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“A ciência será sempre uma busca, jamais 

uma descoberta. É uma viagem, nunca uma 

chegada.” 

(Karl Popper) 



 

RESUMO 
 

 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica de importância 

mundial. Dentre as complicações sistêmicas causadas pelo DM já amplamente 

descritas, a fragilidade óssea diabética e a cicatrização de feridas prejudicada são 

algumas das que merecem atenção. Nesse sentido, os peptídeos de defesa do 

hospedeiro (HDPs) podem ser alternativas promissoras de tratamento adjuvante para 

essas duas complicações. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo verificar os 

efeitos dos peptídeos IDR-1018 e LL-37 nos processos de osteoclastogênese, 

mineralização e migração in vitro. Células mononucleares de sangue periférico 

humano (PBMCs) foram utilizadas para os testes envolvendo osteoclastogênese in 

vitro, células SaOs-2 para os testes envolvendo mineralização in vitro e fibroblastos 

humanos (hFIB) para os testes envolvendo migração in vitro. No processo de 

osteoclastogênese, os peptídeos IDR-1018 e LL-37 não alteraram a viabilidade 

celular, induziram a produção de óxido nítrico (NO), inibiram a diferenciação de 

osteoclastos, reduziram a produção de fator de necrose tumoral (TNF)-α, não 

alteraram a produção de interleucina (IL)-6 e melhoraram a produção de IL-10. Já nos 

testes envolvendo a mineralização, o IDR-1018 reduziu a viabilidade celular e LL-37 

não apresentou citotoxicidade. Relativo ao fosfato, o IDR-1018 manteve os níveis de 

fosfato, enquanto o LL-37 o apresentou redução. Em relação à atividade de fosfatase 

alcalina (ALP), o IDR-1018 promoveu aumento e o LL-37 a manteve estável, e quando 

avaliada a formação da matriz mineralizada, ambos os peptídeos apresentaram efeito 

positivo. Para os testes envolvendo hFIB, o IDR-1018 manteve a viabilidade celular, 

os estímulos de 15% de soro fetal bovino (SFB) e 24 mM de D-glicose foi o que 

promoveu maior taxa de proliferação e após 48h, a concentração de 16 µg.mL-1 do 

IDR-1018 foi a que promoveu o maior número de células migradas. Assim, 

considerando os tratamentos disponíveis para a fragilidade óssea, tanto o IDR-1018 

quanto o LL-37 apresentam-se como uma alternativa de tratamento adjuvante. No 

entanto, em relação ao processo de cicatrização, mais estudos são necessários para 

uma melhor avaliação do efeito do IDR-1018. 

 

Palavras-chave: Diabetes mellitus; fragilidade óssea diabética; ferida diabética; 

osteoclastogênese; mineralização; migração; IDR-1018; LL-37. 



 

ABSTRACT 
 
 

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease of worldwide importance. 

Among the systemic complications caused by DM, diabetic bone fragility and impaired 

wound healing are some of the ones that deserve attention. In this sense, host defense 

peptides (HDPs) may be promising alternatives for adjuvant treatment for these two 

complications. Thus, this work aimed to verify the effects of IDR-1018 and LL-37 

peptides in osteoclastogenesis, mineralization, and migration processes in vitro. 

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were used for the testes involving 

osteoclastogenesis in vitro, SaOs-2 cells for the tests involving in vitro mineralization, 

and human fibroblasts (hFIB) for the testes involving in vitro migration. In the 

osteoclastogenesis process, the peptides IDR-1018 and LL-37 did not change cell 

viability, induced the production of nitric oxide (NO), inhibited osteoclast differentiation, 

reduced the production of tumor necrosis factor (TNF) -α, did not alter the production 

of interleukin (IL)-6 and improved the production of IL-10. In tests involving 

mineralization, IDR-1018 reduced cell viability, and LL-37 did not show cytotoxicity. 

Relative to phosphate, IDR-1018 resulted in phosphate levels, while LL-37 resulted in 

a reduction. Concerning alkaline phosphatase (ALP) activity, IDR-1018 promoted an 

increase, and LL-37 remained, and when the formation of the mineralized matrix was 

evaluated, both peptides had a positive parallel effect. For tests involving hFIB, IDR-

1018 maintained cell viability, 15% fetal bovine serum (FBS), and 24 mM D-glucose 

stimuli promoted the highest proliferation rate. After 48h, the concentration of 16 

µg.mL-1 of IDR-1018 promoted the highest number of migrated cells. Thus, considering 

the treatments available for bone fragility and diabetic wounds, both IDR-1018 and LL-

37 are presented as alternative adjuvant treatments. However, regarding the healing 

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

 

Keywords: Diabetes mellitus; diabetic bone fragility; diabetic wound; 

osteoclastogenesis; mineralization; migration; IDR-1018; LL-37. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O diabetes mellitus (DM) consiste em uma desordem metabólica que acarreta 

comprometimento do metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios. Ele pode estar 

relacionado à ausência de secreção da insulina (DM tipo 1) ou à produção 

insuficiente/resistência periférica dos tecidos à mesma (DM tipo 2). A doença 

apresenta uma resposta secretora deficiente em insulina e consequentemente, há o 

uso inadequado de carboidratos para a obtenção de glicose, gerando uma 

hiperglicemia sistêmica (1–3). Os quadros de hiperglicemia crônica, por sua vez, 

podem levar à lesão de células e tecidos culminando em processos de lenta 

recuperação (4).  

O tecido ósseo é um tecido dinâmico e está em constante remodelação para a 

manutenção da integridade, reparação de danos e regulação do metabolismo de 

cálcio e fosfato (3). Para tanto, o tecido antigo é removido por osteoclastos, a partir do 

processo de reabsorção óssea e o novo tecido é depositado por osteoblastos, dando 

origem a uma nova matriz óssea (5). Em suma, a remodelação óssea é de extrema 

importância para a homeostase e qualquer desequilíbrio nesse processo pode gerar 

sérios impactos, como por exemplo, osteoporose e artrite reumatoide, em decorrência 

de processo autoimune (6). Dentre as complicações causadas pelo DM, a fragilidade 

óssea com maior suscetibilidade a fraturas é cada vez mais reconhecida como uma 

complicação que merece atenção no manejo do paciente diabético (7). Os 

mecanismos da fisiopatologia que envolvem a fragilidade óssea presente no DM são 

complexos e incluem a presença da hiperglicemia, estresse oxidativo e acúmulo de 

produtos de glicosilação avançada (AGEs) (8). 

Além das complicações ósseas causadas pelo DM, há também a cicatrização 

prejudicada, dando origem a úlceras nos membros inferiores. Em indivíduos 

diabéticos, a hiperglicemia e inflamação crônica, a disfunção micro e macrocirculatória 

e hipóxia prejudicam a cicatrização de feridas devido a alterações inflamatórias, a 

proliferação e a remodelação (9). 

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

sistema imune (10,11), como por exemplo, peptídeos sintéticos derivados do peptídeo 

bactenecina, que são conhecidos como peptídeos de defesa do hospedeiro (do inglês 

– host defense peptide, HDPs). Quanto a capacidade imunomoduladora descrita, 
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esses são 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 (12). Contudo, ainda não há literatura 

referente quanto ao papel que esses peptídeos podem executar no processo de 

manutenção da homeostase óssea.   

Sendo assim, este estudo visa analisar a ação dos peptídeos, potencialmente 

imunomoduladores, IDR-1018 e LL-37, nos processos de osteoclastogênese, 

mineralização e migração associados a altas concentrações de glicose (12 e 24 mM) 

in vitro. A avaliação da resposta imune será focada nos mediadores envolvidos nos 

processos de remodelação óssea, para assim estabelecer o desenvolvimento de 

potenciais novos fármacos adjuvantes, capazes de minimizar os danos teciduais 

ocorridos em pacientes diabéticos ao longo dos anos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 DIABETES MELLITUS 

 

 A literatura descreve o DM como uma desordem metabólica caracterizada por 

hiperglicemia crônica podendo ser resultante de defeitos na secreção da insulina 

produzida pelo pâncreas, de resistência periférica dos tecidos à insulina produzida, ou 

até mesmo uma combinação de ambos. Dessa forma, como consequência, ocorre a 

desordem metabólica, que pode acarretar o comprometimento do metabolismo de 

carboidratos, proteínas e lipídios, ou seja, no uso inadequado de carboidratos para a 

obtenção de glicose, gerando assim, uma hiperglicemia sistêmica e crônica (1–3).  

Há três principais tipos de diabetes, classificados pela Associação Americana 

de Diabetes (ADA) desde 1997, e tem sido a classificação mais utilizada até hoje, que 

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

gestacional (DMG) (2,3). O DM1 resulta da destruição autoimune das células β 

pancreáticas, levando a perda de secreção de insulina, com subsequente 

hiperglicemia e ocorre geralmente em crianças e/ou jovens adultos. Esse tipo de DM 

corresponde a cerca de 5 a 10% da população diabética (13). O DM2 pode resultar 

de uma produção insuficiente ou uma resistência periférica dos tecidos à insulina e 

geralmente afeta indivíduos adultos. Esse tipo corresponde a cerca de 90 a 95% dos 

indivíduos diabéticos (3,14). Já o DMG, pode ser definido por uma tolerância 

diminuída aos carboidratos, com diferentes graus de intensidade, diagnosticada pela 

primeira vez durante a gravidez, podendo persistir ou não após o parto (15). 

Entretanto, diferentemente das 3 principais classificações de DM, em um 

estudo, publicado em março de 2018, pacientes diabéticos foram estratificados em 5 

subgrupos, baseados na progressão da doença e risco de complicações diabéticas. 

Foi levada em conta a avaliação de seis variáveis, como anticorpos glutamato-

descarboxilase (GAD), idade ao diagnóstico, índice de massa corporal (IMC), 

hemoglobina glicada (HbA1c) e avaliação do modelo homeostático para estimar a 

função das células β pancreáticas e a resistência à insulina. Em apoio ao 

agrupamento, as associações genéticas nos agrupamentos diferiram daquelas 

observadas no DM2 tradicional. Dessa forma, essa classificação complementar pode 

eventualmente ajudar a adequar e direcionar o tratamento precoce aos pacientes, 
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representando assim, um primeiro passo para a medicina de precisão em diabetes 

(16). 

O DM está entre uma das mais prevalentes doenças crônicas não 

comunicáveis e desta forma, se torna um importante problema de saúde pública, 

reconhecido como importante causa de incapacidade e morte prematura (17). 

Segundo estimativa da Federação Internacional de Diabetes (IDF), em 2019, 

aproximadamente 351,7 milhões da população com idade entre 20 e 64 anos, 

correspondendo a 4,53% da população mundial, viviam com diabetes diagnosticada 

ou não e a previsão é de que esse número chegue em até 417,3 milhões até 2030 e 

486,1 milhões até 2045. A prevalência do DM aumenta com o avanço da idade, dessa 

forma, a prevalência estimada é maior para a população acima de 65 anos. Em 2019, 

o número estimado de pessoas entre 65 e 99 anos com DM no mundo era de 135,6 

milhões, em 2030 essa estimativa passa para 195,2 milhões e 276,2 milhões em 2045 

(18). Em abril de 2021, a Organização Mundial da Saúde (OMS) lançou um novo pacto 

global para acelerar ações de combate ao DM. O novo pacto tem o objetivo de 

impulsionar os esforços para prevenir o DM e disponibilizar o tratamento a todas as 

pessoas que precisam, uma vez que o número de pessoas com DM quadruplicou 

desde 1981. O DM é a única doença não transmissível importante, cujo risco de morte 

precoce vem aumentando (19). O surto da doença do coronavírus 19 (Covid-19) 

iniciado no fim de 2019 e provocado pelo vírus SARS-CoV-2 se tornou uma 

emergência de saúde pública a nível internacional. O DM é uma das comorbidades 

mais frequentes em pessoas com Covid-19 e por representar um estado inflamatório 

crônico de baixo grau, favorece o desenvolvimento de uma resposta inflamatória 

exagerada e consequentemente, o aparecimento da síndrome do desconforto 

respiratório agudo. Por isso, o controle do DM, assim como o aumento das medidas 

de proteção para esses pacientes, tem sido ainda mais importante nessa época de 

pandemia (20,21).  

As terapias existentes e disponíveis atualmente para o tratamento do DM2 

geralmente são iniciadas logo após o diagnóstico. Desta forma, existem os 

medicamentos capazes de aumentar a sensibilidade à ação da insulina endógena, 

como por exemplo as biguanidas (22,23); os medicamentos que diminuem a absorção 

intestinal de glicose, como a meglitinidas (24); ou ainda os medicamentos que 

aumentam a secreção de insulina, como as sulfanilureias (25). A indicação do uso da 

insulina para o tratamento de DM2 deve ocorrer apenas para diabéticos com 
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hiperglicemia severa com cetonemia ou cetonúria, ou que não respondam ao 

tratamento com dieta, exercício e/ou hipoglicemiantes orais (26). 

Sendo assim, além de todas as complicações geradas pelo DM, que é 

considerada uma epidemia emergente que atinge pessoas em todo o mundo, há ainda 

o aspecto ósseo que a doença é capaz de alterar, onde se sugere que o DM é capaz 

de causar várias anomalias musculoesqueléticas, como desequilíbrio do metabolismo 

ósseo, dificuldade na regeneração e aumento do risco de fraturas ósseas. Para tanto, 

uma avaliação de novos tratamentos que fossem capazes de promover a deposição 

óssea, ou impedir a reabsorção em pacientes diabéticos, a fim de diminuir o risco de 

fraturas provocado pela hiperglicemia, trariam uma perspectiva de tratamento para 

melhora da qualidade de vida desses pacientes. 

 

2.2 TECIDO ÓSSEO 

 

 O tecido ósseo é considerado pela literatura um dos mais extensos tecidos do 

corpo humano, podendo ser denominado tanto como órgão estrutural, quanto 

endócrino, cujas principais funções são a de sustentação, proteção à órgãos vitais, 

locomoção e reserva de minerais, incluindo cálcio, fosfato, magnésio e moléculas 

orgânicas, como fibras de colágeno e matriz amorfa (27). As múltiplas funções 

endócrinas do osso, além das relacionadas ao metabolismo mineral, incluem também 

a regulação da sensibilidade à insulina e a homeostase da glicose e metabolismo 

energético (28). Macroscopicamente, os ossos podem ser divididos em tecido ósseo 

cortical, que compõe a superfície compacta dos ossos, e tecido ósseo trabecular, que 

compõe o interior esponjoso, com espaços que abrigam a medula óssea. Para a 

manutenção das funções clássicas do tecido ósseo e integridade do esqueleto, a sua 

homeostase está intimamente relacionada à ação de hormônios, fatores de 

crescimento e citocinas que atuam diretamente na remodelação da sua 

microarquitetura (29,30).  

Normalmente, em estado de equilíbrio, a remodelação óssea ocorre de forma 

contínua e envolve dois diferentes processos, a remoção do osso velho ou danificado, 

por meio da reabsorção óssea promovida pelos osteoclastos e a subsequente 

reposição de nova matriz óssea, promovida pela atividade dos osteoblastos, a fim de 

manter o tamanho, a forma e a integridade do esqueleto. Já o estado de desequilíbrio, 
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pode acarretar diversas doenças ósseas, como por exemplo osteoporose, doença de 

Paget, osteodistrofia renal e osteopetrose (27,31,32).  

 Os osteoblastos, células responsáveis pela deposição óssea e consequente 

formação do osso, podem ser diferenciados por meio do estímulo de hormônios, como 

o da paratireoide (PTH) e fatores de crescimento, como a vitamina D, prostaglandinas, 

interleucina (IL)-11, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-1, a partir de 

células-tronco mesenquimais (MSCs), correspondem cerca de 5% de todas as células 

ósseas e de forma geral são responsáveis pela síntese de colágeno tipo I e pela 

deposição de matriz mineralizada, a fim de facilitar a deposição óssea. Entretanto, a 

interação direta das células com a matriz extracelular é um evento crucial para a 

completa diferenciação, proliferação e atividade dos osteoblastos. Após a 

proliferação, os osteoblastos atingem o ponto em que a proliferação cessa, expressam 

fosfatase alcalina (ALP) e começam a secretar colágeno do tipo I e proteínas de matriz 

não colagenosa (14,30,33,34).  

Além de estar intimamente envolvido no processo de mineralização, os 

osteoblastos ainda podem ser responsáveis também pela origem dos osteócitos. Em 

estado de repouso, a superfície óssea é predominantemente coberta por uma camada 

de osteócitos que são caracterizados como células de revestimento e a célula óssea 

mais abundante, correspondendo a cerca de 90% do total das células que compõe o 

sistema ósseo. Os osteócitos são incorporados à matriz óssea durante seu 

desenvolvimento ou imediatamente antes do início dos ciclos de remodelação, 

desempenhando dessa forma, um papel crucial na iniciação da remodelação óssea, 

pois são os responsáveis por regular a composição óssea através da tradução de 

tensão mecânica em sinais bioquímicos (30,33,35). 

