
ANA PAULA DE CASTRO CANTUÁRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

POTENCIAL IMUNOMODULADOR DE PEPTÍDEOS ASSOCIADOS A ALTAS 

CONCENTRAÇÕES DE GLICOSE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BRASÍLIA, 2016 



 

UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA  

FACULDADE DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

 

 

 

 

 

ANA PAULA DE CASTRO CANTUÁRIA 

 

 

 

 

 

POTENCIAL IMUNOMODULADOR DE PEPTÍDEOS ASSOCIADOS A ALTAS 

CONCENTRAÇÕES DE GLICOSE 

 

 

 

Dissertação apresentada como requisito parcial para 

a obtenção do Título de Mestra em Ciências da 

Saúde pelo Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde da Universidade de Brasília. 

 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Taia Maria Berto Rezende 

Co-Orientador: Prof. Dr. Octávio Luiz Franco 

 

 

 

BRASÍLIA 

2016 



 

ANA PAULA DE CASTRO CANTUÁRIA 

 

POTENCIAL IMUNOMODULADOR DE PEPTÍDEOS ASSOCIADOS A ALTAS 

CONCENTRAÇÕES DE GLICOSE  

 

Dissertação apresentada como requisito parcial para 

a obtenção do Título de Mestra em Ciências da 

Saúde pelo Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde da Universidade de Brasília. 

 

Aprovado em 26 de  Julho de 2016. 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

 

 

Taia Maria Berto Rezende (presidente) 

Universidade de Brasília 

 

 

 

 

Bernardo Petriz de Assis 

Centro Universitário do Distrito Federal - UDF 

 

 

 

Ana Paula Dias Ribeiro 

Universidade de Brasília - UnB 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à minha família, em 

especial aos meus pais, Vicente e Luciana, 

que sempre me apoiam e incentivam em tudo, 

porque uma conquista minha é também uma 

conquista de vocês. Dedico também aos 

meus amigos, sempre companheiros. 

Obrigada, eu amo vocês!  



 

AGRADECIMENTOS 

 

 

À orientadora Prof.ª Dr.ª Taia Maria Berto Rezende, pela excelente orientação que 

me foi prestada, suporte e confiança;  

Ao co-orientador Prof. Dr. Octávio Luiz Franco, pela oportunidade e incentivo de 

me ver crescer, como pessoa e cientista; 

Aos membros da banca avaliadora, em especial à Profa. Dra. Ana Paula Dias 

Ribeiro pela compreensão em aceitar o convite de última hora e ao Prof. Dr. 

Bernardo Petriz de Assis e Profa. Dra. Evelyn Mikaela Kogawa, pela 

disponibilidade em me avaliar e contribuir; 

Aos amigos de laboratório e de vida Mirna de Souza Freire, Stella Maris de Freitas 

Lima, Nelson de Oliveira Júnior, Flávia Pereira Dutra, por sempre estarem ao 

meu lado, na alegria ou na tristeza, ou seja, no resultado ou no fracasso, pelas 

comidas, risadas e festas, sem vocês eu não estaria onde estou e seria uma pessoa 

menos feliz; 

À grande amiga Ingrid Amorim Aquino, por todo o companheirismo e ajuda; 

Aos amigos Daniel Amaro, Kelly Mulder, Camila Guimarães, por sempre me 

ajudarem, não importando o que fosse;  

Ao amigo e importante colaborador Jeeser Alves de Almeida, por toda a 

colaboração na análise estatística; 

Aos alunos de iniciação científica Tarsila de Moura Figueiredo e Danilo Cézar 

Martins, por todo o auxílio e dedicação;   

À Arthur Corrêa Rezende Ferreira, por toda a paciência, compreensão, ajuda nas 

horas de desespero e principalmente por todo o amor; 

À amiga e técnica Kênia Chaves, Klena, Krena, Perua, Keninha, por sempre me 

ajudar em tudo que podia; 

Aos meus pais Vicente Cantuária e Luciana Cantuária, e ao meu irmão Vinícius 

Cantuária, por todo o incentivo, a preocupação e torcida; 

À minha família, minha avó Edna Castro, minhas tias e madrinha Márcia Castro e 

Christiani Leitão, meu tio Márcio Leitão e meus primos queridos Matheus, Jonas, 

Gabriel e Mariana, por todo o incentivo e a torcida;  



 

Aos amigos de sempre Henrique Guariento, Phellipe Salomão e Olga Morais, que 

mesmo sem entender muito bem o que eu faço sempre estão na minha torcida e por 

serem os mais compreensivos; 

Aos amigos queridos Mariana Melo, Diego Rocha, André Phelipy Barbosa e 

Fernanda Koser, por todo o apoio e torcida; 

Ao Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da Universidade de 

Brasília, pela oportunidade; 

Ao Centro de Análises Proteômicas e Bioquímicas da Universidade Católica de 

Brasília, pelo acolhimento e estrutura; 

À CAPES, CNPq, FAPDF, UCB e UnB, pelo auxílio financeiro; 

 

 

 

Meus sinceros agradecimentos. 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Sucesso consiste em ir de um fracasso à 

outro sem perder o entusiasmo” 

(Winston Churchill)  



 

RESUMO 

 

 

O diabetes mellitus (DM) consiste em uma desordem metabólica 

caracterizada por hiperglicemia crônica que pode levar a lesão de células e tecidos. 

Uma das possíveis causas das lesões pode ser o desequilíbrio que ocorre no 

sistema imune. Nesta condição, inúmeros peptídeos já foram descritos com o 

potencial imunomodulador. Contudo, ainda não foi descrito na literatura o efeito 

desses peptídeos nas células imunes em condições de elevadas concentrações de 

glicose, associadas à estímulos infecciosos e inflamatórios. Sendo assim, este 

estudo objetivou verificar o potencial imunomodulador de peptídeos sintéticos frente 

a um modelo de hiperglicemia in vitro, avaliando a produção de mediadores pró- e 

anti-inflamatórios. Para tanto o estudo foi dividido em 3 fases: (1) avaliação da 

resposta in vitro das diferentes concentrações de glicose; (2) seleção dos peptídeos 

candidatos (LL-37, IDR-1018, IDR-1002 e DJK-6); e (3) avaliação da produção de 

citocinas in vitro na presença de 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018. Para tanto, foram 

realizados ensaio de viabilidade celular, seguido da dosagem de citocinas (ELISA e 

reação de Griess) em células RAW 264.7 incubadas com ou sem D-glicose, 

lipopolissacarídeo (LPS), recombinante interferon (rIFN)-γ e peptídeos. Foram 

determinadas a produção da proteína quimiotática de monócitos (MCP)-1,  

interleucina (IL)-1α, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-α, IL-12, IL-10 e óxido 

nítrico (NO) na primeira e terceira fase e apenas IL-6, TNF-α e NO na segunda fase. 

Na primeira fase, os estímulos de glicose não foram capazes de alterar a viabilidade 

celular, ocorreu um aumento na produção de IL-6, TNF-α e IL-12, enquanto que a 

produção de IL-10 diminuiu. Na segunda fase, todos os peptídeos mantiveram a 

viabilidade das células. Dentre os peptídeos testados, o peptídeo IDR-1018 foi o 

escolhido para a fase seguinte, por diminuir a produção de TNF-α e manter os níveis 

basais de produção de NO, juntamente com o peptídeo LL-37, utilizado como 

peptídeo de comparação. E na terceira fase o IDR-1018 manteve os níveis basais de 

MCP-1, IL-6, IL-12 e IL-10, diminuiu a produção de TNF-α e aumentou a produção 

de NO, semelhante aos resultados obtidos na presença da LL-37. Desta maneira, a 

partir dos resultados obtidos, o peptídeo IDR-1018 sugere um efeito protetor, 

promovendo a manutenção dos níveis basais e não permitindo o aumento da 

produção dos mediadores pró-inflamatórios, para que assim não ocorra um possível 

dano celular.  

 

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

imunomoduladores; Citocinas; ELISA. 

  



 

ABSTRACT 

 

 

Diabetes mellitus (DM) consists in a metabolic disorder characterized by 

chronic hyperglycemia, which may lead to cells and tissues damage. One of the 

possible causes of the injury can be the imbalance occurring in the immune system. 

In this condition, many peptides have been described with the immunomodulatory 

potential. However, it has not yet been described in the literature these peptides 

effects on the immune cells in conditions of high glucose concentrations, associated 

with infectious and inflammatory stimuli. Thus, this study aimed to verify the 

biotechnological potential of immunomodulatory synthetic peptides front of an in vitro 

hyperglycemia model, evaluating the production of pro- and anti-inflammatory 

mediators. For this, the study was divided into three phases: (1) assessing the in vitro 

response of different glucose concentrations; (2) selection of candidate peptides (LL-

37, IDR-1018, IDR-1002 and DJK-6); and (3) evaluation of cytokine production in 

vitro in the presence of 64 μg.mL-1 IDR-1018 peptide. Therefore, there were carried 

cell viability assay, followed by cytokine assay (ELISA and Griess reaction) in RAW 

264.7 cells incubated with or without D-glucose, lipopolysaccharide (LPS), 

recombinant interferon (rIFN)-γ and peptides. It were determined the production of 

monocyte chemoattractant protein (MCP) -1, interleukin (IL) -1α, IL-6, tumor necrosis 

factor (TNF)-α, IL-12, IL-10 and nitric oxide (NO) in first and third phase and only IL-

6, TNF-α and NO in the second phase. In the first phase, the glucose stimuli were not 

capable of altering the cell viability. There was an increase in IL-6, TNF-α and IL-12 

production, whereas IL-10 production decreased. In the second phase, all the 

peptides maintained the cell viability. Among the peptides tested, the IDR-1018 

peptide was chosen for the next stage, by reducing TNF-α production and maintains 

basal levels of NO production, along with LL-37 peptide, used as a comparison 

peptide. And in the third stage, IDR -1018 maintained baseline levels of MCP-1, IL-6, 

IL-12 and IL-10, decreased TNF-α production and increased NO production, similar 

to the results obtained in the presence of LL-37. Thus, from the results, the IDR-1018 

peptide suggests a protective effect in vitro, promoting the maintenance of baseline 

levels and not allowing the increasing production of pro-inflammatory mediators, 

which thereby does not happen possible cell damage. 

 

Keywords: Diabetes Mellitus; Cell culture; Immune system; Immunomodulatory 

peptides; Cytokines; ELISA.  
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

 O diabetes mellitus (DM) consiste em uma desordem metabólica 

caracterizada por hiperglicemia crônica resultante de defeitos na secreção, de 

resistência periférica dos tecidos à mesma, ou até mesmo de ambos. A desordem 

metabólica causada pelo DM pode acarretar no comprometimento do metabolismo 

de carboidratos, proteínas e lipídios. Esta doença apresenta uma resposta secretora 

de insulina deficiente e consequentemente, pode ocorrer o uso inadequado de 

carboidratos para a obtenção de glicose, gerando assim, uma hiperglicemia 

sistêmica e crônica (1-3). 

  Os quadros de hiperglicemia crônica podem levar à lesão de células e 

tecidos, devido ao desequilíbrio gerado no sistema imune, resultando em cegueira, 

aterosclerose, doença renal e lesões periapicais. Além disso, devido à má circulação 

sanguínea, tecidos lesionados podem culminar em processos de lenta recuperação 

(4). Vários sintomas podem estar relacionados à patologia, sendo as principais 

manifestações: poliúria, polidipsia, polifagia, perda involuntária de peso, fadiga, 

fraqueza, letargia, prurido cutâneo e vulvar, além de infecções de repetição (5).  

 Neste contexto, sabe-se que a hiperglicemia crônica pode causar uma 

alteração no sistema imunológico. A alteração ocorre através da inibição do sistema 

complemento, diminuição da opsonização e da atividade bactericida e quimiotática 

de leucócitos, além da diminuição da atividade das células polimorfonucleares. Tal 

diminuição pode acarretar em menor resposta das células ao estímulo provocado 

por citocinas (6). Toda essa alteração do sistema imune, em associação à infecções, 

por exemplo na presença de lipopolissacarídeos (LPS) presente na parede de 

bactérias Gram-negativas, provoca uma exacerbação de citocinas pró-inflamatórias, 

tanto relacionado a quantidade de citocina produzida, quanto ao tempo de atuação, 

aumentando assim, o dano tecidual. 

Nesta condição, inúmeros peptídeos já foram descritos com o potencial de 

modular o sistema imune (7, 8). Sabe-se que a LL-37, derivada de catelecidina 

humana, a proteína hCAP-18 e os peptídeos sintéticos IDR-1018, IDR-1002 e DJK-

6, derivados do peptídeo bactenecina, são pertencentes à família dos peptídeos de 

defesa do hospedeiro (HDPs) e exibem grande capacidade imunomoduladora, sem 

comprometer as células imunes que são necessárias para a resolução de infecções 
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e retorno da homeostase. Quanto à capacidade imunomoduladora, podem ser 

capazes de promover a quimiotaxia, estimular a produção de quimiocinas e 

citocinas, regular a função e a diferenciação de células imunes, além de induzir a 

angiogênese e a cicatrização de feridas (9). Entretanto, ainda não foi descrita na 

literatura a capacidade desses peptídeos de modular a ação das células imunes em 

condições de elevadas concentrações de glicose, associada à estímulos infecciosos 

e inflamatórios. Desta forma, este trabalho visa verificar o potencial biotecnológico 

de peptídeos sintéticos imunomoduladores frente à um modelo de hiperglicemia in 

vitro, avaliando o efeito frente à aspectos imunológicos, como a produção de 

mediadores pró- e anti-inflamatórios.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DIABETES MELLITUS 

 

 

 O DM consiste em uma desordem metabólica caracterizada por hiperglicemia 

crônica resultante de defeitos na secreção de insulina, de resistência periférica dos 

tecidos à mesma, ou até mesmo de ambos. A desordem metabólica causada pelo 

DM pode acarretar no comprometimento do metabolismo de carboidratos, proteínas 

e lipídios. Esta doença apresenta uma resposta secretora de insulina deficiente e 

consequentemente, há o uso inadequado de carboidratos para a obtenção de 

glicose, gerando assim, uma hiperglicemia sistêmica e crônica (1-3). 

  Apesar da classificação correta do diabetes ser importante e possuir 

implicações nos tratamentos que serão utilizados, a classificação não tem sido uma 

tarefa fácil, principalmente em se tratando de jovens adultos (2, 10). A classificação 

clássica proposta em 1997 pela Associação Americana de Diabetes (ADA) e a mais 

utilizada até hoje, divide o diabetes mellitus em tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e o 

diabetes mellitus gestacional (DMG) (2, 3).  

 O DM1 pode ser resultado da destruição autoimune das células β 

pancreáticas, levando a uma perda de secreção de insulina e assim, uma 

subsequente hiperglicemia e ocorre geralmente em crianças e/ou jovens adultos. 

Esse tipo corresponde a cerca de 5 a 10% da população diabética (11). O DM2 pode 

ser resultado de uma resistência periférica dos tecidos à insulina, conhecido também 

como o tipo não dependente de insulina e ocorre geralmente em indivíduos adultos. 

Esse tipo corresponde a cerca de 90 a 95% dos indivíduos diabéticos (3, 12). Já o 

DMG pode ser definido como tolerância diminuída aos carboidratos, de graus 

variados de intensidade, diagnosticada pela primeira vez durante a gravidez, 

podendo persistir ou não após o parto (5). 

Os testes laboratoriais mais importantes para a identificação e diagnóstico do 

DM são: o teste de glicemia em jejum, o teste de hemoglobina glicada (HbA1c) e o 

teste oral de tolerância à glicose, onde cada teste precisa ser repetido em um dia 

diferente para a confirmação do diagnóstico. O teste de glicemia em jejum verifica os 

níveis plasmáticos de glicose em jejum de pelo menos 8h. O teste de HbA1c 

determina a glicemia média dos últimos 2 a 3 meses, tempo médio de vida das 
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hemácias. Além disso, o teste oral de tolerância à glicose pode determinar o nível 

glicêmico antes e após 2h da ingestão de 75 g de glicose diluída em água, desta 

forma é possível verificar como o organismo processa a glicose (13). Os valores de 

referência para a determinação do diagnóstico estão apresentados na tabela 1.    

 

Tabela 1 – Valores de referência dos diferentes testes laboratoriais utilizados para o diagnóstico de 
Diabetes Mellitus, de acordo com a Associação Americana de Diabetes  

 
Glicemia  

em jejum 

Teste aleatório  

de glicose 

plasmática 

HbA1c 

Teste oral  

de tolerância  

à glicose 

Normal < 100 mg/dL - <5,7% < 140 mg/dL 

Pré-diabetes 100 a 125 mg/dL - 5,7% a 6,4% 140 a 199 mg/dL 

Diabetes ≥ 126 mg/dL ≥ 200 mg/dL ≥ 6,5% ≥ 200 mg/dL 

 

 O DM consiste em uma das mais prevalentes doenças crônicas não 

comunicáveis e é um importante problema de saúde pública, reconhecido como 

importante causa de incapacidade e morte prematura (14). Segundo estimativa da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2014, mais de 422 milhões de adultos 

com mais de 18 anos viviam com diabetes, correspondendo a 8,5% da população 

geral. Enquanto que em 1980, esse número era de 108 milhões ou 4,7% da 

população (15). Já em 2016, de acordo com o perfil de diabetes por país traçado 

pela OMS, o Brasil possui uma prevalência de 8,1%, o que representa mais de 16 

milhões de pessoas vivendo com o diabetes (16).  

 No ano de 2006, estimava-se que mais de 356 milhões de pessoas no mundo 

tinham DM2 e que, de 15 a 25% dessa população provavelmente desenvolveria 

úlceras devido à condição de pé diabético durante a sua vida (17). Além disso, 

devido ao rápido aumento na prevalência do DM ao redor do mundo, complicações 

oculares, como a retinopatia diabética e a catarata, têm se tornado a maior causa de 

cegueira no mundo (18). 

 As terapias existentes e disponíveis atualmente para o tratamento do DM2 

são indicadas quando a dieta e o aumento de atividades físicas não são capazes de 

controlar a glicemia em níveis normais. Desta forma, existem os medicamentos 

capazes de aumentar a sensibilidade à ação da insulina endógena, como por 

exemplo as biguanidas; os medicamentos que diminuem a absorção intestinal de 
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glicose, como a meglitinidas; ou ainda os medicamentos que aumentam a secreção 

de insulina, como as sulfanilureias. A indicação do uso da insulina para o tratamento 

de DM2 deve ser apenas para diabéticos com hiperglicemia severa com cetonemia 

ou cetonúria, ou que não respondam ao tratamento com dieta, exercício e/ou 

hipoglicemiantes orais (19-22). 

 Como o DM possui alta prevalência mundial, desta forma há também muitos 

estudos acerca da patogênese, fatores de risco associados e do desenvolvimento  

de novas terapias (23, 24). Atualmente, relacionado ao DM1, os estudos que vem 

sendo realizados envolve o uso de terapia gênica a fim de tornar o pâncreas um 

órgão funcional novamente por meio de transplante de organoides, ou seja células 

intactas produtoras de insulina produzidas in vitro (25, 26). Já para o DM2, foram 

desenvolvidos dois novos medicamentos orais para o controle da glicemia, a fim de 

retardar as complicações causadas pela doença. O primeiro é um inibidor de Dipeptil 

peptidase 4 (DPP-4), afeta tanto as células α quanto β pancreáticas, diminuindo a 

produção do glucagon e aumentando a secreção de insulina (27). O segundo é um 

inibidor de co-transportador de sódio-glicose 2 (SGLT2) que reduz as concentrações 

de HbA1c, aumentando a excreção urinária de glicose (28). 

 Até o momento, em termos de modulação do sistema imune, apenas o uso de 

anticorpos anti-citocinas pró-inflamatórias, a fim de retornar os níveis a normalidade, 

foram descritos. Levando em conta que o DM altera vários aspectos do sistema 

imune, que serão descritos a seguir, novos tratamentos que tenham como alvo uma 

possível modulação desse sistema podem ser desenvolvidos para o uso em 

associação com os tratamentos já existentes. Todavia, ainda não se sabe se essa 

possível modulação do sistema imune seria de fato benéfica em uma infecção in 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 SISTEMA IMUNE 
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 O sistema imune possui a função fisiológica de defender o organismo contra 

microrganismos infecciosos ou substâncias estranhas não infecciosas. É constituído 

por uma complexa rede de células, os leucócitos e moléculas ou mediadores de 

resposta, como citocinas pró- e anti-inflamatórias, fatores de crescimento e 

anticorpos. Esses mediadores de resposta e anticorpos circulam por todo o 

organismo e possuem a capacidade de reconhecer especificamente determinadas 

estruturas moleculares, os chamados antígenos. Ao se reconhecer um antígeno,  

uma resposta efetora é desenvolvida provocando a destruição ou inativação da 

molécula ou organismo estranho (29-31).  

Representa um sistema eficaz de defesa contra o desenvolvimento de 

infecções provocadas por microrganismos ou contra a transformação maligna de 

células para o desenvolvimento de tumores. A capacidade de defesa do sistema 

imune depende da ativação de células efetoras por meio do reconhecimento de 

antígenos e da produção de anticorpos para a neutralização desses antígenos, 

ativação do sistema complemento e eliminação dos microrganismos dependentes de 

leucócitos (30, 31). De forma didática, o sistema imune pode ser dividido em duas 

categorias sendo uma o sistema imune inato e a outra o sistema imune adaptativo, 

como representado na tabela 2. 
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Tabela 2 – Células e moléculas solúveis dos sistemas imunes inato e adaptativo. Adaptado de 
Cruvinel et al., 2010 

Componente Sistema Imune Inato Sistema Imune Adaptativo 

Celular 

Fagócitos 

- macrófagos 

- neutrófilos 

- células dendríticas 

(DCs) 

Células natural killer (NK) 

Mastócitos 

Basófilos 

Eosinófilos 

Linfócitos T e B 

Células dendríticas 

Células NK 

Células apresentadoras de 

antígenos (APCs) 

Solúvel 

Proteínas do sistema 

complemento 

Proteínas de fase aguda 

Citocinas 

Quimiocinas 

Anticorpos 

Citocinas 

Quimiocinas 

 

 

2.2.1 Sistema Imune Inato 

 

 

 A imunidade inata pode ser a responsável pela primeira linha de defesa 

contra agentes estranhos. Possui uma resposta rápida a um grande número de 

estímulos, porém com capacidade limitada de distinguir o agente invasor, agindo de 

forma semelhante contra a maioria dos antígenos. Todavia, essa ação ocorre de 

forma imediata e não apresenta memória imunológica. Seus principais componentes 

são as barreiras físicas e químicas, tais como o epitélio e as substâncias 

antibacterianas nas superfícies epiteliais, as células e citocinas (30-32). 

 As células responsáveis por esse processo são as células fagocitárias, como 

os monócitos, macrófagos, DCs, células NK e neutrófilos. Desta forma, os principais 

mecanismos do sistema imune inato englobam a fagocitose, a liberação de 

mediadores inflamatórios, a ativação de proteínas do sistema complemento, bem 

como a síntese de proteínas de fase aguda e a produção citocinas e quimiocinas 

(30, 33).   



 29 

 Sendo assim, a fagocitose consiste no primeiro evento em que ocorre a 

tentativa de eliminação do patógeno e acontece a partir da ligação do antígeno à 

receptores de membrana dos fagócitos, promovendo assim a internalização do 

patógeno em vesículas denominadas fagossomos, onde ocorre a sua digestão e 

eliminação (33). Caso a fagocitose falhe e ocorra um possível dano tecidual, a 

primeira defesa do organismo é a resposta inflamatória aguda, processo biológico 

complexo que envolve componentes vasculares, celulares e solúveis. Os sinais 

clínicos característicos da inflamação aguda são, o rubor, calor, edema, dor e perda 

de função. A finalidade do processo inflamatório é erradicar o estímulo indutor e 

iniciar a recuperação tecidual local. As substâncias solúveis que são liberadas 

possuem curto tempo de meia vida, a fim de serem degradadas após exercerem sua 

ação (30). As células residentes no tecido iniciam a resposta inflamatória aguda 

imediatamente após o dano, liberando citocinas inflamatórias como a interleucina 

(IL)-1, fator de necrose tumoral (TNF)-α e quimiocinas e ocorre a diapedese dos 

leucócitos de acordo com o gradiente de citocinas e quimiocinas no local da 

inflamação. Uma vez no tecido, o patógeno é fagocitado e se inicia o reparo da lesão 

(34). 

Já a inflamação crônica pode ser ocasionada pela persistência do estímulo 

indutor, onde o processo inflamatório se mantem provocando destruição e reparo 

tecidual de forma concomitante e contínua, sendo caracterizada pelo infiltrado de 

células mononucleares, sinais de angiogênese e fibrose (1). Desta forma, a resposta 

imune inata contribui fundamentalmente para a ativação do sistema imune 

adaptativo, uma vez que os macrófagos e DCs ativadas são capazes de ativar os 

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

   

 

2.2.2 Sistema Imune Adaptativo 

 

 

 A resposta imune adaptativa possui mecanismos de defesa mais 

especializados e ocorre em função de um estímulo reconhecido como não próprio 

que atravessa as barreiras de entrada. O sistema age de forma lenta em um contato 

inicial com um antígeno, contudo, desenvolve a chamada memória imunológica e em 

um contato subsequente responde de forma rápida e eficaz (35). As principais 
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características desse tipo de resposta são a especificidade e a diversidade de 

reconhecimento de antígenos, memória imunológica, resposta especializada, 

autolimitação e a tolerância à componentes do próprio organismo (31, 33).  

