e injurias, tendo efeitos tanto pré-inflamatorias,
guanto anti-inflamatorios (93, 97, 98). Assim, pode-se dizer que a LL-37 pode

seletivamente modular as respostas imunes do hospedeiro para ser capaz de
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resolver a inflamacdo induzida por patdbgeno enquanto mantém ou melhora a
imunidade (97).

O mecanismo de modulagdo imune utilizado pela LL-37 ainda é complexo.
Contudo, ha sido demonstrado que alvos da via inflamatéria, como os receptores
TLR para NF-kB, na presenga de patdgenos ou estimulos inflamatérios, resultam em
supressdo seletiva de respostas pro-inflamatérias. Ao mesmo tempo em que ha
essa supressdo de respostas pro-inflamatérias, ha também a manutencdo de
respostas imunes criticas, como o recrutamento de células de defesa (97).

No que diz respeito a relacdo entre a LL-37 e o DM, h& estudos que
demonstram que pacientes diabéticos possuem menores niveis de producdo do
peptideo, tanto em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) quanto na
pele, quando comparados a pessoas saudaveis. Esse dado sugere que 0 aumento
dos niveis de glicose sanguinea pode estar relacionado com a baixa producédo dos
HDPs (17).

Em um outro estudo, foi demonstrado que as altas taxas de glicose suprimiu a
leséo induzida pelo aumento de expressao de LL-37 enddgena e a LL-37 adicionada
de forma exdgena, que restaurou parcialmente a cicatrizacdo de feridas na presenca
de altas taxas de glicose e interrompeu a sinalizagdo de receptor de fator de
crescimento da epiderme (EGFR) em culturas de corneas suinas (18). Desta forma,
0 peptideo LL-37 foi selecionado como peptideo controle por ser uma catelecidina

natural humana com efeito imunomodulatério previamente descrito.

2.4.2 Peptideos IDRs

Os peptideos reguladores da defesa inata (IDRs) s&o versfes
imunomoduladoras sintéticas dos HDPs naturais. Os IDRs possuem ampla acao
protetora contra infec¢cdes bacterianas sistémicas mesmo na auséncia de atividade
antimicrobiana, representando assim uma nova terapia anti-infeccdo e anti-
inflamatoria (9, 98). Levando em conta seu campo de atuagdo sendo representado
pelo hospedeiro, espera-se que as bactérias ndo se tornem resistentes, como ja

existem relatos acerca dos peptideos antimicrobianos que atuam direta e
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exclusivamente contra os microrganismos, indicando-os assim, como potenciais na
associacado com a terapia anti-infecciosa (99).

Pertencem a uma classe complexa de peptideos imunomoduladores
derivados de HDPs enddgenos com a potente habilidade de combater patdégenos
bacterianos através da complexa regulacdo da resposta imune inata, diminuindo
respostas pré-inflamatérias, limitando assim inflamac6es potencialmente danosas (9,
100). O mecanismo de recrutamento celular dos neutréfilos, por exemplo, mediado
pelos peptideos da classe IDR envolve a inducéo local de quimiocinas e a promog¢ao
de adesao celular mediado por ativacdo de integrinas e producédo de citocinas pro-
inflamatérias. A migracao dos neutrofilos da circulacdo para a area de inflamacéo ou
infeccdo envolve a regulacdo da expressdo de moléculas de superficie de adeséao,

como por exemplo a |-selectina e as integrinas B2 (9, 99, 101).

2.4.2.1 Peptideo IDR-1018

O peptideo IDR-1018 possui 1788,17 Da, uma sequéncia de também 12
residuos de aminoacidos, VRLIVAVRIWRR-NH2, e é relatado como o mais potente
indutor de quimiocinas, como a MCP-1 e MCP-3, o qual possui habilidade de reduzir
a producao de citocinas induzidas por LPS, principalmente a TNF-a, ao mesmo
tempo que possui minima atividade citotéxica e hemolitica (7, 9, 102, 103). A
cicatrizacdo de feridas e a fagocitose de células que sofreram apoptose sao funcdes
caracteristicas de macréfagos do tipo M2, consistente com essas informacdes,
macrofagos M2 diferenciados na presenca do IDR-1018 exibiram um aumento na
expressdo basal de diferentes genes relacionados a cicatrizagdo de feridas (EGF,
VCAN), que séo essenciais para o processo de reparo tecidual. Essa informacéo é
complementada com estudos, que demonstraram que o IDR-1018 apresentou-se
como um bom promotor de cicatrizacdo em tecidos de camundongos e porcos (102,
104). Seguindo a linha de diferenciacdo de macréfagos, estudos sugerem que
macroéfagos diferenciados na presenca do IDR-1018 atuam principalmente durante a
resolucdo de uma infeccdo ou apos a leséo tecidual, limpando os debris celulares e
células que sofreram apoptose do local afetado, processo este necessario para o

retorno da homeostase tecidual (102).
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Sendo assim, levando em conta o histérico do peptideo no que diz respeito a
inducédo de quimiocinas, reducao da producéo de citocinas proé-inflamatoérias e seu
efeito na cicatrizacédo de feridas, esse peptideo foi considerado também como um
possivel bom candidato para a avaliagdo do seu efeito quando exposto a um modelo
in vitro de diferentes concentracdes de glicose.

2.4.2.2 Peptideo IDR-1002

O peptideo IDR-1002 de 1904,29 Da € de curta sequéncia, assim como 0
IDR-1018, contem somente 12 residuos de aminoacidos, VQRWLIVWRIRK-NH2, é
derivado de uma bactenecina encontrada em neutréfilos bovinos, confere protecéo
contra microrganismos, aumentando as defesas imunes inatas do hospedeiro
engquanto suprime potencialmente as respostas inflamatérias exacerbadas, que
acabam causando danos (98, 100). Em estudos anteriores, o IDR-1002 demonstrou
ndo apresentar efeitos quimiotaticos ou quimiocinéticos diretos, onde o aumento da
migracdo de mondcitos se devia a uma rede de fibronectina via promoc¢éo da adeséo
mediada pela B1-integrina (100, 105). Contudo, outros trabalhos afirmam que o
peptideo € capaz de aumentar a protecdo do hospedeiro, por exemplo, contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli em modelos de infeccdo em murinos, a
partir de um maior recrutamento de leucdcitos/neutréfilos e mondécitos/macrofagos e
maior producéo de quimiocinas, como a CCL3 e a CCL5, no sitio de infeccao (9, 98,
100, 106).

Ainda ndo ha na literatura estudos que descreveram o potencial do peptideo
IDR-1002 quando relacionado ao DM. No entanto, diante da sua capacidade de
protecdo ao hospedeiro com 0 aumento de recrutamento de células imunes e maior
producdo de quimiocinas, este foi um dos peptideos escolhidos para desvendar o
comportamento, no que diz respeito a producdo de citocinas, diante de varias

concentracdes de glicose, na presenca de LPS e IFN-y.
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2.4.2.3 Peptideo DJK-6

Pouco se sabe sobre o peptideo DJK-6, uma vez que este consiste um
peptideo novo, descrito pela primeira vez na literatura em fevereiro de 2015 (107). O
DJK-6 consiste em uma versao sintética D-enantibmera que foi desenhada baseada
nas propriedades associadas ao peptideo IDR-1018 e aos peptideos anti-biofilmes
mais ativos descritos por de la Fuente-Nufiez et al. (107). O DJK-6 possui 1667,04
Da e uma sequéncia de 12 residuos de aminoécidos, sendo eles VQWRRIRVWVIR.

Estratégias de resisténcia bacterianas aos peptideos antimicrobianos ja foram
relatadas anteriormente, o que inclui a degradacdo enzimatica de peptideos L-
enantiomeros, como por exemplo o IDR-1018, uma vez que as proteases do
hospedeiro sdo capazes de degradar os peptideos durante a terapia (108). Sendo
assim, para superar essas limitagdes, foram desenhados peptideos D-enantibmeros,
chamados também de peptideos resistentes a proteases, 0s quais ndo podem ser
reconhecidos por proteases bacterianas ou do hospedeiro que aumentam durante
infeccbes e sdo capazes de clivar peptideos compostos inteiramente por L-
aminoacidos. Esses peptideos demonstraram ser até 10 vezes mais potentes
guando comparadas aos peptideos anteriormente descritos (107, 109).

Um trabalho recente indicou que o peptideo D-aminoacido, peptideo nao
natural analogo a LL-37 pode ser igualmente ativo contra biofilmes in vitro quando
comparado ao peptideo L-aminoacido variante (108, 110). Sendo assim, percebe-se
gue mesmo pequenas mudancas na sequéncia de peptideos sao capazes de tornar
0 peptideo mais efetivo e ativo, como por exemplo, o DJK-2 e o DJK-6, que
apresentaram concentragdes inibitorias de biofilme minimas (MBIC) de 1 uyg.mL™* e
0,5 ug.mL™1, respectivamente, contra Pseudomonas aeruginosa (107).

Contudo, ainda ndo h&d nenhum dado descrito na literatura relacionado a
capacidade imunomoduladora do DJK-6, ou como um potencial peptideo para o
tratamento relacionado ao DM. Desta forma, devido a sua atividade promissora
contra bactérias produtoras de proteases e acdo contra biofilmes, este peptideo
também foi considerado como candidato potencial imunomodulador diante de

respostas do sistema imune, em diferentes condi¢des de glicose.
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O DM possui alta prevaléncia mundial e possui caracteristicas relacionadas
aos efeitos sistémicos culminando em diversos processos de lenta recuperacéo e de
grande impacto na vida do paciente diabético. A resposta imune apresenta uma
intima relacdo no controle desses processos, assim como nas consequéncias desta
patologia. Entretanto, atualmente, ainda ndo ha muitas pesquisas que analisem essa
relacdo imunologica entre a condi¢ao clinica e as complicacdes causadas e muito
menos pesquisas que busquem novas formas de tratamento, para uma possivel
associagcdo aos tratamentos ja existentes. Neste aspecto, peptideos
imunomoduladores sao biomoléculas promissoras para o desenvolvimento de um
possivel farmaco capaz de ser utilizado em associacdo aos medicamentos ja
existentes a fim de tratar ndo somente o dano causado pela patologia, mas também
conseguir um equilibrio do sistema imune que geralmente é exacerbado nesse tipo
de paciente. Portanto, este trabalho visa verificar o potencial biotecnologico de
peptideos sintéticos imunomoduladores frente a um modelo de hiperglicemia in vitro,
assim como, em aspectos imunoldgicos como a producéo de quimiocina, citocinas e
mediadores inflamatorios, em cultura de células RAW 264.7 estimuladas ou ndo com
LPS e/ou IFN-y.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificacdo do potencial imunomodulador de peptideos sintéticos candidatos,

em diferentes condi¢Bes de glicose e resposta inflamatéria/infecciosa in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos das diferentes concentracdes de D-glicose (5,5 mM, 8 mM,
12 mM e 24 mM) na viabilidade e na producdo dos mediadores inflamatorios
IL-6, TNF-a e NO em células RAW 264.7 estimuladas ou ndo com LPS e/ou
rIFN-y.

Avaliar os efeitos das diferentes concentracées de D-glicose e diferentes
concentracbes (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL?) dos peptideos
imunomoduladores candidatos (LL-37, DJK-6, IDR-1018 e IDR-1002), na
viabilidade e na producéo dos mediadores inflamatorios IL-6, TNF-a e NO em
células RAW 264.7 estimuladas ou ndo com LPS e/ou rIFN-y. Somente os
peptideos com boa viabilidade celular e producdo de NO serdo avaliados
guanto a producéo de IL-6 e TNF- a.

Avaliar os efeitos das diferentes concentracfes de D-glicose e de uma Unica
concentragdo (64 ug.mL?) dos peptideos preteridos (LL-37 e IDR-1018), na
viabilidade, na producdo de quimiocinas, como a MCP-1, na producao de
citocinas de perfil M1 (IL-12) e M2 (IL-10) e na producdo dos mediadores
inflamatorios IL-6, TNF-a e NO em células RAW 264.7 estimuladas ou nao

com LPS e/ou rIFN-y.
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4 METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo foi uma avaliacdo quantitativa e qualitativa do efeito de
diferentes concentracdes de peptideos imunomoduladores (LL-37, DJK-6, IDR-1018
e IDR-1002), na resposta imune mediada por LPS e/ou rIFN-y, em diferentes
concentracgdes de glicose (5,5 mM, 8 mM, 12 mM e 24 mM) in vitro, mimetizando as
condicdes de glicemia de 99 mg.dL?, 144 mg.dL?, 216 mg.dL! e 432 mg.dL?,
respectivamente (111). Para tanto, este estudo foi dividido em 3 fases (Figura 1).

Apés as 3 fases do estudo, a meta foi determinar o potencial destes peptideos
como nova forma terapéutica adjuvante para a prevencgao e/ou tratamento de lesbes
teciduais provocadas pela exacerbacgdo da resposta imune do paciente diabético, em

condic@es inflamatoérias e/ou infecciosas.

Fase 1: Avaliagao qualitativa e quantitativa da resposta in vitro em

condi¢cbes de diferentes concentragdes de glicose
55mM, 8 mM, 12 mM e 24 mM de

D-glicose, LPS e IFN-y

MTT, IL-6, TNF-a e NO

Fase 2: Selecdo dos peptideos candidatos
(LL-37, IDR-1018, IDR-1002 e DJK-6)

4, 8,16, 32, 64 ¢ 128 pg.mL-! MTT, IL-6, TNF-a e NO

AV

A

“ esng ' ptl’eo “ 1 *
MTT, MCP-1, IL-1q, IL-6, TNF-q,
IL-12, IL-10 e NO

64 pg.mL-"

Figura 1 — Fluxograma de desenvolvimento do trabalho.



51

4.2 OBTENCAO E PREPARO DOS PEPTIDEOS (LL-37, IDR-1018, IDR-1002 E
DJK-6)

Os peptideos utilizados foram sintetizados, purificados (>95%), liofilizados e
armazenados pela Peptide 2.0 Inc. (EUA) e AminoTech Pesquisa e
Desenvolvimento (Brasil). A sintese foi realizada em fase solida a partir da
metodologia F-moc (112). Antes dos experimentos, foi realizada confirmagédo da
massa molecular e pureza destes via espectrometria de massas Matrix Assisted
Laser Desorption lonization — Time of Flight (MALDI-ToF). Os peptideos foram
diluidos em agua ultrapura e analisados em matriz (acido saturado a-ciano-4-
hidroxicindmico, preparado com 50 pyL de &cido trifluoroacético a 3%, acetonitrila
100% e 200 uL de agua ultrapura) no volume de 1:3. Depositada na placa
(AnchorchipVar-384) em triplicata, a amostra cristalizou a temperatura ambiente. A
massa molecular foi determinada via MALDI-ToF Ultra Flex Il (Bruker Daltonics,
Billerica, MA). A massa mono isotopica foi obtida a partir de espectrometria de
massa (Bruker Daltonics, Billerica, MA), utilizando o método de operacao refletido e

positivo de 700 a 3500 Da, com calibragao externa.

4.2.1 Purificacdo e quantificacdo dos peptideos (LL-37, IDR-1018, IDR-1002 e
DJK-6)

Uma vez que o espectro da massa de alguns peptideos tenham apresentado
impurezas, com a presenca de ions ndo compativeis com o peptideo ou ions
compativeis com degradacdo, o peptideo foi submetido a purificacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RT-HPLC). Para tal, o
peptideo foi solubilizado em agua ultrapura (500 pg) e submetido a coluna semi
preparativa C18 (NST, 5 ym, 250 mm x 10 mm), sendo eluido com um gradiente
linear de acetonitrila (5-95%) por 60 min, a um fluxo de 2,5 mL.mint. As fracGes,
monitoradas a 216 nm, foram coletadas e liofilizadas.

Apos a purificacdo, a amostra foi novamente analisada por MALDI-ToF (anexo

A). Para os experimentos, os peptideos foram diluidos em agua ultrapura e
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guantificados pela absorcdo de UV a 205, 215 e 225 nm utilizando a formula de

concentracdo(113):

A = (A215 - A225) X 144
B = (A205) X 31

A+ B 1
— = pg. mL

Os peptideos foram armazenados a -20°C até o uso.

4.3 AVALIACAO CITOTOXICA E IMUNOMODULATORIA DOS PEPTIDEOS

4.3.1 Cultura de Células RAW 264.7 e Grupos Experimentais

A linhagem de células RAW 264.7 foi obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro (CR108). Estas células sdo macréfagos precursores de osteoclastos,
derivados de tumores induzidos em camundongos machos BALB/c infectados com o
virus da leucemia murina de Abelson (114). As células foram mantidas em meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco, EUA) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (Gibco, EUA), 0,5% de solucdo de aminoacidos MEM
(Gibco, EUA), 0,05% de gentamicina (Gibco, EUA), 0,5% de I-glutamina (Gibco,
EUA) e 0 0,5% de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL™?) (Gibco, EUA) em estufa
contendo 5% de COg, a 37°C e 95% de umidade. O cultivo de células RAW 264.7 foi
realizado na concentracdo de 1x10° células por poco, em placas de cultura de 96
pocos (Kasvi, Brasil), em meio alpha MEM (Minimum Essential Medium Alpha
Medium) (Gibco, EUA) suplementado com 15% de soro bovino fetal (Gibco, EUA),
2,6% de NaHCOs Hibrimax (Sigma-Aldrich, EUA), 1% de solu¢cdo de aminoacidos
MEM (Gibco, EUA), 0,05% de gentamicina (Gibco, EUA), 1% de I-glutamina (Gibco,
EUA) e o 1% de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL™?) (Gibco, EUA). As culturas
foram submetidas a diversos estimulos, de acordo com as respectivas fases de

desenvolvimento do trabalho: D-glicose (5,5 mM, 8 mM, 12 mM e 24 mM, Sigma-
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Aldrich, EUA); LPS (3 pg.mL?, Sigma-Aldrich, EUA); rIFN-y (10U por pogo?,
Peprotech, EUA); peptideos LL-37, DJK-6, IDR-1002 e IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e
128 ug.mL1), de acordo com a tabela 3. Cada grupo experimental foi realizado em
triplicatas técnicas e biolégicas, em placas de culturas de 96 pogos (Kasvi, Brasil).
Os grupos experimentais in vitro foram determinados para se assemelharem a um
modelo de infeccdo e inflamacdo experimental (pela adicdo de LPS e do
recombinante (r) da citocina pro-inflamatéria IFN-y). De forma semelhante, as
diferentes condi¢Ges de hiperglicemia (pela adicdo de diferentes concentragdes de
D-glicose, 5,5 mM, 8 mM, 12 mM e 24 mM) foram utilizadas para mimetizar
condicbes de variacdes de glicose no sangue: onde 5,5 mM corresponde a 99
mg.dL?, equivalente a glicemia normal em jejum; 8 mM corresponde a 144 mg.dL,
equivalente a uma glicemia poés-prandial; 12 mM corresponde a 216 mg.dL?,
equivalente a uma glicemia de um individuo diabético controlado; e 24 mM
corresponde a 432 mg.dL?, equivalente a um individuo diabético descompensado,

onde ambas representam altas concentracfes de glicose sanguinea (111).

1Cada 1 ug de IFN-y equivale a 8430 U.



Tabela 3 — Fases de realizagdo dos experimentos e grupos experimentais testados

Sem estimulos

LPS Bpg i)+
IFN-y (10Uipoco)

R

2

2

4, 8,16, 32,
Bde128

4,8, 18, 32,
B4e“|28

4,8, 18, 32,
B4e‘I2B

4, 8, 16, 32,
Gde 128

481332

I 4,8, 18, 32,
I B4e 128

4,8, 18, 32,
I B4 e 128

4, 8,16, 32,
Bde128

481832

4,8, 18, 32,
Gde 128

481832

4,8, 18, 32,
849125

4, 8,16, 32,
Bde128

4,8, 18, 32,
B4e“|28

4,8, 18, 32,
B4 e 128

54
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4.3.2 Avaliacéo da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi realizada apds o periodo de 6, 24 e 72h de incubacao
das placas, que continham os grupos experimentais, a 5% de CO2, 37°C e 95% de
umidade. O grupo controle positivo foi representado por pocos em triplicata contendo
células e meio de cultura, representando 100% da viabilidade celular e o grupo
controle negativo foi representado por po¢os em triplicata contendo células em meio
de cultura com solucgéo de lise (10 mM Tris, 1 mM EDTA e 0,1% triton X-100, pH 7,4)
(115), representando 0% de viabilidade celular. O grupo contendo somente meio de
cultura foi considerado como branco. Ao final dos periodos de incubacéo, foi
utilizado o ensaio colorimétrico de MTT (Sigma-Aldrich, EUA). O MTT consiste em
um método colorimétrico baseado na capacidade das células vivas de reduzirem o
sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo no produto formazan(116).
Apbés o periodo de incubacédo, parte do sobrenadante foi removido, remanescendo
apenas 45 pL de sobrenadante por pogo. Foi adicionado 10 pyL do reagente de MTT
(50 pg por pogo) e as placas de cultura (Kasvi, Brasil) foram novamente incubadas
por 4h a 5% de CO2, 37°C e 95% de umidade. ApGs as 4h de incubacéo, a reacéo
foi bloqueada com 60 uL de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EUA) por poco
com posterior homogeneizacdo de cada poco para a completa solubilizacdo do
produto celular. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas (Bio-
Tek PowerWave HT, EUA), a um comprimento de onda de 595 nm.

