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“O único verdadeiro progresso é o interior. 

O progresso material é um nada.” 

Julien Green 



 

Barbosa LA. Modulação da proliferação, apoptose e autofagia de 

linfócitos T por RAGE  [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014. 

RESUMO  

RAGE (Receptor for advanced glycation endproducts) é um receptor de padrões 

moleculares (PRR) reconhecido principalmente por seu envolvimento na patogênese 

de complicações secundárias do Diabetes Mellitus. Sua ativação está relacionada à 

modulação da resposta imune-inflamatória, promovendo ativação, migração e 

maturação de leucócitos; e induzindo a liberação de citocinas inflamatórias. A 

sinalização via RAGE também está relacionada à regulação dos processos de 

sobrevivência, apoptose e autofagia celular. Pouco se sabe sobre o papel de RAGE 

na regulação desses processos em células da resposta imune adaptativa e, 

especificamente, em linfócitos T. Nosso objetivo foi avaliar a influência da ativação 

de RAGE na biologia de células T. Para isso, observamos seus efeitos na 

modulação da proliferação, apoptose e autofagia, e a contribuição da ativação de 

NF-κB na indução desses processos. Células de linhagem de linfócitos T (JM/Jurkat) 

foram estimuladas com os ligantes de RAGE BSA-AGE (100 e 200 μg/mL) e S100b 

(10 μg/mL). A estimulação também foi realizada mediante a pré-ativação do receptor 

de células T (TCR). Experimentos de ganho de função foram realizados por meio da 

transfecção transitória das células com um vetor plasmidial de RAGE. A proliferação 

celular foi determinada por ensaio de exclusão com azul de Trypan. A apoptose foi 

avaliada através da detecção da fragmentação do DNA pelo método TUNEL e da 

expressão de p53, Bax e Bcl-2 por Western blot. Ainda por Western blot, 

observamos a expressão de proteínas características do processo de autofagia, p62 

e LC3; e de p50, subunidade do fator de transcrição NF-κB. O estímulo com BSA-

AGE e S100b não alterou a proliferação e a viabilidade, mas, em células 

transfectadas, esse estímulo tendeu a aumentar a proliferação e a viabilidade, 

sobretudo após a pré-ativação das células. O BSA-AGE e o S100b produziram 

efeitos distintos sobre a apoptose a depender da pré-ativação e do período 

experimental avaliado. O estímulo com os agonistas de RAGE atenuaram a inibição 

de LC3 e p53 induzida pela camptotecina. Efeito de “resgate” semelhante foi 

verificado na expressão de p50. O estímulo de RAGE parece favorecer a 



 

proliferação e a autofagia de linfócitos T. Os seus efeitos sobre a apoptose variam 

de acordo com o tipo, concentração e período de exposição ao ligante utilizado. 

Palavra-chaves: Imunidade adaptativa, Linfócitos T, Produtos finais de glicosilação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Barbosa LA. Modulation of proliferation, apoptosis and autophagy of T 

lymphocytes by RAGE  [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014. 

ABSTRACT  

RAGE (Receptor for advanced glycation endproducts) is a pattern recognition 

receptor (PRR) that is especially recognized for its involvement in the pathogenesis 

of secondary complications of Diabetes Mellitus. Its activation is related to the 

modulation of immune-inflammatory responses, by promoting activation, maturation 

and migration of leukocytes, as well as the induction of inflammatory cytokines. 