 Existem dois tipos de resposta imune adaptativa, a humoral e a celular, 

ambas com a função de eliminar os diversos tipos de microrganismos. A imunidade 

humoral é mediada pelas moléculas presentes no sangue e nas secreções de 

mucosas, os chamados anticorpos. Os anticorpos são produzidos pelos linfócitos B 

ativados e são responsáveis pelo reconhecimento, neutralização e eliminação de 

antígenos extracelulares e suas toxinas (30, 35).  

Já as principais células envolvidas na resposta celular são os linfócitos T e B, 

as DCs, as células NK e as APCs, as quais promovem a eliminação dos chamados 

reservatórios de infecção. Os reservatórios de infecções são as células do 

hospedeiro ou fagócitos infectados por microrganismos intracelulares que são 

capazes de se reproduzir nesse ambiente a fim de se protegerem contra anticorpos 

circulantes (30, 35). Desta forma, o objetivo da resposta imune adaptativa consiste 

em ativar um ou mais mecanismos de defesa contra uma variedade de agentes 

agressores.  

 

 

2.2.3 Sistema Imune e o Diabetes Mellitus 

 

 

 Como já mencionado anteriormente, a hiperglicemia presente no DM, pode 

afetar o sistema imune em vários aspectos, aumentando assim a susceptibilidade de 

infeções virais, bacterianas e fungicas. A alteração do sistema imune promove 

deficiências, principalmente no processo da resposta imune inata, onde as principais 

células, tais como os monócitos, macrófagos e neutrófilos, são atingidas. Além 

disso, provoca efeitos diretos na microcirculação, nas proteínas do sistema 

complemento e nas citocinas (36).  

Os estados de hiperglicemia, tanto aguda como crônica, podem causar 

disfunção na adesividade, migração, quimiotaxia, fagocitose e na capacidade 

bactericida e de apresentação de antígenos, principalmente de neutrófilos (37, 38). 

Além disso, a hiperglicemia pode alterar vários eventos na resposta inflamatória à 

infecções ou dano tecidual, como por exemplo a redução da vasodilatação do 
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endotélio vascular por meio da diminuição da produção de óxido nítrico (NO), 

indução de estresse oxidativo e disfunção endotelial mediada pelo aumento de 

radicais livres (39, 40).   

A disfunção causada pela hiperglicemia pode estar relacionada à adesividade 

dos neutrófilos, devido ao aumento da expressão de moléculas de adesão 

intercelular (ICAM)-1. Tais moléculas são expressas no endotélio vascular em 

resposta à exposição à lipoproteína de baixa densidade (LDL) oxidada, presente na 

aterosclerose e à grande produção de IL-1. Esse aumento de ICAM-1 não permite a 

transmigração dos leucócitos para a camada íntima arterial e, consequentemente, 

dificulta a resolução da inflamação (41, 42). Uma vez a adesividade aumentada, as 

células não são capazes de migrar para o sítio de infecção e sendo assim, não são 

capazes de liberar citocinas que promovem a quimiotaxia de outros leucócitos, nem 

de realizar a fagocitose propriamente dita. Se a fagocitose não é realizada, os 

macrófagos e neutrófilos ativados não são capazes de apresentar os antígenos aos 

linfócitos T e B, para que assim as células B sejam capazes de liberar anticorpos 

(30, 36).   

A ativação do sistema complemento é parte essencial da resposta imune 

inata. Esse sistema consiste em proteínas, tanto de superfície quanto circulantes, 

cuja principal função é promover a opsonização e a fagocitose de microrganismos 

por macrófagos e neutrófilos. Pode ainda causar a lise direta do patógeno, além de 

liberar mediadores que irão promover a migração e quimiotaxia de leucócitos. Desta 

forma, a elevação da concentração de glicose inibe a opsonização devido a ligação 

direta da glicose ao sítio bioquímico ativo do componente C3 e bloqueia a fixação 

nas superfícies microbianas (43). 

Já as citocinas, fazem parte da sinalização celular e modulam o equilíbrio 

entre as respostas da imunidade celular e humoral. Sabe-se que no DM, a 

hiperglicemia e o desequilíbrio na tolerância à glicose estão associados com o 

aumento nos níveis de IL-1β, IL-6, TNF-α e proteína C reativa (PCR), responsáveis 

por causar inflamação. Estudos sugerem que a alta na produção de citocinas pró-

inflamatórias está relacionado com o aumento da transcrição do fator nuclear (NF)-

κB, aumentando assim a expressão dos genes dessas citocinas (36). Assim, a ação 

das citocinas estudadas nesse trabalho e o efeito da hiperglicemia sobre elas serão 

detalhados no próximo tópico.  
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2.3 MEDIADORES DA RESPOSTA IMUNE 

 

 

 Citocinas são proteínas, denominadas mediadores solúveis de curta duração, 

secretadas pelas células da imunidade inata e adquirida, tais como por exemplo, 

macrófagos e linfócitos ativados, que modulam a função das células do sistema 

imune. São produzidas em resposta a microrganismos e outros antígenos e podem 

ser do tipo pró-inflamatória ou anti-inflamatória (1, 30). As citocinas geradas por 

fagócitos mononucleares eram originalmente chamadas de monocinas, enquanto as 

produzidas por linfócitos ativados, linfocinas. Com o desenvolvimento de anticorpos 

anticitocina e sondas moleculares esclareceu-se que a mesma proteína pode ser 

sintetizada por diferentes tipos celulares. Deste modo, deu-se origem ao termo 

genérico citocinas para essa classe de mediadores (30). 

 Dentro da classe das citocinas, há ainda as quimiocinas e ILs que constituem 

duas grandes famílias. As quimiocinas, contração de citocinas quimiotáticas, são 

produzidas por leucócitos e atuam como próprios ativadores e quimioatratores, 

regulando sua migração do sangue para os tecidos que contenham foco de 

inflamação. Já as citocinas, são produzidas por células hematopoiéticas, atuando 

primariamente sobre os leucócitos (1, 30).   

 Outro mediador inflamatório muito importante dentro do contexto de resposta 

imune é o NO. O NO atua em uma variedade de processos biológicos complexos, 

como por exemplo a homeostase da pressão sanguínea, agregação plaquetária e 

transmissão de sinais pelo sistema nervoso. Além da atuação sobre esses 

processos biológicos, também possui função sobre o sistema imune, 

desempenhando papel na atividade de macrófagos e defesas contra patógenos (44, 

45). Desta forma, os mediadores da resposta imune estão intimamente relacionados 

à resposta que a exposição à hiperglicemia crônica e à microrganismos geram, as 

quais comumente se apresentam no DM, e desta forma, serão detalhados os 

mediadores da resposta imune que foram analisados neste projeto. 
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2.3.1 Proteína Quimiotática de Monócitos (MCP-1) 

 

 

 O marco da inflamação consiste na ação do neutrófilos e a subsequente 

infiltração de monócitos no local envolvido. Essa infiltração pode ser mediada por 

várias quimiocinas, como a proteína inflamatória de macrófagos (MIP)-2, a 

quimiocina derivada de queratinócitos (KC) e a MCP-1 (46). As quimiocinas podem 

ser classificadas em quatro subfamílias (CXC, CC, CX3C e C) com base no número 

e local dos resíduos de cisteína no N-terminal da molécula. Desta forma, a proteína 

quimiotática de monócitos pode ser denominada tanto como MCP-1, quanto CCL2, 

por pertencer a subfamília CC (47).  

A quimiocina MCP-1 tem sido considerada um potente e o principal fator 

quimiotático para monócitos, capaz de recrutar monócitos para locais com 

inflamação ativa (47). Após a infiltração, os neutrófilos sofrem apoptose, enquanto 

os monócitos se diferenciam em macrófagos. Os macrófagos diferenciados, então, 

fagocitam os neutrófilos que sofreram apoptose, contribuindo para a resolução da 

inflamação (46). 

Quando relacionado ao DM, a presença de altas concentrações de MCP-1 

pode contribuir para a resistência à insulina presente em pacientes diabéticos tipo 2 

por estar fortemente correlacionada à obesidade (47, 48). Outro ponto relevante, é a 

sua atuação na patogênese da insuficiência renal causada pelo DM, onde os níveis 

séricos de MCP-1 aumentam em pacientes com disfunção renal e são ainda maiores 

em pacientes que realizam hemodiálise, do que quando comparados à indivíduos 

saudáveis (49). Além disso, sua presença também pode estar relacionada ao 

aspecto inflamatório da aterogênese, onde células que sustentam as placas de 

ateroma expressam MCP-1 e a atividade da ligação MCP-1/CCR2 (receptor de 

MCP-1) é aumentada nas lesões ateroscleróticas, a fim de acelerar a resolução da 

inflamação causada devido às lesões por placas de ateroma (50).  
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2.3.2 Interleucina (IL)-1α 

 

 

 Citocinas da família IL-1 são citocinas altamente inflamatórias e a linha entre 

o benefício clínico e a toxicidade em humanos é extremamente próxima (51). A 

produção de IL-1α está fortemente relacionada a respostas inflamatórias do tipo 

estéreis que são iniciadas por padrões moleculares associados à danos (DAMPs), 

ou seja, moléculas endógenas liberadas de células mortas ou células modificadas 

durante um processo de doença (52). Desta forma, essa citocina atua em eventos 

inflamatórios que envolvem necrose celular e dano tecidual (53). A IL-1α pertence a 

um grupo único de citocinas, chamado citocinas de função dupla. Ao contrário da 

maioria das citocinas que são rapidamente reguladas por meio de estímulos, as 

citocinas de função dupla estão normalmente presentes nas células na condição de 

homeostase. Além disso, possuem características intracelulares, geralmente 

atribuídas à proteínas nucleares, como fatores de transcrição, por exemplo. 

Geralmente são encontradas no citosol ou podem se translocar para o núcleo (53). A 

IL-1α é denominada citocina de função dupla pois possui duas formas 

biologicamente ativas, a pró-IL-1α que é o precursor ativo e a IL-1α que é forma 

madura, originada somente após a remoção de aminoácidos do N-terminal da pró-

IL-1α (54).  

 No que se referente ao DM, as propriedades pró-inflamatórias da IL-1α 

podem ser relevantes para o desenvolvimento da doença vascular aterosclerótica 

devido ao grande dano tecidual, muito presente em pacientes diabéticos (54). Além 

disso, a presença de IL-1 prejudica a secreção de insulina e induz a apoptose das 

células β pancreáticas, onde evidências sugerem que não somente a função 

diminuída das células β pancreáticas, mas também a diminuição progressiva da 

massa desse tipo celular devido ao aumento da taxa de apoptose, contribuem para a 

manifestação do DM2 (54, 55). Outro fator de risco associado aos pacientes 

diabéticos do tipo 2 consiste na presença do tecido adiposo, o qual é considerado 

um órgão endócrino por secretar várias citocinas pró-inflamatórias, além da IL-1, IL-6 

e TNF-α (48). 
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2.3.3 Interleucina (IL)-6 

 

 

 A IL-6 é uma citocina pró-inflamatória que possui amplos efeitos biológicos. 

Atua tanto na imunidade inata, quanto na adquirida. Foi descrita pela primeira vez 

como fator estimulante de células B-2 (BSF-2), um fator solúvel secretado que era 

capaz de induzir a maturação final de linfócitos B para que fossem células capazes 

de secretar imunoglobulinas. Após processos de purificação e clonagem foi 

determinado que o BSF-2 era uma citocina contendo 184 resíduos de aminoácidos 

(26 kDa) e desta forma, o seu nome foi trocado para IL-6 (56, 57).  

 A IL-6 é uma citocina produzida por inúmeras células, incluindo linfócitos T e 

B, como também fibroblastos, monócitos, queratinócitos, células endoteliais, além de 

diversos tipos de tumores. Dentre os seus efeitos biológicos, a IL-6 está envolvida 

na resposta de fase aguda, na inflamação, em mecanismos de defesa do 

hospedeiro, ativação de células endoteliais e promoção da diferenciação e 

proliferação de linfócitos (57-59). A sua produção pode ser induzida por uma 

variedade de estímulos, como por exemplo, as citocinas IL-1 e TNF-α, o fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), bem como por estímulos de infecções 

virais e bacterianas (58).Esta citocina exerce sua ação em células alvo a partir da 

interação com o receptor de IL-6 (IL-6R) ligado à membrana. O complexo IL-6/IL-6R 

então se associa com a subunidade β da proteína de membrana de transdução de 

sinal gp130, proteína essa expressa por quase todas as células do corpo humano, 

promove a dimerização e subsequente ativação do sinal intracelular (56, 60). 

 Relativamente ao DM, segundo Morohoshi et al. (61), os níveis plasmáticos 

de IL-6 são significantemente elevados em pacientes diabéticos descontrolados e 

em pacientes diabéticos que possuem nefropatia ou aterosclerose e que após a 

normalização dos níveis plasmáticos de glicose, os níveis de IL-6 também diminuem. 

Desta forma, há uma sugestão de que a hiperglicemia presente no DM possui um 

efeito estimulante sobre a produção de IL-6 (61).  

 A IL-6 consiste em uma das principais responsáveis pelo desenvolvimento da 

lesão aterosclerótica, uma vez que é a citocina responsável pelo influxo das células 

responsáveis pela inflamação no sítio da lesão (59). A inflamação crônica devido à 

obesidade presente no DM2, cujo tecido adiposo é considerado um tecido 

endócrino, é refletida no aumento dos níveis sistêmicos de IL-6, agravando os 
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quadros de inflamação e contribuindo para o desenvolvimento da resistência à 

insulina, além de ser considerado um fator de risco para outras complicações 

cardiovasculares, como infarto (62, 63). 

Desta forma, por possuir um papel tão atuante nos processos relacionados à 

inflamação e intimamente ligada ao DM, a IL-6 foi uma das citocinas escolhidas para 

selecionar o peptídeo sintético com maior potencial imunomodulador utilizado neste 

trabalho.  

 

 

2.3.4 Fator de Necrose Tumoral (TNF)-α  

  

 

O TNF-α tem sido considerado o principal mediador pró-inflamatório da 

resposta de fase aguda da imunidade inata e é produzido principalmente por 

macrófagos ativados, embora células T estimuladas por antígenos, células NK e 

mastócitos também possam secretar essa citocina (30, 64, 65). O estímulo mais 

potente para a produção de TNF por macrófagos é a ligação de LPS e outros 

estímulos microbianos presentes de bactérias Gram-negativas em receptores do tipo 

Toll-like (TLR) e assim, grandes quantidades da citocina são produzidas a partir da 

transcrição do NF-κB. A presença de interferon (IFN)-γ aumenta ainda mais essa 

produção quando os macrófagos são ativados por LPS (30, 66).  

Logo após ser sintetizado, o TNF pode ser expresso inicialmente como uma 

proteína de membrana tipo II que requer clivagem proteolítica pela enzima 

conversora de TNF-α (TACE) para assim, liberar o polipeptídeo de TNF na sua 

forma solúvel (67). A principal função fisiológica do TNF é estimular o recrutamento 

e facilitar a diapedese de neutrófilos e monócitos para os locais de infecção, devido 

ao seu efeito nas moléculas de adesão celular dos vasos, e ativar essas células para 

a eliminação de microrganismos. Desta forma, possui papel principal na inflamação 

sistêmica, induzindo a produção hepática da PCR e proteínas de fase aguda. 

Contudo, o TNF também contribui para reações inflamatórias locais que são 

prejudiciais ao hospedeiro, desenvolvendo assim doenças autoimunes (30, 64). 

Um dos marcos dentro da área do imunometabolismo foi a descoberta de que 

os níveis de TNF-α são elevados no tecido adiposo de roedores obesos e diabéticos 

e que a neutralização dessa citocina, por meio de anticorpos monoclonais, melhora 
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a absorção de glicose estimulada por insulina, diminuindo assim a sensibilidade à 

insulina (68, 69).     

A grande produção de TNF-α observado na nefropatia diabética pode ainda 

acarretar em estresse oxidativo devido à infiltração de macrófagos nos rins. Esse  

estresse oxidativo ocorre devido ao aumento de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e ao aumento da expressão de moléculas de adesão endoteliais em resposta 

à elevação da quantidade de TNF-α renal, levando assim, a um agravamento do 

quadro de nefropatia (65).   

Em cicatrização de feridas, em um estudo com modelos diabéticos, foi 

observado que os níveis de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e a IL-6 

estavam aumentados, enquanto que os níveis de citocinas anti-inflamatórias, como a 

IL-10, estavam diminuídos em tecidos contendo feridas diabéticas, quando 

comparado com cicatrização de feridas não diabéticas. Como consequência, há 

expressão duradoura de MCP-1, prolongando a infiltração de leucócitos e assim, 

prejudicando a cicatrização dos camundongos diabéticos (70).  

Desta forma, devido ao fato do TNF-α ser a citocina mais importante e a mais 

estudada e por conta dos seus efeitos quando relacionado ao diabetes, ela foi a 

segunda citocina escolhida como parâmetro para a seleção do peptídeo sintético 

com maior potencial imunomodulador dentre os testados nesse estudo.    

 

 

2.3.5 Interleucina (IL)-12 

 

 

 A IL-12 foi a primeira citocina heterodimérica identificada sendo o principal 

mediador pró-inflamatório da resposta imune inata inicial contra microrganismos 

intracelulares e indutor da resposta imune adquirida. Como requer a expressão de 2 

diferentes genes (p40 e p35) para a sua produção biológica ativa, o controle 

genético da sua produção é particularmente complexo. Desta forma, muitas células 

sintetizam a subunidade p35, contudo apenas APCs, como monócitos/macrófagos e 

DCs são capazes de sintetizar a subunidade p40, ou seja, a citocina biologicamente 

ativa (30, 71, 72). 

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

por várias citocinas, como por exemplo o IFN-γ e o fator estimulador de colônias de 



 38 

macrófagos e granulócitos (GM-CSF), que elevam a produção de IL-12. A presença 

do IFN-γ não induz diretamente o acúmulo do ácido ribonucleico mensageiro 

(mRNA) p40, mas a produção é aumentada em resposta ao estímulo associado do 

LPS. Já as citocinas IL-10, IL-4 e fator de transformação do crescimento (TGF)-β 

possuem efeito inibitório sobre a IL-12, onde essas citocinas inibem tanto a secreção 

de IL-12, quanto o acúmulo de mRNA de p40 e p35 nas células fagocitárias 

estimuladas (72). 

  Quando relacionado ao diabetes, um estudo de Wen et al. (73), demonstrou 

que altas concentrações de glicose (25 mM) in vivo induziam o aumento da secreção 

de IL-12 de macrófagos, além de ativar a expressão de mRNA de várias outras 

citocinas pró-inflamatórias em culturas primárias de macrófagos peritoneais de 

roedores. Todavia, também foi demonstrado que o bloqueio da translocação do NF-

κB suprime completamente a expressão de mRNA de IL-12 induzida pela alta 

concentração de glicose, sugerindo fortemente que há o envolvimento do NF-κB na 

ação da glicose (73).   

 

 

2.3.6 Interleucina (IL)-10 

 

 

 A IL-10 é a maior citocina anti-inflamatória e imunossupressora. O papel 

principal da IL-10 é limitar a extensão da ativação de ambos os sistemas, inato e 

adaptativo, para a manutenção do estado de homeostase, ou seja, seu papel é inibir 

as funções de macrófagos ativados para finalizar respostas inflamatórias e retornar o 

sistema ao seu estado de repouso à medida que a infecção microbiana é erradicada 

(30, 71).  

A IL-10 é produzida por células T reguladoras (Th2) e macrófagos ativados do 

tipo M2, responsáveis pela secreção de citocinas do tipo anti-inflamatórias, cujo 

papel principal é atuar na reversão de respostas inflamatórias, sendo essas citocinas 

a IL-4, a TGF-β, além da IL-10 (74, 75). Por ser uma citocina imunossupressora, a 

IL-10 modula a expressão de citocinas, mediadores solúveis e moléculas de 

superfície, como por exemplo o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 

de classe II. No que diz respeito as citocinas, a IL-10 inibe potentemente a produção 
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de IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18, TNF e até mesmo a sua própria produção depois 

do efeito imunossupressor ser atingido (76).  

 Contudo a sua principal atuação pode ser sobre a produção de IL-12, cuja a 

principal ação é a produção de IFN-γ, citocina extremamente pró-inflamatória. A IL-

10 age para regular negativamente essa reação, ou seja, inibe a secreção de IL-12 e 

consequentemente de IFN-γ. Contudo, caso já tenha a presença de IFN-γ, a 

produção e liberação de IL-10 são bloqueadas (30, 71, 77). 

 Como referido anteriormente, a obesidade está intimamente relacionada ao 

desenvolvimento da resistência à insulina e consequente desenvolvimento do DM2. 

Apostolopoulos et al. (74) relatam em seu artigo que em uma perda de peso radical, 

evidenciada após 3 meses de realizada cirurgia bariátrica, existe uma diminuição 

significante do número de macrófagos, devido a perda do tecido adiposo. E que 

desta forma, os macrófagos remanescentes secretam citocinas anti-inflamatórias, 

como a IL-10, e não mais citocinas pró-inflamatórias, IL-1, IL-6 e TNF, como relatado 

anteriormente, sugerindo assim, a reversão do estado inflamatório causado pela 

obesidade (74).   

 Contudo, em um estudo realizado por Torres-Castro et al. (78), foi relatado 

que macrófagos humanos expostos a um excesso de glicose (15 mM) in vitro 

possuem uma secreção de IL-10 reduzida sem um aumento concomitante da 

produção de TNF-α. Entretanto, a diminuição de IL-10 pode afetar negativamente a 

capacidade de regular eventos inflamatórios (78).    

  

 

2.3.7 Óxido Nítrico (NO) 

 

 

 O NO foi inicialmente identificado como sendo apenas um componente 

vasodilatador, contudo é uma molécula mensageira fundamental em um amplo 

espectro de ações biológicas (44). O NO pode ser produzido a partir da catalisação 

da reação que converte o substrato O2 e a L-arginina nos produtos NO e L-citrulina. 

Essa catalisação é realizada pela família de enzimas óxido nítrico sintase (NOS), 

incluindo a óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), a óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS) e a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) (79, 80).  
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A nNOS pode ser expressa principalmente no tecido neuronal, a iNOS sofre 

um aumento de expressão nos macrófagos ativados e a eNOS é abundante no 

endotélio, regulando o tônus vascular (80). A produção de NO a partir do iNOS é a 

mais abundante e necessária para a eliminação de certos patógenos por 

macrófagos, mas também tem sido relacionada à doenças inflamatórias (79).  

Sua produção pode também ser regulada pela presença de insulina, que além 

da sua ação biológica de facilitar a entrada de glicose nas células, também possui a 

função de modular a biodisponibilidade de NO. Ou seja, a insulina também é capaz 

de aumentar a produção de NO, promovendo assim, a vasodilatação do endotélio 

(81). Entretanto, os efeitos do NO nas funções celulares possui um aspecto 

relevante, complexo e ambíguo. O NO pode ser tanto benéfico, protegendo as 

células de injúrias tóxicas, agindo como antioxidante, quanto potencialmente 

citotóxico dependendo da concentração. Contudo, não há um consenso na literatura 

sobre tais limites de concentração (45, 81).  

No que diz respeito à indivíduos com resistência à insulina e DM2, a 

hiperglicemia está associada a um aumento do estresse oxidativo que leva a um 

aumento na formação de ROS, como o superóxido. Por sua vez, os superóxidos 

formados reagem com o eNOS que levam à sua degradação. E como consequência 

dessa degradação, ocorre a disfunção endotelial dos vasos e consequentemente a 

formação de lesões ateroscleróticas, uma das principais causas de morbidade em 

pacientes diabéticos (82). 

Já levando em conta a patofisiologia da nefropatia diabética, sabe-se que 

pode ser observada a deficiência funcional de eNOS nesses pacientes. Sendo 

assim, em um estudo com camundongos eNOS knockout (eNOS-/-), os animais 

apresentaram dois mecanismos patogênicos chaves implicados na nefropatia 

diabética em humanos, hipertensão e disfunção endotelial, levando à eventos 

cardiovasculares e também à aterosclerose (83).  

Desta forma, como a hiperglicemia pode causar diversas alterações no 

sistema imune, principalmente uma exacerbação de citocinas pró-inflamatórias, 

peptídeos imunomoduladores vêm sendo estudados como moléculas potenciais 

para o restabelecimento da homeostase do hospedeiro. Os peptídeos 

imunomoduladores com tais potenciais, avaliados neste estudo, serão detalhados a 

seguir  
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2.4 PEPTÍDEOS IMUNOMODULADORES  

 

 

 Atualmente, existem muitos estudos em desenvolvimento a fim de desvendar 

o potencial de novos peptídeos, tanto naturais quanto sintéticos, para o auxílio em 

terapias já existentes, como por exemplo os anti-inflamatórios, e outras contudo já 

não tão efetivas, devido a resistência adquirida, como por exemplo antibióticos 

contra os diversos tipos de infecções (84, 85). Esses possíveis novos peptídeos 

poderiam ser utilizados como coadjuvantes de forma mais eficaz, rápida ou até 

mesmo, com menor custo. Atualmente, há diversos peptídeos com ação 

antimicrobiana, com estrutura e modo de ação amplamente descritos, contudo, 

ultimamente o foco de muitos pesquisadores tem sido o desenvolvimento de 

peptídeos, que além de antimicrobianos, apresentem outras funções como por 

exemplo, imunomodulação. Estes peptídeos são denominados de peptídeos 

promíscuos, onde vários alvos estão associados a uma única estrutura de peptídeo 

(86). Sendo assim, algumas das classes desses peptídeos serão revisadas a seguir. 