4.3.3 Avaliacao da Atividade Imunomoduladora dos Peptideos

Os ensaios para a avaliacdo da resposta imune seguiram 0S mesmos grupos
experimentais utilizados na fase 1, 2 e 3, conforme ja descritos (Tabela 1). Apés os
periodos experimentais de 6, 24 e 72h, o sobrenadante das culturas foi coletado. A
partir desse sobrenadante foram realizadas as dosagens de quimiocina, citocinas e
de NO.
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4.3.3.1 Dosagem de quimiocina e citocinas por Enzyme-Linked Immunoabsorbent
Assay (ELISA)

A producéo das quimiocina MCP-1 e citocinas IL-1q, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-
a foram verificadas a partir do sobrenadante das culturas incubadas nos periodos de
6, 24 e 72h. A avaliacdo da producdo de MCP-1 foi realizada apds 6h de incubacéo
(117, 118). As citocinas IL-1a, IL-6, IL-12 e TNF-a foram avaliadas apds 24h,
enquanto a IL-10 foi verificada ap6s 72h de incubacdo (117, 119-121). A producao
dessas citocinas foram determinadas pelo método de Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay (ELISA), utilizando os respectivos murine ELISA
development kit (Peprotech, EUA) de cada citocina, seguindo-se as especificacdes
do fabricante. Os niveis das citocinas foram expressos em picogramas por mililitro
(pg.mL1), ap6s comparacdo realizada com a curva padrdo proposta pelo kit de

ELISA utilizado de acordo com as especificacdes do fabricante (122).

4.3.3.2 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Outro parametro analisado para a avaliacdo da atividade imunomodulatéria foi
a producdo de NO. A partir das culturas utilizadas para a andlise de viabilidade
celular, os sobrenadante de 24, 48 e 72h (fase 1), 24h (fase 2) e 72h (fase 3) foram
coletados para a avaliacdo dos niveis de nitrito. O método utilizado para avaliacédo
da producdo de nitritos foi o de Green et al. (1982), com modificacdes. Foram
transferidos 100 pL dos sobrenadantes das culturas para placas de 96 pocgos (Kasvi,
Brasil). Nos pocos da curva padrao de nitrito de sédio foram adicionados 100 uL de
meio alpha MEM suplementado (Gibco, EUA). Em seguida foram adicionados 100
ML de uma solugdo de sulfanilamida 1% em &acido fosférico 2,5% e
naftiletilenodiamina 1% em acido fosférico 2,5%, na proporcédo de 1:1. Apés 10
minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a leitura foi realizada em leitor de
microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, EUA), a 490 nm. O calculo para estimar a
guantidade de nitrito foi realizado a partir da equacéo da curva padrdo de nitrito de
sédio (1,5625 uM a 200 uM) (123).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos ao célculo da média e desvio padrdo para
cada réplica bioldgica e em seguida foi realizado o calculo da média e erro padréao
das médias, como um indicativo de reprodutibilidade das réplicas. Em seguida foi
realizada a verificacdo de normalidade das amostras (teste de Kolmogorov Smirnov)
e posterior estatistica paramétrica, mediante a analise de variancia de um fator (one-
way ANOVA), seguido do pos teste de Bonferroni. As analises foram consideradas a
um intervalo de seguranca de 95%, tendo um valor de p<0,05. Estas analises foram
estabelecidas nas 3 fases do trabalho. Na fase 1, a andlise apresentou o
comportamento das diferentes concentracdes de D-glicose e seu efeito na resposta
imune/inflamatoria in vitro. Na fase 2, esta analise estatistica foi definidora na
selecdo do peptideo e sua concentracdo para ser melhor estudada na terceira fase
do estudo. E na terceira fase do estudo, esta analise estatistica possibilitou uma
analise mais ampla do comportamento do peptideo IDR-1018 e da LL-37 em
diferentes condi¢cbdes de glicose e resposta imune/inflamatoria in vitro. O peptideo
LL-37 foi utilizado como controle para a comparacao do peptideo IDR-1018, por ser
conhecidamente descrito na literatura como peptideo com acdo imunomoduladora

(96). A andlise estatistica foi realizada no software GraphPadPrismb5.
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5 RESULTADOS

5.1 FASE 1 — AVALIACAO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE CULTURA DE
CELULAS RAW 264.7 ESTIMULADAS OU NAO POR LPS E/OU rIFN-y, EM
DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE D-GLICOSE

5.1.1 Viabilidade celular

A fim de verificar a condicdo de viabilidade das culturas celulares apos os
tratamentos aplicados, foi realizado o ensaio de MTT. A viabilidade das células RAW
foi mantida apds 6, 24, 48 e 72h de incubagdo, mesmo quando as culturas foram
estimuladas com diferentes concentracbes de D-glicose, LPS e rIFN-y. Entretanto,
apos 7 dias de cultura, houve uma diminuicdo significante na viabilidade celular do
grupo de células estimuladas somente com 12 mM de D-glicose (p<0,05) (Figura 2A)
e no grupo estimulado com 12 mM de D-glicose e LPS, chegando a apenas 3% de
células RAW viaveis (p<0,05) (Figura 2B). Em adicao, quando acrescentado o rIFN-y
as culturas de 7 dias, a viabilidade celular ficou em torno de 5% no grupo sem
estimulo de D-glicose e nos grupos estimulados com 8 e 12 mM de D-glicose
(p<0,05) (Figura 2C). Ja nos grupos estimulados com 5,5 e 24 mM de D-glicose, na
presenca de LPS e rIFN-y, a viabilidade chegou proximo a nulo (p<0,05) (Figura
2C)2.

2 (p<0,05) foi representado por ¢ comparado com o grupo controle de células RAW (B e C) em 7 dias e
* comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose (A) em 7 dias.
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5.1.2 Producgéao da quimiocina MCP-1

O efeito das diferentes concentracdes de D-glicose, LPS e rIFN-y nos niveis
de producdo de quimiocina foi verificado em culturas de células RAW. Como
representado na Figura 3, houve um discreto aumento, ndo significante na producao
da quimiocina MCP-1 quando as células foram estimuladas com 5,5 e 12 mM de D-

glicose, LPS com ou sem rIFN-y (Figuras 3A, B e C).

D-glicose Dglicose + LPS Dglicose + LPS + rIFN+y
A B
10000 10000 10000+
= = 8000 = 8000
=2 4 i}
€ E E
2 2 E 60004
o M iy 40004
g 3] o
= = 20001
o<
Ghicose (mh) - 55 8 12 24 Glicose (mM) - - 5.5 8 12 24 Glicose (mM) - - 55 8 12 24
LPS (3 pg.mi) - - - - - LPS @ugmih) | - + + + + + LPS (3 pg.mL") + + + + +
PNy (10 Wpogo) - - - - - PNy (10 Wpoga)] - - - - - - APy (10 Wpogo; + + + + +

Figura 3 — Producdo de MCP-1 na presenca ou auséncia de diferentes concentracbes de D-glicose
(A), LPS (B) e LPS/rIFN-y (C). A produgao da quimiocina MCP-1 foi avaliada a partir do sobrenadante
de culturas celulares. Todos os gréaficos representam a média e o erro-padrdo. Nao houve diferencas
estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés teste Bonferroni.
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5.1.3 Producéo das citocinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-6 e TNF-a

A fim de verificar os efeitos das diferentes concentragbes de D-glicose em
condicdes imunes e inflamatoérias, as citocinas envolvidas nos processos pro-
inflamatérios (IL-1a, IL-6 e TNF-a) foram analisadas. De acordo com 0 grupo
controle, as diferentes concentracdes de D-glicose nédo alteraram os niveis basais de
producdo destas citocinas (Figuras 4A, D e G). Ao adicionar LPS as culturas
celulares, nao foi observado alteragdes nos niveis basais das citocinas IL-1a e TNF-
a (Figura 4B e H). Contudo, quando a producéo de IL-6 foi avaliada, na presenca do
LPS, foi observado nas culturas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose, um
aumento na producdo desta citocina quando comparado aos grupos controles de
células RAW e de células RAW estimuladas com LPS, além dos grupos estimulados
com 55 e 8 mM de D-glicose (p<0,05 e p<0,01) (Figura 4E). Em adicao, foi
estabelecida uma condicdo imuno/inflamatéria na presenca de LPS e rIFN-y. Desta
forma, foi observada uma alta producdo de IL-6 em todos os grupos submetidos a
estes estimulos (p<0,01 e p<0,001) (Figura 4F). J& no que se refere a producdo de
TNF-a, observou-se um aumento na producao desta citocina no grupo adicionado de
24 mM de D-glicose e LPS e rIFN-y (p<0,05) (Figura 41)3.

3 (p<0,05) foi representado por ## comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-glicose e LPS (E) e
por 24 mM D-glicose e LPS/rIFN-y (I); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle
de células RAW (F), * comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose e LPS (E) e #
comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-glicose e LPS (E); e (p<0,001) foi representado por
EE comparado com o grupo controle de células RAW (F).
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Figura 4 — Produgéo de IL-1qa, IL-6 e TNF-a na presencga ou auséncia de diferentes concentragdes de
D-glicose (A, D e G), LPS (B, E e H) e LPS/rIFN-y (C, F e I). Todos os graficos representam a média
e 0 erro-padrdo da absorbancia de 3 réplicas biolégicas em triplicatas. Diferencas estatisticas
verificadas pelo teste one-way ANOVA e pds teste Bonferroni.
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5.1.4 Producdo das citocinas pro-inflamatéria com perfil M1 (IL-12) e anti-

inflamatéria com perfil M2 (IL-10)

Para atingir uma compreensdo mais completa dos efeitos das diferentes
concentracfes de D-glicose em condi¢cGes imuno/inflamatérias, foram analisadas as
citocinas envolvidas na polarizacdo de macrofagos tipo M1 e M2 (IL-12 e IL-10,
respectivamente). Nao houve diferenca na producdo de IL-12 nos grupos de
macroéfagos estimulados com as diferentes concentragcbes de D-glicose, comparado
ao grupo controle (Figura 5A). Em contraste, a producdo de IL-10 aumentou nos
grupos estimulados com 5,5 e 12 mM de D-glicose, enquanto as concentracdes de 8
e 24 mM de D-glicose levaram a diminuicdo na sua produgéo (p<0,05 e p<0,01)
(Figura 5D). A adigao de LPS nas culturas celulares levou a uma leve diminui¢cdo na
producdo de IL-12 nos grupos estimulados com 5,5 e 8 mM de D-glicose e um
aumento de producdo no grupo estimulado com 12 mM de D-glicose (p<0,05 e
p<0,01) (Figura 5B). Em contraste com a producdo de IL-12, o grupo controle
contendo LPS, diminuiu a producao de IL-10 quando comparado ao grupo de células
RAW néo estimuladas (p<0,001). Contudo, houve um padrdo de aumento de
producdo de acordo com o aumento das concentracoes de D-glicose (p<0,05 e
p<0,01) (Figura 5E). No entanto, na presenca de LPS e rIFN-y, houve um aumento
na producdo de IL-12 no grupo contendo 5,5 mM de D-glicose (p<0,01 e p<0,001)
(Figura 5C), mas uma diminuicéo na producgéo de IL-10 nos grupos estimulados com
8, 12 e 24 mM de D-glicose, comparado aos niveis basais (p<0,05 e p<0,01) (Figura
5F)4.

4 (p<0,05) foi representado por ® comparado com o grupo controle de células RAW (E e F) e ##
comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose e LPS/rIFN-y (F), por 24 mM D-glicose (D) e
por 24 mM D-glicose e LPS (B e E); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle
de células RAW (B, C, E e F), ¢ comparado com o grupo estimulado por 5 mM D-glicose (D) e *
comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose e LPS (B e E) e por 12 mM D-glicose e
LPS/rIFN-y (C); (p<0,001) foi representado por © comparado com o grupo estimulado por 5 mM D-
glicose e LPS/rIFN-y (C) e por 8 mM D-glicose e LPS/rIFN-y (F).
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Figura 5 — Producédo de citocinas com perfil M1 (IL-12) e M2 (IL-10) na presenca ou auséncia de
diferentes concentracfes de D-glicose (A e D), LPS (B e E) e LPS/rIFN-y (C e F). A producéo das
citocinas, IL-12 (A, B e C) e IL-10 (D, E e F) foram avaliadas a partir do sobrenadante de culturas
celulares. Todos os graficos representam a média e o erro-padrdo da absorbancia de 3 réplicas
biolégicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e poés teste
Bonferroni.
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5.1.5 Producédo de 6xido nitrico (NO)

A producao de NO foi verificada e manteve um padrao de aumento de producéo
de acordo com os tempos experimentais. Houve um aumento na producdo de NO
quando comparou-se o grupo controle e o grupo estimulado com 24 mM de D-glicose
em 24h (p<0,05) e entre o grupo controle e todos os grupos estimulados com diferentes
concentragdes de D-glicose, em 7 dias (p<0,05 e p<0,01) (Figura 6A). O pico da
producdo de NO foi obtido apos 72h de incubagédo (Figuras 6A, B e C) e com as
menores produgdes nas culturas de células RAW estimuladas somente com as
diferentes concentragdes de D-glicose (Figura 6A). Entretanto, a adicdo de LPS e LPS
com rIFN-y levou a uma diminuicdo da producéo de NO, apds 7 dias de cultura, quando
comparado com os outros tempos experimentais, mas ainda assim uma producao
aumentada quando comparado com os controles (p<0,05 e p<0,01) (Figuras 6B e C).
Apos a adicao de LPS e rIFN-y, houve um aumento de producao de NO, em todos os
grupos, de todos os tempos experimentais comparados aos grupos controles (p<0,05,
p<0,01, p<0,001 e p<0,0001) (Figura 6C)>.

5 (p<0,05) foi representado por 4 comparado com o grupo controle de células RAW (A - 72h; B — 48h e
7d; C—7d), * comparado com o grupo estimulado por 5,5 mM D-glicose (A — 72h e 7d) e por 5,5 mM
D-glicose e LPS/rIFN-y (C — 24h), # comparado com o grupo estimulado por 8 mM D-glicose (A — 24h)
e por 8 mM D-glicose e LPS/rIFN-y (C — 72h), © comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-
glicose e LPS (B — 24h e 7d) e * comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-glicose (A — 24h) e
por 24 mM D-glicose e LPS (B — 7d); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle
de células RAW (A — 48h e 7d; B — 24h, 48h e 7d; C — 48h, 72h e 7d), * comparado com o grupo
estimulado por 12 mM D-glicose (A — 48h) e *» comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-
glicose e LPS/rIFN-y (C — 24h); (p<0,001) foi representado por = comparado com o grupo estimulado
por 24 mM D-glicose (A — 48h), por 24 mM D-glicose e LPS (B — 24h) e por 24 mM D-glicose e
LPS/rIFN-y (C — 24h); e (p<0,0001) foi representado por == comparado com o grupo controle de células
RAW (C — 24h e 48h).
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Figura 6 — Producé@o de NO na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes de D-glicose (A),
LPS (B) e LPS/rIFN-y (C) ap6s 24, 48, 72 horas e 7 dias. A produgdo de NO foi avaliada a partir do
sobrenadante de culturas celulares. Todos os gréaficos representam a média e o erro-padrdo da
absorbancia de 3 réplicas biolégicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-
way ANOVA e pos teste Bonferroni.
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Resumo dos resultados da fase 1:

A tabela 4 representa os resultados de uma forma geral e resumida da fase 1
do trabalho. A presenca das diferentes concentragbes de D-glicose, LPS e rIFN-y
nao provoca alteracdo da viabilidade celular até 72h, a partir desse momento ocorre
uma diminuicdo. A producdo de IL-1a ndo se alterou diante dos estimulos. Houve
aumento na producéo de IL-6, TNF-a e IL-12, enquanto que a producao de IL-10 foi
diminuida. Apesar dos resultados apresentados, o estimulo somente das
concentracbes de glicose, ndo foi capaz de alterar os parametros imunes in vitro,
deve-se levar em conta que in vivo a presenca das altas concentracdes de glicose é
constante e duradoura e esta sempre associada aos processo de inflamacdes ou
infeccBes e por isso a necessidade de uma molécula capaz de ajudar no controle

das respostas imune.
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Tabela 4 - Resumo dos resultados da fase 1 do trabalho, onde = representa producao ou viabilidade

igual ao do grupo controle, T representa aumento de producdo ou viabilidade em comparacgdo ao

grupo controle e | representa diminuicio de producdo ou viabilidade em comparacdo ao grupo

controle
Glicose LPS LPS/rIFN-y

6h = = =
24h 1 ) =

Viabilidade
celular e ! ! !
72h 1 = =
7 dias 1 ] !
Producao de MCP-1 = = =
Producéo de IL-1a = = =
Producédo de IL-6 = ) 1
Producéo de TNF-a = = 1
Producéo de IL-12 = ) !
Producdo de IL-10 =1 ] !
24h = t 1
Producéo 48h 1 ) 1
de NO 72h 1 T 1
7 dias 1 ) 1
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5.2 FASE 2 — SELECAO DOS PEPTIDEOS CANDIDATOS (LL-37, IDR-1018, IDR-
1002 E DJK-6)

5.2.1 Peptideo LL-37

5.2.1.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular das culturas na presenca dos diferentes estimulos se
manteve estavel e acima de 100% na maioria dos grupos. Quando estimuladas com
as diferentes concentracdes de D-glicose, ndo foram observadas diferencas nos
grupos estimulados somente com o peptideo LL-37 e nos grupos adicionados de 5,5
mM de D-glicose (Figura 7A e B). Contudo, a viabilidade se manteve e apresentou
um aumento de pelo menos 100% no grupo estimulado com 128 ug.mL"" do peptideo
LL-37 e 8 mM de D-glicose, comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 7C); nos
grupos estimulados apenas com 12 mM de D-glicose e com 16, 32 e 64 ug.mL" do
peptideo LL-37 (p<0,05) (Figura 7D); e nos grupos estimulados com 24 mM de D-
glicose e com 4, 8, 16 e 32 uyg.mL" do peptideo LL-37 (p<0,01). No entanto, foi
observada uma diminuigdo na viabilidade celular no grupo estimulado com 64 ug.mL’
do peptideo LL-37 e 24 mM de D-glicose, quando comparado aos demais grupos
estimulados com o peptideo, exceto os grupos com 16 e 128 ug.mL-". Contudo, estes
grupos permaneceram com uma viabilidade acima de 100% em comparagdo com o
respectivo grupo controle (p<0,05 e p<0,01) (Figura 7E).

Ao se adicionar o LPS nas culturas, nos grupos estimulados com 5,5 mM de D-
glicose houve uma alta da viabilidade na presenga dos estimulos de D-glicose, LPS e
16 pug.mL™' do peptideo LL-37 (p<0,001) e 4 ug.mL"' do peptideo LL-37 (p<0,01),
mantendo uma viabilidade acima de 100%, quando comparados ao grupo controle. Ja
os grupos contendo 8, 32, 64 e 128 ug.mL™" do peptideo LL-37 sofreram uma redugéo
na viabilidade quando comparados ao grupo estimulado com 16 pug.mL" do peptideo
LL-37, sendo que os dois primeiros mantiveram a viabilidade em torno de 100%
(p<0,01). Ja os grupos 64 e 128 ug.mL"' do peptideo LL-37, apresentaram viabilidade
diminuida, 87% e 78%, respectivamente, ambos comparados com o grupo estimulado
por 5,5 mM de D-glicose e LPS (p<0,001) e com o grupo estimulado com 4 ug.mL-'do
peptideo LL-37, 5,5 mM de D-glicose e LPS (p<0,01) (Figura 7F). Nos grupos
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estimulados com 8 mM de D-glicose e LPS, houve uma alta na viabilidade do grupo
estimulado com 8 mM de D-glicose e LPS (p<0,001) e no grupo com 8 ug.mL" do
peptideo LL-37 (p<0,05), ambos atingindo mais que o dobro da viabilidade do grupo
controle, representado pelas células RAW. Também houve uma diminuicdo na
viabilidade do grupo contendo 64 ug.mL'do peptideo LL-37, comparado com o grupo
contendo 128 ug.mL"do peptideo LL-37, chegando a uma viabilidade de apenas 17%
(p<0,01) (Figura 7G). Observou-se uma alta da viabilidade no grupo estimulado apenas
com LPS, no grupo contendo 8 ug.mL"do peptideo LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS
(p<0,05) e no grupo estimulado apenas com 12 mM de D-glicose e LPS (p<0,01)
(Figura 7H). Nos grupos estimulados por 24 mM de D-glicose e LPS, houve um
aumento de mais de 100% na viabilidade dos grupos contendo 8 pg.mL" do peptideo
LL-37 (p<0,001) e 32 ug.mL"'do peptideo LL-37 (p<0,01), quando comparado ao grupo
controle. E uma diminuigdo de viabilidade do grupo contendo 16 ug.mL-' do peptideo
LL-37, chegando a 61%, quando comparado ao grupo com 8 ug.mL-" do peptideo LL-37
(p<0,001) (Figura 71).