RAGE signaling is also related to the regulation of cellular processes like survival, 

apoptosis and autophagy. Little is known about the role of RAGE in the regulation of 

these processes in cells of the adaptive immune response, specifically in T 

lymphocytes. Our main purpose was to evaluate the influence of RAGE activation in 

T cell biology. We observed the role of this receptor in the modulation of proliferation, 

apoptosis and autophagy, and the contribution of NF-kB in the induction of these 

processes. A human cell line of T lymphocytes (JM/ Jurkat) were stimulated with the 

RAGE ligands: BSA-AGE (100 and 200 μg/mL) and S100B (10 μg/mL). The 

stimulation was also performed after pre-activation of the T cell receptor (TCR). Gain 

of function experiments were performed by transient transfection of cells with a 

plasmid vector to increase RAGE expression. Cell proliferation was determined by 

Trypan blue dye exclusion assay. Apoptosis was assessed by the detection of DNA 

fragmentation by the TUNEL method, and p53, Bax and Bcl-2 expression by Western 

blotting. Also by Western blotting, we observed the effect of RAGE on the expression 

of autophagy-related proteins, p62 and LC3, and on the expression of p50, subunit of 

the transcription factor, NF-κB. The stimulation with BSA- AGE and S100b did not 

alter the proliferation and viability, but, in transfected cells, this stimulation tended to 

increase proliferation and viability, especially after the cell pre-activation. BSA-AGE 

and S100b had distinct effects on apoptosis depending on the cell pre-activation and 

trial period evaluated. The stimulation with agonists of RAGE attenuated the 

inhibition of LC3 and p53 induced by camptothecin. Similar effect was observed in 

the expression of p50. The stimulation of RAGE seems to favor the proliferation and 



 

autophagy of T lymphocytes. Its effects on apoptosis may vary according to the type, 

concentration and period of exposure to the ligand used. 

Keywords: Adaptive immunity, T-Lymphocytes, Advanced glycosylation end 
products 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Diabetes é um importante problema de saúde pública devido às 

complicações associadas, as quais são decorrentes da modulação da resposta 

imune. 

 

  Estimativas recentes indicam que o diabetes afeta cerca de 13% da 

população com mais de 20 anos de idade, sendo que aproximadamente 40% dos 

casos não são diagnosticados. Entre adultos acima de 60 anos estas proporções 

aumentam para 30% de portadores, incluindo 46% dos casos não diagnosticados 

(Cowie et al.13, 2009) 

  O Diabetes Mellitus e suas complicações representam uma das 

principais causas de mortalidade e morbidade nos EUA (Engelgau et al.20, 2004), 

com custos econômicos associados às despesas de assistência médica e redução 

da capacidade produtiva destes pacientes na ordem de US$ 174 bilhões em 2007 

(American Diabetes Association3, 2008). As complicações cardiovasculares 

associadas ao diabetes representam a principal causa de mortalidade nestes 

pacientes (Mooradian63, 2003). De fato, a presença de diabetes não apenas é 

considerada um fator de risco independente para doenças cardiovasculares, como 

também amplifica o risco associado a outros fatores de risco clássicos, como a 

hipertensão, fumo e hipercolesterolemia (Stamler et al.84, 1993; Whiteley et al.99, 

2005), ainda que os mecanismos biológicos dessa relação não sejam 

completamente conhecidos (Sun et al.85, 2009).  

  Especificamente em relação às doenças periodontais, existem 

abundantes evidências epidemiológicas indicando maior severidade e extensão de 
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destruição periodontal em pacientes com diabetes, sendo a doença periodontal 

considerada uma das complicações “clássicas” (King47, 2008). A relação causal 

entre a presença do diabetes e estas complicações é demonstrada por estudo de 

intervenção longitudinal com mais de 25 anos de acompanhamento, em que o 

melhor controle metabólico resultou em significativa redução da incidência de 

complicações microvasculares e neurológicas (Kilpatrick et al.46, 2009). De forma 

similar, pacientes portadores de diabetes com melhor controle metabólico não 

apresentam maior severidade de doença periodontal (Tsai et al.92, 2002); e a 

resposta ao tratamento periodontal nestes pacientes é similar a de pacientes sem 

diabetes (Christgau et al.12, 1998). 