Os osteoclastos, células responsáveis pela reabsorção óssea, podem ser 

formados a partir da fusão de células-tronco hematopoiéticas (HSCs), promovida por 

dois importantes mediadores, o fator estimulador de colônia de monócitos/macrófagos 

(M-CSF) e o receptor ativador do fator kappa-B ligante (RANKL), sendo essa, 

considerada a citocina chave para a formação e atividade de osteoclastos. De acordo 

com a ampla literatura estudada até o momento, na presença de concentrações 

permissivas de M-CSF, o RANKL se liga ao seu receptor, o RANK, o qual é expresso 

em precursores de osteoclastos e dessa forma, promove a indução da diferenciação 

celular, gerando os chamados pré-osteoclastos, os quais se fusionam e geralmente 

originam células gigantes e multinucleadas, os osteoclastos maduros, que por sua vez 
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promovem a degradação da superfície do osso, dando origem assim as lacunas de 

Howship (27,32,36,37). 

Para promover o processo de reabsorção óssea, os osteoclastos promovem 

um micro compartimento selado, onde podem ocorrer uma série de mudanças físicas 

e moleculares. Dentro do vacúolo, são expressas ATPases vacuolares para a 

membrana de borda enrugada na superfície óssea, onde promovem um bombardeio 

de prótons no vacúolo de reabsorção para a dissolução da hidroxiapatita. O baixo pH 

gerado pelo bombardeio de prótons no vacúolo de reabsorção promove a ativação de 

metaloproteinases de matriz (MMPs), catepsina K e proteinases de cisteína para 

degradar a matriz óssea colagenosa, que libera peptídeos que são utilizados 

clinicamente para determinar a taxa de reabsorção óssea. Todavia, a 

osteoprotegerina (OPG) tem sido considerada um potente inibidor de diferenciação de 

osteoclastos, sendo derivada de osteoblastos e podendo ser capaz de se ligar ao 

receptor de RANKL, onde a proporção OPG/RANKL pode ser determinante para a 

diferenciação de osteoclastos e reabsorção óssea no organismo (30,32,34).  

O óxido nítrico (NO) é um radical livre que participa da regulação de vários 

processos fisiológicos e entre eles, a remodelação óssea. De forma geral, a 

transcrição do gene da enzima de óxido nítrico sintase induzível (iNOS) pode ser 

ativada por citocinas pró-inflamatórias como a IL-1, fator de necrose tumoral (TNF)-α 

e interferon (IFN)- γ, gerando grandes quantidades de NO (escala de nanomolar), 

enquanto inibidas por citocinas anti-inflamatórias IL-4, IL-10 e fator de transformação 

do crescimento (TGF)-β (38). O NO pode reagir com radicais livres derivados de 

oxigênio e formar moléculas altamente reativas, como o anion de peróxinitrito ou o 

radical de hidroxila, contribuindo assim para o dano tecidual (39,40). Portanto, baixas 

concentrações de NO foram descritas como capazes de potencializar a reabsorção 

óssea mediada por IL-1 e a produção constitutiva por osteoclastos sugere ser fator 

essencial para a função normal de osteoclastos, enquanto altas concentrações de NO 

inibem a sua formação e atividade, além de induzir a apoptose das células 

progenitoras de osteoclastos (41–43). Um possível mecanismo para a inibição da 

atividade de osteoclastos mediada por NO é a modificação da enzima catepsina K, 

que perde a capacidade de degradar o colágeno ósseo (44). 

No estado de inflamação, células imunes ativadas podem promover a 

destruição óssea por estimulação dos osteoclastos. Entretanto, em condições sadias, 

o sistema imune pode ser capaz de proteger o esqueleto. Todavia, o mecanismo 
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patofisiológico entre o DM e o metabolismo ósseo comprometido ainda não é bem 

elucidado. No que se diz respeito aos efeitos celulares, não se sabe se há uma ligação 

direta e causal entre os metabolitos resultantes da hiperglicemia e as funções 

celulares diminuídas no processo de manutenção óssea (32,45).  

A hiperglicemia por si já possui efeitos tóxicos sobre a diferenciação de MSCs 

em adipócitos, estimulando a via não-canônica Wnt/proteína kinase C e aumentando 

a expressão do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARγ), 

resultando em adipogênese aumentada e perda óssea. Já o pobre controle glicêmico 

tende a suprimir alguns dos principais genes, como o Runx2, envolvidos na 

osteoblastogênese (28).  

Em pacientes com DM1 (insulinodependentes), geralmente é observada uma 

significante diminuição na formação óssea, podendo levar a uma massa óssea 

reduzida e um risco aumentado de osteoporose. Já em pacientes com DM2, embora 

a densidade óssea trabecular geralmente seja mantida, esses pacientes também 

costumam apresentar prejuízo na sua microarquitetura óssea e na qualidade do 

esqueleto, onde pode ser observado o aumento da porosidade cortical, o que indica 

um possível aumento da atividade de osteoclastos promovendo perda óssea e 

provocando consequentemente um aumento de fragilidade. No geral, os pacientes 

com DM2 podem exibir um aumento de apoptose de osteoblastos, diminuição da 

diferenciação osteoblástica e aumento reabsorção óssea mediada por osteoclastos 

(45,46).  

Dessa forma, as questões relativas às complicações ósseas de pacientes 

diabético ainda são um desafio, devido ao aumento acentuado da população diabética 

e o consequente risco aumentado de fraturas (46). Assim, tal problemática possui 

grande significado clínico para o desenvolvimento de abordagens eficazes para 

possível prevenção, ou até mesmo tratamento da osteopenia/osteoporose diabética, 

como por exemplo os peptídeos de defesa do hospedeiro. 

 

2.3 CICATRIZAÇÃO TECIDUAL 

 

A cicatrização de feridas de forma geral pode ser caracterizada por uma reação 

restaurativa fisiológica processada imediatamente após a ocorrência de lesão tecidual 

e tem início a partir da migração de células adjacentes às bordas da ferida, enquanto 

há a proliferação de novas células (47,48). 
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De maneira geral, a cicatrização está relacionada com organização celular, 

sinais químicos e matriz extracelular. Uma vez que o ferimento promove 

extravasamento sanguíneo, a área é preenchida principalmente com plasma e 

plaquetas e um tampão rico em fibrina é produzido a partir da agregação plaquetária 

e ativação da coagulação sanguínea. O tampão tem o objetivo hemostático de formar 

uma nova barreira de emergência e organizar uma matriz extracelular provisória. 

Dessa forma, a matriz provisória participa como reservatório de citocinas e fatores de 

crescimento, contribuindo para o processo de cicatrização (49–51). 

Nessa situação, as plaquetas podem induzir a liberação de glicoproteínas 

adesivas (fibronectina e trombospondina) e dos seguintes fatores de crescimento: 

derivado de plaquetas (PDGF), de transformação do crescimento beta e alfa (TGF-

β/α), epidérmico (EGF), do endotélio vascular (VEGF). Em seguida, células 

parenquimatosas atraídas para esse sítio podem produzir mediadores vasoativos e 

fatores quimiotáticos, recrutando células inflamatórias como neutrófilos e macrófagos. 

Em adição, novos vasos sanguíneos são formados e promovem aumento da 

permeabilidade vascular. Moléculas extravasadas podem contribuir com a deposição 

de fibrina. A angiogênese faz-se necessária para a formação do novo tecido de 

granulação com a migração e estimulação mitogênica de células endoteliais (52–54). 

Desta forma, a cicatrização de feridas trata-se de um processo complexo que 

envolve eventos moleculares e celulares para a restauração do tecido lesado e o 

processo de reparo pode ser dividido em fase inflamatória, proliferativa e de 

maturação (47,48).  

A fase inflamatória é descrita como fase responsável por uma resposta 

inflamatória em grande escala, podendo ser considerada parte essencial e crítica de 

qualquer resposta à cicatrização de feridas. O controle dessa fase se faz de extrema 

importância, uma vez que inflamações exacerbadas e prolongadas podem 

representar feridas crônicas e não cicatrizadas. Enquanto, respostas inflamatórias 

reduzidas podem reduzir a formação de cicatrizes e levar à ruptura do tecido (48).  

Dessa forma, o início da resposta inflamatória à um tecido lesado geralmente 

ocorre por meio do recrutamento de neutrófilos que promovem a limpeza dos 

fragmentos celulares e a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), liberação 

de grânulos e formação de vacúolos para a eliminação de possíveis patógenos 

invasores, assim como promovem a produção de citocinas pró-inflamatórias, a fim de 

preparar o local para uma boa cicatrização. Após a fase inicial, cerca de 72h depois, 
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os neutrófilos começam então a serem fagocitados por macrófagos e fibroblastos que 

irão então produzir citocinas pró-inflamatórias, como por exemplo TNF-α, IL-1, IL-6 e 

IL-12 e fatores de crescimento, como o TGF-β1 (48,55).   

Seguido da fase inflamatória, ocorre a fase proliferativa, com duração de 3 a 5 

dias, que pode ser caracterizada pelo acúmulo de diferentes tipos celulares, como 

fibroblastos, queratinócitos, células endoteliais e tecido conjuntivo para exercer o 

papel de matriz extracelular, incluindo proteoglicanos, ácido hialurônico, colágeno, 

elastina. Essa nova matriz extracelular forma o tecido de granulação a fim de substituir 

o coágulo formado para o fechamento temporário da ferida. Citocinas e fatores de 

crescimento, como TGF-β 1, 2 e 3 geralmente estão envolvidos nessa fase, que dura 

cerca de dias a semanas (56).   

A última fase, a fase de maturação promove uma recuperação do tecido normal 

com o depósito de proteoglicanas e colágeno é processada a partir da remodelação, 

que exige um balanço entre a apoptose das células residentes e proliferação de novas 

células. A degradação da profusa matriz extracelular e a substituição do colágeno tipo 

III pelo colágeno tipo I pode ser considerada como ponto crítico, onde qualquer 

desequilíbrio pode promover um excesso de cicatrização ou a permanência de uma 

ferida crônica. Nesse processo, os fibroblastos produzem TNF-α, IL-1, PDGF e TGF-

β e as células epiteliais produzem EGF e TGF-β. Por fim, a reepitelização ocorre por 

recobrimento da ferida com novo epitélio, a partir da migração e proliferação de 

queratinócitos regulados por fatores de crescimento, integrinas e MMP (47,56–59). 

Já no contexto de pacientes diabéticos, de forma geral muitos possuem 

comprometimento no processo de cicatrização de feridas, devido à presença de 

inflamação crônica, somado ao comprometimento vascular e neuropático, o que pode 

provocar o aparecimento de úlceras e feridas sépticas, comumente conhecidas como 

feridas diabéticas. Apesar do processo inflamatório ser fator importante na 

cicatrização de feridas, a inflamação descontrolada costuma ser prejudicial à 

regeneração de tecidos, uma vez que mediadores inflamatórios influenciam 

negativamente na migração de fibroblastos e células epiteliais (48,60). Dessa forma, 

além do aspecto inflamatório, outros fatores também contribuem para o 

comprometimento na cicatrização de feridas diabéticas, como a resposta angiogênica 

prejudicada, as complicações microvasculares (hipóxia), a função prejudicada de 

neutrófilos e macrófagos, assim como produção reduzida de fatores de crescimentos 

associados à cicatrização (61). 
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Evidências sugerem que outro fator agravante para o paciente diabético é o 

envelhecimento avançado das fibras de colágeno, devido a hipóteses relacionadas ao 

metabolismo alterado em condições de constante hiperglicemia, o que pode promover 

glicosilação proteica. Em adição, danos ao colágeno podem contribuir para o início 

precoce e o aumento da gravidade de aterosclerose presente nesses pacientes, 

diminuição do recolhimento elástico pulmonar e espessamento difuso das membranas 

capilares (62). 

 Dessa maneira, peptídeos imunomoduladores poderiam se tornar uma 

proposta de tratamento complementar em feridas de pacientes diabéticos, a fim de 

controlar a resposta imune exacerbada nesses pacientes e com isso, promover um 

balanço no processo de cicatrização tecidual e consequentemente, promover uma 

melhoria na qualidade de vida.  

 

 

 

 

2.4 PEPTÍDEOS IMUNOMODULADORES 

 

Recentemente, muitos estudos estão sendo desenvolvidos a fim de desvendar, 

ou até mesmo aprofundar, o conhecimento relacionado ao potencial de novos 

peptídeos, sendo eles naturais ou sintéticos. O estudo desses peptídeos objetiva o 

seu uso para auxílio em terapias já existentes, como adjuvantes e/ou substitutos de 

classes de anti-inflamatórios ou até antibióticos contra diversos tipos de infecções 

(63,64). Esses possíveis novos peptídeos poderiam ser utilizados como opções 

terapêuticas mais eficazes, rápidas 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 dos pesquisadores tem sido o 

desenvolvimento de peptídeos, que além de antimicrobianos, apresentem outras 

funções, como por exemplo, a imunomodulação. Estes peptídeos são denominados 

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

de peptídeo (65). Dessa forma, o foco deste trabalho são peptídeos capazes de alterar 

o sistema imune, chamados de peptídeos de defesa do hospedeiro. 

Os peptídeos catiônicos de defesa do hospedeiro (do inglês cationic host 

defense peptides, CHDPs) ou simplesmente HDPs são conservados, pequenos (<50 
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aminoácidos), de carga positiva, catiônicos e com tendência a adotar estrutura 

anfipática em meios hidrofóbicos, além de ser componentes inatos de defesa do 

hospedeiro, possuindo duas principais classes de peptídeos: as catelecidinas e as 

defensinas (66–68). Os HDPs são descritos como capazes de eliminar uma variedade 

de microrganismos, incluindo bactérias multirresistentes, fungos, protozoários e até 

mesmo vírus. Esses peptídeos são capazes de agir tanto por meio de ataque à 

membrana, quanto através de alvos intracelulares (69).  

Além da ação antimicrobiana, os HDPs podem também ser utilizados como 

moléculas com potencial imunomodulatório. No que diz respeito à sua ação sobre o 

sistema imune, esses peptídeos podem possuir expressão pleiotrópica e múltiplos 

alvos e dessa forma, podendo ser capazes de induzir, direta ou indiretamente, a 

produção de citocinas a partir de leucócitos, reduzir os níveis de citocinas pró-

inflamatórias produzidas em resposta a antígenos, recrutar leucócitos para o sítio da 

provável infecção, modular a expressão de quimiocinas e espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e nitrogênio (NO), estimular a angiogênese, contribuir para o processo 

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

macrófagos (70–72). Em adição à ação imunomoduladora e ação cicatrizante, os 

HDPs ainda demonstram na literatura um efeito anti-inflamatório via inibição da 

geração de citocinas induzidas por lipopolisacarídeo (LPS), em macrófagos e 

monócitos (73). 

As catelecidinas, uma das classes de HDPs, possuem a região N-terminal 

altamente conservada e são produzidas como pré-pró-peptídeos e armazenadas no 

interior de vacúolos granulares. Uma vez que as células são ativadas, as catelecidinas 

podem então ser secretadas e o N-terminal é clivado, gerando assim sua forma 

madura e um peptídeo biologicamente ativo (74). Recebem esse nome devido a 

habilidade do domínio catelina 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 de sua proteína precursora, onde há o 

predomínio do domínio catelina (75). Dentre os 30 membros da família das 

catelecidinas, descritos como de origem mamífera, existe apenas um membro com 

origem humana, a proteína hCAP-18, que é a precursora do peptídeo natural LL-37 

(76). 

De forma semelhante às catelecidinas, a classe das defensinas possui 

peptídeos multifuncionais catiônicos que contêm cisteína, que são ativadas por 
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processo proteolítico a partir de um precursor inativo. As defensinas possuem os tipos 

α, β e θ, sendo este último, circular, sem N- ou C- terminal (77–79). Os peptídeos 

pertencentes a classe das defensinas possuem efeitos antibacterianos contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, assim como efeitos antivirais e 

antifúngicos e possuem papel ativo na resposta imune do hospedeiro em resposta a 

infecções. As mais importantes defensinas humanas são: os peptídeos de neutrófilos 

humanos (HNPs) e as β-defensinas humanas (HBDs) (80,81). 

Desta forma, devido ao potencial imunomodulador, nos próximos tópicos, será 

dado destaque aos HDPs de interesse para este estudo. 

 

2.4.1 Peptídeo LL-37  
 

O peptídeo LL-37 pertence a classe das catelecidinas, sendo o único membro 

de origem humana da família dos HDPs. É um peptídeo 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 (82). Possui o nome LL-37 pois é 

um peptídeo que possui 37 resíduos de aminoácidos, iniciado por duas leucinas, como 

descrito na sequência a seguir LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 

e possui 4493,33 Da (Figura 1) (78). 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 (83). 

 

 

 

Figura 1 – Estrutura representativa em 3D do peptídeo LL-37 por ressonância magnética nuclear 

(NMR). Fonte: PDB ID: 2K6O – Wang, G. 2008 (84) https://www.rcsb.org/structure/2K6O acessado em: 

06/12/2018. 
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 Inicialmente, o peptídeo LL-37 foi descrito e caracterizado 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. Contudo, várias estratégias de resistência ao peptídeo já 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 seria tão eficiente (83). 

