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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenga metabdlica crénica de importancia
mundial. Dentre as complicagbes sistémicas causadas pelo DM ja amplamente
descritas, a fragilidade O6ssea diabética e a cicatrizagao de feridas prejudicada sao
algumas das que merecem atengdo. Nesse sentido, os peptideos de defesa do
hospedeiro (HDPs) podem ser alternativas promissoras de tratamento adjuvante para
essas duas complicagdes. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo verificar os
efeitos dos peptideos IDR-1018 e LL-37 nos processos de osteoclastogénese,
mineralizagdo e migragao in vitro. Células mononucleares de sangue periférico
humano (PBMCs) foram utilizadas para os testes envolvendo osteoclastogénese in
vitro, células SaOs-2 para os testes envolvendo mineralizagao in vitro e fibroblastos
humanos (hFIB) para os testes envolvendo migracdo in vitro. No processo de
osteoclastogénese, os peptideos IDR-1018 e LL-37 n&o alteraram a viabilidade
celular, induziram a produgao de o6xido nitrico (NO), inibiram a diferenciacédo de
osteoclastos, reduziram a produgdo de fator de necrose tumoral (TNF)-a, ndo
alteraram a produc¢ao de interleucina (IL)-6 e melhoraram a produgao de IL-10. Ja nos
testes envolvendo a mineralizag¢ao, o IDR-1018 reduziu a viabilidade celular e LL-37
nao apresentou citotoxicidade. Relativo ao fosfato, o IDR-1018 manteve os niveis de
fosfato, enquanto o LL-37 o apresentou reducédo. Em relagcao a atividade de fosfatase
alcalina (ALP), o IDR-1018 promoveu aumento e o LL-37 a manteve estavel, e quando
avaliada a formagao da matriz mineralizada, ambos os peptideos apresentaram efeito
positivo. Para os testes envolvendo hFIB, o IDR-1018 manteve a viabilidade celular,
os estimulos de 15% de soro fetal bovino (SFB) e 24 mM de D-glicose foi o que
promoveu maior taxa de proliferagédo e apds 48h, a concentragdo de 16 ug.mL" do
IDR-1018 foi a que promoveu o maior numero de células migradas. Assim,
considerando os tratamentos disponiveis para a fragilidade 6ssea, tanto o IDR-1018
quanto o LL-37 apresentam-se como uma alternativa de tratamento adjuvante. No
entanto, em relagao ao processo de cicatrizagdo, mais estudos sdo necessarios para

uma melhor avaliagao do efeito do IDR-1018.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; fragilidade ossea diabética; ferida diabética;
osteoclastogénese; mineralizagado; migragdo; IDR-1018; LL-37.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease of worldwide importance.
Among the systemic complications caused by DM, diabetic bone fragility and impaired
wound healing are some of the ones that deserve attention. In this sense, host defense
peptides (HDPs) may be promising alternatives for adjuvant treatment for these two
complications. Thus, this work aimed to verify the effects of IDR-1018 and LL-37
peptides in osteoclastogenesis, mineralization, and migration processes in Vvitro.
Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were used for the testes involving
osteoclastogenesis in vitro, SaOs-2 cells for the tests involving in vitro mineralization,
and human fibroblasts (hFIB) for the testes involving in vitro migration. In the
osteoclastogenesis process, the peptides IDR-1018 and LL-37 did not change cell
viability, induced the production of nitric oxide (NO), inhibited osteoclast differentiation,
reduced the production of tumor necrosis factor (TNF) -a, did not alter the production
of interleukin (IL)-6 and improved the production of IL-10. In tests involving
mineralization, IDR-1018 reduced cell viability, and LL-37 did not show cytotoxicity.
Relative to phosphate, IDR-1018 resulted in phosphate levels, while LL-37 resulted in
a reduction. Concerning alkaline phosphatase (ALP) activity, IDR-1018 promoted an
increase, and LL-37 remained, and when the formation of the mineralized matrix was
evaluated, both peptides had a positive parallel effect. For tests involving hFIB, IDR-
1018 maintained cell viability, 15% fetal bovine serum (FBS), and 24 mM D-glucose
stimuli promoted the highest proliferation rate. After 48h, the concentration of 16
ug.mL" of IDR-1018 promoted the highest number of migrated cells. Thus, considering
the treatments available for bone fragility and diabetic wounds, both IDR-1018 and LL-
37 are presented as alternative adjuvant treatments. However, regarding the healing

process, more studies are needed to better assess the effect of IDR-1018.

Keywords: Diabetes mellitus; diabetic bone fragility; diabetic wound;
osteoclastogenesis; mineralization; migration; IDR-1018; LL-37.
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1 INTRODUGAO

O diabetes mellitus (DM) consiste em uma desordem metabdlica que acarreta
comprometimento do metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios. Ele pode estar
relacionado a auséncia de secregao da insulina (DM tipo 1) ou a produgao
insuficiente/resisténcia periférica dos tecidos a mesma (DM tipo 2). A doenga
apresenta uma resposta secretora deficiente em insulina e consequentemente, ha o
uso inadequado de carboidratos para a obtengcdo de glicose, gerando uma
hiperglicemia sistémica (1-3). Os quadros de hiperglicemia crénica, por sua vez,
podem levar a lesdo de células e tecidos culminando em processos de lenta
recuperacao (4).

O tecido 6sseo € um tecido dinamico e esta em constante remodelagéo para a
manutengdo da integridade, reparagdo de danos e regulagdo do metabolismo de
calcio e fosfato (3). Para tanto, o tecido antigo é removido por osteoclastos, a partir do
processo de reabsorg¢ao 0ssea e 0 novo tecido € depositado por osteoblastos, dando
origem a uma nova matriz 6ssea (5). Em suma, a remodelagdo éssea € de extrema
importancia para a homeostase e qualquer desequilibrio nesse processo pode gerar
sérios impactos, como por exemplo, osteoporose e artrite reumatoide, em decorréncia
de processo autoimune (6). Dentre as complicagées causadas pelo DM, a fragilidade
O0ssea com maior suscetibilidade a fraturas é cada vez mais reconhecida como uma
complicagdo que merece atengdo no manejo do paciente diabético (7). Os
mecanismos da fisiopatologia que envolvem a fragilidade 6ssea presente no DM séo
complexos e incluem a presenga da hiperglicemia, estresse oxidativo e acumulo de
produtos de glicosilagdo avancada (AGEs) (8).

Além das complicagdes 6sseas causadas pelo DM, ha também a cicatrizagao
prejudicada, dando origem a ulceras nos membros inferiores. Em individuos
diabéticos, a hiperglicemia e inflamagao crénica, a disfungado micro e macrocirculatoria
e hipoxia prejudicam a cicatrizagdo de feridas devido a alteragdes inflamatodrias, a
proliferagdo e a remodelagao (9).

Nesta condicdo, peptideos ja foram descritos com o potencial de modular o
sistema imune (10,11), como por exemplo, peptideos sintéticos derivados do peptideo
bactenecina, que sdo conhecidos como peptideos de defesa do hospedeiro (do inglés
— host defense peptide, HDPs). Quanto a capacidade imunomoduladora descrita,
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esses sdo capazes de promover a quimiotaxia, estimular a produgédo de quimiocinas
e citocinas, regular a fungdo e a diferenciagdo de células imunes, além de induzir a
angiogénese e a cicatrizacdo de feridas (12). Contudo, ainda ndo ha literatura
referente quanto ao papel que esses peptideos podem executar no processo de
manutengao da homeostase éssea.

Sendo assim, este estudo visa analisar a agao dos peptideos, potencialmente
imunomoduladores, IDR-1018 e LL-37, nos processos de osteoclastogénese,
mineralizagado e migragao associados a altas concentragdes de glicose (12 e 24 mM)
in vitro. A avaliagdo da resposta imune sera focada nos mediadores envolvidos nos
processos de remodelacdo Ossea, para assim estabelecer o desenvolvimento de
potenciais novos farmacos adjuvantes, capazes de minimizar os danos teciduais

ocorridos em pacientes diabéticos ao longo dos anos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 DIABETES MELLITUS

A literatura descreve o DM como uma desordem metabdlica caracterizada por
hiperglicemia crénica podendo ser resultante de defeitos na secreg¢do da insulina
produzida pelo pancreas, de resisténcia periférica dos tecidos a insulina produzida, ou
até mesmo uma combinacdo de ambos. Dessa forma, como consequéncia, ocorre a
desordem metabdlica, que pode acarretar o comprometimento do metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios, ou seja, no uso inadequado de carboidratos para a
obtengao de glicose, gerando assim, uma hiperglicemia sistémica e cronica (1-3).

Ha trés principais tipos de diabetes, classificados pela Associagdo Americana
de Diabetes (ADA) desde 1997, e tem sido a classificagdo mais utilizada até hoje, que
divide o diabetes mellitus em tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e o diabetes mellitus
gestacional (DMG) (2,3). O DM1 resulta da destruicdo autoimune das células B
pancreaticas, levando a perda de secrecdo de insulina, com subsequente
hiperglicemia e ocorre geralmente em criangas e/ou jovens adultos. Esse tipo de DM
corresponde a cerca de 5 a 10% da populagéo diabética (13). O DM2 pode resultar
de uma produc¢ao insuficiente ou uma resisténcia periférica dos tecidos a insulina e
geralmente afeta individuos adultos. Esse tipo corresponde a cerca de 90 a 95% dos
individuos diabéticos (3,14). Ja o DMG, pode ser definido por uma tolerancia
diminuida aos carboidratos, com diferentes graus de intensidade, diagnosticada pela
primeira vez durante a gravidez, podendo persistir ou ndo apos o parto (15).

Entretanto, diferentemente das 3 principais classificacbes de DM, em um
estudo, publicado em margo de 2018, pacientes diabéticos foram estratificados em 5
subgrupos, baseados na progressao da doencga e risco de complicagdes diabéticas.
Foi levada em conta a avaliagdo de seis variaveis, como anticorpos glutamato-
descarboxilase (GAD), idade ao diagnostico, indice de massa corporal (IMC),
hemoglobina glicada (HbA1c) e avaliacdo do modelo homeostatico para estimar a
funcdo das células [ pancreaticas e a resisténcia a insulina. Em apoio ao
agrupamento, as associagbes genéticas nos agrupamentos diferiram daquelas
observadas no DM2 tradicional. Dessa forma, essa classificagdo complementar pode

eventualmente ajudar a adequar e direcionar o tratamento precoce aos pacientes,
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representando assim, um primeiro passo para a medicina de precisdo em diabetes
(16).

O DM esta entre uma das mais prevalentes doencas crénicas nao
comunicaveis e desta forma, se torna um importante problema de saude publica,
reconhecido como importante causa de incapacidade e morte prematura (17).
Segundo estimativa da Federac&do Internacional de Diabetes (IDF), em 2019,
aproximadamente 351,7 milhdes da populacdo com idade entre 20 e 64 anos,
correspondendo a 4,53% da populagdo mundial, viviam com diabetes diagnosticada
ou ndo e a previsao € de que esse numero chegue em até 417,3 milhdes até 2030 e
486,1 milhdes até 2045. A prevaléncia do DM aumenta com o avanco da idade, dessa
forma, a prevaléncia estimada é maior para a populagcédo acima de 65 anos. Em 2019,
o numero estimado de pessoas entre 65 e 99 anos com DM no mundo era de 135,6
milhdes, em 2030 essa estimativa passa para 195,2 milhdes e 276,2 milhdes em 2045
(18). Em abril de 2021, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) langou um novo pacto
global para acelerar agbes de combate ao DM. O novo pacto tem o objetivo de
impulsionar os esforgos para prevenir o DM e disponibilizar o tratamento a todas as
pessoas que precisam, uma vez que o numero de pessoas com DM quadruplicou
desde 1981. O DM é a unica doenga nao transmissivel importante, cujo risco de morte
precoce vem aumentando (19). O surto da doenca do coronavirus 19 (Covid-19)
iniciado no fim de 2019 e provocado pelo virus SARS-CoV-2 se tornou uma
emergéncia de saude publica a nivel internacional. O DM é uma das comorbidades
mais frequentes em pessoas com Covid-19 e por representar um estado inflamatério
cronico de baixo grau, favorece o desenvolvimento de uma resposta inflamatoria
exagerada e consequentemente, o aparecimento da sindrome do desconforto
respiratorio agudo. Por isso, o controle do DM, assim como o aumento das medidas
de protecao para esses pacientes, tem sido ainda mais importante nessa época de
pandemia (20,21).

As terapias existentes e disponiveis atualmente para o tratamento do DM2
geralmente sdo iniciadas logo apdés o diagnostico. Desta forma, existem os
medicamentos capazes de aumentar a sensibilidade a agédo da insulina enddgena,
como por exemplo as biguanidas (22,23); os medicamentos que diminuem a absor¢ao
intestinal de glicose, como a meglitinidas (24); ou ainda os medicamentos que
aumentam a secregao de insulina, como as sulfanilureias (25). A indicagao do uso da
insulina para o tratamento de DM2 deve ocorrer apenas para diabéticos com
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hiperglicemia severa com cetonemia ou cetonuria, ou que n&o respondam ao
tratamento com dieta, exercicio e/ou hipoglicemiantes orais (26).

Sendo assim, além de todas as complicagdes geradas pelo DM, que é
considerada uma epidemia emergente que atinge pessoas em todo o mundo, ha ainda
0 aspecto 6sseo que a doenga é capaz de alterar, onde se sugere que o DM é capaz
de causar varias anomalias musculoesqueléticas, como desequilibrio do metabolismo
0sseo, dificuldade na regeneragdo e aumento do risco de fraturas ésseas. Para tanto,
uma avaliacdo de novos tratamentos que fossem capazes de promover a deposi¢cao
0ssea, ou impedir a reabsor¢cao em pacientes diabéticos, a fim de diminuir o risco de
fraturas provocado pela hiperglicemia, trariam uma perspectiva de tratamento para
melhora da qualidade de vida desses pacientes.

2.2 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € considerado pela literatura um dos mais extensos tecidos do
corpo humano, podendo ser denominado tanto como orgao estrutural, quanto
endocrino, cujas principais fungdes sdo a de sustentagdo, protegdo a 6rgaos vitais,
locomogéo e reserva de minerais, incluindo calcio, fosfato, magnésio e moléculas
organicas, como fibras de colageno e matriz amorfa (27). As multiplas fungdes
endocrinas do 0sso, além das relacionadas ao metabolismo mineral, incluem também
a regulacédo da sensibilidade a insulina e a homeostase da glicose e metabolismo
energético (28). Macroscopicamente, os ossos podem ser divididos em tecido 0sseo
cortical, que compde a superficie compacta dos 0ssos, e tecido ésseo trabecular, que
compde o interior esponjoso, com espagos que abrigam a medula 6ssea. Para a
manutengao das fungdes classicas do tecido 6sseo e integridade do esqueleto, a sua
homeostase esta intimamente relacionada a acdo de horménios, fatores de
crescimento e citocinas que atuam diretamente na remodelagdo da sua
microarquitetura (29,30).

Normalmente, em estado de equilibrio, a remodelacédo 6ssea ocorre de forma
continua e envolve dois diferentes processos, a remog¢ao do osso velho ou danificado,
por meio da reabsorcdo Ossea promovida pelos osteoclastos e a subsequente
reposicao de nova matriz éssea, promovida pela atividade dos osteoblastos, a fim de
manter o tamanho, a forma e a integridade do esqueleto. Ja o estado de desequilibrio,
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pode acarretar diversas doengas dsseas, como por exemplo osteoporose, doenga de
Paget, osteodistrofia renal e osteopetrose (27,31,32).

Os osteoblastos, células responsaveis pela deposicdo 6ssea e consequente
formacéao do osso, podem ser diferenciados por meio do estimulo de hormdnios, como
o da paratireoide (PTH) e fatores de crescimento, como a vitamina D, prostaglandinas,
interleucina (IL)-11, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-1, a partir de
células-tronco mesenquimais (MSCs), correspondem cerca de 5% de todas as células
Osseas e de forma geral sdo responsaveis pela sintese de colageno tipo | e pela
deposicdo de matriz mineralizada, a fim de facilitar a deposigao éssea. Entretanto, a
interagdo direta das células com a matriz extracelular € um evento crucial para a
completa diferenciacdo, proliferacdo e atividade dos osteoblastos. Apds a
proliferagao, os osteoblastos atingem o ponto em que a proliferagédo cessa, expressam
fosfatase alcalina (ALP) e comegam a secretar colageno do tipo | e proteinas de matriz
nao colagenosa (14,30,33,34).

Além de estar intimamente envolvido no processo de mineralizagdo, os
osteoblastos ainda podem ser responsaveis também pela origem dos ostedcitos. Em
estado de repouso, a superficie 6ssea € predominantemente coberta por uma camada
de ostedcitos que sdo caracterizados como células de revestimento e a célula 6ssea
mais abundante, correspondendo a cerca de 90% do total das células que compde o
sistema O&sseo. Os ostedcitos sdo incorporados a matriz éssea durante seu
desenvolvimento ou imediatamente antes do inicio dos ciclos de remodelacéo,
desempenhando dessa forma, um papel crucial na iniciagcdo da remodelagao 6ssea,
pois sdo 0s responsaveis por regular a composi¢cao 6ssea através da traducdo de
tensdo mecanica em sinais bioquimicos (30,33,35).

Os osteoclastos, células responsaveis pela reabsor¢cdo éssea, podem ser
formados a partir da fusdo de células-tronco hematopoiéticas (HSCs), promovida por
dois importantes mediadores, o fator estimulador de colénia de monécitos/macréfagos
(M-CSF) e o receptor ativador do fator kappa-B ligante (RANKL), sendo essa,
considerada a citocina chave para a formacao e atividade de osteoclastos. De acordo
com a ampla literatura estudada até o momento, na presenca de concentragdes
permissivas de M-CSF, o RANKL se liga ao seu receptor, o RANK, o qual é expresso
em precursores de osteoclastos e dessa forma, promove a indu¢ao da diferenciagcao
celular, gerando os chamados pré-osteoclastos, os quais se fusionam e geralmente

originam células gigantes e multinucleadas, os osteoclastos maduros, que por sua vez
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promovem a degradacgéo da superficie do osso, dando origem assim as lacunas de
Howship (27,32,36,37).

Para promover o processo de reabsorgcdo 0ssea, os osteoclastos promovem
um micro compartimento selado, onde podem ocorrer uma série de mudancas fisicas
e moleculares. Dentro do vacuolo, sdo expressas ATPases vacuolares para a
membrana de borda enrugada na superficie 6ssea, onde promovem um bombardeio
de prétons no vacuolo de reabsorgao para a dissolugao da hidroxiapatita. O baixo pH
gerado pelo bombardeio de prétons no vacuolo de reabsorgédo promove a ativagao de
metaloproteinases de matriz (MMPs), catepsina K e proteinases de cisteina para
degradar a matriz 6ssea colagenosa, que libera peptideos que s&o utilizados
clinicamente para determinar a taxa de reabsorcdo Ossea. Todavia, a
osteoprotegerina (OPG) tem sido considerada um potente inibidor de diferenciacéo de
osteoclastos, sendo derivada de osteoblastos e podendo ser capaz de se ligar ao
receptor de RANKL, onde a propor¢cdo OPG/RANKL pode ser determinante para a
diferenciagdo de osteoclastos e reabsorgdo 6ssea no organismo (30,32,34).

O oxido nitrico (NO) é um radical livre que participa da regulagdo de varios
processos fisiolégicos e entre eles, a remodelagdo oOssea. De forma geral, a
transcricdo do gene da enzima de oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) pode ser
ativada por citocinas pro-inflamatérias como a IL-1, fator de necrose tumoral (TNF)-a
e interferon (IFN)- y, gerando grandes quantidades de NO (escala de nanomolar),
enquanto inibidas por citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10 e fator de transformacao
do crescimento (TGF)-B (38). O NO pode reagir com radicais livres derivados de
oxigénio e formar moléculas altamente reativas, como o anion de peroxinitrito ou o
radical de hidroxila, contribuindo assim para o dano tecidual (39,40). Portanto, baixas
concentracdes de NO foram descritas como capazes de potencializar a reabsorgéo
O0ssea mediada por IL-1 e a produgao constitutiva por osteoclastos sugere ser fator
essencial para a fungao normal de osteoclastos, enquanto altas concentragées de NO
inibem a sua formacdo e atividade, além de induzir a apoptose das células
progenitoras de osteoclastos (41-43). Um possivel mecanismo para a inibicdo da
atividade de osteoclastos mediada por NO é a modificacdo da enzima catepsina K,
que perde a capacidade de degradar o colageno ésseo (44).

No estado de inflamagado, células imunes ativadas podem promover a
destruicdo 6ssea por estimulacido dos osteoclastos. Entretanto, em condi¢des sadias,
o sistema imune pode ser capaz de proteger o esqueleto. Todavia, 0 mecanismo
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patofisiologico entre o DM e o metabolismo ésseo comprometido ainda ndo é bem
elucidado. No que se diz respeito aos efeitos celulares, ndo se sabe se ha uma ligagao
direta e causal entre os metabolitos resultantes da hiperglicemia e as fungbes
celulares diminuidas no processo de manutengao ossea (32,45).

A hiperglicemia por si ja possui efeitos toxicos sobre a diferenciagdo de MSCs
em adipaocitos, estimulando a via ndo-canénica Wnt/proteina kinase C e aumentando
a expressédo do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARYy),
resultando em adipogénese aumentada e perda 6ssea. Ja o pobre controle glicémico
tende a suprimir alguns dos principais genes, como o Runx2, envolvidos na
osteoblastogénese (28).

Em pacientes com DM1 (insulinodependentes), geralmente € observada uma
significante diminuigdo na formagédo Ossea, podendo levar a uma massa Ossea
reduzida e um risco aumentado de osteoporose. Ja em pacientes com DM2, embora
a densidade Ossea trabecular geralmente seja mantida, esses pacientes também
costumam apresentar prejuizo na sua microarquitetura 6ssea e na qualidade do
esqueleto, onde pode ser observado o aumento da porosidade cortical, o que indica
um possivel aumento da atividade de osteoclastos promovendo perda dssea e
provocando consequentemente um aumento de fragilidade. No geral, os pacientes
com DM2 podem exibir um aumento de apoptose de osteoblastos, diminuicdo da
diferenciagao osteoblastica e aumento reabsor¢cdo 6ssea mediada por osteoclastos
(45,46).