  A relação diabetes-resposta imune é complexa e recíproca, com 

diversas possibilidades de convergência das vias metabólica e inflamatória em 

múltiplos níveis (Hotamisligil, Erbay31, 2008). Por exemplo, a resposta imune tem 

papel etiológico no diabetes tipo 1, que é uma condição resultante do ataque de 

linfócitos T às células beta produtoras de insulina do pâncreas (Li et al.53, 2009), e 

possivelmente no diabetes tipo 2 em que níveis séricos elevados de marcadores 

inflamatórios como IL-6 e proteína C-reativa são associados a maior risco de 

desenvolvimento do diabetes (Pradhan et al.76, 2001). Por outro lado, a presença de 

diabetes também modula a resposta imune, como demonstrado pela menor 

resistência à infecção nesses pacientes (Peleg et al.74, 2007) e pela inibição da 

função de polimorfonucleares na resposta imune inata (Delamaire et al.16, 1997). 

Reciprocamente, a resposta imune/inflamatória pode inibir eventos moleculares 

relacionados à atividade biológica da insulina, exercendo um papel crucial no 

metabolismo da glicose  (Hotamisligil, Erbay31, 2008). 
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  Em resumo, estas informações indicam a existência de uma importante 

interrelação entre o diabetes e a resposta imune, sendo esta relação a responsável 

pelas complicações associadas ao diabetes. 

 

1.2 O receptor de produtos finais de glicação avançada (RAGE): características 

e funções biológicas 

 

  O receptor de produtos finais de glicação avançada (RAGE) é uma 

proteína transmembrana unipasso do tipo I pertencente à superfamília das 

imunoglobulinas (Ig) (Neeper et al.69, 1992). Em humanos, o seu gene está 

localizado na região do complexo maior de histocompatibilidade de classe III (MHC 

III) do cromossomo 6 e é composto por 11 exons e cerca de 1400 pares de bases 

(Hudson et al.32, 2008). 

  Sua estrutura completa é composta por uma cadeia de 404 

aminoácidos, contendo 3 domínios principais: um extracelular de reconhecimento e 

ligação, uma hélice transmembrana e um domínio C-terminal citoplasmático 

(ctRAGE), necessário para a transdução de sinais (González et al.25, 2013) (Figura 

1).  
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Figura 1 – Desenho esquemático ilustrando a estrutura da molécula de RAGE 

(Fonte: Kierdorf, Fritz45, 2013). 

                 

 

 A porção extracelular é formada por 3 domínios de Ig, sendo um 

domínio V (variável) na extremidade aminoterminal, seguido por dois domínios C 

(constantes), denominados C1 e C2. O domínio V forma com C1 o domínio em 

tandem VC1, carregado positivamente, que funciona como uma unidade funcional 

onde ocorre a ligação do receptor com a maioria dos seus ligantes. O domínio C2 

apresenta carga predominantemente negativa e não parece contribuir muito na 

adesão aos ligantes (Fritz22, 2011). 

  Além da proteína completa (full-length RAGE), variações no splicing do 

RNAm resultam em mudanças no receptor e mais de 20 produtos de splicing 

alternativo de RAGE já foram descritos (Hudson et al.32, 2008).  

  Dos variantes identificados em humanos, o mais prevalente é o 

RAGE_v1 (conhecido também como sRAGE, esRAGE, hRAGEsec ou RAGE C-

truncado), que codifica uma proteína solúvel que não possui os domínios 

transmembrana e citoplasmático (Kierdorf, Fritz45, 2013). Esse isotipo também pode 

ser produzido por clivagem proteolítica (Galichet et al.23, 2008; Zhang et al.109, 2008). 

O RAGE solúvel parece funcionar como um regulador da sinalização via RAGE, pois 
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age como um “receptor falso”, prevenindo a interação dos ligantes com o receptor 

completo ancorado na membrana citoplasmática das células e, dessa forma, é 

capaz de reduzir ou mesmo reverter os efeitos da ativação de RAGE (Nishizawa, 

Koyama71, 2008; Park et al.73, 1998). 

  Outras importantes variantes de splicing, RAGE_v4 e RAGE_v5, 

apresentam uma deleção ou uma inserção na região N-terminal, onde ocorre a 

ligação do receptor com seus ligantes (Hudson et al.32, 2008; Kierdorf, Fritz45, 2013). 