 Entretanto, o amplo espectro de atividade do peptídeo LL-37 ainda inclui a 

indução de proliferação celular e angiogênese e promoção de migração de células 

epiteliais e fechamento de feridas, tendo assim um importante papel na homeostase 

de tecidos e no processo regenerativo (85). O peptídeo LL-37 demonstra ação na 

homeostase e regeneração de tecidos e ainda age como molécula capaz de modular 

o sistema imune, com o potencial de quimiotaxia, atraindo neutrófilos, monócitos e 

linfócitos T, e pode controlar o processo de inflamação em sítios de infecção e injúrias, 

tendo efeitos tanto pró-inflamatórias, quanto anti-inflamatórios (85–87). Assim, pode-

se dizer que o peptídeo LL-37 pode seletivamente modular as respostas imunes do 

hospedeiro para ser capaz de resolver a inflamação induzida por patógeno, enquanto 

mantém ou melhora a imunidade (88).  

 O mecanismo de modulação imune utilizado pelo peptídeo LL-37 ainda é 

complexo. Contudo, tem sido demonstrado que alvos da via inflamatória, como os 

receptores do tipo toll-like (TLR) para fator nuclear-kappa B (NF-κB), 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. Entretanto, a literatura também descreve que a 

LL-37 possui a capacidade de promover a produção e secreção de moléculas 

sinalizadoras pró-inflamatórias a partir de células circulantes ou células epiteliais 

(88,89).  

 O peptídeo LL-37 tende a possuir uma tendência a alterar sua conformação em 

solução salina e dessa forma, a interação do peptídeo com a membrana celular neutra 

das células hospedeiras tende a ser favorecida. Na interação peptídeo-membrana, a 

LL-37 tende a ser capaz de atuar na célula do hospedeiro formando poros transitórios 

ou lesões nas membranas e permitir a liberação do material intracelular, promover o 

acúmulo de peptídeo nas regiões de receptores, interagir com fatores ancorados na 
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membrana e componentes extracelulares, como LPS, impedindo dessa forma a 

interação com os receptores e ainda, pode distribuir tais moléculas a receptores ou 

compartimentos intracelulares por endocitose, controlando assim a resposta 

inflamatória (Figura 2) (89). 

 

 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática da ação do peptídeo LL-37 em células do hospedeiro. (1) 
Interação com a membrana da célula hospedeira em forma de oligômero, (2) preferindo a forma de 

jangada lipídica e permanecendo ligada à superfície da membrana como tal. Pode interagir com o 

domínio TM do receptor de peptídeo formil semelhante ao humano (FPRL)-1 (3) e do receptor do canal 
P2X7, resultando em uma possível ativação do tipo não-canônica. (4) Ativação de proteases de 

membrana, liberando fatores de crescimento ancorados que podem ativar o receptor de fator do 

crescimento epidérmico (EGFR). (5) Interação com receptor do tipo Toll-like (TLR)-4 ou seu co-receptor 

CD14, (6) ou ligação com PAMPs, por meio de ligação ao LPS, reduzindo seus efeitos pró-inflamatórios. 

(7 e 10) Interação com receptor, mediando a endocitose de agregados de LL-37. (8, 9 e 10) Ligação 

com moléculas aniônicas extracelulares, como dsDNA, dsRNA ou LPS, seguido de endocitose mediada 

por jatos lipídicos auxiliada por interação direta com proteoglicano, FPRL-1 ou EGFR, levando à sua 

internalização. (11) Acesso à receptores intracelulares, (12) à proteínas como GAPDH que são capazes 
de modular a atividade de vias de sinalização, (13) ou ao compartimento nuclear, podendo ser capaz 

de promover respostas pró-inflamatórias úteis ao hospedeiro. Fonte: Adaptado de Xhindoli et al. 2016 

(89). 

 

 No que diz respeito à relação entre o peptídeo 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 quanto na pele, 
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quando comparados a pessoas saudáveis. Esse dado sugere que o aumento dos 

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

(90). 

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

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 (91).  

 Já quando relacionado ao metabolismo ósseo, em dois diferentes estudos, o 

peptídeo LL-37 foi capaz de suprimir a osteoclastogênese induzida por RANKL em 

culturas de PBMC humana no período inicial de 0 a 4 dias, entretanto, o mesmo não 

ocorreu em cultura de macrófagos derivados de medula óssea (BMM) de 

camundongos, indicando que os precursores de osteoclastos de humanos e 

camundongos possuem respostas diferentes ao peptídeo (37,92,93).  

 Desta forma, o peptídeo LL-37 foi selecionado para ser utilizado como peptídeo 

comparativo por ser uma catelecidina natural humana com efeitos imunomodulatório 

e de inibição da osteoclastogênese humana, previamente descritos.  

 

2.4.2 Peptídeo IDR-1018 
 

Os peptídeos reguladores da defesa inata (do inglês, innate defense regulators 

IDRs) são versões sintéticas dos HDPs naturais. Os IDRs possuem ampla ação 

protetora contra infecções bacterianas sistêmicas, mesmo com ausência de atividade 

antimicrobiana, representando assim uma nova terapia contra infecções e com 

potencial anti-inflamatório (12,94).  

Os peptídeos IDR pertencem a uma classe complexa de peptídeos 

imunomoduladores, derivados de HDPs endógenos e com a potente habilidade de 

combater patógenos bacterianos através da complexa regulação da resposta imune 

inata, diminuindo respostas pró-inflamatórias e assim, limitando inflamações 

potencialmente danosas (12,95). 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 mediada 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 
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de moléculas de superfície de adesão, como por exemplo a L-selectina e as integrinas 

β2 (12,96,97). 

O peptídeo IDR-1018 possui 1788,17 Da e sequência com 12 resíduos de 

aminoácidos, VRLIVAVRIWRR-NH2 (Figura 3). O IDR-1018 é relatado como o mais 

potente indutor de quimiocinas, como a proteína quimioatraente de monócitos (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 (12,98–100).  

 

 

 

Figura 3 - Estrutura representativa em 3D do peptídeo IDR-1018 elucidada por ressonância magnética 

nuclear (NMR). Fonte: Wieczorek et al. 2010 (99). 

 

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

funções características de macrófagos. 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 peptídeo IDR-1018 

apresentou-se como um bom promotor de cicatrização em tecidos de camundongos 

e porcos (101,102).  

Seguindo a linha de diferenciação de macrófagos, estudos sugerem que 

macrófagos diferenciados na presença do peptídeo IDR-1018 atuam principalmente 

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

e células que sofreram apoptose do local afetado, processo este necessário para o 
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retorno da homeostase tecidual (101). E em estudo prévio, demonstrou efeito protetor 

in vitro, com melhores resultados quando comparado aos peptídeos IDR-1002 e DJK-

6, mantendo os níveis de mediadores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios similares 

aos níveis basais em culturas de células RAW 264.7 estimuladas com 12 e 24 mM de 

D-glicose. 

Contudo, ainda não há relatos do efeito do peptídeo IDR-1018 sobre o 

metabolismo ósseo e sendo assim, e 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 

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

um modelo in vitro de diferentes concentrações de glicose. 

 O DM possui alta prevalência mundial e possui características relacionadas aos 

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

grande impacto, não só na vida do paciente, mas também na sociedade. Os custos 

relacionados à detecção e tratamento da doença são altos e as complicações 

causadas pelo DM, tanto agudas, quanto crônicas contribuem significativamente para 

o impacto econômico da sociedade. Esse impacto econômico é gerado, uma vez que 

o DM contribui para uma mortalidade prematura, maior possibilidade de deficiências 

e consequentemente, o absenteísmo de indivíduos economicamente ativos. Dessa 

forma, as complicações relacionadas à fragilidade óssea diabética e à cicatrização de 

feridas diabéticas prejudicada são algumas das condições que impactam direta e 

negativamente no indivíduo e sociedade. Portanto, este trabalho visa verificar os 

efeitos de peptídeos de defesa do hospedeiro frente à um modelo de altas 

concentrações de glicose in vitro, relacionados ao aspecto ósseo e cicatricial, para 

futuramente vir a ser desenvolvidos produtos adjuvantes que possam contribuir para 

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

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o efeito de peptídeos imunomoduladores, na presença e ausência de 

altas concentrações de D-glicose, na osteoclastogênese, mineralização e migração in 

vitro.  

 

3.1.1 Objetivos específicos  
 

• Avaliar os efeitos de altas concentrações de glicose (12 e 24 mM) e determinar 

a menor concentração do peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 μg.mL-1) capaz de 

inibir a osteoclastogênese em osteoclastos derivados de células 

mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs), por meio da viabilidade 

celular, produção de NO e diferenciação de osteoclastos in vitro; 

• Avaliar os efeitos dos peptídeos IDR-1018 e LL-37 (na concentração 

determinada pelo objetivo específico anterior), na ausência e presença de altas 

concentrações de D-glicose (12 e 24 mM) em osteoclastos derivados de 

PBMCs, por meio da viabilidade celular, produção de NO, diferenciação de 

osteoclastos e produção das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-α in vitro; 

• Avaliar os efeitos de altas concentrações de glicose (12 e 24 mM) em 

osteoblastos derivados de SaOs-2, por meio da por meio da viabilidade celular 

e quantificação de matriz mineralizada in vitro; 

• Avaliar os efeitos dos peptídeos IDR-1018 e LL-37 (na concentração 

determinada pelos ensaios envolvendo osteoclastos derivados de PBMCs), na 

ausência e presença de altas concentrações de D-glicose (12 e 24 mM) em 

osteoblastos derivados de SaOs-2, por meio da viabilidade celular, 

quantificação de fosfato, atividade de ALP e quantificação de matriz 

mineralizada in vitro; 

• Avaliar os efeitos de altas concentrações de glicose (12 e 24 mM) e determinar 

a menor concentração ativa do peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 μg.mL-1) em 

fibroblastos humanos (hFIB), por meio da viabilidade celular, proliferação e 

migração celular in vitro; 
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4 MÉTODOS 
 

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

O estudo envolveu uma avaliação quantitativa e qualitativa do efeito dos 

peptídeos IDR-1018 e LL-37 nos processos de osteoclastogênese, mineralização e 

migração in vitro na presença e ausência de altas concentrações de glicose (12 e 24 

mM), a fim de mimetizar in vitro as condições de compensação glicêmica (216 mg.dL-

1) e descompensação glicêmica (432 mg.dL-1) de um paciente diabético (103). Para 

tanto, esse estudo foi dividido em 3 fases (Figura 4), onde o intuito foi iniciar a 

determinação do potencial destes peptídeos como nova forma terapêutica adjuvante 

contra fragilidades ósseas/teciduais provocadas em pacientes diabéticos como 

consequência da hiperglicemia crônica.
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Figura 4 – Etapas de desenvolvimento do estudo. 
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4.2 OBTENÇÃO E PREPARO DOS PEPTÍDEOS 

 

Os peptídeos LL-37 e IDR-1018 foram sintetizados, purificados (>95 %), 

liofilizados e armazenados pela empresa Peptide 2.0 Inc. (EUA). A síntese foi 

realizada em fase sólida a partir da metodologia F-moc (104). Antes dos experimentos, 

foi realizada confirmação da massa molecular e pureza dos peptídeos 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. Depositadas na placa (AnchorchipVar-384) em triplicata, as amostras 

cristalizaram à temperatura ambiente. As massas moleculares foram determinadas 

via MALDI-ToF Ultra Flex III (Bruker Daltonics, EUA). As massas monoisotópicas 

foram obtidas a partir de espectrometria de massa (Bruker Daltonics, EUA), utilizando 

o método de operação refletido e positivo de 700 a 3500 Da, com calibração externa 

(Anexo A – Figuras 1 e 2). 

 

4.2.1 Purificação do peptídeo LL-37 e quantificação dos peptídeos LL-37 e 
IDR-1018 

 

Uma vez que o espectro da massa do peptídeo LL-37 tenha 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 por tempo de retenção (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. 

Para os experimentos, ambos os peptídeos (IDR-1018 e LL-37) foram diluídos 

em água ultrapura e quantificados pela absorção de UV a 205, 215 e 225 nm utilizando 

a fórmula de concentração (105): 
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A	=	(abs215	 − abs225)	×	144 

Β = (abs205) 	× 	31 

 

A + B
2

= 	µg.mL!" 

 

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

 

4.3 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE REABSORÇÃO ÓSSEA 

- OSTEOCLASTOS DERIVADOS DE PBMCS  

 

Nesta parte do trabalho foram utilizados osteoclastos derivados do isolamento 

de PBMCs. No primeiro momento, avaliou-se apenas o efeito de altas concentrações 

de glicose (12 e 24 mM) no processo de osteoclastogênese (fase 1), através da 

contagem do número de osteoclastos, após coloração de TRAP. Em seguida, a 

definição da menor concentração ativa do peptídeo IDR-1018 foi avaliada pelos 

parâmetros: números de osteoclastos diferenciados, viabilidade celular e produção de 

NO (fase 2). Posteriormente, avaliou-se de forma mais profunda, o efeito do peptídeo 

IDR-1018, em comparação com o peptídeo LL-37, nos processos de 

osteoclastogênese, com avaliação da produção das citocinas IL-6, IL-10, TNF-α (fase 

3) (Tabela 1 e Figura 5). 
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Tabela 1 – Etapas de desenvolvimento dos ensaios relacionados ao processo de reabsorção óssea 

 

Fase Objetivo Parâmetros Metodologia Tipo celular 

1 
Avaliação dos efeitos de altas 

concentrações de glicose (12 e 

24 mM) 

Viabilidade celular MTT 

Osteoclastos 

derivados de 

PBMCs 

Diferenciação em 

osteoclastos 

Coloração de 

TRAP 

2 
Determinação da menor 

concentração ativa do peptídeo 

IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) 

Viabilidade celular MTT 

Diferenciação em 

osteoclastos 

Coloração de 

TRAP 

Dosagem de 

óxido nítrico 

Reação de 

Griess 

3 

Avaliação dos efeitos dos 

peptídeos IDR-1018 e LL-37 

OBS: o peptídeo LL-37 foi 

utilizado como padrão 

comparativo. 

Viabilidade celular MTT 

Diferenciação em 

osteoclastos 

Coloração de 

TRAP 

Dosagem de 

óxido nítrico 

Reação de 

Griess 

Produção de IL-6, 

IL-10 e TNF-α 
ELISA 

 

 
Figura 5 - Linha do tempo dos ensaios relacionados ao processo de reabsorção óssea. 
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4.3.1 Isolamento de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) 
humano 

 
O sangue total (cerca de 48 mL) foi coletado de 3 diferentes voluntários 

saudáveis, com a amostra de cada paciente utilizada para a realização de cada réplica 

biológica, nos laboratórios do Programa de Ciências Genômicas e Biotecnologia da 

Universidade Católica de Brasília, Brasília, Brasil, com aprovação do Comitê de Ética 

em Pesquisa da mesma Universidade (CAAE nº. 72087317.1.0000.0029) (Anexo B). 

As células PBMCs foram isoladas por centrifugação com gradiente de 

densidade utilizando Ficoll Paque Premium (GE Healthcare, EUA). Resumidamente, 

48 mL de sangue total foram diluídos em 48 mL de tampão fosfato salino (PBS) e 

então, cada 6 mL da diluição foram adicionados sobre 6 mL de Ficoll Paque Premium 

em temperatura ambiente em tubos de fundo cônico de 15 mL e centrifugado (400 g, 

30 min, 20ºC, sem freio). A camada superior foi descartada restando apenas a camada 

de células mononucleares (linfócitos, monócitos e trombócitos) que foi coletada 

cuidadosamente e transferida para um novo tubo de fundo cônico. No novo tubo, as 

células foram diluídas na proporção de 1:4 em PBS e novamente centrifugada (400 g, 

30 min, 20 ºC, sem freio). O sobrenadante foi descartado e a camada de células 

mononucleares foi lavada com 10 mL de PBS, seguido de nova centrifugação (250 g, 

10 min, 20 ºC, sem freio). Subsequentemente, após a eliminação do sobrenadante, o 

sedimento celular foi ressuspenso em 10 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium; Gibco, EUA) suplementado com 10 % de soro bovino fetal 

(Gibco, EUA), 0,5 % de solução de aminoácidos MEM (Gibco, EUA), 0,05 % de 

gentamicina (Gibco, EUA), 0,5 % de L-glutamina (Gibco, EUA) e 0,5 % de 

penicilina/estreptomicina (1000 U.mL-1; Gibco, EUA), acrescentado 25 ng.mL-1 de M-

CSF (Peprotech, EUA) e mantido em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 ºC e 95 % de 

umidade por 72 h (106,107). 
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4.3.2 Condições de cultura e grupos experimentais para o ensaio de 
osteoclastogênese 

 

Após 72 h do isolamento, as células não aderentes foram descartadas e o 

cultivo das PBMCs (macrófagos M-CSF-dependentes) foi realizado na concentração 

de 16x103 células por poço, em placas de cultura de 96 poços (Kasvi, Brasil), em meio 

de cultura alpha MEM (Minimum Essential Medium Alpha Medium; Gibco, EUA) 

suplementado com 15 % de soro bovino fetal (Gibco, EUA), 2,6 % de NaHCO3 

Hibrimax (Sigma-Aldrich, EUA), 1 % de 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 

aos estímulos de 25 ng.mL-1 de M-CSF (Peprotech, EUA), 10 ng.mL-1 do ligante do 

receptor de ativação nuclear fator kappa B solúvel (sRANKL; Peprotech, EUA) e altas 

concentrações de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e tratadas com o 

peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1), 24 h após o semeio das células, totalizando 

14 dias de cultivo. Em um segundo momento, as células foram tratadas também com 

o peptídeo LL-37 (na mesma concentração definida a partir do peptídeo IDR-1018), 

de acordo com fase 3 do trabalho (Tabela 2). Para o grupo controle considerou-se o 

grupo de macrófagos derivados de células PBMC humano estimulados apenas com 

M-CSF. Cada grupo experimental foi realizado em triplicatas técnicas e biológicas 

(108,109).  