 Os peptídeos capazes de penetrar no meio intracelular (CPPs) são pequenos 

fragmentos de aminoácidos (4 – 30 sequências de aminoácidos) que são 

amplamente utilizados para a entrada de macromoléculas. Tais macromoléculas 

podem ser: proteínas, outros peptídeos, fragmentos de DNA e RNA, cuja entrada no 

ambiente celular promove um controle do seu comportamento, podendo ser utilizado 

como alternativa terapêutica. Os CPPs têm sido utilizados no tratamento de doenças 

imunológicas através da modulação deste sistema. A entrada pode ser facilitada por 

meio de lipossomos, eletroporação ou transfecção viral, mas também pode 

acontecer por endocitose (87). 

Os diversos e amplamente estudados, peptídeos antimicrobianos (AMPs) 

possuem várias características em comum, como por exemplo, seu pequeno 

tamanho (12 – 50 aminoácidos), carga positiva e estrutura anfipática. São divididos 

em diversas categorias de acordo com a composição dos aminoácidos, tamanho e 

estrutura conformacional, como por exemplo, peptídeos com estrutura α-hélice, 

peptídeos com estruturas de folha-β estabilizadas por pontes dissulfeto e ainda 

peptídeos com estruturas estendidas ou em loop (7, 88).  

Já os peptídeos catiônicos de defesa do hospedeiro (CHDPs) ou 

simplesmente HDPs são conservados, pequenos, de carga positiva e componentes 
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inatos de defesa do hospedeiro e possuem duas principais classes de peptídeos: as 

catelecidinas e as defensinas (89). Os HDPs são descritos como capazes de 

eliminar uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias multirresistentes, 

fungos, protozoários e até mesmo, vírus. São capazes de agir tanto por meio de 

ataque à membrana, quanto através de alvos intracelulares.  

Além da ação antimicrobiana, esses peptídeos ainda apresentam ação 

imunomoduladora, podendo direta ou indiretamente induzir a produção de citocinas 

nas células do sistema imune ou reduzir os níveis de citocinas pró-inflamatórias 

produzidas em resposta a moléculas microbianas, além de também ser capaz de 

recrutar células para o sítio da provável infecção, modular a expressão de 

quimiocinas e ROS e NO, estimular a angiogênese, contribuir para o processo de 

cicatrização de feridas, e ainda ativar e promover a diferenciação de leucócitos e 

macrófagos (90, 91). Em adição, à ação imunomoduladora e ação cicatrizante, os 

HDPs ainda demonstram um efeito anti-inflamatório via inibição da geração de 

citocinas induzidas por LPS, em macrófagos e monócitos (92). 

As catelecidinas, uma das classes de HDPs, são assim chamadas devido à 

sua região N-terminal altamente conservada, conhecida como domínio catelina e 

receberam esse nome devido a habilidade de inibir a protease catepsina-L. Os 

peptídeos gerados por genes de catelecidinas possuem pouca similaridade entre si 

e pertencem ao mesmo grupo apenas por similaridade da proteína precursora que 

predomina o domínio catelina (88). Dentre os 30 membros da família das 

catelecidinas que foram descritos de origem mamífera, existe apenas um humano, a 

proteína hCAP-18, que é a precursora do peptídeo LL-37 (93). 

Semelhante às catelecidinas, as defensinas são peptídeos multifuncionais 

catiônicos que contêm cisteína, ativadas por processo proteolítico a partir de um 

precursor inativo. Possuem os tipo α, β e θ, sendo esta última circular, sem N- ou C- 

terminal (88, 94). As defensinas possuem efeitos anti bacterianos contra Gram-

positivas e Gram-negativas, assim como efeitos contra anti-virais e anti-fúngicos e 

desenvolvem um papel na resposta imune do hospedeiro em resposta à infecções. 

As mais importantes defensinas humanas são: os peptídeos de neutrófilos humanos 

(HNPs) e as beta defensinas humanas (HBDs) (94, 95). 

Desta forma, devido ao grande potencial imunomodulador, nos próximos 

tópicos, será dado destaque aos peptídeos HDPs, pois são os peptídeos de 

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

 

 

 O peptídeo LL-37 é uma catelecidina humana da família dos HDPs, gerado a 

partir da clivagem extracelular, pela proteinase 3, da proteína obtida de grânulos de 

neutrófilos, a hCAP-18. Essa proteína também está presente em monócitos, 

linfócitos, queratinócitos e células epiteliais, durante desordens inflamatórias (96). 

Possui o nome LL-37, pois é um peptídeo que possui 37 resíduos de aminoácidos, 

constituindo a sequência LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES de 

4493,33 Da, iniciado por duas leucinas (88). Apesar de ser a forma madura do 

peptídeo, há 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 (89). 

 Inicialmente, a LL-37 foi descrita e caracterizada como um peptídeo 

antimicrobiano, com função especialmente microbicida contra um amplo espectro de 

bactérias tanto Gram-positivas, quanto Gram-negativas, além de fungos e formação 

de biofilmes. Alguns estudos chegaram a cogitar sua eficácia contra o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) tanto in vitro como in vivo, reforçando assim sua 

ação de amplo espectro. Contudo, apesar de estudos demonstrarem que bactérias 

teriam maior dificuldade em desenvolver resistência contra o peptídeo, quando 

comparado à antibióticos convencionais, várias estratégias de resistência foram 

descritas. Exemplos dessas estratégias são, a produção de proteases capazes de 

clivar o peptídeo, modificações de membrana e modificações de estrutura até 

mesmo do LPS, demonstrando assim que sua atividade antimicrobiana não é tão 

eficiente (89).      

 O amplo espectro de atividade da LL-37 ainda inclui a ativação de proliferação 

celular, migração de células epiteliais, indução da angiogênese e promoção de 

fechamento de feridas, tendo assim um importante papel na homeostase de tecidos 

e no processo regenerativo (93).  

Além da fraca ação antimicrobiana e da ação na homeostase de tecidos e 

regeneração, a LL-37 age como uma molécula imunomoduladora fisiológica que tem 

o potencial de atrair neutrófilos, monócitos e linfócitos T, controlar o processo de 

inflamação em sítios de infecção e injúrias, tendo efeitos tanto pró-inflamatórias, 

quanto anti-inflamatórios (93, 97, 98). Assim, pode-se dizer que a LL-37 pode 

seletivamente modular as respostas imunes do hospedeiro para ser capaz de 
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resolver a inflamação induzida por patógeno enquanto mantém ou melhora a 

imunidade (97).  

 O mecanismo de modulação imune utilizado pela LL-37 ainda é complexo. 

Contudo, há sido demonstrado que alvos da via inflamatória, como os receptores 

TLR para NF-κβ, na presença de patógenos ou estímulos inflamatórios, resultam em 

supressão seletiva de respostas pró-inflamatórias. Ao mesmo tempo em que há 

essa supressão de respostas pró-inflamatórias, há também a manutenção de 

respostas imunes críticas, como o recrutamento de células de defesa (97).  

 No que diz respeito à relação entre a LL-37 e o DM, há estudos que 

demonstram que pacientes diabéticos possuem menores níveis de produção do 

peptídeo, tanto em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) quanto na 

pele, quando comparados à pessoas saudáveis. Esse dado sugere que o aumento 

dos níveis de glicose sanguínea pode estar relacionado com a baixa produção dos 

HDPs (17). 

 Em um outro estudo, foi demonstrado que as altas taxas de glicose suprimiu a 

lesão induzida pelo aumento de expressão de LL-37 endógena e à LL-37 adicionada 

de forma exógena, que restaurou parcialmente a cicatrização de feridas na presença 

de altas taxas de glicose e interrompeu a sinalização de receptor de fator de 

crescimento da epiderme (EGFR) em culturas de córneas suínas (18). Desta forma, 

o peptídeo LL-37 foi selecionado como peptídeo controle por ser uma catelecidina 

natural humana com efeito imunomodulatório previamente descrito.  

 

 

2.4.2 Peptídeos IDRs 

 

 

 Os peptídeos reguladores da defesa inata (IDRs) são versões 

imunomoduladoras sintéticas dos HDPs naturais. Os IDRs possuem ampla ação 

protetora contra infecções bacterianas sistêmicas mesmo na ausência de atividade 

antimicrobiana, representando assim uma nova terapia anti-infecção e anti-

inflamatória (9, 98). Levando em conta seu campo de atuação sendo representado 

pelo hospedeiro, espera-se que as bactérias não se tornem resistentes, como já 

existem relatos acerca dos peptídeos antimicrobianos que atuam direta e 
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exclusivamente contra os microrganismos, indicando-os assim, como potenciais na 

associação com a terapia anti-infecciosa (99).   

Pertencem a uma classe complexa de peptídeos imunomoduladores 

derivados de HDPs endógenos com a potente habilidade de combater patógenos 

bacterianos através da complexa regulação da resposta imune inata, diminuindo 

respostas pró-inflamatórias, limitando assim inflamações potencialmente danosas (9, 

100). O mecanismo de recrutamento celular dos neutrófilos, por exemplo, mediado 

pelos peptídeos da classe IDR envolve a indução local de quimiocinas e a promoção 

de adesão celular mediado por ativação de integrinas e produção de citocinas pró-

inflamatórias. A migração dos neutrófilos da circulação para a área de inflamação ou 

infecção envolve a regulação da expressão de moléculas de superfície de adesão, 

como por exemplo a l-selectina e as integrinas β2 (9, 99, 101). 

 

 

2.4.2.1 Peptídeo IDR-1018  

 

 

O peptídeo IDR-1018 possui 1788,17 Da, uma sequência de também 12 

resíduos de aminoácidos, VRLIVAVRIWRR-NH2, e é relatado como o mais potente 

indutor de quimiocinas, como a MCP-1 e MCP-3, o qual possui habilidade de reduzir 

a produção de citocinas induzidas por LPS, principalmente a TNF-α, ao mesmo 

tempo que possui mínima atividade citotóxica e hemolítica (7, 9, 102, 103). A 

cicatrização de feridas e a fagocitose de células que sofreram apoptose são funções 

características de macrófagos do tipo M2, consistente com essas informações, 

macrófagos M2 diferenciados na presença do IDR-1018 exibiram um aumento na 

expressão basal de diferentes genes relacionados à cicatrização de feridas (EGF, 

VCAN), que são essenciais para o processo de reparo tecidual. Essa informação é 

complementada com estudos, que demonstraram que o IDR-1018 apresentou-se 

como um bom promotor de cicatrização em tecidos de camundongos e porcos (102, 

104). Seguindo a linha de diferenciação de macrófagos, estudos sugerem que 

macrófagos diferenciados na presença do IDR-1018 atuam principalmente durante a 

resolução de uma infecção ou após a lesão tecidual, limpando os debris celulares e 

células que sofreram apoptose do local afetado, processo este necessário para o 

retorno da homeostase tecidual (102). 
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 Sendo assim, levando em conta o histórico do peptídeo no que diz respeito à 

indução de quimiocinas, redução da produção de citocinas pró-inflamatórias e seu 

efeito na cicatrização de feridas, esse peptídeo foi considerado também como um  

possível bom candidato para a avaliação do seu efeito quando exposto à um modelo 

in vitro de diferentes concentrações de glicose. 

 

 

2.4.2.2 Peptídeo IDR-1002 

  

 

O peptídeo IDR-1002 de 1904,29 Da é de curta sequência, assim como o 

IDR-1018, contem somente 12 resíduos de aminoácidos, VQRWLIVWRIRK-NH2, é 

derivado de uma bactenecina encontrada em neutrófilos bovinos, confere proteção 

contra microrganismos, aumentando as defesas imunes inatas do hospedeiro 

enquanto suprime potencialmente as respostas inflamatórias exacerbadas, que 

acabam causando danos (98, 100). Em estudos anteriores, o IDR-1002 demonstrou 

não apresentar efeitos quimiotáticos ou quimiocinéticos diretos, onde o aumento da 

migração de monócitos se devia a uma rede de fibronectina via promoção da adesão 

mediada pela β1-integrina (100, 105). Contudo, outros trabalhos afirmam que o 

peptídeo é capaz de aumentar a proteção do hospedeiro, por exemplo, contra 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli  em modelos de infecção em murinos, a 

partir de um maior recrutamento de leucócitos/neutrófilos e monócitos/macrófagos e 

maior produção de quimiocinas, como a CCL3 e a CCL5, no sítio de infecção (9, 98, 

100, 106).  

 Ainda não há na literatura estudos que descreveram o potencial do peptídeo 

IDR-1002 quando relacionado ao DM. No entanto, diante da sua capacidade de  

proteção ao hospedeiro com o aumento de recrutamento de células imunes e maior 

produção de quimiocinas, este foi um dos peptídeos escolhidos para desvendar o 

comportamento, no que diz respeito a produção de citocinas, diante de várias 

concentrações de glicose, na presença de LPS e IFN-γ. 
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2.4.2.3 Peptídeo DJK-6 

 

 

Pouco se sabe sobre o peptídeo DJK-6, uma vez que este  consiste um 

peptídeo novo, descrito pela primeira vez na literatura em fevereiro de 2015 (107). O 

DJK-6 consiste em uma versão sintética D-enantiômera que foi desenhada baseada 

nas propriedades associadas ao peptídeo IDR-1018 e aos peptídeos anti-biofilmes 

mais ativos descritos por de la Fuente-Núñez et al. (107). O DJK-6 possui 1667,04 

Da e uma sequência de 12 resíduos de aminoácidos, sendo eles VQWRRIRVWVIR. 

 Estratégias de resistência bacterianas aos peptídeos antimicrobianos já foram 

relatadas anteriormente, o que inclui a degradação enzimática de peptídeos L-

enantiômeros, como por exemplo o IDR-1018, uma vez que as proteases do 

hospedeiro são capazes de degradar os peptídeos durante a terapia (108). Sendo 

assim, para superar essas limitações, foram desenhados peptídeos D-enantiômeros, 

chamados também de peptídeos resistentes à proteases, os quais não podem ser 

reconhecidos por proteases bacterianas ou do hospedeiro que aumentam durante 

infecções e são capazes de clivar peptídeos compostos inteiramente por L-

aminoácidos. Esses peptídeos demonstraram ser até 10 vezes mais potentes 

quando comparadas aos peptídeos anteriormente descritos (107, 109).   

 Um trabalho recente indicou que o peptídeo D-aminoácido, peptídeo não 

natural análogo à LL-37 pode ser igualmente ativo contra biofilmes in vitro quando 

comparado ao peptídeo L-aminoácido variante (108, 110). Sendo assim, percebe-se 

que mesmo pequenas mudanças na sequência de peptídeos são capazes de tornar 

o peptídeo mais efetivo e ativo, como por exemplo, o DJK-2 e o DJK-6, que 

apresentaram concentrações inibitórias de biofilme mínimas (MBIC) de 1 μg.mL-1 e 

0,5 μg.mL-1, respectivamente, contra Pseudomonas aeruginosa (107).  

 Contudo, ainda não há nenhum dado descrito na literatura relacionado à 

capacidade imunomoduladora do DJK-6, ou como um potencial peptídeo para o 

tratamento relacionado ao DM. Desta forma, devido a sua atividade promissora 

contra bactérias produtoras de proteases e ação contra biofilmes, este peptídeo 

também foi considerado como candidato potencial imunomodulador diante de 

respostas do sistema imune, em diferentes condições de glicose. 
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 O DM possui alta prevalência mundial e possui características relacionadas 

aos efeitos sistêmicos culminando em diversos processos de lenta recuperação e de 

grande impacto na vida do paciente diabético. A resposta imune apresenta uma 

íntima relação no controle desses processos, assim como nas consequências desta 

patologia. Entretanto, atualmente, ainda não há muitas pesquisas que analisem essa 

relação imunológica entre a condição clínica e as complicações causadas e muito 

menos pesquisas que busquem novas formas de tratamento, para uma possível 

associação aos tratamentos já existentes. Neste aspecto, peptídeos 

imunomoduladores são biomoléculas promissoras para o desenvolvimento de um 

possível fármaco capaz de ser utilizado em associação aos medicamentos já 

existentes a fim de tratar não somente o dano causado pela patologia, mas também 

conseguir um equilíbrio do sistema imune que geralmente é exacerbado nesse tipo 

de paciente. Portanto, este trabalho visa verificar o potencial biotecnológico de 

peptídeos sintéticos imunomoduladores frente à um modelo de hiperglicemia in vitro, 

assim como, em aspectos imunológicos como a produção de quimiocina, citocinas e 

mediadores inflamatórios, em cultura de células RAW 264.7 estimuladas ou não com 

LPS e/ou IFN-γ.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

 Verificação do potencial imunomodulador de peptídeos sintéticos candidatos, 

em diferentes condições de glicose e resposta inflamatória/infecciosa in vitro. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Avaliar os efeitos das diferentes concentrações de D-glicose (5,5 mM, 8 mM, 

12 mM e 24 mM) na viabilidade e na produção dos mediadores inflamatórios 

IL-6, TNF-α e NO em células RAW 264.7 estimuladas ou não com LPS e/ou 

rIFN-γ. 

 Avaliar os efeitos das diferentes concentrações de D-glicose e diferentes 

concentrações (4, 8, 16, 32, 64 e 128 μg.mL-1) dos peptídeos 

imunomoduladores candidatos (LL-37, DJK-6, IDR-1018 e IDR-1002), na 

viabilidade e na produção dos mediadores inflamatórios IL-6, TNF-α e NO em 

células RAW 264.7 estimuladas ou não com LPS e/ou rIFN-γ. Somente os 

peptídeos com boa viabilidade celular e produção de NO serão avaliados 

quanto a produção de IL-6 e TNF- α. 

 Avaliar os efeitos das diferentes concentrações de D-glicose e de uma única 

concentração (64 μg.mL-1) dos peptídeos preteridos (LL-37 e IDR-1018), na 

viabilidade, na produção de quimiocinas, como a MCP-1, na produção de 

citocinas de perfil M1 (IL-12) e M2 (IL-10) e na produção dos mediadores 

inflamatórios IL-6, TNF-α e NO em células RAW 264.7 estimuladas ou não 

com LPS e/ou rIFN-γ. 

 

 

 

 



 50 

4 MÉTODOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO 

 

 

 O presente estudo foi uma avaliação quantitativa e qualitativa do efeito de 

diferentes concentrações de peptídeos imunomoduladores (LL-37, DJK-6, IDR-1018 

e IDR-1002), na resposta imune mediada por LPS e/ou rIFN-γ, em diferentes 

concentrações de glicose (5,5 mM, 8 mM, 12 mM e 24 mM) in vitro, mimetizando as 

condições de glicemia de 99 mg.dL-1, 144 mg.dL-1, 216 mg.dL-1 e 432 mg.dL-1, 

respectivamente (111). Para tanto, este estudo foi dividido em 3 fases (Figura 1). 

 Após as 3 fases do estudo, a meta foi determinar o potencial destes peptídeos 

como nova forma terapêutica adjuvante para a prevenção e/ou tratamento de lesões 

teciduais provocadas pela exacerbação da resposta imune do paciente diabético, em 

condições inflamatórias e/ou infecciosas. 

 

 

Figura 1 – Fluxograma de desenvolvimento do trabalho. 
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4.2 OBTENÇÃO E PREPARO DOS PEPTÍDEOS (LL-37, IDR-1018, IDR-1002 E 

DJK-6) 

 

 

 Os peptídeos utilizados foram sintetizados, purificados (>95%), liofilizados e 

armazenados pela Peptide 2.0 Inc. (EUA) e AminoTech Pesquisa e 

Desenvolvimento (Brasil). A síntese foi realizada em fase sólida a partir da 

metodologia F-moc (112). Antes dos experimentos, foi realizada confirmação da 

massa molecular e pureza destes via espectrometria de massas Matrix Assisted 

Laser Desorption Ionization – Time of Flight (MALDI-ToF). Os peptídeos foram 

diluídos em água ultrapura e analisados em matriz (ácido saturado α-ciano-4-

hidroxicinâmico, preparado com 50 μL de ácido trifluoroacético à 3%, acetonitrila 

100% e 200 μL de água ultrapura) no volume de 1:3. Depositada na placa 

(AnchorchipVar-384) em triplicata, a amostra cristalizou à temperatura ambiente. A 

massa molecular foi determinada via MALDI-ToF Ultra Flex III (Bruker Daltonics, 

Billerica, MA). A massa mono isotópica foi obtida a partir de espectrometria de 

massa (Bruker Daltonics, Billerica, MA), utilizando o método de operação refletido e 

positivo de 700 a 3500 Da, com calibração externa.  

 

 

4.2.1 Purificação e quantificação dos peptídeos (LL-37, IDR-1018, IDR-1002 e 

DJK-6) 

 

 

Uma vez que o espectro da massa de alguns peptídeos tenham apresentado 

impurezas, com a presença de íons não compatíveis com o peptídeo ou íons 

compatíveis com degradação, o peptídeo foi submetido à purificação por 

cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RT-HPLC). Para tal, o 

peptídeo foi solubilizado em água ultrapura (500 μg) e submetido à coluna semi 

preparativa C18 (NST, 5 μm, 250 mm x 10 mm), sendo eluído com um gradiente 

linear de acetonitrila (5-95%) por 60 min, a um fluxo de 2,5 mL.min-1. As frações, 

monitoradas à 216 nm, foram coletadas e liofilizadas. 

 Após a purificação, a amostra foi novamente analisada por MALDI-ToF (anexo 

A). Para os experimentos, os peptídeos foram diluídos em água ultrapura e 
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quantificados pela absorção de UV a 205, 215 e 225 ηm utilizando a fórmula de 

concentração(113): 

 

A = (A215 - A225) X 144 

B = (A205) X 31 

 

𝐴 + 𝐵

2
= μg.mL−1 

 

 Os peptídeos foram armazenados a -20ºC até o uso. 

 

 

4.3 AVALIAÇÃO CITOTÓXICA E IMUNOMODULATÓRIA DOS PEPTÍDEOS 

 

4.3.1 Cultura de Células RAW 264.7 e Grupos Experimentais 

 

 

 A linhagem de células RAW 264.7 foi obtida do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (CR108). Estas células são macrófagos precursores de osteoclastos, 

derivados de tumores induzidos em camundongos machos BALB/c infectados com o 

vírus da leucemia murina de Abelson (114). As células foram mantidas em meio de 

cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco, EUA) suplementado 

com 10% de soro bovino fetal (Gibco, EUA), 0,5% de solução de aminoácidos MEM 

(Gibco, EUA), 0,05% de gentamicina (Gibco, EUA), 0,5% de l-glutamina (Gibco, 

EUA) e o 0,5% de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL-1) (Gibco, EUA) em estufa 

contendo 5% de CO2, a 37ºC e 95% de umidade. O cultivo de células RAW 264.7 foi 

realizado na concentração de 1x105 células por poço, em placas de cultura de 96 

poços (Kasvi, Brasil), em meio alpha MEM (Minimum Essential Medium Alpha 

Medium) (Gibco, EUA) suplementado com 15% de soro bovino fetal (Gibco, EUA), 

2,6% de NaHCO3 Hibrimax (Sigma-Aldrich, EUA), 1% de solução de aminoácidos 

MEM (Gibco, EUA), 0,05% de gentamicina (Gibco, EUA), 1% de l-glutamina (Gibco, 

EUA) e o 1% de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL-1) (Gibco, EUA). As culturas 

foram submetidas a diversos estímulos, de acordo com as respectivas fases de 

desenvolvimento do trabalho: D-glicose (5,5 mM, 8 mM, 12 mM e 24 mM, Sigma-
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Aldrich, EUA); LPS (3 μg.mL-1, Sigma-Aldrich, EUA); rIFN-γ (10U por poço 1 , 

Peprotech, EUA); peptídeos LL-37, DJK-6, IDR-1002 e IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 

128 μg.mL-1), de acordo com a tabela 3. Cada grupo experimental foi realizado em 

triplicatas técnicas e biológicas, em placas de culturas de 96 poços (Kasvi, Brasil). 

Os grupos experimentais in vitro foram determinados para se assemelharem a um 

modelo de infecção e inflamação experimental (pela adição de LPS e do 

recombinante (r) da citocina pró-inflamatória IFN-γ). De forma semelhante, as 

diferentes condições de hiperglicemia (pela adição de diferentes concentrações de 

D-glicose, 5,5 mM, 8 mM, 12 mM e 24 mM) foram utilizadas para mimetizar 

condições de variações de glicose no sangue: onde 5,5 mM corresponde à 99 

mg.dL-1, equivalente à glicemia normal em jejum; 8 mM corresponde à 144 mg.dL-1, 

equivalente à uma glicemia pós-prandial; 12 mM corresponde à 216 mg.dL-1, 

equivalente à uma glicemia de um indivíduo diabético controlado; e 24 mM 

corresponde à 432 mg.dL-1, equivalente à um indivíduo diabético descompensado, 

onde ambas representam altas concentrações de glicose sanguínea (111).