Dessa forma, as questdes relativas as complicacbes Osseas de pacientes
diabético ainda s&do um desafio, devido ao aumento acentuado da populacéo diabética
e 0 consequente risco aumentado de fraturas (46). Assim, tal problematica possui
grande significado clinico para o desenvolvimento de abordagens eficazes para
possivel prevengao, ou até mesmo tratamento da osteopenia/osteoporose diabética,

como por exemplo os peptideos de defesa do hospedeiro.

2.3 CICATRIZACAO TECIDUAL

A cicatrizagao de feridas de forma geral pode ser caracterizada por uma reagao
restaurativa fisiologica processada imediatamente apds a ocorréncia de lesdo tecidual
e tem inicio a partir da migragao de células adjacentes as bordas da ferida, enquanto

ha a proliferagcao de novas células (47,48).
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De maneira geral, a cicatrizagdo esta relacionada com organizagao celular,
sinais quimicos e matriz extracelular. Uma vez que o ferimento promove
extravasamento sanguineo, a area € preenchida principalmente com plasma e
plaquetas e um tampé&o rico em fibrina € produzido a partir da agregacgao plaquetaria
e ativagdo da coagulagao sanguinea. O tamp&o tem o objetivo hemostatico de formar
uma nova barreira de emergéncia e organizar uma matriz extracelular proviséria.
Dessa forma, a matriz provisoéria participa como reservatério de citocinas e fatores de
crescimento, contribuindo para o processo de cicatrizagdo (49-51).

Nessa situagao, as plaquetas podem induzir a liberacdo de glicoproteinas
adesivas (fibronectina e trombospondina) e dos seguintes fatores de crescimento:
derivado de plaquetas (PDGF), de transformag&o do crescimento beta e alfa (TGF-
B/a), epidérmico (EGF), do endotélio vascular (VEGF). Em seguida, células
parenquimatosas atraidas para esse sitio podem produzir mediadores vasoativos e
fatores quimiotaticos, recrutando células inflamatérias como neutréfilos e macréfagos.
Em adicdo, novos vasos sanguineos sdo formados e promovem aumento da
permeabilidade vascular. Moléculas extravasadas podem contribuir com a deposi¢ao
de fibrina. A angiogénese faz-se necessaria para a formagdo do novo tecido de
granulagado com a migragao e estimulagao mitogénica de células endoteliais (52—-54).

Desta forma, a cicatrizacédo de feridas trata-se de um processo complexo que
envolve eventos moleculares e celulares para a restauracdo do tecido lesado e o
processo de reparo pode ser dividido em fase inflamatodria, proliferativa e de
maturacéo (47,48).

A fase inflamatdria é descrita como fase responsavel por uma resposta
inflamatoria em grande escala, podendo ser considerada parte essencial e critica de
qualquer resposta a cicatrizacao de feridas. O controle dessa fase se faz de extrema
importancia, uma vez que inflamagbes exacerbadas e prolongadas podem
representar feridas cronicas e nao cicatrizadas. Enquanto, respostas inflamatérias
reduzidas podem reduzir a formacgé&o de cicatrizes e levar a ruptura do tecido (48).

Dessa forma, o inicio da resposta inflamatoria a um tecido lesado geralmente
ocorre por meio do recrutamento de neutrofilos que promovem a limpeza dos
fragmentos celulares e a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS), liberagéo
de granulos e formagdo de vacuolos para a eliminacdo de possiveis patdégenos
invasores, assim como promovem a producao de citocinas pro-inflamatoérias, a fim de

preparar o local para uma boa cicatrizagdao. Apos a fase inicial, cerca de 72h depois,
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os neutrofilos comegam entdo a serem fagocitados por macrofagos e fibroblastos que
irdo entdo produzir citocinas pro-inflamatérias, como por exemplo TNF-a, IL-1, IL-6 e
IL-12 e fatores de crescimento, como o TGF-1 (48,55).

Seguido da fase inflamatoria, ocorre a fase proliferativa, com duragdo de 3 a 5
dias, que pode ser caracterizada pelo acumulo de diferentes tipos celulares, como
fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e tecido conjuntivo para exercer o
papel de matriz extracelular, incluindo proteoglicanos, acido hialurénico, colageno,
elastina. Essa nova matriz extracelular forma o tecido de granulacao a fim de substituir
o coagulo formado para o fechamento temporario da ferida. Citocinas e fatores de
crescimento, como TGF-f3 1, 2 e 3 geralmente estdo envolvidos nessa fase, que dura
cerca de dias a semanas (56).

A ultima fase, a fase de maturagao promove uma recuperagao do tecido normal
com o depdsito de proteoglicanas e colageno € processada a partir da remodelacgao,
que exige um balango entre a apoptose das células residentes e proliferagdo de novas
células. A degradacao da profusa matriz extracelular e a substituicdo do colageno tipo
lIl pelo colageno tipo | pode ser considerada como ponto critico, onde qualquer
desequilibrio pode promover um excesso de cicatrizagdo ou a permanéncia de uma
ferida crénica. Nesse processo, os fibroblastos produzem TNF-q, IL-1, PDGF e TGF-
B e as células epiteliais produzem EGF e TGF-B. Por fim, a reepitelizagéo ocorre por
recobrimento da ferida com novo epitélio, a partir da migragdo e proliferacédo de
queratindcitos regulados por fatores de crescimento, integrinas e MMP (47,56-59).

Ja no contexto de pacientes diabéticos, de forma geral muitos possuem
comprometimento no processo de cicatrizacdo de feridas, devido a presenca de
inflamacéao crénica, somado ao comprometimento vascular e neuropatico, o que pode
provocar o aparecimento de ulceras e feridas sépticas, comumente conhecidas como
feridas diabéticas. Apesar do processo inflamatério ser fator importante na
cicatrizacdo de feridas, a inflamacédo descontrolada costuma ser prejudicial a
regeneragcdo de tecidos, uma vez que mediadores inflamatodrios influenciam
negativamente na migracao de fibroblastos e células epiteliais (48,60). Dessa forma,
além do aspecto inflamatério, outros fatores também contribuem para o
comprometimento na cicatrizag&o de feridas diabéticas, como a resposta angiogénica
prejudicada, as complicagbes microvasculares (hipdxia), a fungdo prejudicada de
neutréfilos e macréfagos, assim como producgéo reduzida de fatores de crescimentos

associados a cicatrizagao (61).
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Evidéncias sugerem que outro fator agravante para o paciente diabético é o
envelhecimento avangado das fibras de colageno, devido a hipoteses relacionadas ao
metabolismo alterado em condigdes de constante hiperglicemia, o que pode promover
glicosilagéo proteica. Em adigdo, danos ao colageno podem contribuir para o inicio
precoce e o aumento da gravidade de aterosclerose presente nesses pacientes,
diminuigao do recolhimento elastico pulmonar e espessamento difuso das membranas
capilares (62).

Dessa maneira, peptideos imunomoduladores poderiam se tornar uma
proposta de tratamento complementar em feridas de pacientes diabéticos, a fim de
controlar a resposta imune exacerbada nesses pacientes e com isso, promover um
balanco no processo de cicatrizagcédo tecidual e consequentemente, promover uma

melhoria na qualidade de vida.

2.4 PEPTIDEOS IMUNOMODULADORES

Recentemente, muitos estudos estdo sendo desenvolvidos a fim de desvendar,
ou até mesmo aprofundar, o conhecimento relacionado ao potencial de novos
peptideos, sendo eles naturais ou sintéticos. O estudo desses peptideos objetiva o
seu uso para auxilio em terapias ja existentes, como adjuvantes e/ou substitutos de
classes de anti-inflamatérios ou até antibidticos contra diversos tipos de infecgdes
(63,64). Esses possiveis novos peptideos poderiam ser utilizados como opgdes
terapéuticas mais eficazes, rapidas ou até mesmo, com menor custo. Atualmente, ha
diversos peptideos com agdo antimicrobiana, com estrutura e modo de acgao
amplamente descritos, contudo, ultimamente o foco dos pesquisadores tem sido o
desenvolvimento de peptideos, que além de antimicrobianos, apresentem outras
fungdes, como por exemplo, a imunomodulacdo. Estes peptideos sdo denominados
de peptideos promiscuos, onde varios alvos estdo associados a uma unica estrutura
de peptideo (65). Dessa forma, o foco deste trabalho sdo peptideos capazes de alterar
o sistema imune, chamados de peptideos de defesa do hospedeiro.

Os peptideos catidnicos de defesa do hospedeiro (do inglés cationic host

defense peptides, CHDPs) ou simplesmente HDPs s&o conservados, pequenos (<50
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aminoacidos), de carga positiva, catidbnicos e com tendéncia a adotar estrutura
anfipatica em meios hidrofobicos, além de ser componentes inatos de defesa do
hospedeiro, possuindo duas principais classes de peptideos: as catelecidinas e as
defensinas (66—68). Os HDPs sdo descritos como capazes de eliminar uma variedade
de microrganismos, incluindo bactérias multirresistentes, fungos, protozoarios e até
mesmo virus. Esses peptideos s&o capazes de agir tanto por meio de ataque a
membrana, quanto através de alvos intracelulares (69).

Além da agao antimicrobiana, os HDPs podem também ser utilizados como
moléculas com potencial imunomodulatério. No que diz respeito a sua agao sobre o
sistema imune, esses peptideos podem possuir expressido pleiotropica e multiplos
alvos e dessa forma, podendo ser capazes de induzir, direta ou indiretamente, a
producdo de citocinas a partir de leucdcitos, reduzir os niveis de citocinas pro-
inflamatorias produzidas em resposta a antigenos, recrutar leucocitos para o sitio da
provavel infeccado, modular a expressao de quimiocinas e espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (NO), estimular a angiogénese, contribuir para o processo
de cicatrizacido de feridas e ainda ativar e promover a diferenciagéo de leucdcitos e
macréfagos (70-72). Em adicdo a agdo imunomoduladora e agéo cicatrizante, os
HDPs ainda demonstram na literatura um efeito anti-inflamatério via inibicdo da
geragcdo de citocinas induzidas por lipopolisacarideo (LPS), em macrofagos e
monacitos (73).

As catelecidinas, uma das classes de HDPs, possuem a regido N-terminal
altamente conservada e s&o produzidas como pré-pro-peptideos e armazenadas no
interior de vacuolos granulares. Uma vez que as células sdo ativadas, as catelecidinas
podem entdo ser secretadas e o N-terminal é clivado, gerando assim sua forma
madura e um peptideo biologicamente ativo (74). Recebem esse nome devido a
habilidade do dominio catelina 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 de sua proteina precursora, onde ha o
predominio do dominio catelina (75). Dentre os 30 membros da familia das
catelecidinas, descritos como de origem mamifera, existe apenas um membro com
origem humana, a proteina hCAP-18, que é a precursora do peptideo natural LL-37
(76).

De forma semelhante as catelecidinas, a classe das defensinas possui

peptideos multifuncionais catibnicos que contém cisteina, que sao ativadas por
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processo proteolitico a partir de um precursor inativo. As defensinas possuem os tipos
a, B e 6, sendo este ultimo, circular, sem N- ou C- terminal (77-79). Os peptideos
pertencentes a classe das defensinas possuem efeitos antibacterianos contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, assim como efeitos antivirais e
antifungicos e possuem papel ativo na resposta imune do hospedeiro em resposta a
infeccbes. As mais importantes defensinas humanas sao: os peptideos de neutrofilos
humanos (HNPs) e as B-defensinas humanas (HBDs) (80,81).

Desta forma, devido ao potencial imunomodulador, nos proximos topicos, sera

dado destaque aos HDPs de interesse para este estudo.

241 Peptideo LL-37

O peptideo LL-37 pertence a classe das catelecidinas, sendo o unico membro
de origem humana da familia dos HDPs. E um peptideo gerado a partir da clivagem
extracelular, pela proteinase 3, da proteina obtida de granulos de neutrofilos, a hCAP-
18. Essa proteina também esta presente em mondcitos, linfécitos, queratinécitos e
células epiteliais, durante desordens inflamatorias (82). Possui o nome LL-37 pois &
um peptideo que possui 37 residuos de aminoacidos, iniciado por duas leucinas, como
descrito na sequéncia a seguir LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES
e possui 4493,33 Da (Figura 1) (78). Apesar de ser a forma madura do peptideo, ha
ainda fragmentos menores que podem ser formados pelas serino proteases, como o
KS-30, KS-22, LL-29, KR-20, RK-31, LL-23 e KS-27 (83).

Figura 1 — Estrutura representativa em 3D do peptideo LL-37 por ressonancia magnética nuclear
(NMR). Fonte: PDB ID: 2K60 — Wang, G. 2008 (84) https://www.rcsb.org/structure/2K60 acessado em:
06/12/2018.
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Inicialmente, o peptideo LL-37 foi descrito e caracterizado como um peptideo
antimicrobiano, com funcéo especialmente microbicida contra um amplo espectro de
bactérias tanto Gram-positivas, quanto Gram-negativas, além de fungos e formagéao
de biofilmes. Contudo, varias estratégias de resisténcia ao peptideo ja foram descritas.
Exemplos dessas estratégias sdo: a produgdo de proteases capazes de clivar o
peptideo, modificagdes de membrana e modificagdes de estrutura até mesmo do LPS,
demonstrando assim, que sua atividade antimicrobiana ndo seria tao eficiente (83).

Entretanto, o amplo espectro de atividade do peptideo LL-37 ainda inclui a
indugcao de proliferagdo celular e angiogénese e promogao de migragcado de ceélulas
epiteliais e fechamento de feridas, tendo assim um importante papel na homeostase
de tecidos e no processo regenerativo (85). O peptideo LL-37 demonstra ac&do na
homeostase e regeneracgéo de tecidos e ainda age como molécula capaz de modular
o sistema imune, com o potencial de quimiotaxia, atraindo neutréfilos, mondcitos e
linfocitos T, e pode controlar o processo de inflamagéao em sitios de infec¢ao e injurias,
tendo efeitos tanto pré-inflamatérias, quanto anti-inflamatérios (85-87). Assim, pode-
se dizer que o peptideo LL-37 pode seletivamente modular as respostas imunes do
hospedeiro para ser capaz de resolver a inflamagao induzida por patdégeno, enquanto
mantém ou melhora a imunidade (88).

O mecanismo de modulagdo imune utilizado pelo peptideo LL-37 ainda é
complexo. Contudo, tem sido demonstrado que alvos da via inflamatéria, como os
receptores do tipo foll-like (TLR) para fator nuclear-kappa B (NF-kB), na presenca de
patogenos ou estimulos inflamatorios, resultam em supressao seletiva de respostas
pré-inflamatérias. Ao mesmo tempo em que ha essa supressao de respostas proé-
inflamatdrias, ha também a manutencdo de respostas imunes criticas, como o
recrutamento de células de defesa. Entretanto, a literatura também descreve que a
LL-37 possui a capacidade de promover a produgdo e secregao de moléculas
sinalizadoras pré-inflamatoérias a partir de células circulantes ou células epiteliais
(88,89).

O peptideo LL-37 tende a possuir uma tendéncia a alterar sua conformagao em
solucao salina e dessa forma, a interagcéo do peptideo com a membrana celular neutra
das células hospedeiras tende a ser favorecida. Na interacédo peptideo-membrana, a
LL-37 tende a ser capaz de atuar na célula do hospedeiro formando poros transitérios
ou lesdes nas membranas e permitir a liberacdo do material intracelular, promover o

acumulo de peptideo nas regides de receptores, interagir com fatores ancorados na
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membrana e componentes extracelulares, como LPS, impedindo dessa forma a
interacdo com os receptores e ainda, pode distribuir tais moléculas a receptores ou
compartimentos intracelulares por endocitose, controlando assim a resposta

inflamatoria (Figura 2) (89).
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Figura 2 — Representagdo esquematica da agcao do peptideo LL-37 em células do hospedeiro. (1)
Interagdo com a membrana da célula hospedeira em forma de oligdmero, (2) preferindo a forma de
jangada lipidica e permanecendo ligada a superficie da membrana como tal. Pode interagir com o
dominio TM do receptor de peptideo formil semelhante ao humano (FPRL)-1 (3) e do receptor do canal
P2X7, resultando em uma possivel ativagdo do tipo ndo-candnica. (4) Ativacdo de proteases de
membrana, liberando fatores de crescimento ancorados que podem ativar o receptor de fator do
crescimento epidérmico (EGFR). (5) Interagao com receptor do tipo Toll-like (TLR)-4 ou seu co-receptor
CD14, (6) ou ligagdo com PAMPs, por meio de ligagédo ao LPS, reduzindo seus efeitos pro-inflamatorios.
(7 e 10) Interagdo com receptor, mediando a endocitose de agregados de LL-37. (8, 9 e 10) Ligacao
com moléculas anidnicas extracelulares, como dsDNA, dsRNA ou LPS, seguido de endocitose mediada
por jatos lipidicos auxiliada por interagédo direta com proteoglicano, FPRL-1 ou EGFR, levando a sua
internalizagao. (11) Acesso a receptores intracelulares, (12) a proteinas como GAPDH que sao capazes
de modular a atividade de vias de sinalizagéo, (13) ou ao compartimento nuclear, podendo ser capaz
de promover respostas pro-inflamatérias Uteis ao hospedeiro. Fonte: Adaptado de Xhindoli et al. 2016
(89).

No que diz respeito a relagéo entre o peptideo LL-37 e o DM, ha estudos que
demonstram que pacientes diabéticos possuem menores niveis de producdo do
peptideo, tanto em células mononucleares do sangue periférico quanto na pele,
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quando comparados a pessoas saudaveis. Esse dado sugere que o aumento dos
niveis de glicose sanguinea pode estar relacionado com a baixa produgé&o dos HDPs
(90).

Em um outro estudo, foi demonstrado que as altas taxas de glicose suprimiram
a leséo induzida pelo aumento de expressao de LL-37 endogena e a LL-37 adicionada
de forma exogena, que restaurou parcialmente a cicatrizagdo de feridas na presenga
de altas taxas de glicose e interrompeu a sinalizacdo de receptor de fator de
crescimento da epiderme (EGFR) em culturas de corneas suinas (91).

Ja quando relacionado ao metabolismo 6sseo, em dois diferentes estudos, o
peptideo LL-37 foi capaz de suprimir a osteoclastogénese induzida por RANKL em
culturas de PBMC humana no periodo inicial de 0 a 4 dias, entretanto, o mesmo nao
ocorreu em cultura de macrofagos derivados de medula d6ssea (BMM) de
camundongos, indicando que os precursores de osteoclastos de humanos e
camundongos possuem respostas diferentes ao peptideo (37,92,93).

Desta forma, o peptideo LL-37 foi selecionado para ser utilizado como peptideo
comparativo por ser uma catelecidina natural humana com efeitos imunomodulatorio

e de inibicdo da osteoclastogénese humana, previamente descritos.

2.4.2 Peptideo IDR-1018

Os peptideos reguladores da defesa inata (do inglés, innate defense regulators
IDRs) séo versdes sintéticas dos HDPs naturais. Os IDRs possuem ampla agao
protetora contra infec¢des bacterianas sistémicas, mesmo com auséncia de atividade
antimicrobiana, representando assim uma nova terapia contra infeccbes e com
potencial anti-inflamatorio (12,94).

Os peptideos IDR pertencem a uma classe complexa de peptideos
imunomoduladores, derivados de HDPs enddgenos e com a potente habilidade de
combater patdégenos bacterianos através da complexa regulagéo da resposta imune
inata, diminuindo respostas pro-inflamatérias e assim, limitando inflamagdes
potencialmente danosas (12,95). O mecanismo de recrutamento celular dos
neutrofilos, por exemplo, mediado pelos peptideos da classe IDR envolve a indugao
local de quimiocinas e a promocado de adesao celular mediada por ativacao de
integrinas e produgado de citocinas pro-inflamatorias. A migragdo dos neutrofilos da

circulagao para a area de inflamacao ou infecgdo envolve a regulagdo da expressao
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de moléculas de superficie de adesdo, como por exemplo a L-selectina e as integrinas
B2 (12,96,97).

O peptideo IDR-1018 possui 1788,17 Da e sequéncia com 12 residuos de
aminoacidos, VRLIVAVRIWRR-NHZ2 (Figura 3). O IDR-1018 € relatado como o mais
potente indutor de quimiocinas, como a proteina quimioatraente de mondécitos (MCP)-
1 e MCP-3, o qual possui habilidade de reduzir a produgao de citocinas induzidas por
LPS, principalmente a TNF-a, ao mesmo tempo que possui minima atividade
citotoxica e hemolitica (12,98—100).

Figura 3 - Estrutura representativa em 3D do peptideo IDR-1018 elucidada por ressonancia magnética
nuclear (NMR). Fonte: Wieczorek et al. 2010 (99).

A cicatrizac&o de feridas e a fagocitose de células que sofreram apoptose sao
fungdes caracteristicas de macrofagos. Consistente com essas informagdes,
macrofagos M2 diferenciados na presenga do IDR-1018 exibiram um aumento na
expressao basal de diferentes genes relacionados a cicatrizagado de feridas (EGF,
VCAN), que sdo essenciais para o processo de reparo tecidual. Essa informacéo é
complementada com estudos, que demonstraram que o peptideo IDR-1018
apresentou-se como um bom promotor de cicatrizagdo em tecidos de camundongos
e porcos (101,102).

Seguindo a linha de diferenciacdo de macrofagos, estudos sugerem que
macrofagos diferenciados na presenga do peptideo IDR-1018 atuam principalmente
durante a resolucao de infeccdo ou apos a lesdo tecidual, limpando os debris celulares

e células que sofreram apoptose do local afetado, processo este necessario para o
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retorno da homeostase tecidual (101). E em estudo prévio, demonstrou efeito protetor
in vitro, com melhores resultados quando comparado aos peptideos IDR-1002 e DJK-
6, mantendo os niveis de mediadores pré-inflamatoérios e anti-inflamatorios similares
aos niveis basais em culturas de células RAW 264.7 estimuladas com 12 e 24 mM de
D-glicose.