Essas isoformas são expressas na superfície das células, mas são incapazes de 

transmitir a sinalização porque não possuem um domínio de adesão aos ligantes 

(Nishizawa, Koyama71, 2008). Apesar de não funcionais, o seu papel biológico 

também parece estar relacionado à regulação da sinalização via RAGE, 

possivelmente pela interferência na formação de oligômeros entre moléculas 

completas de RAGE, o que impediria a estabilização de um complexo proteico 

competente para transmitir a sinalização celular (Fritz22, 2011). 

  Diferente de outros receptores, a ativação de RAGE é induzida pelo 

reconhecimento de características tridimensionais nos ligantes e não por uma 

sequência específica de aminoácidos (Fritz22, 2011; Koch et al.49, 2010). Na 

ausência de ligantes, RAGE é encontrado na forma de oligômeros de pelo menos 4 

moléculas na membrana plasmática, formando agrupamentos (Xie et al.101, 2008). 

Quando há a adesão a algum ligante, uma alteração no equilíbrio da membrana 

favorece a estabilização desse arranjo, o que leva a mudanças de conformação na 

porção intracelular da molécula de RAGE, permitindo que se inicie a cascata de 

sinalização (Ostendorp et al.72, 2007). 

  Em condições fisiológicas, RAGE é expresso por diversos tipos 

celulares durante o desenvolvimento embrionário e pós-natal, sendo suprimido nos 
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tecidos ao seu término, com exceção dos pneumócitos tipo I, que permanecem 

expressando constitutivamente altos níveis desse receptor ao longo da vida 

(Bierhaus et al.4, 2005). Por outro lado, em estados patológicos como diabetes, 

desordens neurodegenerativas ou inflamação crônica, a expressão de RAGE é 

substancialmente aumentada em vários tecidos devido à regulação positiva induzida 

por seus ligantes (Sorci et al.82, 2013). 

  As consequências funcionais da ativação de RAGE são complexas e 

influenciadas por uma série de fatores, sobretudo a natureza e a concentração do 

ligante, a presença de outros ligantes ou de correceptores, o tipo e o contexto celular 

em questão e suas vias de sinalização estabelecidas (Kierdorf, Fritz45, 2013). Essa 

ativação poderá levar à regulação da transcrição de citocinas, quimiocinas, 

receptores de quimiocinas, enzimas pró-inflamatórias e moléculas de adesão; bem 

como ativar os processos de proliferação, migração, diferenciação, fagocitose, 

apoptose e autofagia celular (Sorci et al.82, 2013; Xie et al.102, 2013). 

  A diversidade de efeitos da ativação de RAGE e o fato de ser ativado 

por diferentes moléculas relacionadas ao dano celular sugere que esse receptor 

apresenta funções biológicas relacionadas principalmente a estados patológicos 

(Bierhaus et al.4, 2005). Entretanto, evidências recentes apontam para uma possível 

participação desse receptor também em condições de homeostase, reparo e 

regeneração (Sorci et al.82, 2013). 

  Coletivamente, essas informações indicam que RAGE tem funções 

biológicas relevantes para a resposta do hospedeiro e papel fundamental no 

diabetes, condição fortemente relacionada às doenças periodontais. 
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1.3 A ativação de RAGE por ligantes diferentes resulta em respostas celulares 

diversas 

 

  RAGE é comumente descrito como um receptor de padrões 

moleculares (pattern recognition receptor ou PRR), semelhante aos receptores do 

tipo Toll. Porém, diferente de outros PRR, RAGE é capaz de reconhecer uma grande 

diversidade de ligantes que possuem características estruturais em comum (Fritz22, 

2011; Kierdorf, Fritz45, 2013).  