 

4.3.3 Viabilidade celular  
 

A viabilidade celular foi realizada após o período de 24 h de incubação das 

placas, contendo os grupos experimentais, a 5 % de CO2, 37 ºC 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), 

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-
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metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo no produto formazan (110). Após os 

períodos de incubação, todo o sobrenadante foi removido e adicionado 100 µL de 

meio alpha MEM por poço, seguido de 10 μL do reagente de MTT (500 μg por poço). 

As placas de cultura foram novamente incubadas por 3 h a 5 % de CO2, 37 ºC e 95 % 

de umidade. Após esse período, a reação foi bloqueada com 100 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 570 nm. 

 

4.3.4 Dosagem de óxido nítrico (NO) 
 

 Outro parâmetro analisado para a avaliação da osteoclastogênese foi a 

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

os sobrenadantes de 24 h foram coletados para a avaliação dos níveis de nitrito. O 

método utilizado para avaliação da produção de nitrito foi o da reação de Griess 

descrito por Green et al. (111), com modificações. Brevemente, foram transferidos 100 

μL dos sobrenadantes das culturas para uma nova placa 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) e em seguida, adicionados 100 μL de solução 

de nitrito de sódio (74 mg.mL-1) diluído na proporção de 1:1000, seguido de diluição 

seriada. Por fim, foram adicionados 100 µL de solução de sulfanilamida 1 % em ácido 

fosfórico 2,5 % e naftiletilenodiamina 1 % em ácido fosfórico 2,5 %, na proporção de 

1:1, em todos os poços contendo curva padrão e amostras. Após 10 min de incubação 

à temperatura ambiente, a leitura foi realizada em leitor de microplacas (Bio-Tek 

PowerWave HT, EUA), à 490 nm. O cálculo para estimar a quantidade de nitrito foi 

realizado a partir da equação da curva padrão de nitrito de sódio (1,5625 μM - 200 

μM). 
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4.3.5 Coloração de fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) 
 

Após o décimo quarto dia experimental, as PBMCs cultivadas em placas de 96 

poços (Kasvi, Brasil), de acordo com os grupos controle e experimentais, foram 

submetidas à fixação e coloração de TRAP para posterior contagem em microscópio 

do número de osteoclastos diferenciados. Para a coloração de TRAP, foi utilizado o 

kit Acid Phosphatase, Leukocyte (Sigma-Aldrich, EUA), modificado. Brevemente, após 

a remoção do sobrenadante da cultura celular, a camada celular foi fixada em cada 

poço na placa com uma solução fixadora (700 µL de solução citrato, 1,9 mL de 

acetona e 200 µL de formaldeído 37 %), por 2 min. Em seguida, 2,7 mL de água 

destilada à 37 ºC, 60 µL de solução corante fast garnet, sal sulfato GBC diazotada 

(100 µL de solução GBC e 100 µL de solução de nitrito de sódio), 30 µL de solução 

naphtol AS-TR fosfato, 120 µL de solução de acetato e 60 µL de solução tartarato 

foram aquecidos à 37 ºC e em cada poço adicionados 100 µL, seguido de incubação 

da placa em estufa à 37 ºC, por 1 h. Após este período, a solução foi removida dos 

poços e água destilada foi adicionada. Para a coloração do núcleo das células, após 

a remoção da água, foi adicionada a solução de hematoxilina aos poços, por 30 s e 

em seguida, os poços foram lavados e os osteoclastos contabilizados por observador 

cego em microscópio invertido. Foram considerados osteoclastos, as células TRAP 

positivas (com coloração vermelho/alaranjada), com mais de três núcleos em seu 

interior (112). 

 

4.3.6 Dosagem de citocinas 
 

A produção das citocinas IL-6 e TNF-α foram verificadas a partir do 

sobrenadante das culturas incubadas por 24 h e da IL-10, após 72 h. A produção das 

citocinas foi determinada pelo método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA), utilizando os respectivos human ELISA development kit (Peprotech, EUA) de 

cada citocina, seguindo-se as 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 (113). 
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4.4 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE DEPOSIÇÃO ÓSSEA - 

OSTEOBLASTOS DERIVADOS DE SAOS-2  

 

Nesta parte do trabalho foram utilizadas células derivadas de osteosarcoma 

humano SaOs-2, capazes de se diferenciar em osteoblastos quando estimuladas em 

condições osteogênicas. Nos dois primeiros momentos avaliou-se apenas o efeito de 

altas concentrações de glicose (12 e 24 mM) no processo de osteoblastogênese (fase 

1), seguido pela definição da menor concentração ativa do peptídeo IDR-1018 (fase 

2), através da avaliação da formação de matriz mineral, após coloração por vermelho 

de alizarina e viabilidade celular. Posteriormente, avaliou-se o efeito do peptídeo IDR-

1018, em comparação com o peptídeo LL-37, nos processos de osteoblastogênese, 

com verificação da diferenciação em osteoblastos por dosagem de fosfato e ALP (fase 

3) (Tabela 2 e Figura 6). 

 

Tabela 2 - Etapas de desenvolvimento dos ensaios relacionados ao processo de deposição óssea 

 

Fase Objetivo Parâmetros Metodologia Tipo celular 

1 
Avaliação dos efeitos de altas 

concentrações de glicose (12 e 

24 mM) 

Viabilidade 

celular 
MTT 

Osteoblastos 

derivados de 

SaOs-2 

Formação de 

matriz mineral 

Vermelho de 

alizarina 

2 

Determinação da menor 

concentração ativa do 

peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 

64 µg.mL-1) 

Viabilidade 

celular 
MTT 

Formação de 

matriz mineral 

Vermelho de 

alizarina 

3 

Avaliação dos efeitos dos 

peptídeos IDR-1018 e LL-37 

OBS: o peptídeo LL-37 foi 

utilizado como padrão 

comparativo. 

Viabilidade 

celular 
MTT 

Formação de 

matriz mineral 

Vermelho de 

alizarina e 

Fosfato 

Diferenciação em 

osteoblastos 

Fosfatase 

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

 

4.4.1 Condições de cultura e grupos experimentais para o ensaio de 
osteoblastogênese 

 
A linhagem de células SaOs-2, gentilmente doada pelo Prof. Marcelo Silva 

(Universidade Federal de Uberlândia), é do tipo epitelial, derivada de osteosarcoma 

humano, com características de osteoblastos (114). As células foram mantidas em 

meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco, EUA) 

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

aminoácidos MEM (Gibco, EUA), 0,05 % de gentamicina (Gibco, EUA), 0,5 % de L-

glutamina (Gibco, EUA) e 0,5 % de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL-1; Gibco, 

EUA), em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 ºC e 95 % de umidade. O cultivo de 

células SaOs-2 foi realizado na concentração de 16x103 células por poço durante 21 

dias, em placas de cultura de 24 poços (Kasvi, Brasil), em meio alpha MEM (Gibco, 

EUA) suplementado, com condições osteogênicas (50 µg.mL-1 de ácido ascórbico, 

100 nM de dexametasona; Sigma-Aldrich, EUA; 8 mM de β-glicerofosfato; Sigma-

Aldrich, EUA). As culturas foram submetidas aos estímulos de altas concentrações de 

D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e com o peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 

µg.mL-1) e, posteriormente, também tratadas com LL-37 (na mesma concentração 

definida a partir do peptídeo IDR-1018), 24 h após o semeio das células, de acordo 

com cada fase do trabalho descrita na tabela 3. Para o grupo controle considerou-se 

o grupo de células SaOs-2 em condições osteogênicas. Cada grupo experimental foi 

realizado em triplicatas técnicas e biológicas. 
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4.4.2 Viabilidade celular  
 

A viabilidade celular foi realizada após o período de 24 h de incubação das 

células em placas de 96 poços, contendo os grupos experimentais, a 5 % de CO2, 37 

ºC e 95 % de umidade. Os grupos controle positivo e negativo do teste, assim como 

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

 

4.4.3 Determinação de formação de matriz mineral 
 

Para a determinação de matriz mineral, as células SaOs-2 foram cultivadas em 

placas de 24 poços durante 21 dias em condições osteogênicas, de acordo com os 

grupos experimentais acima citados (115). Após o período experimental, o meio foi 

descartado e as células lavadas com tampão PBS e fixadas com formaldeído 10 % 

(v/v) (Vetec, Brasil) em temperatura ambiente, por 15 min. A camada celular foi então 

lavada 2x com água destilada e então adicionado 1 mL do corante Vermelho de 

alizarina S (40 mM; pH 4,1; Sigma-Aldrich, EUA) por poço. A placa foi incubada em 

temperatura ambiente por 20 min, sob constante agitação. Após o descarte do corante 

não incorporado, a camada celular foi lavada 4 vezes com 4 mL de água destilada, 

com agitação de 5 min entre as lavagens. A água destilada foi totalmente descartada 

e a camada celular corada foi então observada em microscópio invertido (Zeiss, 

Alemanha).  

 

4.4.3.1 Quantificação da formação de matriz mineral 

 

Para a quantificação da coloração realizada para determinação de matriz 

mineral, foram adicionados em cada poço 800 µL de ácido acético 10 % (v/v) 

(Dinâmica, Brasil), seguido de incubação da placa por 30 min a temperatura ambiente, 

sob constante agitação. A camada celular, juntamente com o ácido acético 10 % (v/v), 

foi então raspada do fundo do poço e transferida para tubos do tipo eppendorf de 1,5 

mL. Após vortexar por 30 s, a suspensão foi coberta com 500 µL de óleo mineral 

(Vetec, Brasil), aquecida a 85 ºC por 10 min e em seguida, resfriada em gelo por 5 

min. Após o completo resfriamento, a suspensão foi centrifugada a 20.000 g por 15 

min e 500 µL do sobrenadante transferido para um novo tubo. Para a neutralização 
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do ácido, foi adicionado 200 µL de hidróxido de amônio 10 % (v/v) (Vetec, Brasil). As 

alíquotas (150 µL) do sobrenadante foram dispostas em triplicata em placa de 96 

poços (Kasvi, Brasil) para leitura em leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, 

EUA), à 405 nm. 

 

4.4.3.2 Quantificação de fosfato inorgânico 

 

A determinação da concentração de fosfato inorgânico (Pi) foi verificada a partir 

do sobrenadante das culturas de células SaOs-2 após 21 dias experimentais em 

condições osteogênicas. Para a realização do ensaio foi utilizado o kit Phosphate 

Colorimetric Assay (Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 

Os níveis de Pi foram expressos em nanomol (nMol), após comparação realizada com 

a curva padrão proposta pelo kit (0 – 5 nMol). 

 

4.4.4 Determinação de fosfatase alcalina (ALP) 
 

A determinação da concentração de ALP foi verificada a partir das culturas de 

células SaOs-2, na concentração de 7,5x103 células por poço em placas de cultura de 

96 poços, após 21 dias experimentais em condições osteogênicas (114). Para a 

determinação de ALP, foi utilizado o kit Alkaline Phosphatase, Diethanolamine 

Detection (Sigma-Aldrich, EUA), modificado. Brevemente, a partir das culturas, o 

sobrenadante foi reservado e adicionado o tampão de lise celular Yasu (25 mM Tris-

HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 % glicerol, 1 % Triton X-100, 2,5 mM Pirofosfato 

de sódio e 1 mM β-glicerofosfato) sobre as células por 1 h em temperatura ambiente. 

Após a lise celular, as amostras foram adicionadas ao tampão de reação do kit, 

seguido da solução de 0,67 M p-Nitrofenil fosfato (pNPP) e imediatamente misturadas. 

Em seguida, foi registrado em leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, EUA), 

o aumento da absorbância a 405 nm por 5 min e a taxa linear máxima por minuto foi 

obtida para as amostras, o branco e o controle positivo.  

Para o cálculo da estimativa da atividade de ALP (mMol de pNPP/min x mg de 

proteína) também foi realizada a quantificação de proteína utilizando-se o Qubit 

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA), onde a intensidade de fluorescência 
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é diretamente proporcional à concentração de proteína presente em cada amostra e 

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

 

ALP	(mMol	de	pNPP/min×mg	de	proteína)=

G
HI
JéLMN	O#$%	'(

18,5 R 	× 	1000S

60 U

mg	de	Proteína
 

 
18,5: Coeficiente de extinção do pNPP em mM a 405 nm. 

  



 51 

4.5 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE CICATRIZAÇÃO 

TECIDUAL - FIBROBLASTO HUMANO (HFIB) 

 
Nesta parte do trabalho foram utilizadas células do tipo fibroblastos humano 

(hFIB). No primeiro momento, avaliou-se apenas o efeito de altas concentrações de 

glicose (12 e 24 mM) nos processos de proliferação e migração celular (fase 1). Em 

seguida, a definição da menor concentração ativa do peptídeo IDR-1018 foi avaliada 

pelos parâmetros: migração e viabilidade celular (fase 2) (Tabela 3). 

 

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

 

Fase Objetivo Parâmetros Metodologia Tipo celular 

1 

Avaliação dos 

efeitos de altas 

concentrações de 

glicose (12 e 24 

mM) 

Proliferação 

celular 
Azul de tripan 

Fibroblastos 

humanos 

Migração celular Scratch 

2 

Determinação da 

menor 

concentração ativa 

do peptídeo IDR-

1018 (16, 32 e 64 

µg.mL-1) 

Migração celular Scratch 

Viabilidade celular MTT 
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4.5.1 Condições de cultura de células hFIB  
 

A linhagem de células hFIB é uma cultura primária de fibroblastos derivados do 

epitélio humano e foi gentilmente doada pela empresa CellSeq (116). As células foram 

mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco, 

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

de aminoácidos MEM (Gibco, EUA), 0,05 % de gentamicina (Gibco, EUA), 0,5 % de 

L-glutamina (Gibco, EUA) e 0,5 % de penicilina/estreptomicina (1000 U.mL-1; Gibco, 

EUA), em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 ºC e 95 % de umidade. O cultivo dos 

fibroblastos foi realizado na concentração de 2,5x105 células por poço, durante 48 h 

para as placas de 6 poços (Kasvi, Brasil) e 2x104 por poço durante 24, 48, 72, 96 e 

120 h para as placas de 96 poços (Kasvi, Brasil), em meio alpha MEM (Gibco, EUA) 

suplementado. As culturas foram submetidas aos estímulos de altas concentrações 

de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e pelo peptídeo IDR-1018 (4, 16 e 64 

µg.mL-1), 24 h após o semeio das células, de acordo com cada fase do trabalho 

descrita na tabela 4. Para o grupo controle considerou-se o grupo de células hFIB em 

meio de cultura. Cada grupo experimental foi realizado em triplicatas técnicas e 

biológicas. 

 

4.5.2 Ensaio de proliferação celular  
 

A análise de proliferação celular foi realizada a partir da combinação do teste 

de exclusão de azul de tripan associado ao ensaio colorimétrico de MTT. O cultivo de 

células hFIB foi realizado na concentração de 16x103 células por poço durante 5 dias, 

nos tempos experimentais de 24, 48, 72, 96 e 120 h, em placas de cultura de 96 poços 

(Kasvi, Brasil), contendo meio alpha MEM (Gibco, EUA) suplementado, contudo, sem 

adição de soro fetal bovino (SFB). As culturas foram submetidas aos estímulos de 

altas concentrações de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA), em grupos com 

0 e 15 % de SFB. Cada grupo experimental foi realizado em triplicatas técnicas e 

biológicas. Todo o sobrenadante foi descartado e adicionou-se a cada poço 50 µL de 

solução de Tripsina-EDTA 0,25 % (Sigma-Aldrich, EUA) para a desagregação celular. 

As placas foram então incubadas em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 ºC e 95 % de 

umidade, por 5 min. Após incubação, foi adicionado 50 µL de meio alpha MEM (Gibco, 

EUA) incompleto, seguido da adição de 25 µL de solução azul de tripan 0,4 % (Sigma-
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Aldrich, EUA) por poço e homogeneização. A contagem das células viáveis foi 

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

 

4.5.3 Teste de migração  
 

Os fibroblastos são envolvidos na migração, proliferação, contração e produção 

de colágeno. O teste de migração verifica a atividade de regeneração 

tecidual/cicatrização de feridas in vitro. As células hFIB foram cultivadas na 

concentração de 2,5x105 por poço em placas de 6 poços (Kasvi, Brasil), em meio alpha 

MEM (Gibco, EUA) suplementado. Após 24 h e uma vez formada uma camada celular 

confluente, um risco (Scratch) foi promovido no meio do poço com uma ponteira de 

pipeta de 1000 µL (118). O meio de cultura foi então descartado e os debris celulares 

foram removidos por meio de lavagem do poço com tampão PBS 1X em temperatura 

ambiente. Em seguida, adicionou-se novo meio de cultura, sem a presença de SBF, 

em todos os poços. O poço controle positivo foi suplementado com 10 % de SBF, o 

controle negativo foi mantido sem SBF. As células então foram submetidas ao 

estímulo de altas concentrações de D-glicose (12 e 24 mM; Sigma-Aldrich, EUA) e 

tratadas com 3 diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1). 