Contudo, ainda nao ha relatos do efeito do peptideo IDR-1018 sobre o
metabolismo ésseo e sendo assim, e levando em conta o histérico do peptideo no que
diz respeito a inducdo de quimiocinas, reducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e seu efeito na cicatrizagao de feridas, esse peptideo foi considerado
como um possivel bom candidato para a avaliagdo do seu efeito quando exposto a
um modelo in vitro de diferentes concentragdes de glicose.

O DM possui alta prevaléncia mundial e possui caracteristicas relacionadas aos
seus efeitos sistémicos culminando em diversos processos de lenta recuperacao e de
grande impacto, ndo s6 na vida do paciente, mas também na sociedade. Os custos
relacionados a deteccdo e tratamento da doenca sdo altos e as complicacbes
causadas pelo DM, tanto agudas, quanto crénicas contribuem significativamente para
o impacto econdmico da sociedade. Esse impacto econdmico é gerado, uma vez que
o DM contribui para uma mortalidade prematura, maior possibilidade de deficiéncias
e consequentemente, o absenteismo de individuos economicamente ativos. Dessa
forma, as complicagdes relacionadas a fragilidade 6ssea diabética e a cicatrizagédo de
feridas diabéticas prejudicada sdo algumas das condigbes que impactam direta e
negativamente no individuo e sociedade. Portanto, este trabalho visa verificar os
efeitos de peptideos de defesa do hospedeiro frente a um modelo de altas
concentragdes de glicose in vitro, relacionados ao aspecto 6sseo e cicatricial, para
futuramente vir a ser desenvolvidos produtos adjuvantes que possam contribuir para

a melhora da qualidade de vida de individuos com DM.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de peptideos imunomoduladores, na presenga e auséncia de
altas concentragdes de D-glicose, na osteoclastogénese, mineralizag&o e migragao in

vitro.

3.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos de altas concentragdes de glicose (12 e 24 mM) e determinar
a menor concentragdo do peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") capaz de
inibir a osteoclastogénese em osteoclastos derivados de células
mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs), por meio da viabilidade
celular, produgédo de NO e diferenciagcédo de osteoclastos in vitro;

e Avaliar os efeitos dos peptideos IDR-1018 e LL-37 (na concentragéo
determinada pelo objetivo especifico anterior), na auséncia e presencga de altas
concentragbes de D-glicose (12 e 24 mM) em osteoclastos derivados de
PBMCs, por meio da viabilidade celular, produ¢cdo de NO, diferenciacdo de
osteoclastos e produgao das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a in vitro;

e Avaliar os efeitos de altas concentragdes de glicose (12 e 24 mM) em
osteoblastos derivados de SaOs-2, por meio da por meio da viabilidade celular
e quantificacdo de matriz mineralizada in vitro;

e Avaliar os efeitos dos peptideos IDR-1018 e LL-37 (na concentragéo
determinada pelos ensaios envolvendo osteoclastos derivados de PBMCs), na
auséncia e presencga de altas concentragdes de D-glicose (12 e 24 mM) em
osteoblastos derivados de SaOs-2, por meio da Vviabilidade celular,
quantificacdo de fosfato, atividade de ALP e quantificagdo de matriz
mineralizada in vitro;

e Avaliar os efeitos de altas concentragdes de glicose (12 e 24 mM) e determinar
a menor concentragdo ativa do peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL") em
fibroblastos humanos (hFIB), por meio da viabilidade celular, proliferagdo e

migracgao celular in vitro;
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4 METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo envolveu uma avaliagdo quantitativa e qualitativa do efeito dos
peptideos IDR-1018 e LL-37 nos processos de osteoclastogénese, mineralizagéo e
migragao in vitro na presenga e auséncia de altas concentragdes de glicose (12 e 24
mM), a fim de mimetizar in vitro as condigdes de compensagao glicémica (216 mg.dL"
) e descompensacao glicémica (432 mg.dL-') de um paciente diabético (103). Para
tanto, esse estudo foi dividido em 3 fases (Figura 4), onde o intuito foi iniciar a
determinacao do potencial destes peptideos como nova forma terapéutica adjuvante
contra fragilidades Osseas/teciduais provocadas em pacientes diabéticos como

consequéncia da hiperglicemia cronica.
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Figura 4 — Etapas de desenvolvimento do estudo.
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4.2 OBTENCAO E PREPARO DOS PEPTIDEOS

Os peptideos LL-37 e IDR-1018 foram sintetizados, purificados (>95 %),
liofiizados e armazenados pela empresa Peptide 2.0 Inc. (EUA). A sintese foi
realizada em fase solida a partir da metodologia F-moc (104). Antes dos experimentos,
foi realizada confirmagcdo da massa molecular e pureza dos peptideos 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 pL de acido
trifluoroacético a 3 %, acetonitrila 100 % e 200 yL de agua ultrapura), no volume de
1:3. Depositadas na placa (AnchorchipVar-384) em ftriplicata, as amostras
cristalizaram a temperatura ambiente. As massas moleculares foram determinadas
via MALDI-ToF Ultra Flex Ill (Bruker Daltonics, EUA). As massas monoisotopicas
foram obtidas a partir de espectrometria de massa (Bruker Daltonics, EUA), utilizando
o método de operacao refletido e positivo de 700 a 3500 Da, com calibragao externa
(Anexo A — Figuras 1 e 2).

4.2.1 Purificagcao do peptideo LL-37 e quantificagcao dos peptideos LL-37 e
IDR-1018

Uma vez que o espectro da massa do peptideo LL-37 tenha apresentado
impurezas, com a presenca de ions ndo compativeis com o peptideo ou ions
compativeis com degradagdo, o peptideo foi submetido a purificagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa por tempo de retencédo (RT-
HPLC). Para tal, o peptideo foi solubilizado em agua ultrapura (500 ug) e submetido
a coluna semi preparativa C18 (NST, 5 uym, 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.min"". As
fracdes, monitoradas a 216 nm, foram coletadas e liofilizadas. Apos a purificacao, a
amostra foi novamente analisada por MALDI-ToF.

Para os experimentos, ambos os peptideos (IDR-1018 e LL-37) foram diluidos
em agua ultrapura e quantificados pela absorgéo de UV a 205, 215 e 225 nm utilizando

a formula de concentragéo (105):
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A = (abs215 — abs225) x 144
B = (abs205) x 31

A+B
—5 = ug. mL™1

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

4.3 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE REABSORCAO OSSEA
- OSTEOCLASTOS DERIVADOS DE PBMCS

Nesta parte do trabalho foram utilizados osteoclastos derivados do isolamento
de PBMCs. No primeiro momento, avaliou-se apenas o efeito de altas concentragdes
de glicose (12 e 24 mM) no processo de osteoclastogénese (fase 1), através da
contagem do numero de osteoclastos, apds coloragdo de TRAP. Em seguida, a
definicdo da menor concentracdo ativa do peptideo IDR-1018 foi avaliada pelos
parametros: numeros de osteoclastos diferenciados, viabilidade celular e produgao de
NO (fase 2). Posteriormente, avaliou-se de forma mais profunda, o efeito do peptideo
IDR-1018, em comparacdo com o peptideo LL-37, nos processos de
osteoclastogénese, com avaliagdo da produgao das citocinas IL-6, IL-10, TNF-a (fase
3) (Tabela 1 e Figura 5).
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Tabela 1 — Etapas de desenvolvimento dos ensaios relacionados ao processo de reabsorgcédo 6ssea

Fase Objetivo Parametros Metodologia Tipo celular
Avaliacao dos efeitos de altas Viabilidade celular MTT
1 concentragdes de glicose (12 e | Diferenciacdo em | Coloragdo de
24 mM) osteoclastos TRAP
Viabilidade celular MTT
Determinagao da menor Diferenciacdo em | Coloragéo de
2 concentracao ativa do peptideo osteoclastos TRAP
IDR-1018 (16, 32 e 64 yg.mL™") Dosagem de Reacgao de Osteoclastos
oxido nitrico Griess derivados de
Viabilidade celular MTT PBMCs
Avaliacao dos efeitos dos Diferenciacdo em | Coloragéo de
peptideos IDR-1018 e LL-37 osteoclastos TRAP
3 OBS: o peptideo LL-37 foi Dosagem de Reacgao de
utilizado como padréao oxido nitrico Griess
comparativo. Producéo de IL-6,
IL-10 e TNF-a ELISA
Viabilidade celular
Estimulos Oxido Nitrico IL-10 TRAP
TNF-aeIL-6
- | a
24h 72h 14 dias

Figura 5 - Linha do tempo dos ensaios relacionados ao processo de reabsorg¢ao éssea.
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4.3.1 Isolamento de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)

humano

O sangue total (cerca de 48 mL) foi coletado de 3 diferentes voluntarios
saudaveis, com a amostra de cada paciente utilizada para a realizagao de cada réplica
bioldgica, nos laboratérios do Programa de Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da
Universidade Catélica de Brasilia, Brasilia, Brasil, com aprovagdo do Comité de Etica
em Pesquisa da mesma Universidade (CAAE n°. 72087317.1.0000.0029) (Anexo B).

As células PBMCs foram isoladas por centrifugagdo com gradiente de
densidade utilizando Ficoll Paque Premium (GE Healthcare, EUA). Resumidamente,
48 mL de sangue total foram diluidos em 48 mL de tampéao fosfato salino (PBS) e
entdo, cada 6 mL da diluicdo foram adicionados sobre 6 mL de Ficoll Paque Premium
em temperatura ambiente em tubos de fundo cénico de 15 mL e centrifugado (400 g,
30 min, 20°C, sem freio). A camada superior foi descartada restando apenas a camada
de células mononucleares (linfocitos, mondcitos e trombdcitos) que foi coletada
cuidadosamente e transferida para um novo tubo de fundo conico. No novo tubo, as
células foram diluidas na proporgao de 1:4 em PBS e novamente centrifugada (400 g,
30 min, 20 °C, sem freio). O sobrenadante foi descartado e a camada de células
mononucleares foi lavada com 10 mL de PBS, seguido de nova centrifugagao (250 g,
10 min, 20 °C, sem freio). Subsequentemente, apds a eliminagcdo do sobrenadante, o
sedimento celular foi ressuspenso em 10 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium,; Gibco, EUA) suplementado com 10 % de soro bovino fetal
(Gibco, EUA), 0,5 % de solugdo de aminoacidos MEM (Gibco, EUA), 0,05 % de
gentamicina (Gibco, EUA), 0,5 % de L-glutamina (Gibco, EUA) e 0,5 % de
penicilina/estreptomicina (1000 U.mL™"; Gibco, EUA), acrescentado 25 ng.mL" de M-
CSF (Peprotech, EUA) e mantido em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 °C e 95 % de
umidade por 72 h (106,107).
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4.3.2 Condigoes de cultura e grupos experimentais para o ensaio de

osteoclastogénese

Apoés 72 h do isolamento, as células n&o aderentes foram descartadas e o
cultivo das PBMCs (macréfagos M-CSF-dependentes) foi realizado na concentragao
de 16x103 células por pogo, em placas de cultura de 96 pogos (Kasvi, Brasil), em meio
de cultura alpha MEM (Minimum Essential Medium Alpha Medium; Gibco, EUA)
suplementado com 15 % de soro bovino fetal (Gibco, EUA), 2,6 % de NaHCO3
Hibrimax (Sigma-Aldrich, EUA), 1 % de solugdo de aminoacidos MEM (Gibco, EUA),
0,05 % de gentamicina (Gibco, EUA), 1 % de L-glutamina (Gibco, EUA) e 0 1 % de
penicilina/estreptomicina (1000 U.mL"; Gibco, EUA). As culturas foram submetidas
aos estimulos de 25 ng.mL-' de M-CSF (Peprotech, EUA), 10 ng.mL"! do ligante do
receptor de ativagao nuclear fator kappa B soluvel (SRANKL; Peprotech, EUA) e altas
concentragbes de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e tratadas com o
peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™"), 24 h apds o semeio das células, totalizando
14 dias de cultivo. Em um segundo momento, as células foram tratadas também com
o peptideo LL-37 (na mesma concentracdo definida a partir do peptideo IDR-1018),
de acordo com fase 3 do trabalho (Tabela 2). Para o grupo controle considerou-se o
grupo de macréfagos derivados de células PBMC humano estimulados apenas com
M-CSF. Cada grupo experimental foi realizado em triplicatas técnicas e biologicas
(108,109).

4.3.3 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada apds o periodo de 24 h de incubagao das
placas, contendo os grupos experimentais, a 5 % de CO», 37 °C e 95 % de umidade.
O grupo controle positivo foi representado por pogos em triplicata contendo células e
meio de cultura, representando 100 % da viabilidade celular e o grupo controle
negativo foi representado por pogos em triplicata contendo células em meio de cultura
com solugdo de lise (10 mM Tris, 1 mM EDTA e 0,1 % triton X-100, pH 7.,4),
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-
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metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo no produto formazan (110). Apds os
periodos de incubacgao, todo o sobrenadante foi removido e adicionado 100 uL de
meio alpha MEM por pog¢o, seguido de 10 uL do reagente de MTT (500 ug por pogo).
As placas de cultura foram novamente incubadas por 3 h a5 % de CO2, 37 °C e 95 %
de umidade. Apos esse periodo, a reacdo foi bloqueada com 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich, EUA) por pogo com posterior
homogeneizagdo de cada pogo para a completa solubilizagdo do produto celular. A
leitura da absorbéancia foi realizada em leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT,
EUA), @ um comprimento de onda de 570 nm.

4.3.4 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Outro parametro analisado para a avaliagdo da osteoclastogénese foi a
producao de NO. A partir das culturas utilizadas para a analise de viabilidade celular,
os sobrenadantes de 24 h foram coletados para a avaliagdo dos niveis de nitrito. O
meétodo utilizado para avaliagcdo da producédo de nitrito foi o da reacdo de Griess
descrito por Green et al. (111), com modificagdes. Brevemente, foram transferidos 100
ML dos sobrenadantes das culturas para uma nova placa de 96 pogos (Kasvi, Brasil).
Nos pocgos da curva padrao de nitrito de sédio foram adicionados 100 uL de meio
alpha MEM suplementado (Gibco, EUA) e em seguida, adicionados 100 uL de solu¢ao
de nitrito de sédio (74 mg.mL™") diluido na proporgéo de 1:1000, seguido de diluigéo
seriada. Por fim, foram adicionados 100 uL de solugao de sulfanilamida 1 % em acido
fosférico 2,5 % e naftiletiienodiamina 1 % em acido fosforico 2,5 %, na proporcao de
1:1, em todos os pog¢os contendo curva padrao e amostras. Apds 10 min de incubagao
a temperatura ambiente, a leitura foi realizada em leitor de microplacas (Bio-Tek
PowerWave HT, EUA), a 490 nm. O calculo para estimar a quantidade de nitrito foi
realizado a partir da equagéo da curva padréo de nitrito de sédio (1,5625 uM - 200
pMM).
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4.3.5 Coloragao de fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP)

Ap0Gs o décimo quarto dia experimental, as PBMCs cultivadas em placas de 96
pocos (Kasvi, Brasil), de acordo com os grupos controle e experimentais, foram
submetidas a fixagao e coloragdo de TRAP para posterior contagem em microscépio
do numero de osteoclastos diferenciados. Para a coloragdo de TRAP, foi utilizado o
kit Acid Phosphatase, Leukocyte (Sigma-Aldrich, EUA), modificado. Brevemente, apos
a remoc¢ao do sobrenadante da cultura celular, a camada celular foi fixada em cada
poco na placa com uma solugado fixadora (700 pyL de solugéo citrato, 1,9 mL de
acetona e 200 pL de formaldeido 37 %), por 2 min. Em seguida, 2,7 mL de agua
destilada a 37 °C, 60 uL de solugdo corante fast garnet, sal sulfato GBC diazotada
(100 pL de solucédo GBC e 100 pL de solugéo de nitrito de sodio), 30 pL de solugéo
naphtol AS-TR fosfato, 120 pyL de solucdo de acetato e 60 uL de solucéo tartarato
foram aquecidos a 37 °C e em cada pogo adicionados 100 pL, seguido de incubagéo
da placa em estufa a 37 °C, por 1 h. Apds este periodo, a solugao foi removida dos
pocos e agua destilada foi adicionada. Para a coloragao do nucleo das células, apos
a remoc¢ao da agua, foi adicionada a solugdo de hematoxilina aos pogos, por 30 s e
em seguida, os pogos foram lavados e os osteoclastos contabilizados por observador
cego em microscopio invertido. Foram considerados osteoclastos, as células TRAP
positivas (com coloragdo vermelho/alaranjada), com mais de trés nucleos em seu
interior (112).

4.3.6 Dosagem de citocinas

A producdo das citocinas IL-6 e TNF-a foram verificadas a partir do
sobrenadante das culturas incubadas por 24 h e da IL-10, apds 72 h. A producéo das
citocinas foi determinada pelo método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), utilizando os respectivos human ELISA development kit (Peprotech, EUA) de
cada citocina, seguindo-se as especificagdes do fabricante. Os niveis das citocinas
foram expressos em picogramas por mililitro (pg.mL™"), apés comparagéo realizada
com a curva padrdo proposta pelo kit de ELISA utilizado de acordo com as
especificagcdes do fabricante (113).
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4.4 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE DEPOSICAO OSSEA -
OSTEOBLASTOS DERIVADOS DE SAOS-2

Nesta parte do trabalho foram utilizadas células derivadas de osteosarcoma
humano SaOs-2, capazes de se diferenciar em osteoblastos quando estimuladas em
condigdes osteogénicas. Nos dois primeiros momentos avaliou-se apenas o efeito de
altas concentragdes de glicose (12 e 24 mM) no processo de osteoblastogénese (fase
1), seguido pela definicdo da menor concentragao ativa do peptideo IDR-1018 (fase
2), através da avaliagédo da formagao de matriz mineral, apds coloragéo por vermelho
de alizarina e viabilidade celular. Posteriormente, avaliou-se o efeito do peptideo IDR-
1018, em comparagao com o peptideo LL-37, nos processos de osteoblastogénese,
com verificagdo da diferenciagdo em osteoblastos por dosagem de fosfato e ALP (fase
3) (Tabela 2 e Figura 6).

Tabela 2 - Etapas de desenvolvimento dos ensaios relacionados ao processo de deposicao dssea

Fase Objetivo Parametros Metodologia Tipo celular
. . Viabilidade
Avaliacao dos efeitos de altas MTT
] celular
1 concentragdes de glicose (12 e .
Formacgao de Vermelho de
24 mM)
matriz mineral alizarina
Determinacdo da menor Viabilidade
MTT
) concentracao ativa do celular
peptideo IDR-1018 (16, 32 e Formagao de Vermelho de Osteoblastos
64 ug.mL"") matriz mineral alizarina derivados de
Viabilidade Sa0s-2
MTT
Avaliagao dos efeitos dos celular
peptideos IDR-1018 e LL-37 . Vermelho de
) Formacao de o
3 OBS: o peptideo LL-37 foi o alizarina e
matriz mineral
utilizado como padréo Fosfato
comparativo. Diferenciagdo em Fosfatase

osteoblastos alcalina
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Fofato Inorganico

Estimulos Viabilidade celular ALP
Vermelho de alizarina

| l |
O ° O

24h 21 dias

Figura 6 - Linha do tempo dos ensaios relacionados ao processo de mineralizagao.

4.4.1 Condigoes de cultura e grupos experimentais para o ensaio de

osteoblastogénese

A linhagem de células SaOs-2, gentilmente doada pelo Prof. Marcelo Silva
(Universidade Federal de Uberlandia), é do tipo epitelial, derivada de osteosarcoma
humano, com caracteristicas de osteoblastos (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 solucédo de
aminoacidos MEM (Gibco, EUA), 0,05 % de gentamicina (Gibco, EUA), 0,5 % de L-
glutamina (Gibco, EUA) e 0,5 % de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL""; Gibco,
EUA), em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 °C e 95 % de umidade. O cultivo de
células SaOs-2 foi realizado na concentragéo de 16x10° células por pogo durante 21
dias, em placas de cultura de 24 pogos (Kasvi, Brasil), em meio alpha MEM (Gibco,
EUA) suplementado, com condigbes osteogénicas (50 pug.mL" de acido ascorbico,
100 nM de dexametasona; Sigma-Aldrich, EUA; 8 mM de [(-glicerofosfato; Sigma-
Aldrich, EUA). As culturas foram submetidas aos estimulos de altas concentragdes de
D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e com o peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64
ug.mL") e, posteriormente, também tratadas com LL-37 (na mesma concentragio
definida a partir do peptideo IDR-1018), 24 h apds o semeio das células, de acordo
com cada fase do trabalho descrita na tabela 3. Para o grupo controle considerou-se
o grupo de células SaOs-2 em condi¢des osteogénicas. Cada grupo experimental foi
realizado em triplicatas técnicas e bioldgicas.
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4.4.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada apds o periodo de 24 h de incubagao das
células em placas de 96 pogos, contendo os grupos experimentais, a 5 % de CO,, 37
°C e 95 % de umidade. Os grupos controle positivo e negativo do teste, assim como

o ensaio de MTT foram realizados conforme previamente descrito (110).

4.4.3 Determinagao de formagao de matriz mineral

Para a determinagdo de matriz mineral, as células SaOs-2 foram cultivadas em
placas de 24 pogos durante 21 dias em condigbes osteogénicas, de acordo com 0s
grupos experimentais acima citados (115). Apos o periodo experimental, o meio foi
descartado e as células lavadas com tampao PBS e fixadas com formaldeido 10 %
(v/v) (Vetec, Brasil) em temperatura ambiente, por 15 min. A camada celular foi entdo
lavada 2x com agua destilada e entdo adicionado 1 mL do corante Vermelho de
alizarina S (40 mM; pH 4,1; Sigma-Aldrich, EUA) por poco. A placa foi incubada em
temperatura ambiente por 20 min, sob constante agitagdo. Apds o descarte do corante
nao incorporado, a camada celular foi lavada 4 vezes com 4 mL de agua destilada,
com agitagao de 5 min entre as lavagens. A agua destilada foi totalmente descartada
e a camada celular corada foi entdo observada em microscopio invertido (Zeiss,

Alemanha).