  Os primeiros ligantes descritos de RAGE foram os produtos finais de 

glicação avançada (advanced glicosylation end products ou AGES), compostos 

protéicos ou lipídicos gerados por glicosilação não-enzimática que se acumulam no 

tecido vascular durante o envelhecimento e, de forma mais acelerada, em indivíduos 

diabéticos (Neeper et al.69, 1992). A glicosilação é um processo no qual açúcares 

redutores ou seus metabólitos reagem, através de grupos aldeído funcionais, com 

grupos amino ou guanidina livres de resíduos de lisina ou de arginina de proteínas 

plasmáticas, produzindo ligações cruzadas (Mahali et al.61, 2011). Esses produtos 

posteriormente sofrem outras mudanças por rearranjos, oxidações e ligações com 

outros AGES, ampliando a heterogeneidade desse grupo de compostos (Fritz22, 

2011). Nem todos os AGES interagem com RAGE. Dentre os compostos 

caracterizados dessa classe, sabe-se que a carboximetilisina (CML-AGE) é um 

importante ativador da sinalização via esse receptor (Kislinger et al.48, 1999). 

  Além dos AGES, dentre os ligantes de RAGE estão moléculas pró-

inflamatórias de origem endógena liberadas no meio extracelular em decorrência de 

dano tecidual ou de processos infecciosos e inflamatórios, conhecidos como DAMPS 

(damage-associated molecular pattern) (Popa et al.75, 2012). Essas moléculas 
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incluem a proteína HMGB1 (high mobility group box 1 ou anfoterina), proteínas da 

família S100/calgranulina e o peptídeo beta-amilóide (Abeta ou Aβ) (González et 

al.25, 2013).  

  HMGB1 é uma proteína altamente conservada, expressa em 

praticamente todas as células eucarióticas e que, inicialmente, foi descrita como 

uma proteína não-histona associada à cromatina (Goodwin et al.26, 1977). 

Atualmente, sabe-se que ela pode apresentar outras funções biológicas a depender 

de sua localização (Li et al.54, 2013). No núcleo das células, HMGB1 age como uma 

chaperona, estabilizando a formação de nucleossomas e promovendo o acesso de 

fatores de transcrição a genes específicos (Müller et al.68, 2001; Thomas91, 2001). 

Livre no citoplasma, seu papel parece estar relacionado à regulação do processo de 

autofagia em resposta ao estresse ambiental ou intracelular (Tang et al.90, 2010). 

Essa proteína também pode ser secretada no meio extracelular por células 

inflamatórias e, de forma passiva, por células necróticas e, nesse caso, age como 

uma citocina, ativando a resposta imune-inflamatória pela interação com diferentes 

receptores, inclusive RAGE (Li et al.54, 2013). Os efeitos da interação de RAGE com 

HMGB1 foram observados em condições inflamatórias como artrite reumatoide e 

sepse, assim como em alguns tipos de câncer (Sparvero et al.83, 2009). 

  A família de proteínas S100 é composta por 20 membros expressos 

exclusivamente em vertebrados que possuem a capacidade de ligação a íons cálcio 

por meio de sítios EF-hand (Sparvero et al.83, 2009). A ligação do cálcio nessas 

regiões ocasiona mudanças na estrutura da proteína S100, expondo um domínio de 

ligação hidrofóbico que permite sua interação com proteínas alvo e, dessa forma, 

elas regulam a atividade de moléculas envolvidas em funções celulares como 

homeostase de cálcio, crescimento e diferenciação celular, dinâmica do 
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citoesqueleto, transcrição e metabolismo energético (Leclerc et al.51, 2009). Além do 

cálcio, algumas dessas proteínas podem interagir com zinco e cobre (Heizmann et 

al.29, 2007).  

  Os diferentes membros dessa família de proteínas apresentam padrões 

de expressão específicos de acordo com o tecido e o tipo celular (Ostendorp et al.72, 

2007). A maioria das proteínas S100 existe no interior das células como 

homodímeros ligados de forma não covalente, embora alguns membros possam 

formar heterodímeros ou oligômeros de até 8 subunidades (Donato17, 2001). 