As fotografias foram obtidas no aumento de 10x em microscópio invertido (Zeiss, 

Alemanha) nos dias 0, 1 e 2. Foram realizados em cada poço 3 riscos (lado esquerdo, 

direito e centro) e foram considerados 1 ponto por risco. A quantificação do número 

de células migradas foi realizada por meio da análise das imagens obtidas de cada 

grupo experimental utilizando o software ImageJ versão 2.0.0-rc-43/1.50e.  

 

4.5.4 Viabilidade celular  
 

A viabilidade celular foi realizada após o período de 24 h de incubação das 

células em placas de 96 poços, contendo os grupos experimentais, a 5 % de CO2, 37 

ºC e 95 % de umidade. Os grupos controle positivo e negativo do teste, assim como 

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

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e biológicas. 

Os resultados foram expressos como média e erro padrão das réplicas. A verificação 

de normalidade dos dados foi realizada pelo teste de Kolmogorov Smirnov, seguido 

pela análise de variância one-way ANOVA e o pós teste de Bonferroni pelo software 

GraphPad Prism 8 (Instat Califórnia, EUA), considerando-se o valor de p<0,05. 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE REABSORÇÃO ÓSSEA 

- OSTEOCLASTOS DERIVADOS DE PBMCS  

 

5.1.1 Viabilidade celular  
 
 O ensaio de MTT foi realizado para verificar a viabilidade dos macrófagos 

derivados de PBMC humano após os tratamentos aplicados. Macrófagos derivados 

de PBMC humano foram usados para simular o processo de osteoclastogênese in 

vitro. 

Os macrófagos derivados de PBMC humano foram capazes de manter a 

viabilidade celular após 24 h de incubação, em todas as situações testadas, ou seja, 

com os estímulos de concentrações crescentes de D-glicose (12 e 24 mM), com três 

diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1), com 32 µg.mL-

1 do peptídeo LL-37 e sRANKL (Figura 5).
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Figura 7 - Viabilidade celular de macrófagos derivados de PBMC humano in vitro, após 24h. Macrófagos 

derivados de células PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose (A). + sRANKL 

(D). Células estimuladas com M-CSF e peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B) + sRANKL (E). 
Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) 

(C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 

(32 µg.mL-1) (G) + sRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo 

IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (I) + sRANKL (J). SP: sem qualquer peptídeo. As 

barras representam a média e o erro padrão em triplicatas técnicas e biológicas. Nenhuma diferença 

estatística pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni. 
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5.1.2 Produção de óxido nítrico (NO) 
 
 A produção de NO foi avaliada a partir do sobrenadante de macrófagos 

derivados do PBMC humano e verificada devido ao seu potencial citotóxico e a sua 

importância na modulação dos efeitos da inflamação e, consequentemente, no 

processo de osteoclastogênese (Figura 6). Todas as condições testadas, tais como 

as concentrações crescentes de D-glicose (12 e 24 mM) e as diferentes 

concentrações de peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) na ausência e presença 

de sRANKL, promoveram a manutenção da concentração basal de NO, exceto o 

grupo estimulado com 32 µg.mL-1 de IDR-1018, 24 mM de D-glicose e sRANKL, 

comparado ao grupo controle (p<0,05) que apresentou um aumento na produção de 

NO (Figura 6F). Este resultado indica um potencial anti-osteoclastogênico in vitro do 

peptídeo IDR-1018, uma vez que a presença de NO em concentrações acima da linha 

de base inibem a diferenciação e a sobrevivência dos osteoclastos. Quando o 

peptídeo LL-37 foi adicionado como estímulo, foi possível observar um aumento na 

produção de NO quando testado sem (p<0,001) ou com sRANKL (p<0,0001), 12 ou 

24 mM de D-glicose (p<0,0001), ou mesmo na presença de ambos sRANKL e as altas 

concentrações de D-glicose (p<0,0001 e p<0,001) (Figuras 6G-J). Dessa forma, assim 

como o peptídeo IDR-1018, o peptídeo LL-37, também apresentou um potencial anti-

osteoclastogênico, uma vez que houve uma detecção ainda maior de produção de NO 

em comparação com o grupo de células estimulado com 32 µg.mL-1 de IDR-1018 

(Figura 6J). Dessa forma, nossos achados corroboram os já descritos na literatura, 

pois os peptídeos IDR-1018 e LL-37, ambos a 32 µg.mL-1, foram capazes de aumentar 

a produção de NO, mesmo em condições de alta glicose. Assim, podem contribuir 

positivamente para a inibição do processo de diferenciação dos osteoclastos.  
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Figura 8 - Produção de NO por macrófagos derivados de PBMC humano in vitro, após 24h. Macrófagos 

derivados de células PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose (A). + sRANKL 

(D). Células estimuladas com M-CSF e peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B) + sRANKL (E). 
Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) 

(C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 

(32 µg.mL-1) (G) + sRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo 

IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (I) + sRANKL (J). SP: sem qualquer peptídeo. As 

barras representam a média e o erro padrão em triplicatas técnicas e biológicas. As diferenças 

estatísticas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01, p<0,01 e p<0,0001) 

foram representadas por *, **, *** e ****, respectivamente.
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5.1.3 Coloração de TRAP 
 

Para a verificação da diferenciação dos osteoclastos foi realizada a coloração 

TRAP. Células com três ou mais núcleos foram consideradas células TRAP positivas 

semelhantes a osteoclastos (Figuras 7, 8 e 9). Primeiro, nos grupos estimulados com 

as altas concentrações de D-glicose (12 e 24 mM), foram contadas aproximadamente 

43 células TRAP positivas na cultura de células estimuladas com 12 mM de D-glicose 

(p<0,0001) (Figuras 7F e 9A) e 61 células TRAP positivas na cultura de células 

estimuladas com 24 mM de D-glicose (p<0,0001) (Figuras 7K e 9A). 

O peptídeo IDR-1018 foi testado em três concentrações diferentes (16, 32 e 64 

µg.mL-1). A cultura de células estimulada com a concentração de 16 µg.mL-1 

apresentou uma diferenciação de apenas 9 células TRAP positivas (Figuras 7B e 9B), 

12 células TRAP positivas foram verificadas na cultura de células estimuladas com a 

concentração de 32 µg.mL-1 (p<0,05) (Figuras 7C e 9B) e 10 células TRAP positivas 

foram verificadas na cultura de células estimulada com 64 µg.mL-1 (Figuras 7D e 9B). 

Quando as culturas de células foram estimuladas simultaneamente com altas 

concentrações de D-glicose (12 e 24 mM) e diferentes concentrações do peptídeo 

IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1), foi possível observar uma redução na contagem de 

células TRAP positivas, se comparado com os grupos estimulados apenas com D-

glicose. Nas culturas de células que receberam o estímulo de 12 mM de D-glicose, a 

diferenciação observada foi de 14 células TRAP positivas para todas as três 

concentrações testadas do peptídeo (p<0,0001) (Figuras 7G-I e 9C). Os grupos que 

receberam o estímulo 24 mM de D-glicose e 16 µg.mL-1 do IDR-1018 apresentaram 

diferenciação de aproximadamente 13 células TRAP positivas (p<0,0001) (Figuras 7L 

e 9C), enquanto que para ambas as concentrações de 32 e 64 µg.mL-1 observou-se 

a diferenciação de 15 células TRAP positivas, para cada grupo (p<0,0001) (Figuras 

7M-N e 9C). Nesse primeiro momento, onde apenas as diferentes concentrações de 

D-glicose (12 e 24 mM) e do peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) foram testadas, 

pode-se observar que a adição de D-glicose promoveu a diferenciação dos 

macrófagos derivados de PBMC humano em osteoclastos in vitro e que a adição do 

peptídeo IDR-1018 foi capaz de inibir o processo de diferenciação de osteoclastos.  

O sRANKL é um mediador inflamatório conhecido por sua capacidade de 

diferenciar macrófagos em osteoclastos. Portanto, devido a essa capacidade, o 

sRANKL foi utilizado como controle positivo para diferenciação de osteoclastos. O 
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estímulo sRANKL isolado promoveu a diferenciação de 86 células TRAP positivas 

(Figuras 8A e 9D). Quando adicionado 12 mM de D-glicose simultaneamente, o 

sRANKL foi capaz de promover a diferenciação de 109 células TRAP positivas 

(Figuras 8F e 9D), enquanto quando a concentração de 24 mM de D-glicose foi 

adicionada à cultura de células juntamente com o sRANKL, houve uma diferenciação 

de 144 células TRAP positivas (Figuras 8K e 9D). 

A etapa seguinte foi avaliar o efeito do peptídeo IDR-1018 quando na presença 

de sRANKL. O IDR-1018 foi capaz de reduzir a diferenciação de macrófagos em 

células TRAP positivas nas três concentrações testadas. Nas culturas de células 

estimuladas com 16 µg.mL-1 do peptídeo, foram observadas 55 células TRAP 

positivas (Figuras 8B e 9C), enquanto nas culturas de células estimuladas com 32 e 

64 µg.mL-1 do peptídeo IDR-1018, foi observado apenas 30 e 34 células TRAP 

positivas, respectivamente (p<0,01) (Figuras 8C-D e 9E). 

Considerando todos os resultados obtidos, a concentração de 32 μg.mL-1 foi a 

escolhida para comparação com o peptídeo LL-37 e a concentração utilizada nas 

análises subsequentes. Essa foi a menor concentração capaz de promover inibição 

significativa da diferenciação de osteoclastos in vitro. Uma situação semelhante, foi 

observada quando as culturas celulares foram estimuladas com o peptídeo LL-37, 

onde observou-se apenas a diferenciação de 4 células TRAP positivas (Figura 7E e 

9G). Ao adicionar sRANKL juntamente com o peptídeo LL-37, foi obtida uma 

contagem de 28 células TRAP positivas (Figura 8E e 9H), e na presença de 12 e 24 

mM de D-glicose, sRANKL e o peptídeo LL-37, observou-se uma contagem de 23 e 

42 células TRAP positivas diferenciadas, respectivamente para os grupos de 12 e 24 

mM de D-glicose (Figuras 8J, 8O e 9J). Dessa forma, observou-se que tanto o 

peptídeo IDR-1018, quanto o LL-37, foram capazes de reduzir a diferenciação de 

osteoclastos in vitro.  
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Figura 9 - Coloração TRAP para osteoclastos diferenciados de macrófagos derivados de PBMC 

humano in vitro, após 14 dias. Macrófagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, D-

glicose, peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1), conforme descrito nas 

imagens (A-O). Barra de escala = 50 µm. Fotos representativas de triplicatas técnicas e biológicas.  

 

 
Figura 10 - Coloração TRAP para osteoclastos diferenciados de macrófagos derivados de PBMC 

humano in vitro, após 14 dias. Macrófagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, D-

glicose, sRANKL, peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1), conforme 

descrito nas imagens (A-O). Barra de escala = 50 µm. Fotos representativas de triplicatas técnicas e 

biológicas. 
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Figura 11 - Osteoclastos diferenciados de macrófagos derivados de PBMC humano in vitro, após 14 

dias. Macrófagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose (A) 
+ sRANKL (D). Células estimuladas com M-CSF e peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B) + 

sRANKL (E). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 

64 µg.mL-1) (C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e 

peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (G) + sRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-

glicose, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (I) + sRANKL (J). SP: sem 

qualquer peptídeo. As barras representam a média e o erro padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. 

As diferenças estatísticas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01, 

p<0,001 e p<0,0001) foram representadas por *, **, *** e ****, respectivamente.
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5.1.3.1 Número de núcleos por osteoclasto diferenciado 

 

O número de núcleos por osteoclasto diferenciado foi outro parâmetro avaliado 

a partir da coloração TRAP. Em todos os tratamentos testados em que houve 

diferenciação de osteoclastos, foi também realizada a contagem de núcleos e a 

contagem permaneceu em aproximadamente 3 núcleos para cada osteoclasto 

diferenciado (Figura 10). 

 
Figura 12 - Número de núcleos por osteoclastos diferenciados de macrófagos derivados de PBMC 

humano. Macrófagos derivados de PBMC humano estimulados com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose 

(A) + sRANKL (D). Células estimuladas com M-CSF e peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B) + 

sRANKL (E). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 

64 µg.mL-1) (C) + sRANKL (F). Células estimuladas com M-CSF, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e 

peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (G) + sRANKL (H). Células estimuladas com M-CSF, 12 e 24 mM de D-

glicose, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (I) + sRANKL (J). SP: sem 

qualquer peptídeo. As barras representam a média e o erro padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. 

As diferenças estatísticas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01, p<0,01 

e p<0,001) foram representadas por *, ** e ***, respectivamente. (p<0,0001) foi representado por u em 

comparação com o grupo controle de macrófagos derivados de PBMC humano não estimulados. 
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5.1.4 Produção de citocinas  
 

5.1.4.1 Citocinas pró-inflamatórias TNF-a e IL-6 

 
Para entender os fatores que podem estar associados à inibição na 

osteoclastogênese in vitro promovida pelos peptídeos IDR-1018 e LL-37, avaliou-se a 

produção das citocinas envolvidas neste processo. As citocinas desempenham um 

papel essencial na manutenção da homeostase óssea com influência na formação e 

função dos osteoclastos (119,120). Uma vez que os peptídeos IDR-1018 e LL-37 não 

causaram alteração na viabilidade celular e até promoveram diminuição na 

diferenciação dos osteoclastos, foram verificados os efeitos das concentrações 

crescentes de D-glicose (12 e 24 mM), de ambos os peptídeos (IDR-1018 e LL-37), 

associados ou não ao sRANKL sobre a produção das citocinas pró-inflamatórias TNF-

α e IL-6, produzidas pelos macrófagos derivados de PBMC humano (Figura 11). 

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória que estimula a reabsorção óssea por 

induzir a proliferação de precursores de osteoclastos e atua nos osteoclastos como 

uma citocina anti-apoptótica (121,122). Dessa forma, ambas as altas concentrações 

de D-glicose (12 e 24 mM) não foram capazes de alterar a produção de TNF-α, 

comparado ao grupo controle. Em contraste, a cultura de células estimulada apenas 

com sRANKL apresentou um aumento na produção de TNF-α, quando comparado ao 

grupo controle (p<0,0001) (Figura 11A). Já o estímulo do peptídeo IDR-1018 nas 

culturas de células apresentou uma redução na produção de TNF-α em relação ao 

grupo controle (p<0,0001) (Figura 11B), enquanto o peptídeo LL-37 manteve o nível 

de TNF-α semelhante ao do grupo controle (Figura 11B). Da mesma forma, mesmo 

quando as culturas de células foram estimuladas com os peptídeos IDR-1018 e LL-37 

e também com sRANKL, ambos os peptídeos demonstraram uma redução na 

produção de TNF-α (p<0,0001) (Figura 11B). Na presença das altas concentrações 

de D-glicose (12 e 24 mM), os peptídeos IDR-1018 e LL-37 apresentaram uma 

redução na produção de TNF-α, comparado ao grupo de controle (p<0,0001) (Figura 

11C). 

Já a produção de IL-6 está relacionada à regulação de osteoclastos maduros. 

Apenas o peptídeo LL-37 apresentou uma redução na produção de IL-6, quando 

comparado ao grupo estimulado com sRANKL (p<0,05) (Figura 11F). Quando as altas 
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concentrações de D-glicose (12 e 24 mM) foram adicionadas às culturas, o grupo 

contendo o peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose também apresentou uma 

redução na produção de IL-6, quando comparado com o grupo estimulado com o 

peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glucose (p<0,05) (Figura 11G). 

 

5.1.4.2 Citocina anti-inflamatória IL-10 

 
A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória conhecida por sua capacidade de inibir 

a formação de osteoclastos (119). Quando as culturas de células foram estimuladas 

com as concentrações crescentes de D-glicose (12 e 24 mM) e os peptídeos IDR-

1018 e LL-37, ambos na ausência ou presença de sRANKL, não houve alteração na 

produção de IL-10 em comparação com o grupo de controle (Figuras 11I e 11J). No 

entanto, quando as culturas de células foram estimuladas simultaneamente com 12 

mM de D-glicose e o peptídeo IDR-1018, houve um aumento na produção de IL-10, 

comparado ao grupo controle e o grupo estimulado com 24 mM de D-glicose e o 

peptídeo IDR-1018 (p<0,01 e p<0,001) (Figura 11K). Em contraste, quando sRANKL 

foi adicionado às culturas de células estimuladas com ambos os peptídeos e as altas 

concentrações de D-glicose (12 e 24 mM), foi observada uma redução na produção 

de IL-10 nos grupos estimulados com o peptídeo IDR-1018 e 12 mM de D-glicose e 

com o peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose, em comparação com os grupos 

estimulados 12 mM de D-glicose e sRANKL e 24 mM de D-glicose e sRANKL 

(p<0,0001 e p<0,0001) (Figura 11L). Dessa forma, ao comparar ambos os peptídeos, 

o peptídeo LL-37 apresentou melhor resposta anti-inflamatória.  

O mapa de calor apresenta o compilado da expressão das citocinas testadas. 