Ao se adicionar os estimulos de LPS e rIFN-y as diferentes concentracdes de
D-glicose, nos grupos estimulados com 5 mM de D-glicose, houve um aumento em
torno de 100% da viabilidade nos grupos estimulados somente com LPS e rIFN-y
(p<0,001) e no grupo com 128 ug.mL"do peptideo LL-37 (p<0,05), comparados com o
grupo controle (Figura 7J). Na presenca de 8 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y todos os
grupos mantiveram a viabilidade celular em 100%, exceto o grupo estimulado por 8
pug.mL"' do peptideo LL-37, LPS e rlFN-y (p<0,05) (Figura 7K). Ja os grupos
estimulados por 12 e 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y permaneceram com a sua
viabilidade acima de 100%, exceto pelos grupos estimulados apenas com LPS e rIFN-y
que permitiram aumento na viabilidade quando comparado ao grupo controle de células
RAW (p<0,05) (Figuras 7L e M)®.

6 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (D, E, G e H),
comparado com o grupo estimulado por 128 pg.mL" do peptideo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 5,5
mM de D-glicose e LPS (F), por LPS/fIFN-y (J, L e M) e por 8 mM de D-glicose, LPS/rIFN-y (K), #
comparado com o grupo estimulado por 128 pg.mL" do peptideo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D), por 8
pug.mL" do peptideo LL-37 e 24 mM de D-glicose (l) e por 128 ug.mL" do peptideo LL-37, 5 mM de D-
glicose, LPS/rIFN-y (J), * comparado com o grupo estimulado por 64 pug.mL"'do peptideo LL-37 e 24 mM
de D-glicose (E); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle de células RAW (E, H
e 1), com o grupo estimulado por 4 ug.mL" do peptideo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (F) e por LPS/rIFN-y
(L); ° comparado com o grupo controle de células RAW (F), com o grupo estimulado por 64 pg.mL"' do
peptideo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E), por 8 mM de D-glicose e LPS (G) e por 8 ug.mL"do peptideo
LL-37 e 24 mM de D-glicose (I), ® comparado com o grupo estimulado por 16 ug.mL™" do peptideo LL-37 &
5.5 mM de D-glicose (F), por 128 ug.mL" do peptideo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS (G) e por 16
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pg.mL" do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (1); e (p<0,001) foi representado por ¢ comparado
com o grupo controle de células RAW (F), com o grupo estimulado por 32 ug.mL"do peptideo LL-37, 12
mM de D-glicose e LPS (H) e por 8 ug.mL™" do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (l), 0 com o
grupo estimulado por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 64 ug.mL"do peptideo LL-37, 8 mM de D-
glicose e LPS (G) e por LPS/rIFN-y (J).



72

A RAW +5.5 mM de D-glicose c +8 mM de D-glicose D +12 mM de D-glicose E + 24 mM de D-glicose
1.04 1.0 1.09 1.09 1.04
£ 3 £ € 3
£ 0.84 E 0.84 £ 0.8 c c 0.84 °
2 2 ﬁ & 2 * "
2 o
L 0.64 < 0.6 2 064 < = 0.6 Ed
= = ] § 8
2 2 & E 0.44
g E 0.4 3 0.44 3 g y
g 2 g 2
0.24 0.
< < 0 Ed 2
0.0 0.0 0.0
W7 gl | - A 8 18 2 6 | 128 a7 (gm?y | - - 4 8 |6 |az| 64|28 a7 gy | - - 4 8 |16 | 32| 6|28 LL-37 (pg.mL') 4 B |16 | 32| 64|28 L7 gty | - - 4 a |16 | 32| 64|12
Glicose (mM) - - - - - - - Glicase (mM) - 65|55 |55 |55 ]55]|55]5s Glicose (mM) - B 8 B 8 8 8 8 Gicose (mM) - 12 12 12 12 12 122 | 12 Glicose (mM) - 24 24 | 24 2 2 24 | 24
LPS (3 pgmL") - - - - - - - LPS @ ugmi’) | - - - - - - - - LPS (3 pgmL') s @ugmhy | - - - - - - - - LPS (3ugmL?)
APy (10 Wpago)] - - - - - - - riFM-y (10 Wpogo)| = - - - - - - - riFN-y (10 Wpogo) PNy (10 Upago)| - - - - - - - - PNy (10 Wpogo)] = - -
F + 5.5 mM de D-glicose + LPS G + 8 mM de D-glicose + LPS H + 12 mM de D-glicose + LPS I + 24 mM de D-glicose + LPS
1.0 1.09 1.09 1.09
3 E 3 E
5 c 0.8 c 0.8+ c 0.8
8 8 8 8
-
e e 0.6 o . e e 0.64
a o o @ o
2 2 2 2
E 3 0.44 E 3 0.44
3 £ o2 2 i o
0.0 0.0
LL-37 (ugmi') | - - - 4 8 |16 |32 |64 128 LLAT (gl | - - - 4 B |6 |32 |64 128 LL-37 (pgri) | - - - |4 8 |16 |32 64128 LL3T (pgmi') | - - - 4 |8 |16)32 |64 128
Glicose (mM) - - |55|55]|55]|55]55]|55]55 Glicose (mM) - - a8 8 a8 a a 8 Glicose (mM) - - 121212 12| 12|12])] 12 Gicose (mM) - - 24 |24 |24 |24 242424
s @ gm| - + | + + + + + + + ws@um’) | - + + | + + | + + + + LPS (3 ug.mi?) - + + |+ + | + + | + + LPS (3 ug.mL") - + + | + + + + + +
Ay (oupoga) - | - |- -|-|-1-1-1- vy (0Wpogal - | - |- -1-1-1-]-1|"- Ay (oupogo - | -1 -1 -|-|-1-1-1- ARy (0Upogo) - | -1 - | -|-|-|-
J + 5.5 mM de D-glicose + LPS + rIFN-y K + 8 mM de D-glicose + LPS + rlFN-y L +12 mM de D-glicose + LPS + rIFN-y M + 24 mM de D-glicose + LPS + rIFN-
1,07 1.09 1.09 1.09
£ 0.8+ 3 0.8 £ 0.8 £ 0.8
o w w w
@ =2 (=] (=]
° 2 064 2 0.64 2 064
3 3 0.44 g 0.44 3 0.44
: Z i i
0 0. 0.2
<
0.0 0.0 0.0
LL-37 (gl 'y - - - LL-3T (ug.mL-") 4 8 16|32 |64 128 LL-37 (pg.mL )| - - - 4 8 16|32 | 64 |128 LL-37 (ug.mL') 4 8 18 | 32 | 64 128
Glicose (mh) - - |55|55)55]|55]|55]55]55 Glicose (mM) - - L] ] 8 L] L] L] L] Giicose (mM) - - 122|112 |12 12)p12)]12|12 Giicose (mM) - B B D S R A
ws@ugml) | - |+ |+ |+ |+ +]+]+]+ wsawm) | -+ |+ ]+ ]+ +]+]+]+ ws@ugml) | = |+ |+ ]+ |+ |+ +]|+]+ wsEuml) | - [+ |+ +]+]+]+]+
AFNy (10 Wpogo)| - + B EXERER ERERES PNy (10 Wpogo)l - + |+ |+ |+ ]|+ + | + + AFN-y (10 Wpogo)f - + + | + +l+ ]+ +]|+ AFN-y (10 Wpogo) - + + | + + |+ |+ ]|+ +

Figura 7 — Viabilidade celular na presenca de diferentes concentragdes do peptideo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes concentragdes
de D-glicose (A-E, F-1 e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-I) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), ap6s 24h de incubago. Todos os graficos representam a
média e erro-padrao de duas réplicas biologicas em ftriplicatas. Diferengas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e poés teste de Bonferroni.
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5.2.1.2 Produgéo da citocina proé-inflamatéria IL-6

A avaliacdo da produgdo de IL-6 foi um dos parametros utilizados para
determinar o potencial imunomodulador dos peptideos. Desta forma, quando as culturas
foram estimuladas somente com as diferentes concentragdes do peptideo LL-37 houve
uma diminuigdo da produgdo de IL-6 nos grupos contendo 16, 32 e 64 ug.mL™ do
peptideo, quando comparado com o grupo estimulado com 8 ug.mL-" (p<0,05 e p<0,01)
(Figura 8A). Ao se adicionar 5,5 mM de D-glicose as culturas, houve uma diminuigéo na
produgdo de IL-6 nos grupos estimulados com 32, 64 (p<0,01) e 128 ug.mL™' do
peptideo LL-37 (p<0,05), quando comparados ao grupo controle de células RAW
(Figura 8B). De forma semelhante, ao se adicionar 8 mM de D-glicose, houve uma
diminuicdo na producgédo de IL-6 nos grupos contendo 16, 32, 64 e 128 ug.mL™' do
peptideo LL-37, quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura 8C). Nos grupos
estimulados com 12 mM de D-glicose, apenas o grupo contendo 128 pg.mL™ do
peptideo foi capaz de diminuir a produgdo de IL-6, quando comparado ao grupo
controle (p<0,05). Os demais grupos mantiveram a produgao de IL-6 em niveis basais
(Figura 8D). Ja nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose ndo houve mudanca
no perfil de produgao de IL-6, todos os grupos mantiveram niveis semelhantes de IL-6
(Figura 8E).

Ao se adicionar LPS juntamente com as diferentes concentracdes de D-glicose,
houveram discretos aumentos na produgéo e IL-6. Nos grupos estimulados por 5,5 mM
de D-glicose e LPS, os aumentos foram percebidos somente na presenca do LPS ou
quando estimulados por 4, 32 e 128 ug.mL™" do peptideo LL-37, em comparagdo ao
grupo controle de células RAW (p<0,05) (Figura 8F). Nos grupos estimulados por 8 mM
de D-glicose e LPS, houve uma diminuigdo de IL-6 nos grupos com 16, 32, 64 e 128
ug.mL"'do peptideo LL-37, quando comparado ao grupo estimulado com 4 ug.mL"'do
peptideo (p<0,01) (Figura 8G). Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e
LPS, a producao de IL-6 se elevou nos grupos com somente 12 mM de D-glicose, 4 e
16 ug.mL"do peptideo LL-37, quando comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura
8H). Ja nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose e LPS, o Unico grupo que
apresentou aumento significante comparado ao grupo controle foi o grupo que contém 8
ug.mL" do peptideo LL-37 (p<0,05) (Figura 8I).
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Entretanto, na presenga dos estimulos imuno/inflamatérios representados pelo
LPS e rIFN-y, os aumentos na producgao de IL-6 foram mais expressivos, atingindo um
pico de aproximadamente 14000 pg.mL-'. Nos grupos estimulados por 5,5 mM de D-
glicose, LPS e rlFN-y todos os grupos sofreram aumento na produgdo de IL-6,
mantendo o mesmo nivel de produgao por volta de 10000 pg.mL-', quando comparados
ao grupo controle representado por células RAW (p<0,001) (Figura 8J). Assim como nos
grupos com 5,5 mM de D-glicose, quando estimulados com 8 mM de D-glicose, LPS e
rIFN-y, todos os grupos sofreram aumento na produgdo de IL-6, em comparagcdo ao
grupo controle (p<0,01 e p<0,001) (Figura 8K). Nos grupos estimulados por 12 mM de
D-glicose, LPS e rlFN-y, todos os grupos aumentaram a producdo de IL-6 em
comparagao ao grupo controle, exceto o grupo contendo 16 pg.mL-' do peptideo LL-37
(p<0,05, p<0,01 e p<0,001) (Figura 8L). Ja nos grupos estimulados com 24 mM de D-
glicose, LPS e rIFN-y, somente os grupos com 24 mM de D-glicose, LPS e rlFN-y e
adicionados de 4, 8 e 16 ug.mL"'do peptideo LL-37 obtiveram aumento na producéo de
IL-6 quando comparado ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01) (Figura 8M)”.

7 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B, D, F, H, le L) e
com o grupo estimulado por 8 pug.mL™" do peptideo LL-37 (A), # comparado com o grupo controle de
células RAW (M), com o grupo estimulado por LPS (F) e por 4 ug.mL™" do peptideo LL-37, 8 mM de D-
glicose e LPS (G) e ° com o grupo estimulado por 4 pg.mL"'do peptideo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS
(F); (p<0,01) foi representado por ¢ comparado com o grupo controle de células RAW (B, C, Ke L), como
grupo estimulado por 8 ug.mL" do peptideo LL-37 (A) e por 4 yg.mL™" do peptideo LL-37, 8 mM de D-
glicose e LPS (G), O comparado com o grupo controle de células RAW (M), com o grupo estimulado por 5
mM de D-glicose (B), por 8 mM de D-glicose (C) e por 8 ug.mL"do peptideo LL-37, 8 mM de D-glicose e
LPS (G); e (p<0,001) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (G, J, K e
L), com o grupo estimulado por 5 mM de D-glicose (B), por 8 mM de D-glicose (C) e por 128 ug.mL" do
peptideo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D).
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Figura 8 — Produg&o de IL-6 na presenca de diferentes concentragdes do peptideo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes concentragdes de
D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 yg.mL™") (F-I) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), apos 24h de incubagdo. Todos os graficos representam a
meédia e erro-padrao de duas réplicas bioldgicas em triplicata. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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5.2.1.3 Produgéo da citocina pré-inflamatoria TNF-a

O TNF-a foi outra citocina analisada como parametro para determinar o potencial
imunomodulador dos peptideos. Nos grupos estimulados apenas com as diferentes
concentragdes do peptideo LL-37, houve aumento da produgcdo de TNF-a apenas no
grupo contendo 128 pg.mL" do peptideo LL-37, quando comparado com 0s grupos
contendo 4, 8, 16, 32 e 64 ug.mL™" (p<0,05 e p<0,001) (Figura 9A). Nos grupos onde
foram acrescentados 5,5 mM de D-glicose e o peptideo (nas concentragdes 16, 32, 64
e 128 pg.mL™") ocorreu uma leve diminuigdo na produgdo do TNF-a, quando
comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 9B). Quando adicionado 8 mM de D-
glicose, houve uma diminuicdo na produgao da citocina somente nos grupos com 4 e 16
ug.mL" do peptideo (p<0,001), em comparagdo ao grupo na auséncia de estimulo
(Figura 9C). Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose, os grupos contendo 8,
64 e 128 ug.mL" do peptideo LL-37 foram os que sofreram diminuigdo na produgéo de
TNF-a quando comparados ao grupo controle (p<0,01) (Figura 9D). Ja nos grupos que
sofreram acréscimos de 24 mM de D-glicose e as concentragoes de 4, 8 e 16 ug.mL""
do peptideo LL-37 apresentaram redugdo de TNF-a quando comparados aos grupos
estimulados com somente 24 mM de D-glicose e 128 ug.mL"' do peptideo (p<0,05)
(Figura 9E). Quando adicionado LPS as culturas, somente o grupo contendo 16 ug.mL’
do peptideo, 55 mM de D-glicose e LPS sofreu uma leve diminuigdo quando
comparado aos grupos estimulados com LPS, 5,5 mM de D-glicose e LPS (p<0,05)
(Figura 9F). Todos os demais grupos apresentaram uma producdo de TNF-a
semelhante a produgéo dos grupos controles (Figuras 9G, H e ). Na presenca de LPS
e rlFN-y, todos grupos estimulados com 55 mM de D-glicose, além do grupo
estimulado apenas com LPS e rIFN-y, apresentaram aumento na producao de TNF-a
quando comparados ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01) (Figura 9J). O padrao se
manteve nos grupos estimulados também com 12 e 24 mM de D-glicose (p<0,001)
(Figuras 9K e L). Em especial no grupo contendo estimulo de 24 mM de D-glicose,

todos os grupos aumentaram a producao de TNF-a em comparagdo ao grupo controle
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de células RAW (p<0,01), com excegdo do grupo contendo 16 ug.mL"'do peptideo LL-

37 que manteve uma producgao basal desta citocina (Figura 9M)2.

8 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B), com o grupo
estimulado por 128 ug.mL" do peptideo LL-37 (A), por 4 ug.mL"do peptideo LL-37 e 8 mM de D-glicose
(C), por 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E) e por LPS/rIFN-y (L), # comparado com o
grupo controle de células RAW (J), com o grupo estimulado por 5 mM de D-glicose (B) e por 128 ug.mL™"
do peptideo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E) e ° comparado com o grupo estimulado por 32 ug.mL" do
peptideo LL-37 e 5 mM de D-glicose (B) e por 16 pug.mL™" do peptideo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS
(F); (p<0,01) foi representado por ¢ comparado com o grupo controle de células RAW (D, J e M); e
(p<0,001) foi representado por ¢ comparado com o grupo controle de células RAW (A, C,KelL)e B
comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL" do peptideo LL-37 (A) e por 8 mM de D-glicose (C).
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Figura 9 — Produgdo de TNF-a na presenca de diferentes concentragdes do peptideo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes concentragdes
de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-1) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), ap6s 24h de incubag&o. Todos os graficos representam a
média e erro-padréo de duas réplicas biolégicas em triplicatas. Diferengas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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5.2.1.4 Produgéo de 6xido nitrico (NO)

Ao se verificar a producdo de NO nos grupos estimulados somente com
diferentes concentracdes de LL-37 e nos grupos estimulados com 5,5 mM de D-
glicose e diferentes concentracdes de LL-37, ndo houve alteracdo na producao
deste mediador (Figuras 10A e B). Nos grupos adicionados de 8 mM de D-glicose, 0
grupo estimulado por 8 mM de D-glicose aumentou a producéo desta citocina em
relacdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 10C). Nos grupos estimulados com 12
mM de D-glicose, os grupos contendo 64 e 128 pg.mL’' do peptideo LL-37,
apresentaram maior producéo de NO quando comparados ao grupo controle (p<0,01 e
p<0,001) (Figura 10D). Nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose, apenas 0s
grupos contendo apenas 24 mM de D-glicose e 64 yg.mL"'do peptideo com 24 mM
de D-glicose apresentaram produgcdo maior do que o grupo controle (p<0,001)
(Figura 10E).

Quando adicionou-se o LPS as culturas, apenas o grupo estimulado com 5,5
mM de D-glicose e LPS apresentou um aumento na producdo de NO, quando
comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 10F). Os grupos estimulados com 32
e 128 ug.mL™' do peptideo LL-37, na presengca de 8 mM de D-glicose e LPS
demonstraram aumento de NO, comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 10G).
Na presenca de 12 mM de D-glicose e LPS, os grupos que apresentaram aumento de
NO foram os grupos estimulados com 8 e 16 ug.mL' do peptideo LL-37, comparados
ao grupo controle (p<0,01) (Figura 10H). Ja na presenca de 24 mM de D-glicose e LPS,
houve um aumento na produgéo de NO nos grupos estimulados apenas com 24 mM de
D-glicose e LPS, contendo 32 pg.mL" do peptideo LL-37 (p<0,05) e contendo 4 e 8
ug.mL"do peptideo LL-37 (p<0,001) (Figura 10l).

Ao se adicionar LPS e rlIFN-y as diferentes concentragbes de D-glicose, nos
grupos contendo 5,5 e 8 mM, todos os grupos sofreram grandes aumentos na produgao
de NO, quando comparados ao grupo controle (p<0,05 e p<0,001) (Figuras 10J e K).
Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose, os grupos com maiores produgdes
quando comparados ao grupo controle foram os estimulados somente com LPS e rIFN-
y, estimulado com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, 8 e 64 uyg.mL" do peptideo e
estimulado com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y (p<0,05 e p<0,01) (Figura 10L). Ja

nos grupos contendo 24 mM, apenas os grupos com 4 e 8 ug.mL" do peptideo
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apresentaram niveis basais de producdo de NO. Os demais grupos apresentaram
aumento na produgao de NO quando comparado ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001) (Figura 10M)?°.

9 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (G, I, J e M), com o
grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por 24 mM de D-glicose (E), por 5 mM de D-glicose e LPS
(F) e por 4 ug.mL" do peptideo LL-37, 12 mM de D-glicose, LPS/rIFN-y (L), # comparado com o grupo
estimulado por 64 ug.mL"" do peptideo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37 e
12 mM de D-glicose (D), por 64 ug.mL"do peptideo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E), por 16 ug.mL"do
peptideo LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 8 ug.mL"' do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e
LPS (1) e por 4 ug.mL"do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M), °© comparado com o
grupo controle de células RAW (K e L), com o grupo estimulado por 128 ug.mL™"do peptideo LL-37 e 8
mM de D-glicose (C) e por 8 ug.mL" do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M); (p<0,01)
foi representado por ¢ comparado com o grupo controle de células RAW (H e L), com o grupo estimulado
por 64 pug.mL"'do peptideo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D), por 64 ug.mL"' do peptideo LL-37 e 24 mM de
D-glicose (E) e por 4 ug.mL" do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (l); O comparado com o grupo
controle de células RAW (M) e com o grupo estimulado por 4 ug.mL™" do peptideo LL-37, 12 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-y (L); e (p<0,001) foi representado por * comparado com o grupo controle de células
RAW (E, K e M) e com o grupo estimulado por 128 ug.mL™" do peptideo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D), e
B comparado com o grupo controle de células RAW (I e J) e com o grupo estimulado por 24 mM de D-
glicose (E).