Algumas também podem ser secretadas, passando a funcionar como citocinas e 

quimiocinas (Fritz22, 2011). No ambiente extracelular, onde a concentração de cálcio 

é normalmente elevada, essas proteínas se encontram permanentemente 

carregadas com esse íon, o que é um pré-requisito para sua interação com RAGE 

(Leclerc et al.51, 2009). Nem todos os membros da família S100 são ligantes de 

RAGE. Dentre as que proteínas demonstraram interagir com esse receptor in vivo e 

in vitro estão: S100B, S100P, S100A1, S100A2, S100A4, S100A5, S100A6, S100A7, 

S100A8/A9, S100A11, S100A12 e S100A13 (Leclerc et al.51, 2009).  

  O S100B é sintetizado por astrócitos, oligodendrócitos e células de 

Schwann e está presente principalmente no cérebro, onde é responsável pela 

regulação da plasticidade sináptica (Nishiyama et al.70, 2002). No ambiente 

intracelular, essa proteína modula o arranjo de microtúbulos e regula o ciclo celular 

por meio da interação com fatores de transcrição (Ostendorp et al.72, 2007). Quando 

secretado, seus efeitos parecem variar de acordo com a concentração no meio 

extracelular: enquanto níveis nanomolares resultam em efeito neuroprotetor, 

concentrações micromolares parecem favorecer a apoptose celular (Huttunen et 

al.35, 2000; Businaro et al.6, 2006). Níveis elevados dessa proteína foram detectados 
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após trauma cerebral e em desordens neurodegenerativas como síndrome de Down, 

doença de Alzheimer e encefalomielite (Griffin et al.27, 1998; Mrak, Griffin66, 2001).  

  O peptídeo beta-amilóide é um peptídeo neurotóxico derivado da 

clivagem proteolítica da proteína precursora amilóide (PPA) (González et al.25, 

2013). Essa molécula tende a se agregar inicialmente como fibrilas amilóides e, 

posteriormente, formando placas amilóides, cujo acúmulo no cérebro representa a 

marca da doença de Alzheimer (Fritz22, 2011; Sparvero et al.83, 2009). O Aβ pode se 

localizar no interior dos neurônios ou no meio extracelular, o que é um achado 

comum em estágios avançados de neurodegeneração (Khandelwal et al.44, 2011). 

Foi demonstrado que sua ligação a RAGE em neurônios leva à expressão do fator 

estimulador de colônias de macrófagos  (macrophage colony-stimulating factor, M-

CSF) pela ativação do fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B, NF-κB) (Du 

Yan et al.19, 1997). Além disso, a relevância interação do Aβ com RAGE na 

patogênese de desordens neuronais também parece estar relacionada à indução da 

resposta inflamatória envolvendo a ativação de micróglias (Yan et al.104, 1996).  

  O RAGE também pode interagir com o componente da família β2 

integrina, Mac-1, e com a molécula de adesão ICAM-1, auxiliando o recrutamento e 

adesão de leucócitos ao endotélio (Chavakis et al.7, 2003). Mais recentemente, 

outros ligantes de RAGE foram descritos. Foi demonstrado que o lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS) é capaz de se ligar a esse receptor, levando à ativação do fator 

nuclear kB  (NF-kB) e à liberação de TNF-α (Yamamoto et al.103, 2011). 

Oligonucleotídeos CpG de DNA, o componente do sistema complemento, C3a, bem 

como a proteína HSP70, molécula reconhecida por contribuir com estados de 

inflamação crônica, também foram relacionados como possíveis ligantes de RAGE 

(González et al.25, 2013).    
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  A complexidade de RAGE pode ser evidenciada pela diversidade de 

seus ligantes. Ainda não está muito claro na literatura quais características ou 

propriedades são comuns a todas essas moléculas, bem como quais circunstâncias 

são necessárias para o reconhecimento de cada ligante por esse receptor. Não se 

pode descartar também a possibilidade de existirem outros ligantes que ainda não 

foram identificados. 