Na escala do mapa de calor, o verde representa uma redução na produção, enquanto 

o vermelho representa um aumento na produção das citocinas analisadas (Figura 

11M).
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Figura 13 - Produção de TNF-α, IL-6 e IL-10 por macrófagos derivados de PBMC 
humano in vitro. Células estimuladas com M-CSF, D-glicose e sRANKL (A, E e 
I). Células estimuladas com M-CSF, IDR-1018 (32 µg.mL-1), LL-37 (32 µg.mL-1) 

e sRANKL (B, F e K). Células estimuladas com M-CSF, D-glucose, IDR-1018 (32 
µg.mL-1), LL37 (32 µg.mL-1) (C, G e K). Células estimuladas com M-CSF, D-

glucose, IDR-1018 (32 µg.mL-1), LL-37 (32 µg.mL-1) e sRANKL (D, H e L). Análise 

de mapa de calor dos perfis de expressão de citocinas (M). SP: sem qualquer 
peptídeo. As barras representam a média e o erro padrão, em triplicatas técnicas 

e biológicas. As diferenças estatísticas pelo teste one-way ANOVA e pós teste 

de Bonferroni (p<0,05, p<0,01, p<0,001 e p<0,0001) foram representadas por *, **, *** e ****, respectivamente. 
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5.2 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE DEPOSIÇÃO ÓSSEA - 

OSTEOBLASTOS DERIVADOS DE SAOS-2 

 

5.2.1 Viabilidade celular 
 

Ao contrário da viabilidade celular apresentada pelos macrófagos derivados de 

PBMC humano, a cultura de células SaOs-2 não seguiu o mesmo padrão de 

viabilidade. As células SaOs-2 apresentaram mais de 50% de redução na viabilidade 

quando a cultura celular foi exposta ao estímulo de altas concentrações de D-glicose 

(12 e 24 mM) em comparação com o grupo controle (p<0,001 e p<0,0001) (Figura 

12A). Quando as concentrações do peptídeo IDR-1018 foram testadas, a viabilidade 

diminuiu em aproximadamente 60 % no grupo estimulado com a concentração de 16 

µg.mL
-1

 (p<0,001) e aproximadamente 70 % nos grupos estimulados com 32 e 64 

µg.mL
-1

, em comparação com o grupo controle (p<0,0001) (Figura 12B). Quando as 

altas concentrações de D-glicose foram associadas às diferentes concentrações do 

peptídeo, o IDR-1018 apresentou uma recuperação de viabilidade na presença de 12 

mM de D-glicose, com uma redução apenas de aproximadamente 35% da viabilidade 

nos grupos contendo 16 e 32 µg.mL
-1

. Já no grupo estimulado com 64 µg.mL
-1

 do 

peptídeo IDR-1018, houve redução de viabilidade celular de aproximadamente 56 %, 

em comparação ao grupo controle. No entanto, essa recuperação da viabilidade não 

pode ser observada nos grupos testados com 24 mM de D-glicose, onde observou-se 

uma redução de aproximadamente 70 % da viabilidade celular nos grupos contendo 

16 e 32 µg.mL
-1

 (p<0,05) e redução de 47 % da viabilidade celular no grupo estimulado 

com 64 µg.mL
-1

, quando comparado ao grupo controle (Figura 12C). 

Em um segundo momento, ambos os peptídeos (IDR-1018 e LL-37) foram 

testados com concentração de 32 µg.mL
-1

, na ausência e presença de concentrações 

crescentes de D-glicose (12 e 24 mM). Primeiramente, os peptídeos foram analisados 

de forma isolada e o peptídeo IDR-1018 apresentou redução de aproximadamente 70 

% da viabilidade, comparado ao grupo controle (p<0,0001). Em contrapartida, o 

peptídeo LL-37 promoveu um aumento de aproximadamente 53 % da viabilidade 

celular, em comparação ao grupo controle (p<0,01) (Figura 12D). Quando os 

peptídeos e as concentrações crescentes de D-glicose (12 e 24 mM) foram testados, 

o peptídeo IDR-1018 manteve a viabilidade celular em 64 % e o peptídeo LL-37 
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aumentou 22 %, comparado ao grupo estimulado apenas com 12 mM de D-glicose 

(p<0,01). Por outro lado, houve diminuição de aproximadamente 70 % da viabilidade 

celular no grupo estimulado com o peptídeo IDR-1018 e 24 mM de D-glicose. 

Enquanto o peptídeo LL-37 aumentou aproximadamente 50 % quando comparado ao 

grupo estimulado com 24 mM de D-glucose (p<0,0001) (Figura 12E). 

 

 
Figura 14 - Viabilidade celular de células SaOs-2 in vitro em condições osteogênicas (ácido ascórbico, 

b-glicerofosfato e dexametasona), após 21 dias. Células SaOs-2 em condições osteogênicas 

estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose (A). Células SaOs-2 em condições osteogênicas 

estimuladas com o peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B). Células SaOs-2 em condições 

osteogênicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) 

(C). Células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com o peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e 

o peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (D). Células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com 12 e 

24 mM de D-glicose, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (E). OB: células 

semelhantes a osteoblastos; SP: sem qualquer peptídeo. As barras representam a média e o erro 

padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. As diferenças estatísticas pelo teste one-way ANOVA e 
pós teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01 p<0,001 e p<0,0001) foram representadas por *, **, *** e ****, 

respectivamente. 
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5.2.2 Quantificação de fosfato inorgânico  
 

O Pi é um dos principais componentes necessários à formação mineral óssea, 

por isso foi quantificado no sobrenadante das células SaOs-2 (123). Após 21 dias, a 

quantificação de Pi apresentou valores semelhantes em todas as situações testadas, 

envolvendo as concentrações crescentes de D-glicose (12 e 24 mM), as diferentes 

concentrações de IDR-1018 e LL-37 (Figura 13). Apenas as células estimuladas com 

32 µg.mL
-1

 do peptídeo LL-37 apresentaram uma redução na quantificação de Pi em 

comparação com o grupo estimulado com 32 µg.mL
-1

 do peptídeo IDR-1018 (p<0,05) 

(Figura 13D ). 

 
Figura 15 - Quantificação de fosfato inorgânico no sobrenadante de células SaOs-2 in vitro sob 

condições osteogênicas (ácido ascórbico, b-glicerofosfato e dexametasona), após 21 dias. 

Sobrenadante de células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-

glicose (A). Sobrenadante de células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com o peptídeo 

IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B). Sobrenadante de células SaOs-2 em condições osteogênicas 

estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (C). 
Sobrenadante de células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com peptídeo IDR-1018 (32 

µg.mL-1) e peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (D). Sobrenadante de células SaOs-2 em condições 
osteogênicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo 

LL-37 (32 µg.mL-1) (E). OB: células semelhantes a osteoblastos; SP: sem qualquer peptídeo. As barras 

representam a média e o erro padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. A diferença estatística pelo 

teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni (p<0,05) foi representada por *. 
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5.2.3 Quantificação de fosfatase alcalina (ALP) 
 

A ALP é uma enzima importante envolvida no processo de mineralização e, 

portanto, sua atividade foi verificada nas culturas de células SaOs-2 (Figura 14) (124). 

Após 21 dias, observou-se que apenas as culturas celulares estimuladas com 32 

μg.mL
-1

 do peptídeo IDR-1018 apresentaram uma atividade de ALP mais significativa 

em comparação com o grupo controle (p <0,05) (figura 14B e 14D). 

 
Figura 16 - Atividade da enzima ALP por miligrama de proteína em lisado de células SaOs-2 cultivadas 

em condições osteogênicas (ácido ascórbico, b-glicerofosfato e dexametasona) in vitro, após 21 dias. 

Células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose (A). Células 

SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com o peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B). 
Células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptídeo IDR-

1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (C). Células SaOs-2 em condições osteogênicas estimuladas com o 
peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e o peptídeo LL-37 (32 µg.mL-1) (D). Células SaOs-2 em condições 

osteogênicas estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose, peptídeo IDR-1018 (32 µg.mL-1) e peptídeo 

LL-37 (32 µg.mL-1) (E). OB: células semelhantes a osteoblastos; SP: sem qualquer peptídeo. As barras 

representam a média e o erro padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. A diferença estatística pelo 

teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni (p<0,05) foi representada por *. 
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5.2.4 Coloração e quantificação de vermelho de alizarina 
 

Para a verificação da diferenciação dos osteoblastos, a quantificação da 

coloração de vermelho de alizarina foi realizada (Figura 15). Primeiro, as células 

SaOs-2 foram estimuladas apenas com as diferentes concentrações de D-glicose (12 

e 24 mm) e o grupo de células estimulado com 12 mM de D-glicose apresentou um 

ligeiro aumento na quantificação de vermelho de alizarina em comparação ao grupo 

controle (p<0,05) (Figura 15A). O próximo passo foi verificar o efeito das três 

diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 μg.mL
-1

), onde a 

concentração de 32 μg.mL
-1

 apresentou um ligeiro aumento na quantificação de 

vermelho de alizarina quando comparado com a observada no grupo estimulado com 

16 μg.mL
-1

 do peptídeo IDR-1018 (p<0,05) (Figura 15B). Em seguida, as três 

diferentes concentrações de peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 μg.mL
-1

) foram testadas 

na presença das altas concentrações de D-glucose (12 e 24 mM). A cultura de células 

estimulada com 16 μg.mL
-1

 do peptídeo IDR-1018, tanto na presença de 12 mM, 

quanto 24 mM de D-glicose apresentaram uma quantificação ligeiramente maior do 

que os grupos estimulados com 32 e 64 μg.mL
-1

, na presença de ambas as 

concentrações (12 e 24 mM) de D-glicose (p<0,05) (figura 15C e 15D). 

Em um segundo momento, as culturas de células SaOs-2 foram estimuladas 

com 32 μg.mL
-1

 dos peptídeos IDR-1018 e LL-37, além das altas concentrações de 

D-glicose (12 e 24 mM). A presença apenas dos peptídeos na cultura de células não 

apresentou nenhuma alteração na quantificação de vermelho de alizarina, quando 

comparado com o grupo de controle (Figura 15E). Mas quando 12 mM de D-glicose 

foi adicionado às culturas de células, o peptídeo LL-37 apresentou maior quantificação 

de vermelho de alizarina quando comparado com o grupo estimulado com o peptídeo 

IDR-1018 e 12 mM de D-glicose (p<0,01) (Figura 15F). E por fim, apenas o grupo de 

células estimulado com 24 mM de D-glicose apresentou uma redução na quantificação 

de vermelho de alizarina, quando comparado com o grupo controle (p<0,05) (Figura 

15G). 
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Figura 17 - Coloração e quantificação da coloração vermelho de alizarina para mineralização de células 

SaOs-2 sob condições osteogênicas (ácido ascórbico, b-glicerofosfato e dexametasona) in vitro, após 

21 dias. Células SaOs-2 em condições osteogênicas (A1) estimuladas com 12 (A2) e 24 mM de D-

glicose (A3; A). Células estimuladas com IDR-1018 - 16 µg.mL-1 (B1), 32 µg.mL-1 (B2) e 64 µg.mL-1 

(B3; B). Células estimuladas com 12 mM de D-glicose, e IDR-1018 - 16 µg.mL-1 (C1), 32 µg.mL-1 (C2) 
e 64 µg.mL-1 (C3; C). Células estimuladas com 24 mM de D-glicose e IDR-1018 - 16 µg.mL-1 (D1), 32 

µg.mL-1 (D2) e 64 µg.mL-1 (D3; D). Células estimuladas com IDR-1018 (32 µg.mL-1) (E1) e LL-37 (32 

µg.mL-1) (E3; E). Células estimuladas com 12 mM de D-glicose, IDR-1018 (32 µg.mL-1) (F3) e LL-37 
(32 µg.mL-1) (F4; F). Células estimuladas com 24 mM de D-glicose, IDR-1018 (32 µg.mL-1) (G3) e LL-

37 (32 µg.mL-1) (G4; G). OB: células do tipo osteoblasto. As barras representam a média e o erro 

padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. SP: sem qualquer peptídeo. As diferenças estatísticas pelo 

teste one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01 e p<0,001) foram representadas por 

*, ** e ***, respectivamente. Imagens em escala de 500 µm. Fotos representativas de triplicatas técnicas 

e biológicas. 
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5.3 ENSAIOS RELACIONADOS AO PROCESSO DE CICATRIZAÇÃO 

TECIDUAL - FIBROBLASTO HUMANO (HFIB) 

 

5.3.1 Viabilidade celular 
 

Assim como nas culturas de macrófagos derivados de PBMC humano, as 

células HFIB mantiveram sua viabilidade após 24 h de incubação em todas as 

condições testadas, ou seja, na presença das diferentes concentrações de D-glicose 

(12 e 24 mM) e com as diferentes concentrações do peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 

μg.mL
-1

). A menor taxa de viabilidade celular foi observada na cultura celular que 

recebeu o estímulo de 64 μg.mL
-1

 do peptídeo IDR-1018, apresentando 79 % de 

viabilidade celular, quando comparada ao grupo estimulado com 16 μg.mL
-1

 do 

peptídeo IDR-1018 (p<0,05) (Figura 16). 

 

 
Figura 18 - Viabilidade celular de células hFIB in vitro, após 24h. Células hFIB estimuladas com 12 e 

24 mM de D-glicose (A). Células hFIB estimuladas com peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (B). 
Células hFIB estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose e peptídeo IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) 

(C). Controle: células hFIB com 0% de SBF. As barras representam a média e o erro padrão, em 

triplicatas técnicas e biológicas. As diferenças estatísticas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de 

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

Para a caracterização preliminar dos grupos de controle e, em seguida, para 

avaliar os efeitos reais do peptídeo IDR-1018 na migração celular, os efeitos da D-

glicose e do SFB na proliferação celular foram avaliados em culturas de células hFIB 

utilizando o ensaio de exclusão de azul de tripan. Como mostrado na Figura 17, após 

24 horas de incubação, todas as condições testadas mantiveram de forma semelhante 

o número de células. Após 72 h, foi possível verificar a diferença promovida pela 

presença da D-glicose e do SFB nas culturas. Quando ambos os estímulos (SFB e D-

glicose) foram aplicados à cultura de células, um número maior de células contadas 

foi observado, quando comparado a contagem de células do grupo sem nenhum 

estímulo. Curiosamente, foi possível perceber um aumento de aproximadamente 117 

% do número de células, no tempo de 72 h, quando metade do meio de cultura e 

estímulos foram renovados, para o tempo de 96 h, nas culturas estimuladas ao mesmo 

tempo com 15 % de SFB e 24 mM de D-glicose. Após esse período, no mesmo grupo 

foi observada uma redução de 42,6 % na contagem de células após 120 h, indicando 

que ambos os estímulos atuam rapidamente na proliferação celular. Mesmo no tempo 

experimental final (120 h), todas as células estimuladas com D-Glucose (12 ou 24 mM) 

e/ou SFB mantiveram o número de células superior ao da cultura de células na 

ausência de estímulos (0% SFB e 0 mM de D-glicose). 

 

 
Figura 19 - Proliferação celular de células hFIB in vitro, após 0, 24, 48, 72, 96 e 120h. Células hFIB 

estimuladas com 0 e 15% de SBF e 12 e 24 mM de D-glicose. Os dados representam a média e o erro 

padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. Os dados foram analisados por regressão não linear e pós 

teste de Kolmogorov-smirnov (p<0,05). 
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Após o ensaio de proliferação celular, o potencial do peptídeo IDR-1018 para 

migrar e promover o fechamento de uma ferida foi avaliado em células hFIB por meio 

de ensaio de scratch in vitro. Após 24 h, observou-se que a concentração de 64 µg.mL
-

1
 do peptídeo IDR-1018 sozinha promoveu leve migração celular (Figura 18B e 19AD), 

que foi acentuada com a adição de 12 mM de D-glicose (Figura 18C e 19AG). Em 

contraste, todas as outras condições testadas (diferentes concentrações de D-glicose 

sozinhas e diferentes concentrações de peptídeo IDR-1018 em associação com 12 e 

24 mM de D-glicose) foram capazes de promover aproximadamente 50 % do 

fechamento da ferida (Figura 18A, 18C, 19E, 19N, 19X, 19AG, 19H, 19Q, 19AA e 

19AJ). 

Após 48 h, a concentração de 16 µg.mL
-1

 do peptídeo IDR-1018 promoveu um 

maior número de células migradas (Figura 14E e 15L) em comparação com o grupo 

controle e com os grupos estimulados pelo IDR-1018 (32 e 64 µg.mL
-1

). Os grupo 

estimulados com 32 e 64 µg.mL
-1 

do peptídeo IDR-1018 não foram capazes de 

promover mudanças no número de células migradas, quando comparado ao grupo 

controle (Figura 18E, 19C, 19U e 19AE). Quando as diferentes concentrações de D-

glicose (12 e 24 mM) foram adicionadas às diferentes concentrações do peptídeo IDR-

1018, todas as condições testadas foram capazes de promover 100 % do fechamento 

da ferida (Figura 19F, 19O, 19Y, 19AH, 19I, 19R, 19AB e 19AK), quando comparadas 

ao grupo controle. 