81

A RAW B +5.5 mM de D-Glicose c +8 mM de D-Glicose D + 12 mM de D-Glicose E +24 mM de D-Glicose
2.0 2,09 2,09 2.09 209
1.5 1.54 1.59 1.549 1.5
= - 1.04 2 0 2 = 0
° 10 o ° 1.0 ° 1.0+ ° 1.0
z z z z z
0.54 0.54 0.54 0.54
0.0 0.0 0.0+ 0,0-5¢
LL-37 (ug.mL") 186 a2 128 LL-37 (ugmL) - 4 8 16 | 32 | 64 | 128 LL-a7 gl | - - 4 a 16 | 32 | 64 | 128 LL-37 (ugmL™) | - - 4 8 16 | 32 | 64 | 128 LL-37 (pg.mL)
Glicose (mM) - - - Glicose (mM) 55|55 |55)55)]65]55]55 Glicose (mM) - B 8 [} B B 8 8 Glicose (mM) - 12 12 12 12 12 | 12 | 12 Glicose (m)
LPS (3 ug.mi!) - - - LPS@ugml) | = | = f - |- p - |- |- | - ws@ugmhy | - - -)-)-]1-1]- ws@umy | - - - - ]-1-]-1- wspwmty | -} - --1-1-1-
-y (10 Uipogo)| - - - Ny (oupog)| - | - | - f - ) -] - | -] - ey (owpoga)| - | - | - - -] -] - vy oupoge) - | - - |- --]-1- iy (owpoga| - | - | - |- |- -] -
F + 5.5 mM de D-Glicose + LPS G + 8 mM de D-Glicose + LPS H +12 mM de D-Glicose + LPS | + 24 mM de D-Glicose + LPS
2.0 2.0 2.09 209
1.5 1.59 1.5+ 1.54
6 1.0 6 1.09 5 1.0+ . . 6 1.04
z H4 z H4
0.54 0.5+ 0.54 0.54
0.0 0,043 0,055 0.0-1E
LL-37 (ug.ml ') - fa|e |ie]az] 6] LL-37 (ugmL) | - - |4 | a e ]az]ea]im Learipgml) | - | - | - | a |8 |62 ]es]i2s warggm | - | - | - |48 |6]a]es]2s
Glicose (mM) - |ss]ss|ss|ss]ss]ss]ss Gicosed) | - | - o |a|lafs|a]al]a Glicose (M) | - | - f 12 ]2 ]2 ]2f2]2]12 Gicose(m) | - | - |24 |24 |24 f2af2a]2a] 24
WPs@ugml) | = |+ |+ |+ ]+ +]+]+]+ WPS@ugrt) | = |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| +]+ PS@ugrl) | = |+ |+ ]+ |+ |+ +]+]+ WPs@ugel) | = |+ |+ |+ |+ +]+]+]|+
APy (10 Wpoga) = | = -1 - vy owpoge)| < | = | = -]~ iy (oWpoga)| = | = |- -] -|--1]" rFNy (10 Wpogo)| - - - -1-
J + 5.5 mM de D-Glicose + LPS + rIFN-y K +8 mM de D-Glicose + LPS + rIFN-y L + 12 mM de D-Glicose + LPS + rlFN-y M + 24 mM de D-Glicose + LPS + rlFN-y
2.09 2.09 2,09 2.0
o o
" ] [
1.64 1.54 1.64 - s L
g . = s s
EY L] EY 3 3
1 1.04 o ° 1.04 ° 1.04
z z z z
0.54 0.54 0.54
0.0-5 0.0-8 0.0-K
Lt gt | - | - | - L4 |8 |16]az2| 6|28 a7 oy | - | - AR EE Learugmt?) | - | - | - |4 |8 |e]az]es s warggm) | - | - - |4 |8 |e]az]es]r2e
Gicose M) | - | - | 55|55 ]55]s5]55]55]s5 Gicose(M) | - | - |afalafala|a]e Glicose (M) | - | - |12 |z fz|z]2]2] 2 Gicose (M) | - | - | 2a |26 |24 | 24| 20| 26| 24
LPS@ugm) | = |+ ]+ |+ |+ ]+ +]+]+ LPS@ugml) | - |+ |+ |+ |+ ]+ ] +]|+]+ WwS@ugm) | - |+ |+ + |+ |+ ] ]+ Wws@ugmk) [ - |+ |+ |+ |+ | +]+]+]+
e e R A R iy (oupoge)| = |+ |+ ]+ F e+ ]+ AFny (oWpago) = | + |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ ]|+ Ay (0Upogof - |+ [+ [+ |+ ]+ +]+]+

Figura 10 — Producg&o de NO na presenca de diferentes concentragbes do peptideo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes concentragdes
de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-1) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), ap6s 24h de incubag&o. Todos os graficos representam a
média e erro-padréo de duas réplicas biolégicas em ftriplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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5.2.2 Peptideo IDR-1018

5.2.2.1 Viabilidade celular

Para o peptideo IDR-1018 o padrdo da viabilidade celular se manteve em
torno dos 100%, diminuindo somente em alguns poucos grupos. Nos grupos
estimulados com as diferentes concentracdes do peptideo, o grupo contendo 8
pug.mL* do peptideo IDR-1018 apresentou um aumento de 31%, enquanto que o
grupo com 128 upg.mL? do peptideo reduziu a viabilidade em 54%, ambos
comparados ao grupo controle com 100% (p<0,01) (Figura 11A). Ao se adicionar 5,5
mM de D-glicose as culturas, o padrao se manteve o mesmo de quando estimuladas
somente com o peptideo, onde o grupo contendo 8 pug.mL* do peptideo IDR-1018
mais a glicose aumentou a viabilidade em 38% e o grupo com 128 ug.mL? do
peptideo reduziu para 46% de viabilidade, quando comparados ao grupo controle
(p<0,05 e p<0,001) (Figura 11B). Ja nas culturas com a adicdo de 8 mM de D-
glicose, os grupos contendo 4 e 8 uyg.mL* do peptideo IDR-1018 apresentaram um
aumento de 21% na viabilidade celular e os grupos com 64 e 128 ug.mL? do
peptideo apresentaram uma diminuicdo em torno de 50% na viabilidade, todos
comparados com o grupo controle (p<0,05) (Figura 11C). Ao se adicionar 12 mM de
D-glicose, a viabilidade celular se manteve em todos 0S grupos exceto no grupo
estimulado com 128 ug.mL* do peptideo IDR-1018 que apresentou uma queda de
51% na viabilidade celular quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura
11D). J& nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose houve uma queda na
viabilidade apenas no grupo estimulado com D-glicose (com viabilidade de 54%),
entretanto, o grupo contendo 4 pg.mL? do peptideo IDR-1018 apresentou um
aumento de 48% na viabilidade, ambos comparados ao grupo controle (p<0,05). Os
demais grupos apresentaram viabilidade celular semelhante a do grupo controle
(Figura 11E).

Ao se adicionar LPS nas -culturas estimuladas com as diferentes
concentragfes do peptideo IDR-1018, 5,5 e 8 mM de D-glicose, apenas 0s grupos
contendo 64 e 128 ug.mL* do peptideo apresentaram reducéo de viabilidade, com
67% em 55 mM e 53% em 8 mM e 36% em 55 mM e 58% em 8 mM,

respectivamente, comparados ao grupo controle (p<0,001) (Figuras 11F e G). Ja nos
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grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS, os grupos que apresentaram
reducdo na viabilidade celular foram os grupos contendo 32 e 128 ug.mL? do
peptideo IDR-1018, apresentando 59% e 55%, respectivamente, comparados ao
grupo controle (p<0,05) (Figura 11H). E nos grupos estimulados com 24 mM de D-
glicose e LPS, apenas os grupos com 64 e 128 ug.mL? do peptideo sofreram
reducdo na viabilidade celular, apresentando 60% e 52%, respectivamente,
comparados ao grupo controle com 100% (p<0,05) (Figura 111).

Ao se adicionar LPS e rIFN-y, o grupo estimulado com 5,5 mM de D-glicose
manteve o mesmo padrédo de reducdo, onde somente 0S grupos com 64 e 128
ug.mLt do peptideo IDR-1018 apresentaram diminuicdo, com 56% e 51%,
respectivamente, em comparacdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 11J).
Entretanto, nos grupos estimulados por 8 mM de D-glicose todos o0s grupos
mantiveram a viabilidade e somente o grupo com 4 ug.mL* do peptideo IDR-1018
apresentou aumento de 37% na viabilidade, quando comparado ao grupo controle
(p<0,05) (Figura 11K). Ja nos grupos acrescentados tanto com 12 quanto 24 mM de
D-glicose, apenas o grupo com 128 pg.mL?' do peptideo IDR-1018 apresentou
reducdo na viabilidade, com 48% e 52%, respectivamente, quando comparados ao

grupo controle (p<0,01) (Figuras 11L e M)*°.

10 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C), com o grupo
estimulado por 32 pg.mL"' do peptideo IDR-1018 (A), por 8 ug.mL" do peptideo IDR-1018 e 5,5 mM de D-
glicose (B), por 24 mM de D-glicose (E), por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS
(F), por 8 ug.mL"'do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 32 pug.mL"'do peptideo IDR-
1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por LPS (1), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e por 4 ug.mL"
"do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K), # comparado com o grupo estimulado por 4
pg.mL "' do peptideo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 8 ug.mL"'do peptideo IDR-1018 e 8 mM de
D-glicose (C), por 4 ug.mL™" do peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (E), por 128 ug.mL™" do peptideo
IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 ug.mL"" do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e
LPS (1) e por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e ° comparado com
o grupo estimulado por 64 pg.mL" do peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 ug.mL™"' do
peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (1), por 128 pg.mL" do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-y (J) e O comparado com o grupo estimulado por 128 pg.mL™"do peptideo IDR-1018 e
8 mM de D-glicose (C); (p<0,01) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW
(J), com o grupo estimulado por 8 ug.mL"do peptideo IDR-1018 (A), por 8 mM de D-glicose (C), por 128
pg.mL"do peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 128 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 12 mM
de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e por 128 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y
(M), ¢ comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL"' do peptideo IDR-1018 (A); (p<0,001)
representado por B comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL™" do peptideo IDR-1018 e 5,5 mM
de D-glicose (B), por 4 yg.mL" do peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 pg.mL™" do
peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F) e por 64 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS (G); e (p<0,001) representado por ** comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL"'do
peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (G).
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Figura 11 - Viabilidade celular na presenga de diferentes concentragdes do peptideo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL") associados a diferentes

concentragdes de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™) (F-) com e sem rIFN-y (10 U.mL™) (J-M), apds 24h de incubag&o. Todos os gréaficos
representam a média e erro-padréo de duas réplicas biolégicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de
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5.2.2.2 Produgéo da citocina pro-inflamatéria IL-6

A producdo de IL-6 na presenga do peptideo IDR-1018 manteve o mesmo
padrao de producdo mediante todos os estimulos. Nas condigbes de diferentes
concentragdes do peptideo IDR-1018 com ou sem D-glicose (5,5, 8, 12 e 24 mM), todos
os grupos contendo 64 ou 128 ug.mL* do peptideo IDR-1018 apresentaram aumento
na producéo de IL-6, quando comparados aos grupos controles (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001) (Figuras 12A, B, C, D e E). Ao se adicionar o LPS aos estimulos do
peptideo e D-glicoses (5,5, 8, 12 e 24 mM), o padrdo de producdo de IL-6 se
manteve semelhante, onde somente os grupos contendo 64 ou 128 pg.mL* do
peptideo IDR-1018 aumentaram a producao de IL-6, sendo que no grupo com 24
mM de D-glicose o aumento ocorreu somente no grupo com 128 ug.mL? deste
peptideo. Estes aumentos foram observados em comparagdo com 0S grupos
controles (p<0,05, p<0,01 e p<0,001) (Figuras 12F, G, H e I). O mesmo foi
observado nos grupos com adicdo de LPS e rIFN-y, onde somente 0S grupos
contendo 64 ou 128 ug.mL* do peptideo IDR-1018 aumentaram a producéo de IL-6,
quando comparados ao grupo controle, exceto nos grupos com 24 mM de D-glicose,
onde a produgédo de IL-6 permaneceu em niveis basais (p<0,05 e p<0,001) (Figuras
127, K, L e M). Contudo, na presenca de 8 mM de D-glicose, LPS, rIFN-y e 8 yg.mL™
do peptideo, a producédo de IL-6 foi nula (p<0,05) (Figura 12K)**.

11(p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo estimulado por 64 pg.mL™ do peptideo IDR-
1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 4 ug.mL" do peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 64
pg.mL"do peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 64 ug.mL"' do peptideo IDR-1018, 8 mM de
D-glicose e LPS (G), por 128 ug.mL" do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (1), por 64 ug.mL™
do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K) e por 16 ug.mL" do peptideo IDR-1018, 12
mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L), # comparado com o grupo estimulado por 128 pg.mL™" do peptideo
IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D) e por 4 pg.mL™" do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e
LPS/rIFN-y (L), ° comparado com o grupo estimulado por 4 ug.mL™" do peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-
glicose (D) e por 128 pg.mL"' do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M) e **
comparado com o grupo estimulado por 8 ug.mL™ do peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D),
(p<0,01) foi representado por * comparado com o grupo estimulado por 64 pug.mL™ do peptideo IDR-1018,
12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J), ¢ comparado com o grupo
estimulado por 128 ug.mL™' do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H); (p<0,001) foi
representado por B comparado com o grupo estimulado por 64 pg.mL" do peptideo IDR-1018 (A), por 128
pg.mL" do peptideo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 64 ug.mL™"do peptideo IDR-1018 e 8 mM
de D-glicose (C), por 64 ug.mL" do peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (E), por 64 ug.mL™" do
peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 128 pg.mL"' do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS (G), por 64 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J), por 128
pg.mL"' do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K) e por 64 ug.mL" do peptideo IDR-
1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e O comparado com o grupo estimulado por 128 pg.mL™"' do
peptideo IDR-1018 (A), por 128 ug.mL"'do peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 pug.mL"’
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do peptideo IDR-1018 e 2de D-glicose (E), por 128 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e
LPS (F), por 128 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e por 128 ug.mL"
do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L).
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Figura 12 - Produgéo de IL-6 na presenca de diferentes concentragdes do peptideo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL") associados a diferentes
concentragdes de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™) (F-l) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), apds 24h de incubag&o. Todos os gréaficos
representam a média e desvio padrdo de uma réplica biolodgica em triplicata. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de
Bonferroni.
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5.2.2.3 Produgéo da citocina pré-inflamatoria TNF-a

Na auséncia de glicose, todas as concentracdes do peptideo IDR-1018 foram
capazes de diminuir a produgdo de TNF-a em comparagdo ao grupo controle
(p<0,01) (Figura 13A). Quando adicionado 55 mM de D-glicose as diferentes
concentracbes do peptideo, todos os grupos contendo peptideo apresentaram
reducdo de TNF-a, comparados ao grupo controle, exceto no grupo com 4 ug.mL?
de peptideo (p<0,001) (Figura 13B). O grupo estimulado com 8 mM de D-glicose,
assim como os grupo com 8 e 16 yg.mL* do peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-
glicose apresentaram leve reducdo na producédo de TNF-a, enquanto que os grupos
com 32, 64 e 128 uyg.mL* do peptideo a reducéo foi maior, quando comparados ao
grupo controle (p<0,05) (Figura 13C). Na presenca de 12 mM de D-glicose, apenas
0os grupos contendo as diferentes concentragbes do peptideo IDR-1018
apresentaram reducdo na producdo de TNF-a, em relagdo ao grupo controle
(p<0,001) (Figura 13D). Assim como nos grupos estimulados com 24 mM de D-
glicose, além dos grupos estimulados com o peptideo, o grupo estimulado com
glicose apresentou reducao na producéao de TNF-a, todos comparados com o grupo
controle (p<0,001) (Figura 13E). Ao se adicionar LPS nas culturas estimuladas com
5,5 mM de D-glicose, todos os grupos contendo peptideo IDR-1018 apresentaram
reducdo na producdo de TNF-a (p<0,05) (Figura 13F). Ao se adicionar 8 mM de D-
glicose, todos os grupos apresentaram reducdo de TNF-a, inclusive os grupos
estimulados apenas com LPS e glicose, quando comparados ao grupo controle,
exceto o grupo com 8 uyg.mL* do peptideo (p<0,01) (Figura 13G). Com 12 mM de D-
glicose, os grupos contendo somente LPS ou as diferentes concentracées do
peptideo com glicose e LPS sofreram reducdo na producdo de TNF-a, em
comparagao ao grupo controle (p<0,001) (Figura 13H). Nos grupos estimulados com
24 mM e D-glicose, apenas o grupo contendo 8 ug.mL* do peptideo IDR-1018 néo
apresentou reducdo na producdo de TNF-a, em comparagao ao grupo controle,
sendo a menor producdo da citocina, no grupo com 64 ug.mL* do peptideo (p<0,01)
(Figura 13l). Ao se adicionar LPS e rIFN-y as culturas contendo 5,5 mM de D-
glicose, 0 Unico grupo que apresentou uma diminuigdo na produgédo de TNF-a foi o
grupo estimulado apenas com glicose, LPS e rIFN-y (p<0,05) (Figura 13J). Enquanto

nos grupos com 8 mM de D-glicose, todos os grupos apresentaram ligeira reducéo
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de TNF-qa, exceto o grupo estimulado somente com a glicose, LPS e rIFN-y, quando
comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 13K). Os grupos estimulados
somente com LPS e rIFN-y, 12 mM de D-glicose e este grupo com 8 ug.mL? do
peptideo IDR-1018 apresentaram leves diminuicbes na producdo de TNF-a.
Enquanto que os grupos com 16, 32, 64 e 128 ug.mL* do peptideo apresentaram
maior diminuicdo da producdo de TNF-a, comparados ao grupo controle (p<0,05)
(Figura 13L). Ja nos grupos com 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, somente o
grupo com 32 pg.mL! do peptideo IDR-1018 apresentou redugdo significativa da
producdo de TNF-a quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura 13M)*2.

12 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C, F, K e L), com o
grupo estimulado por 64 pug.mL"do peptideo IDR-1018 (A) por 5,5 mM de D-glicose (B), por 4 pug.mL"do
peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e
LPS (G), por LPS (H), por 4 ug.mL""do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (l), por 5,5 mM de
D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e por LPS/rIFN-y (M), # comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL" do
peptideo IDR-1018 (A), por 4 ug.mL" do peptideo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 64 ug.mL"do
peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 128 ug.mL" do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS (G), por 8 yg.mL""do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 8 ug.mL""do
peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (1), por LPS/rIFN-y (K) e por 64 pyg.mL"do peptideo IDR-
1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M), ** comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL™" do
peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 32 ug.mL"' do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-
glicose e LPS (H) e por 4 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K); (p<0,01) foi
representado por ° comparado com o grupo controle de células RAW (A, G e I), com o grupo estimulado
por 8 ug.mL"do peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 8 ug.mL"'do peptideo IDR-1018 e 24
mM de D-glicose (E), por 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 32 ug.mL™"do peptideo IDR-1018, 24 mM
de D-glicose e LPS/rIFN-y (M) e # # comparado com o grupo estimulado por 16 yg.mL"' do peptideo IDR-
1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 ug.mL'do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (I),
por 4 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (G) e por com o grupo estimulado por 128
ug.mL"do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M); e (p<0,001) foi representado por ¢
comparado com o grupo controle de células RAW (B, D, E e H), com o grupo estimulado por 32 ug.mL" do
peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 ug.mL" do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose
e LPS (I), por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K) e com o grupo estimulado por LPS/rIFN-y (L), ¢
comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL"' do peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 12
mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E), por 4 ug.mL" do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-
glicose e LPS (H) e por 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L), ® comparado com o grupo estimulado por
128 ug.mL" do peptideo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 4 ug.mL™" do peptideo IDR-1018 e 24 mM
de D-glicose (E) e por 4 pyg.mL" do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e O
comparado com o grupo estimulado por 16 pg.mL" do peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (E) e por
8 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L).
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Figura 13 - Produgdo de TNF-a na presenga de diferentes concentragdes do peptideo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes
concentragdes de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-l) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), apds 24h de incubag&o. Todos os gréaficos
representam a média e desvio padrdo de uma réplica biolodgica em triplicata. Diferengas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e poés teste de
Bonferroni.
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5.2.2.4 Produgéo de 6xido nitrico (NO)

Apesar das discretas alteragcdes na producéo de NO, na presenca das diferentes
concentragdes do peptideo IDR-1018, das diferentes concentragdes de D-glicose, LPS
e rIFN-y, nenhum grupo apresentou diferenga significativamente estatistica, quando

comparados ao grupo controle ou mesmo quando comparados entre si (Figura 14).
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Figura 14 - Produgdo de NO na presenca de diferentes concentragdes do peptideo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 yg.mL™") associados a diferentes
concentragdes de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-l) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), ap6s 24h de incubag&o. Todos os graficos
representam a média e erro-padrdo de duas réplicas bioldgicas em triplicatas. Nao houveram diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés

teste de Bonferroni.
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5.2.3 Peptideo IDR-1002

5.2.3.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular dos grupos estimulados com o peptideo IDR-1002
manteve um padrdo positivo, onde poucos grupos apresentaram alteracdes. Quando
as culturas foram estimuladas apenas com as diferentes concentracdes do peptideo
IDR-1002, somente o grupo com 8 ug.mL* apresentou uma queda na viabilidade,
com 21%, em comparagdo ao grupo controle (p<0,01) (Figura 15A). Quando
adicionado 5,5 mM de D-glicose as culturas na presenca do peptideo, apenas o
grupo com 32 ug.mL? apresentou reducdo de 25% da viabilidade, gquando
comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 15B). Os grupos estimulados com 4,
64 e 128 ug.mL* do peptideo IDR-1002 e 8 mM de D-glicose apresentaram leve
reducdo na viabilidade, com uma queda de 23%, quando comparados ao grupo
controle (p<0,05) (Figura 15C). Nos grupos com 12 mM de D-glicose, 0s grupos que
apresentaram reducdo de viabilidade foram os grupos com 4, 16 e 32 yg.mL* do
peptideo IDR-1002, quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura 15D). E
quando estimulados com 24 mM de D-glicose, somente o grupo com 128 ug.mL1do
peptideo IDR-1002 apresentou uma diminuicdo de 31% da viabilidade em relacéo ao
grupo controle (p<0,05) (Figura 15E).

