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Resumo:

O diabetes mellitus, associado a
infecgbes, promove o aumento da producéo de
citocinas proé-inflamatérias, podendo gerar
dano celular. O peptideo sintético IDR-1018
pode modular seletivamente essa producéo,
inclusive na presenca de interferon (IFN)-y.
Este estudo in vitro analisou a menor
concentracdo do peptideo IDR-1018 capaz de
modular a producdo do fator de necrose
tumoral (TNF)-a e interleucina (IL)-6, em
culturas de monocitos RAW  264.7,
estimuladas com D-glicose (5,5, 8, 12 e 24
mM), na presenca ou auséncia de
lipopolissacarideo  (LPS) (3 pg.mL%) e
recombinante (r)IFN-y (10U/pogo), apés 24h.
O peptideo foi testado nas concentracbes de
4, 8, 16, 32, 64 e 128 pg.mL'l. Para a
avaliacdo da viabilidade celular, foi realizado o
ensaio de MTT e a producéo de citocinas foi
verificada por Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Os resultados confirmam um
potencial imunomodulador do IDR-1018, em
que a concentracdo de 64ug.mL* foi a mais
adequada para o cenario proposto.
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Introducdo:

O diabetes mellitus (DM) consiste em
uma desordem metabodlica caracterizada por
hiperglicemia crénica resultante de defeitos na
secrecdo de insulina, resisténcia periférica dos
tecidos & mesma, ou até mesmo de ambos.
Consequentemente, ha o uso inadequado de
carboidratos para a obtencdo de glicose,

gerando uma hiperglicemia sistémica e crbénica

(1).

A hiperglicemia crbnica pode causar
impactos sobre o sistema imune, promovendo
inibicdo do sistema complemento, diminuicdo
da opsonizacdo, da atividade bactericida e
gquimiotatica de leucécitos, da atividade das
células polimorfonucleares e menor resposta
ao estimulo de citocinas (2). Contudo, em
associacdo a infecgbes, por exemplo, na
presenca de lipopolissacarideos (LPS) de
bactérias Gram-negativas, pode ocorrer uma
exacerbacdo na producdo de citocinas proé-
inflamatoérias (3, 4). Dessa forma, os quadros
de hiperglicemia crbénica podem levar a lesdo
de células e tecidos, resultando em
complicagbes como retinopatia, nefropatia e
neuropatia diabética, aterosclerose e micro
angiopatia. Além disso, devido a mé circulagéo
sanguinea, a recuperacdo de lesdes teciduais
se torna lenta (5).

Assim sendo, o peptideo regulador da
defesa inata (IDR)-1018 ¢é derivado do
peptideo bactenecina e € uma versao sintética
de peptideos de defesa do hospedeiro naturais
(HDP, do inglés host defense peptide). O
peptideo IDR-1018 age sem comprometer as
células imunes necessdarias para a efetiva
resolucdo de infeccbes. J& quanto a
capacidade imunomoduladora, os IDRs tém
sido descritos como capazes de promover
quimiotaxia, estimular a producdo de
guimiocinas e citocinas, regular a fungéo e a
diferenciagdo de células imunes, como
macrofagos e células dendriticas, além de
induzir a angiogénese e a cicatrizagdo de
feridas (6). Além disso, também ja foi descrito
como sendo capaz de reduzir, seletivamente, a
producdo de mediadores proé-inflamatorios,
como o fator de necrose tumoral (TNF)-a e a
interleucina (IL)-6, inclusive na presenca do
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recombinante interferon (rIFN)-y (7).

Desse modo, este estudo visou analisar in
vitro a menor concentracdo do peptideo IDR-
1018 capaz de modular a producdo das
citocinas TNF-a e IL-6 em cultura de células
RAW 264.7, na presenca de diferentes
concentracdes de D-glicose, estimulados ou
nao com LPS e/ou rIFN-y.

Metodologia:

A cultura de monécitos RAW 264.7 foi
mantida em estufa contendo 5% de CO,, a 37
°C e 95% de humidade e submetidas a
diversos estimulos por um periodo de 24
horas, tais como: D-glicose (5,5 mM, 8 mM, 12
mM e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA), LPS de
Escherichia coli 0111: B4 (3 pg.mL™; Sigma-
Aldrich, EUA), IFN-y (10U por poco;
Peprotech, EUA) e peptideo IDR-1018 (4, 8,
16, 32, 64 e 128 ug.mL™).

A viabilidade celular foi analisada apos 24h
de incubagdo das placas de 96 pocgos, por
meio do ensaio colorimétrico de MTT (Sigma-
Aldrich, EUA), o qual avalia a atividade da
enzima desidrogenase mitocondrial. Assim, as
células vivas reduzem o reagente de MTT a
sal de formazan (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil brometo de tetrazolio) (8). A leitura de
absorbancia foi realizada a um comprimento
de onda de 595 nm. O grupo controle positivo
foi representado por pocos em triplicata
contendo células e meio de cultura,
representando 100% da viabilidade celular, e o
grupo controle negativo foi representado por
pocos em triplicata contendo células em meio
de cultura com solucéo de lise (10 mM de Tris
pH 7,4, 1 mM de EDTA e 0,1% de Triton X-
100) (9).