                                            
1Cada 1 μg de IFN-γ equivale a 8430 U.  
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Tabela 3 – Fases de realização dos experimentos e grupos experimentais testados 
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4.3.2 Avaliação da Viabilidade Celular 

 

 

 A viabilidade celular foi realizada após o período de 6, 24 e 72h de incubação 

das placas, que continham os grupos experimentais, a 5% de CO2, 37ºC e 95% de 

umidade. O grupo controle positivo foi representado por poços em triplicata contendo 

células e meio de cultura, representando 100% da viabilidade celular e o grupo 

controle negativo foi representado por poços em triplicata contendo células em meio 

de cultura com solução de lise (10 mM Tris, 1 mM EDTA e 0,1% triton X-100, pH 7,4) 

(115), representando 0% de viabilidade celular. O grupo contendo somente meio de 

cultura foi considerado como branco. Ao final dos períodos de incubação, foi 

utilizado o ensaio colorimétrico de MTT (Sigma-Aldrich, EUA). O MTT consiste em 

um método colorimétrico baseado na capacidade das células vivas de reduzirem o 

sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo no produto formazan(116). 

Após o período de incubação, parte do sobrenadante foi removido, remanescendo 

apenas 45 μL de sobrenadante por poço. Foi adicionado 10 μL do reagente de MTT 

(50 μg por poço) e as placas de cultura (Kasvi, Brasil) foram novamente incubadas 

por 4h a 5% de CO2, 37ºC e 95% de umidade. Após as 4h de incubação, a reação 

foi bloqueada com 60 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EUA) por poço 

com posterior homogeneização de cada poço para a completa solubilização do 

produto celular. A leitura da absorbância foi realizada em leitor de microplacas (Bio-

Tek PowerWave HT, EUA), à um comprimento de onda de 595 ηm. 

 

 

4.3.3 Avaliação da Atividade Imunomoduladora dos Peptídeos 

 

 

 Os ensaios para a avaliação da resposta imune seguiram os mesmos grupos 

experimentais utilizados na fase 1, 2 e 3, conforme já descritos (Tabela 1). Após os 

períodos experimentais de 6, 24 e 72h, o sobrenadante das culturas foi coletado. A 

partir desse sobrenadante foram realizadas as dosagens de quimiocina, citocinas e 

de NO.  
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4.3.3.1 Dosagem de quimiocina e citocinas por Enzyme-Linked Immunoabsorbent 

Assay (ELISA) 

 

 

A produção das quimiocina MCP-1 e citocinas IL-1α, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-

α foram verificadas a partir do sobrenadante das culturas incubadas nos períodos de 

6, 24 e 72h. A avaliação da produção de MCP-1 foi realizada após 6h de incubação 

(117, 118). As citocinas IL-1α, IL-6, IL-12 e TNF-α foram avaliadas após 24h, 

enquanto a IL-10 foi verificada após 72h de incubação (117, 119-121). A produção 

dessas citocinas foram determinadas pelo método de Enzyme-Linked 

Immunoabsorbent Assay (ELISA), utilizando os respectivos murine ELISA 

development kit (Peprotech, EUA) de cada citocina, seguindo-se as especificações 

do fabricante. Os níveis das citocinas foram expressos em picogramas por mililitro 

(pg.mL-1), após comparação realizada com a curva padrão proposta pelo kit de 

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

 

 

4.3.3.2 Dosagem de Óxido Nítrico (NO) 

 

 

 Outro parâmetro analisado para a avaliação da atividade imunomodulatória foi 

a produção de NO. A partir das culturas utilizadas para a análise de viabilidade 

celular, os sobrenadante de 24, 48 e 72h (fase 1), 24h (fase 2) e 72h (fase 3) foram 

coletados para a avaliação dos níveis de nitrito. O método utilizado para avaliação 

da produção de nitritos foi o de Green et al. (1982), com modificações. Foram 

transferidos 100 μL dos sobrenadantes das culturas para placas de 96 poços (Kasvi, 

Brasil). Nos poços da curva padrão de nitrito de sódio foram adicionados 100 μL de 

meio alpha MEM suplementado (Gibco, EUA). Em seguida foram adicionados 100 

μL de uma solução de sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 2,5% e 

naftiletilenodiamina 1% em ácido fosfórico 2,5%, na proporção de 1:1. Após 10 

minutos de incubação à temperatura ambiente, a leitura foi realizada em leitor de 

microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, EUA), a 490 ηm. O cálculo para estimar a 

quantidade de nitrito foi realizado a partir da equação da curva padrão de nitrito de 

sódio (1,5625 μM a 200 μM) (123). 
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4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

 Os resultados foram submetidos ao cálculo da média e desvio padrão para 

cada réplica biológica e em seguida foi realizado o cálculo da média e erro padrão 

das médias, como um indicativo de reprodutibilidade das réplicas. Em seguida foi 

realizada a verificação de normalidade das amostras (teste de Kolmogorov Smirnov) 

e posterior estatística paramétrica, mediante a análise de variância de um fator (one-

way ANOVA), seguido do pós teste de Bonferroni. As análises foram consideradas a 

um intervalo de segurança de 95%, tendo um valor de p<0,05. Estas análises foram 

estabelecidas nas 3 fases do trabalho. Na fase 1, a análise apresentou o 

comportamento das diferentes concentrações de D-glicose e seu efeito na resposta 

imune/inflamatória in vitro. Na fase 2, esta análise estatística foi definidora na 

seleção do peptídeo e sua concentração para ser melhor estudada na terceira fase 

do estudo. E na terceira fase do estudo, esta análise estatística possibilitou uma 

análise mais ampla do comportamento do peptídeo IDR-1018 e da LL-37 em 

diferentes condições de glicose e resposta imune/inflamatória in vitro. O peptídeo 

LL-37 foi utilizado como controle para a comparação do peptídeo IDR-1018, por ser 

conhecidamente descrito na literatura como peptídeo com ação imunomoduladora 

(96). A análise estatística foi realizada no software GraphPadPrism5. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 FASE 1 – AVALIAÇÃO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE CULTURA DE 

CÉLULAS RAW 264.7 ESTIMULADAS OU NÃO POR LPS E/OU rIFN-γ, EM 

DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE D-GLICOSE  

 

5.1.1 Viabilidade celular 

 

 

 A fim de verificar a condição de viabilidade das culturas celulares após os 

tratamentos aplicados, foi realizado o ensaio de MTT. A viabilidade das células RAW 

foi mantida após 6, 24, 48 e 72h de incubação, mesmo quando as culturas foram 

estimuladas com diferentes concentrações de D-glicose, LPS e rIFN-γ. Entretanto, 

após 7 dias de cultura, houve uma diminuição significante na viabilidade celular do 

grupo de células estimuladas somente com 12 mM de D-glicose (p<0,05) (Figura 2A) 

e no grupo estimulado com 12 mM de D-glicose e LPS, chegando a apenas 3% de 

células RAW viáveis (p<0,05) (Figura 2B). Em adição, quando acrescentado o rIFN-γ 

às culturas de 7 dias, a viabilidade celular ficou em torno de 5% no grupo sem 

estímulo de D-glicose e nos grupos estimulados com 8 e 12 mM de D-glicose 

(p<0,05) (Figura 2C). Já nos grupos estimulados com 5,5 e 24 mM de D-glicose, na 

presença de LPS e rIFN-γ, a viabilidade chegou próximo a nulo (p<0,05) (Figura 

2C)2.   

                                            
2 (p<0,05) foi representado por comparado com o grupo controle de células RAW (B e C) em 7 dias e 

* comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose (A) em 7 dias. 
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Figura 2 – Viabilidade celular na presença ou ausência de diferentes concentrações de D-glicose (A), 
LPS (B) e LPS/rIFN-γ (C) após 6, 24, 48, 72 horas e 7 dias. Todos os gráficos representam a média e 
o erro-padrão da absorbância de 3 réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas 
verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni.  
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5.1.2 Produção da quimiocina MCP-1 

 

 

 O efeito das diferentes concentrações de D-glicose, LPS e rIFN-γ nos níveis 

de produção de quimiocina foi verificado em culturas de células RAW. Como 

representado na Figura 3, houve um discreto aumento, não significante na produção 

da quimiocina MCP-1 quando as células foram estimuladas com 5,5 e 12 mM de D-

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

  

Figura 3 – Produção de MCP-1 na presença ou ausência de diferentes concentrações de D-glicose 
(A), LPS (B) e LPS/rIFN-γ (C). A produção da quimiocina MCP-1 foi avaliada a partir do sobrenadante 
de culturas celulares. Todos os gráficos representam a média e o erro-padrão. Não houve diferenças 
estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni.   
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5.1.3 Produção das citocinas pró-inflamatórias IL-1α, IL-6 e TNF-α  

 

 

 A fim de verificar os efeitos das diferentes concentrações de D-glicose em 

condições imunes e inflamatórias, as citocinas envolvidas nos processos pró-

inflamatórios (IL-1α, IL-6 e TNF-α) foram analisadas. De acordo com o grupo 

controle, as diferentes concentrações de D-glicose não alteraram os níveis basais de 

produção destas citocinas (Figuras 4A, D e G). Ao adicionar LPS às culturas 

celulares, não foi observado alterações nos níveis basais das citocinas IL-1α e TNF-

α (Figura 4B e H). Contudo, quando a produção de IL-6 foi avaliada, na presença do 

LPS, foi observado nas culturas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose, um 

aumento na produção desta citocina quando comparado aos grupos controles de 

células RAW e de células RAW estimuladas com LPS, além dos grupos estimulados 

com 5,5 e 8 mM de D-glicose (p<0,05 e p<0,01) (Figura 4E). Em adição, foi 

estabelecida uma condição imuno/inflamatória na presença de LPS e rIFN-γ. Desta 

forma, foi observada uma alta produção de IL-6 em todos os grupos submetidos a 

estes estímulos (p<0,01 e p<0,001) (Figura 4F). Já no que se refere à produção de 

TNF-α, observou-se um aumento na produção desta citocina no grupo adicionado de 

24 mM de D-glicose e LPS e rIFN-γ (p<0,05) (Figura 4I)3. 

                                            
3 (p<0,05) foi representado por ## comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-glicose e LPS (E) e 

por 24 mM D-glicose e LPS/rIFN-γ (I); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle 
de células RAW (F), * comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose e LPS (E) e # 
comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-glicose e LPS (E); e (p<0,001) foi representado por 
  comparado com o grupo controle de células RAW (F). 



 62 

 

Figura 4 – Produção de IL-1α, IL-6 e TNF-α na presença ou ausência de diferentes concentrações de 
D-glicose (A, D e G), LPS (B, E e H) e LPS/rIFN-γ (C, F e I). Todos os gráficos representam a média 
e o erro-padrão da absorbância de 3 réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas 
verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni.  
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5.1.4 Produção das citocinas pró-inflamatória com perfil M1 (IL-12) e anti-

inflamatória com perfil M2 (IL-10) 

 

 

 Para atingir uma compreensão mais completa dos efeitos das diferentes 

concentrações de D-glicose em condições imuno/inflamatórias, foram analisadas as 

citocinas envolvidas na polarização de macrófagos tipo M1 e M2 (IL-12 e IL-10, 

respectivamente). Não houve diferença na produção de IL-12 nos grupos de 

macrófagos estimulados com as diferentes concentrações de D-glicose, comparado 

ao grupo controle (Figura 5A). Em contraste, a produção de IL-10 aumentou nos 

grupos estimulados com 5,5 e 12 mM de D-glicose, enquanto as concentrações de 8 

e 24 mM de D-glicose levaram a diminuição na sua produção (p<0,05 e p<0,01) 

(Figura 5D). A adição de LPS nas culturas celulares levou a uma leve diminuição na 

produção de IL-12 nos grupos estimulados com 5,5 e 8 mM de D-glicose e um 

aumento de produção no grupo estimulado com 12 mM de D-glicose (p<0,05 e 

p<0,01) (Figura 5B). Em contraste com a produção de IL-12, o grupo controle 

contendo LPS, diminuiu a produção de IL-10 quando comparado ao grupo de células 

RAW não estimuladas (p<0,001). Contudo, houve um padrão de aumento de 

produção de acordo com o aumento das concentrações de D-glicose (p<0,05 e 

p<0,01) (Figura 5E). No entanto, na presença de LPS e rIFN-γ, houve um aumento 

na produção de IL-12 no grupo contendo 5,5 mM de D-glicose (p<0,01 e p<0,001) 

(Figura 5C), mas uma diminuição na produção de IL-10 nos grupos estimulados com 

8, 12 e 24 mM de D-glicose, comparado aos níveis basais (p<0,05 e p<0,01) (Figura 

5F)4.  

                                            
4 (p<0,05) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (E e F) e ## 

comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose e LPS/rIFN-γ (F), por 24 mM D-glicose (D) e 
por 24 mM D-glicose e LPS (B e E); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle 
de células RAW (B, C, E e F), comparado com o grupo estimulado por 5 mM D-glicose (D) e * 
comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-glicose e LPS (B e E) e por 12 mM D-glicose e 
LPS/rIFN-γ (C); (p<0,001) foi representado por º  comparado com o grupo estimulado por 5 mM D-
glicose e LPS/rIFN-γ (C) e por 8 mM D-glicose e LPS/rIFN-γ (F). 



 64 

  

Figura 5 – Produção de citocinas com perfil M1 (IL-12) e M2 (IL-10) na presença ou ausência de 
diferentes concentrações de D-glicose (A e D), LPS (B e E) e LPS/rIFN-γ (C e F). A produção das 
citocinas, IL-12 (A, B e C) e IL-10 (D, E e F) foram avaliadas a partir do sobrenadante de culturas 
celulares. Todos os gráficos representam a média e o erro-padrão da absorbância de 3 réplicas 
biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste 
Bonferroni.  
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5.1.5 Produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 A produção de NO  foi verificada e manteve um padrão de aumento de produção 

de acordo com os tempos experimentais. Houve um aumento na produção de NO 

quando comparou-se o grupo controle e o grupo estimulado com 24 mM de D-glicose 

em 24h (p<0,05) e entre o grupo controle e todos os grupos estimulados com diferentes 

concentrações de D-glicose, em 7 dias (p<0,05 e p<0,01) (Figura 6A). O pico da 

produção de NO foi obtido após 72h de incubação (Figuras 6A, B e C) e com as 

menores produções nas culturas de células RAW estimuladas somente com as 

diferentes concentrações de D-glicose (Figura 6A). Entretanto, a adição de LPS e LPS 

com rIFN-γ levou a uma diminuição da produção de NO, após 7 dias de cultura, quando 

comparado com os outros tempos experimentais, mas ainda assim uma produção 

aumentada quando comparado com os controles (p<0,05 e p<0,01) (Figuras 6B e C). 

Após a adição de LPS e rIFN-γ, houve um aumento de produção de NO, em todos os 

grupos, de todos os tempos experimentais comparados aos grupos controles (p<0,05, 

p<0,01, p<0,001 e p<0,0001) (Figura 6C)5.   

 

 

 

                                            
5 (p<0,05) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (A - 72h; B – 48h e 

7d; C – 7d), comparado com o grupo estimulado por 5,5 mM D-glicose (A – 72h e 7d) e por 5,5 mM 
D-glicose e LPS/rIFN-γ (C – 24h), #  comparado com o grupo estimulado por 8 mM D-glicose (A – 24h) 
e por 8 mM D-glicose e LPS/rIFN-γ (C – 72h), º comparado com o grupo estimulado por 12 mM D-
glicose e LPS (B – 24h e 7d) e * comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-glicose (A – 24h) e 
por 24 mM D-glicose e LPS (B – 7d); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle 
de células RAW (A – 48h e 7d; B – 24h, 48h e 7d; C – 48h, 72h e 7d), comparado com o grupo 
estimulado por 12 mM D-glicose (A – 48h) e  comparado com o grupo estimulado por 24 mM D-
glicose e LPS/rIFN-γ (C – 24h); (p<0,001) foi representado por   comparado com o grupo estimulado 
por 24 mM D-glicose (A – 48h), por 24 mM D-glicose e LPS (B – 24h) e por 24 mM D-glicose e 
LPS/rIFN-γ (C – 24h); e (p<0,0001) foi representado por  comparado com o grupo controle de células 
RAW (C – 24h e 48h). 
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Figura 6 – Produção de NO na presença ou ausência de diferentes concentrações de D-glicose (A), 
LPS (B) e LPS/rIFN-γ (C) após 24, 48, 72 horas e 7 dias. A produção de NO foi avaliada a partir do 
sobrenadante de culturas celulares. Todos os gráficos representam a média e o erro-padrão da 
absorbância de 3 réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-
way ANOVA e pós teste Bonferroni.  
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Resumo dos resultados da fase 1: 

 

 

A tabela 4 representa os resultados de uma forma geral e resumida da fase 1 

do trabalho. A presença das diferentes concentrações de D-glicose, LPS e rIFN-γ 

não provoca alteração da viabilidade celular até 72h, a partir desse momento ocorre 

uma diminuição. A produção de IL-1α não se alterou diante dos estímulos. Houve 

aumento na produção de IL-6, TNF-α e IL-12, enquanto que a produção de IL-10 foi 

diminuída. Apesar dos resultados apresentados, o estímulo somente das 

concentrações de glicose, não foi capaz de alterar os parâmetros imunes in vitro, 

deve-se levar em conta que in vivo a presença das altas concentrações de glicose é 

constante e duradoura e está sempre associada aos processo de inflamações ou 

infecções e por isso a necessidade de uma molécula capaz de ajudar no controle 

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

igual ao do grupo controle, ⬆ representa aumento de produção ou viabilidade em comparação ao 

grupo controle e ⬇ representa diminuição de produção ou viabilidade em comparação ao grupo 

controle 

 Glicose LPS LPS/rIFN-γ 

Viabilidade 

celular 

6h = = = 

24h ⬆ ⬆ = 

48h ⬆ ⬆ ⬆ 

72h ⬆ = = 

7 dias ⬆ ⬇ ⬇ 

Produção de MCP-1 = = = 

Produção de IL-1α = = = 

Produção de IL-6 = ⬆ ⬆ 

Produção de TNF-α = = ⬆ 

Produção de IL-12 = ⬆ ⬇ 

Produção de IL-10 = ⬇ ⬇ ⬇ 

Produção 

de NO 

24h = ⬆ ⬆ 

48h ⬆ ⬆ ⬆ 

72h ⬆ ⬆ ⬆ 

7 dias ⬆ ⬆ ⬆ 
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5.2 FASE 2 – SELEÇÃO DOS PEPTÍDEOS CANDIDATOS (LL-37, IDR-1018, IDR-
1002 E DJK-6)  
 

5.2.1 Peptídeo LL-37 

 

5.2.1.1 Viabilidade celular 

  

 

 A viabilidade celular das culturas na presença dos diferentes estímulos se 

manteve estável e acima de 100% na maioria dos grupos. Quando estimuladas com 

as diferentes concentrações de D-glicose, não foram observadas diferenças nos 

grupos estimulados somente com o peptídeo LL-37 e nos grupos adicionados de 5,5 

mM de D-glicose (Figura 7A e B). Contudo, a viabilidade se manteve e apresentou 

um aumento de pelo menos 100% no grupo estimulado com 128 µg.mL-1 do peptídeo 

LL-37 e 8 mM de D-glicose, comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 7C); nos 

grupos estimulados apenas com 12 mM de D-glicose e com 16, 32 e 64 µg.mL-1 do 

peptídeo LL-37 (p<0,05) (Figura 7D); e nos grupos estimulados com 24 mM de D-

glicose e com 4, 8, 16 e 32 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,01). No entanto, foi 

observada uma diminuição na viabilidade celular no grupo estimulado com 64 µg.mL-1 

do peptídeo LL-37 e 24 mM de D-glicose, quando comparado aos demais grupos 

estimulados com o peptídeo, exceto os grupos com 16 e 128 µg.mL-1. Contudo, estes 

grupos permaneceram com uma viabilidade acima de 100%  em comparação com o 

respectivo grupo controle (p<0,05 e p<0,01) (Figura 7E). 

 Ao se adicionar o LPS nas culturas, nos grupos estimulados com 5,5 mM de D-

glicose houve uma alta da viabilidade na presença dos estímulos de D-glicose, LPS e 

16 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,001) e 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,01), 

mantendo uma viabilidade acima de 100%, quando comparados ao grupo controle. Já 

os grupos contendo 8, 32, 64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 sofreram uma redução 

na viabilidade quando comparados ao grupo estimulado com 16 µg.mL-1 do peptídeo 

LL-37, sendo que os dois primeiros mantiveram a viabilidade em torno de 100% 

(p<0,01). Já os grupos 64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, apresentaram viabilidade 

diminuída, 87% e 78%, respectivamente, ambos comparados com o grupo estimulado 

por 5,5 mM de D-glicose e LPS (p<0,001) e com o grupo estimulado com 4 µg.mL-1 do 

peptídeo LL-37, 5,5 mM de D-glicose e LPS (p<0,01) (Figura 7F). Nos grupos 
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estimulados com 8 mM de D-glicose e LPS, houve uma alta na viabilidade do grupo 

estimulado com 8 mM de D-glicose e LPS (p<0,001) e no grupo com 8 µg.mL-1 do 

peptídeo LL-37 (p<0,05), ambos atingindo mais que o dobro da viabilidade do grupo 

controle, representado pelas células RAW. Também houve uma diminuição na 

viabilidade do grupo contendo 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, comparado com o grupo 

contendo 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, chegando a uma viabilidade de apenas 17% 

(p<0,01) (Figura 7G). Observou-se uma alta da viabilidade no grupo estimulado apenas 

com LPS, no grupo contendo 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS 

(p<0,05) e no grupo estimulado apenas com 12 mM de D-glicose e LPS (p<0,01) 

(Figura 7H). Nos grupos estimulados por 24 mM de D-glicose e LPS, houve um 

aumento de mais de 100% na viabilidade dos grupos contendo 8 µg.mL-1 do peptídeo 

LL-37 (p<0,001) e 32 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,01), quando comparado ao grupo 

controle. E uma diminuição de viabilidade do grupo contendo 16 µg.mL-1 do peptídeo 

LL-37, chegando a 61%, quando comparado ao grupo com 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 

(p<0,001) (Figura 7I). 

 Ao se adicionar os estímulos de LPS e rIFN-γ às diferentes concentrações de 

D-glicose, nos grupos estimulados com 5 mM de D-glicose, houve um aumento em 

torno de 100% da viabilidade nos grupos estimulados somente com LPS e rIFN-γ 

(p<0,001) e no grupo com 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,05), comparados com o 

grupo controle (Figura 7J). Na presença de 8 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ todos os 

grupos mantiveram a viabilidade celular em 100%, exceto o grupo estimulado por 8 

µg.mL-1 do peptídeo LL-37, LPS e rIFN-γ (p<0,05) (Figura 7K). Já os grupos 

estimulados por 12 e 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ permaneceram com a sua 

viabilidade acima de 100%, exceto pelos grupos estimulados apenas com LPS e rIFN-γ 

que permitiram aumento na viabilidade quando comparado ao grupo controle de células 

RAW (p<0,05) (Figuras 7L e M)6.    

                                            
6 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (D, E, G e H), 

comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 5,5 
mM de D-glicose e LPS (F), por LPS/rIFN-γ (J, L e M) e por 8 mM de D-glicose, LPS/rIFN-γ (K), # 
comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D), por 8 
µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 24 mM de D-glicose (I) e por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5 mM de D-
glicose, LPS/rIFN-γ (J),  comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 24 mM 
de D-glicose (E); (p<0,01) foi representado por ** comparado com o grupo controle de células RAW (E, H 
e I), com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (F) e por LPS/rIFN-γ 
(L); º comparado com o grupo controle de células RAW (F), com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do 
peptídeo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E), por 8 mM de D-glicose e LPS (G) e por 8 µg.mL-1 do peptídeo 
LL-37 e 24 mM de D-glicose (I),  comparado com o grupo estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 
5.5 mM de D-glicose (F), por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS (G) e por 16 
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µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (I); e (p<0,001) foi representado por comparado 
com o grupo controle de células RAW (F), com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 
mM de D-glicose e LPS (H) e por 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (I), ☐ com o 
grupo estimulado por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-
glicose e LPS (G) e por LPS/rIFN-γ (J). 
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Figura 7 – Viabilidade celular na presença de diferentes concentrações do peptídeo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes concentrações 
de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a 
média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni.
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5.2.1.2 Produção da citocina pró-inflamatória IL-6 

  

 

 A avaliação da produção de IL-6 foi um dos parâmetros utilizados para 

determinar o potencial imunomodulador dos peptídeos. Desta forma, quando as culturas 

foram estimuladas somente com as diferentes concentrações do peptídeo LL-37 houve 

uma diminuição da produção de IL-6 nos grupos contendo 16, 32 e 64 µg.mL-1 do 

peptídeo, quando comparado com o grupo estimulado com 8 µg.mL-1  (p<0,05 e p<0,01) 

(Figura 8A). Ao se adicionar 5,5 mM de D-glicose às culturas, houve uma diminuição na 

produção de IL-6 nos grupos estimulados com 32, 64 (p<0,01) e 128 µg.mL-1 do 

peptídeo LL-37 (p<0,05), quando comparados ao grupo controle de células RAW 

(Figura 8B). De forma semelhante, ao se adicionar 8 mM de D-glicose, houve uma 

diminuição na produção de IL-6 nos grupos contendo 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1 do 

peptídeo LL-37, quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura 8C). Nos grupos 

estimulados com 12 mM de D-glicose, apenas o grupo contendo 128 µg.mL-1 do 

peptídeo foi capaz de diminuir a produção de IL-6, quando comparado ao grupo 

controle (p<0,05). Os demais grupos mantiveram a produção de IL-6 em níveis basais 

(Figura 8D). Já nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose não houve mudança 

no perfil de produção de IL-6, todos os grupos mantiveram níveis semelhantes de IL-6 

(Figura 8E). 