Ao se adicionar o estimulo de LPS as culturas, apenas o grupo com 4 ug.mL*
do peptideo IDR-1002, na presenca de 5,5 mM de D-glicose e LPS, apresentou leve
diminuicdo na viabilidade quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura
15F). Na presenca de 8 mM de D-glicose e LPS, os grupos estimulados com glicose,
LPS e 4, 8, 64 e 128 ug.mL* do peptideo IDR-1002 e os grupo estimulado apenas
com glicose e LPS apresentaram leve queda de 29% na viabilidade celular, quando
comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 15G). Quando adicionados 12 mM
de D-glicose e LPS, os grupos estimulados somente com glicose, LPS e 4, 8 e 32
ug.mL* do peptideo IDR-1002 e o grupo estimulado apenas com glicose e LPS
apresentaram leves reducdes na viabilidade celular, contudo, somente em relagéo
ao grupo estimulado com LPS (p<0,05) (Figura 15H). Ja na presenca de 24 mM de

D-glicose e LPS, somente o grupo estimulado com LPS e o grupo contendo 128
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pug.mL! do peptideo IDR-1002 apresentaram reducédo de 27% de viabilidade, em
relacdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 15I).

Quanto a adicdo de LPS e rIFN-y nas culturas, nenhum grupo sofreu
alteracdo na viabilidade celular estatisticamente significante, apenas o grupo com
128 pug.mL* do peptideo IDR-1002, 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, em relagdo
ao grupo com 32 ug.mL* do peptideo IDR-1002 (p<0,05) (Figuras 15J, K, L e M)13,

13 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C, G e |), com o
grupo estimulado por 16 pug.mL" do peptideo IDR-1002 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 128 pg.mL"' do
peptideo IDR-1002 e 24 mM de D-glicose (E), por LPS (F e H) e por 32 ug.mL"' do peptideo IDR-1002, 5,5
mM de D-glicose e LPS (J), # comparado com o grupo controle de células RAW (B), com o grupo
estimulado por 32 pg.mL’ do peptideo IDR-1002 e 8 mM de D-glicose (C) e por LPS (G e I),
e comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL™" do peptideo IDR-1002 e 8 mM de D-glicose (G) e
por 24 mM de D-glicose e LPS (l), e @ comparado com o grupo estimulado por 4 ug.mL™" do peptideo
IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (l); e (p<0,01) foi representado por ° comparado com o grupo
controle de células RAW (D) e com o grupo estimulado por 8 ug.mL" do peptideo IDR-1002 (A), por 8 mM
de D-glicose (C) e por 8 yg.mL"' do peptideo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (l).
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Figura 15 - Viabilidade celular na presenca de diferentes concentragdes do peptideo IDR-1002 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes
concentragdes de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-1) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), apds 24h de incubag&o. Todos os graficos
representam a média e erro-padrdo de duas réplicas biolégicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de

Bonferroni.
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5.2.3.2 Produgéo de o6xido nitrico (NO)

Relacionado a produgdo de NO, os grupos estimulados com 4, 8 e 32 uyg.mL*
do peptideo IDR-1002 apresentaram reducdo quando comparados ao grupo controle
(p<0,05) (Figura 16A). Ja nos grupos onde foram adicionados 5,5 mM de D-glicose,
além das diferentes concentracdes do peptideo IDR-1002, o grupo estimulado
apenas com glicose e os grupos com 16 e 64 ug.mL' e glicose apresentaram
reducdo na producdo de NO, chegando a uma produgdo quase nula, quando
comparados ao grupo controle (p<0,05). O grupo com 4 ug.mL* do peptideo e 5,5
mM de D-glicose apresentou um aumento quando comparado aos outros grupos
estimulados com o peptideo, contudo ndo houve diferenca estatistica quando
comparado ao grupo controle (Figura 16B). Na presenca de 8 mM de D-glicose,
apenas 0s grupos com 8 e 32 ug.mL?! do peptideo IDR-1002 apresentaram
diferencas estatisticas quando comparados ao grupo controle, com uma producao
nula de NO (p<0,01) (Figura 16C). Com 12 mM de D-glicose, apenas o grupo com 4
ug.mL* do peptideo IDR-1002 reduziu a producdo de NO em comparagdo com o
grupo controle de células RAW (p<0,05) (Figura 16D). E com o estimulo de 24 mM
de D-glicose nenhum grupo apresentou diferencga estatistica quando comparado ao
grupo controle, contudo, os grupos com 8 e 16 ug.mL* do peptideo IDR-1002
apresentaram reducdo na producdo de NO quando comparados ao grupo
estimulado somente com 24 mM de D-glicose (p<0,05) (Figura 16E).

Quando o LPS foi adicionado as culturas contendo 5,5 mM de D-glicose e as
diferentes concentracfes do peptideo IDR-1002, os grupos estimulados apenas com
a glicose e o grupo com 128 ug.mL* do peptideo aumentaram a producédo de NO,
guando comparados ao grupo controle (p<0,05). Contudo, os grupos com 4, 8, 16 e
32 ug.mL* apresentaram reducdo de NO quando comparados ao grupo estimulado
somente com LPS (p<0,01) (Figura 16F). Em relacdo ao grupo controle, o grupo
estimulado apenas com LPS e o grupo com 128 ug.mL do peptideo IDR-1002, 8
mM de D-glicose e LPS apresentaram aumento na producdo de NO, enquanto nos
grupos com 4 e 8 ug.mL?t, 8 mM de D-glicose e LPS houve uma diminui¢cdo na
producdo de NO (p<0,01) (Figura 16G). Nos grupos adicionados de 12 mM de D-
glicose e LPS nenhum grupo apresentou diferenca estatistica comparado com o

grupo controle. Desta forma, os grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS
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e 4, 16 e 32 ug.mL?! do peptideo IDR-1002, 12 mM de D-glicose e LPS
apresentaram reducdo na producdo de NO em comparacdo ao grupo estimulado
somente com LPS (p<0,05) (Figura 16H). Ja nos grupos estimulados com 24 mM de
D-glicose e LPS, os que continham 32 e 128 ug.mL*! do peptideo apresentaram
aumento na producao de NO, em relacdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 16l).
Em relacdo ao grupo controle, nenhum grupo apresentou diferenca estatistica,
apenas o grupo estimulado com 128 pug.mL* do peptideo IDR-1002, 5,5 mM de D-
glicose, LPS e rIFN-y aumentou a produc¢ao de NO em relagdo ao grupo estimulado
com 4 ug.mL?, glicose, LPS e rIFN-y (p<0,05) (Figura 16J). Apenas 0S grupos
estimulados com 8 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y e o grupo com 128 ug.mL* do
peptideo IDR-1002 apresentaram aumento na producdo de NO, comparados com o
grupo controle (p<0,05). Os grupos com 8 e 32 ug.mL* do peptideo apresentaram
reducao de NO, contudo, em comparagcéo com o grupo estimulado com LPS e rIFN-
y (p<0,01) (Figura 16K). Na presenca dos estimulos de 12 mM de D-glicose, LPS e
rIFN-y nenhum grupo apresentou diferenca estatistica quando comparados ao grupo
controle de células RAW. Entretanto, os grupos com 4, 16 e 64 ug.mL* do peptideo
IDR-1002 apresentaram reducdo na producéo de NO quando comparados ao grupo
estimulado somente com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y (p<0,05) (Figura 16L).
Por ultimo, o grupo estimulado apenas com 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y e o
grupo com 16 pg.mL?! do peptideo IDR-1002 foram os U(nicos grupos que
apresentaram aumento na producdo de NO, em comparagcdo com 0 grupo controle

de células sem estimulos (p<0,05) (Figura 16M)'4. Em funcéo dos resultados acima,

14 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B, D, F, I, K e M),
com o grupo estimulado por 16 pg.mL" do peptideo IDR-1002 (A), por 128 ug.mL™'do peptideo IDR-1002
e 8 mM de D-glicose (C), por 24 mM de D-glicose (E), por 8 mM de D-glicose e LPS (G), por LPS (H), por
4 pyg.mL" do peptideo IDR-1002, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e por 12 mM de D-glicose e
LPS/rIFN-y (L), # comparado com o grupo estimulado por 12 mM de D-glicose (D), por 16 ug.mL™ do
peptideo IDR-1002 e 24 mM de D-glicose (E), por 4 ug.mL" do peptideo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e
LPS (1), por 4 pug.mL" do peptideo IDR-1002, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K) e por 4 ug.mL" do
peptideo IDR-1002, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e °© comparado com o grupo estimulado por 64
ug.mL" do peptideo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I) e por 16 ug.mL"do peptideo IDR-1002, 12
mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L); (p<0,01) foi representado por * comparado com o grupo controle de
células RAW (C e G), com o grupo estimulado por 64 ug.mL"'do peptideo IDR-1002 (A), por 4 ug.mL"'do
peptideo IDR-1002 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 128 ug.mL™" do peptideo IDR-1002 e 12 mM de D-
glicose (D), por 128 ug.mL™" do peptideo IDR-1002, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 8 ug.mL" do
peptideo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I) e por LPS/rIFN-y (K) e 4 comparado com o grupo
estimulado por 16 ug.mL™" do peptideo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I) e por 32 ug.mL" do
peptideo IDR-1002, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K); (p<0,001) foi representado por B comparado
com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por LPS (F e G), por 4 yg.mL"' do peptideo IDR-1002,
12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K) e O comparado com o grupo
estimulado por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 128 ug.mL" do peptideo IDR-1002, 8 mM de D-glicose
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as analises da producédo de IL-6 e TNF-a nao foram prosseguidas e o peptideo foi

descartado da selecéo.

e LPS (G), por 32 pug.mL" do peptideo IDR-1002, 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 8 ug.mL" do
peptideo IDR-1002, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K).
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Figura 16 - Producdo de NO na presenca de diferentes concentragbes do peptideo IDR-1002 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes
concentragdes de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-l) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), apds 24h de incubag&o. Todos os gréaficos
representam a média e erro-padrédo de duas réplicas biolégicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés teste de

Bonferroni.
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5.2.4 Peptideo DJK-6

5.2.4.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular das culturas na presenca do peptideo DJK-6 ndo sofreu
grandes alteragcbes. Nos grupos estimulados apenas com as diferentes
concentragbes do peptideo, apenas os grupos contendo 8 e 32 ug.mL* do peptideo
DJK-6 apresentaram uma viabilidade maior que a do grupo controle, os demais
grupos mantiveram sua viabilidade em torno dos 100% (p<0,001) (Figura 17A). Na
presenca de 5,5 mM de D-glicose, apenas 0s grupos com somente o estimulo de 5,5
mM de D-glicose e os que continham 4 e 128 ug.mL! do peptideo sofreram uma
gueda de no maximo 30% na viabilidade, em comparagdo ao grupo controle
(p<0,05) (Figura 17B). Na presenca de 8 mM de D-glicose, os grupos contendo 16 e
64 ug.mL*do peptideo sofreram uma reducdo na viabilidade (p<0,05), chegando a
préximo de 35% de viabilidade, enquanto que o grupo contendo 32 pg.mL*? do
peptideo DJK-6 sofreu um aumento na viabilidade atingindo 200% (p<0,001), todos
comparados ao grupo controle de células RAW (Figura 17C). No grupo adicionado
de 12 mM de D-glicose, os grupos que aumentaram a viabilidade foram os
estimulados com 32 e 128 ug.mL! do peptideo, comparados ao grupo controle
(p<0,05) (Figura 17D). Ja no grupo contendo 24 mM de D-glicose, os grupo com 4 e
8 pg.mL? do peptideo (p<0,01) apresentaram viabilidade em torno de 10%., Nos
grupos contendo 32 e 64 ug.mL*do peptideo (p<0,05), a viabilidade diminuiu 55%.
Enquanto que o grupo com 16 ug.mL?! do peptideo sofreu um aumento de
viabilidade (p<0,05), apresentando viabilidade de 125%, todos comparados com 0
grupo controle (Figura 17E).

Nos grupos estimulados com LPS, além das diferentes concentracdes de D-
glicose e do peptideo DJK-6 foram observadas varias diferencas estatisticas, com
alguns grupos apresentando elevada viabilidade. Nos grupos estimulados com LPS
e 5,5 mM de D-glicose houve um aumento de mais de 160% na viabilidade celular.
Enquanto os grupos contendo 4, 8, 16, 32 e 128 ug.mL* do peptideo DJK-6, 5,5 mM
de D-glicose e LPS reduziram mais de 50% da viabilidade, atingindo o minimo de
24% de viabilidade nos grupos com 8 e 32 uyg.mL* do peptideo, todos comparados
com o grupo controle (p<0,001) (Figura 17F). Os grupos estimulados com LPS e 8
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ug.mL* do peptideo e estimulados com 8 mM de D-glicose e LPS sofreram um
aumento de 169% e 94%, da viabilidade celular quando comparados com 0 grupo
controle, respectivamente (p<0,001) (Figura 17G). Também houve um aumento na
viabilidade nos grupos estimulados com LPS e 12mM de D-glicose, demonstrando
um aumento de 169%. Na presenca desta molaridade de D-glicose e LPS também
foi observado um aumento de 80% na presenca de 8 ug.mL* do peptideo e de 74%
na presenca de 64 pg.mL?! do peptideo, (p<0,001). No entanto, nos grupos
estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS observou-se uma diminuicdo de 61%
na viabilidade (p<0,001) e no grupo estimulado por 4 ug.mL* do peptideo, 12 mM de
D-glicose e LPS, observou-se uma viabilidade de apenas 47% (p<0,01), comparados
com o grupo controle (Figura 17H). Ja no estimulo de 24 mM de D-glicose e LPS, o
grupo contendo apenas LPS e as concentracdes de 32 e 64 ug.mL* do peptideo
DJK-6 sofreram aumentos na viabilidade celular (p<0,01), enquanto oS grupos com
8, 16 e 128 ug.mL* do peptideo sofreram reducéo na viabilidade (p<0,01), quando
comparados ao grupo controle (Figura 171).

Ja nas culturas com adi¢éo de LPS e rIFN-y de forma geral houve uma leve
diminuicao da viabilidade celular com excecédo de alguns grupos. Quando adicionado
55 mM de D-glicose houve uma redugdo na viabilidade, de até 71%, do grupo
estimulado apenas com LPS e rIFN-y e dos grupos contendo 4, 8, 16 e 128 ug.mL*
do peptideo DJK-6, quando comparados com o grupo controle (p<0,05). Enquanto
na cultura estimulada com 32 ug.mL* do peptideo, 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-
y houve um aumento de 180% da viabilidade em comparagdo ao grupo controle
(p<0,001) (Figura 17J). Nas culturas estimuladas com D-glicose a 8 mM, LPS e rIFN-
y, todos os grupos apresentaram queda na viabilidade celular, comparado ao grupo
controle, com a menor viabilidade em 21% (p<0,05), exceto pelo grupo contendo 32
pug.mL* do peptideo que apresentou um aumento de 70% na viabilidade em
comparacdo com as células sem estimulo (p<0,001) (Figura 17K). As culturas na
presenca de 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y sofreram reducao de viabilidade na
presenca de 4 e 128 yg.mL* do peptideo DIK-6, apresentando 30% de viabilidade
guando comparadas ao grupo controle (p<0,05). Enquanto que a cultura contendo
16 ug.mL* do peptideo DJK-6 houve promoveu um aumento de 42% de viabilidade
celular em relagcdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 17L). E nas culturas com 24

mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, os grupos contendo somente LPS e rIFN-y e os
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contendo 8, 16, 64 e 128 ug.mL* do peptideo DJK-6 reduziram cerca de 60% da

viabilidade em comparagdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 17M) 15 .

15 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B, C, D, E, J,K,L e
M), ¢ comparado com o grupo estimulado por 4 ug.mL"' do peptideo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por
8 mM de D-glicose (C), por 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E) e por LPS/rIFN-y (J, K e
L), O comparado com o grupo estimulado por 16 ug.mL™" do peptideo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B),
por 4 yg.mL"'do peptideo DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 4 ug.mL"do peptideo DJK-6 e 24 mM de
D-glicose (E), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J), por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K) e por 4
ug.mL" do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L), e * comparado com o grupo estimulado
por 64 ug.mL"do peptideo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 8 ug.mL" do peptideo DJK-6 e 8 mM de
D-glicose (C), por 16 pg.mL" do peptideo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 4 ug.mL" do peptideo
DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K), por 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M) e por 12 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-y (L); (p<0,01) foi representado por ¢+ comparado com o grupo estimulado por 32
pg.mL" do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por LPS/rIFN-y (M), ** comparado com o
grupo estimulado por 128 pg.mL" do peptideo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 16 ug.mL™"' do
peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 16 pyg.mL" do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e
LPS/rIFN-y (L) e por 4 yg.mL"'do peptideo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M) e B comparado
com o grupo controle de células RAW (E, H e I), com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por 4
pg.mL " do peptideo DJK-6 e 12 mM de D-glicose (D), por LPS (G), com o grupo estimulado por 64 ug.mL"
"do peptideo DJK-6, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e por 32 pug.mL"'do peptideo DJK-6, 24 mM de
D-glicose e LPS/rIFN-y (M); e (p<0,001) foi representado por # comparado com o grupo controle de
células RAW (C, F, G e J), com o grupo estimulado por 8 ug.mL" do peptideo DJK-6 (A), por 32 ug.mL'do
peptideo DJK-6 e 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E), por LPS (l) e por 32 ug.mL" do
peptideo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (K), ° comparado com o grupo estimulado por 32 ug.mL-
"do peptideo DJK-6 (A), por 8 mM de D-glicose (C), por 128 pg.mL" do peptideo DJK-6 e 12 mM de D-
glicose (D), por 8 yg.mL" do peptideo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por LPS (F), com o grupo
estimulado por 4 ug.mL" do peptideo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 24 mM de D-glicose e
LPS () e por LPS/rIFN-y (J), # # comparado com o grupo controle de células RAW (G), com o grupo
estimulado por 4 pug.mL" do peptideo DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F),
por 4 ug.mL" do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 32 ug.mL"'do peptideo DJK-6, 24
mM de D-glicose e LPS (I) e por 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J), ° © comparado com o grupo
estimulado por 8 pyg.mL" do peptideo DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 pg.mL"do peptideo DJK-6,
5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por LPS (G), 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 64 ug.mL"do peptideo
DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (I), ® B comparado com o grupo estimulado por 32 ug.mL™" do peptideo
DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 8 mM de D-glicose e LPS (G), por LPS (H) e por 32 ug.mL™" do
peptideo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J), € ** comparado com o grupo controle de células
RAW (H) e com o grupo estimulado por 8 ug.mL™" do peptideo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G).
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Figura 17 — Viabilidade celular na presencga de diferentes concentragbes do peptideo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™) associados a diferentes concentragdes
de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-I) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (J-M), ap6s 24h de incubago. Todos os graficos representam a
média e desvio-padrao de uma réplica em triplicata. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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5.2.4.2 Produgéo da citocina proé-inflamatéria IL-6

No que diz respeito a produgdo de IL-6, o estimulo das diferentes
concentracfes do peptideo DJK-6 e das diferentes concentracfes do peptideo, em
12 mM de D-glicose néo levou a alteracdes na producao basal de IL-6 (Figura 18A e
D). Nos grupos onde houve a adigédo de 5,5 ou 8 mM de D-glicose nas culturas,
todos os grupos apresentaram reducdo na producdo de IL-6, em comparacdo ao
grupo controle (p<0,01) (Figura 18B e C). J4 na presenca de 24 mM de D-glicose, 0s
grupos contendo 4, 8, 16, 32 e 64 ug.mL" do peptideo DJK-6 apresentaram uma
redugdo na produgdo de IL-6, quando comparados ao grupo com 128 ug.mL"' do
peptideo (p<0,01) (Figura 18E).