  



 76 

 
Figura 20 - Número de células hFIB migradas in vitro, após scratch em 24 e 48h. Células hFIB 

estimuladas com 12 e 24 mM de D-glicose (A e D). Células hFIB estimuladas com o peptídeo IDR-1018 

(16, 32 e 64 µg.mL-1) (B e E). Células hFIB estimuladas com 12 e 24 mM de D-glucose e peptídeo IDR-

1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (C e F). Controle: células hFIB com 0% de SBF. As barras representam a 

média e o erro padrão, em triplicatas técnicas e biológicas. As diferenças estatísticas pelo teste one-

way ANOVA e pós teste de Bonferroni (p<0,05, p<0,01 e p<0,0001) foram representadas por *, **, *** 

e ****, respectivamente. 
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Figura 21 - Migração de células hFIB in vitro, após scratch em 0, 24 e 48h. Células hFIB estimuladas na ausência de SFB (0%) (A - C), na presença do peptídeo 

IDR-1018 (16, 32 e 64 µg.mL-1) (J-L, S-U, AC-AE ), 12 mM (D-F, M-O, V-Y, AF-AH) e 24 mM de D-glicose (G-I, P-R, Z-AB, AI-AK). Os pontos em cinza 

representam as células migradas marcadas. Barra de escala = 500 µm. Fotos representativas de triplicatas técnicas e biológicas.
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6 DISCUSSÃO  
 

O DM se apresenta como um problema de saúde pública que afeta cerca de 

463 milhões de pessoas em todo o mundo (125). O envelhecimento populacional e as 

mudanças no estilo de vida geralmente são identificados como os principais 

determinantes para o DM2 (126). Já se sabe que o DM é responsável por várias 

complicações sistêmicas e que a hiperglicemia está relacionada a grande parte delas. 

Nesse sentido, do ponto de vista ósseo, apesar da alta densidade mineral óssea 

(DMO) em pacientes com DM2, a fragilidade óssea também foi reconhecida como 

uma complicação relacionada à hiperglicemia crônica devido a alterações na 

microestrutura óssea. A persistência da alta concentração de açúcar no sangue 

aumenta os níveis de estresse oxidativo, que por sua vez aumentam a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e ROS, resultando em um ciclo vicioso de inflamação 

crônica, aumento de reabsorção óssea e redução de formação óssea (7,127). Para 

isso, ainda não há terapia e diretrizes explicitamente projetadas para o tratamento da 

fragilidade óssea em pacientes diabéticos (7,128). Atualmente, o recomendado é a 

manutenção de um bom controle glicêmico, intervenções de estilo de vida (perda de 

peso) e, quando indicado, medicamentos voltados para o tratamento da osteoporose 

(7,129). 

Nessa condição, considerando a estreita relação entre o sistema imunológico 

e o metabolismo ósseo, uma vez que as citocinas são responsáveis pela manutenção 

da homeostase óssea, peptídeos já foram descritos com potencial para modular o 

sistema imunológico e peptídeos antimicrobianos já foram utilizados em estudos 

envolvendo osteoclastos e osteoblastos (130,131). Por exemplo, Yang et al. (132) 

desenvolveu um hidrogel formado a partir da combinação do peptídeo carreador 

RADA16 e o peptídeo antimicrobiano catiônico Tet213 para avaliação de osteogênese 

na tíbia de coelhos infectadas com S. aureus. A combinação se mostrou eficaz na 

proliferação de osteoblastos, melhorou a osteogênese e diminuiu a osteomielite 

induzida nos animais. Já o peptídeo antimicrobiano beta-defensina-2humana (hBD2) 

apresentou inibição do crescimento bacteriano de S. aureus e S. epidermidis e uma 

danificação das membranas dessas bactérias, além de promover a diferenciação 

osteogênica precoce e tardia de células-tronco mesenquimais da medula óssea de 
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camundongos avaliada por meio de proliferação celular, atividade de ALP e coloração 

de vermelho de alizarina (133). 

De modo semelhante, o peptídeo LL-37 pertence ao grupo das catelecidinas, 

que por sua vez pertence à família dos peptídeos antimicrobianos. Os peptídeos 

antimicrobianos fazem parte da resposta imune inata e são expressos por neutrófilos, 

monócitos, e por osteoblastos e macrófagos da medula óssea (37). Por falta de um 

fármaco padrão ouro no tratamento de fragilidade óssea diabética e por ser um 

peptídeo amplamente descrito na literatura, inclusive como supressor da 

osteoclastogênese, o peptídeo LL-37 foi escolhido para ser utilizado como 

comparativo neste trabalho. 

O tópico DM relacionado a respostas imunes começou a ser estudado pelo 

nosso grupo em 2014 e como parte da dissertação de mestrado apresentamos os 

efeitos de diferentes concentrações de glicose (5, 8, 12 e 24 mM) associadas aos 

estímulos de LPS e IFN-g em células RAW 264.7 sobre a produção de mediadores 

imunes (134). Seguindo nessa linha, avaliou-se nessas mesmas condições, 

entretanto apenas com as concentrações de 12 e 24 mM de D-glicose, uma vez que 

as concentrações de 5 e 8 mM (similar à normoglicemia) não apresentaram diferença 

quando comparadas ao grupo controle, os efeitos de diferentes peptídeos 

imunomoduladores, e entre eles, o peptídeo IDR-1018 foi o selecionado para a 

continuação dos estudos, por promover melhor reposta em produção de citocinas e 

portanto, optou-se por continuar os estudos envolvendo o peptídeo IDR-1018, mas 

dessa vez, abordando o DM e o aspecto ósseo e cicatricial. 

Atualmente não há estudos envolvendo peptídeos antimicrobianos ou HDPs 

relacionados à condição óssea associada ao DM. Assim como, ainda não há literatura 

sobre o papel que o peptídeo IDR-1018 pode desempenhar no processo de 

manutenção da homeostase óssea, e para isso, em uma condição com altas 

concentrações de D-glicose, o potencial dos peptídeos IDR-1018 e LL-37 foram 

testados nos processos de osteoclastogênese e mineralização in vitro.   

 Primeiro, os peptídeos IDR-1018 e LL-37 não foram citotóxicos para os 

macrófagos derivados de PBMCs humanos. Resultados semelhantes foram 

observados por Alencar-Silva et al. (135) utilizando 64 μg.mL-1 do peptídeo IDR-1018 

em células derivadas de pele humana, como fibroblastos primários, queratinócitos e 

melanócitos. Da mesma forma, Marin-Luevano et al. (136) demonstrou por meio da 

avaliação da atividade respiratória residual com o ensaio WST-1 que o peptídeo IDR-
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1018 não alterou a viabilidade das células endoteliais, porém diminuiu a viabilidade 

dos queratinócitos em aproximadamente 20% somente quando o peptídeo foi testado 

em concentrações acima de 100 μg.mL-1. Da mesma forma, Supanchart et al. (137) 

também descreveu a manutenção da viabilidade de PBMCs estimuladas com 8 μM (~ 

35,9 μg.mL-1) do peptídeo LL-37. 

 Uma vez que os peptídeos não foram tóxicos para os macrófagos derivados de 

PBMCs humanos, os efeitos dos peptídeos na produção de NO foram verificados 

devido ao seu potencial de toxicidade e sua importância na modulação dos efeitos 

inflamatórios e, consequentemente, no processo de osteoclastogênese. O NO é um 

mediador pró-inflamatório essencial na diferenciação dos osteoclastos, onde em 

baixas concentrações promove diferenciação e sobrevivência dos osteoclastos e em 

altas concentrações inibe o processo de osteoclastogênese (120). Esta inibição de 

diferenciação dos osteoclastos ocorre pois o NO pode inibir diretamente a atividade 

da NF-κB por S-nitrosilação da subunidade p50 (138). Dessa forma, nossos achados 

relacionados à produção de NO corroboram com o descrito na literatura, uma vez que 

os peptídeos IDR-1018 e LL-37, ambos em 32 μg.mL-1, foram capazes de aumentar 

a produção NO, mesmo em altas concentrações de D-glicose, podendo contribuir 

positivamente para a inibição do processo de diferenciação de osteoclastos. 

 Além da hiperglicemia prejudicada, sabe-se que os pacientes DM2 também 

possuem grandes buracos na rede óssea trabecular, diminuição do recrutamento de 

osteoblastos e aumento da osteoclastogênese (139). Este último ponto também foi 

observado neste estudo, uma vez que a presença de altas concentrações de D-glicose 

(12 e 24 mM) na cultura de macrófagos derivados de PBMCs promoveu a 

diferenciação de osteoclastos, o que pode ser explicado pelo papel das AGEs. Sabe-

se que o microambiente de alta glicose gera a produção de AGEs, o que, por sua vez, 

causa glicosilação não enzimática e se liga ao seu receptor (RAGE). Uma vez que os 

AGEs se ligam ao RAGE, a via de sinalização NF-κB é ativada, resultando em uma 

expressão de osteoclastogênese mediada por RANKL (140). Corroborando aos 

nossos achados, Wu et al. (141) relatou um aumento no número de osteoclastos em 

mandíbulas de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta rica em sacarose, nos 

tempos experimentais de 7, 14 e 28 dias. Entretanto, em contraste, Xu et al. (142) 

relatou que a alta concentração de D-glicose (33,6 mM) inibiu a osteoclastogênese in 

vitro de monócitos isolados da medula óssea de camundongos C57BL/6J, a partir da 

verificação da diminuição da atividade da enzima TRAP. 
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Já em relação aos peptídeos, observou-se que o tratamento dos peptídeos 

IDR-1018 e LL-37 à cultura de células estimuladas com altas concentrações de D-

glicose (12 e 24 mM) foram positivos para a inibição da osteoclastogênese in vitro. 

Este é o primeiro estudo que avalia o potencial anti-osteoclastogênese para o 

peptídeo IDR-1018. Além do IDR-1018, o peptídeo LL-37 também demonstrou o 

mesmo potencial de inibição da osteoclastogênese. Dados semelhantes foram 

descritos por Supanchart et al. (137) que demonstrou que o LL-37 inibe a formação 

de osteoclastos diminuindo a coloração de TRAP e F-actina de forma dose-

dependente, sugerindo um bloqueio na expressão TRAP e fusão de osteoclastos. 

Além disso, o peptídeo LL-37 também é capaz de diferenciar monócitos de amostras 

de sangue em monócitos derivados de células formadoras de ossos e acelerar a 

reparação óssea (143). 

 Dessa forma, na tentativa de tentar compreender melhor os fatores que 

poderiam estar associados à redução da osteoclastogênese in vitro promovida pelos 

peptídeos, foram avaliadas a produção de algumas citocinas envolvidas nesse 

processo. As citocinas desempenham um papel essencial na manutenção da 

homeostase óssea, e é bem estabelecido na literatura que as citocinas influenciam na 

formação e função dos osteoclastos (119,120). Citocinas pró-inflamatórias podem ter 

um papel na fragilidade óssea diabética, onde o aumento dos níveis de citocinas pode 

ativar a osteoclastogênese e suprimir a mineralização óssea (7). A citocina TNF-α é 

uma potente citocina pró-inflamatória que estimula a reabsorção óssea induzindo a 

expressão RANK e RANKL, e consequentemente a proliferação de células 

precursoras de osteoclastos, além de atuar como citocina anti-apoptótica nos 

osteoclastos já desenvolvidos (121,122). Sob um estado de hiperglicemia crônica, há 

um aumento da expressão ROS e TNF-α, aumentando a expressão de esclerostina, 

proteína responsável pela inibição da formação óssea via inibição da via de 

sinalização Wnt-b-catenina. A regulação dos níveis TNF-α e ROS pode ser uma 

estratégia para complicações ósseas em pacientes diabéticos (144). Nossos dados 

demonstraram que o peptídeo IDR-1018 diminuiu a produção de TNF-α mesmo em 

PBMCs estimulados com RANKL, ou seja, em uma condição inflamatória. Da mesma 

forma, Wieczorek et al. (130) relatou que o peptídeo IDR-1018 diminuiu uma resposta 

pró-inflamatória de produção de TNF-α em PBMCs estimulados por LPS, assim como 

Freitas et al. (145) demonstrou que o peptídeo IDR-1018 diminuiu a produção de TNF-

α em macrófagos derivados da medula óssea de camundongos estimulados por 



 82 

antígenos heat killed de C. albicans e IFN-g. A respeito do peptídeo LL-37, Yu et al. 

(146) relatou que ele poderia retornar aos níveis basais de TNF-α em condições 

inflamatórias e constatou que a expressão de mRNA de TNF-α também foi reduzida. 

Assim como o TNF-α, o IL-6 também desempenha um papel importante no 

processo de osteoclastogênese. A IL-6 é uma citocina pleiotrópica que atua através 

do receptor de IL-6 (IL-6R), e sua inibição resulta em bloqueio da formação de 

osteoclastos (147). A IL-6 é um potente indutor de osteoclastogênese independente 

do RANKL e está centralmente envolvida na patogênese de perda óssea por 

inflamação crônica e aguda (120,148). Em pacientes idosos e diabéticos, a presença 

de hiperglicemia e AGEs ativam MAPKs, ERK 1/2, P38 e STAT3 sinalizando através 

do aumento da secreção IL-6 por osteócitos (144). Levando em conta os resultados 

obtidos aqui, os peptídeos IDR-1018 e o LL-37 foram capazes de diminuir a produção 

de IL-6 em condições de estímulo de sRANKL e 24 mM de D-glicose. Da mesma 

forma, Mayer et al. (149) também descreveu um efeito anti-inflamatório pelo peptídeo 

IDR-1018 com completa ausência da produção de IL-6 em PBMCs de fibrose cística 

estimulados com flagelina e LPS de P. aeruginosa. Mas, em contraste, os monócitos 

estimulados pelo peptídeo LL-37 aumentaram a produção de IL-6 e as MSCs 

estimuladas por LL-37, após 48h, liberaram um perfil com moléculas mais 

inflamatórias e entre elas, a IL-6 (143,150). 

 Em contraste, as citocinas anti-inflamatórias também desempenham um papel 

no processo de osteoclastogênese e, portanto, a IL-10 foi selecionada para avaliação 

neste trabalho. A IL-10 é uma potente citocina anti-inflamatória e um potente 

supressor de osteoclastogênese inibindo a expressão NFATc1 e sua translocação 

nuclear. Além disso, a IL-10 também promove o aumento de OPG e a diminuição de 

RANKL e M-CSF (120,151,152). Em nossos achados, o peptídeo LL-37 manteve a 

produção de IL-10 em nível basal e o peptídeo IDR-1018 promoveu um aumento de 

produção da IL-10 em macrófagos derivados de PBMCs estimulados por 12 mM de 

D-glicose e uma diminuição de IL-10 nos grupos estimulados com sRANKL e altas 

concentrações de D-glicose (12 e 24 mM). Uma possível explicação para a diminuição 

da produção de IL-10 em condições de estímulo por sRANKL e altas concentrações 

de D-glicose é a presença do estímulo de M-CSF na cultura celular, fator responsável 

por promover um fenótipo de macrófago do tipo M2 aprimorado e, consequentemente, 

não há aumento na produção de IL-10. No entanto, a resposta ainda é considerada 

benéfica, uma vez que esse tipo de macrófago promove a reparação e a remodelação 
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de tecidos e elimina as células apoptóticas (153). Por outro lado, Mayer et al. (149) 

descreveu que o peptídeo IDR-1018 poderia aumentar a produção de IL-10 em 

PBMCs derivadas de pacientes com fibrose cística estimuladas com LPS de P. 

aeruginosa. Este aumento da produção IL-10 deveu-se provavelmente ao fenótipo de 

macrófago do tipo M1 obtido devido ao estímulo utilizado. Em relação ao peptídeo LL-

37, Lima et al. (154) relatou que a produção de IL-10 não foi afetada pela presença do 

tratamento do peptídeo LL-37 em cultura de células RAW 264.7 estimuladas por 

antígenos heat killed de C. albicans com e sem IFN-g, em concordância com os 

resultados obtidos neste estudo. 

 Dado os efeitos dos peptídeos IDR-1018 e LL-37 em condições 

osteoclastogênicas, também foi avaliado o potencial de mineralização dos peptídeos 

em cultura de células semelhantes a osteoblastos (SaOs-2). SaOs-2 é uma linhagem 

de células derivadas de osteosarcoma amplamente utilizada como modelo 

osteoblástico para diferenciação de células ósseas (155,156). As células tumorais são 

conhecidas por sua alta taxa de proliferação, e as células proliferativas apresentam 

maior absorção de glicose (157). Da mesma forma que a glicose promove a 

proliferação celular, o peptídeo IDR-1018 também foi descrito como um indutor da 

proliferação celular (135). Outro fator que deve ser levado em conta é que o β-

glicerofosfato, estímulo utilizado para o condicionamento osteogênico, é uma das 

formas possíveis de fosfato inorgânico (Pi) e é comumente adicionado aos meios de 

cultura celular para estimular a proliferação in vitro e o processo de mineralização 

(158). Assim, a viabilidade celular foi menor nas culturas estimuladas com as altas 

concentrações de D-glicose (12 e 24 mM) e pelo peptídeo IDR-1018, provavelmente 

pelo aumento da proliferação celular provocado por esses estímulos. 

Os principais pontos relacionados à fragilidade óssea em pacientes diabéticos 

são a glicoslação não enzimática do colágeno, a diminuição da remodelação óssea e 

o estado pró-inflamatório causado pela presença de hiperglicemia (7). Franke et al. 