4.4.3.1 Quantificagdo da formagao de matriz mineral

Para a quantificacdo da coloracdo realizada para determinagcdo de matriz
mineral, foram adicionados em cada pogo 800 pL de acido acético 10 % (v/v)
(Dinamica, Brasil), seguido de incubagéao da placa por 30 min a temperatura ambiente,
sob constante agitagdo. A camada celular, juntamente com o acido acético 10 % (v/v),
foi entdo raspada do fundo do pocgo e transferida para tubos do tipo eppendorf de 1,5
mL. Apds vortexar por 30 s, a suspenséao foi coberta com 500 pL de 6leo mineral
(Vetec, Brasil), aquecida a 85 °C por 10 min e em seguida, resfriada em gelo por 5
min. Apds o completo resfriamento, a suspenséao foi centrifugada a 20.000 g por 15
min e 500 yL do sobrenadante transferido para um novo tubo. Para a neutralizagao
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do acido, foi adicionado 200 L de hidroxido de amoénio 10 % (v/v) (Vetec, Brasil). As
aliquotas (150 pL) do sobrenadante foram dispostas em triplicata em placa de 96
pocos (Kasvi, Brasil) para leitura em leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT,
EUA), a 405 nm.

4.4.3.2 Quantificagcdo de fosfato inorgénico

A determinacdo da concentragao de fosfato inorganico (P;) foi verificada a partir
do sobrenadante das culturas de células SaOs-2 apos 21 dias experimentais em
condigbes osteogénicas. Para a realizagdo do ensaio foi utilizado o kit Phosphate
Colorimetric Assay (Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante.
Os niveis de P; foram expressos em nanomol (nMol), apds comparagao realizada com

a curva padrao proposta pelo kit (0 — 5 nMol).

4.4.4 Determinacgao de fosfatase alcalina (ALP)

A determinacao da concentragao de ALP foi verificada a partir das culturas de
células SaOs-2, na concentragdo de 7,5x103 células por pogo em placas de cultura de
96 pocos, apos 21 dias experimentais em condigbes osteogénicas (114). Para a
determinacdo de ALP, foi utilizado o kit Alkaline Phosphatase, Diethanolamine
Detection (Sigma-Aldrich, EUA), modificado. Brevemente, a partir das culturas, o
sobrenadante foi reservado e adicionado o tampao de lise celular Yasu (25 mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 % glicerol, 1 % Triton X-100, 2,5 mM Pirofosfato
de sddio e 1 mM B-glicerofosfato) sobre as células por 1 h em temperatura ambiente.
Apos a lise celular, as amostras foram adicionadas ao tampao de reagao do Kkit,
seguido da solucdo de 0,67 M p-Nitrofenil fosfato (pPNPP) e imediatamente misturadas.
Em seguida, foi registrado em leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, EUA),
0 aumento da absorbancia a 405 nm por 5 min e a taxa linear maxima por minuto foi
obtida para as amostras, o branco e o controle positivo.

Para o calculo da estimativa da atividade de ALP (mMol de pNPP/min x mg de
proteina) também foi realizada a quantificagdo de proteina utilizando-se o Qubit

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA), onde a intensidade de fluorescéncia
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€ diretamente proporcional a concentracao de proteina presente em cada amostra e

em posse dos dados calculou-se a atividade de ALP a partir da equacgéo:

média Asos nm
[( 185 ) X 1000
60

ALP (mMol de pNPP/ min Xmg de proteina)= mg de Proteina

18,5: Coeficiente de extingdo do pNPP em mM a 405 nm.
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4.5 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE CICATRIZACAO
TECIDUAL - FIBROBLASTO HUMANO (HFIB)

Nesta parte do trabalho foram utilizadas células do tipo fibroblastos humano
(hFIB). No primeiro momento, avaliou-se apenas o efeito de altas concentragbes de
glicose (12 e 24 mM) nos processos de proliferacédo e migragéo celular (fase 1). Em
seguida, a definicdo da menor concentragao ativa do peptideo IDR-1018 foi avaliada
pelos parametros: migragao e viabilidade celular (fase 2) (Tabela 3).

Tabela 3 - Etapas de desenvolvimento dos ensaios relacionados ao processo de cicatrizagao tecidual

Fase Objetivo Parametros Metodologia Tipo celular
Avaliacdo dos Proliferagéao )
] Azul de tripan
efeitos de altas celular
1 concentracdes de
glicose (12 e 24 Migragéo celular Scratch
mM)

N Fibroblastos
Determinacéao da

Migracao celular Scratch humanos
menor
5 concentracéo ativa
ti IDR-
do peptideo Viabilidade celular MTT

1018 (16, 32 e 64
ug.mL™)
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4.5.1 Condigoes de cultura de células hFIB

A linhagem de células hFIB & uma cultura primaria de fibroblastos derivados do
epitélio humano e foi gentiimente doada pela empresa CellSeq (116). 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 solugao
de aminoacidos MEM (Gibco, EUA), 0,05 % de gentamicina (Gibco, EUA), 0,5 % de
L-glutamina (Gibco, EUA) e 0,5 % de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL""; Gibco,
EUA), em estufa contendo 5 % de CO, a 37 °C e 95 % de umidade. O cultivo dos
fibroblastos foi realizado na concentragédo de 2,5x10° células por pogo, durante 48 h
para as placas de 6 pogos (Kasvi, Brasil) e 2x10* por pogo durante 24, 48, 72, 96 e
120 h para as placas de 96 pogos (Kasvi, Brasil), em meio alpha MEM (Gibco, EUA)
suplementado. As culturas foram submetidas aos estimulos de altas concentragbes
de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e pelo peptideo IDR-1018 (4, 16 e 64
ug.mL"), 24 h apds o semeio das células, de acordo com cada fase do trabalho
descrita na tabela 4. Para o grupo controle considerou-se o grupo de células hFIB em
meio de cultura. Cada grupo experimental foi realizado em triplicatas técnicas e

bioldgicas.

4.5.2 Ensaio de proliferagao celular

A analise de proliferagao celular foi realizada a partir da combinag¢ao do teste
de exclusao de azul de tripan associado ao ensaio colorimétrico de MTT. O cultivo de
células hFIB foi realizado na concentragdo de 16x10° células por pogo durante 5 dias,
nos tempos experimentais de 24, 48, 72, 96 e 120 h, em placas de cultura de 96 pogos
(Kasvi, Brasil), contendo meio alpha MEM (Gibco, EUA) suplementado, contudo, sem
adicado de soro fetal bovino (SFB). As culturas foram submetidas aos estimulos de
altas concentracdes de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA), em grupos com
0 e 15 % de SFB. Cada grupo experimental foi realizado em triplicatas técnicas e
bioldgicas. Todo o sobrenadante foi descartado e adicionou-se a cada pogo 50 L de
solugéo de Tripsina-EDTA 0,25 % (Sigma-Aldrich, EUA) para a desagregacao celular.
As placas foram ent&o incubadas em estufa contendo 5 % de CO, a 37 °C e 95 % de
umidade, por 5 min. Apés incubacgéo, foi adicionado 50 pL de meio alpha MEM (Gibco,

EUA) incompleto, seguido da adigdo de 25 uL de solugéo azul de tripan 0,4 % (Sigma-
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Aldrich, EUA) por pogo e homogeneizagdo. A contagem das células viaveis foi

realizada nos quatro quadrantes externos da camara de Neubauer (117).

4.5.3 Teste de migragao

Os fibroblastos sao envolvidos na migragéo, proliferagao, contragao e produgéo
de colageno. O teste de migracdo verifica a atividade de regeneragao
tecidual/cicatrizacdo de feridas in vitro. As células hFIB foram cultivadas na
concentragéo de 2,5x10° por pogo em placas de 6 pogos (Kasvi, Brasil), em meio alpha
MEM (Gibco, EUA) suplementado. Apds 24 h e uma vez formada uma camada celular
confluente, um risco (Scratch) foi promovido no meio do pogo com uma ponteira de
pipeta de 1000 pL (118). O meio de cultura foi entdo descartado e os debris celulares
foram removidos por meio de lavagem do pogo com tamp&o PBS 1X em temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se novo meio de cultura, sem a presenga de SBF,
em todos os pocos. O pogo controle positivo foi suplementado com 10 % de SBF, o
controle negativo foi mantido sem SBF. As células entdo foram submetidas ao
estimulo de altas concentragcdes de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e
tratadas com 3 diferentes concentragdes do peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™").
As fotografias foram obtidas no aumento de 10x em microscoépio invertido (Zeiss,
Alemanha) nos dias 0, 1 e 2. Foram realizados em cada pog¢o 3 riscos (lado esquerdo,
direito e centro) e foram considerados 1 ponto por risco. A quantificagdo do numero
de células migradas foi realizada por meio da analise das imagens obtidas de cada
grupo experimental utilizando o software ImagedJ verséo 2.0.0-rc-43/1.50e.

4.5.4 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada apds o periodo de 24 h de incubagao das
células em placas de 96 pogos, contendo os grupos experimentais, a 5 % de CO,, 37
°C e 95 % de umidade. Os grupos controle positivo e negativo do teste, assim como
o ensaio de MTT foram realizados conforme previamente descrito (110).
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46 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e biologicas.
Os resultados foram expressos como média e erro padrao das réplicas. A verificagao
de normalidade dos dados foi realizada pelo teste de Kolmogorov Smirnov, seguido
pela analise de variancia one-way ANOVA e o pds teste de Bonferroni pelo software
GraphPad Prism 8 (Instat California, EUA), considerando-se o valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE REABSORGAO OSSEA
- OSTEOCLASTOS DERIVADOS DE PBMCS

5.1.1 Viabilidade celular

O ensaio de MTT foi realizado para verificar a viabilidade dos macrofagos
derivados de PBMC humano apds os tratamentos aplicados. Macrofagos derivados
de PBMC humano foram usados para simular o processo de osteoclastogénese in
vitro.

Os macrofagos derivados de PBMC humano foram capazes de manter a
viabilidade celular apés 24 h de incubacéo, em todas as situagdes testadas, ou seja,
com os estimulos de concentragdes crescentes de D-glicose (12 e 24 mM), com trés
diferentes concentragdes do peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL"), com 32 ug.mL-
' do peptideo LL-37 e sSRANKL (Figura 5).
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Figura 7 - Viabilidade celular de macréfagos derivados de PBMC humano in vitro, apos 24h. Macréfagos
derivados de células PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose (A). + SRANKL
(D). Células estimuladas com M-CSF e peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") (B) + sRANKL (E).
Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™)
(C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL") e peptideo LL-37
(32 ug.mL™") (G) + sRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo
IDR-1018 (32 ug.mL™") e peptideo LL-37 (32 ug.mL™") (I) + sSRANKL (J). SP: sem qualquer peptideo. As
barras representam a média e o erro padrdo em ftriplicatas técnicas e biolégicas. Nenhuma diferenga

estatistica pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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5.1.2 Producgao de 6xido nitrico (NO)

A producdo de NO foi avaliada a partir do sobrenadante de macréfagos
derivados do PBMC humano e verificada devido ao seu potencial citotoxico e a sua
importancia na modulagdo dos efeitos da inflamagcdo e, consequentemente, no
processo de osteoclastogénese (Figura 6). Todas as condigdes testadas, tais como
as concentragdes crescentes de D-glicose (12 e 24 mM) e as diferentes
concentragdes de peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL") na auséncia e presenca
de sRANKL, promoveram a manutencdo da concentracdo basal de NO, exceto o
grupo estimulado com 32 pg.mL"' de IDR-1018, 24 mM de D-glicose e sRANKL,
comparado ao grupo controle (p<0,05) que apresentou um aumento na produgéo de
NO (Figura 6F). Este resultado indica um potencial anti-osteoclastogénico in vitro do
peptideo IDR-1018, uma vez que a presenca de NO em concentragdes acima da linha
de base inibem a diferenciacdo e a sobrevivéncia dos osteoclastos. Quando o
peptideo LL-37 foi adicionado como estimulo, foi possivel observar um aumento na
producdo de NO quando testado sem (p<0,001) ou com sRANKL (p<0,0001), 12 ou
24 mM de D-glicose (p<0,0001), ou mesmo na presenca de ambos sRANKL e as altas
concentragdes de D-glicose (p<0,0001 e p<0,001) (Figuras 6G-J). Dessa forma, assim
como o peptideo IDR-1018, o peptideo LL-37, também apresentou um potencial anti-
osteoclastogénico, uma vez que houve uma detecgao ainda maior de produgéo de NO
em comparagdo com o grupo de células estimulado com 32 pug.mL"' de IDR-1018
(Figura 6J). Dessa forma, nossos achados corroboram os ja descritos na literatura,
pois os peptideos IDR-1018 e LL-37, ambos a 32 ug.mL"", foram capazes de aumentar
a produgao de NO, mesmo em condi¢cdes de alta glicose. Assim, podem contribuir

positivamente para a inibicdo do processo de diferenciacdo dos osteoclastos.
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Figura 8 - Produgao de NO por macrofagos derivados de PBMC humano in vitro, apés 24h. Macréfagos
derivados de células PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose (A). + SRANKL
(D). Células estimuladas com M-CSF e peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") (B) + sRANKL (E).
Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™)
(C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL") e peptideo LL-37
(32 ug.mL ™) (G) + sRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo
IDR-1018 (32 ug.mL™") e peptideo LL-37 (32 ug.mL™") (I) + sSRANKL (J). SP: sem qualquer peptideo. As
barras representam a média e o erro padrdo em ftriplicatas técnicas e bioldgicas. As diferengas
estatisticas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01, p<0,01 e p<0,0001)

foram representadas por *, **, *** e **** respectivamente.



59

5.1.3 Coloragao de TRAP

Para a verificagao da diferenciacdo dos osteoclastos foi realizada a coloragéo
TRAP. Células com trés ou mais nucleos foram consideradas células TRAP positivas
semelhantes a osteoclastos (Figuras 7, 8 e 9). Primeiro, nos grupos estimulados com
as altas concentragdes de D-glicose (12 e 24 mM), foram contadas aproximadamente
43 células TRAP positivas na cultura de células estimuladas com 12 mM de D-glicose
(p<0,0001) (Figuras 7F e 9A) e 61 ceélulas TRAP positivas na cultura de células
estimuladas com 24 mM de D-glicose (p<0,0001) (Figuras 7K e 9A).

O peptideo IDR-1018 foi testado em trés concentragdes diferentes (16, 32 e 64
ug.mL"). A cultura de células estimulada com a concentragdo de 16 pg.mL"
apresentou uma diferenciagao de apenas 9 células TRAP positivas (Figuras 7B e 9B),
12 células TRAP positivas foram verificadas na cultura de células estimuladas com a
concentragéo de 32 pug.mL™" (p<0,05) (Figuras 7C e 9B) e 10 células TRAP positivas
foram verificadas na cultura de células estimulada com 64 ug.mL-! (Figuras 7D e 9B).

Quando as culturas de ceélulas foram estimuladas simultaneamente com altas
concentragbes de D-glicose (12 e 24 mM) e diferentes concentragées do peptideo
IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL"), foi possivel observar uma redugdo na contagem de
células TRAP positivas, se comparado com os grupos estimulados apenas com D-
glicose. Nas culturas de células que receberam o estimulo de 12 mM de D-glicose, a
diferenciagdo observada foi de 14 células TRAP positivas para todas as trés
concentragdes testadas do peptideo (p<0,0001) (Figuras 7G-l e 9C). Os grupos que
receberam o estimulo 24 mM de D-glicose e 16 ug.mL"' do IDR-1018 apresentaram
diferenciagdo de aproximadamente 13 células TRAP positivas (p<0,0001) (Figuras 7L
e 9C), enquanto que para ambas as concentragdes de 32 e 64 ug.mL™" observou-se
a diferenciagao de 15 células TRAP positivas, para cada grupo (p<0,0001) (Figuras
7M-N e 9C). Nesse primeiro momento, onde apenas as diferentes concentra¢des de
D-glicose (12 e 24 mM) e do peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") foram testadas,
pode-se observar que a adicdo de D-glicose promoveu a diferenciagdo dos
macrofagos derivados de PBMC humano em osteoclastos in vitro e que a adi¢ao do
peptideo IDR-1018 foi capaz de inibir o processo de diferenciagao de osteoclastos.

O sRANKL é um mediador inflamatério conhecido por sua capacidade de
diferenciar macrofagos em osteoclastos. Portanto, devido a essa capacidade, o

sRANKL foi utilizado como controle positivo para diferenciagcao de osteoclastos. O
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estimulo sRANKL isolado promoveu a diferenciacdo de 86 células TRAP positivas
(Figuras 8A e 9D). Quando adicionado 12 mM de D-glicose simultaneamente, o
SRANKL foi capaz de promover a diferenciagdo de 109 células TRAP positivas
(Figuras 8F e 9D), enquanto quando a concentracdo de 24 mM de D-glicose foi
adicionada a cultura de células juntamente com o sRANKL, houve uma diferenciagao
de 144 células TRAP positivas (Figuras 8K e 9D).

A etapa seguinte foi avaliar o efeito do peptideo IDR-1018 quando na presenca
de sRANKL. O IDR-1018 foi capaz de reduzir a diferenciacdo de macrofagos em
células TRAP positivas nas trés concentragdes testadas. Nas culturas de células
estimuladas com 16 pg.mL"' do peptideo, foram observadas 55 células TRAP
positivas (Figuras 8B e 9C), enquanto nas culturas de células estimuladas com 32 e
64 ug.mL' do peptideo IDR-1018, foi observado apenas 30 e 34 células TRAP
positivas, respectivamente (p<0,01) (Figuras 8C-D e 9E).

Considerando todos os resultados obtidos, a concentragédo de 32 ug.mL™" foi a
escolhida para comparacdo com o peptideo LL-37 e a concentracdo utilizada nas
analises subsequentes. Essa foi a menor concentracdo capaz de promover inibigao
significativa da diferenciacdo de osteoclastos in vitro. Uma situacdo semelhante, foi
observada quando as culturas celulares foram estimuladas com o peptideo LL-37,
onde observou-se apenas a diferenciacao de 4 células TRAP positivas (Figura 7E e
9G). Ao adicionar sRANKL juntamente com o peptideo LL-37, foi obtida uma
contagem de 28 células TRAP positivas (Figura 8E e 9H), e na presenca de 12 e 24
mM de D-glicose, sSRANKL e o peptideo LL-37, observou-se uma contagem de 23 e
42 células TRAP positivas diferenciadas, respectivamente para os grupos de 12 e 24
mM de D-glicose (Figuras 8J, 80 e 9J). Dessa forma, observou-se que tanto o
peptideo IDR-1018, quanto o LL-37, foram capazes de reduzir a diferenciagao de

osteoclastos in vitro.
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Figura 9 - Coloragéo TRAP para osteoclastos diferenciados de macréfagos derivados de PBMC
humano in vitro, apés 14 dias. Macréfagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, D-
glicose, peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") e peptideo LL-37 (32 yg.mL™"), conforme descrito nas

imagens (A-O). Barra de escala = 50 um. Fotos representativas de triplicatas técnicas e bioldgicas.
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Figura 10 - Coloragdo TRAP para osteoclastos diferenciados de macréfagos derivados de PBMC
humano in vitro, apés 14 dias. Macréfagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, D-
glicose, SRANKL, peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 pug.mL™") e peptideo LL-37 (32 yg.mL""), conforme
descrito nas imagens (A-O). Barra de escala = 50 uym. Fotos representativas de triplicatas técnicas e

biolégicas.
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Figura 11 - Osteoclastos diferenciados de macréfagos derivados de PBMC humano in vitro, apos 14
dias. Macréfagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose (A)
+ sRANKL (D). Células estimuladas com M-CSF e peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL") (B) +
sRANKL (E). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo IDR-1018 (16, 32 e
64 pg.mL") (C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL") e
peptideo LL-37 (32 ug.mL™") (G) + sSRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-
glicose, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL") e peptideo LL-37 (32 ug.mL™") (I) + sRANKL (J). SP: sem
qualquer peptideo. As barras representam a meédia e o erro padréo, em triplicatas técnicas e bioldgicas.
As diferengas estatisticas pelo teste one-way ANOVA e poés teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01,

p<0,001 e p<0,0001) foram representadas por *, **, *** e **** respectivamente.



63

5.1.3.1  Numero de nucleos por osteoclasto diferenciado

O numero de nucleos por osteoclasto diferenciado foi outro parametro avaliado
a partir da coloragdo TRAP. Em todos os tratamentos testados em que houve
diferenciagdo de osteoclastos, foi também realizada a contagem de nucleos e a
contagem permaneceu em aproximadamente 3 nucleos para cada osteoclasto
diferenciado (Figura 10).
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Figura 12 - Numero de nucleos por osteoclastos diferenciados de macrofagos derivados de PBMC
humano. Macrofagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose
(A) + sRANKL (D). Células estimuladas com M-CSF e peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") (B) +
sRANKL (E). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo IDR-1018 (16, 32 e
64 pg.mL") (C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL") e
peptideo LL-37 (32 ug.mL™") (G) + sSRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-
glicose, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL") e peptideo LL-37 (32 ug.mL™") (I) + sRANKL (J). SP: sem
qualquer peptideo. As barras representam a média e o erro padr&o, em triplicatas técnicas e bioldgicas.
As diferencgas estatisticas pelo teste one-way ANOVA e pés teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01, p<0,01
e p<0,001) foram representadas por *, ** e ***, respectivamente. (p<0,0001) foi representado por ¢ em

comparagao com o grupo controle de macréfagos derivados de PBMC humano néo estimulados.
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5.1.4 Producgao de citocinas

5.1.4.1 Citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6

Para entender os fatores que podem estar associados a inibicdo na
osteoclastogénese in vitro promovida pelos peptideos IDR-1018 e LL-37, avaliou-se a
produgao das citocinas envolvidas neste processo. As citocinas desempenham um
papel essencial na manutencdo da homeostase 6ssea com influéncia na formacéao e
funcao dos osteoclastos (119,120). Uma vez que os peptideos IDR-1018 e LL-37 n&o
causaram alteracdo na viabilidade celular e até promoveram diminuicdo na
diferenciagdo dos osteoclastos, foram verificados os efeitos das concentragbes
crescentes de D-glicose (12 e 24 mM), de ambos os peptideos (IDR-1018 e LL-37),
associados ou ndo ao sRANKL sobre a produgao das citocinas pro-inflamatérias TNF-
a e IL-6, produzidas pelos macrofagos derivados de PBMC humano (Figura 11).