A produgéo das citocinas TNF-a e IL-6 foi
verificada a partir do sobrenadante das
culturas incubadas, ap6és 24h (10). As
producdes dessas citocinas foram
determinadas pelo método de Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay (ELISA), utilizando os
respectivos murine ELISA development kit
(Peprotech, EUA) de cada citocina, de acordo
com as instrugdes do fabricante (6).

Todos os experimentos foram realizados
em réplicas técnicas e biolégicas. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar
a normalidade dos dados e posterior analise
de variancia de um fator (one-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do pos-teste de Bonferroni.
A andlise estatistica foi realizada no software
GraphPadPrism 5 (Instat Califérnia, EUA),
considerando p <0,05.

Resultados e Discusséo:

As células RAW mantiveram sua
viabilidade celular ap6s 24h de incubacéo,
mesmo quando as culturas foram estimuladas
com diferentes concentracbes de D-glicose,
LPS e rIFN-y.

A producdo de TNF-a ndo se alterou na
presenca do estimulo infeccioso, mantendo o
nivel de producado basal. Na presenca de LPS
e [rIFN-y, estabeleceu-se uma condigcdo
imunoldgica/ inflamatéria. Nesse contexto,
notou-se producdo elevada de IL-6 em todos
0s grupos estimulados, quando comparados
ao grupo controle (p<0,01, p<0,001 e
p<0,0001). Em relacdo a producdo de TNF-q,
houve um ligeiro aumento de forma
semelhante em todos o0s grupos, em
comparagdo com o grupo controle, e apenas o
grupo contendo 24 mM de D-glicose
demonstrou aumento estatisticamente
significante (p<0,05). Nos grupos contendo o
peptideo IDR-1018, a producdo de TNF-a foi
diminuida pelo peptideo em grande parte dos
grupos experimentais, quando comparados ao
grupo controle (p<0,05) (Figura 1).

Quanto a producgéo de IL-6 na presenca de
LPS, pode-se observar que nos grupos
estimulados com 12 mM e 24mM de D-glicose,
houve um aumento na producdo da citocina
em relagdo ao grupo controle e aos grupos
estimulados com 55 e 8 mM de D-glicose
(p<0,05, p<0,01, p<0,001 e p<0,0001). A
presenca do peptideo IDR-1018 promoveu
uma elevacdo na producdo de IL-6, nas
concentragbes de 64 e 128 pg.mL™, quando
comparados ao grupo controle (p<0,05, p<0,01
e p<0,001, respectivamente) (Figura 2).

Conclusoes:
A hiperglicemia crdnica presente no
DM pode afetar diversos aspectos do sistema
imune e, principalmente, componentes da
imunidade inata, como defesas celulares,
microcirculagdo, sistema complemento e
producdo de citocinas (10). Estudos sugerem
que a exposicdo a altas concentracdes de
glicose promove um aumento na produgdo de
citocinas pro-inflamatérias  por mondcitos
humanos (11, 12). Contudo, no presente
trabalho, apenas as altas concentracdes de
glicose ndo foram capazes de induzir um
aumento na producgéo de TNF-a e IL-6, mesmo
com a viabilidade celular se mantendo por
volta de 100% em todos o0s grupos

experimentais.
O presente trabalho analizou o potencial
biotecnolégico imunomodulador do peptideo
IDR-1018. Tendo como base os resultados de
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viabilidade celular e da producao de citocinas
pré-inflamatorias, observou-se que a
concentracdo de 64 ug.mL™* foi a menor
concentracao capaz de reduzir a producéo de
mediadores pro-inflamatérios. De fato, o
peptideo IDR-1018 é descrito como o mais
potente inibidor de citocinas pré-inflamatérias
dentre os peptideos da imunidade inata. Foi
observado que o IDR-1018 diminuiu a
producdo de TNF-a por células da imunidade
inata na presenca de estimulos infecciosos,
como o LPS (3). Assim, este estudo
demonstrou um possivel potencial
imunomodulador do peptideo IDR-1018, o qual
promove uma tendéncia a homeostase
imunoldgica, por meio da modulacdo da
producdo de citocinas proé-inflamatorias, em
diferentes concentragbes de D-glicose e
estimulos infecciosos/ inflamatorios.
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Figura 1. Producédo da citocina TNF-a pelas células RAW 264.7 na presenca do peptideo IDR-1018 (4, 8, 16,
32, 64 e 128 ug.mL™) (A), apds o acréscimo das diferentes concentragbes de D-glicose (B, C, D), LPS (E, F,
G) e IFN-y (H, I, J). A diferenca estatistica foi calculada pelos testes One-Way ANOVA e Post hoc de
Bonferroni. [ ]: p<0,05. i} : p<0,001. *: p<0,05. **: p<0,01. #: p<0,05.(O : p<0,05. @ : p<0,01.0: p<0,05.
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Figura 2. Producédo da citocina IL-6 pelas células RAW 264.7 na presenca do peptideo IDR-1018 (4, 8, 16, 32,
64 e 128 pg.mL™) (A), ap6s o acréscimo das diferentes concentracées de D-glicose (B, C, D), LPS (E, F, G) e
IFN-y (H, I, J). A diferenca estatistica foi calculada pelos testes One-Way ANOVA e Post hoc de Bonferroni.[ |
p<0,05. [ll: p<0,001. *: p<0,05. **: p<0,01. #: p<0,05.: p<0,05.@W: p<0,01.’: p<0,05.