Quando adicionado LPS ao grupo contendo 5,5 mM de D-glicose houve uma
reducdo da producédo de IL-6, assim como nos grupos estimulados também por 4, 8,
16, 32 e 64 uyg.mL"' do peptideo DJK-6, quando comparados ao grupo controle de
células RAW (p<0,05) (Figura 18F). Nos grupos tratados com 8 mM de D-glicose, LPS e
as diferentes concentragcdes do peptideo DJK-6, assim como no grupo contendo
apenas LPS, nao houve diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle, mesmo nos
grupos tratados com 16 e 32 ug.mL"' do peptideo. Contudo, os grupos estimulados
apenas com LPS, 8 mM de D-glicose e LPS e com 8 e 128 ug.mL™" do peptideo DJK-6
apresentaram redugcdo na produgdo de IL-6 quando comparados com o grupo
estimulado com 16 pg.mL" do peptideo, 8 mM de D-glicose e LPS (p<0,05) (Figura
18G). Nos grupos estimulados por 12 mM de D-glicose e LPS, apenas o grupo
contendo 64 ug.mL" do peptideo apresentou redugéo significativa em relagio ao grupo
controle de células ndo estimuladas (p<0,05) (Figura 18H). Ja no grupo estimulado por
24 mM de D-glicose e LPS, assim como nos grupos contendo 4, 32 e 128 uyg.mL™" do
peptideo DJK6, houve uma reducédo da produgao de IL-6 em comparagao ao grupo
controle (p<0,05) (Figura 18lI).

Na presenca de 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y apenas os grupos contendo
64 e 128 ug.mL"' do peptideo apresentaram redugdo da produgdo de IL-6 quando
comparados ao grupo controle (p<0,01). Entretanto, ja em comparagdo ao grupo
estimulado com 4 uyg.mL™" do peptideo, os grupos contendo 16, 32, 64 e 128 ug.mL™" do
peptideo DJK-6 apresentaram redugao (p<0,01) (Figura 18J). Nao houve diferenga na

produgao de IL-6, em relagdo ao grupo controle, nos grupos onde foi adicionado 8 mM
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de D-glicose, LPS e rlIFN-y. Contudo, em relagdo ao grupo com 8 ug.mL™" do peptideo
DJK-6, houve uma diminui¢cao na producao de IL-6 nos grupos contendo somente 8 mM
de D-glicose, LPS e rIFN-y e nos grupos contendo também 16 e 32 ug.mL™" do peptideo
(p<0,01) (Figura 18K). Em relagéo ao grupo controle de células RAW, apenas o grupo
estimulado com 16 pg.mL™" do peptideo DJK-6 em 12 mM de D-glicose, LPS e rlFN-y
apresentou aumento na produgao de IL-6 (p<0,01) (Figura 18L). Na presenca de 24 mM
de D-glicose, LPS e rIFN-y nenhum grupo apresentou alteragdo na produgao basal de
IL-6. Entretanto, os grupos estimulados com 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y e o
estimulado também com 128 pg.mL"' do peptideo DJK-6 apresentaram aumento da
produgédo de IL-6 quando comparado ao grupo estimulado com 16 ug.mL™" do peptideo,

grupo que apresentou menor producgao desta citocina (p<0,05) (Figura 18M)2®.

16 (p<0,05) foi representado por # comparado com o grupo controle de células RAW (F e ), com o grupo
estimulado por 16 pg.mL"do peptideo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 64 ug.mL™" do peptideo
DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/fIFN-y (J), por 16 pg.mL™" do
peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e por 16 ug.mL" do peptideo DJK-6, 24 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-y (M), ° comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL™" do peptideo DJK-6, 24
mM de D-glicose e LPS (1) e por 8 ug.mL"do peptideo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e ¢
comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™"do peptideo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (l);
(p<0,01) foi representado por * com o grupo controle de células RAW (B, C e J), com o grupo estimulado
por 128 ug.mL" do peptideo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 8 ug.mL"' do peptideo DJK-6, 8 mM de
D-glicose e LPS/rIFN-y (K) e por LPS/rIFN-y (L), # comparado com o grupo estimulado por 4 ug.mL™"do
peptideo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J).
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Figura 18 — Produc&o de IL-6 na presencga de diferentes concentragdes do peptideo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes concentragdes
de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-I) com e sem rIFN-y (10 U.mL"") (J-M), ap6s 24h de incubagdo. Todos os graficos representam a
meédia e desvio-padrdo de uma réplica em friplicata. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pds teste de Bonferroni.
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5.2.4.3 Producgéo da citocina pré-inflamatoria TNF-a

No que diz respeito a producdao de TNF-a, o estimulo de somente as
diferentes concentracdes do peptideo DJK-6 e das diferentes concentracfes do
peptideo na presenca de 8 e 12 mM de D-glicose ndo provocou alteracdo na
producao basal de TNF-a (Figura 19A, C e D). Ao se adicionar 5,5 mM de D-glicose,
houve uma reducéo na producédo de TNF-a em todos os grupos estimulados com o
peptideo DJK-6, quando comparados ao grupo controle (p<0,05) e entre si, 0 grupo
contendo 32 pg.mL™" foi o grupo que apresentou a menor producdo em comparacao
com os grupos estimulados apenas por 5,5 mM de D-glicose e estimulados por 5,5
mM de D-glicose, 4, 8 e 64 ug.mL" do peptideo DJIK-6 (p<0,05) (Figura 19B). Ja a
adicdo de 24 mM de D-glicose, promoveu uma reducdo na producdo de TNF-a
guando comparado ao grupo controle, exceto no grupo contendo 128 pg.mL"' do
peptideo DJK-6 (p<0,01) (Figura 19E).

Nos grupos contendo 5,5 mM de D-glicose e LPS, todos os grupos testados
apresentaram diminuicdo na producdo de TNF-a, em relagcdo ao grupo controle,
chegando a ndo haver producdo nos grupos com 16 e 32 yg.mL" do peptideo DIK-6
(p<0,01) (Figura 19F). Nos grupos contendo 8 mM de D-glicose e LPS houve uma
diminuicdo na producédo de TNF-a em todos os grupos, em comparagao ao grupo
estimulado com 4 pg.mL"' do peptideo DJK-6 (p<0,01) (Figura 19G). Os grupos
contendo 4, 8 e 128 ug.mL"' do peptideo DJK-6, na presenca de 12 mM de D-glicose
e LPS sofreram reducdo na producdo de TNF-a quando comparados ao grupo
controle de células RAW (p<0,05). Em adicdo, os grupos contendo LPS e as
concentracdes de 4, 8, 16, 64 e 128 ug.mL"'do peptideo DJK-6 sofreram reducéo na
producdo de TNF-a quando comparados ao grupo estimulado apenas por 12 mM de
D-glicose e LPS (p<0,05) (Figura 19H). Nos grupos contendo 24 mM de D-glicose e
LPS, todos os grupos reduziram a producdo de TNF-a quando comparados ao
controle (p<0,001) (Figura 191).

Ao se adicionar LPS e rIFN-y aos grupos estimulados com 5,5 mM de D-
glicose, somente os grupos contendo 4, 16, 32, 64 e 128 ug.mL"'do peptideo DIK-6
apresentaram reducdo na producdo de TNF-a, quando comparados ao grupo
controle (p<0,01) (Figura 19J). Nos grupos estimulados com 8 mM de D-glicose, LPS

e rIFN-y, houve aumento na producdo de TNF-a apenas no grupo contendo 128
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ug.mL" do peptideo DJK-6 quando comparado ao grupo estimulado apenas com
LPS e rIFN-y (p<0,01) (Figura 19K). Nos grupos com 12 mM de D-glicose, LPS e
rIFN-y, apenas o grupo com LPS e rIFN-y sofreu redugdao na produgao de TNF-a
guando comparado ao grupo controle (p<0,05). Entretanto, o grupo contendo 32
ug.mL"' do peptideo DIK-6 apresentou reducdo na producdo de TNF-a quando
comparado aos grupos com 4, 8 e 64 yg.mL" do peptideo DIK-6 (p<0,05) (Figura
19L). Por fim, apenas o grupo estimulado com 32 yg.mL"do peptideo DIJK-6, 24 mM
de D-glicose, LPS e rIFN-y apresentou aumento na produgdo de TNF-a quando
comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 19M)*’.

17 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B e H), com o grupo
estimulado por 12 mM de D-glicose (E), por 128 ug.mL™" do peptideo DJK-6, 5 mM de D-glicose e LPS (F),
por LPS (1), por 8 ug.mL" do peptideo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (J) e por LPS/rIFN-y (L e
M), # comparado com o grupo estimulado por 32 ug.mL"do peptideo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B),
por 128 ug.mL" do peptideo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 4 ug.mL"'do peptideo DJK-6 e 5,5 mM
de D-glicose (F), por 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (I), por 32
ug.mL" do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e por 8 ug.mL"' do peptideo DJK-6, 24
mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M) e ° comparado com o grupo estimulado por 128 ug.mL™" do peptideo
DJK-6 e 5 mM de D-glicose (B), por 32 ug.mL"' do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 4
ug.mL"' do peptideo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (l); (p<0,01) foi representado por * comparado com
o grupo controle de células RAW (E, F e J), com o grupo estimulado por 4 ug.mL™"do peptideo DJK-6, 8
mM de D-glicose e LPS (G), por 8 pug.mL" do peptideo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (l), por
LPS/rIFN-y (K) e por 32 ug.mL " do peptideo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M) e B comparado
com o grupo estimulado por 128 ug.mL™" do peptideo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (l); e (p<0,001) foi
representado por ¢ comparado com o grupo controle de células RAW (I e M).
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Figura 19 — Producdo de TNF-a na presenca

de diferentes concentragdes do

peptideo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL") associados a diferentes

concentragdes de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 pyg.mL™") (F-1) com e sem rIFN-y (10 U.mL™) (J-M), ap6s 24h de incubagdo. Todos os graficos
representam a média e desvio-padrdo de uma réplica em triplicata. Diferengas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.



110

5.2.4.4 Produgéo de 6xido nitrico (NO)

Nos grupos estimulados com as diferentes concentragdes do peptideo DJK-6,
apenas o grupo com 32 ug.mL"' do peptideo DJK-6 reduziu a producdo de NO,
guando comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 20A). O grupo estimulado
com 128 ug.mL"' do peptideo DIJK-6 e 5,5 mM de D-glicose apresentou menor
producdo de NO, quando comparado com o grupo controle (p<0,001) (Figura 20B).
Nos grupos onde 8 mM de D-glicose foi adicionado, o grupo estimulado somente
com D-glicose aumentou a producdo de NO e todos os outros grupos reduziram a
producao de NO, quando comparados ao grupo controle (p<0,01) (Figura 20C). Com
12 mM de D-glicose, apenas o grupo contendo 16 pg.mL’' do peptideo DJIK-6
apresentou diminuicdo da producdo basal de NO (p<0,05) (Figura 20D). O grupo
estimulado apenas com 24 mM de D-glicose aumentou a producédo de NO, enquanto
0s grupos com 4, 8 e 16 ug.mL"'do peptideo DIJK-6 apresentaram producédo de NO
diminuida, quando comparados ao grupo controle sem estimulos (p<0,001) (Figura
20E).

Nos grupos estimulados apenas com 5,5 mM de D-glicose e LPS, apenas os
grupos contendo as diferentes concentragbes do peptideo DJIK-6 apresentaram
reducdo na producdo de NO, chegando a uma producdo perto de nula, quando
comparados ao grupo controle, ao grupo contendo somente LPS e ao grupo com
glicose e LPS (p<0,001) (Figura 20F). Nos grupos estimulados com somente 8 mM
de D-glicose e LPS e nos grupos contendo 4, 8, 16, 64 e 128 ug.mL" do peptideo
DJK-6, glicose e LPS, houve uma diminuicdo da producdo de NO em comparacéo
com o grupo controle (p<0,05 e p<0,001) (Figura 20G). Houve uma diminuicdo na
producdo de NO em todos os grupos estimulados com 12 mM de D-glicose em
comparac&o ao grupo controle, onde os grupos com 4 e 32 ug.mL" do peptideo DIK-
6 apresentaram producdo nula de NO (p<0,001) (Figura 20H). Todos 0s grupos
estimulados com 24 mM de D-glicose, LPS e as diferentes concentracbes do
peptideo DJK-6 sofreram reducdo na producdo de NO, quando comparados ao
grupo controle, exceto pelo grupo estimulado apenas com glicose e LPS que sofreu
leve aumento na producgéo deste mediador (p<0,001) (Figura 20I).

Ao se adicionar rIFN-y as culturas, os grupos estimulados com LPS, rIFN-y e

5,5 mM de D-glicose sofreu um aumento na producdo de NO quando comparado ao
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grupo controle, enquanto os demais grupos apresentaram niveis basais de NO
(p<0,01) (Figura 20J). No grupo estimulado com 8mM de D-glicose, LPS e rIFN-y
observou-se um aumentando na producdo de NO, quando comparado ao grupo
controle (p<0,05) (Figura 20K). O grupo estimulado com 12mM de D-glicose, LPS e
rIFN-y promoveu um aumento na produgado de NO e o grupo estimulado com 16
ug.mL"'do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, uma diminui¢cdo, em
relacdo ao grupo controle (p<0,001) (Figura 20L). Na ultima condi¢cdo experimental,
apenas 0s grupos tratado com LPS, rIFN-y e 24 mM de D-glicose apresentou
aumento quando comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 20M)*8. Os demais

grupos apresentaram producao basal de NO.

18 (p<0,05) foi representado por °© comparado com o grupo controle de células RAW (D, E e G), com o
grupo estimulado por 4 pg.mL" do peptideo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 64 ug.mL™" do peptideo
DJK-6 € 8 mM de D-glicose (C), por 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y
(J), por LPS/rIFN-y (K e L) e por 32 ug.mL"do peptideo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M), O
comparado com o grupo estimulado por 4 ug.mL"'do peptideo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 8 mM
de D-glicose e LPS (G) e por 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L), © °© comparado com o grupo controle
de células RAW (M) e com o grupo estimulado por 32 ug.mL™ do peptideo DJK-6, 8 mM de D-glicose e
LPS (G); (p<0,01) foi representado por # com o grupo controle de células RAW (C e J) e com o grupo
estimulado por LPS (G e H), # # comparado com o grupo estimulado por 4 ug.mL"' do peptideo DJK-6, 12
mM de D-glicose e LPS (H) e ** comparado com o grupo estimulado por 32 ug.mL"do peptideo DJK-6,
12 mM de D-glicose e LPS (H) e por LPS/rIFN-y (J); e (p<0,001) foi representado por * comparado com o
grupo controle de células RAW (E, F, G, H, | e L), com o grupo estimulado por 32 ug.mL™"do peptideo
DJK-6 (A), por 128 ug.mL"' do peptideo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 8 mM de D-glicose (C) e por
LPS/rIFN-y (M), * comparado com o grupo estimulado por 24 mM de D-glicose (E), por LPS (F), por 24
mM de D-glicose e LPS (1), por 16 pg.mL"' do peptideo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e por
24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M), B comparado com o grupo estimulado por 8 ug.mL" do peptideo
DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F) e por 4 ug.mL"'do peptideo DJK-6,
24 mM de D-glicose e LPS (l) e # comparado com o grupo controle de células RAW (M) e com o grupo

estimulado por 16 pug.mL™" do peptideo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E).
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Figura 20 — Produgdo de NO na presenca de diferentes concentragdes do peptideo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug.mL™") associados a diferentes concentragbes
de D-glicose (A-E, F-l e J-M), estimuladas com LPS (3 ug.mL™") (F-I) com e sem rIFN-y (10 U.mL"") (J-M), ap6s 24h de incubagdo. Todos os graficos representam a

meédia e desvio-padrdo de uma réplica em triplicata. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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Resumo dos resultados da fase 2:

A tabela 5 apresenta os resultados da fase 2 do trabalho de forma geral
e resumida. Desta forma, por ser um peptideo natural humano, com conhecida acéo
imunomoduladora, o peptideo LL-37 foi o escolhido para ser usado em comparacao
ao peptideo IDR-1018. O peptideo IDR-1018 foi escolhido por nao alterar a
viabilidade celular, promover a diminui¢cdo da producéo da citocina inflamatéria TNF-
a mediante todos os estimulos e manter o nivel basal de NO, aumentando somente
diante do estimulo de 24 mM de D-glicose na presenca de LPS e rIFN-y. Também
foi escolhido para os testes subsequentes a concentragdo de 64 ug.mL?, para
ambos os peptideos. Esta foi escolhida uma vez representa a concentragdo com 0s
melhores resultados para o peptideo IDR-1018. Contudo, os outros peptideos
também apresentam resultados promissores para o desenvolvimento de novas

pesquisas no futuro.
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Tabela 5 - Resumo dos resultados da fase 2 do trabalho, onde = representa produc&o ou viabilidade igual ao do grupo controle, T representa aumento de
producéo ou viabilidade em comparacg&o ao grupo controle e | representa diminuig&o de producéo ou viabilidade em comparag&o ao grupo controle.

Viabilidade celular

Producéo de IL-6

Producéo de TNF-a

Producéo de NO

Peptideos | Glicose | Lps | W | clicose| tps | [FO | clicose [ Lps | EO | clicose | Lps | O
LL-37 ) ) = ] | ) l ) ) = ) )
=@8e
IDR-1018 = = = 1 1 1 l l l = = 12 mM)
T 24 mm)
IDR-1002 | = = | = i i i ; i i l = | -1
temw) | TEmm =@®e lise
DJK-6 = = = ] Vaze | =(12e2sa | 12mM) l = 24 mM) l =
24 mM) mM) 1 24 mm) = (12 mM)
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5.3 FASE 3 — AVALIACAO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DAS CITOCINAS
PRODUZIDAS NA PRESENCA DOS PEPTIDEOS LL-37 E IDR-1018

5.3.1 Peptideos LL-37 e IDR-1018
5.3.1.1 Viabilidade celular
5.3.1.1.1 Viabilidade celular em 6 horas

N&o houveram diferencas nas viabilidades dos grupos testados no tempo de
6h. Todas as viabilidades foram mantidas em 100% apds as culturas celulares
serem tratadas com ambos os peptideos LL-37 e IDR-1018, além dos tratamentos

com as diferentes concentragdes de D-glicose (Figura 16A), LPS (Figura 16B) e LPS
e rIFN-y (Figura 16C).
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Figura 21 — Viabilidade celular na presenca de 64 ug.mL" dos peptideos LL-37 e IDR-1018 associados a
diferentes concentragbes de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-y (C) apdés 6h. Todos os graficos
representam a média e 0 erro-padrao da absorbancia de 3 réplicas biolégicas em triplicatas. Nao
houveram diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pds teste Bonferroni.
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5.3.1.1.2 Viabilidade celular em 24 horas

A viabilidade celular nos grupos estimulados com os peptideos LL-37 e IDR-
1018 e as diferentes concentracdes de glicose nao foi alterada quando comparada
ao grupo controle. Somente nos grupos estimulados com 64 ug.mL? do peptideo
IDR-1018 e 5,5 e 24 mM de D-glicose observou-se uma reducdo na viabilidade
celular quando comparado ao grupo estimulado com 12 mM de D-glicose (p<0,05)
(Figura 22A). Também nédo houveram grandes mudancas na viabilidade celular nas
culturas quando adicionado LPS, apenas o grupo estimulado com 12 mM de D-
glicose e LPS e o grupo estimulado com o peptideo LL-37, 12 mM de D-glicose e
LPS apresentaram um leve aumento na viabilidade quando comparados ao grupo
controle de células RAW (p<0,05) (Figura 22B). Nos grupos com adicao de LPS e
rIFN-y apenas o grupo estimulado com 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y e o grupo
estimulado com LL-37, 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y apresentaram aumento

significante quando comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 22C)*°,

19 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37 e
5 mM de D-glicose (A), por 12 mM de D-glicose e LPS (B) e por 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C), #
comparado com o grupo estimulado por 12 mM de D-glicose (A), 64 ug.mL™" do peptideo LL-37, 12 mM de
D-glicose e LPS (B) e 64 ug.mL™" do peptideo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C), ¢ comparado
com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C) e B comparado com o grupo
estimulado por 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C); e (p<0,01) foi representado por ° comparado com o

grupo estimulado por 64 ug.mL™"do peptideo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C).
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Figura 22 - Viabilidade celular na presenga de 64 ug.mL™" dos peptideos LL-37 ou IDR-1018 associados a
diferentes concentragdes de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-y (C) apds 24h. Todos os graficos
representam a média e o erro-padrdo da absorbancia de 3 réplicas biolégicas em triplicatas.
Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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5.3.1.1.3 Viabilidade celular em 72 horas

A viabilidade celular do grupo estimulado com 64 ug.mL* do peptideo LL-37
apresentou-se reduzida, enquanto a dos grupos estimulados com 64 ug.mL*? do
peptideo IDR-1018 e 12 e 24 mM de D-glicose apresentaram-se aumentadas, em
comparacao ao grupo controle de células RAW (p<0,05 e p<0,01) (Figura 23A).
Nenhum dos grupos estimulados na presenca de LPS apresentaram diferenca
estatistica quando comparados ao grupo controle de células RAW. Contudo, os
grupos estimulados com LL-37, 8 e 24 mM de D-glicose e LPS apresentaram uma
viabilidade menor, quando comparados ao grupo com IDR-1018, 8 e 24 mM de D-
glicose e LPS (p<0,05) (Figura 23B). Ao se adicionar LPS e rIFN-y, observou-se em
relacdo ao grupo controle, que estes grupos estimulados com LL-37 e 5,5, 8, 12 e 24

mM de D-glicose sofreram reducéo na viabilidade celular (p<0,05) (Figura 23C)°.