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatoria que estimula a reabsorgcédo dssea por
induzir a proliferacdo de precursores de osteoclastos e atua nos osteoclastos como
uma citocina anti-apoptoética (121,122). Dessa forma, ambas as altas concentragdes
de D-glicose (12 e 24 mM) ndo foram capazes de alterar a produgdo de TNF-q,
comparado ao grupo controle. Em contraste, a cultura de células estimulada apenas
com sRANKL apresentou um aumento na produc¢ao de TNF-a, quando comparado ao
grupo controle (p<0,0001) (Figura 11A). Ja o estimulo do peptideo IDR-1018 nas
culturas de células apresentou uma reducido na producédo de TNF-a em relagdo ao
grupo controle (p<0,0001) (Figura 11B), enquanto o peptideo LL-37 manteve o nivel
de TNF-a semelhante ao do grupo controle (Figura 11B). Da mesma forma, mesmo
quando as culturas de células foram estimuladas com os peptideos IDR-1018 e LL-37
e também com sRANKL, ambos os peptideos demonstraram uma reducdo na
producdo de TNF-a (p<0,0001) (Figura 11B). Na presenga das altas concentragdes
de D-glicose (12 e 24 mM), os peptideos IDR-1018 e LL-37 apresentaram uma
reducdo na producédo de TNF-a, comparado ao grupo de controle (p<0,0001) (Figura
11C).

Ja a produgao de IL-6 esta relacionada a regulagao de osteoclastos maduros.
Apenas o peptideo LL-37 apresentou uma redugao na produgao de IL-6, quando
comparado ao grupo estimulado com sRANKL (p<0,05) (Figura 11F). Quando as altas
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concentragbes de D-glicose (12 e 24 mM) foram adicionadas as culturas, o grupo
contendo o peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose também apresentou uma
reducdo na produgdo de IL-6, quando comparado com o grupo estimulado com o
peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glucose (p<0,05) (Figura 11G).

5.1.4.2 Citocina anti-inflamatéria IL-10

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria conhecida por sua capacidade de inibir
a formacao de osteoclastos (119). Quando as culturas de células foram estimuladas
com as concentragdes crescentes de D-glicose (12 e 24 mM) e os peptideos IDR-
1018 e LL-37, ambos na auséncia ou presenca de sRANKL, n&o houve alteragdo na
producdo de IL-10 em comparagdo com o grupo de controle (Figuras 111 e 11J). No
entanto, quando as culturas de células foram estimuladas simultaneamente com 12
mM de D-glicose e o peptideo IDR-1018, houve um aumento na produgéo de IL-10,
comparado ao grupo controle e o grupo estimulado com 24 mM de D-glicose e o
peptideo IDR-1018 (p<0,01 e p<0,001) (Figura 11K). Em contraste, quando sRANKL
foi adicionado as culturas de células estimuladas com ambos os peptideos e as altas
concentragbes de D-glicose (12 e 24 mM), foi observada uma redug¢do na produgao
de IL-10 nos grupos estimulados com o peptideo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose e
com o peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose, em comparagdo com 0sS grupos
estimulados 12 mM de D-glicose e sRANKL e 24 mM de D-glicose e sRANKL
(p<0,0001 e p<0,0001) (Figura 11L). Dessa forma, ao comparar ambos os peptideos,
o peptideo LL-37 apresentou melhor resposta anti-inflamataria.

O mapa de calor apresenta o compilado da expressao das citocinas testadas.
Na escala do mapa de calor, o verde representa uma redugéo na produgao, enquanto
o vermelho representa um aumento na produgédo das citocinas analisadas (Figura
11M).
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Figura 13 - Produgéo de TNF-q, IL-6 e IL-10 por macroéfagos derivados de PBMC
humano in vitro. Células estimuladas com M-CSF, D-glicose e SRANKL (A, E e
1). Células estimuladas com M-CSF, IDR-1018 (32 pg.mL™"), LL-37 (32 ug.mL™")
e sRANKL (B, F e K). Células estimuladas com M-CSF, D-glucose, IDR-1018 (32
pg.mL"), LL37 (32 ug.mL™") (C, G e K). Células estimuladas com M-CSF, D-
glucose, IDR-1018 (32 ug.mL""), LL-37 (32 ug.mL"") e SRANKL (D, H e L). Analise
de mapa de calor dos perfis de expressao de citocinas (M). SP: sem qualquer
peptideo. As barras representam a média e o erro padrao, em triplicatas técnicas

e bioldgicas. As diferencas estatisticas pelo teste one-way ANOVA e péds teste

, respectivamente.
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5.2 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE DEPOSIGAO OSSEA -
OSTEOBLASTOS DERIVADOS DE SAOS-2

5.2.1 Viabilidade celular

Ao contrario da viabilidade celular apresentada pelos macréfagos derivados de
PBMC humano, a cultura de células SaOs-2 ndo seguiu 0 mesmo padrdo de
viabilidade. As células SaOs-2 apresentaram mais de 50% de reducio na viabilidade
quando a cultura celular foi exposta ao estimulo de altas concentragdes de D-glicose
(12 e 24 mM) em comparagdo com o grupo controle (p<0,001 e p<0,0001) (Figura
12A). Quando as concentragdes do peptideo IDR-1018 foram testadas, a viabilidade
diminuiu em aproximadamente 60 % no grupo estimulado com a concentragéo de 16
ug.mL"' (p<0,001) e aproximadamente 70 % nos grupos estimulados com 32 e 64
ug.mL', em comparagdo com o grupo controle (p<0,0001) (Figura 12B). Quando as
altas concentragdes de D-glicose foram associadas as diferentes concentragbes do
peptideo, o IDR-1018 apresentou uma recuperacao de viabilidade na presencga de 12
mM de D-glicose, com uma redugao apenas de aproximadamente 35% da viabilidade
nos grupos contendo 16 e 32 ug.mL". Ja no grupo estimulado com 64 ug.mL"' do
peptideo IDR-1018, houve redugao de viabilidade celular de aproximadamente 56 %,
em comparagdo ao grupo controle. No entanto, essa recuperacéo da viabilidade nao
pode ser observada nos grupos testados com 24 mM de D-glicose, onde observou-se
uma redugao de aproximadamente 70 % da viabilidade celular nos grupos contendo
16 e 32 ug.mL™" (p<0,05) e reducgao de 47 % da viabilidade celular no grupo estimulado
com 64 pug.mL', quando comparado ao grupo controle (Figura 12C).

Em um segundo momento, ambos os peptideos (IDR-1018 e LL-37) foram
testados com concentragéo de 32 ug.mL™", na auséncia e presenga de concentragbes
crescentes de D-glicose (12 e 24 mM). Primeiramente, os peptideos foram analisados
de forma isolada e o peptideo IDR-1018 apresentou reducao de aproximadamente 70
% da viabilidade, comparado ao grupo controle (p<0,0001). Em contrapartida, o
peptideo LL-37 promoveu um aumento de aproximadamente 53 % da viabilidade
celular, em comparagdo ao grupo controle (p<0,01) (Figura 12D). Quando os
peptideos e as concentragdes crescentes de D-glicose (12 e 24 mM) foram testados,
o peptideo IDR-1018 manteve a viabilidade celular em 64 % e o peptideo LL-37
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aumentou 22 %, comparado ao grupo estimulado apenas com 12 mM de D-glicose
(p<0,01). Por outro lado, houve diminuigdo de aproximadamente 70 % da viabilidade
celular no grupo estimulado com o peptideo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose.
Enquanto o peptideo LL-37 aumentou aproximadamente 50 % quando comparado ao
grupo estimulado com 24 mM de D-glucose (p<0,0001) (Figura 12E).
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Figura 14 - Viabilidade celular de células SaOs-2 in vitro em condigbes osteogénicas (acido ascorbico,
B-glicerofosfato e dexametasona), apds 21 dias. Células SaOs-2 em condi¢gdes osteogénicas
estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose (A). Células SaOs-2 em condigbes osteogénicas
estimuladas com o peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") (B). Células SaOs-2 em condigbes
osteogénicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™")
(C). Células SaOs-2 em condigbes osteogénicas estimuladas com o peptideo IDR-1018 (32 ug.mL™") e
o peptideo LL-37 (32 ug.mL") (D). Células SaOs-2 em condigbes osteogénicas estimuladas com 12 e
24 mM de D-glicose, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL™") e peptideo LL-37 (32 ug.mL™") (E). OB: células
semelhantes a osteoblastos; SP: sem qualquer peptideo. As barras representam a média e o erro
padrdo, em triplicatas técnicas e bioldgicas. As diferengas estatisticas pelo teste one-way ANOVA e
pos teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01 p<0,001 e p<0,0001) foram representadas por
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5.2.2 Quantificagao de fosfato inorganico

O Pi € um dos principais componentes necessarios a formag¢ao mineral dssea,
por isso foi quantificado no sobrenadante das células SaOs-2 (123). Apos 21 dias, a
quantificacéo de P; apresentou valores semelhantes em todas as situacdes testadas,
envolvendo as concentragdes crescentes de D-glicose (12 e 24 mM), as diferentes
concentragdes de IDR-1018 e LL-37 (Figura 13). Apenas as células estimuladas com
32 ug.mL" do peptideo LL-37 apresentaram uma redugéo na quantificagido de P; em
comparag&o com o grupo estimulado com 32 pug.mL" do peptideo IDR-1018 (p<0,05)
(Figura 13D ).
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Figura 15 - Quantificagdo de fosfato inorganico no sobrenadante de células SaOs-2 in vitro sob
condigbes osteogénicas (acido ascoérbico, B-glicerofosfato e dexametasona), apds 21 dias.
Sobrenadante de células SaOs-2 em condigbes osteogénicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-
glicose (A). Sobrenadante de células SaOs-2 em condiges osteogénicas estimuladas com o peptideo
IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL") (B). Sobrenadante de células SaOs-2 em condigdes osteogénicas
estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL") (C).
Sobrenadante de células SaOs-2 em condi¢des osteogénicas estimuladas com peptideo IDR-1018 (32
pug.mL") e peptideo LL-37 (32 pg.mL") (D). Sobrenadante de células SaOs-2 em condigbes
osteogénicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL™") e peptideo
LL-37 (32 ug.mL™") (E). OB: células semelhantes a osteoblastos; SP: sem qualquer peptideo. As barras
representam a média e o erro padrdo, em triplicatas técnicas e biolégicas. A diferenga estatistica pelo
teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni (p<0,05) foi representada por *.
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5.2.3 Quantificagcao de fosfatase alcalina (ALP)

A ALP é uma enzima importante envolvida no processo de mineralizacéo e,
portanto, sua atividade foi verificada nas culturas de células SaOs-2 (Figura 14) (124).
Apos 21 dias, observou-se que apenas as culturas celulares estimuladas com 32
ug.mL" do peptideo IDR-1018 apresentaram uma atividade de ALP mais significativa
em comparagao com o grupo controle (p <0,05) (figura 14B e 14D).
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Figura 16 - Atividade da enzima ALP por miligrama de proteina em lisado de células SaOs-2 cultivadas
em condi¢des osteogénicas (acido ascorbico, pB-glicerofosfato e dexametasona) in vitro, apés 21 dias.
Células Sa0Os-2 em condigdes osteogénicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose (A). Células
SaO0s-2 em condi¢des osteogénicas estimuladas com o peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 uyg.mL™") (B).
Células Sa0Os-2 em condi¢des osteogénicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptideo IDR-
1018 (16, 32 e 64 pg.mL") (C). Células SaOs-2 em condigbes osteogénicas estimuladas com o
peptideo IDR-1018 (32 ug.mL") e o peptideo LL-37 (32 ug.mL") (D). Células SaOs-2 em condigbes
osteogénicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose, peptideo IDR-1018 (32 ug.mL™") e peptideo
LL-37 (32 ug.mL™") (E). OB: células semelhantes a osteoblastos; SP: sem qualquer peptideo. As barras
representam a média e o erro padrdo, em triplicatas técnicas e bioldgicas. A diferenga estatistica pelo

teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni (p<0,05) foi representada por *.
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5.2.4 Coloragao e quantificagcao de vermelho de alizarina

Para a verificacdo da diferenciacdo dos osteoblastos, a quantificacdo da
coloracdo de vermelho de alizarina foi realizada (Figura 15). Primeiro, as células
Sa0s-2 foram estimuladas apenas com as diferentes concentragdes de D-glicose (12
e 24 mm) e o grupo de células estimulado com 12 mM de D-glicose apresentou um
ligeiro aumento na quantificacdo de vermelho de alizarina em comparagéo ao grupo
controle (p<0,05) (Figura 15A). O proximo passo foi verificar o efeito das trés
diferentes concentragbes do peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™"), onde a
concentragdo de 32 pg.mL™' apresentou um ligeiro aumento na quantificagdo de
vermelho de alizarina quando comparado com a observada no grupo estimulado com
16 pg.mL' do peptideo IDR-1018 (p<0,05) (Figura 15B). Em seguida, as trés
diferentes concentragbes de peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL") foram testadas
na presenca das altas concentragdes de D-glucose (12 e 24 mM). A cultura de células
estimulada com 16 ug.mL"' do peptideo IDR-1018, tanto na presencga de 12 mM,
quanto 24 mM de D-glicose apresentaram uma quantificagédo ligeiramente maior do
que os grupos estimulados com 32 e 64 pg.mL', na presenca de ambas as
concentragdes (12 e 24 mM) de D-glicose (p<0,05) (figura 15C e 15D).

Em um segundo momento, as culturas de células SaOs-2 foram estimuladas
com 32 ug.mL" dos peptideos IDR-1018 e LL-37, além das altas concentragdes de
D-glicose (12 e 24 mM). A presenca apenas dos peptideos na cultura de células nao
apresentou nenhuma alteragdo na quantificagao de vermelho de alizarina, quando
comparado com o grupo de controle (Figura 15E). Mas quando 12 mM de D-glicose
foi adicionado as culturas de células, o peptideo LL-37 apresentou maior quantificagao
de vermelho de alizarina quando comparado com o grupo estimulado com o peptideo
IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (p<0,01) (Figura 15F). E por fim, apenas o grupo de
células estimulado com 24 mM de D-glicose apresentou uma redug¢ao na quantificagao
de vermelho de alizarina, quando comparado com o grupo controle (p<0,05) (Figura
15G).
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Figura 17 - Coloragéo e quantificagéo da coloragao vermelho de alizarina para mineralizagao de células
Sa0s-2 sob condigbes osteogénicas (acido ascoérbico, B-glicerofosfato e dexametasona) in vitro, apés
21 dias. Células SaOs-2 em condigbes osteogénicas (A1) estimuladas com 12 (A2) e 24 mM de D-
glicose (A3; A). Células estimuladas com IDR-1018 - 16 ug.mL™" (B1), 32 ug.mL™" (B2) e 64 pg.mL"
(B3; B). Células estimuladas com 12 mM de D-glicose, e IDR-1018 - 16 ug.mL™" (C1), 32 ug.mL™" (C2)
e 64 ug.mL" (C3; C). Células estimuladas com 24 mM de D-glicose e IDR-1018 - 16 ug.mL™" (D1), 32
pg.mL' (D2) e 64 ug.mL™* (D3; D). Células estimuladas com IDR-1018 (32 ug.mL™") (E1) e LL-37 (32
pg.mL") (E3; E). Células estimuladas com 12 mM de D-glicose, IDR-1018 (32 ug.mL™") (F3) e LL-37
(32 yg.mL™") (F4; F). Células estimuladas com 24 mM de D-glicose, IDR-1018 (32 ug.mL™") (G3) e LL-
37 (32 ug.mL") (G4; G). OB: células do tipo osteoblasto. As barras representam a média e o erro
padrao, em friplicatas técnicas e biolégicas. SP: sem qualquer peptideo. As diferengas estatisticas pelo
teste one-way ANOVA e pos teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01 e p<0,001) foram representadas por
*, ** e *** respectivamente. Imagens em escala de 500 um. Fotos representativas de triplicatas técnicas

e bioldgicas.
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5.3 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE CICATRIZAGAO
TECIDUAL - FIBROBLASTO HUMANO (HFIB)

5.3.1 Viabilidade celular

Assim como nas culturas de macréfagos derivados de PBMC humano, as
células HFIB mantiveram sua viabilidade apdés 24 h de incubacdo em todas as
condigdes testadas, ou seja, na presenga das diferentes concentragdes de D-glicose
(12 e 24 mM) e com as diferentes concentragdes do peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64
ug.mL"). A menor taxa de viabilidade celular foi observada na cultura celular que
recebeu o estimulo de 64 ug.mL™" do peptideo IDR-1018, apresentando 79 % de
viabilidade celular, quando comparada ao grupo estimulado com 16 pg.mL"' do

peptideo IDR-1018 (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 18 - Viabilidade celular de células hFIB in vitro, apés 24h. Células hFIB estimuladas com 12 e
24 mM de D-glicose (A). Células hFIB estimuladas com peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 yg.mL™") (B).
Células hFIB estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptideo IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™)
(C). Controle: células hFIB com 0% de SBF. As barras representam a média e o erro padrdo, em
triplicatas técnicas e biologicas. As diferengas estatisticas pelo teste one-way ANOVA e pés teste de

Bonferroni (p<0,05 e p<0,01) foram representadas por * e **, respectivamente.
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5.3.2 Ensaio de migragao

Para a caracterizag&o preliminar dos grupos de controle e, em seguida, para
avaliar os efeitos reais do peptideo IDR-1018 na migragéo celular, os efeitos da D-
glicose e do SFB na proliferagao celular foram avaliados em culturas de células hFIB
utilizando o ensaio de exclusao de azul de tripan. Como mostrado na Figura 17, apos
24 horas de incubacao, todas as condi¢des testadas mantiveram de forma semelhante
o numero de células. Apds 72 h, foi possivel verificar a diferenga promovida pela
presencga da D-glicose e do SFB nas culturas. Quando ambos os estimulos (SFB e D-
glicose) foram aplicados a cultura de células, um numero maior de células contadas
foi observado, quando comparado a contagem de células do grupo sem nenhum
estimulo. Curiosamente, foi possivel perceber um aumento de aproximadamente 117
% do numero de células, no tempo de 72 h, quando metade do meio de cultura e
estimulos foram renovados, para o tempo de 96 h, nas culturas estimuladas ao mesmo
tempo com 15 % de SFB e 24 mM de D-glicose. Apss esse periodo, no mesmo grupo
foi observada uma reducgéo de 42,6 % na contagem de células ap6s 120 h, indicando
gue ambos os estimulos atuam rapidamente na proliferagao celular. Mesmo no tempo
experimental final (120 h), todas as células estimuladas com D-Glucose (12 ou 24 mM)
e/ou SFB mantiveram o numero de células superior ao da cultura de células na

auséncia de estimulos (0% SFB e 0 mM de D-glicose).

300 000~
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. o HFIB 0% + 12 GLI
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§ o HFIB 15% + 12 GLI
§ 100 000+ o HFIB 15% + 24 GLI

o] . : : . .
0 24 48 72 9% 120
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Figura 19 - Proliferagao celular de células hFIB in vitro, apés 0, 24, 48, 72, 96 e 120h. Células hFIB
estimuladas com 0 e 15% de SBF e 12 e 24 mM de D-glicose. Os dados representam a média e o erro
padrao, em triplicatas técnicas e bioldgicas. Os dados foram analisados por regresséo néo linear e pos

teste de Kolmogorov-smirnov (p<0,05).
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Apods o ensaio de proliferacédo celular, o potencial do peptideo IDR-1018 para
migrar e promover o fechamento de uma ferida foi avaliado em células hFIB por meio
de ensaio de scratch in vitro. Apos 24 h, observou-se que a concentragao de 64 ug.mL"
' do peptideo IDR-1018 sozinha promoveu leve migragao celular (Figura 18B e 19AD),
que foi acentuada com a adi¢cdo de 12 mM de D-glicose (Figura 18C e 19AG). Em
contraste, todas as outras condi¢des testadas (diferentes concentragdes de D-glicose
sozinhas e diferentes concentragdes de peptideo IDR-1018 em associacdo com 12 e
24 mM de D-glicose) foram capazes de promover aproximadamente 50 % do
fechamento da ferida (Figura 18A, 18C, 19E, 19N, 19X, 19AG, 19H, 19Q, 19AA e
19AJ).