 Ao se adicionar LPS juntamente com as diferentes concentrações de D-glicose, 

houveram discretos aumentos na produção e IL-6. Nos grupos estimulados por 5,5 mM 

de D-glicose e LPS, os aumentos foram percebidos somente na presença do LPS ou 

quando estimulados por 4, 32 e 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, em comparação ao 

grupo controle de células RAW (p<0,05) (Figura 8F). Nos grupos estimulados por 8 mM 

de D-glicose e LPS, houve uma diminuição de IL-6 nos grupos com 16, 32, 64 e 128 

µg.mL-1 do peptídeo LL-37, quando comparado ao grupo estimulado com 4 µg.mL-1 do 

peptídeo (p<0,01) (Figura 8G). Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e 

LPS, a produção de IL-6 se elevou nos grupos com somente 12 mM de D-glicose, 4 e 

16 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, quando comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 

8H). Já nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose e LPS, o único grupo que 

apresentou aumento significante comparado ao grupo controle foi o grupo que contém 8 

µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,05) (Figura 8I).  
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 Entretanto, na presença dos estímulos imuno/inflamatórios representados pelo 

LPS e rIFN-γ, os aumentos na produção de IL-6 foram mais expressivos, atingindo um 

pico de aproximadamente 14000 pg.mL-1. Nos grupos estimulados por 5,5 mM de D-

glicose, LPS e rIFN-γ todos os grupos sofreram aumento na produção de IL-6, 

mantendo o mesmo nível de produção por volta de 10000 pg.mL-1, quando comparados 

ao grupo controle representado por células RAW (p<0,001) (Figura 8J). Assim como nos 

grupos com 5,5 mM de D-glicose, quando estimulados com 8 mM de D-glicose, LPS e 

rIFN-γ, todos os grupos sofreram aumento na produção de IL-6, em comparação ao 

grupo controle (p<0,01 e p<0,001) (Figura 8K). Nos grupos estimulados por  12 mM de 

D-glicose, LPS e rIFN-γ, todos os grupos aumentaram a produção de IL-6 em 

comparação ao grupo controle, exceto o grupo contendo 16 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 

(p<0,05, p<0,01 e p<0,001) (Figura 8L). Já nos grupos estimulados com 24 mM de D-

glicose, LPS e rIFN-γ, somente os grupos com 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ e 

adicionados de 4, 8 e 16 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 obtiveram aumento na produção de 

IL-6 quando comparado ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01) (Figura 8M)7. 

                                            
7 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B, D, F, H, I e L) e 

com o grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (A), # comparado com o grupo controle de 
células RAW (M), com o grupo estimulado por LPS (F) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-
glicose e LPS (G) e º com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS 
(F); (p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (B, C, K e L), com o 
grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (A) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-
glicose e LPS (G), ☐ comparado com o grupo controle de células RAW (M), com o grupo estimulado por 5 
mM de D-glicose (B), por 8 mM de D-glicose (C) e por 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-glicose e 
LPS (G); e (p<0,001) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (G, J, K e 
L), com o grupo estimulado por 5 mM de D-glicose (B), por 8 mM de D-glicose (C) e por 128 µg.mL-1 do 
peptídeo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D). 
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Figura 8 – Produção de IL-6 na presença de diferentes concentrações do peptídeo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes concentrações de 
D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a 
média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicata. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni. 
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5.2.1.3 Produção da citocina pró-inflamatória TNF-α  

 

 

 O TNF-α foi outra citocina analisada como parâmetro para determinar o potencial 

imunomodulador dos peptídeos. Nos grupos estimulados apenas com as diferentes 

concentrações do peptídeo LL-37, houve aumento da produção de TNF-α apenas no 

grupo contendo 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, quando comparado com os grupos 

contendo 4, 8, 16, 32 e 64 µg.mL-1 (p<0,05 e p<0,001) (Figura 9A). Nos grupos onde 

foram acrescentados 5,5 mM de D-glicose e o peptídeo (nas concentrações 16, 32, 64 

e 128 µg.mL-1) ocorreu uma leve diminuição na produção do TNF-α, quando 

comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 9B). Quando adicionado 8 mM de D-

glicose, houve uma diminuição na produção da citocina somente nos grupos com 4 e 16 

µg.mL-1 do peptídeo (p<0,001), em comparação ao grupo na ausência de estímulo 

(Figura 9C). Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose, os grupos contendo 8, 

64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 foram os que sofreram diminuição na produção de 

TNF-α quando comparados ao grupo controle (p<0,01) (Figura 9D). Já nos grupos que 

sofreram acréscimos de 24 mM de D-glicose e as concentrações de 4, 8 e 16 µg.mL-1 

do peptídeo LL-37 apresentaram redução de TNF-α quando comparados aos grupos 

estimulados com somente 24 mM de D-glicose e 128 µg.mL-1 do peptídeo (p<0,05) 

(Figura 9E). Quando adicionado LPS às culturas, somente o grupo contendo 16 µg.mL-1 

do peptídeo, 5,5 mM de D-glicose e LPS sofreu uma leve diminuição quando 

comparado aos grupos estimulados com LPS, 5,5 mM de D-glicose e LPS (p<0,05) 

(Figura 9F). Todos os demais grupos apresentaram uma produção de TNF-α 

semelhante à produção dos grupos controles (Figuras 9G, H e I). Na presença de LPS 

e rIFN-γ, todos grupos estimulados com 5,5 mM de D-glicose, além do grupo 

estimulado apenas com LPS e rIFN-γ, apresentaram aumento na produção de TNF-α 

quando comparados ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01) (Figura 9J). O padrão se 

manteve nos grupos estimulados também com 12 e 24 mM de D-glicose  (p<0,001) 

(Figuras 9K e L). Em especial no grupo contendo estímulo de 24 mM de D-glicose, 

todos os grupos aumentaram a produção de TNF-α em comparação ao grupo controle 
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de células RAW (p<0,01), com exceção do grupo contendo 16 µg.mL-1 do peptídeo LL-

37 que manteve uma produção basal desta citocina (Figura 9M)8. 

 

                                            
8 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B), com o grupo 

estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (A), por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8 mM de D-glicose 
(C), por 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E) e por LPS/rIFN-γ (L), # comparado com o 
grupo controle de células RAW (J), com o grupo estimulado por 5 mM de D-glicose (B) e por 128 µg.mL-1 

do peptídeo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E) e º comparado com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do 
peptídeo LL-37 e 5 mM de D-glicose (B) e por 16 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS 
(F); (p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (D, J e M); e 
(p<0,001) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (A, C, K e L) e  
comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (A) e por 8 mM de D-glicose (C). 
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Figura 9 – Produção de TNF-α na presença de diferentes concentrações do peptídeo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes concentrações 
de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a 
média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni.
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5.2.1.4 Produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 Ao se verificar a produção de NO nos grupos estimulados somente com 

diferentes concentrações de LL-37 e nos grupos estimulados com 5,5 mM de D-

glicose e diferentes concentrações de LL-37, não houve alteração na produção 

deste mediador (Figuras 10A e B). Nos grupos adicionados de 8 mM de D-glicose, o 

grupo estimulado por 8 mM de D-glicose aumentou a produção desta citocina em 

relação ao grupo controle (p<0,05) (Figura 10C). Nos grupos estimulados com 12 

mM de D-glicose, os grupos contendo 64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 

apresentaram maior produção de NO quando comparados ao grupo controle (p<0,01 e 

p<0,001) (Figura 10D). Nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose, apenas os 

grupos contendo apenas 24 mM de D-glicose e 64 µg.mL-1 do peptídeo com 24 mM 

de D-glicose apresentaram produção maior do que o grupo controle (p<0,001) 

(Figura 10E).  

 Quando adicionou-se o LPS às culturas, apenas o grupo estimulado com 5,5 

mM de D-glicose e LPS apresentou um aumento na produção de NO, quando 

comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 10F). Os grupos estimulados com 32 

e 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, na presença de 8 mM de D-glicose e LPS 

demonstraram aumento de NO, comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 10G). 

Na presença de 12 mM de D-glicose e LPS, os grupos que apresentaram aumento de 

NO foram os grupos estimulados com 8 e 16 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, comparados 

ao grupo controle (p<0,01) (Figura 10H). Já na presença de 24 mM de D-glicose e LPS, 

houve um aumento na produção de NO nos grupos estimulados apenas com 24 mM de 

D-glicose e LPS, contendo 32 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,05) e contendo 4 e 8 

µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,001) (Figura 10I). 

 Ao se adicionar LPS e rIFN-γ às diferentes concentrações de D-glicose, nos 

grupos contendo 5,5 e 8 mM, todos os grupos sofreram grandes aumentos na produção 

de NO, quando comparados ao grupo controle (p<0,05 e p<0,001) (Figuras 10J e K). 

Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose, os grupos com maiores produções 

quando comparados ao grupo controle foram os estimulados somente com LPS e rIFN-

γ, estimulado com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, 8 e 64 µg.mL-1 do peptídeo e 

estimulado com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ (p<0,05 e p<0,01) (Figura 10L). Já 

nos grupos contendo 24 mM, apenas os grupos com 4 e 8 µg.mL-1 do peptídeo 
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apresentaram níveis basais de produção de NO. Os demais grupos apresentaram 

aumento na produção de NO quando comparado ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e 

p<0,001) (Figura 10M)9. 

                                            
9 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (G, I, J e M), com o 

grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por 24 mM de D-glicose (E), por 5 mM de D-glicose e LPS 
(F) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 mM de D-glicose, LPS/rIFN-γ (L), # comparado com o grupo 
estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 
12 mM de D-glicose (D), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E), por 16 µg.mL-1 do 
peptídeo LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e 
LPS (I) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M), º comparado com o 
grupo controle de células RAW (K e L), com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8 
mM de D-glicose (C) e por 8 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M); (p<0,01) 
foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (H e L), com o grupo estimulado 
por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 24 mM de 
D-glicose (E) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (I); ☐ comparado com o grupo 
controle de células RAW (M) e com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-γ (L); e (p<0,001) foi representado por  comparado com o grupo controle de células 
RAW (E, K e M) e com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D), e 
 comparado com o grupo controle de células RAW (I e J) e com o grupo estimulado por 24 mM de D-
glicose (E). 
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Figura 10 – Produção de NO na presença de diferentes concentrações do peptídeo LL-37 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes concentrações 
de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a 
média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni.
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5.2.2 Peptídeo IDR-1018 

 

5.2.2.1 Viabilidade celular  

  

 

 Para o peptídeo IDR-1018 o padrão da viabilidade celular se manteve em 

torno dos 100%, diminuindo somente em alguns poucos grupos. Nos grupos 

estimulados com as diferentes concentrações do peptídeo, o grupo contendo 8 

μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 apresentou um aumento de 31%, enquanto que o 

grupo com 128 μg.mL-1 do peptídeo reduziu a viabilidade em 54%, ambos 

comparados ao grupo controle com 100% (p<0,01) (Figura 11A). Ao se adicionar 5,5 

mM de D-glicose às culturas, o padrão se manteve o mesmo de quando estimuladas 

somente com o peptídeo, onde o grupo contendo 8 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 

mais a glicose aumentou a viabilidade em 38% e o grupo com 128 μg.mL-1 do 

peptídeo reduziu para 46% de viabilidade, quando comparados ao grupo controle 

(p<0,05 e p<0,001) (Figura 11B). Já nas culturas com a adição de 8 mM de D-

glicose, os grupos contendo 4 e 8 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 apresentaram um 

aumento de 21% na viabilidade celular e os grupos com 64 e 128 μg.mL-1 do 

peptídeo apresentaram uma diminuição em torno de 50% na viabilidade, todos 

comparados com o grupo controle (p<0,05) (Figura 11C). Ao se adicionar 12 mM de 

D-glicose, a viabilidade celular se manteve em todos os grupos exceto no grupo 

estimulado com 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 que apresentou uma queda de 

51% na viabilidade celular quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura 

11D). Já nos grupos estimulados com 24 mM de D-glicose houve uma queda na 

viabilidade apenas no grupo estimulado com D-glicose (com viabilidade de 54%), 

entretanto, o grupo contendo 4 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 apresentou um 

aumento de 48% na viabilidade, ambos comparados ao grupo controle (p<0,05). Os 

demais grupos apresentaram viabilidade celular semelhante a do grupo controle 

(Figura 11E). 

 Ao se adicionar LPS nas culturas estimuladas com as diferentes 

concentrações do peptídeo IDR-1018, 5,5 e 8 mM de D-glicose, apenas os grupos 

contendo 64 e 128 μg.mL-1 do peptídeo apresentaram redução de viabilidade, com 

67% em 5,5 mM e 53% em 8 mM e 36% em 5,5 mM e 58% em 8 mM, 

respectivamente, comparados ao grupo controle (p<0,001) (Figuras 11F e G). Já nos 
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grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS, os grupos que apresentaram 

redução na viabilidade celular foram os grupos contendo 32 e 128 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1018, apresentando 59% e 55%, respectivamente, comparados ao 

grupo controle (p<0,05) (Figura 11H). E nos grupos estimulados com 24 mM de D-

glicose e LPS, apenas os grupos com 64 e 128 μg.mL-1 do peptídeo sofreram 

redução na viabilidade celular, apresentando 60% e 52%, respectivamente, 

comparados ao grupo controle com 100% (p<0,05) (Figura 11I). 

 Ao se adicionar LPS e rIFN-γ, o grupo estimulado com 5,5 mM de D-glicose 

manteve o mesmo padrão de redução, onde somente os grupos com 64 e 128 

μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 apresentaram diminuição, com 56% e 51%, 

respectivamente, em comparação ao grupo controle (p<0,05) (Figura 11J). 

Entretanto, nos grupos estimulados por 8 mM de D-glicose todos os grupos 

mantiveram a viabilidade e somente o grupo com 4 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 

apresentou aumento de 37% na viabilidade, quando comparado ao grupo controle 

(p<0,05) (Figura 11K). Já nos grupos acrescentados tanto com 12 quanto 24 mM de 

D-glicose, apenas o grupo com 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 apresentou 

redução na viabilidade, com 48% e 52%, respectivamente, quando comparados ao 

grupo controle (p<0,01) (Figuras 11L e M)10. 

 

                                            
10 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C), com o grupo 

estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 (A), por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 5,5 mM de D-
glicose (B), por 24 mM de D-glicose (E), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS 
(F), por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 32 µg.mL-1 do peptídeo IDR-
1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por LPS (I), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e por 4 µg.mL-

1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K), # comparado com o grupo estimulado por 4 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de 
D-glicose (C), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (E), por 128 µg.mL-1 do peptídeo 
IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e 
LPS (I) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e º comparado com 
o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (I), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-γ (J) e ☐ comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 
8 mM de D-glicose (C); (p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW 
(J), com o grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 (A), por 8 mM de D-glicose (C), por 128 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM 
de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ 
(M),  comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 (A); (p<0,001) 
representado por  comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 5,5 mM 
de D-glicose (B), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS (G); e (p<0,001) representado por ** comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (G). 
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Figura 11 - Viabilidade celular na presença de diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes 

concentrações de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos 

representam a média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de 

Bonferroni.
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5.2.2.2 Produção da citocina pró-inflamatória IL-6 

 

 

 A produção de IL-6 na presença do peptídeo IDR-1018 manteve o mesmo 

padrão de produção mediante todos os estímulos. Nas condições de diferentes 

concentrações do peptídeo IDR-1018 com ou sem D-glicose (5,5, 8, 12 e 24 mM), todos 

os grupos contendo 64 ou 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 apresentaram aumento 

na produção de IL-6, quando comparados aos grupos controles (p<0,05, p<0,01 e 

p<0,001) (Figuras 12A, B, C, D e E). Ao se adicionar o LPS aos estímulos do 

peptídeo e D-glicoses (5,5, 8, 12 e 24 mM), o padrão de produção de IL-6 se 

manteve semelhante, onde somente os grupos contendo 64 ou 128 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1018 aumentaram a produção de IL-6, sendo que no grupo com 24 

mM de D-glicose o aumento ocorreu somente no grupo com 128 μg.mL-1 deste 

peptídeo. Estes aumentos foram observados em comparação com os grupos 

controles (p<0,05, p<0,01 e p<0,001) (Figuras 12F, G, H e I). O mesmo foi 

observado nos grupos com adição de LPS e rIFN-γ, onde somente os grupos 

contendo 64 ou 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 aumentaram a produção de IL-6, 

quando comparados ao grupo controle, exceto nos grupos com 24 mM de D-glicose, 

onde a produção de IL-6 permaneceu em níveis basais (p<0,05 e p<0,001) (Figuras 

12J, K, L e M). Contudo, na presença de 8 mM de D-glicose, LPS, rIFN-γ e 8 μg.mL-1 

do peptídeo, a produção de IL-6 foi nula (p<0,05) (Figura 12K)11. 

                                            
11(p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-

1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de 
D-glicose e LPS (G), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (I), por 64 µg.mL-1 

do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K) e por 16 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 
mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L), # comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo 
IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e 
LPS/rIFN-γ (L), º comparado com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-
glicose (D) e por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M) e ** 
comparado com o grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), 
(p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 
12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J),  comparado com o grupo 
estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H); (p<0,001) foi 
representado por  comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 (A), por 128 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM 
de D-glicose (C), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (E), por 64 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS (G), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J), por 128 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-
1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e ☐ comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018 (A), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 µg.mL-1  
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do peptídeo IDR-1018 e 2de D-glicose (E), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e 
LPS (F), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e por 128 µg.mL-1 

do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L). 
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Figura 12 - Produção de IL-6 na presença de diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes 
concentrações de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos 
representam a média e desvio padrão de uma réplica biológica em triplicata. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de 
Bonferroni.
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5.2.2.3 Produção da citocina pró-inflamatória TNF-α  

  

 

 Na ausência de glicose, todas as concentrações do peptídeo IDR-1018 foram 

capazes de diminuir a produção de TNF-α em comparação ao grupo controle 

(p<0,01) (Figura 13A). Quando adicionado 5,5 mM de D-glicose às diferentes 

concentrações do peptídeo, todos os grupos contendo peptídeo apresentaram 

redução de TNF-α, comparados ao grupo controle, exceto no grupo com 4 μg.mL-1 

de peptídeo (p<0,001) (Figura 13B). O grupo estimulado com 8 mM de D-glicose, 

assim como os grupo com 8 e 16 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-

glicose apresentaram leve redução na produção de TNF-α, enquanto que os grupos 

com 32, 64 e 128 μg.mL-1 do peptídeo a redução foi maior, quando comparados ao 

grupo controle (p<0,05) (Figura 13C). Na presença de 12 mM de D-glicose, apenas 

os grupos contendo as diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 

apresentaram redução na produção de TNF-α, em relação ao grupo controle 

(p<0,001) (Figura 13D). Assim como nos grupos estimulados com 24 mM de D-

glicose, além dos grupos estimulados com o peptídeo, o grupo estimulado com 

glicose apresentou redução na produção de TNF-α, todos comparados com o grupo 

controle (p<0,001) (Figura 13E). Ao se adicionar LPS nas culturas estimuladas com 

5,5 mM de D-glicose, todos os grupos contendo peptídeo IDR-1018 apresentaram 

redução na produção de TNF-α (p<0,05) (Figura 13F). Ao se adicionar 8 mM de D-

glicose, todos os grupos apresentaram redução de TNF-α, inclusive os grupos 

estimulados apenas com LPS e glicose, quando comparados ao grupo controle, 

exceto o grupo com 8 μg.mL-1 do peptídeo (p<0,01) (Figura 13G). Com 12 mM de D-

glicose, os grupos contendo somente LPS ou as diferentes concentrações do 

peptídeo com glicose e LPS sofreram redução na produção de TNF-α, em 

comparação ao grupo controle (p<0,001) (Figura 13H). Nos grupos estimulados com 

24 mM e D-glicose, apenas o grupo contendo 8 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 não 

apresentou redução na produção de TNF-α, em comparação ao grupo controle, 

sendo a menor produção da citocina, no grupo com 64 μg.mL-1 do peptídeo (p<0,01) 

(Figura 13I). Ao se adicionar LPS e rIFN-γ às culturas contendo 5,5 mM de D-

glicose, o único grupo que apresentou uma diminuição na produção de TNF-α foi o 

grupo estimulado apenas com glicose, LPS e rIFN-γ (p<0,05) (Figura 13J). Enquanto 

nos grupos com 8 mM de D-glicose, todos os grupos apresentaram ligeira redução 
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de TNF-α, exceto o grupo estimulado somente com a glicose, LPS e rIFN-γ, quando 

comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 13K). Os grupos estimulados 

somente com LPS e rIFN-γ, 12 mM de D-glicose e este grupo com 8 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1018 apresentaram leves diminuições na produção de TNF-α. 

Enquanto que os grupos com 16, 32, 64 e 128 μg.mL-1 do peptídeo apresentaram 

maior diminuição da produção de TNF-α, comparados ao grupo controle (p<0,05) 

(Figura 13L). Já nos grupos com 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, somente o 

grupo com 32 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 apresentou redução significativa da 

produção de TNF-α quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura 13M)12.     

 

 

                                            
12  (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C, F, K e L), com o 

grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 (A) por 5,5 mM de D-glicose (B), por 4 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e 
LPS (G), por LPS (H), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (I), por 5,5 mM de 
D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e por LPS/rIFN-γ (M), # comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018 (A), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 64 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS (G), por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 8 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (I), por LPS/rIFN-γ (K) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-
1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M), ** comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 32 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-
glicose e LPS (H) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K); (p<0,01) foi 
representado por º comparado com o grupo controle de células RAW (A, G e I), com o grupo estimulado 
por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (D), por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 24 
mM de D-glicose (E), por 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 32 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM 
de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M) e # # comparado com o grupo estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo IDR-
1018, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (I), 
por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (G) e por com o grupo estimulado por 128 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M); e (p<0,001) foi representado por  
comparado com o grupo controle de células RAW (B, D, E e H), com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose 
e LPS (I), por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K) e com o grupo estimulado por LPS/rIFN-γ (L),  
comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 12 
mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-
glicose e LPS (H) e por 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L),  comparado com o grupo estimulado por 
128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de D-glicose (C), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 24 mM 
de D-glicose (E) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e ☐ 
comparado com o grupo estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (E) e por 
8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L). 
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Figura 13 - Produção de TNF-α na presença de diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes 
concentrações de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos 
representam a média e desvio padrão de uma réplica biológica em triplicata. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de 
Bonferroni.
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5.2.2.4 Produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 Apesar das discretas alterações na produção de NO, na presença das diferentes 

concentrações do peptídeo IDR-1018, das diferentes concentrações de D-glicose, LPS 

e rIFN-γ, nenhum grupo apresentou diferença significativamente estatística, quando 

comparados ao grupo controle ou mesmo quando comparados entre si (Figura 14). 



 92 

Figura 14 - Produção de NO na presença de diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes 
concentrações de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos 
representam a média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicatas. Não houveram diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós 
teste de Bonferroni. 
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5.2.3 Peptídeo IDR-1002 

 

5.2.3.1 Viabilidade celular 

 

 

 A viabilidade celular dos grupos estimulados com o peptídeo IDR-1002 

manteve um padrão positivo, onde poucos grupos apresentaram alterações. Quando 

as culturas foram estimuladas apenas com as diferentes concentrações do peptídeo 

IDR-1002, somente o grupo com 8 μg.mL-1 apresentou uma queda na viabilidade, 

com 21%, em comparação ao grupo controle (p<0,01) (Figura 15A). Quando 

adicionado 5,5 mM de D-glicose às culturas na presença do peptídeo, apenas o 

grupo com 32 μg.mL-1 apresentou redução de 25% da viabilidade, quando 

comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 15B). Os grupos estimulados com 4, 

64 e 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 e 8 mM de D-glicose apresentaram leve 

redução na viabilidade, com uma queda de 23%, quando comparados ao grupo 

controle (p<0,05) (Figura 15C). Nos grupos com 12 mM de D-glicose, os grupos que 

apresentaram redução de viabilidade foram os grupos com 4, 16 e 32 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1002, quando comparado ao grupo controle (p<0,01) (Figura 15D). E 

quando estimulados com 24 mM de D-glicose, somente o grupo com 128 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1002 apresentou uma diminuição de 31% da viabilidade em relação ao 

grupo controle (p<0,05) (Figura 15E). 

 Ao se adicionar o estímulo de LPS as culturas, apenas o grupo com 4 μg.mL-1 

do peptídeo IDR-1002, na presença de 5,5 mM de D-glicose e LPS, apresentou leve 

diminuição na viabilidade quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 

15F). Na presença de 8 mM de D-glicose e LPS, os grupos estimulados com glicose, 

LPS e 4, 8, 64 e 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 e os grupo estimulado apenas 

com glicose e LPS apresentaram leve queda de 29% na viabilidade celular, quando 

comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 15G). Quando adicionados 12 mM 

de D-glicose e LPS, os grupos estimulados somente com glicose, LPS e 4, 8 e 32 

μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 e o grupo estimulado apenas com glicose e LPS 

apresentaram leves reduções na viabilidade celular, contudo, somente em relação 

ao grupo estimulado com LPS (p<0,05) (Figura 15H). Já na presença de 24 mM de 

D-glicose e LPS, somente o grupo estimulado com LPS e o grupo contendo 128 
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μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 apresentaram redução de 27% de viabilidade, em 

relação ao grupo controle (p<0,05) (Figura 15I). 