20 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C), com o grupo
estimulado por 64 pug.mL"' do peptideo LL-37 (A) e por 64 ug.mL"' do peptideo LL-37 e LPS (B), #
comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (A), por 5,5
mM de D-glicose e LPS (B) e por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37 e LPS/rIFN-y (C), ° comparado com o
grupo estimulado por 64 pg.mL" do peptideo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (A), por 64 ug.mL™" do
peptideo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (B) e por 64 ug.mL"" do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e
LPS/rIFN-y (C), = comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™ do peptideo IDR-1018 e 8 mM de
D-glicose (A), por 64 ug.mL" do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (B) e por 64 ug.mL" do
peptideo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C) e B comparado com o grupo estimulado por 64
pug.mL™ do peptideo LL-37 e 12 mM de D-glicose (A), por 64 ug.mL" do peptideo LL-37, 24 mM de D-
glicose e LPS (B) e por 64 ug.mL " do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C); e (p<0,01) foi
representado por ** comparado com o grupo estimulado por 64 pug.mL"'do peptideo IDR-1018 (A), por 64
pg.mL" do peptideo IDR-1018 e LPS (B) e por 64 pg.mL" do peptideo LL-37, 5,5 mM de D-glicose e
LPS/rIFN-y (C), # # comparado com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (A), ° ° comparado com o
grupo estimulado por 12 mM de D-glicose (A), *» comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL"'do
peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (A) e BB comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL"'do
peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (A); e (p<0,001) foi representado por ¢ comparado com o grupo
estimulado por 64 pug.mL" do peptideo LL-37 e 8 mM de D-glicose (A) e por LPS/rIFN-y (C) e ***
comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y
(C).
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Figura 23 - Viabilidade celular na presenga de 64 ug.mL™" dos peptideos LL-37 ou IDR-1018 associados a
diferentes concentragdes de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-y (C) apdés 72h. Todos os graficos
representam a média e o erro-padrdo da absorbancia de 3 réplicas biolégicas em triplicatas.
Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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5.3.1.2 Producgao da quimiocina MCP-1

Apesar das discretas alteracbes na producao de MCP-1, na presenca de 64
ug.mL" dos peptideos LL-37 e IDR-1018, das diferentes concentragdes de D-glicose,
LPS e rIFN-y, nenhum dos grupos testados apresentou diferenga significativa, quando

comparados ao grupo controle ou mesmo quando comparados entre si (Figura 24).
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Figura 24 — Producdo de MCP-1 na presenca dos peptideos LL-37 e IDR-1018 associados a diferentes concentragdes de D-glicose (B, Ge L), (C,He M), (D, l e
N), (E, J e O), estimuladas com LPS (3 pyg.mL") (G-J) com e sem rlIFN-y (10 U.mL™") (L-O), apds 6h de incubagdo. Todos os gréficos representam a média e o
erro-padrdao de 3 réplicas em triplicatas. Ndo houve diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés teste Bonferroni.
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5.3.1.3 Producgéo da citocina pré-inflamatoria IL-1a

Quanto a producéo de IL-1a, a presenca de ambos os peptideos LL-37 e IDR-
1018, na concentragdo de 64 ug.mL, provocaram o aumento da producédo desta
citocina, quando comparado ao grupo controle de células RAW (p<0,001) (Figura
25A). No entanto, entre estes peptideos, o peptideo IDR-1018 promoveu uma
reducdo na producgao de IL-1a, quando comparado com o grupo estimulado com o
peptideo LL-37 (p<0,001) (Figura 25A). Quando adicionado 5,5 mM de D-glicose as
culturas, ambos os peptideos apresentaram aumento na producédo de IL-1a, em
comparagao ao grupo controle e ao grupo estimulado apenas com glicose (p<0,001).
Contudo, o grupo estimulado com 64 pug.mL*' do peptideo IDR-1018 promoveu
reducdo na producédo de IL-1a quando comparado ao grupo estimulado com 64
ug.mL* do peptideo LL-37 (p<0,001) (Figura 25B). Em relacdo ao grupo controle,
somente o grupo estimulado por 64 yg.mL*do peptideo LL-37 e 8, 12 ou 24 mM de
D-glicose promoveu aumento na producéo de IL-1a (p<0,01 e p<0,001). Quando
comparados os dois peptideos, o IDR-1018 apresentou reducdo em relagdo a LL-37
(p<0,01 e p<0,001) (Figura 25C, D e E). Quando adicionado LPS as culturas, os
grupos estimulados com ambos o0s peptideos apresentaram aumento na producao
de IL-1a (p<0,05 e p<0,01). J& quando comparado ao grupo com LL-37, o grupo com
IDR-1018 apresentou reducdo na producdo da citocina (p<0,01) (Figura 25F). Os
grupos estimulados por ambos os peptideos, LL-37 e IDR-1018, 5,5, 8 ou 24 mM de
D-glicose e LPS aumentaram a producdo de IL-1a quando comparados ao grupo
controle (p<0,001) e o grupo com IDR-1018 promoveu uma reducdo na producao
guando comparado ao grupo com LL-37 (p<0,001) (Figura 25G, H e J). Ja nos
grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS, ambos os grupos estimulados
com os peptideos LL-37 e IDR-1018 aumentaram a producdo de IL-1a quando
comparados ao grupo controle (p<0,001) (Figura 25I). Quando os grupos foram
estimulados por LPS e rIFN-y somente o grupo com 64 ug.mL do peptideo LL-37
aumentou a producédo de IL-1a quando comparado ao grupo controle (p<0,001)
(Figura 25K). Quando adicionado 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, ambos os
peptideos aumentaram a producéo de IL-1a quando comparados ao grupo controle
(p<0,05 e p<0,01). Em adicdo, o grupo contendo o peptideo IDR-1018 apresentou

uma reducgdo na producao desta citocina quando comparado ao grupo contendo o
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peptideo LL-37 (p<0,01) (Figura 25L). Na presenca de 8 mM de D-glicose, LPS e
rIFN-y, apenas o grupo com LL-37 apresentou aumento na producdo de IL-1q,
guando comparado ao grupo controle e ao grupo com IDR-1018 (p<0,001) (Figura
25M). Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, ambos os
peptideos provocaram aumento na produ¢cdo de IL-1a, comparados com o grupo
controle (p<0,05 e p<0,001). Contudo, em comparagcdo com o grupo estimulado pela
LL-37, o grupo contendo IDR-1018 sofreu uma reducédo de IL-1a (p<0,05) (Figura
25N). Ambos os grupos estimulados com os peptideos aumentaram a producdo de
IL-1a, quando comparados ao grupo controle de células RAW (p<0,001). Ja o grupo
estimulado com IDR-1018 reduziu a producdo da citocina em comparacdo ao grupo
com LL-37 (p<0,01) (Figura 250)2L.

21 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (F), com o grupo
estimulado por 64 ug.mL"do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e por LPS/rIFN-y
(N) e # comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™ do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e
LPS/rIFN-y (N); (p<0,01) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (O), com
o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37 e 12 mM de D-glicose
(D), por 64 ug.mL" do peptideo LL-37 e LPS (F) e por 64 ug.mL"do peptideo LL-37, 5,5 mM de D-glicose
e LPS/rIFN-y (L); e (p<0,001) foi representado por B comparado com o grupo controle de células RAW (A
e B), com o grupo estimulado por 64 pg.mL™" do peptideo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 ug.mL™
do peptideo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E), por 64 pug.mL™" do peptideo LL-37, 5,5 mM de D-glicose e
LPS (G) e por 64 ug.mL" do peptideo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 uyg.mL" do peptideo
LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS (1) e por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (J),
** comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37 (A), por 5,5 mM de D-glicose (B),
por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (G), por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-
1018, 8 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (I),
por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (J) e por 64 ug.mL" do peptideo IDR-
1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (O) e # # comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™" do
peptideo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (B).
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Figura 25 — Producéo de IL-1a na presenga dos peptideos LL-37 e IDR-1018 associados a diferentes concentragdes de D-glicose (B, Ge L), (C,He M), (D, 1 e N),
(E, J e O), estimuladas com LPS (3 pg.mL™") (G-J) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (L-O), apds 24h de incubagdo. Todos os gréaficos representam a média e o erro-
one-way ANOVA e
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5.3.1.4 Produgéo da citocina pro-inflamatéria IL-6

N&o houve alteragdo significativa na producao de IL-6 diante na presenca de 64
ug.mL" dos peptideos LL-37 e IDR-1018, nas diferentes concentragdes de D-glicose,
LPS e rIFN-y, em nenhum dos grupos testados, quando comparados ao grupo controle

ou mesmo quando comparados entre si (Figura 26).
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Figura 26 — Producéo de IL-6 na presencga dos peptideos LL-37 e IDR-1018 associados a diferentes concentra¢des de D-glicose (B, Ge L), (C,He M), (D, 1 e N),
(E, J e O), estimuladas com LPS (3 yg.mL™") (G-J) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (L-O), apds 24h de incubago. Todos os gréaficos representam a média e o erro-
Ndo houve diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pé6s teste Bonferroni.

padrdo de 3

réplicas em triplicatas.
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5.3.1.5 Producéo da citocina pré-inflamatoria TNF-a

Em relagdo a producdo de TNF-a, ndo houveram diferencas estatisticas entre
0s grupos estimulados com os peptideos e o grupo controle. Entretanto, houve um
aumento na producdo de TNF-a do grupo estimulado com o IDR-1018, em
comparacado ao grupo com LL-37 (p<0,001) (Figura 27A). Nao houve diferenca
estatistica nos grupos estimulados com 5,5 mM de D-glicose e os peptideos LL-37 e
IDR-1018 (Figura 27B). Os grupos estimulados com 64 ug.mL ! do peptideo LL-37 e
8 ou 12 mM de D-glicose apresentaram uma reducdo na producao de TNF-a quando
comparado ao grupo controle e ao grupo estimulado com IDR-1018 (p<0,05 e
p<0,01) (Figura 27C e D). J& quando estimulados com 24 mM de D-glicose, ambos
0s grupos com LL-37 e IDR-1018 apresentaram reducdo na producéo de TNF-a, em
comparagdo ao grupo controle (p<0,01) (Figura 27E). Os grupos estimulados
somente com LPS e os grupos estimulados com 5,5 e 8 mM de D-glicose e LPS
apresentaram reducdo na producdo de TNF-a, quando comparados ao grupo
controle de células RAW (p<0,01) (Figuras 27F, G e H). Nos grupos estimulados
com 12 ou 24 mM de D-glicose e LPS, somente os grupos com LL-37 apresentaram
reducao significativa quando comparados com 0s grupos controles (p<0,05 e
p<0,01) (Figura 271 e J). Nos grupos estimulados com LPS e rIFN-y, os grupos
contendo ambos os peptideos apresentaram reducédo de TNF-a em relagdo ao grupo
controle (p<0,05) (Figura 27K). Os grupos estimulados com 64 ug.mL* do peptideo
LL-37 e 55 ou 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y apresentaram reducdo na
producdo de TNF-a quando comparados aos grupos controle de células RAW ou
aos grupos estimulados apenas com LPS e rIFN-y (p<0,05) (Figuras 27L e N). Os
grupos estimulados com 64 ug.mL* do peptideo LL-37 e IDR-1018, 8 ou 24 mM de
D-glicose, LPS e rIFN-y apresentaram reducdo na producao de TNF-a, em relagao
ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01). Contudo, no grupo com 8 mM de D-glicose, a

menor producéo observada foi no grupo contendo LL-37 (Figura 27M e O)?2,

22 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (K e M), com o grupo
estimulado por 64 ug.mL"do peptideo LL-37 € 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E), por
64 ug.mL™" do peptideo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (L) e por 64 pyg.mL™" do peptideo LL-37, 12
mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (N); e (p<0,01) foi representado por * comparado com o grupo controle de
células RAW (E, F, G, H e J), com o grupo estimulado por 64 pg.mL™" do peptideo IDR-1018 (A), por 64
pg.mL™" do peptideo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 pg.mL™" do peptideo LL-37, 12 mM de D-
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glicose e LPS (1) e por 64 pg.mL" do peptideo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (M) e ¢+ comparado
com o grupo estimulado por LPS/rIFN-y (O).
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Figura 27 — Produc¢édo de TNF-a na presencga dos peptideos LL-37 e IDR-1018 associados a diferentes concentragdes de D-glicose (B, Ge L), (C,He M), (D, l e
N), (E, J e O), estimuladas com LPS (3 pg.mL™") (G-J) com e sem rIFN-y (10 U.mL"") (L-O), apds 24h de incubagéo. Todos os graficos representam a média e o
erro-padrao de 3 réplicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés teste Bonferroni.
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5.3.1.6 Produgéo da citocina pro-inflamatoria com perfil M1 (IL-12)

Quanto a producdo de IL-12, ndo houve diferenca estatistica entre nenhum
dos grupos na presenca dos peptideos LL-37 e IDR-1018 e das diferentes
concentracfes de D-glicose ou nos grupos com dos peptideos, glicoses e LPS, e os
grupos controles (Figuras 28A, B, C,D, E, F, G, H, | e J).

J& nos grupos que receberam os estimulos de LPS, rIFN-y e as diferentes
concentracdes de D-glicose, houve uma reducdo na producao de IL-12 dos grupos
contendo o peptideo LL-37, em relacdo aos grupos estimulados com LPS e rIFN-y
(p<0,05 e p<0,01). Nenhum dos grupos apresentou diferenca significante quando

comparados aos grupos controles de células RAW (Figuras 28K, L, M, N e 0)%.

23 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo estimulado por estimulado por LPS/rIFN-y (K,

L, M e O); e (p<0,01) foi representado por # comparado com o grupo estimulado por LPS/rIFN-y (N).
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Figura 28 — Producéo de IL-12 na presencga dos peptideos LL-37 e IDR-1018 associados a diferentes concentra¢des de D-glicose (B, Ge L), (C,He M), (D, | e N),
(E, J e O), estimuladas com LPS (3 yg.mL™") (G-J) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (L-O), apds 24h de incubago. Todos os gréaficos representam a média e o erro-
padrdo de 3 réplicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés teste Bonferroni.
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5.3.1.7 Produgéo da citocina anti-inflamatoria com perfil M2 (IL-10)

N&o houve alteracédo significante na producédo de IL-10 na presenga de 64
ug.mL" dos peptideos LL-37 e IDR-1018, nas diferentes concentragées de D-glicose e
LPS e rIFN-y, em nenhum dos grupos testados, quando comparados ao grupo controle

ou mesmo quando comparados entre si (Figura 29).
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Figura 29 — Producéo de IL-10 na presenca dos peptideos LL-37 e IDR-1018 associados a

diferentes concentragbes de D-glicose (B, Ge L), (C, He M), (D, | e N),

(E, J e O), estimuladas com LPS (3 yg.mL™") (G-J) com e sem rIFN-y (10 U.mL™") (L-O), ap6s 72h de incubagéo. Todos os gréaficos representam a média e o erro-
padrdo de 3 réplicas em triplicatas. Nao houve diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés teste Bonferroni.
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5.3.1.8 Produgéo de 6xido nitrico (NO)

Em todos os grupos estimulados com os peptideos LL-37 e IDR-1018 ou na
presenca das diferentes concentragcoes de D-glicose, houve um padréo de producéo
de NO, exceto pelo grupo estimulado com o IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose, que
apresentou um grande aumento na producdo de NO, em comparagcdo ao grupo
controle e em comparacao a todos os outros grupos (p<0,001). O grupo estimulado
pela LL-37 e 24 mM de D-glicose apresentou um leve aumento de NO em
comparacao ao grupo controle (p<0,05) (Figura 30A). J4 nos grupos estimulados
com as diferentes concentracbes de D-glicose e LPS, apenas o grupo estimulado
com 64 pyg.mL?! do peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS apresentou
aumento na producdo de NO, em relacdo tanto ao grupo controle, quanto aos
grupos estimulados somente com glicose e estimulados com LL-37, 24 mM de D-
glicose e LPS (p<0,001) (Figura 30B). Ja nos grupos estimulados com 64 ug.mL* do
peptideo IDR-1018, 8 e 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-y, houve um aumento na
producdo de NO em comparacdo ao grupo controle e aos grupos estimulados
apenas com 8 e 24 mM de D-glicose (p<0,001) (Figura 30C)?*.

24 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C), com o grupo
estimulado por estimulado por 64 ug.mL™" do peptideo LL-37 e 24 mM de D-glicose (A) e por 8 mM de D-
glicose e LPS (B), # comparado com o grupo estimulado por 64 pg.mL" do peptideo IDR-1018, 12 mM de
D-glicose e LPS (B) e por LPS/rIFN-y (C) e B comparado com o grupo estimulado por 64 ug.mL™ do
peptideo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C); (p<0,01) foi representado por ° comparado com o
grupo estimulado por 64 ug.mL" do peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (A) e por 64 ug.mL™" do
peptideo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C); e (p<0,001) foi representado por * comparado com
o grupo estimulado por 64 ug.mL" do peptideo IDR-1018 e 5 mM de D-glicose (A), por 64 ug.mL™" do
peptideo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (B) e por 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-y (C) e * comparado com o grupo estimulado por 64 pug.mL™" do peptideo IDR-1018, 24
mM de D-glicose e LPS/rIFN-y (C).
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Figura 30 — Produgéo de NO na presenca de 64 pg.mL™" dos peptideos LL-37 ou IDR-1018 associados a
diferentes concentragdes de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-y (C) apdés 72h. Todos os graficos
representam a média e o erro-padrdo da absorbancia de 3 réplicas biolégicas em triplicatas.
Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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Resumo dos resultados da fase 3:

A tabela 6 representa os resultados de uma forma geral e resumida da fase 3
do trabalho. O peptideo IDR-1018 nédo alterou a viabilidade celular, manteve os
niveis basais de MCP-1, IL-6, IL-12 e IL-10, promoveu a diminui¢cdo da producéo de
TNF-a e aumentou a produgao de NO. Em comparagao, o peptideo LL-37 diminui a
viabilidade em 72h, manteve os niveis basais de MCP-1, IL-6, IL-12, IL-10 e NO,
aumentou a producao de IL-1a e diminui a produgdo de TNF-a. Desta forma, o
peptideo IDR-1018 demonstrou um efeito protetor similar a LL-37, ao promover a
manutencdo nos niveis basais de producdo das citocinas pro-inflamatorias,

contribuindo para que assim nao seja provocado o dano celular.
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Tabela 6 — Resumo dos resultados da fase 3 do trabalho, onde = representa producao ou viabilidade

igual ao do grupo controle, T representa aumento de producdo ou viabilidade em comparacgdo ao

grupo controle e | representa diminuicdo de producdo ou viabilidade em comparacdo ao grupo

controle
LL-37 IDR-1018
LPS/ LPS/
Glicose LPS Glicose LPS
rIFN-y rIFN-y
6h = = = = = =
Viabilidade
24h = = 1 = = =
celular
72h = ] ] 1 1 1
Producédo de MCP-1 = = = = = =
Producéo de IL-1a 1 ) ) = 1 =
Producéo de IL-6 = = = = = =
Producdo de TNF-a ! ] ] = ] !
Producéao de IL-12 = = l = = =
Producéo de IL-10 = = = = = =
Producéo de NO = = ) = ) )
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6 DISCUSSAO

O DM consiste em uma das doencas metabdlicas mais comuns, sendo
considerada até mesmo uma epidemia, devido a sua crescente incidéncia anual por
todo o mundo. Em 2013, 24 milh6es de pessoas possuiam diabetes na América do
Sul e Central, enquanto que no mundo existe um total de 381,8 milhdes. Contudo, a
previsdo para 2035 é de que pelo menos 38,5 milhdes de pessoas sejam diabéticas
na América do Sul e Central e 592 milhes em todo o mundo (2).

O descontrole dos niveis glicémicos pode causar uma desregulacdo em niveis
metabodlicos ou em vias de sinalizacdo, desta forma podendo contribuir para a
geracdo das complicacBes diabéticas. Essas complicacdes podem ocorrer, devido a
um numero critico de eventos celulares que podem estar alterados (124). As
principais complicagdes associadas ao DM podem incluir a nefropatia, retinopatia,
neuropatia, complicacdes cardiovasculares, doencas vasculares periféricas, doencas
periodontais e até mesmo desordens o6sseas (111). Grande parte dessas
consequéncias causadas pelo descontrole glicEmico podem ser consideradas
resultado de alterac6es no processo de resposta imune, devido a presenga crbnica
de altas concentracdes de glicose, aumentando assim a susceptibilidade a infec¢oes
(12). A alteracdo provocada no sistema imune pode promover deficiéncias
principalmente no sistema imune inato, causando disfungdo na adesividade,
migracdo, quimiotaxia, fagocitose, na capacidade bactericida e de apresentacdo de
antigenos de leucdcitos, além de causar producdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatérias (36).

Desta forma, poucos estudos focam a modulacdo imunolégica como um
adjuvante no tratamento das complicacdes causadas pelo DM. Sendo assim, o
objetivo deste estudo consistiu em verificar o potencial biotecnologico de peptideos
imunomoduladores candidatos, em diferentes condicbes de glicose e resposta
inflamatéria/infecciosa in vitro para no futuro, somar um farmaco que seja capaz de
controlar de forma positiva as respostas do sistema imune que, geralmente,
acontecem de forma exacerbada. Para tanto, a linhagem de células RAW 264.7,
derivada de mondcitos, foi utilizada para a analise imunolégica do estudo in vitro. Os
monadcitos podem constituir de 3% a 8% dos leucdcitos circulantes e, no tecido

conjuntivo ou no parénquima de 6rgdos, podem originar os macrofagos ou DCs. Os
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mondcitos e macréfagos séo fagécitos eficientes e importantes para a resposta
imune inata, principalmente durante o processo de inflamac&o. Além de seu papel
na imunidade inata, processam e apresentam antigenos via molécula de MHC,
estimulando assim respostas mediadas por linfécitos T. Esses tipos celulares
consistem em células responsaveis pelo inicio da resposta inflamatoria e possuem
papel essencial no desenvolvimento da resposta imune, como a secrecdo de
mediadores pro-inflamatorios, como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e NO (33, 125, 126).