Ap0ds 48 h, a concentragdo de 16 ug.mL™" do peptideo IDR-1018 promoveu um
maior numero de células migradas (Figura 14E e 15L) em comparagdo com o grupo
controle e com os grupos estimulados pelo IDR-1018 (32 e 64 ug.mL™"). Os grupo
estimulados com 32 e 64 ug.mL" do peptideo IDR-1018 nao foram capazes de
promover mudangas no numero de células migradas, quando comparado ao grupo
controle (Figura 18E, 19C, 19U e 19AE). Quando as diferentes concentra¢des de D-
glicose (12 e 24 mM) foram adicionadas as diferentes concentragdes do peptideo IDR-
1018, todas as condicdes testadas foram capazes de promover 100 % do fechamento
da ferida (Figura 19F, 190, 19Y, 19AH, 191, 19R, 19AB e 19AK), quando comparadas
ao grupo controle.
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Figura 20 - Numero de células hFIB migradas in vitro, apds scratch em 24 e 48h. Células hFIB
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média e o erro padrdo, em friplicatas técnicas e bioldgicas. As diferengas estatisticas pelo teste one-
way ANOVA e pos teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01 e p<0,0001) foram representadas por *, **, ***

e **** respectivamente.
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Figura 21 - Mlgragao de células hFIB in vitro, apds scratch em 0, 24 e 48h. Células hFIB estimuladas na auséncia de SFB (0%) (A - C) na presencga do peptideo
IDR-1018 (16, 32 e 64 ug.mL™") (J-L, S-U, AC-AE ), 12 mM (D-F, M-O, V-Y, AF-AH) e 24 mM de D-glicose (G-l, P-R, Z-AB, Al-AK). Os pontos em cinza

representam as células migradas marcadas. Barra de escala = 500 um. Fotos representativas de triplicatas técnicas e bioldgicas.
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6 DISCUSSAO

O DM se apresenta como um problema de saude publica que afeta cerca de
463 milhdes de pessoas em todo o mundo (125). O envelhecimento populacional e as
mudangas no estilo de vida geralmente sao identificados como os principais
determinantes para o DM2 (126). Ja se sabe que o DM é responsavel por varias
complicagdes sistémicas e que a hiperglicemia esta relacionada a grande parte delas.
Nesse sentido, do ponto de vista 0sseo, apesar da alta densidade mineral dssea
(DMO) em pacientes com DM2, a fragilidade 6ssea também foi reconhecida como
uma complicagdo relacionada a hiperglicemia cronica devido a alteragbes na
microestrutura 0ssea. A persisténcia da alta concentracdo de agucar no sangue
aumenta os niveis de estresse oxidativo, que por sua vez aumentam a expressao de
citocinas pré-inflamatérias e ROS, resultando em um ciclo vicioso de inflamagao
cronica, aumento de reabsorgao 0ssea e reducao de formagéo éssea (7,127). Para
isso, ainda ndo ha terapia e diretrizes explicitamente projetadas para o tratamento da
fragilidade 6ssea em pacientes diabéticos (7,128). Atualmente, o recomendado é a
manutengdo de um bom controle glicémico, intervencdes de estilo de vida (perda de
peso) e, quando indicado, medicamentos voltados para o tratamento da osteoporose
(7,129).

Nessa condigao, considerando a estreita relagdo entre o sistema imunolégico
e 0 metabolismo 6sseo, uma vez que as citocinas sdo responsaveis pela manutencao
da homeostase 6ssea, peptideos ja foram descritos com potencial para modular o
sistema imunoldgico e peptideos antimicrobianos ja foram utilizados em estudos
envolvendo osteoclastos e osteoblastos (130,131). Por exemplo, Yang et al. (132)
desenvolveu um hidrogel formado a partir da combinagdo do peptideo carreador
RADA16 e o peptideo antimicrobiano catidnico Tet213 para avaliagdo de osteogénese
na tibia de coelhos infectadas com S. aureus. A combinagdo se mostrou eficaz na
proliferagdo de osteoblastos, melhorou a osteogénese e diminuiu a osteomielite
induzida nos animais. Ja o peptideo antimicrobiano beta-defensina-2humana (hBD2)
apresentou inibicdo do crescimento bacteriano de S. aureus e S. epidermidis e uma
danificagdo das membranas dessas bactérias, além de promover a diferenciagcéo
osteogénica precoce e tardia de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de



79

camundongos avaliada por meio de proliferagao celular, atividade de ALP e coloragao
de vermelho de alizarina (133).

De modo semelhante, o peptideo LL-37 pertence ao grupo das catelecidinas,
que por sua vez pertence a familia dos peptideos antimicrobianos. Os peptideos
antimicrobianos fazem parte da resposta imune inata e sdo expressos por neutrofilos,
monacitos, e por osteoblastos e macrofagos da medula 6ssea (37). Por falta de um
farmaco padrédo ouro no tratamento de fragilidade déssea diabética e por ser um
peptideo amplamente descrito na literatura, inclusive como supressor da
osteoclastogénese, o peptideo LL-37 foi escolhido para ser utilizado como
comparativo neste trabalho.

O tépico DM relacionado a respostas imunes comegou a ser estudado pelo
nosso grupo em 2014 e como parte da dissertacdo de mestrado apresentamos os
efeitos de diferentes concentragdes de glicose (5, 8, 12 e 24 mM) associadas aos
estimulos de LPS e IFN-y em células RAW 264.7 sobre a produ¢cdo de mediadores
imunes (134). Seguindo nessa linha, avaliou-se nessas mesmas condigoes,
entretanto apenas com as concentragdes de 12 e 24 mM de D-glicose, uma vez que
as concentragdes de 5 e 8 mM (similar a normoglicemia) ndo apresentaram diferencga
quando comparadas ao grupo controle, os efeitos de diferentes peptideos
imunomoduladores, e entre eles, o peptideo IDR-1018 foi o selecionado para a
continuacao dos estudos, por promover melhor reposta em producao de citocinas e
portanto, optou-se por continuar os estudos envolvendo o peptideo IDR-1018, mas
dessa vez, abordando o DM e o aspecto ésseo e cicatricial.

Atualmente n&o ha estudos envolvendo peptideos antimicrobianos ou HDPs
relacionados a condicéo éssea associada ao DM. Assim como, ainda n&o ha literatura
sobre o papel que o peptideo IDR-1018 pode desempenhar no processo de
manutencdo da homeostase éssea, e para isso, em uma condicdo com altas
concentragbes de D-glicose, o potencial dos peptideos IDR-1018 e LL-37 foram
testados nos processos de osteoclastogénese e mineralizag&o in vitro.

Primeiro, os peptideos IDR-1018 e LL-37 ndo foram citotoxicos para os
macrofagos derivados de PBMCs humanos. Resultados semelhantes foram
observados por Alencar-Silva et al. (135) utilizando 64 ug.mL" do peptideo IDR-1018
em células derivadas de pele humana, como fibroblastos primarios, queratindcitos e
melandécitos. Da mesma forma, Marin-Luevano et al. (136) demonstrou por meio da

avaliacao da atividade respiratoria residual com o ensaio WST-1 que o peptideo IDR-
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1018 n&o alterou a viabilidade das células endoteliais, porém diminuiu a viabilidade
dos queratindcitos em aproximadamente 20% somente quando o peptideo foi testado
em concentragdes acima de 100 pug.mL"'. Da mesma forma, Supanchart et al. (137)
também descreveu a manutengéo da viabilidade de PBMCs estimuladas com 8 pyM (~
35,9 ug.mL") do peptideo LL-37.

Uma vez que os peptideos ndo foram téxicos para os macrofagos derivados de
PBMCs humanos, os efeitos dos peptideos na producdo de NO foram verificados
devido ao seu potencial de toxicidade e sua importancia na modulacédo dos efeitos
inflamatorios e, consequentemente, no processo de osteoclastogénese. O NO € um
mediador pro-inflamatorio essencial na diferenciagdo dos osteoclastos, onde em
baixas concentragdes promove diferenciacdo e sobrevivéncia dos osteoclastos e em
altas concentragdes inibe o processo de osteoclastogénese (120). Esta inibigcdo de
diferenciagao dos osteoclastos ocorre pois 0 NO pode inibir diretamente a atividade
da NF-kB por S-nitrosilagdo da subunidade p50 (138). Dessa forma, nossos achados
relacionados a producao de NO corroboram com o descrito na literatura, uma vez que
os peptideos IDR-1018 e LL-37, ambos em 32 uyg.mL"1, foram capazes de aumentar
a producdo NO, mesmo em altas concentragées de D-glicose, podendo contribuir
positivamente para a inibicdo do processo de diferenciacdo de osteoclastos.

Além da hiperglicemia prejudicada, sabe-se que os pacientes DM2 também
possuem grandes buracos na rede 0ssea trabecular, diminuigdo do recrutamento de
osteoblastos e aumento da osteoclastogénese (139). Este ultimo ponto também foi
observado neste estudo, uma vez que a presenga de altas concentragdes de D-glicose
(12 e 24 mM) na cultura de macrofagos derivados de PBMCs promoveu a
diferenciagao de osteoclastos, o que pode ser explicado pelo papel das AGEs. Sabe-
se que o microambiente de alta glicose gera a produgéao de AGEs, o que, por sua vez,
causa glicosilagdo ndo enzimatica e se liga ao seu receptor (RAGE). Uma vez que os
AGEs se ligam ao RAGE, a via de sinalizacdo NF-kB é ativada, resultando em uma
expressdo de osteoclastogénese mediada por RANKL (140). Corroborando aos
nossos achados, Wu et al. (141) relatou um aumento no numero de osteoclastos em
mandibulas de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta rica em sacarose, nos
tempos experimentais de 7, 14 e 28 dias. Entretanto, em contraste, Xu et al. (142)
relatou que a alta concentrag&o de D-glicose (33,6 mM) inibiu a osteoclastogénese in
vitro de mondcitos isolados da medula 6ssea de camundongos C57BL/6J, a partir da
verificagdo da diminuicdo da atividade da enzima TRAP.
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Ja em relacdo aos peptideos, observou-se que o tratamento dos peptideos
IDR-1018 e LL-37 a cultura de células estimuladas com altas concentracdes de D-
glicose (12 e 24 mM) foram positivos para a inibicdo da osteoclastogénese in vitro.
Este € o primeiro estudo que avalia o potencial anti-osteoclastogénese para o
peptideo IDR-1018. Além do IDR-1018, o peptideo LL-37 também demonstrou o
mesmo potencial de inibicdo da osteoclastogénese. Dados semelhantes foram
descritos por Supanchart et al. (137) que demonstrou que o LL-37 inibe a formagao
de osteoclastos diminuindo a coloracdo de TRAP e F-actina de forma dose-
dependente, sugerindo um bloqueio na expressdao TRAP e fusdo de osteoclastos.
Além disso, o peptideo LL-37 também é capaz de diferenciar mondécitos de amostras
de sangue em monocitos derivados de células formadoras de ossos e acelerar a
reparagao ossea (143).

Dessa forma, na tentativa de tentar compreender melhor os fatores que
poderiam estar associados a redugao da osteoclastogénese in vitro promovida pelos
peptideos, foram avaliadas a produgdo de algumas citocinas envolvidas nesse
processo. As citocinas desempenham um papel essencial na manutencdo da
homeostase 6ssea, e é bem estabelecido na literatura que as citocinas influenciam na
formacgao e fungao dos osteoclastos (119,120). Citocinas pro-inflamatorias podem ter
um papel na fragilidade 6ssea diabética, onde o aumento dos niveis de citocinas pode
ativar a osteoclastogénese e suprimir a mineralizagdo o6ssea (7). A citocina TNF-a &
uma potente citocina pro-inflamatoria que estimula a reabsorgado 6ssea induzindo a
expressdo RANK e RANKL, e consequentemente a proliferagdo de células
precursoras de osteoclastos, além de atuar como citocina anti-apoptotica nos
osteoclastos ja desenvolvidos (121,122). Sob um estado de hiperglicemia crénica, ha
um aumento da expressdo ROS e TNF-a, aumentando a expresséo de esclerostina,
proteina responsavel pela inibicdo da formacdo Ossea via inibicdo da via de
sinalizacdo Whnt-pB-catenina. A regulacdo dos niveis TNF-a e ROS pode ser uma
estratégia para complicagbes 6sseas em pacientes diabéticos (144). Nossos dados
demonstraram que o peptideo IDR-1018 diminuiu a produgdo de TNF-a mesmo em
PBMCs estimulados com RANKL, ou seja, em uma condigéo inflamatoria. Da mesma
forma, Wieczorek et al. (130) relatou que o peptideo IDR-1018 diminuiu uma resposta
pré-inflamatéria de producao de TNF-a em PBMCs estimulados por LPS, assim como
Freitas et al. (145) demonstrou que o peptideo IDR-1018 diminuiu a produgéao de TNF-
a em macréfagos derivados da medula 6ssea de camundongos estimulados por
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antigenos heat killed de C. albicans e IFN-y. A respeito do peptideo LL-37, Yu et al.
(146) relatou que ele poderia retornar aos niveis basais de TNF-a em condi¢des
inflamatorias e constatou que a expressdo de mRNA de TNF-a também foi reduzida.

Assim como o TNF-a, o IL-6 também desempenha um papel importante no
processo de osteoclastogénese. A IL-6 é uma citocina pleiotrépica que atua atraves
do receptor de IL-6 (IL-6R), e sua inibigdo resulta em bloqueio da formacéo de
osteoclastos (147). A IL-6 é um potente indutor de osteoclastogénese independente
do RANKL e esta centralmente envolvida na patogénese de perda dssea por
inflamacé&o crénica e aguda (120,148). Em pacientes idosos e diabéticos, a presenca
de hiperglicemia e AGEs ativam MAPKs, ERK 1/2, P38 e STATS3 sinalizando através
do aumento da secregao IL-6 por ostedcitos (144). Levando em conta os resultados
obtidos aqui, os peptideos IDR-1018 e o LL-37 foram capazes de diminuir a produg¢ao
de IL-6 em condi¢cbes de estimulo de sSRANKL e 24 mM de D-glicose. Da mesma
forma, Mayer et al. (149) também descreveu um efeito anti-inflamatoério pelo peptideo
IDR-1018 com completa auséncia da producgao de IL-6 em PBMCs de fibrose cistica
estimulados com flagelina e LPS de P. aeruginosa. Mas, em contraste, os mondcitos
estimulados pelo peptideo LL-37 aumentaram a producédo de IL-6 e as MSCs
estimuladas por LL-37, apds 48h, liberaram um perfil com moléculas mais
inflamatorias e entre elas, a IL-6 (143,150).

Em contraste, as citocinas anti-inflamatérias também desempenham um papel
no processo de osteoclastogénese e, portanto, a IL-10 foi selecionada para avaliagao
neste trabalho. A IL-10 € uma potente citocina anti-inflamatéria e um potente
supressor de osteoclastogénese inibindo a expressdo NFATc1 e sua translocagao
nuclear. Além disso, a IL-10 também promove o aumento de OPG e a diminuicéo de
RANKL e M-CSF (120,151,152). Em nossos achados, o peptideo LL-37 manteve a
producao de IL-10 em nivel basal e o peptideo IDR-1018 promoveu um aumento de
producdo da IL-10 em macréfagos derivados de PBMCs estimulados por 12 mM de
D-glicose e uma diminuigao de IL-10 nos grupos estimulados com sRANKL e altas
concentragdes de D-glicose (12 e 24 mM). Uma possivel explicagédo para a diminui¢ao
da producao de IL-10 em condi¢des de estimulo por SRANKL e altas concentragdes
de D-glicose € a presencga do estimulo de M-CSF na cultura celular, fator responsavel
por promover um fenétipo de macréfago do tipo M2 aprimorado e, consequentemente,
nao ha aumento na producado de IL-10. No entanto, a resposta ainda é considerada
benéfica, uma vez que esse tipo de macrofago promove a reparagéo e a remodelagao
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de tecidos e elimina as células apoptoticas (153). Por outro lado, Mayer et al. (149)
descreveu que o peptideo IDR-1018 poderia aumentar a producdo de IL-10 em
PBMCs derivadas de pacientes com fibrose cistica estimuladas com LPS de P.
aeruginosa. Este aumento da producao IL-10 deveu-se provavelmente ao fendtipo de
macrofago do tipo M1 obtido devido ao estimulo utilizado. Em relag&o ao peptideo LL-
37, Lima et al. (154) relatou que a produgéao de IL-10 nao foi afetada pela presenga do
tratamento do peptideo LL-37 em cultura de células RAW 264.7 estimuladas por
antigenos heat killed de C. albicans com e sem IFN-y, em concordancia com os
resultados obtidos neste estudo.

Dado os efeitos dos peptideos IDR-1018 e LL-37 em condi¢des
osteoclastogénicas, também foi avaliado o potencial de mineralizagdo dos peptideos
em cultura de células semelhantes a osteoblastos (SaOs-2). SaOs-2 é uma linhagem
de células derivadas de osteosarcoma amplamente utilizada como modelo
osteoblastico para diferenciagcédo de células dsseas (155,156). As células tumorais sao
conhecidas por sua alta taxa de proliferacdo, e as células proliferativas apresentam
maior absorgdo de glicose (157). Da mesma forma que a glicose promove a
proliferacdo celular, o peptideo IDR-1018 também foi descrito como um indutor da
proliferagdo celular (135). Outro fator que deve ser levado em conta é que o B-
glicerofosfato, estimulo utilizado para o condicionamento osteogénico, € uma das
formas possiveis de fosfato inorganico (Pi) e € comumente adicionado aos meios de
cultura celular para estimular a proliferagao in vitro e o processo de mineralizagao
(158). Assim, a viabilidade celular foi menor nas culturas estimuladas com as altas
concentragdes de D-glicose (12 e 24 mM) e pelo peptideo IDR-1018, provavelmente
pelo aumento da proliferacédo celular provocado por esses estimulos.

Os principais pontos relacionados a fragilidade 6ssea em pacientes diabéticos
séo a glicoslagdo ndo enzimatica do colageno, a diminuigdo da remodelagao 6ssea e
o estado pré-inflamatério causado pela presenga de hiperglicemia (7). Franke et al.
(159) evidenciou que o acumulo de AGEs na matriz 6ssea tem o potencial de suprimir
propriedades osteogénicas e promover propriedades osteoclastogénicas dos
osteoblastos in vivo. Desta forma, aqui investigamos o potencial dos peptideos IDR-
1018 e LL-37 sobre a quantidade de P;, a atividade da enzima ALP e os depdsitos de
calcio a partir da coloracido de vermelho de alizarina no cultivo de células SaOs-2 em
meio osteogénico, uma vez que esses componentes estdo envolvidos na

mineralizagao ossea (123).
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Dessa forma, o inicio das analises relacionadas a mineralizagado se deu pela
quantificacdo de fosfato. O P; € um componente essencial para formagdo de
hidroxiapatita na matriz extracelular 6ssea, e sua concentragdo intracelular livre
(soluvel) é aproximadamente igual a concentragdo extracelular (160). Estudos
demostraram que P; induz genes responsaveis pela proliferagcédo celular, metabolismo
energético e mineralizagdo de células semelhantes ao osteoblasto (158). Strzelecka-
Kiliszek et al. (161) reportou aumento da produgcado mineral em culturas estimuladas
por meio em condi¢des osteogénicas. Enquanto isso, nossos achados revelam que o
peptideo IDR-1018 manteve a quantificacdo do fosfato e o peptideo LL-37 apresentou
pequena reducgao.

Seguindo no processo de mineralizagédo, a enzima ALP promove o aumento do
Pi e facilita a mineralizagado, desempenhando também um papel essencial no processo
de mineralizagdo. A ALP é uma metaloenzima composta de varias isoenzimas e € um
dos primeiros genes ativados no mecanismo de calcificagdo. A expressao de ALP e,
consequentemente, a diferenciagdo de osteoblastos sdo regulados principalmente
pelas vias BMP/Runx2/Osterix e pela cascata de sinalizacdo Wnt, que se comunicam
entre si (162). Para o processo de mineralizagdo, a razdo entre P; e pirofosfato
inorganico (PP;) é fundamental, e o papel da ALP é hidrolisar o PPi, que € um inibidor
da formacao de hidroxiapatita (163). A ALP é um marcador de mineralizacao e os
resultados obtidos podem ser explicados pelo fenotipo osteoblastico maduro das
células Sa0Os-2 (156), onde o peptideo IDR-1018 apresentou um aumento da atividade
da ALP.

Da mesma forma, Mao et al. (164) e Liu et al. (165) também descreveram o
aumento da atividade da ALP em osteoblastos humanos estimulados com um
composto isolado da Uraria crinita comestivel e em células-tronco mesenquimais de
medula éssea cultivadas em meio osteogénico e estimuladas com wedelolactone, um
composto isolado da Herba Ecliptae, respectivamente. Em relagdo ao peptideo LL-37,
nossos resultados ndo demonstraram qualquer alteracdo na atividade da ALP, ou
seja, resultado similar ao obtido no grupo controle estimulado com meio osteogénico.
No entanto, Cheng et al. (166) relatou que o peptideo LL-37, em uma concentragao
de apenas 2,5 uyg.mL"', aumenta significativamente a atividade da ALP em células
tronco originadas da papila apical, que sdo células essenciais para a formagao de
tecidos semelhantes a dentina/osso.
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Por fim, os peptideos IDR-1018 e LL-37 apresentaram efeitos positivos na
formagao de matriz mineralizada e, até o momento, ndo ha dados disponiveis sobre
o efeito do IDR-1018 no processo de mineralizacdo éssea, sendo este entdo o
primeiro trabalho a abordar os efeitos desse peptideo voltado ao aspecto 6sseo. Em
relagédo as altas concentragdes de D-glicose, a concentragdo de 12 mM de D-glicose
promoveu uma formagao de depdsito de calcio mais significativa pelas células SaOs-
2 do que a concentragcédo de 24 mM de D-glicose. Apesar disso, Pahwa et al. (167)
descreveu que as concentragdes de 11,1, 16,6 e 27,7 mM de glicose foram capazes
de aumentar a diferenciacgao celular de osteoblastos, mas que apenas a concentragcao
de 27,7 mM diminuiu a proliferacdo dos osteoblastos. Sobre diferentes concentragdes
testadas do peptideo IDR-1018, quando foram testadas em associadas a glicose,
apenas a concentragdo de 16 ug.mL"' do peptideo aumentou os depositos de calcio.
Nesse sentido, e também considerando a atividade da ALP, o ensaio de coloragao de
vermelho de alizarina também confirma a fungéo osteogénica tanto do peptideo IDR-
1018, quanto do peptideo LL-37. Dados semelhantes foram demonstrados por Cheng
etal. (166) e Yu et al. (146) que relataram que as células do estroma da medula 6ssea
tratadas com o peptideo LL-37 tinham uma area maior de nddulos corados por
vermelho de alizarina e que a expressao de ALP foi aumentada por células tratadas
com LL-37, respectivamente.