(159) evidenciou que o acúmulo de AGEs na matriz óssea tem o potencial de suprimir 

propriedades osteogênicas e promover propriedades osteoclastogênicas dos 

osteoblastos in vivo. Desta forma, aqui investigamos o potencial dos peptídeos IDR-

1018 e LL-37 sobre a quantidade de Pi, a atividade da enzima ALP e os depósitos de 

cálcio a partir da coloração de vermelho de alizarina no cultivo de células SaOs-2 em 

meio osteogênico, uma vez que esses componentes estão envolvidos na 

mineralização óssea (123). 
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Dessa forma, o início das análises relacionadas à mineralização se deu pela 

quantificação de fosfato. O Pi é um componente essencial para formação de 

hidroxiapatita na matriz extracelular óssea, e sua concentração intracelular livre 

(solúvel) é aproximadamente igual à concentração extracelular (160). Estudos 

demostraram que Pi induz genes responsáveis pela proliferação celular, metabolismo 

energético e mineralização de células semelhantes ao osteoblasto (158). Strzelecka-

Kiliszek et al. (161) reportou aumento da produção mineral em culturas estimuladas 

por meio em condições osteogênicas. Enquanto isso, nossos achados revelam que o 

peptídeo IDR-1018 manteve a quantificação do fosfato e o peptídeo LL-37 apresentou 

pequena redução.  

Seguindo no processo de mineralização, a enzima ALP promove o aumento do 

Pi e facilita a mineralização, desempenhando também um papel essencial no processo 

de mineralização. A ALP é uma metaloenzima composta de várias isoenzimas e é um 

dos primeiros genes ativados no mecanismo de calcificação. A expressão de ALP e, 

consequentemente, a diferenciação de osteoblastos são regulados principalmente 

pelas vias BMP/Runx2/Osterix e pela cascata de sinalização Wnt, que se comunicam 

entre si (162). Para o processo de mineralização, a razão entre Pi e pirofosfato 

inorgânico (PPi) é fundamental, e o papel da ALP é hidrolisar o PPi, que é um inibidor 

da formação de hidroxiapatita (163). A ALP é um marcador de mineralização e os 

resultados obtidos podem ser explicados pelo fenotipo osteoblástico maduro das 

células SaOs-2 (156), onde o peptídeo IDR-1018 apresentou um aumento da atividade 

da ALP.  

Da mesma forma, Mao et al. (164) e Liu et al. (165) também descreveram o 

aumento da atividade da ALP em osteoblastos humanos estimulados com um 

composto isolado da Uraria crinita comestível e em células-tronco mesenquimais de 

medula óssea cultivadas em meio osteogênico e estimuladas com wedelolactone, um 

composto isolado da Herba Ecliptae, respectivamente. Em relação ao peptídeo LL-37, 

nossos resultados não demonstraram qualquer alteração na atividade da ALP, ou 

seja, resultado similar ao obtido no grupo controle estimulado com meio osteogênico. 

No entanto, Cheng et al. (166) relatou que o peptídeo LL-37, em uma concentração 

de apenas 2,5 μg.mL-1, aumenta significativamente a atividade da ALP em células 

tronco originadas da papila apical, que são células essenciais para a formação de 

tecidos semelhantes à dentina/osso. 
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 Por fim, os peptídeos IDR-1018 e LL-37 apresentaram efeitos positivos na 

formação de matriz mineralizada e, até o momento, não há dados disponíveis sobre 

o efeito do IDR-1018 no processo de mineralização óssea, sendo este então o 

primeiro trabalho a abordar os efeitos desse peptídeo voltado ao aspecto ósseo. Em 

relação às altas concentrações de D-glicose, a concentração de 12 mM de D-glicose 

promoveu uma formação de depósito de cálcio mais significativa pelas células SaOs-

2 do que a concentração de 24 mM de D-glicose. Apesar disso, Pahwa et al. (167) 

descreveu que as concentrações de 11,1, 16,6 e 27,7 mM de glicose foram capazes 

de aumentar a diferenciação celular de osteoblastos, mas que apenas a concentração 

de 27,7 mM diminuiu a proliferação dos osteoblastos. Sobre diferentes concentrações 

testadas do peptídeo IDR-1018, quando foram testadas em associadas à glicose, 

apenas a concentração de 16 μg.mL-1 do peptídeo aumentou os depósitos de cálcio. 

Nesse sentido, e também considerando a atividade da ALP, o ensaio de coloração de 

vermelho de alizarina também confirma a função osteogênica tanto do peptídeo IDR-

1018, quanto do peptídeo LL-37. Dados semelhantes foram demonstrados por Cheng 

et al. (166) e Yu et al. (146) que relataram que as células do estroma da medula óssea 

tratadas com o peptídeo LL-37 tinham uma área maior de nódulos corados por 

vermelho de alizarina e que a expressão de ALP foi aumentada por células tratadas 

com LL-37, respectivamente. 

 Atualmente, os principais fármacos utilizados para a condição de fragilidade 

óssea são os da classe de bisfosfonatos, como o alendronato de sódio, e os anticorpos 

monoclonais romosozumab e denosumabe (28). Embora não existam estudos 

suficientes sobre a eficácia desses medicamentos em pacientes diabéticos, na 

ausência de terapia específica para esse grupo, esses fármacos acabam sendo 

utilizados para esse fim (168). Os bisfosfonatos são análogos sintéticos de pirofosfato 

inorgânico, inibindo a reabsorção óssea e aumentando a DMO. O romosozumabe, por 

outro lado, é um anticorpo anti-esclerostina, um dos principais inibidores da formação 

óssea, e o denosumabe é um anticorpo anti-RANKL (28,169). No entanto, o custo do 

tratamento (comparando o custo por mg) envolvendo esses dois medicamentos são 

muito caros. Utilizando uma cotação do dólar a R$ 5, os bisfosfonatos são os mais 

acessíveis, custando R$ 0,48/mg, em comparação aos anticorpos monoclonais, que 

podem ser até 222x mais caros, onde o romososumab chega a custar R$ 100/mg e o 

denosumabe R$ 15,65/mg. O uso de HDPs como IDR-1018 e LL-37 nesta condição 

clínica, poderia reduzir o custo do tratamento em até 11x em comparação com 
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anticorpos monoclonais, custando R$10/mg, apresentando-se como uma alternativa 

mais acessível. 

Além do aspecto ósseo e também devido à descompensação glicêmica, a micro 

e macrovasculatura podem estar comprometidas, levando a consequências como por 

exemplo, a neuropatia diabética (170,171). Levando isso em conta, a ocorrência de 

traumas, acompanhados de neuropatia periférica, possui alto potencial de causar 

ferimentos crônicos (172). As feridas diabéticas crônicas compreendem feridas que 

na maioria das vezes não progridem após a fase inflamatória e não cicatrizam dentro 

de 12 semanas. Durante esse período, o processo de cura pode ser interrompido e 

paralisado em diferentes fases, possivelmente influenciado pela hiperglicemia crônica, 

inflamação, disfunção micro e macrovascular, hipóxia, neuropatia autônoma e 

sensorial (173). As feridas crônicas geralmente apresentam altos níveis de citocinas 

pro-inflamatórias, infecções persistentes, biofilmes microbianos resistentes a 

medicamentos e células senescentes que não respondem aos estímulos de reparo 

(174,175). 

O manejo de feridas diabéticas inclui o desbridamento tecidual para remover a 

epiderme hiperqueratinosa, o tecido dérmico necrosado, debris celulares estranhos e 

bactérias; controle de infecções; equilíbrio da umidade para oferecer proteção contra 

infecções secundárias, remover exsudatos de feridas e promover a regeneração 

tecidual; e as bordas das feridas devem estar livres de enfraquecimento, ou seja, 

aderidas ao leito, uma vez que a migração de células na cicatrização ocorre das 

bordas para o centro (9,175). Atualmente, os tratamentos disponíveis para feridas 

diabéticas envolvem composições tópicas de colágeno bovino e fibroblastos e 

queratinócitos vivos, substituto dérmico derivado de fibroblastos humanos 

criopreservados, PDGF, queratinócitos cultivados na rede de colágeno povoada por 

fibroblastos, fator de crescimento de fibroblasto básico bovino recombinante e fármaco 

de proteína tópica. A lista de ensaios clínicos envolve gel real, curativo impregnado 

de mel, terapia de ondas de choque extracorpórea, gel de plasma autólogo rico em 

plaquetas e terapia de ferida de pressão negativa (61). Dessa forma, para as 

abordagens de terapias futuras, o uso do peptídeo IDR-1018 combinado com fatores 

de crescimento recombinantes ou mesmo com plasma autólogo rico em plaquetas 

poderia potencializar a cicatrização de feridas em pacientes diabéticos. 

Os HDPs são um grupo de moléculas conservadas e evolutivas que 

apresentam propriedades antimicrobianas e imunomodulatórias, e também atuam na 
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cicatrização de feridas (176–179). Em relação às feridas diabéticas, houve estudo 

envolvendo os peptídeos β-defensina-3 e MSI-78, no entanto, esses peptídeos 

falharam na fase 3 do estudo de ensaio clínico após não demonstrarem qualquer 

superioridade ao cuidado padrão da ferida com ofloxacina (180). Contudo, há 

descrição de testes com a combinação em formulação de biogel dos peptídeos 

antimicrobianos pexiganan e nisin para o controle de crescimentos planctônicos e de 

biofilmes de co-cultura de S. aureus e P. aeruginosa isoladas de pacientes diabéticos 

com úlceras nos membros inferiores. A combinação resultou em uma completa 

erradicação da cepa S. aureus no modelo de co-cultura, sugerindo assim um potencial 

de terapia complementar para o tratamento de úlceras diabéticas infectadas (181). 

Nesse sentido, levando em consideração o aspecto cicatricial sem o aspecto 

infeccioso das feridas diabéticas, o peptídeo IDR-1018 é amplamente descrito com o 

potencial imunomodulatório e também é descrito como uma molécula com efeitos pró-

angiogênicos e que promove a proliferação celular (135,136). Dessa forma, aqui foi 

avaliado brevemente o potencial regenerativo e migratório do peptídeo IDR-1018 em 

um ambiente com altas concentrações de glicose, como já descrito anteriormente. 

Primeiro, foi possível observar um aumento da viabilidade celular após 24h de 

exposição das células hFIB à altos níveis de D-glicose. A glicose é um carboidrato 

essencial para a manutenção da biologia celular e geração de energia metabólica. 

Esse nutriente participa de vias bioquímicas, sinalização intracelular e regulação de 

processos de osmolaridade, tornando-se um composto ligado a mudanças em 

diversas funções celulares, incluindo atividade proliferativa (182). Por outro lado, a 

glicose também pode interferir negativamente na taxa de migração, proliferação 

celular, apoptose e senescência celular devido à hiperglicemia temporária 

estabelecida por processos traumáticos, mas todos os efeitos podem ser dependentes 

do tipo de órgão/célula. Um estudo que utilizou fibroblastos gengivais humanos 

estimulados com altas concentrações de glicose (50 e 75 mM) por 72h demonstrou 

que a alta concentração de glicose provocou variação na morfologia celular, aumento 

no número e função de mitocôndrias e na taxa de apoptose (183,184). Nesse sentido, 

a alta concentração de glicose pode possuir um potencial citotóxico, mas não 

observamos esse efeito negativo quando avaliada a viabilidade celular, uma vez que 

estudos indicam que, em comparação com outros tipos celulares, os fibroblastos são 

mais resistentes a altos níveis de glicose (185). Da forma semelhante, um estudo 

demonstrou não haver diferença significativa na viabilidade das células MC3T3-E1 
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expostas a 15, 30 ou 50 mmol/L de glicose em comparação com o grupo controle sem 

glicose, também testado em 24h (186). 

Em relação ao peptídeo IDR-1018, os resultados obtidos demonstraram que a 

maior concentração testada do peptídeo apresentou ligeira diminuição na viabilidade 

celular das células hFIB, em comparação a menor concentração testada do peptídeo. 

O que, no entanto, quando comparado ao grupo controle, não houve diferença. Uma 

redução de viabilidade celular semelhante pode ser observada em PBMCs 

estimuladas com uma maior concentração de peptídeo IDR-1018 (>50 μg.mL-1) (187). 

No entanto, em outro estudo, houve uma redução de apenas 22% na viabilidade 

celular de cultura de queratinócitos humanos (HaCat), quando expostos a 100 μg.mL-

1 do peptídeo IDR-1018 e nenhuma alteração foi observada na viabilidade celular 

fibroblastos humanos, quando testadas concentrações de até 200 μg.mL-1 (94). 

Contudo, quando o peptídeo IDR-1018 foi exposto ao ambiente de alta concentração 

de glicose, a viabilidade celular foi totalmente recuperada, evidenciando o potencial 

proliferativo tanto do peptídeo quanto da glicose (94). 

Considerando os resultados obtidos pelo ensaio de MTT, onde pode-se 

observar um aumento da atividade enzimática mitocondrial, a hipótese de aumento da 

proliferação celular pela presença do estímulo de glicose foi levantada. Assim, para 

avaliar essa hipótese, foi realizada uma análise de proliferação celular nos tempos de 

0 a 120h, com intervalos de 24h entre uma análise e outra, para verificar o potencial 

migratório do peptídeo IDR-1018 em ambiente de alta concentração de glicose, no 

ensaio de migração. Embora relatos na literatura de que altas concentrações de 

glicose podem possuir potencial citotóxico para as células, a glicose é também uma 

excelente fonte de carbono, favorecendo a biossíntese de nucleotídeos e aminoácidos 

(182). Assim como a glicose, o SBF também possui componentes como hormônios, 

vitaminas e fatores de crescimento que favorecem a proliferação e manutenção celular 

(188). Desta forma, o experimento de proliferação celular foi realizado para destacar 

o efeito natural do estímulo da glicose e a ausência de SBF na migração celular.  

Processos rotineiros de cicatrização de feridas cutâneas envolvem proliferação 

e migração de fibroblastos, dentre outros processos (189). A migração celular é um 

processo crucial para angiogênese e re-epitelização de feridas, onde a ativação da 

migração celular envolve fatores de crescimento, citocinas, moléculas de adesão e 

angiogenina (190). O ensaio de migração demonstrou que o ambiente de altas 

concentrações de glicose (12 e 24 mM) estimulou a migração das células hFIB, 
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principalmente após 48h da promoção da ferida na monocamada celular, como 

esperado, e possivelmente devido ao efeito proliferativo da glicose. Em um estudo foi 

verificado que células de fibroblastos primários de prepúcio humano de neonatos 

estimuladas com 30 mM de glicose apresentaram proliferação celular. Entretanto, 

neste mesmo estudo foi observado que a migração de celular foi adiada devido à 

maior produção e efeito de ROS à sinalização JNK (189). Outros aspectos a serem 

considerados é que além de possivelmente inibir a migração celular, a alta 

concentração de glicose pode prejudicar a polaridade celular, inibir a maturação da 

adesão e desestabilizar a protrusão celular. Todas essas condições estão 

relacionadas à atividade da proteína Rac1 e ao aumento do estresse oxidativo (191).   

Por outro lado, as células hFIB estimuladas apenas com o peptídeo IDR-1018 

apresentam uma leve migração em todas as 3 concentrações testadas e resultados 

similares foram apresentados por Alencar-Silva et al. (135). O peptídeo IDR-1018 é 

descrito como um promotor de regeneração e cicatrização da pele com re-epitelização 

acelerada, além de promotor de migração celular de células como hFIB, melanócitos 

da linhagem MeWo e queratinócitos imortalizados da linhagem de células HaCat, mas 

os resultados mais pronunciados mostram que os queratinócitos têm uma melhor 

resposta ao estímulo do peptídeo IDR-1018 (94,135). Embora o peptídeo IDR-1018 

possa promover a cicatrização de feridas em várias condições in vitro e in vivo, 

inclusive sob infecção, a reparação de feridas no dorso de camundongos diabéticos 

não teve eficácia e esse resultado pode estar relacionado à resposta imune provocada 

pelo DM, uma vez que o peptídeo IDR-1018 atua modulando respostas imunes, é 

provável que o sistema imune comprometido do modelo animal diabético bloqueie 

uma ou mais vias de sinalização pelas quais o peptídeo exerce seus efeitos 

(94,102,136). 

Por fim, a partir dos resultados obtidos aqui e da literatura disponível, entende-

se que o peptídeo IDR-1018 é um promissor potencial adjuvante em terapias 

relacionadas ao DM, podendo contribuir para os tratamentos relacionados à 

fragilidade óssea e feridas diabéticas. 
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7 CONCLUSÃO 
 

Os peptídeos IDR-1018 e LL-37 são potenciais candidatos ao tratamento de 

fragilidade óssea diabética, pois demonstraram ter o potencial de inibir a 

osteoclastogênese in vitro e permitir a mineralização in vitro, com potencial de 

diferenciação de osteoblastos. Já em relação à cicatrização de feridas diabéticas, 

embora tenha relatos na literatura de que o peptídeo IDR-1018 possui potencial de 

cicatrização, essa característica foi diminuída quando testado em ambiente in vitro 

com altas concentrações de glicose. Para ambos os testes, tanto direcionados ao 

aspecto ósseo, quanto para feridas diabéticas, é importante ressaltar que mais 

estudos são necessários para complementar os dados obtidos aqui.  
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ANEXO A – ESPECTRO DE MASSA DOS PEPTÍDEOS IMUNOMODULADORES 
 

Figura 1 – 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 2 – Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo IDR-1018 (1536 Da), com pureza superior a 95%. 
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ANEXO B – PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 
PESQUISA 
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