 

1.4 Sinalização via RAGE está relacionada à resposta imune e inflamatória e ao 

processo de proliferação celular 

 

  A interação de RAGE com seus ligantes resulta na ativação de várias 

vias de sinalização intracelular relevantes para diversos processos da biologia 

celular. 

  Essas vias de sinalização incluem as kinases protéicas ativadas por 

mitógeno (MAPK) como a kinase controlada por sinais extracelulares 1/2 

(extracellular signal-regulated kinase, ERK 1/2), a kinase N-terminal c-Jun (c-Jun N-

terminal kinase, JNK), a kinase-kinase protéica ativada por mitógeno (MEK) e p38; 

além da via do transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 (signal transducer and 

activator of transcription 3, STAT3), da família de proteínas kinase derivada de 

sarcoma (sarcoma tyrosine kinase, Src) e a proteína kinase C (protein kinase C, 

PKC) (Kierdorf, Fritz45, 2013; Xie et al.102, 2013). A ativação de RAGE pode resultar 

na geração de espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen species, ROS), 

moléculas quimicamente reativas como íons de oxigênio e peróxidos, que também 

participam da sinalização mediada por esse receptor e podem levar ao estresse 
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oxidativo pelo aumento da atividade de NADPH oxidase (Clynes et al.11, 2007; Han 

et al.28, 2011). 

  A principal consequência da sinalização via RAGE está relacionada à 

modulação da inflamação pela ativação de fatores de transcrição, dentre os quais se 

destaca o fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B, NF-κB). Esse complexo 

proteico funciona como um regulador para a transcrição de diversos genes pró-

inflamatórios, tais como ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de necrose tumoral α (TNF 

α) e interleucina-6 (IL-6), aumentando sua síntese e secreção (Xie et al.102, 2013). 

Isso foi observado in vivo, num modelo de remodelação ventricular pós-infarto do 

miocárdio em animais com diabetes mellitus do tipo 1, no qual o bloqueio da 

interação de RAGE com o ligante HMGB1 reduziu significantemente a atividade de 

NF-κB, a expressão de TNF- α, IL-6 e TGF- β1, bem como o dano ao tecido cardíaco 

(Volz et al.94, 2010). Outros estudos com animais geneticamente deficientes para 

expressão de RAGE confirmaram haver uma redução na ativação de NF-κB e na 

expressão de vários genes pró-inflamatórios em comparação com os animais wild-

type, sob diferentes condições experimentais (Sunahori et al.86, 2006; Volz et al.95, 

2012). 

  A região promotora do gene de RAGE possui dois sítios de ligação 

para NF-κB. Portanto, esse fator de transcrição também promove a expressão do 

RNAm de RAGE e representa um importante mecanismo de feedback positivo para 

a sinalização através desse receptor (Kierdorf, Fritz45, 2013; Fritz22, 2011). Assim, 

tanto o dano tecidual, com a consequente liberação de ligantes, como a ativação 

celular da resposta inflamatória via RAGE estimulam a produção de mais moléculas 

desse receptor, amplificando o sinal inicial e promovendo a manutenção dessa 

sinalização. Esse fato foi observado em desordens inflamatórias mediadas por 
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RAGE, como artrite reumatóide (Sunahori et al.87, 2006), ateroesclerose (Wendt et 

al.98, 2006), distúrbios renais (D’Agati, Schmidt14, 2010) e neuroinflamação (Fang et 

al.21, 2010). 

  A participação de RAGE no início e na manutenção da resposta imune 

inata está bem definida (Bierhaus et al.4, 2005). Entretanto, pouco se sabe sobre o 

papel de RAGE na imunidade adaptativa. Estudos demonstraram que RAGE é 

expresso por linfócitos B, T e células dendríticas, e sua ativação pode representar 

uma importante ligação entre o sistema imune inato e o adaptativo (Yan et al.105, 

2010; Moser et al.64, 2007; Ge et al.24, 2005). As primeiras evidências dessa relação 

vieram de estudos com modelos animais de doenças autoimunes, como a 

encefalomielite autoimune experimental (Yan et al.106, 2003), em que a inibição de 

RAGE em células T CD4+  suprimiu a infiltração de células imunes e inflamatórias ao 

sistema nervoso central e o desenvolvimento de doença, sugerindo papel de RAGE 

na modulação da produção de quimiocinas e/ou na migração de leucócitos dos 

vasos para o tecido.  