Atualmente, os principais farmacos utilizados para a condigdo de fragilidade
O0ssea sao os da classe de bisfosfonatos, como o alendronato de sédio, e os anticorpos
monoclonais romosozumab e denosumabe (28). Embora n&o existam estudos
suficientes sobre a eficacia desses medicamentos em pacientes diabéticos, na
auséncia de terapia especifica para esse grupo, esses farmacos acabam sendo
utilizados para esse fim (168). Os bisfosfonatos sdo analogos sintéticos de pirofosfato
inorganico, inibindo a reabsorg¢ao 6éssea e aumentando a DMO. O romosozumabe, por
outro lado, € um anticorpo anti-esclerostina, um dos principais inibidores da formacéao
0ssea, e 0 denosumabe é um anticorpo anti-RANKL (28,169). No entanto, o custo do
tratamento (comparando o custo por mg) envolvendo esses dois medicamentos s&o
muito caros. Utilizando uma cotacdo do dolar a R$ 5, os bisfosfonatos sdo os mais
acessiveis, custando R$ 0,48/mg, em comparagdo aos anticorpos monoclonais, que
podem ser até 222x mais caros, onde o romososumab chega a custar R$ 100/mg e o
denosumabe R$ 15,65/mg. O uso de HDPs como IDR-1018 e LL-37 nesta condicédo

clinica, poderia reduzir o custo do tratamento em até 11x em comparacido com
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anticorpos monoclonais, custando R$10/mg, apresentando-se como uma alternativa
mais acessivel.

Além do aspecto 6sseo e também devido a descompensacgao glicémica, a micro
e macrovasculatura podem estar comprometidas, levando a consequéncias como por
exemplo, a neuropatia diabética (170,171). Levando isso em conta, a ocorréncia de
traumas, acompanhados de neuropatia periférica, possui alto potencial de causar
ferimentos crénicos (172). As feridas diabéticas cronicas compreendem feridas que
na maioria das vezes nao progridem apds a fase inflamatoria e ndo cicatrizam dentro
de 12 semanas. Durante esse periodo, o processo de cura pode ser interrompido e
paralisado em diferentes fases, possivelmente influenciado pela hiperglicemia crénica,
inflamacgéo, disfungdo micro e macrovascular, hipdxia, neuropatia autbnoma e
sensorial (173). As feridas crbénicas geralmente apresentam altos niveis de citocinas
pro-inflamatérias, infecgbes persistentes, biofilmes microbianos resistentes a
medicamentos e células senescentes que nao respondem aos estimulos de reparo
(174,175).

O manejo de feridas diabéticas inclui o desbridamento tecidual para remover a
epiderme hiperqueratinosa, o tecido dérmico necrosado, debris celulares estranhos e
bactérias; controle de infecgdes; equilibrio da umidade para oferecer prote¢cédo contra
infeccbes secundarias, remover exsudatos de feridas e promover a regeneragao
tecidual; e as bordas das feridas devem estar livres de enfraquecimento, ou seja,
aderidas ao leito, uma vez que a migragdo de células na cicatrizagdo ocorre das
bordas para o centro (9,175). Atualmente, os tratamentos disponiveis para feridas
diabéticas envolvem composigdes topicas de colageno bovino e fibroblastos e
queratinécitos vivos, substituto dérmico derivado de fibroblastos humanos
criopreservados, PDGF, queratindcitos cultivados na rede de colageno povoada por
fibroblastos, fator de crescimento de fibroblasto basico bovino recombinante e farmaco
de proteina topica. A lista de ensaios clinicos envolve gel real, curativo impregnado
de mel, terapia de ondas de choque extracorporea, gel de plasma autologo rico em
plaquetas e terapia de ferida de pressdo negativa (61). Dessa forma, para as
abordagens de terapias futuras, o uso do peptideo IDR-1018 combinado com fatores
de crescimento recombinantes ou mesmo com plasma autologo rico em plaquetas
poderia potencializar a cicatrizagdo de feridas em pacientes diabéticos.

Os HDPs sdo um grupo de moléculas conservadas e evolutivas que

apresentam propriedades antimicrobianas e imunomodulatérias, e também atuam na
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cicatrizagdo de feridas (176-179). Em relacdo as feridas diabéticas, houve estudo
envolvendo os peptideos [(-defensina-3 e MSI-78, no entanto, esses peptideos
falharam na fase 3 do estudo de ensaio clinico apds ndo demonstrarem qualquer
superioridade ao cuidado padrdo da ferida com ofloxacina (180). Contudo, ha
descricdo de testes com a combinagdo em formulagédo de biogel dos peptideos
antimicrobianos pexiganan e nisin para o controle de crescimentos planctonicos e de
biofilmes de co-cultura de S. aureus e P. aeruginosa isoladas de pacientes diabéticos
com ulceras nos membros inferiores. A combinagdo resultou em uma completa
erradicagao da cepa S. aureus no modelo de co-cultura, sugerindo assim um potencial
de terapia complementar para o tratamento de ulceras diabéticas infectadas (181).
Nesse sentido, levando em consideragao o aspecto cicatricial sem o aspecto
infeccioso das feridas diabéticas, o peptideo IDR-1018 € amplamente descrito com o
potencial imunomodulatério e também é descrito como uma molécula com efeitos pro-
angiogénicos e que promove a proliferacédo celular (135,136). Dessa forma, aqui foi
avaliado brevemente o potencial regenerativo e migratério do peptideo IDR-1018 em
um ambiente com altas concentragdes de glicose, como ja descrito anteriormente.
Primeiro, foi possivel observar um aumento da viabilidade celular apds 24h de
exposi¢cao das células hFIB a altos niveis de D-glicose. A glicose € um carboidrato
essencial para a manutengdo da biologia celular e geragado de energia metabdlica.
Esse nutriente participa de vias bioquimicas, sinalizagao intracelular e regulagao de
processos de osmolaridade, tornando-se um composto ligado a mudangas em
diversas fungdes celulares, incluindo atividade proliferativa (182). Por outro lado, a
glicose também pode interferir negativamente na taxa de migragdo, proliferacao
celular, apoptose e senescéncia celular devido a hiperglicemia temporaria
estabelecida por processos traumaticos, mas todos os efeitos podem ser dependentes
do tipo de drgado/célula. Um estudo que utilizou fibroblastos gengivais humanos
estimulados com altas concentragdes de glicose (50 e 75 mM) por 72h demonstrou
que a alta concentracao de glicose provocou variagao na morfologia celular, aumento
no numero e fungao de mitocéndrias e na taxa de apoptose (183,184). Nesse sentido,
a alta concentracdo de glicose pode possuir um potencial citotoxico, mas nao
observamos esse efeito negativo quando avaliada a viabilidade celular, uma vez que
estudos indicam que, em comparagao com outros tipos celulares, os fibroblastos sédo
mais resistentes a altos niveis de glicose (185). Da forma semelhante, um estudo
demonstrou ndo haver diferenga significativa na viabilidade das células MC3T3-E1
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expostas a 15, 30 ou 50 mmol/L de glicose em comparagdo com o grupo controle sem
glicose, também testado em 24h (186).

Em relagdo ao peptideo IDR-1018, os resultados obtidos demonstraram que a
maior concentragao testada do peptideo apresentou ligeira diminuigdo na viabilidade
celular das células hFIB, em comparagao a menor concentragao testada do peptideo.
O que, no entanto, quando comparado ao grupo controle, ndo houve diferenga. Uma
reducdo de viabilidade celular semelhante pode ser observada em PBMCs
estimuladas com uma maior concentragao de peptideo IDR-1018 (>50 pg.mL") (187).
No entanto, em outro estudo, houve uma reducdo de apenas 22% na viabilidade
celular de cultura de queratindcitos humanos (HaCat), quando expostos a 100 uyg.mL"
' do peptideo IDR-1018 e nenhuma alteragdo foi observada na viabilidade celular
fibroblastos humanos, quando testadas concentragbes de até 200 ug.mL"' (94).
Contudo, quando o peptideo IDR-1018 foi exposto ao ambiente de alta concentragao
de glicose, a viabilidade celular foi totalmente recuperada, evidenciando o potencial
proliferativo tanto do peptideo quanto da glicose (94).

Considerando os resultados obtidos pelo ensaio de MTT, onde pode-se
observar um aumento da atividade enzimatica mitocondrial, a hip6tese de aumento da
proliferagdo celular pela presenga do estimulo de glicose foi levantada. Assim, para
avaliar essa hipotese, foi realizada uma analise de proliferacédo celular nos tempos de
0 a 120h, com intervalos de 24h entre uma analise e outra, para verificar o potencial
migratorio do peptideo IDR-1018 em ambiente de alta concentragao de glicose, no
ensaio de migragdo. Embora relatos na literatura de que altas concentragdes de
glicose podem possuir potencial citotéxico para as células, a glicose € também uma
excelente fonte de carbono, favorecendo a biossintese de nucleotideos e aminoacidos
(182). Assim como a glicose, o SBF também possui componentes como hormonios,
vitaminas e fatores de crescimento que favorecem a proliferacdo e manutencao celular
(188). Desta forma, o experimento de proliferacédo celular foi realizado para destacar
o efeito natural do estimulo da glicose e a auséncia de SBF na migracao celular.

Processos rotineiros de cicatrizacao de feridas cutaneas envolvem proliferacédo
e migracgao de fibroblastos, dentre outros processos (189). A migracéo celular € um
processo crucial para angiogénese e re-epitelizagao de feridas, onde a ativagao da
migracao celular envolve fatores de crescimento, citocinas, moléculas de adesé&o e
angiogenina (190). O ensaio de migracdo demonstrou que o ambiente de altas
concentragbes de glicose (12 e 24 mM) estimulou a migragdo das células hFIB,
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principalmente apds 48h da promogao da ferida na monocamada celular, como
esperado, e possivelmente devido ao efeito proliferativo da glicose. Em um estudo foi
verificado que células de fibroblastos primarios de prepucio humano de neonatos
estimuladas com 30 mM de glicose apresentaram proliferagdo celular. Entretanto,
neste mesmo estudo foi observado que a migracdo de celular foi adiada devido a
maior producédo e efeito de ROS a sinalizagdo JNK (189). Outros aspectos a serem
considerados é que além de possivelmente inibir a migracdo celular, a alta
concentragcédo de glicose pode prejudicar a polaridade celular, inibir a maturagao da
adesdo e desestabilizar a protrusdo celular. Todas essas condigbes estédo
relacionadas a atividade da proteina Rac1 e ao aumento do estresse oxidativo (191).

Por outro lado, as células hFIB estimuladas apenas com o peptideo IDR-1018
apresentam uma leve migragdo em todas as 3 concentragdes testadas e resultados
similares foram apresentados por Alencar-Silva et al. (135). O peptideo IDR-1018 é
descrito como um promotor de regeneracéo e cicatrizagao da pele com re-epitelizagao
acelerada, além de promotor de migragéo celular de células como hFIB, melanécitos
da linhagem MeWo e queratindcitos imortalizados da linhagem de células HaCat, mas
os resultados mais pronunciados mostram que os queratindcitos tém uma melhor
resposta ao estimulo do peptideo IDR-1018 (94,135). Embora o peptideo IDR-1018
possa promover a cicatrizacdo de feridas em varias condi¢cdes in vitro e in vivo,
inclusive sob infecg¢ado, a reparagéo de feridas no dorso de camundongos diabéticos
nao teve eficacia e esse resultado pode estar relacionado a resposta imune provocada
pelo DM, uma vez que o peptideo IDR-1018 atua modulando respostas imunes, é
provavel que o sistema imune comprometido do modelo animal diabético bloqueie
uma ou mais vias de sinalizacdo pelas quais o peptideo exerce seus efeitos
(94,102,136).

Por fim, a partir dos resultados obtidos aqui e da literatura disponivel, entende-
se que o peptideo IDR-1018 &€ um promissor potencial adjuvante em terapias
relacionadas ao DM, podendo contribuir para os tratamentos relacionados a
fragilidade Ossea e feridas diabéticas.



90

7 CONCLUSAO

Os peptideos IDR-1018 e LL-37 sao potenciais candidatos ao tratamento de
fragilidade Ossea diabética, pois demonstraram ter o potencial de inibir a
osteoclastogénese in vitro e permitir a mineralizagdo in vitro, com potencial de
diferenciagado de osteoblastos. Ja em relagdo a cicatrizagcdo de feridas diabéticas,
embora tenha relatos na literatura de que o peptideo IDR-1018 possui potencial de
cicatrizacdo, essa caracteristica foi diminuida quando testado em ambiente in vitro
com altas concentracbes de glicose. Para ambos os testes, tanto direcionados ao
aspecto 0sseo, quanto para feridas diabéticas, € importante ressaltar que mais
estudos sdo necessarios para complementar os dados obtidos aqui.
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ANEXO A — ESPECTRO DE MASSA DOS PEPTIDEOS IMUNOMODULADORES

Figura 1 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptideo LL-37 (4490,8 Da), com pureza superior a 95%.

x104

1.2+

Intens. [a.u)

4490.772

1.0+

0.8

-—4456.235

0.6

2246531

0.4

0.2

--650.107
----2327.809
-----4538.672

-877.121
----1498.354

0.0

"1000 = 1s00 2000 2800 3000 380 4000 4500 o



105
Figura 2 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptideo IDR-1018 (1536 Da), com pureza superior a 95%.

3 x1097 N
L 1018 S
& ©
6 -
4 -
2 -
0 | o 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 T T T T T T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500



106

ANEXO B — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

Universidade

Catalica de Brasilia UNIVERSlDADE CATOLICA DE g Plataoforma
BRASILIA - UCB %‘“‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ACAO DOS PEPTIDEOS IDR-1018 E LL-37 NO PROCESSO DE REABSORGCAO
OSSEA IN VITRO

Pesquisador: Taia Maria Berto Rezende

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 72087317.1.0000.0029

Instituicao Proponente: Stricto Sensu em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.209.375



107

ANEXO C — PRODUGAO CIENTIFICA RELACIONADO A TRABALHOS COMO
PRIMEIRA AUTORA DURANTE O PERIODO DE DOUTORAMENTO

Artigo 1 - Cantuaria APC, Figueiredo TM, Freire MS, Lima SMF, Almeida JA, Franco
OL, et al. The effects of glucose concentrations associated with lipopolysaccharide
and interferon-gamma stimulus on mediators’ production of RAW 264.7 cells. Cytokine
[Internet]. 2018.

Cytokine 107 (2018) 18-25

Contents lists available at ScienceDirect

CYTOKINE _

Cytokine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cytokine

The effects of glucose concentrations associated with lipopolysaccharide and | )
interferon-gamma stimulus on mediators’ production of RAW 264.7 cells S

updates.

Ana Paula C. Cantudaria®®, Tarsila M. Figueiredo"’c, Mirna S. Freire™®, Stella M.F. Lima®™¢,
Jeeser A. Almeida™®, Octévio L. Franco™", Taia M.B. Rezende®™®"

* Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Satide, Faculdade de Ciéncias da Satide, Universidade de Brasflia, UnB, Brasflia, Distrito Federal, Brazil

® Centro de Andlises Pr icas e Bi i 8r de Pés-Graduagdo em Ciéncias e Bi ia, Universic Catdlica de Brasflia, UCB, Brasilia,
Distrito Federal, Brazil

€ Curso de Odontologia, Faculdade de Ciéncias da Satide, Universidade de Brasflia, UnB, Brasflia, Distrito Federal, Brazil

4 Programa de Pés-Graduagdo da Rede Centro-Oeste, Universidade de Braslia, UnB, Brasflia, Distrito Federal, Brazil

©Curso de Odontologia, Universidade Catdlica de Brasflia, UCB, Brasflia, Distrito Federal, Brazil

f Curso de Educagdo Fisica, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil

& Progr de Pés- duagdo em Satide e D Lvir na Regido Centro Oeste, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS, Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, Brazil

" S-Inova Biotech, Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade Cat6lica Dom Bosco, UCDB, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder that results in the impairment of the metabolism of carbohy-
Diabetes mellitus drates, proteins and lipids. It can give rise to various complications, mainly caused by chronic exposure of cells to
Hyperglycemia high glucose concentrations, including changes in the immune response processes. The aim of this study was to
RAW 264.7 verify the chemokine and cytokines production profile in the presence of different glucose concentrations and
hcyn::::gy infection/inflammatory stimuli. To this end, cell viability and the production of chemokines, cytokines and nitric
ELISA oxide (NO) were analyzed in RAW 264.7 cell culture. Results demonstrated that there was no change in cell

viability after 6, 24 and 72 h. Different stimuli were unable to modify the monocyte chemoattractant protein
(MCP)-1 and tumor necrosis factor (TNF)-a production. Groups stimulated with lipopolysaccharides (LPS) and
LPS and recombinant interferon (rIFN)-y down-regulated interleukin (IL)-1q, IL-10 and IL-12 and up-regulated
IL-6 production. NO production d a pattern of i , according to the increase in glucose con-
centrations, reaching its peak at 72h. In summary, the results demonstrated that high glucose concentrations
alone may be sufficient to alter the in vitro mediators’ production of RAW 264.7 cells.

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is one of the most prevalent non-commu-
nicable chronic diseases and it is an important public health problem. It
occurs when the pancreas does not produce enough insulin type 1
diabetes), or when the body cannot effectively use the produced insulin
type 2 diabetes) [1,2]. Global reports indicate that an estimated 422
million adults were living with diabetes in 2014. In 2016, the World
Health Organization WHO) determined in Brazil the prevalence of more
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than 16 million people living with diabetes [2,3].

Diabetes can cause various complications, caused by the adverse
effects of chronic exposure of cells to high glucose concentrations,
giving rise to the term “glucose toxicity” [4]. In normal conditions, the
immune system reacts daily against invading microorganisms, main-
taining homeostasis and it is essential for survival [5,6]. However, it is
known that there is a change in both the innate and adaptive response
in diabetic patients, due to the presence of systemic and chronic hy-
perglycemia [7,8].

essential medium alpha medium; ANOVA, analysis of variance; DM, Diabetes Mellitus; DMSO, di-

b LS, li " harides; MCP-1,

8l

linked i b
monocyte chemoattractant protein 1; MHC, major hi
natural killer; NO, nitric oxide; PBMCs, peripheral blood

lex; MTT, (3-(4,5-dis
cells; PI3K, phosphoi

2-y1)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide); NF-kB, nuclear factor-Kappa B; NK,
3-kinase; PWM, pokeweed mitogen; rIFN, recombinant interferon; ROS, reactive

oxygen species; STAT, signal transducer and activator of transcription; TLR, Toll-like receptor; TNF, tumor necrosis factor; TRIF, TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-B;

WHO, World Health Organization

* Cor ding author at: Uni
Brasflia-DF, Brazil.

E-mail addresses: taiambr @gmail.com, taia@ucb.br (T.M.B. Rezende).

https://doi.org/10.1016/j.cyt0.2017.11.008

Received 10 July 2017; Received in revised form 10 b pted 10 by
Available online 15 February 2018

1043-4666/ © 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

2017;

idade Catélica de Brasilia, Centro de Anilises Protedmicas e Bioquimicas, SGAN 916N, Av. W5, Campus II, Modulo C, Room C-221, 70.790-160,

2017



108

ANEXO D - PRODUGAO CIENTIFICA EM PROCESSO DE SUBMISSAO

Artigo 1 — Artigo submetido na revista Peptide Science

Submission Confirmation Sernt

Thank you for your submission

Submitted to
Peptide Science

Manuscript ID
PEP-2021-06-00026

Title
In vitro production of mediators from high D-glucose-stimulated and host defense peptides-treated RAW
264.7 cells

Authors
Cantuaria, Ana Paula
Figueiredo, Tarsila
Freire, Mirna
Lima, Stella Maris
Amorim, Ingrid
Freitas, Camila
Almeida, Jeeser
Silva, Dieime
Morais, Paulo
Franco, Octavio
Rezende, Taia

Date Submitted
15-Jun-2021

In vitro production of mediators from high D-glucose-stimulated and host defense peptides-treated
RAW 264.7 cells

Ana Paula C. Cantuaria ?; Tarsila M. Figueiredo > ¢; Mima S. Freire ¢ ¢; Stella M. F. Lima® e f; Ingrid A.
Amorim - 9; Camila G. Freitas > ; Jeeser A. Almeida i; Dieime Custddia da Silva b i; Paulo Cesar Morais bj;
Octavio L. Franco® ¥; Taia M. B. Rezende 2 °

aPrograma de Pds-Graduagéo em Ciéncias da Saude, Faculdade de Saude, Universidade de Brasilia, UnB, Brasilia,
Distrito Federal, Brazil.

b Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, Universidade Catodlica de Brasilia, UCB, Brasilia,
Distrito Federal, Brazil.

¢ Curso de Odontologia, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, UnB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.
dPrograma de Pés-Graduagédo da Rede Centro-Oeste, Universidade de Brasilia, UnB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.

e Curso de Odontologia, Centro Universitario do Planalto Central Apparecido dos Santos, UNICEPLAC, Brasilia, Distrito
Federal, Brazil.

f Curso de Odontologia, Universidade Catdlica de Brasilia, UCB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.

9 Curso de Odontologia, Centro Universitario Euro-americano de Brasilia, UNIEURO, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.
hInstituto Federal de Brasilia, IFB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.

iPrograma de Pds-Graduagao em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro Oeste, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMGS, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil.

iDepartamento de Fisica, Fundagéo Universidade Federal de Rondénia, Porto Velho, Rondénia, Brazil.

kS-Inova, Programa de Pés-Graduagéo em Biotecnologia, Universidade Catélica Dom Bosco, UCDB, Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brazil.