 Quanto a adição de LPS e rIFN-γ nas culturas, nenhum grupo sofreu 

alteração na viabilidade celular estatisticamente significante, apenas o grupo com 

128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, em relação 

ao grupo com 32 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 (p<0,05) (Figuras 15J, K, L e M)13.  

 

 

 

 

                                            
13 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C, G e I), com o 

grupo estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 128 µg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1002 e 24 mM de D-glicose (E), por LPS (F e H) e por 32 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 5,5 

mM de D-glicose e LPS (J), # comparado com o grupo controle de células RAW (B), com o grupo 

estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 e 8 mM de D-glicose (C) e por LPS (G e I), 

comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 e 8 mM de D-glicose (G) e 

por 24 mM de D-glicose e LPS (I), e comparado com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo 

IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I); e (p<0,01) foi representado por º comparado com o grupo 

controle de células RAW (D) e com o grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 (A), por 8 mM 

de D-glicose (C) e por 8 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I). 
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Figura 15 - Viabilidade celular na presença de diferentes concentrações do peptídeo IDR-1002 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes 
concentrações de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos 
representam a média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de 
Bonferroni. 
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5.2.3.2 Produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 Relacionado à produção de NO, os grupos estimulados com 4, 8 e 32 μg.mL-1 

do peptídeo IDR-1002 apresentaram redução quando comparados ao grupo controle 

(p<0,05) (Figura 16A). Já nos grupos onde foram adicionados 5,5 mM de D-glicose, 

além das diferentes concentrações do peptídeo IDR-1002, o grupo estimulado 

apenas com glicose e os grupos com 16 e 64 μg.mL-1 e glicose apresentaram 

redução na produção de NO, chegando a uma produção quase nula, quando 

comparados ao grupo controle (p<0,05). O grupo com 4 μg.mL-1 do peptídeo e 5,5 

mM de D-glicose apresentou um aumento quando comparado aos outros grupos 

estimulados com o peptídeo, contudo não houve diferença estatística quando 

comparado ao grupo controle (Figura 16B). Na presença de 8 mM de D-glicose, 

apenas os grupos com 8 e 32 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 apresentaram 

diferenças estatísticas quando comparados ao grupo controle, com uma produção 

nula de NO (p<0,01) (Figura 16C). Com 12 mM de D-glicose, apenas o grupo com 4 

μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 reduziu a produção de NO em comparação com o 

grupo controle de células RAW (p<0,05) (Figura 16D). E com o estímulo de 24 mM 

de D-glicose nenhum grupo apresentou diferença estatística quando comparado ao 

grupo controle, contudo, os grupos com 8 e 16 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 

apresentaram redução na produção de NO quando comparados ao grupo 

estimulado somente com 24 mM de D-glicose (p<0,05) (Figura 16E). 

 Quando o LPS foi adicionado às culturas contendo 5,5 mM de D-glicose e as 

diferentes concentrações do peptídeo IDR-1002, os grupos estimulados apenas com 

a glicose e o grupo com 128 μg.mL-1 do peptídeo aumentaram a produção de NO, 

quando comparados ao grupo controle (p<0,05). Contudo, os grupos com 4, 8, 16 e 

32 μg.mL-1 apresentaram redução de NO quando comparados ao grupo estimulado 

somente com LPS (p<0,01) (Figura 16F). Em relação ao grupo controle, o grupo 

estimulado apenas com LPS e o grupo com 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 8 

mM de D-glicose e LPS apresentaram aumento na produção de NO, enquanto nos 

grupos com 4 e 8 μg.mL-1, 8 mM de D-glicose e LPS houve uma diminuição na 

produção de NO (p<0,01) (Figura 16G). Nos grupos adicionados de 12 mM de D-

glicose e LPS nenhum grupo apresentou diferença estatística comparado com o 

grupo controle. Desta forma, os grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS 
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e 4, 16 e 32 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 12 mM de D-glicose e LPS 

apresentaram redução na produção de NO em comparação ao grupo estimulado 

somente com LPS (p<0,05) (Figura 16H). Já nos grupos estimulados com 24 mM de 

D-glicose e LPS, os que continham 32 e 128 μg.mL-1 do peptídeo apresentaram 

aumento na produção de NO, em relação ao grupo controle (p<0,05) (Figura 16I). 

Em relação ao grupo controle, nenhum grupo apresentou diferença estatística, 

apenas o grupo estimulado com 128 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 5,5 mM de D-

glicose, LPS e rIFN-γ aumentou a produção de NO em relação ao grupo estimulado 

com 4 μg.mL-1, glicose, LPS e rIFN-γ (p<0,05) (Figura 16J). Apenas os grupos 

estimulados com 8 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ e o grupo com 128 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1002 apresentaram aumento na produção de NO, comparados com o 

grupo controle (p<0,05). Os grupos com 8 e 32 μg.mL-1 do peptídeo apresentaram 

redução de NO, contudo, em comparação com o grupo estimulado com LPS e rIFN-

γ (p<0,01) (Figura 16K). Na presença dos estímulos de 12 mM de D-glicose, LPS e 

rIFN-γ nenhum grupo apresentou diferença estatística quando comparados ao grupo 

controle de células RAW. Entretanto, os grupos com 4, 16 e 64 μg.mL-1 do peptídeo 

IDR-1002 apresentaram redução na produção de NO quando comparados ao grupo 

estimulado somente com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ (p<0,05) (Figura 16L). 

Por último, o grupo estimulado apenas com 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ e o 

grupo com 16 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 foram os únicos grupos que 

apresentaram aumento na produção de NO, em comparação com o grupo controle 

de células sem estímulos (p<0,05) (Figura 16M)14. Em função dos resultados acima, 

                                            
14 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B, D, F, I, K e M), 

com o grupo estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 (A), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 
e 8 mM de D-glicose (C), por 24 mM de D-glicose (E), por 8 mM de D-glicose e LPS (G), por LPS (H), por 
4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e por 12 mM de D-glicose e 
LPS/rIFN-γ (L), # comparado com o grupo estimulado por 12 mM de D-glicose (D), por 16 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1002 e 24 mM de D-glicose (E), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e 
LPS (I), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K) e por 4 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1002, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e º comparado com o grupo estimulado por 64 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I) e por 16 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 12 
mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L); (p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo controle de 
células RAW (C e G), com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 (A), por 4 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1002 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002 e 12 mM de D-
glicose (D), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 8 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I) e por LPS/rIFN-γ (K) e  comparado com o grupo 
estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 24 mM de D-glicose e LPS (I) e por 32 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1002, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K); (p<0,001) foi representado por  comparado 
com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por LPS (F e G), por 4 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 
12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K) e ☐ comparado com o grupo 
estimulado por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por 128 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 8 mM de D-glicose 
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as análises da produção de IL-6 e TNF-α não foram prosseguidas e o peptídeo foi 

descartado da seleção.  

 

  

                                                                                                                                       
e LPS (G), por 32 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1002, 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 8 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1002, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K). 
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Figura 16 - Produção de NO na presença de diferentes concentrações do peptídeo IDR-1002 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes 
concentrações de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos 
representam a média e erro-padrão de duas réplicas biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de 
Bonferroni. 
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5.2.4 Peptídeo DJK-6 

 

5.2.4.1 Viabilidade celular 

 

 

 A viabilidade celular das culturas na presença do peptídeo DJK-6 não sofreu 

grandes alterações. Nos grupos estimulados apenas com as diferentes 

concentrações do peptídeo, apenas os grupos contendo 8 e 32 μg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6 apresentaram uma viabilidade maior que a do grupo controle, os demais 

grupos mantiveram sua viabilidade em torno dos 100% (p<0,001) (Figura 17A). Na 

presença de 5,5 mM de D-glicose, apenas os grupos com somente o estímulo de 5,5 

mM de D-glicose e os que continham 4 e 128 μg.mL-1 do peptídeo sofreram uma 

queda de no máximo 30% na viabilidade, em comparação ao grupo controle 

(p<0,05) (Figura 17B). Na presença de 8 mM de D-glicose, os grupos contendo 16 e 

64 μg.mL-1 do peptídeo sofreram uma redução na viabilidade (p<0,05), chegando a 

próximo de 35% de viabilidade, enquanto que o grupo contendo 32 μg.mL-1 do 

peptídeo DJK-6 sofreu um aumento na viabilidade atingindo 200% (p<0,001), todos 

comparados ao grupo controle de células RAW (Figura 17C). No grupo adicionado 

de 12 mM de D-glicose, os grupos que aumentaram a viabilidade foram os 

estimulados com 32 e 128 μg.mL-1 do peptídeo, comparados ao grupo controle 

(p<0,05) (Figura 17D). Já no grupo contendo 24 mM de D-glicose, os grupo com 4 e 

8 μg.mL-1 do peptídeo (p<0,01) apresentaram viabilidade em torno de 10%., Nos 

grupos contendo 32 e 64 μg.mL-1 do peptídeo (p<0,05), a viabilidade diminuiu 55%. 

Enquanto que o grupo com 16 μg.mL-1 do peptídeo sofreu um aumento de 

viabilidade (p<0,05), apresentando viabilidade de 125%, todos comparados com o 

grupo controle (Figura 17E). 

 Nos grupos estimulados com LPS, além das diferentes concentrações de D-

glicose e do peptídeo DJK-6 foram observadas várias diferenças estatísticas, com 

alguns grupos apresentando elevada viabilidade. Nos grupos estimulados com LPS 

e 5,5 mM de D-glicose houve um aumento de mais de 160% na viabilidade celular. 

Enquanto os grupos contendo 4, 8, 16, 32 e 128 μg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 5,5 mM 

de D-glicose e LPS reduziram mais de 50% da viabilidade, atingindo o mínimo de 

24% de viabilidade nos grupos com 8 e 32 μg.mL-1 do peptídeo, todos comparados 

com o grupo controle (p<0,001) (Figura 17F). Os grupos estimulados com LPS e 8 
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μg.mL-1 do peptídeo e estimulados com 8 mM de D-glicose e LPS sofreram um 

aumento de 169% e 94%, da viabilidade celular quando comparados com o grupo 

controle, respectivamente (p<0,001) (Figura 17G). Também houve um aumento na 

viabilidade nos grupos estimulados com LPS e 12mM de D-glicose, demonstrando 

um aumento de 169%. Na presença desta molaridade de D-glicose e LPS também 

foi observado um aumento de 80% na presença de 8 μg.mL-1 do peptídeo e de 74% 

na presença de 64 μg.mL-1 do peptídeo, (p<0,001). No entanto, nos grupos 

estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS observou-se uma diminuição de 61% 

na viabilidade (p<0,001) e no grupo estimulado por 4 μg.mL-1 do peptídeo, 12 mM de 

D-glicose e LPS, observou-se uma viabilidade de apenas 47% (p<0,01), comparados 

com o grupo controle (Figura 17H). Já no estímulo de 24 mM de D-glicose e LPS, o 

grupo contendo apenas LPS e as concentrações de 32 e 64 μg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6 sofreram aumentos na viabilidade celular (p<0,01), enquanto os grupos com 

8, 16 e 128 μg.mL-1 do peptídeo sofreram redução na viabilidade (p<0,01), quando 

comparados ao grupo controle (Figura 17I). 

 Já nas culturas com adição de LPS e rIFN-γ de forma geral houve uma leve 

diminuição da viabilidade celular com exceção de alguns grupos. Quando adicionado 

5,5 mM de D-glicose houve uma redução na viabilidade, de até 71%, do grupo 

estimulado apenas com LPS e rIFN-γ e dos grupos contendo 4, 8, 16 e 128 μg.mL-1 

do peptídeo DJK-6, quando comparados com o grupo controle (p<0,05). Enquanto 

na cultura estimulada com 32 μg.mL-1 do peptídeo, 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-

γ houve um aumento de 180% da viabilidade em comparação ao grupo controle 

(p<0,001) (Figura 17J). Nas culturas estimuladas com D-glicose a 8 mM, LPS e rIFN-

γ, todos os grupos apresentaram queda na viabilidade celular, comparado ao grupo 

controle, com a menor viabilidade em 21% (p<0,05), exceto pelo grupo contendo 32 

μg.mL-1 do peptídeo que apresentou um aumento de 70% na viabilidade em 

comparação com as células sem estímulo (p<0,001) (Figura 17K). As culturas na 

presença de 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ sofreram redução de viabilidade na 

presença de 4 e 128 μg.mL-1 do peptídeo DJK-6, apresentando 30% de viabilidade 

quando comparadas ao grupo controle (p<0,05). Enquanto que a cultura contendo 

16 μg.mL-1 do peptídeo DJK-6 houve promoveu um aumento de 42% de viabilidade 

celular em relação ao grupo controle (p<0,05) (Figura 17L). E nas culturas com 24 

mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, os grupos contendo somente LPS e rIFN-γ e os 
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contendo 8, 16, 64 e 128 μg.mL-1 do peptídeo DJK-6 reduziram cerca de 60% da 

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

                                            
15 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B, C, D, E, J, K, L e 

M),  comparado com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 
8 mM de D-glicose (C), por 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E) e por LPS/rIFN-γ (J, K e 
L), ☐ comparado com o grupo estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), 
por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 24 mM de 
D-glicose (E), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J), por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K) e por 4 
µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L), e  comparado com o  grupo estimulado 
por 64 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 8 mM de 
D-glicose (C), por 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 4 µg.mL-1 do peptídeo 
DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K), por 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M) e por 12 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-γ (L); (p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo estimulado por 32 
µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por LPS/rIFN-γ (M),  comparado com o 
grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 16 µg.mL-1 do 
peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e 
LPS/rIFN-γ (L) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M) e  comparado 
com o grupo controle de células RAW (E, H e I), com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por 4 
µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 12 mM de D-glicose (D), por LPS (G), com o grupo estimulado por 64 µg.mL-

1 do peptídeo DJK-6, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de 
D-glicose e LPS/rIFN-γ (M); e (p<0,001) foi representado por # comparado com o grupo controle de 
células RAW (C, F, G e J), com o grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 (A), por 32 µg.mL-1 do 
peptídeo DJK-6 e 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E), por LPS (I) e por 32 µg.mL-1 do 
peptídeo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (K), º comparado com o grupo estimulado por 32 µg.mL-

1 do peptídeo DJK-6 (A), por 8 mM de D-glicose (C), por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 12 mM de D-
glicose (D), por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por LPS (F), com o grupo 
estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 24 mM de D-glicose e 
LPS (I) e por LPS/rIFN-γ (J), # # comparado com o grupo controle de células RAW (G), com o grupo 
estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F), 
por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 
mM de D-glicose e LPS (I) e por 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J), º º comparado com o grupo 
estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 
5,5 mM de D-glicose e LPS (F), por LPS (G), 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo 
DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (I),   comparado com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo 
DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 8 mM de D-glicose e LPS (G), por LPS (H) e por 32 µg.mL-1 do 
peptídeo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J), e ** comparado com o grupo controle de células 
RAW (H) e com o grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G). 



 103 

Figura 17 – Viabilidade celular na presença de diferentes concentrações do peptídeo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes concentrações 
de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a 
média e desvio-padrão de uma réplica em triplicata. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni. 
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5.2.4.2 Produção da citocina pró-inflamatória IL-6 

 

 

 No que diz respeito a produção de IL-6, o estímulo das diferentes 

concentrações do peptídeo DJK-6 e das diferentes concentrações do peptídeo, em 

12 mM de D-glicose não levou a alterações na produção basal de IL-6 (Figura 18A e 

D). Nos grupos onde houve a adição de 5,5 ou 8 mM de D-glicose nas culturas, 

todos os grupos apresentaram redução na produção de IL-6, em comparação ao 

grupo controle (p<0,01) (Figura 18B e C). Já na presença de 24 mM de D-glicose, os 

grupos contendo 4, 8, 16, 32 e 64 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 apresentaram uma 

redução na produção de IL-6, quando comparados ao grupo com 128 µg.mL-1 do 

peptídeo (p<0,01) (Figura 18E).  

 Quando adicionado LPS ao grupo contendo 5,5 mM de D-glicose houve uma 

redução da produção de IL-6, assim como nos grupos estimulados também por 4, 8, 

16, 32 e 64 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, quando comparados ao grupo controle de 

células RAW (p<0,05) (Figura 18F). Nos grupos tratados com 8 mM de D-glicose, LPS e 

as diferentes concentrações do peptídeo DJK-6, assim como no grupo contendo 

apenas LPS, não houve diferença estatística em relação ao grupo controle, mesmo nos 

grupos tratados com 16 e 32 µg.mL-1 do peptídeo. Contudo, os grupos estimulados 

apenas com LPS, 8 mM de D-glicose e LPS e com 8 e 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 

apresentaram redução na produção de IL-6 quando comparados com o grupo 

estimulado com 16 µg.mL-1 do peptídeo, 8 mM de D-glicose e LPS (p<0,05) (Figura 

18G). Nos grupos estimulados por 12 mM de D-glicose e LPS, apenas o grupo 

contendo 64 µg.mL-1 do peptídeo apresentou redução significativa em relação ao grupo 

controle de células não estimuladas (p<0,05) (Figura 18H). Já no grupo estimulado por 

24 mM de D-glicose e LPS, assim como nos grupos contendo 4,  32 e 128 µg.mL-1 do 

peptídeo DJK6, houve uma redução da produção de IL-6 em comparação ao grupo 

controle (p<0,05) (Figura 18I). 

 Na presença de 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ apenas os grupos contendo 

64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo apresentaram redução da produção de IL-6 quando 

comparados ao grupo controle (p<0,01). Entretanto, já em comparação ao grupo 

estimulado com 4 µg.mL-1 do peptídeo, os grupos contendo 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1 do 

peptídeo DJK-6 apresentaram redução (p<0,01) (Figura 18J). Não houve diferença na 

produção de IL-6, em relação ao grupo controle, nos grupos onde foi adicionado 8 mM 
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de D-glicose, LPS e rIFN-γ. Contudo, em relação ao grupo com 8 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6, houve uma diminuição na produção de IL-6 nos grupos contendo somente 8 mM 

de D-glicose, LPS e rIFN-γ e nos grupos contendo também 16 e 32 µg.mL-1 do peptídeo 

(p<0,01) (Figura 18K). Em relação ao grupo controle de células RAW, apenas o grupo 

estimulado com 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 em 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ 

apresentou aumento na produção de IL-6 (p<0,01) (Figura 18L). Na presença de 24 mM 

de D-glicose, LPS e rIFN-γ nenhum grupo apresentou alteração na produção basal de 

IL-6. Entretanto, os grupos estimulados com 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ e o 

estimulado também com 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 apresentaram aumento da 

produção de IL-6 quando comparado ao grupo estimulado com 16 µg.mL-1 do peptídeo, 

grupo que apresentou menor produção desta citocina (p<0,05) (Figura 18M)16.       

 

 

                                            
16 (p<0,05) foi representado por # comparado com o grupo controle de células RAW (F e I), com o grupo 

estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 8 mM de D-glicose e LPS (G), por 64 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J), por 16 µg.mL-1 do 

peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e por 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-

glicose e LPS/rIFN-γ (M), º comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 

mM de D-glicose e LPS (I) e por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e  

comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (I); 

(p<0,01) foi representado por * com o grupo controle de células RAW (B, C e J), com o grupo estimulado 

por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 8 mM de 

D-glicose e LPS/rIFN-γ (K) e por LPS/rIFN-γ (L), comparado com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do 

peptídeo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J).  
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Figura 18 – Produção de IL-6 na presença de diferentes concentrações do peptídeo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes concentrações 
de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a 
média e desvio-padrão de uma réplica em triplicata. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni.
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5.2.4.3 Produção da citocina pró-inflamatória TNF-α  

 

 

 No que diz respeito a produção de TNF-α, o estímulo de somente as 

diferentes concentrações do peptídeo DJK-6 e das diferentes concentrações do 

peptídeo na presença de 8 e 12 mM de D-glicose não provocou alteração na 

produção basal de TNF-α (Figura 19A, C e D). Ao se adicionar 5,5 mM de D-glicose, 

houve uma redução na produção de TNF-α em todos os grupos estimulados com o 

peptídeo DJK-6, quando comparados ao grupo controle (p<0,05) e entre si, o grupo 

contendo 32 µg.mL-1  foi o grupo que apresentou a menor produção em comparação 

com os grupos estimulados apenas por 5,5 mM de D-glicose e estimulados por 5,5 

mM de D-glicose, 4, 8 e 64 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 (p<0,05) (Figura 19B). Já a 

adição de 24 mM de D-glicose, promoveu uma redução na produção de TNF-α 

quando comparado ao grupo controle, exceto no grupo contendo 128 µg.mL-1 do 

peptídeo DJK-6 (p<0,01) (Figura 19E). 

 Nos grupos contendo 5,5 mM de D-glicose e LPS, todos os grupos testados 

apresentaram diminuição na produção de TNF-α, em relação ao grupo controle, 

chegando a não haver produção nos grupos com 16 e 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 

(p<0,01) (Figura 19F).  Nos grupos contendo 8 mM de D-glicose e LPS houve uma 

diminuição na produção de TNF-α em todos os grupos, em comparação ao grupo 

estimulado com 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 (p<0,01) (Figura 19G). Os grupos 

contendo 4, 8 e 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, na presença de 12 mM de D-glicose 

e LPS sofreram redução na produção de TNF-α quando comparados ao grupo 

controle de células RAW (p<0,05). Em adição, os grupos contendo LPS e as 

concentrações de 4, 8, 16, 64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 sofreram redução na 

produção de TNF-α quando comparados ao grupo estimulado apenas por 12 mM de 

D-glicose e LPS (p<0,05) (Figura 19H). Nos grupos contendo 24 mM de D-glicose e 

LPS, todos os grupos reduziram a produção de TNF-α quando comparados ao 

controle (p<0,001) (Figura 19I). 

 Ao se adicionar LPS e rIFN-γ aos grupos estimulados com 5,5 mM de D-

glicose, somente os grupos contendo 4, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 

apresentaram redução na produção de TNF-α, quando comparados ao grupo 

controle (p<0,01) (Figura 19J). Nos grupos estimulados com 8 mM de D-glicose, LPS 

e rIFN-γ, houve aumento na produção de TNF-α apenas no grupo contendo 128 
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µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 quando comparado ao grupo estimulado apenas com 

LPS e rIFN-γ (p<0,01) (Figura 19K). Nos grupos com 12 mM de D-glicose, LPS e 

rIFN-γ, apenas o grupo com LPS e rIFN-γ sofreu redução na produção de TNF-α 

quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Entretanto, o grupo contendo 32 

µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 apresentou redução na produção de TNF-α quando 

comparado aos grupos com 4, 8 e 64 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 (p<0,05) (Figura 

19L). Por fim, apenas o grupo estimulado com 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM 

de D-glicose, LPS e rIFN-γ apresentou aumento na produção de TNF-α quando 

comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 19M)17.    

 

                                            
17 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (B e H), com o grupo 

estimulado por 12 mM de D-glicose (E), por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 5 mM de D-glicose e LPS (F), 
por LPS (I), por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (J) e por LPS/rIFN-γ (L e 
M), # comparado com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), 
por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM 
de D-glicose (F), por 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (I), por 32 
µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 
mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M) e º comparado com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo 
DJK-6 e 5 mM de D-glicose (B), por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS (H) e por 4 
µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (I); (p<0,01) foi representado por  comparado com 
o grupo controle de células RAW (E, F e J), com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 8 
mM de D-glicose e LPS (G), por 8 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (I), por 
LPS/rIFN-γ (K) e por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M) e  comparado 
com o grupo estimulado por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS (I); e (p<0,001) foi 
representado por comparado com o grupo controle de células RAW (I e M). 
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Figura 19 – Produção de TNF-α na presença de diferentes concentrações do peptídeo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes 
concentrações de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos 
representam a média e desvio-padrão de uma réplica em triplicata. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni. 
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5.2.4.4 Produção de óxido nítrico (NO)  

 

 

 Nos grupos estimulados com as diferentes concentrações do peptídeo DJK-6, 

apenas o grupo com 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 reduziu a produção de NO, 

quando comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 20A). O grupo estimulado 

com 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose apresentou menor 

produção de NO, quando comparado com o grupo controle (p<0,001) (Figura 20B). 

Nos grupos onde 8 mM de D-glicose foi adicionado, o grupo estimulado somente 

com D-glicose aumentou a produção de NO e todos os outros grupos reduziram a 

produção de NO, quando comparados ao grupo controle (p<0,01) (Figura 20C). Com 

12 mM de D-glicose, apenas o grupo contendo 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 

apresentou diminuição da produção basal de NO (p<0,05) (Figura 20D). O grupo 

estimulado apenas com 24 mM de D-glicose aumentou a produção de NO, enquanto 

os grupos com 4, 8 e 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 apresentaram produção de NO 

diminuída, quando comparados ao grupo controle sem estímulos (p<0,001) (Figura 

20E). 