Para a determinac&o das concentracOes de D-glicose que foram utilizadas no
trabalho, dados previamente publicados por Garcia-Hernandez et al. (111) foram
considerados, onde 5,5 mM de D-glicose corresponde a niveis glicémicos normais
(~99 mg.dL?); 8 mM corresponde a niveis pés-prandiais de glicemia (~144 mg.dL?);
e 12 mM e 24 mM correspondem a altos niveis glicémicos, niveis considerados
controlados e descontrolados de diabetes (~216 mg.dL! e ~432 mg.dL?,
respectivamente). A fim de mimetizar um estado de infec¢dol/inflamacédo, situacao
muito comum em pacientes diabéticos, o sistema in vitro ainda incluiu a adicdo dos
estimulos de LPS e rIFN-y (127, 128).

Desta forma, os principais resultados encontrados nessa primeira fase foram
gue a presenca das diferentes concentracdes de D-glicose, LPS e rIFN-y n&o
provocaram alteracbes na viabilidade celular até 72h. Contudo, a partir desse
momento, ocorreu uma diminuigdo na viabilidade. Em contraste, Kumar et al. (129)
relatou que macréfagos estimulados in vitro com 30 mM de glicose por 24h ja sofrem
queda de 59% de viabilidade.

Os peptideos foram escolhidos com base na ampla atuacdo na modulagcéao de
funcdes imunes sem comprometer os elementos da imunidade requeridos para a
resolucado de infec¢des, assim como descritos na literatura (9). Esses peptideos
podem ser naturalmente produzidos pelo corpo humano, como por exemplo a LL-37,
mas também podem ser alterados de forma sintética para o aumento da atividade
imunomoduladora, como por exemplo os IDRs. Estes possuem como funcéo,
estimular o sistema imune para ajudar a proteger o organismo de diversas e
continuas exposigdes a microrganismos e assim, manter a homeostase da
microbiota, além de contribuirem para a cicatrizacdo de feridas (130). A escolha da
LL-37 baseou-se no fato deste ser um peptideo de origem humana com capacidade

antimicrobiana. Além disso, esta catelecidina possui um amplo espectro de atividade
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moduladora, por exemplo, estimula a proliferagéo celular, induz a angiogénese in
Vivo e possui potencial quimiotatico (93). JA o IDR-1018, o IDR-1002 e o DJK-6
fazem parte da classe dos IDRs, ou seja, sdo denominados peptideos reguladores
da defesa inata (9, 98). O IDR-1018 pode ser descrito como potente indutor de
qguimiocinas, capaz de reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias e um bom
promotor de cicatrizacdo de feridas. O peptideo IDR-1002 apresentou maior
recrutamento de leucdcitos na presenca de infeccbes e o DJK-6 tem sido descrito
como uma versao otimizada do peptideo IDR-1018. A otimizacao foi realizada
atravéz de uma modificacdo na estrutura do peptideo IDR-1018, a fim de originar um
peptideo D-enantibmero, mantendo as mesmas propriedades do peptideo original e
adicionando ao peptideo uma protecdo extra contra proteases de microrganismos ou
até mesmo proteases do proprio hospedeiro. Isso porque, peptideos naturais e
peptideos sintéticos derivados de peptideos naturais podem ser extremamente
suceptiveis a degradacao por essas proteases (107, 109).

A acdo dos peptideos imunomoduladores depende do tipo celular e do
estimulo inflamatério presente. Todavia, as concentragdes bioldgicas produzidas dos
peptideos sdo naturalmente baixas (variando de ng.mL* a ug.mL™?) (90, 130). Desta
forma, varias concentracdes dos peptideos estudados foram testadas a fim de
verificar a melhor concentracdo capaz de alterar in vitro a producdo de mediadores
do sistema imune. Sendo assim, na segunda fase, a presenca da LL-37 aumentou a
viabilidade celular diante dos estimulos de glicose e LPS, enquanto que todos os
outros peptideos ndo promoveram alteracdo na viabilidade celular em nenhuma das
concentracfes testadas. Quanto a producao de IL-6, somente a LL-37 foi capaz de
reduzir sua producdo, enquanto que o IDR-1018 e o DJK-6 aumentaram. O TNF-a
aumentou na presenca da LL-37, LPS e LPS/rIFN-y, enquanto que o IDR-1018
reduziu sua producgdo. Além disso, o NO teve seus niveis aumentados na presenca
da LL-37, foi reduzido na presenca do DJK-6 e se manteve similar aos niveis basais
na presenca do IDR-1018.

Levando em conta a producdo de quimiocinas e citocinas, varios tipos
celulares, como as células endoteliais, epiteliais, fibroblastos e mondcitos produzem
a quimiocina MCP-1, tanto naturalmente ou apds a inducéo por estresse oxidativo ou
citocinas (47). As quimiocinas podem ser secretadas em resposta a citocinas pro-
inflamatdrias e atuam um importante papel no recrutamento seletivo de mondcitos,

neutroéfilos e linfocitos em direcdo a sitios de infec¢cdo onde altas concentracdes de
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citocinas proé-inflamatérias tenham sido liberadas (47). Adicionalmente a sua
capacidade de recrutar mondcitos, a acdo da MCP-1 também ja foi descrita na
patogénese de doencas renais associadas ao DM, onde os niveis séricos de MCP-1
aumentam com a presenca da disfuncao renal e sdo ainda maiores em pacientes em
hemodidlise (47, 49). Além do mais, Daniele et al. (48) descreveu a MCP-1 como
uma gquimiocina fortemente correlacionada a resisténcia a insulina in vivo em
humanos. Portanto, sabe-se que os mondcitos e macréfagos sao as principais
células responsaveis pela producao de quimiocina e que a hiperglicemia pode ser a
principal responsavel pelo estresse oxidativo celular, a partir da producdo de ROS
(47, 48, 131-133). No entanto, nos nossos achados, tanto na primeira, quanto na
terceira fase, ndo observou-se diferenca na producdo de MCP-1, mesmo levando
em conta todos os estimulos, tais como diferentes concentracfes de glicose, LPS ou
rIFN-y, ainda mais por todos o0s grupos apresentarem 100% de viabilidade.
Adicionalmente, apesar do IDR-1018 ser descrito como o mais potente indutor de
guimiocinas (7, 9) e da LL-37 ser descrita como capaz de aumentar a producéo de
MCP-1 (134), os niveis obtidos de MCP-1 nédo se alteraram, quando comparados
aos grupos controles. Um dos motivos que talvez possa explicar o resultado obtido
de MCP-1, seja pelo fato da cultura utilizar apenas monécitos como tipo celular de
teste, 0 que ndo necessitaria da atracdo de mais mondcitos, ou ainda pela néo
ativacao das proteinas quinase ativadas por mitdgenos (MAPKSs), o que faz a célula
responder a estimulos externos (9). Entretanto, num contexto mais amplo, em uma
situagdo in vivo, também pode refletir a auséncia de insuficiéncia renal ou de
resisténcia a insulina (48).

O DM2 pode estar intimamente relacionado a inflamacdo crbénica, o que
consequentemente pode gerar uma infiltracdo de leucdcitos e aumentar os niveis
circulantes de citocinas pré-inflamatérias (126). No entanto, os efeitos da
hiperglicemia sobre a resposta inflamatdria ainda podem ser controversos. Estudos
sugerem que a exposicdo de mondcitos a altas concentracfes de glicose pode
induzir a producao de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a
(135, 136). A hiperglicemia presente no DM pode causar efeitos diretos em varios
componentes do sistema imune, mas principalmente nos componentes do sistema
imune inato, como relatado anteriormente (36). Quando associada a obesidade, a
inflamacao crénica causada pela secrecao de IL-1, IL-6 e TNF-a, pode resultar em

maior resisténcia a insulina (137).
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Sabe-se ainda que macréfagos podem ser altamente sensiveis a estimulacao
por LPS e também podem responder com a producéo de citocinas pro-inflamatorias,
responsaveis por eventos inflamatorios, como o0s comumente encontrados na
hiperglicemia (138). Apesar disso, no presente estudo, os resultados demonstraram
gue as diferentes concentragcbes de glicose ndo foram capazes de induzir a
producao de IL-1a e TNF-a em macrofagos murinos, mesmo na presenca de LPS, e
com a viabilidade celular permanecendo em 100% em todos 0s grupos testados
como previamente observado (126, 139, 140). Entretanto, na presenca dos
peptideos LL-37 e IDR-1018, foi detectado um aumento na produc¢éo de IL-1a, o que
sugere que as células podem ter sofrido modificacdes nos seus DAMPSs, talvez por
estresse celular devido a grande quantidade de estimulos aplicados, uma vez que a
IL-1a € uma citocina ja presente no citosol celular e precisa somente de um estimulo
de estresse para ser liberada (52, 53). Em contraste, Hill et al. (141) reportou que
altos niveis de glicose (8 — 20 mM) inibem a liberacdo de IL-1 mas ndo a producao
mediada por células RAW 264.7 e que esses efeitos causados pela glicose
poderiam ser mediados pela ativacdo da proteina quinase C (PKC). Ja a IL-6, em
um primeiro momento, somente na presenca das diferentes concentracdes de
glicose, LPS e rIFN-y sofreu um aumento na produgdo. Assim como, em um
segundo momento, quando as varias concentragbes do peptideo IDR-1018 foram
adicionadas a producéao de IL-6 também sofreu aumento. Contudo, na segunda fase,
guando as diferentes concentracdes de LL-37 e DJK-6 foram adicionadas, houve
uma reducéo na producéo de IL-6, dado corroborado por Mookherjee et al. (142) que
demonstrou que em mondcitos THP-1, assim como em PBMCs in vitro, a presenca
do estimulo da LL-37 foi capaz de suprimir a producdo de IL-6. Em um terceiro
momento, onde apenas uma concentragéo (64 ug.mL™?) dos peptideos LL-37 e IDR-
1018 foram adicionadas as culturas, as producdes de IL-6 se mantiveram em niveis
basais apés todos os estimulos. Entretanto, o nivel basal de producéo da citocina foi
considerado alto. Em contraste, o peptideo catelecidina 2 (CATH-2) foi capaz de
inibir a producao de IL-6 induzida por LPS em PBMCs humano in vitro (91).

A producdo elevada de IL-6 no DM in vivo, como dito anteriormente, pode
estar relacionada a nefropatia, aterosclerose ou obesidade. Todas essas
complicagbes podem ocorrer pela presenca da hiperglicemia cronica. Todavia, a
producao elevada de IL-6, também se reflete também nas culturas in vitro, uma vez

gue mesmo a presenca dos peptideos nao foi capaz de inibir ou pelo menos diminuir
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a alta producéo da citocina. Dado confirmado por Morohoshi et al. (61), que sugere
gue a presenca de altas concentracdes de glicose pode provocar o aumento da
producéo de IL-6 e por meio do mRNA em PBMCs de humanos.

Outro ponto importante relativo a IL-6 consiste no fato dela poder ser
produzida em grandes quantidades por células tumorais (57). A linhagem RAW
264.7 consiste em uma linhagem celular derivada de uma leucemia murina e por
isso, talvez os peptideos, principalmente o IDR-1018, ao invés de inibir a producéo
do mediador, estimulem sua producédo (143). J& o TNF-a, no primeiro momento, na
presenca apenas das diferentes concentragdes de glicose, LPS e LPS e rIFN-y, ndo
apresentou alteracdo na sua producdo. Contudo, na maioria dos peptideos testados,
em grande parte dos grupos, houve uma reducdo da producdo de TNF-a. Assim
como na terceira fase, nos grupos testados apenas com 64 ug.mL* dos peptideos
LL-37 e IDR-1018 também ocorreu uma reducdo na producdo de TNF-a. Esses
resultados sugerem que apenas os estimulos de glicose ndo séo capazes de alterar
a producdo de TNF-a. Mas que ao estimular as culturas com LPS e rIFN-y, os
peptideos podem ser capazes de diminuir a producéo da citocina. A diminuicdo da
producdo de TNF-a pelos peptideos LL-37 e IDR-1018 na presenca de LPS e rIFN-y
corrobora com dados apresentados por Pena et al. (102). Esse trabalho demonstra
gque o peptideo IDR-1018 foi apresentado como um candidato promissor na
modulacdo do sistema imune, capaz de reduzir significativamente a producdo de
TNF-a. Entretanto, segundo Mookherjee et al. (142), a presenca de LL-37, aumenta
seletivamente a producdo de TNF-a. Os dados obtidos sdo semelhantes com os de
Bowdish et al. (144), com o peptideo indolicidina, outra catelecidina, que também
diminui a producao de TNF-a na presenga de LPS.

Ja uma possivel explicacdo para a ndo alteracdo na producdo de TNF-a na
primeira fase do estudo, pode ser devido a nao liberagéo do fator de transcricdo NF-
KB do citoplasma para o nucleo, fator responséavel pela transcricdo do gene alvo
para a producdo da citocina (125). Em adicdo as principais citocinas pro-
inflamatdrias, outras citocinas importantes na resposta imune relacionada ao DM séo
as citocinas de perfil M1 e M2, IL-12 e IL-10, respectivamente. As APCs, 0s
macroéfagos, principalmente os de perfil M1 e M2, e as DCs produzem IL-12 e IL-10
guando ativadas (71, 145). A presenca de rIFN-y promove um aumento da produgcao

e secrecdo de IL-12, promovendo o chamado feedback positivo e jA em relacéo a IL-



145

10, a presenca de rIFN-y causa um bloqueio na produg¢do de IL-10, promovendo o
chamado feedback negativo (71, 77).

Levando em conta os resultados relativos a IL-12, as diferentes
concentracbes de glicose ndo foram capazes de alterar a producédo da citocina.
Contudo, quando estimuladas com LPS, houve um aumento na produgdo de IL-12,
principalmente no grupo com 12 mM de D-glicose. Ja nos grupos onde a
concentragdo de 64 yg.mL'de LL-37 e IDR-1018 foram testadas, a producéo de IL-
12 manteve os niveis basais de producédo, diminuindo apenas nos grupos com LL-37
e LPS/rIFN-y, semelhante ao efeito modulador da clavanina A in vivo, que reduziu a
producdo da porcdo p70 da IL-12 (146). Assim como nas outras citocinas, a
viabilidade dos grupos foi mantida em 100%.

Dados similares em outros estudos demonstraram que as altas
concentracbes de glicose podem estar envolvidas na alteracdo da resposta de
macroéfagos a LPS em modelos de animais diabéticos, fazendo com que a producao
de IL-12 aumente (73). No estudo desenvolvido por Pena et al. (102), a presenca do
peptideo IDR-1018 nas culturas de macrofagos em diferenciagcdo promoveu apenas
uma leve reducéo na produgéo de IL-12, corroborando com 0s nossos achados, uma
vez que o0s niveis de IL-12 foram mantidos em niveis basais. Desta forma, a
manutencdo da producéo em niveis basais pelo peptideo IDR-1018 e na maioria dos
grupos com LL-37, chegando até mesmo a diminuir a producéo, na presenca de LPS
e rIFN-y, sugere um efeito protetor/imunomodulador dos peptideos, evitando assim
um possivel dano celular. Esse dado foi corroborado por Scott et al. (96) e Nijnik et
al. (147) que relatam que o gene responsavel pela producédo de IL-12 tem a sua
expressao diminuida na presenca de LL-37.

Ja a producédo de IL-10, a uUnica citocina anti-inflamatoria testada, pode ser
responsavel por limitar a ativacdo das células tanto do sistema imune inato quanto
do adaptativo para a manutencdo da homeostase (71). Desta forma, a sua producao
diminuiu na primeira fase, na presenca de altas concentracdes de glicose quando
comparados aos grupos ndo estimulados. Entretanto, quando as células foram
estimuladas com LPS, observou-se um aumento na producéo de IL-10. Contudo,
guando adicionado rIFN-y a produg¢do de IL-10 voltou a cair, fato ocorrido devido a
presenca do rIFN-y que causa o processo de feedback negativo nas células. Em
relacdo a viabilidade celular, ndo houve alteracdo na presenca das diferentes

concentracdes de glicose, porém houve uma diminuicdo de aproximadamente 40%
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nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS ou LPS e rIFN-y apds 72h.
De acordo com os estudos de Hu et al. (148), a presenca de IFN resultou em uma
reducdo da efetividade do IL-10 em diminuir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e diminuiu a expressdo do MHC de classe Il. Todavia, a producédo de
IL-10 ndo foi alterada na presenca dos peptideos LL-37 e IDR-1018. Dado que
sugere que 0s peptideos podem até possuir um efeito protetor, ou seja, nao
permitindo que as citocinas pro-inflamatérias se elevem. Contudo, o efeito
imunomodulador ndo é observado, pois também nao estimulam o aumento de IL-10.
Entretanto, mesmo que na presenca dos peptideos ndo tenha ocorrido um aumento
na producdo de IL-10, comparados ao grupo controle, as producdes basais de IL-10
foram altas quando comparadas as producdes basais de IL-12. Em contraste, Scott
et al. (96) relatou que o tratamento de células RAW 264.7 com o peptideo LL-37 foi
capaz de aumentar a expressao de IL-10, assim como nos experimentos realizados
por Yu et al. (149), utilizando PBMCs humano in vitro.

A alta producéo de IL-10 pode indicar uma possivel polarizacdo do tipo M2
pelos macréfagos da cultura, fato consistente com os achados de Pena et al. (102).
Entretanto, em contraste com os dados de Torres-Castro et al. (78), que diz que em
grandes quantidades de glicose, os macréfagos tendem a se polarizar em perfil M1,
produzindo maior quantidade de IL-12 e citocinas pro-inflamatérias (150). Assim
como os outros mediadores do sistema imune, o NO tem sido considerado um dos
principais mediadores pro-inflamatérios e pode ser produzido principalmente por
macroéfagos ativados em resposta a infec¢des (44, 139). Hua et al. (139) demonstrou
que somente altas concentracdes de glicose ndo sao suficientes para induzir a
expressao de NO, porém a expressao de iNOS e a consequente producdo de NO
pode ser aumentada em células induzidas por LPS a partir da ativacdo do NF-kB em
macrofagos murinos. Essa informacdo corrobora com os achados do estudo, onde
houve um pico de produgcdo de NO em 72h, principalmente nos grupos estimulados
com LPS e LPS e rIFN-y, tanto na primeira fase, onde somente as diferentes
concentracbes de glicose estavam sendo testadas, quanto na terceira fase,

principalmente na presenca do peptideo IDR-1018 (117).
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7 CONCLUSOES

Em conclusao, os resultados das 3 diferentes fases demonstraram que:

As diferentes concentracdes de D-glicose alteram negativamente a
viabilidade celular somente quando também estimuladas com LPS ou
LPS e rIFN-y, apés 72h.

As diferentes concentracdes de D-glicose sozinhas ndo sdo capazes
de alterar a producéo in vitro dos mediadores do sistema imune.
Nenhum dos peptideos testados foram capazes de afetar
negativamente a viabilidade das culturas.

Os peptideos LL-37 e o DJK-6 diminuiram a producédo de IL-6; a
producéo de TNF-a foi mantida a niveis basais pelo DJK-6 e reduzida
pelo IDR-1018.

Os niveis relativos a produgcdo de NO foram praticamente mantidos
por todos os peptideos.

Na terceira etapa, o0 peptideo IDR-1018, demonstrou manter a
viabilidade das culturas e manteve a producdo dos principais

mediadores a niveis basais, ndo permitindo que aumentassem.

Desta forma, levando em conta todos os resultados, o peptideo IDR-1018 né&o

demonstrou um efeito propriamente modulador in vitro. Todavia, sugere um efeito

protetor, por ndo permitir que os niveis dos mediadores pro-inflamatorios aumentem

e nem que o mediador anti-inflamatério diminua. Levando em conta que este € um

estudo in vitro, ressalta-se as limitacbes das condi¢cdes celulares estressantes e

restritivas. Outro ponto que deve ser considerado, consiste no tempo de estimulo da

glicose na cultura celular, que pode nao ser suficiente para ser comparado com as

situacdes de hiperglicemia in vivo.
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9 ANEXO A — ESPECTRO DE MASSA DOS PEPTIDEOS IMUNOMODULADORES

Figura 31 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptideo LL-37 (4490,8 Da), com pureza superior a 95%.
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Figura 32 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptideo IDR-1018 (1536 Da), com pureza superior a 95%.
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Figura 33 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptideo IDR-1002 (1652,1 Da), com pureza superior a 95%.

164

3 x109 |
8, 1002 3
w . o
[= ™
[i}} el Ty}
= &
4_
3_
2_
4 E §
1 © 2
14 i -
0 l T T : T T I| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1000 2000 2500 3000 3500 4000 4500




165

Figura 34 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptideo DJK-6 (1666,9 Da), com pureza superior a 95%.
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