109

Artigo 2 - Artigo submetido na revista ACS Applied Bio Materials

Submission Confirmation Spint

Thank you for your submission

Submitted to
ACS Applied Bio Materials

Manuscript ID
mt-2021-00689h

Title
Peptides IDR-1018 and LL-37 inhibit osteoclastogenesis and promote mineralization in an in vitro high
glucose environment

Authors

Cantuaria, Ana Paula
Amorim, Ingrid

Silva, Poliana Amanda
Ferreira, Arthur

Lima, Stella Maris
Franco, Octavio
Rezende, Taia

Date Submitted
15-Jun-2021

Peptides IDR-1018 and LL-37 inhibit osteoclastogenesis and promote
mineralization in an in vitro high glucose environment

Ana Paula de Castro Cantuaria ?; Ingrid Aquino Amorim - ¢; Poliana Amanda
Oliveira Silva 2; Arthur Corréa Resende Ferreira ®;
Stella Maris de Freitas Lima®: ¢ ¢; Octavio Luiz Franco®:f;
Taia Maria Berto Rezende 2 b d*

2 Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias da Saude, Faculdade de Saude,
Universidade de Brasilia, UnB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil,

b Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Genémicas e Biotecnologia,
Universidade Catdlica de Brasilia, UCB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.

¢ Curso de Odontologia, Centro Universitario Euro-americano de Brasilia,
UNIEURO, Brasilia, Distrito Federal, Brazil,

4 Curso de Odontologia, Universidade Catélica de Brasilia, UCB, Brasilia,
Distrito Federal, Brazil.

e Curso de Odontologia, Centro Universitario do Planalto Central Apparegido
dos Santos, UNICEPLAC, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.

fS-lnova, Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade
Catolica Dom Bosco, UCDB, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil,



110

Artigo 3 - Artigo a ser submetido na revista Peptides

The peptide IDR-1018 promotes cell migration in a high D-glucose
environment

Ana Paula de Castro Cantuaria 2; Arthur Corréa Resende Ferreira ?; Poliana
Amanda Oliveira Silva ?; Stella Maris de Freitas Lima®: ¢ Ingrid Aquino Amorim
b- Robert E. W. Hancock ¢; Octavio Luiz Franco®:¢;

Taig Maria Berto Rezende 2 b °*

2 Programa de P6s-Graduagéao em Ciéncias da Saude, Faculdade de Saude,
Universidade de Brasilia, UnB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil,

® Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Genémicas e Biotecnologia,
Universidade Catdlica de Brasilia, UCB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil.
¢ Curso de Odontologia, Universidade Catdlica de Brasilia, UCB, Brasilia,
Distrito Federal, Brazil.

d Center for Microbial Diseases and Immunity Research, Department of
Microbiology and Immunology, University of British Columbia, Vancouver,
British Columbia, Canada.

¢ S-Inova, Programa de P6s-Graduagao em Biotecnologia, Universidade
Catdlica Dom Bosco, UCDB, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil,



111

ANEXO E - PRODUGAO CIENTIFICA RELACIONADO A TRABALHOS COMO

COLABORADORA, DURANTE O PERIODO DE DOUTORAMENTO

Artigo 1 - Freitas CG, Lima SMF, Freire MS, Cantuaria APC, Junior NGO, Santos TS,
et al. An immunomodulatory peptide confers protection in an experimental candidemia

murine model. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2017;61(8).

SOCIETY FOR

] e Antimicrobial Agents
L microsiotocy | ANC Chemotherapy®

An Immunomodulatory Peptide Confers
Protection in an Experimental
Candidemia Murine Model

Camila G. Freitas,><d Stella M. F. Lima,>d2f Mirna S. Freire,2.9h
Ana Paula C. Cantudria,»9 Nelson G. O. Junior,>9J Tatiane S. Santos,ok
Jéssica S. Folha,ok Suzana M. Ribeiro,2! Simoni C. Dias,>d.e
Taia M. B. Rezende,d.ef9. Patricia Albuquerque,9 André M. Nicola,e9
César de la Fuente-Nuiiez,™no»r.ar Robert E. W. Hancock,®
Octavio L. Franco,2-b.d.e.ahi Maria Sueli S. Felipeab.d.eo
Centro de Analises Protedmicas e Bioquimicas, Brasilia, Distrito Federal, Brazil?; S-Inova Biotech—Universidade
Catolica Dom Bosco, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil®; Instituto Federal de Brasilia, Brasilia, Distrito
Federal, Brazil; Universidade Catdlica de Brasilia, Brasilia, Brazil; Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Gendmicas e Biotecnologia, Universidade Catélica de Brasilia, Brasilia, Brazile; Curso de Odontologia,
Universidade Catdlica de Brasilia, Brasilia, Brazil’; Universidade de Brasilia, Brasilia, Brazils; Programa de Pos-
Graduagao em Biotecnologia e Biodiversidade—Rede Centro-oeste, Universidade de Brasilia, Brasilia, Brazil™;
Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, Brazil’; Pés-Graduagao em Patologia
Molecular, Universidade de Brasilia, Brasilia, Brazili; Pés-Graduacao em Medicina Tropical, Universidade de
Brasilia, Brasilia, Brazil%; Pés-Graduacao em Biotecnologia, Universidade Catélica Dom Bosco, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brazil; Synthetic Biology Group, MIT Synthetic Biology Center, Massachusetts Institute of
Technology, Cambridge, Massachusetts, USA™; Research Laboratory of Electronics, Massachusetts Institute
of Technology, Cambridge, Massachusetts, USA"; Department of Biological Engineering, and Department of
Electrical Engineering and Computer Science, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge,
Massachusetts, USA®; Broad Institute of MIT and Harvard, Cambridge, Massachusetts, USAP; Harvard Biophysics
Program, Harvard University, Boston, Massachusetts, USAS; The Center for Microbiome Informatics and
Therapeutics, Cambridge, Massachusetts, USA"; Center for Microbial Diseases and Immunity Research,
Department of Microbiology and Immunology, University of British Columbia, Vancouver, British Columbia,
Canada®

ABSTRACT Fungal Candida species are commensals present in the mammalian skin
and mucous membranes. Candida spp. are capable of breaching the epithelial bar-
rier of immunocompromised patients with neutrophil and cell-mediated immune
dysfunctions and can also disseminate to multiple organs through the blood-
stream. Here we examined the action of innate defense regulator 1018 (IDR-
1018), a 12-amino-acid-residue peptide derived from bovine bactenecin (Bac2A):
IDR-1018 showed weak antifungal and antibiofilm activity against a Candida albi-
cans laboratory strain (ATCC 10231) and a clinical isolate (Cl) (MICs of 32 and 64
ng-ml—1, respectively), while 8-fold lower concentrations led to dissolution of
the fungal cells from preformed biofilms. IDR-1018 at 128 pg-ml~' was not he-
molytic when tested against murine red blood cells and also has not shown a
cytotoxic effect on murine monocyte RAW 264.7 and primary murine macro-
phage cells at the tested concentrations. IDR-1018 modulated the cytokine pro-
file during challenge of murine bone marrow-derived macrophages with heat-
killed C. albicans (HKCA) antigens by increasing monocyte chemoattractant protein 1
(MCP-1) and interleukin-10 (IL-10) levels, while suppressing tumor necrosis factor alpha
(TNF-q), IL-1B, IL-6, and IL-12 levels. Mice treated with IDR-1018 at 10 mg-kg~—' of body
weight had an increased survival rate in the candidemia model compared with phos-
phate-buffered saline (PBS)-treated mice, together with a diminished kidney fungal bur-
den. Thus, IDR-1018 was able to protect against murine experimental candidemia and
has the potential as an adjunctive therapy.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Endodontic treatment is mainly based on root canal disinfection and its failure may be motivated by microbial
Candida albicans resistance. Endodontic therapy can be benefitted by host defense peptides (HDPs), which are multifunctional
Cytokines molecules that act against persistent infection and inflammation. This study aimed to evaluate the antimicrobial,
Enterococcus faecalis

cytotoxic and immunomodulatory activity of several HDPs, namely clavanin A, clavanin A modified (MO) and
LL-37, compared to intracanal medication Ca(OH),. HDPs and Ca(OH), were evaluated by: (1) antimicrobial
assays against Candida albicans and Enterococcus faecalis, (2) cytotoxicity assays and (3) cytokine tumor necrosis
factor (TNF)-a, monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, interleukin (IL)-1a, IL-6, IL-10 and IL-12 and nitric
oxide (NO) production by RAW 264.7 cells incubated with or without heat-killed (HK) C. albicans or E. faecalis
combined or not with interferon-y. The minimum inhibitory concentration (MIC) was established only for E.
faecalis (LL-37, 57 uM). Considering cytotoxicity, clavanin MO was able to reduce cell viability in many groups
and demonstrated lowest LCso. The Ca(OH), up-regulated the production of MCP-1, TNF-a, IL-12 and IL-6 and
down-regulated IL-1a, IL-10 and NO. Clavanins up-regulated the TNF-a and NO and down-regulated IL-10
production. LL-37 demonstrated up-regulation of IL-6 and TNF-a production and down-regulation in IL-10 and
NO production. In conclusion, LL-37 demonstrated better antibacterial potential. In addition, Ca(OH), de-
monstrated a proinflammatory response, while the HDPs modulated the infl y response from non-in-
terference with the active cytokines in the osteoclastogenesis process, probably promoting the health of peri-
radicular tissues.

Endodontics
Host defense peptide

1. Introduction linked to microbicidal functions, cytokine secretion, immune cell re-

cruitment and microbe phagocytosis and/or release of toxic metabolites

Endodontic treatment or retreatment of teeth with apical period-
ontitis demands significant microbial reduction by biomechanical pre-
paration of the root canal system [1]. Pulp and periradicular patho-
genesis is unleashed by an infection process that triggers the
inflammatory process. In this way, interferon (IFN)-y participates in
macrophage activation in the periradicular area. Macrophage activity is

+ Corr ding author at: Uni idade Catélica de Brasilia, Py di

30 em Ciéncias G

[2]. These cells presented an important role in the pulp and periradi-
cular immune response among other pulp cells [3,4]. Since micro-
organisms perpetuate the infective process, macrophages and other cell
types are involved in the release of IFN-y and other inflammatory
mediators [3].

The success rate of endodontic treatment for teeth without apical
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1 | INTRODUCTION

Abstract

This study aims to evaluate the in vitro antimicrobial and immunomodulatory activities and
cytotoxicity of chlorhexidine (CHX) and synoeca-MP peptide alone or in combination
against Pseudomonas aeruginosa. The antimicrobial property was evaluated by the
determination of minimal inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration,
and planktonic bacteria and biofilm inhibition. Immunomodulatory activity was determined
by enzyme-linked immunosorbent assay and nitric oxide production by the Griess reaction
method. According to the results, synoeca-MP combined with CHX demonstrated
antimicrobial effectiveness compared with its isolated use, in addition to immunomodu-
latory activity (upregulating MPC-1 and tumor necrosis factor-a and downregulating nitric
oxide and interleukin-10). In this context, it is expected that the substances, together, could
be capable of controlling bacterial infection and dissemination, besides potentiating
macrophages’ immune response against the studied microorganism. Moreover, reducing
the CHX concentration by the addition of synoeca-MP peptide may, in a beneficial way,
minimize the undesirable effects of both, CHX and synoeca-MP in a clinical setting.

KEYWORDS
antimicrobial peptide, biofilms, chlorhexidine, Pseudomonas aeruginosa, synergism

biofilm resulting in the destruction of the tooth-supporting tissues and
tooth loss (Gokhale & Padhye, 2013). Indeed, the development of

Healthy individuals possess an oral microbiota that can suffer alterations
by several factors such as the imbalance of the periodontal immunoin-
flammatory and presence of periodontopathogenic bacteria (Meyle &
Chapple, 2015). Periodontitis is a common infectious disease of the oral
cavity developed by the presence and formation of dental-bacterial

periodontal diseases can also contribute to the appearance and
colonization of oral tissues by opportunistic microbial species (Meyle &
Chapple, 2015). Conceivably, periodontal diseases represent a risk factor
for systemic diseases, because they present great bacterial diversity and
periodontopathogenic deposits (Scannapieco, 1998). This instance can

J Cell Physiol. 2019;1-12.
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ABSTRACT

The consumption of high-protein diets (HPD) is associated with resistance training (RT) due to effects
on metabolism. However, little is known about these effects on cardiac tissue. This study aimed to
investigate effects of HPD and RT on cardiac biomarkers. 18 rats were divided into normo-protein
(NPD), and HPD groups: NPD-Control, NPD-RT, HPD-Control, and HPD-RT. Interleukin-6 (IL-6), tumour
necrosis factor alpha (TNF-a), nitric oxide (NO), activity of metalloproteinase-2 (MMP-2), and vascular
factor (VEGF) were analysed. RT was effective in regulating body weight, increasing strength, and
reducing food consumption (p <.05). HPD induces higher levels of interleukin 6 (p =.0169), and lowers
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NO (p <.0001). When associated with RT, the HPD decreases levels of tumour necrosis factor alpha,
while enhances NO, and MMP activity (p < .05). The association of RT with HDP decreases inflamma-
tory parameters and indicates an enhancement in the molecular parameters of cardiac tissue.

Introduction

In the past decades, the consumption of high-protein diets
(HPD) has become widely popular. Based on the precipitous
extrapolation of results obtained from studies with active
individuals, and driven by the food industry, protein-rich
diets were associated with a healthy lifestyle (Foster et al.
2003; Motteli et al. 2016; Samal and Samal 2018; Shai et al.
2008). Therefore, protein consumption is higher than recom-
mended by Reference Daily Intake (RDI) for a considerable
part of the population (Bauer et al. 2013; Deutz et al. 2014;
Rand et al. 2003). Currently, the use of HPD integrates the
main recommendations for body weight control, lean muscle
increase, and strength levels (Busetto et al. 2011; Deutz et al.
2014; Westerterp-Plantenga et al. 2012). However, its impact
on the cardiovascular system are still controversial
(Mittendorfer et al. 2020).

Previously it was believed that the benefits of HPD on
obesity could extend to the cardiovascular system (Gardner
et al. 2007). Afterward, prospective studies reported an
increase in cardiovascular risk associated with HPD (Bernstein
et al. 2010; Lagiou et al. 2012; Virtanen et al. 2019).
Additionally, Foo et al. (2009) and, more recently, Zhang

et al. (2020) confirmed the atherogenic effect of HPD in an
animal model. However, the role of high-protein consumption
in cardiac molecular outcomes is still unknown. To date, data
upon the effects of HPD and resistance training (RT) on car-
diac biomarkers are contrasting (Melo et al. 2018; Mittendorfer
et al. 2020). On the other hand, RT reduces pro-inflammatory
cytokines and modulates the activity of metalloproteinase
(MMPs) in the left ventricle of rats (Alves et al. 2014; Barboza
et al. 2016). Thus, MMP-2 stands out as an essential enzyme in
the regulation of the extracellular matrix and play an essential
role in cardiac tissue (Guzzoni et al. 2017; Leite et al. 2013).
Besides, RT induces angiogenesis through the convergence of
numerous signalling mechanisms, which includes the activity
of MMP-2, nitric oxide and the vascular endothelial growth
factor (VEGF), which signal for improved oxygenation cardiac,
microvascular and metabolic integrity (Ghorbanzadeh et al.
2017; Milkiewicz et al. 2005).

Although mechanistic studies on cardiovascular responses
to RT have increased in the past decade (Melo et al. 2018),
the interaction of HPD with RT in the perspective of cardiac
biomarkers is poorly understood, especially concerning the
molecular  mechanisms  under these  adaptations.
Consequently, based on these existing gaps, the present
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Abstract

Objectives In order to evaluate host defense peptides (HDPs) HHC-10 and synoeca-MP activity in in vitro osteoclastogenesis
process and in vivo induced apical periodontitis, testing the effect of molecules in the inflammatory response and in apical
periodontitis size/volume after root canal treatment.

Materials and methods In vitro osteoclastogenesis was assessed on bone marrow cell cultures extracted from mice, while in vivo
endodontic treatment involved rats treated with Ca(OH), or HDPs. In vitro osteoclasts were subjected to TRAP staining, and
in vivo samples were evaluated by radiographic and tomographic exams, as well as histologic analysis.

Results None of the substances downregulated the in vitro osteoclastogenesis. Nevertheless, all treatments affected the average of
apical periodontitis size in rats, although only teeth treated with HDPs demonstrated lower levels of the inflammatory process. These
results demonstrated the in vivo potential of HDPs. Radiographic analysis suggested that HHC-10 and synoeca-MP-treated animals
presented a similar lesion size than Ca(OH),-treated animals after 7-day of endodontic treatment. However, tomography analysis
demonstrated smaller lesion volume in synoeca-MP-treated animals than HHC-10 and Ca(OH),-treated animals, after 7 days.
Condusions These molecules demonstrated an auxiliary effect in endodontic treatment that might be related to its immunomod-
ulatory ability, broad-spectrum antimicrobial activity, and possible induction of tissue repair at low concentrations. These results
can encourage further investigations on the specific mechanisms of action in animal models to clarify the commercial applica-
bility of these biomolecules for endodontic treatment.

Clinical significance HDPs have the potential to be adjuvant substances in endodontic therapy due to its potential to reduce
inflammation in apical periodontitis.

Keywords Host defense peptides - Synoeca-MP - HHC-10 - Apical periodontitis - Antimicrobial peptide
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ABSTRACT

Keywords:

Pulp revascularization
Triple antibiotic paste
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Host defense peptides

Regenerative therapies such as dental pulpal revascularization appear as an option for traumatized immature
permanent teeth. However, the triple antibiotic paste - TAP (metronidazole, minocycline, and ciprofloxacin),
used for these therapies, can generate cytotoxicity and dentin discoloration. In contrast, host defense peptides
(HDPs) are promising antimicrobial and i lul y bi lecules for dentistry. This study aimed to
eva.luate in vitro the antimicrobial activity (against Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis) and the

lulatory p ial (by the evaluation of IL-1a, IL-6, IL-12, IL-10, TNF-a and NO, in RAW 264.7
macrophages and IL-6, TGF-p and NO, in L929 fibroblast) of synthetic peptides (DJK-6, IDR-1018, and IDR-
1002), compared to TAP in an in vitro infection model containing heat-killed antigens from E. faecalis and
S. aureus. Furthermore, the synergistic potential of ciprofloxacin and IDR-1002 was evaluated by checkerboard.
Ciprofloxacin was the best antimicrobial of TAP, besides acting in synergism with IDR-1002. TAP was pro-
inflammatory (p < 0.05), while the association of ciprofloxacin and IDR-1002 pr 1 an anti-infl y
profile mainly in the presence of both heat-killed antigens (p < 0.05). Based on these results, ciprofloxacin
associated with IDR-1002 may demonstrate an efficient antimicrobial and immunomodulatory action in this in
vitro model. Further in vivo studies may determine the real potential of this combination.

1. Introduction

root canal filling difficult [3]. On the other hand, regenerative therapies
have been developed in endodontics in recent years for revasculariza-

Dental trauma is a worldwide problem, mostly affecting children
from 8 to 12 years old [1]. Most of this population has teeth forming,
known as immature permanent teeth [1]. Once they are traumatized,
this impact may cause major complications, such as dental pulp necrosis
[2]. In the face of this, conventional endodontic treatment is not indi-
cated in these cases. Inmature permanent teeth have thin dentine walls
and an open apex, which makes chemical-mechanical treatment and

tion of the pulp tissue [4].

The pulp revascularization technique includes the root canal system
access, irrigation, and subsequent use of an intracanal medication,
aiming at the reduction of microbial load [5]. Thus, an aseptic envi-
ronment may allow the formation of a blood clot, which may serve as a
scaffold for the construction of the new pulp-like tissue [6,7]. However,
one of the medications most used for this technique, known as triple
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Aim: Several systemic diseases, such as periodontitis and
apical periodontitis, can cause extensive bone resorption. Host
defense peptides may have the potential for the development
of novel therapies for the bone resorption process. This study
evaluated the potential of host defense peptides clavanins
A, MO, and LL-37 in in vitro osteoclastogenesis. Methods:
RAW 264.7 cultures were stimulated with recombinant of
receptor activator of nuclear factor kappa B ligand in the
presence of different tested concentrations of host defense
peptides, besides calcium hydroxide and doxycycline. Cellular
viability, nitric oxide production, and a number of differentiated
osteoclast-like cells were also evaluated. Results: Results
showed that none of the substances were cytotoxic, except
for 128 pg.mL" of doxycycline after 3 days. Host defense
peptides, calcium hydroxide, and doxycycline did not interfere
in nitric oxide production or downregulated it. An exception
was observed in the presence of 2 pug.mL" of doxycycline,
in which nitric oxide production was up-regulated. All host
defense peptides were capable of reducing osteoclast-like cell
differentiation. Conclusion: Host defense peptides clavanins
A and MO demonstrated to be potential suppressors of
osteoclastogenesis in vitro without interfering in cellular
viability and nitric oxide production. These promising results
need to be further analyzed in in vivo models of bone resorption.

Keywords: Bone resorption. Antimicrobial cationic peptides.
Nitric oxide. Osteogenesis.
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Abstract: High-protein diets (HPDs) are widely accepted as a way to stimulate muscle protein
synthesis when combined with resistance training (RT). However, the effects of HPDs on adipose
tissue plasticity and local inflammation are yet to be determined. This study investigated the impact
of HPDs on glucose control, adipocyte size, and epididymal adipose inflammatory biomarkers in
resistance-trained rats. Eighteen Wistar rats were randomly assigned to four groups: normal-protein
(NPD; 17% protein total dietary intake) and HPD (26.1% protein) without RT and NPD and HPD with
RT. Trained groups received RT for 12 weeks with weights secured to their tails. Glucose and insulin
tolerance tests, adipocyte size, and an array of cytokines were determined. While HPD without RT
induced glucose intolerance, enlarged adipocytes, and increased TNF-«, MCP-1, and IL1-B levels
in epididymal adipose tissue (p < 0.05), RT diminished these deleterious effects, with the HPD +
RT group displaying improved blood glucose control without inflammatory cytokine increases in
epididymal adipose tissue (p < 0.05). Furthermore, RT increased glutathione expression independent
of diet (p < 0.05). RT may offer protection against adipocyte hypertrophy, pro-inflammatory states,
and glucose intolerance during HPDs. The results highlight the potential protective effects of RT to
mitigate the maladaptive effects of HPDs.
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1. Introduction
High-protein diets (HPD) have been increasingly popular in society owing to their
association with enhanced satiety and energy expenditure, and thus they are used as
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