 Nos grupos estimulados apenas com 5,5 mM de D-glicose e LPS, apenas os 

grupos contendo as diferentes concentrações do peptídeo DJK-6 apresentaram 

redução na produção de NO, chegando a uma produção perto de nula, quando 

comparados ao grupo controle, ao grupo contendo somente LPS e ao grupo com 

glicose e LPS (p<0,001) (Figura 20F). Nos grupos estimulados com somente 8 mM 

de D-glicose e LPS e nos grupos contendo 4, 8, 16, 64 e 128 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6, glicose e LPS, houve uma diminuição da produção de NO em comparação 

com o grupo controle (p<0,05 e p<0,001) (Figura 20G). Houve uma diminuição na 

produção de NO em todos os grupos estimulados com 12 mM de D-glicose em 

comparação ao grupo controle, onde os grupos com 4 e 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-

6 apresentaram produção nula de NO (p<0,001) (Figura 20H). Todos os grupos 

estimulados com 24 mM de D-glicose, LPS e as diferentes concentrações do 

peptídeo DJK-6 sofreram redução na produção de NO, quando comparados ao 

grupo controle, exceto pelo grupo estimulado apenas com glicose e LPS que sofreu 

leve aumento na produção deste mediador (p<0,001) (Figura 20I).  

 Ao se adicionar rIFN-γ às culturas, os grupos estimulados com LPS, rIFN-γ e 

5,5 mM de D-glicose sofreu um aumento na produção de NO quando comparado ao 
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grupo controle, enquanto os demais grupos apresentaram níveis basais de NO 

(p<0,01) (Figura 20J). No grupo estimulado com 8mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ 

observou-se um aumentando na produção de NO, quando comparado ao grupo 

controle (p<0,05) (Figura 20K). O grupo estimulado com 12mM de D-glicose, LPS e 

rIFN-γ promoveu um aumento na produção de NO e o grupo estimulado com 16 

µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, uma diminuição, em 

relação ao grupo controle (p<0,001) (Figura 20L). Na última condição experimental, 

apenas os grupos tratado com LPS, rIFN-γ e 24 mM de D-glicose apresentou 

aumento quando comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 20M)18. Os demais 

grupos apresentaram produção basal de NO.  

                                            
18 (p<0,05) foi representado por º comparado com o grupo controle de células RAW (D, E e G), com o 

grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 64 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6 e 8 mM de D-glicose (C), por 12 mM de D-glicose e LPS (H), por 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ 

(J), por LPS/rIFN-γ (K e L) e por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M), ☐ 

comparado com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 8 mM 

de D-glicose e LPS (G) e por 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L), º º comparado com o grupo controle 

de células RAW (M) e com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 8 mM de D-glicose e 

LPS (G); (p<0,01) foi representado por # com o grupo controle de células RAW (C e J) e com o grupo 

estimulado por LPS (G e H), # # comparado com o grupo estimulado por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 

mM de D-glicose e LPS (H) e  comparado com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 

12 mM de D-glicose e LPS (H) e por LPS/rIFN-γ (J); e (p<0,001) foi representado por * comparado com o 

grupo controle de células RAW (E, F, G, H, I e L), com o grupo estimulado por 32 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6 (A), por 128 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 5,5 mM de D-glicose (B), por 8 mM de D-glicose (C) e por 

LPS/rIFN-γ (M),  comparado com o grupo estimulado por 24 mM de D-glicose (E), por LPS (F), por 24 

mM de D-glicose e LPS (I), por 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e por 

24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M),  comparado com o grupo estimulado por 8 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E), por 5,5 mM de D-glicose e LPS (F) e por 4 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6, 

24 mM de D-glicose e LPS (I) e  comparado com o grupo controle de células RAW (M) e com o grupo 

estimulado por 16 µg.mL-1 do peptídeo DJK-6 e 24 mM de D-glicose (E). 
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Figura 20 – Produção de NO na presença de diferentes concentrações do peptídeo DJK-6 (4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg.mL-1) associados a  diferentes concentrações 
de D-glicose (A-E, F-I e J-M), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (F-I) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (J-M), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a 
média e desvio-padrão de uma réplica em triplicata. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni. 



 113 

Resumo dos resultados da fase 2: 

 

 

 A tabela 5 apresenta os resultados da fase 2 do trabalho de forma geral 

e resumida. Desta forma, por ser um peptídeo natural humano, com conhecida ação 

imunomoduladora, o peptídeo LL-37 foi o escolhido para ser usado em comparação 

ao peptídeo IDR-1018. O peptídeo IDR-1018 foi escolhido por não alterar a 

viabilidade celular, promover a diminuição da produção da citocina inflamatória TNF-

α mediante todos os estímulos e manter o nível basal de NO, aumentando somente 

diante do estímulo de 24 mM de D-glicose na presença de LPS e rIFN-γ. Também 

foi escolhido para os testes subsequentes a concentração de 64 μg.mL-1, para 

ambos os peptídeos. Esta foi escolhida uma vez representa a concentração com os 

melhores resultados para o peptídeo IDR-1018. Contudo, os outros peptídeos 

também apresentam resultados promissores para o desenvolvimento de novas 

pesquisas no futuro.   
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Tabela 5 - Resumo dos resultados da fase 2 do trabalho, onde = representa produção ou viabilidade igual ao do grupo controle, ⬆ representa aumento de 

produção ou viabilidade em comparação ao grupo controle e ⬇ representa diminuição de produção ou viabilidade em comparação ao grupo controle. 
 

 Viabilidade celular Produção de IL-6 Produção de TNF-α Produção de NO 

Peptídeos Glicose LPS 
LPS/ 

rIFN-γ 
Glicose LPS 

LPS/ 
rIFN-γ 

Glicose LPS 
LPS/ 

rIFN-γ 
Glicose LPS 

LPS/ 
rIFN-γ 

LL-37 ⬆ ⬆ = ⬇ ⬇ ⬆ ⬇ ⬆ ⬆ = ⬆ ⬆ 

IDR-1018 = = = ⬆ ⬆ ⬆ ⬇ ⬇ ⬇ = = 
= (8 e  

12 mM) 

⬆ (24 mM) 

IDR-1002 = = = - - - - - - ⬇ =  ⬇ =  ⬆ 

DJK-6 = = = ⬇ 
⬆ (8 mM) 

⬇ (12 e 

24 mM) 

⬆ (8 mM) 
= (12 e 24 

mM) 

= (8 e  

12 mM) 
⬇ (24 mM) 

⬇ = 
⬇ (8 e  

24 mM)  
= (12 mM) 

⬇ = 
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5.3 FASE 3 – AVALIAÇÃO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DAS CITOCINAS 

PRODUZIDAS NA PRESENÇA DOS PEPTÍDEOS LL-37 E IDR-1018  

 

5.3.1 Peptídeos LL-37 e IDR-1018 

 

5.3.1.1 Viabilidade celular  

 

5.3.1.1.1 Viabilidade celular em 6 horas 

 

 

 Não houveram diferenças nas viabilidades dos grupos testados no tempo de 

6h. Todas as viabilidades foram mantidas em 100% após as culturas celulares 

serem tratadas com ambos os peptídeos LL-37 e IDR-1018, além dos tratamentos 

com as diferentes concentrações de D-glicose (Figura 16A), LPS (Figura 16B) e LPS 

e rIFN-γ (Figura 16C). 
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Figura 21 – Viabilidade celular na presença de 64 μg.mL-1 dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 associados a  
diferentes concentrações de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-γ (C) após 6h. Todos os gráficos 
representam a média e o erro-padrão da absorbância de 3 réplicas biológicas em triplicatas. Não 
houveram diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
 
 



 117 

5.3.1.1.2 Viabilidade celular em 24 horas  

 

 

 A viabilidade celular nos grupos estimulados com os peptídeos LL-37 e IDR-

1018 e as diferentes concentrações de glicose não foi alterada quando comparada 

ao grupo controle. Somente nos grupos estimulados com 64 μg.mL-1 do peptídeo 

IDR-1018 e 5,5 e 24 mM de D-glicose observou-se uma redução na viabilidade 

celular quando comparado ao grupo estimulado com 12 mM de D-glicose (p<0,05) 

(Figura 22A). Também não houveram grandes mudanças na viabilidade celular nas 

culturas quando adicionado LPS, apenas o grupo estimulado com 12 mM de D-

glicose e LPS e o grupo estimulado com o peptídeo LL-37, 12 mM de D-glicose e 

LPS apresentaram um leve aumento na viabilidade quando comparados ao grupo 

controle de células RAW (p<0,05) (Figura 22B). Nos grupos com adição de LPS e 

rIFN-γ apenas o grupo estimulado com 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ e o grupo 

estimulado com LL-37, 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ apresentaram aumento 

significante quando comparados ao grupo controle (p<0,05) (Figura 22C)19.    

 

                                            
19 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 

5 mM de D-glicose (A), por 12 mM de D-glicose e LPS (B) e por 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C), # 

comparado com o grupo estimulado por 12 mM de D-glicose (A), 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 mM de 

D-glicose e LPS (B) e 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C),  comparado 

com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C) e comparado com o grupo 

estimulado por 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C); e (p<0,01) foi representado por º comparado com o 

grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C). 
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Figura 22 - Viabilidade celular na presença de 64 μg.mL-1 dos peptídeos LL-37 ou IDR-1018 associados a  
diferentes concentrações de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-γ (C) após 24h. Todos os gráficos 
representam a média e o erro-padrão da absorbância de 3 réplicas biológicas em triplicatas. 
Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni. 
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5.3.1.1.3 Viabilidade celular em 72 horas 

 

 

 A viabilidade celular do grupo estimulado com 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 

apresentou-se reduzida, enquanto a dos grupos estimulados com 64 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1018 e 12 e 24 mM de D-glicose apresentaram-se aumentadas, em 

comparação ao grupo controle de células RAW (p<0,05 e p<0,01) (Figura 23A). 

Nenhum dos grupos estimulados na presença de LPS apresentaram diferença 

estatística quando comparados ao grupo controle de células RAW. Contudo, os 

grupos estimulados com LL-37, 8 e 24 mM de D-glicose e LPS apresentaram uma 

viabilidade menor, quando comparados ao grupo com IDR-1018, 8 e 24 mM de D-

glicose e LPS (p<0,05) (Figura 23B). Ao se adicionar LPS e rIFN-γ, observou-se em 

relação ao grupo controle, que estes grupos estimulados com LL-37 e 5,5, 8, 12 e 24 

mM de D-glicose sofreram redução na viabilidade celular (p<0,05) (Figura 23C)20.    

 

                                            
20 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C), com o grupo 

estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 (A) e por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e LPS (B), # 
comparado com o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (A), por 5,5 
mM de D-glicose e LPS (B) e por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e LPS/rIFN-γ (C), º comparado com o 
grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose (A), por 64 μg.mL-1 do 
peptídeo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (B) e por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e 
LPS/rIFN-γ (C), comparado com o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 8 mM de 
D-glicose (A), por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-glicose e LPS (B) e por 64 μg.mL-1 do 
peptídeo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C) e comparado com o grupo estimulado por 64 
μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 12 mM de D-glicose (A), por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-
glicose e LPS (B) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C); e (p<0,01) foi 
representado por ** comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 (A), por 64 
µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e LPS (B) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5,5 mM de D-glicose e 
LPS/rIFN-γ (C), # # comparado com o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (A), º º comparado com o 
grupo estimulado por 12 mM de D-glicose (A),  comparado com o grupo estimulado por  64 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (A) e  comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (A); e (p<0,001) foi representado por  comparado com o grupo 
estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8 mM de D-glicose (A) e por LPS/rIFN-γ (C) e *** 
comparado com o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ 
(C). 
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Figura 23 - Viabilidade celular na presença de 64 μg.mL-1 dos peptídeos LL-37 ou IDR-1018 associados a  
diferentes concentrações de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-γ (C) após 72h. Todos os gráficos 
representam a média e o erro-padrão da absorbância de 3 réplicas biológicas em triplicatas. 
Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni. 
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5.3.1.2 Produção da quimiocina MCP-1 

 

 

 Apesar das discretas alterações na produção de MCP-1, na presença de 64 

μg.mL-1 dos peptídeos LL-37 e IDR-1018, das diferentes concentrações de D-glicose, 

LPS e rIFN-γ, nenhum dos grupos testados apresentou diferença significativa, quando 

comparados ao grupo controle ou mesmo quando comparados entre si (Figura 24). 
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Figura 24 – Produção de MCP-1 na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 associados a  diferentes concentrações de D-glicose (B, G e L), (C, H e M), (D, I e 
N), (E, J e O), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (G-J) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (L-O), após 6h de incubação. Todos os gráficos representam a média e o 
erro-padrão de 3 réplicas em triplicatas. Não houve diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni.
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5.3.1.3 Produção da citocina pró-inflamatória IL-1α 

 

 

 Quanto a produção de IL-1α, a presença de ambos os peptídeos LL-37 e IDR-

1018, na concentração de 64 μg.mL-1, provocaram o aumento da produção desta 

citocina, quando comparado ao grupo controle de células RAW (p<0,001) (Figura 

25A). No entanto, entre estes peptídeos, o peptídeo IDR-1018 promoveu uma 

redução na produção de IL-1α, quando comparado com o grupo estimulado com o 

peptídeo LL-37 (p<0,001) (Figura 25A). Quando adicionado 5,5 mM de D-glicose às 

culturas, ambos os peptídeos apresentaram aumento na produção de IL-1α, em 

comparação ao grupo controle e ao grupo estimulado apenas com glicose (p<0,001). 

Contudo, o grupo estimulado com 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 promoveu 

redução na produção de IL-1α quando comparado ao grupo estimulado com 64 

μg.mL-1 do peptídeo LL-37 (p<0,001) (Figura 25B). Em relação ao grupo controle, 

somente o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8, 12 ou 24  mM de 

D-glicose promoveu aumento na produção de IL-1α (p<0,01 e p<0,001). Quando 

comparados os dois peptídeos, o IDR-1018 apresentou redução em relação à LL-37 

(p<0,01 e p<0,001) (Figura 25C, D e E). Quando adicionado LPS às culturas, os 

grupos estimulados com ambos os peptídeos apresentaram aumento na produção 

de IL-1α (p<0,05 e p<0,01). Já quando comparado ao grupo com LL-37, o grupo com 

IDR-1018 apresentou redução na produção da citocina (p<0,01) (Figura 25F). Os 

grupos estimulados por ambos os peptídeos, LL-37 e IDR-1018, 5,5, 8 ou 24 mM de 

D-glicose e LPS aumentaram a produção de IL-1α quando comparados ao grupo 

controle (p<0,001) e o grupo com IDR-1018 promoveu uma redução na produção 

quando comparado ao grupo com LL-37 (p<0,001) (Figura 25G, H e J). Já nos 

grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS, ambos os grupos estimulados 

com os peptídeos LL-37 e IDR-1018 aumentaram a produção de IL-1α quando 

comparados ao grupo controle (p<0,001) (Figura 25I). Quando os grupos foram 

estimulados por LPS e rIFN-γ somente o grupo com 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 

aumentou a produção de IL-1α quando comparado ao grupo controle (p<0,001) 

(Figura 25K). Quando adicionado 5,5 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, ambos os 

peptídeos aumentaram a produção de IL-1α quando comparados ao grupo controle 

(p<0,05 e p<0,01). Em adição, o grupo contendo o peptídeo IDR-1018 apresentou 

uma redução na produção desta citocina quando comparado ao grupo contendo o 
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peptídeo LL-37 (p<0,01) (Figura 25L). Na presença de 8 mM de D-glicose, LPS e 

rIFN-γ, apenas o grupo com LL-37 apresentou aumento na produção de IL-1α, 

quando comparado ao grupo controle e ao grupo com IDR-1018 (p<0,001) (Figura 

25M). Nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, ambos os 

peptídeos provocaram aumento na produção de IL-1α, comparados com o grupo 

controle (p<0,05 e p<0,001). Contudo, em comparação com o grupo estimulado pela 

LL-37, o grupo contendo IDR-1018 sofreu uma redução de IL-1α (p<0,05) (Figura 

25N). Ambos os grupos estimulados com os peptídeos aumentaram a produção de 

IL-1α, quando comparados ao grupo controle de células RAW (p<0,001). Já o grupo 

estimulado com IDR-1018 reduziu a produção da citocina em comparação ao grupo 

com LL-37 (p<0,01) (Figura 25O)21.   

                                            
21 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (F), com o grupo 

estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e por LPS/rIFN-γ 

(N) e # comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e 

LPS/rIFN-γ (N); (p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (O), com 

o grupo estimulado por 8 mM de D-glicose (C), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 12 mM de D-glicose 

(D), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e LPS (F) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5,5 mM de D-glicose 

e LPS/rIFN-γ (L); e (p<0,001) foi representado por  comparado com o grupo controle de células RAW (A 

e B), com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 µg.mL-1 

do peptídeo LL-37 e 24 mM de D-glicose (E), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5,5 mM de D-glicose e 

LPS (G) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 µg.mL-1 do peptídeo 

LL-37, 12 mM de D-glicose e LPS (I) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 24 mM de D-glicose e LPS (J), 

** comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 (A), por 5,5 mM de D-glicose (B), 

por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 5,5 mM de D-glicose e LPS (G), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-

1018, 8 mM de D-glicose e LPS (H), por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de D-glicose e LPS (I), 

por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (J) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-

1018, 24 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (O) e  # # comparado com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do 

peptídeo LL-37 e 5,5 mM de D-glicose (B). 
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Figura 25 – Produção de IL-1α na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 associados a  diferentes concentrações de D-glicose (B, G e L), (C, H e M), (D, I e N), 
(E, J e O), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (G-J) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (L-O), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a média e o erro-
padrão de 3 réplicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni.
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5.3.1.4 Produção da citocina pró-inflamatória IL-6 

 

 

 Não houve alteração significativa na produção de IL-6 diante na presença de 64 

μg.mL-1 dos peptídeos LL-37 e IDR-1018, nas diferentes concentrações de D-glicose, 

LPS e rIFN-γ, em nenhum dos grupos testados, quando comparados ao grupo controle 

ou mesmo quando comparados entre si (Figura 26). 
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Figura 26 – Produção de IL-6 na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 associados a  diferentes concentrações de D-glicose (B, G e L), (C, H e M), (D, I e N), 
(E, J e O), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (G-J) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (L-O), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a média e o erro-
padrão de 3 réplicas em triplicatas. Não houve diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni.
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5.3.1.5  Produção da citocina pró-inflamatória TNF-α 

 

 

 Em relação a produção de TNF-α, não houveram diferenças estatísticas entre 

os grupos estimulados com os peptídeos e o grupo controle. Entretanto, houve um 

aumento na produção de TNF-α do grupo estimulado com o IDR-1018, em 

comparação ao grupo com LL-37 (p<0,001) (Figura 27A). Não houve diferença 

estatística nos grupos estimulados com 5,5 mM de D-glicose e os peptídeos LL-37 e 

IDR-1018 (Figura 27B). Os grupos estimulados com 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 

8 ou 12 mM de D-glicose apresentaram uma redução na produção de TNF-α quando 

comparado ao grupo controle e ao grupo estimulado com IDR-1018 (p<0,05 e 

p<0,01) (Figura 27C e D). Já quando estimulados com 24 mM de D-glicose, ambos 

os grupos com LL-37 e IDR-1018 apresentaram redução na produção de TNF-α, em 

comparação ao grupo controle (p<0,01) (Figura 27E). Os grupos estimulados 

somente com LPS e os grupos estimulados com 5,5 e 8 mM de D-glicose e LPS 

apresentaram redução na produção de TNF-α, quando comparados ao grupo 

controle de células RAW (p<0,01) (Figuras 27F, G e H). Nos grupos estimulados 

com 12 ou 24 mM de D-glicose e LPS, somente os grupos com LL-37 apresentaram 

redução significativa quando comparados com os grupos controles (p<0,05 e 

p<0,01) (Figura 27I e J). Nos grupos estimulados com LPS e rIFN-γ, os grupos 

contendo ambos os peptídeos apresentaram redução de TNF-α em relação ao grupo 

controle (p<0,05) (Figura 27K). Os grupos estimulados com 64 μg.mL-1 do peptídeo 

LL-37 e 5,5 ou 12 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ apresentaram redução na 

produção de TNF-α quando comparados aos grupos controle de células RAW ou 

aos grupos estimulados apenas com LPS e rIFN-γ (p<0,05) (Figuras 27L e N). Os 

grupos estimulados com 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e IDR-1018, 8 ou 24 mM de 

D-glicose, LPS e rIFN-γ apresentaram redução na produção de TNF-α, em relação 

ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01). Contudo, no grupo com 8 mM de D-glicose, a 

menor produção observada foi no grupo contendo LL-37 (Figura 27M e O)22. 

                                            
22  (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (K e M), com o grupo 

estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 12 mM de D-glicose (D), por 24 mM de D-glicose (E), por 
64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (L) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 
mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (N); e (p<0,01) foi representado por  comparado com o grupo controle de 
células RAW (E, F, G, H e J), com o grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 (A), por 64 
µg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 8 mM de D-glicose (C), por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 12 mM de D-
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glicose e LPS (I) e por 64 µg.mL-1 do peptídeo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (M) e  comparado 
com o grupo estimulado por LPS/rIFN-γ (O). 
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Figura 27 – Produção de TNF-α na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 associados a  diferentes concentrações de D-glicose (B, G e L), (C, H e M), (D, I e 
N), (E, J e O), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (G-J) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (L-O), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a média e o 
erro-padrão de 3 réplicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
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5.3.1.6 Produção da citocina pró-inflamatória com perfil M1 (IL-12) 

 

 

 Quanto a produção de IL-12, não houve diferença estatística entre nenhum 

dos grupos na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 e das diferentes 

concentrações de D-glicose ou nos grupos com dos peptídeos, glicoses e LPS, e os 

grupos controles (Figuras 28A, B, C, D, E, F, G, H, I e J).  

 Já nos grupos que receberam os estímulos de LPS, rIFN-γ e as diferentes 

concentrações de D-glicose, houve uma redução na produção de IL-12 dos grupos 

contendo o peptídeo LL-37, em relação aos grupos estimulados com LPS e rIFN-γ 

(p<0,05 e p<0,01). Nenhum dos grupos apresentou diferença significante quando 

comparados aos grupos controles de células RAW (Figuras 28K, L, M, N e O)23.  

 

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

L, M e O); e (p<0,01) foi representado por # comparado com o grupo estimulado por LPS/rIFN-γ (N). 
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Figura 28 – Produção de IL-12 na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 associados a  diferentes concentrações de D-glicose (B, G e L), (C, H e M), (D, I e N), 
(E, J e O), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (G-J) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (L-O), após 24h de incubação. Todos os gráficos representam a média e o erro-
padrão de 3 réplicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
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5.3.1.7 Produção da citocina anti-inflamatória com perfil M2 (IL-10) 

 

 

 Não houve alteração significante na produção de IL-10 na presença de 64 

μg.mL-1 dos peptídeos LL-37 e IDR-1018, nas diferentes concentrações de D-glicose e 

LPS e rIFN-γ, em nenhum dos grupos testados, quando comparados ao grupo controle 

ou mesmo quando comparados entre si (Figura 29). 
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Figura 29 – Produção de IL-10 na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018 associados a  diferentes concentrações de D-glicose (B, G e L), (C, H e M), (D, I e N), 
(E, J e O), estimuladas com LPS (3 µg.mL-1) (G-J) com e sem rIFN-γ (10 U.mL-1) (L-O), após 72h de incubação. Todos os gráficos representam a média e o erro-
padrão de 3 réplicas em triplicatas. Não houve diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
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5.3.1.8 Produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 Em todos os grupos estimulados com os peptídeos LL-37 e IDR-1018 ou na 

presença das diferentes concentrações de D-glicose, houve um padrão de produção 

de NO, exceto pelo grupo estimulado com o IDR-1018 e 5,5 mM de D-glicose, que 

apresentou um grande aumento na produção de NO, em comparação ao grupo 

controle e em comparação a todos os outros grupos (p<0,001). O grupo estimulado 

pela LL-37 e 24 mM de D-glicose apresentou um leve aumento de NO em 

comparação ao grupo controle (p<0,05) (Figura 30A). Já nos grupos estimulados 

com as diferentes concentrações de D-glicose e LPS, apenas o grupo estimulado 

com 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS apresentou 

aumento na produção de NO, em relação tanto ao grupo controle, quanto aos 

grupos estimulados somente com glicose e estimulados com LL-37, 24 mM de D-

glicose e LPS (p<0,001) (Figura 30B). Já nos grupos estimulados com 64 μg.mL-1 do 

peptídeo IDR-1018, 8 e 24 mM de D-glicose, LPS e rIFN-γ, houve um aumento na 

produção de NO em comparação ao grupo controle e aos grupos estimulados 

apenas com 8 e 24 mM de D-glicose (p<0,001) (Figura 30C)24. 

 

 

                                            
24 (p<0,05) foi representado por * comparado com o grupo controle de células RAW (C), com o grupo 

estimulado por estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo LL-37 e 24 mM de D-glicose (A) e por 8 mM de D-
glicose e LPS (B), # comparado com o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 12 mM de 
D-glicose e LPS (B) e por LPS/rIFN-γ (C) e comparado com o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do 
peptídeo LL-37, 5 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C); (p<0,01) foi representado por º comparado com o 
grupo estimulado por 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose (A) e por 64 μg.mL-1 do 
peptídeo LL-37, 8 mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C); e (p<0,001) foi representado por comparado com 
o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 e 5 mM de D-glicose (A), por 64 μg.mL-1 do 
peptídeo IDR-1018, 24 mM de D-glicose e LPS (B) e por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 8 mM de D-
glicose e LPS/rIFN-γ (C) e  comparado com o grupo estimulado por 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, 24 
mM de D-glicose e LPS/rIFN-γ (C). 
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Figura 30 – Produção de NO na presença de 64 μg.mL-1 dos peptídeos LL-37 ou IDR-1018 associados a  
diferentes concentrações de D-glicose (A), LPS (B) e LPS/rIFN-γ (C) após 72h. Todos os gráficos 
representam a média e o erro-padrão da absorbância de 3 réplicas biológicas em triplicatas. 
Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni.  
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Resumo dos resultados da fase 3: 

 

 

A tabela 6 representa os resultados de uma forma geral e resumida da fase 3 

do trabalho. O peptídeo IDR-1018 não alterou a viabilidade celular, manteve os 

níveis basais de MCP-1, IL-6, IL-12 e IL-10, promoveu a diminuição da produção de 

TNF-α e aumentou a produção de NO. Em comparação, o peptídeo LL-37 diminui a 

viabilidade em 72h, manteve os níveis basais de MCP-1, IL-6, IL-12, IL-10 e NO, 

aumentou a produção de IL-1α e diminui a produção de TNF-α. Desta forma, o 

peptídeo IDR-1018 demonstrou um efeito protetor similar a LL-37, ao promover a 

manutenção nos níveis basais de produção das citocinas pró-inflamatórias, 

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

igual ao do grupo controle, ⬆ representa aumento de produção ou viabilidade em comparação ao 

grupo controle e ⬇ representa diminuição de produção ou viabilidade em comparação ao grupo 

controle  

 

 

 

LL-37 IDR-1018 

Glicose LPS 
LPS/ 

rIFN-γ 
Glicose LPS 

LPS/ 

rIFN-γ 

Viabilidade 

celular 

6h = = = = = = 

24h = = ⬆ = = = 

72h = ⬇  ⬇ ⬆ ⬆ ⬆ 

Produção de MCP-1 = = = = = = 

Produção de IL-1α ⬆ ⬆ ⬆ = ⬆ = 

Produção de IL-6 = = = = = = 

Produção de TNF-α ⬇ ⬇ ⬇ = ⬇ ⬇ 

Produção de IL-12 = = ⬇ = = = 

Produção de IL-10 = = = = = = 

Produção de NO = = ⬆ = ⬆ ⬆ 

 

 

 

  



 139 

6 DISCUSSÃO 

 

 

 O DM consiste em uma das doenças metabólicas mais comuns, sendo 

considerada até mesmo uma epidemia, devido a sua crescente incidência anual por 

todo o mundo. Em 2013, 24 milhões de pessoas possuíam diabetes na América do 

Sul e Central, enquanto que no mundo existe um total de 381,8 milhões. Contudo, a 

previsão para 2035 é de que pelo menos 38,5 milhões de pessoas sejam diabéticas 

na América do Sul e Central e 592 milhões em todo o mundo (2). 

 O descontrole dos níveis glicêmicos pode causar uma desregulação em níveis 

metabólicos ou em vias de sinalização, desta forma podendo contribuir para a 

geração das complicações diabéticas. Essas complicações podem ocorrer, devido a 

um número crítico de eventos celulares que podem estar alterados (124). As 

principais complicações associadas ao DM podem incluir a nefropatia, retinopatia, 

neuropatia, complicações cardiovasculares, doenças vasculares periféricas, doenças 

periodontais e até mesmo desordens ósseas (111). Grande parte dessas 

consequências causadas pelo descontrole glicêmico podem ser consideradas 

resultado de alterações no processo de resposta imune, devido à presença crônica 

de altas concentrações de glicose, aumentando assim a susceptibilidade à infecções 

(12). A alteração provocada no sistema imune pode promover deficiências 

principalmente no sistema imune inato, causando disfunção na adesividade, 

migração, quimiotaxia, fagocitose, na capacidade bactericida e de apresentação de 

antígenos de leucócitos, além de causar produção exacerbada de citocinas pró-

inflamatórias (36).  

 Desta forma, poucos estudos focam a modulação imunológica como um 

adjuvante no tratamento das complicações causadas pelo DM. Sendo assim, o 

objetivo deste estudo consistiu em verificar o potencial biotecnológico de peptídeos 

imunomoduladores candidatos, em diferentes condições de glicose e resposta 

inflamatória/infecciosa in vitro para no futuro, somar um fármaco que seja capaz de 

controlar de forma positiva as respostas do sistema imune que, geralmente, 

acontecem de forma exacerbada. Para tanto, a linhagem de células RAW 264.7, 

derivada de monócitos, foi utilizada para a análise imunológica do estudo in vitro. Os 

monócitos podem constituir de 3% a 8% dos leucócitos circulantes e, no tecido 

conjuntivo ou no parênquima de órgãos, podem originar os macrófagos ou DCs. Os 
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monócitos e macrófagos são fagócitos eficientes e importantes para a resposta 

imune inata, principalmente durante o processo de inflamação. Além de seu papel 

na imunidade inata, processam e apresentam antígenos via molécula de MHC, 

estimulando assim respostas mediadas por linfócitos T. Esses tipos celulares 

consistem em células responsáveis pelo início da resposta inflamatória e possuem 

papel essencial no desenvolvimento da resposta imune, como a secreção de 

mediadores pró-inflamatórios, como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α e NO (33, 125, 126). 

Para a determinação das concentrações de D-glicose que foram utilizadas no 

trabalho, dados previamente publicados por Garcia-Hernandez et al. (111) foram 

considerados, onde 5,5 mM de D-glicose corresponde a níveis glicêmicos normais 

(99 mg.dL-1); 8 mM corresponde a níveis pós-prandiais de glicemia (144 mg.dL-1); 

e 12 mM e 24 mM correspondem a altos níveis glicêmicos, níveis considerados 

controlados e descontrolados de diabetes (216 mg.dL-1 e 432 mg.dL-1, 

respectivamente). A fim de mimetizar um estado de infecção/inflamação, situação 

muito comum em pacientes diabéticos, o sistema in vitro ainda incluiu a adição dos 

estímulos de LPS e rIFN-γ (127, 128). 

Desta forma, os principais resultados encontrados nessa primeira fase foram 

que a presença das diferentes concentrações de D-glicose, LPS e rIFN-γ não 

provocaram alterações na viabilidade celular até 72h. Contudo, a partir desse 

momento, ocorreu uma diminuição na viabilidade. Em contraste, Kumar et al. (129) 

relatou que macrófagos estimulados in vitro com 30 mM de glicose por 24h já sofrem 

queda de 59% de viabilidade.  

Os peptídeos foram escolhidos com base na ampla atuação na modulação de 

funções imunes sem comprometer os elementos da imunidade requeridos para a 

resolução de infecções, assim como descritos na literatura (9). Esses peptídeos 

podem ser naturalmente produzidos pelo corpo humano, como por exemplo a LL-37, 

mas também podem ser alterados de forma sintética para o aumento da atividade 

imunomoduladora, como por exemplo os IDRs. Estes possuem como função, 

estimular o sistema imune para ajudar a proteger o organismo de diversas e 

continuas exposições a microrganismos e assim, manter a homeostase da 

microbiota, além de contribuírem para a cicatrização de feridas (130). A escolha da 

LL-37 baseou-se no fato deste ser um peptídeo de origem humana com capacidade 

antimicrobiana. Além disso, esta catelecidina possui um amplo espectro de atividade 
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moduladora, por exemplo, estimula a proliferação celular, induz a angiogênese in 

vivo e possui potencial quimiotático (93). Já o IDR-1018, o IDR-1002 e o DJK-6 

fazem parte da classe dos IDRs, ou seja, são denominados peptídeos reguladores 

da defesa inata (9, 98). O IDR-1018 pode ser descrito como potente indutor de 

quimiocinas, capaz de reduzir a produção de citocinas pró-inflamatórias e um bom 

promotor de cicatrização de feridas. O peptídeo IDR-1002 apresentou maior 

recrutamento de leucócitos na presença de infecções e o DJK-6 tem sido descrito 

como uma versão otimizada do peptídeo IDR-1018. A otimização foi realizada 

atravéz de uma modificação na estrutura do peptídeo IDR-1018, a fim de originar um 

peptídeo D-enantiômero, mantendo as mesmas propriedades do peptídeo original e 

adicionando ao peptídeo uma proteção extra contra proteases de microrganismos ou 

até mesmo proteases do próprio hospedeiro. Isso porque, peptídeos naturais e 

peptídeos sintéticos derivados de peptídeos naturais podem ser extremamente 

suceptíveis à degradação por essas proteases (107, 109). 

A ação dos peptídeos imunomoduladores depende do tipo celular e do 

estímulo inflamatório presente. Todavia, as concentrações biológicas produzidas dos 

peptídeos são naturalmente baixas (variando de ng.mL-1 a μg.mL-1) (90, 130). Desta 

forma, várias concentrações dos peptídeos estudados foram testadas a fim de 

verificar a melhor concentração capaz de alterar in vitro a produção de mediadores 

do sistema imune. Sendo assim, na segunda fase, a presença da LL-37 aumentou a 

viabilidade celular diante dos estímulos de glicose e LPS, enquanto que todos os 

outros peptídeos não promoveram alteração na viabilidade celular em nenhuma das 

concentrações testadas. Quanto a produção de IL-6, somente a LL-37 foi capaz de 

reduzir sua produção, enquanto que o IDR-1018 e o DJK-6 aumentaram. O TNF-α 

aumentou na presença da LL-37, LPS e LPS/rIFN-γ, enquanto que o IDR-1018 

reduziu sua produção. Além disso, o NO teve seus níveis aumentados na presença 

da LL-37, foi reduzido na presença do DJK-6 e se manteve similar aos níveis basais 

na presença do IDR-1018. 

Levando em conta a produção de quimiocinas e citocinas, vários tipos 

celulares, como as células endoteliais, epiteliais, fibroblastos e monócitos produzem 

a quimiocina MCP-1, tanto naturalmente ou após a indução por estresse oxidativo ou 

citocinas (47). As quimiocinas podem ser secretadas em resposta a citocinas pró-

inflamatórias e atuam um importante papel no recrutamento seletivo de monócitos, 

neutrófilos e linfócitos em direção a sítios de infecção onde altas concentrações de 
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citocinas pró-inflamatórias tenham sido liberadas (47). Adicionalmente a sua 

capacidade de recrutar monócitos, a ação da MCP-1 também já foi descrita na 

patogênese de doenças renais associadas ao DM, onde os níveis séricos de MCP-1 

aumentam com a presença da disfunção renal e são ainda maiores em pacientes em 

hemodiálise (47, 49). Além do mais, Daniele et al. (48) descreveu a MCP-1 como 

uma quimiocina fortemente correlacionada à resistência à insulina in vivo em 

humanos. Portanto, sabe-se que os monócitos e macrófagos são as principais 

células responsáveis pela produção de quimiocina e que a hiperglicemia pode ser a 

principal responsável pelo estresse oxidativo celular, a partir da produção de ROS 

(47, 48, 131-133). No entanto, nos nossos achados, tanto na primeira, quanto na 

terceira fase, não observou-se diferença na produção de MCP-1, mesmo levando 

em conta todos os estímulos, tais como diferentes concentrações de glicose, LPS ou 

rIFN-γ, ainda mais por todos os grupos apresentarem 100% de viabilidade. 

Adicionalmente, apesar do IDR-1018 ser descrito como o mais potente indutor de 

quimiocinas (7, 9) e da LL-37 ser descrita como capaz de aumentar a produção de 

MCP-1 (134), os níveis obtidos de MCP-1 não se alteraram, quando comparados 

aos grupos controles. Um dos motivos que talvez possa explicar o resultado obtido 

de MCP-1, seja pelo fato da cultura utilizar apenas monócitos como tipo celular de 

teste, o que não necessitaria da atração de mais monócitos, ou ainda pela não 

ativação das proteínas quinase ativadas por mitógenos (MAPKs), o que faz a célula 

responder a estímulos externos (9). Entretanto, num contexto mais amplo, em uma 

situação in vivo, também pode refletir a ausência de insuficiência renal ou de 

resistência à insulina (48). 

O DM2 pode estar intimamente relacionado à inflamação crônica, o que 

consequentemente pode gerar uma infiltração de leucócitos e aumentar os níveis 

circulantes de citocinas pró-inflamatórias (126). No entanto, os efeitos da 

hiperglicemia sobre a resposta inflamatória ainda podem ser controversos. Estudos 

sugerem que a exposição de monócitos a altas concentrações de glicose pode 

induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-α 

(135, 136). A hiperglicemia presente no DM pode causar efeitos diretos em vários 

componentes do sistema imune, mas principalmente nos componentes do sistema 

imune inato, como relatado anteriormente (36). Quando associada à obesidade, a 

inflamação crônica causada pela secreção de IL-1, IL-6 e TNF-α, pode resultar em 

maior resistência à insulina (137). 
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Sabe-se ainda que macrófagos podem ser altamente sensíveis a estimulação 

por LPS e também podem responder com a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

responsáveis por eventos inflamatórios, como os comumente encontrados na 

hiperglicemia (138). Apesar disso, no presente estudo, os resultados demonstraram 

que as diferentes concentrações de glicose não foram capazes de induzir a 

produção de IL-1α e TNF-α em macrófagos murinos, mesmo na presença de LPS, e 

com a viabilidade celular permanecendo em 100% em todos os grupos testados 

como previamente observado (126, 139, 140). Entretanto, na presença dos 

peptídeos LL-37 e IDR-1018, foi detectado um aumento na produção de IL-1α, o que 

sugere que as células podem ter sofrido modificações nos seus DAMPs, talvez por 

estresse celular devido a grande quantidade de estímulos aplicados, uma vez que a 

IL-1α é uma citocina já presente no citosol celular e precisa somente de um estímulo 

de estresse para ser liberada (52, 53). Em contraste, Hill et al. (141) reportou que 

altos níveis de glicose (8 – 20 mM) inibem a liberação de IL-1 mas não a produção 

mediada por células RAW 264.7 e que esses efeitos causados pela glicose 

poderiam ser mediados pela ativação da proteína quinase C (PKC). Já a IL-6, em 

um primeiro momento, somente na presença das diferentes concentrações de 

glicose, LPS e rIFN-γ sofreu um aumento na produção. Assim como, em um 

segundo momento, quando as várias concentrações do peptídeo IDR-1018 foram 

adicionadas a produção de IL-6 também sofreu aumento. Contudo, na segunda fase, 

quando as diferentes concentrações de LL-37 e DJK-6 foram adicionadas, houve 

uma redução na produção de IL-6, dado corroborado por Mookherjee et al. (142) que 

demonstrou que em monócitos THP-1, assim como em PBMCs in vitro, a presença 

do estímulo da LL-37 foi capaz de suprimir a produção de IL-6. Em um terceiro 

momento, onde apenas uma concentração (64 μg.mL-1) dos peptídeos LL-37 e IDR-

1018 foram adicionadas às culturas, as produções de IL-6 se mantiveram em níveis 

basais após todos os estímulos. Entretanto, o nível basal de produção da citocina foi 

considerado alto. Em contraste, o peptídeo catelecidina 2 (CATH-2) foi capaz de 

inibir a produção de IL-6 induzida por LPS em PBMCs humano in vitro (91). 

A produção elevada de IL-6 no DM in vivo, como dito anteriormente, pode 

estar relacionada à nefropatia, aterosclerose ou obesidade. Todas essas 

complicações podem ocorrer pela presença da hiperglicemia crônica. Todavia, a 

produção elevada de IL-6, também se reflete também nas culturas in vitro, uma vez 

que mesmo a presença dos peptídeos não foi capaz de inibir ou pelo menos diminuir 
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a alta produção da citocina. Dado confirmado por Morohoshi et al. (61), que sugere 

que a presença de altas concentrações de glicose pode provocar o aumento da 

produção de IL-6 e por meio do mRNA em PBMCs de humanos. 

Outro ponto importante relativo à IL-6 consiste no fato dela poder ser 

produzida em grandes quantidades por células tumorais (57). A linhagem RAW 

264.7 consiste em uma linhagem celular derivada de uma leucemia murina e por 

isso, talvez os peptídeos, principalmente o IDR-1018, ao invés de inibir a produção 

do mediador, estimulem sua produção (143). Já o TNF-α, no primeiro momento, na 

presença apenas das diferentes concentrações de glicose, LPS e LPS e rIFN-γ, não 

apresentou alteração na sua produção. Contudo, na maioria dos peptídeos testados, 

em grande parte dos grupos, houve uma redução da produção de TNF-α. Assim 

como na terceira fase, nos grupos testados apenas com 64 μg.mL-1 dos peptídeos 

LL-37 e IDR-1018 também ocorreu uma redução na produção de TNF-α. Esses 

resultados sugerem que apenas os estímulos de glicose não são capazes de alterar 

a produção de TNF-α. Mas que ao estimular as culturas com LPS e rIFN-γ, os 

peptídeos podem ser capazes de diminuir a produção da citocina. A diminuição da 

produção de TNF-α pelos peptídeos LL-37 e IDR-1018 na presença de LPS e rIFN-γ 

corrobora com dados apresentados por Pena et al. (102). Esse trabalho demonstra 

que o peptídeo IDR-1018 foi apresentado como um candidato promissor na 

modulação do sistema imune, capaz de reduzir significativamente a produção de 

TNF-α. Entretanto, segundo Mookherjee et al. (142), a presença de LL-37, aumenta 

seletivamente a produção de TNF-α. Os dados obtidos são semelhantes com os de 

Bowdish et al. (144), com o peptídeo indolicidina, outra catelecidina, que também 

diminui a produção de TNF-α na presença de LPS.  

Já uma possível explicação para a não alteração na produção de TNF-α na 

primeira fase do estudo, pode ser devido a não liberação do fator de transcrição NF-

κB do citoplasma para o núcleo, fator responsável pela transcrição do gene alvo 

para a produção da citocina (125). Em adição às principais citocinas pró-

inflamatórias, outras citocinas importantes na resposta imune relacionada ao DM são 

as citocinas de perfil M1 e M2, IL-12 e IL-10, respectivamente. As APCs, os 

macrófagos, principalmente os de perfil M1 e M2, e as DCs produzem IL-12 e IL-10 

quando ativadas (71, 145). A presença de rIFN-γ promove um aumento da produção 

e secreção de IL-12, promovendo o chamado feedback positivo e já em relação a IL-
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10, a presença de rIFN-γ causa um bloqueio na produção de IL-10, promovendo o 

chamado feedback negativo (71, 77).  

Levando em conta os resultados relativos à IL-12, as diferentes 

concentrações de glicose não foram capazes de alterar a produção da citocina. 

Contudo, quando estimuladas com LPS, houve um aumento na produção de IL-12, 

principalmente no grupo com 12 mM de D-glicose. Já nos grupos onde a 

concentração de 64 μg.mL-1 de LL-37 e IDR-1018 foram testadas, a produção de IL-

12 manteve os níveis basais de produção, diminuindo apenas nos grupos com LL-37 

e LPS/rIFN-γ, semelhante ao efeito modulador da clavanina A in vivo, que reduziu a 

produção da porção p70 da IL-12 (146). Assim como nas outras citocinas, a 

viabilidade dos grupos foi mantida em 100%. 

Dados similares em outros estudos demonstraram que as altas 

concentrações de glicose podem estar envolvidas na alteração da resposta de 

macrófagos à LPS em modelos de animais diabéticos, fazendo com que a produção 

de IL-12 aumente (73). No estudo desenvolvido por Pena et al. (102), a presença do 

peptídeo IDR-1018 nas culturas de macrófagos em diferenciação promoveu apenas 

uma leve redução na produção de IL-12, corroborando com os nossos achados, uma 

vez que os níveis de IL-12 foram mantidos em níveis basais. Desta forma, a 

manutenção da produção em níveis basais pelo peptídeo IDR-1018 e na maioria dos 

grupos com LL-37, chegando até mesmo a diminuir a produção, na presença de LPS 

e rIFN-γ, sugere um efeito protetor/imunomodulador dos peptídeos, evitando assim 

um possível dano celular. Esse dado foi corroborado por Scott et al. (96) e Nijnik et 

al. (147) que relatam que o gene responsável pela produção de IL-12 tem a sua 

expressão diminuída na presença de LL-37. 

Já a produção de IL-10, a única citocina anti-inflamatória testada, pode ser 

responsável por limitar a ativação das células tanto do sistema imune inato quanto 

do adaptativo para a manutenção da homeostase (71). Desta forma, a sua produção 

diminuiu na primeira fase, na presença de altas concentrações de glicose quando 

comparados aos grupos não estimulados. Entretanto, quando as células foram 

estimuladas com LPS, observou-se um aumento na produção de IL-10. Contudo, 

quando adicionado rIFN-γ a produção de IL-10 voltou a cair, fato ocorrido devido a 

presença do rIFN-γ que causa o processo de feedback negativo nas células. Em 

relação a viabilidade celular, não houve alteração na presença das diferentes 

concentrações de glicose, porém houve uma diminuição de aproximadamente 40% 
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nos grupos estimulados com 12 mM de D-glicose e LPS ou LPS e rIFN-γ após 72h. 

De acordo com os estudos de Hu et al. (148), a presença de IFN resultou em uma 

redução da efetividade do IL-10 em diminuir a produção de citocinas pró-

inflamatórias e diminuiu a expressão do MHC de classe II. Todavia, a produção de 

IL-10 não foi alterada na presença dos peptídeos LL-37 e IDR-1018. Dado que 

sugere que os peptídeos podem até possuir um efeito protetor, ou seja, não 

permitindo que as citocinas pró-inflamatórias se elevem. Contudo, o efeito 

imunomodulador não é observado, pois também não estimulam o aumento de IL-10. 

Entretanto, mesmo que na presença dos peptídeos não tenha ocorrido um aumento 

na produção de IL-10, comparados ao grupo controle, as produções basais de IL-10 

foram altas quando comparadas as produções basais de IL-12. Em contraste, Scott 

et al. (96) relatou que o tratamento de células RAW 264.7 com o peptídeo LL-37 foi 

capaz de aumentar a expressão de IL-10, assim como nos experimentos realizados 

por Yu et al. (149), utilizando PBMCs humano in vitro.  

A alta produção de IL-10 pode indicar uma possível polarização do tipo M2 

pelos macrófagos da cultura, fato consistente com os achados de Pena et al. (102). 

Entretanto, em contraste com os dados de Torres-Castro et al. (78), que diz que em 

grandes quantidades de glicose, os macrófagos tendem a se polarizar em perfil M1, 

produzindo maior quantidade de IL-12 e citocinas pró-inflamatórias (150). Assim 

como os outros mediadores do sistema imune, o NO tem sido considerado um dos 

principais mediadores pró-inflamatórios e pode ser produzido principalmente por 

macrófagos ativados em resposta à infecções (44, 139). Hua et al. (139) demonstrou 

que somente altas concentrações de glicose não são suficientes para induzir a 

expressão de NO, porém a expressão de iNOS e a consequente produção de NO 

pode ser aumentada em células induzidas por LPS a partir da ativação do NF-κB em 

macrófagos murinos. Essa informação corrobora com os achados do estudo, onde 

houve um pico de produção de NO em 72h, principalmente nos grupos estimulados 

com LPS e LPS e rIFN-γ, tanto na primeira fase, onde somente as diferentes 

concentrações de glicose estavam sendo testadas, quanto na terceira fase, 

principalmente na presença do peptídeo IDR-1018 (117). 
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7 CONCLUSÕES 
 

  

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

 As diferentes concentrações de D-glicose alteram negativamente a 

viabilidade celular somente quando também estimuladas com LPS ou 

LPS e rIFN-γ, após 72h.  

 As diferentes concentrações de D-glicose sozinhas não são capazes 

de alterar a produção in vitro dos mediadores do sistema imune. 

 Nenhum dos peptídeos testados foram capazes de afetar 

negativamente a viabilidade das culturas. 

 Os peptídeos LL-37 e o DJK-6 diminuíram a produção de IL-6; a 

produção de TNF-α foi mantida a níveis basais pelo DJK-6 e reduzida 

pelo IDR-1018.  

 Os níveis relativos à produção de NO foram praticamente mantidos 

por todos os peptídeos. 

 Na terceira etapa, o peptídeo IDR-1018, demonstrou manter a 

viabilidade das culturas e manteve a produção dos principais 

mediadores a níveis basais, não permitindo que aumentassem.  

 

 Desta forma, levando em conta todos os resultados, o peptídeo IDR-1018 não 

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

protetor, por não permitir que os níveis dos mediadores pró-inflamatórios aumentem 

e nem que o mediador anti-inflamatório diminua. Levando em conta que este é um 

estudo in vitro, ressalta-se as limitações das condições celulares estressantes e 

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

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

situações de hiperglicemia in vivo.  
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9 ANEXO A – ESPECTRO DE MASSA DOS PEPTÍDEOS IMUNOMODULADORES 

 

 

Figura 31 – Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo LL-37 (4490,8 Da), com pureza superior a 95%. 
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Figura 32 – Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo IDR-1018 (1536 Da), com pureza superior a 95%. 
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Figura 33 – Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo IDR-1002 (1652,1 Da), com pureza superior a 95%. 
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Figura 34 – Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo DJK-6 (1666,9 Da), com pureza superior a 95%. 
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