  Estudos demonstraram que RAGE é expresso constitutivamente por 

células T de indivíduos diabéticos (Akirav et al.2, 2012) e também induzível pela 

ativação de TCR em células CD4+ e CD8+ saudáveis, principalmente do repertório 

de células de memória (Akirav et al.2, 2012; Moser et al.64, 2007). Wild et al.100 

(2012) demonstraram ainda a expressão de RAGE em linfócitos T regulatórios (Treg; 

CD4+ CD25+ CD127-). 

  RAGE parece ter influência na infiltração, na proliferação e na 

diferenciação de células Th1 (Yan et al.106, 2003; Chen et al.10, 2004; Moser et al.65, 

2007; Chen et al.9, 2008). Moser et al.65 (2007) demonstraram que o bloqueio desse 

receptor com sRAGE reduziu o recrutamento de linfócitos T e retardou a rejeição ao 
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tecido enxertado após transplante cardíaco heterotópico, sugerindo que a ativação 

de RAGE teria um efeito imunoestimulatório. Experimentos in vitro suportam esta 

possível função imunoestimulatória, uma vez que o bloqueio do eixo RAGE suprimiu 

a resposta proliferativa de linfócitos T (Moser et al.65, 2007). Resultados semelhantes 

foram relatados por Chen et al.9 (2008), que observaram, em cultura mista com 

esplenócitos irradiados, uma redução da proliferação de células T RAGE-/- e de 

células T wild type tratadas com o inibidor de RAGE, TTP488.  

  A influência de RAGE na diferenciação de célula T efetoras foi 

observada em um modelo animal de diabetes tipo I, em que o tratamento com 

sRAGE alterou o fenótipo das células que infiltraram as ilhotas de Langerhans após 

transferência de esplenócitos diabetogênicos, constatado pelo aumento na 

expressão de IL-10 e TGF-β. Os animais que receberam esse tratamento 

apresentaram redução na taxa de transferência do diabetes e na incidência 

de insulite, novamente sugerindo a participação desse receptor na modulação da 

resposta imune (Chen et al.10, 2004). Células T deficientes para expressão de RAGE 

também exibiram polarização alterada mediante ativação em comparação com 

células RAGE+/+, com menor produção de IL-2 e INF- γ, características do perfil Th1, 

e aumento de IL-4 e IL-5, citocinas relacionadas ao perfil Th2 (Moser et al.64, 2007). 

Em concordância com esses resultados, Mu et al.67 (2011) demonstraram um 

desequilíbrio na distribuição das subpopulações de linfócitos T auxiliares durante a 

progressão da miastenia gravis, doença autoimune caracterizada pelo 

funcionamento anormal das junções neuromusculares. O estímulo com o ligante 

S100b nas células T CD4+ isoladas de animais com essa doença resultou no 

aumento da população de células Th1 e Th17 e redução de Th2 e Treg.   
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  No que refere à proliferação celular, estudos mostram que células da 

imunidade inata e adaptativa, bem como da musculatura lisa vascular (vascular 

smooth muscle cells, VSMC) respondem à ativação de RAGE induzindo a divisão 

celular, amplificando a resposta dessas células no contexto de processos imune-

inflamatórios (Sorci et al.82, 2013). Em células da musculatura lisa vascular, a 

proliferação celular induzida por BSA-AGE parece estar relacionada à modulação do 

fluxo de íons K+ e Ca2+, por meio da ativação das vias ERK1/2, p38 MAPK, 

fosfatidilinositol 3-kinase (phosphatidylinositol-3-kinases, PI3K) (Zhao et al.110, 2013) 

e do eixo STAT3- Pim1 (provirus integration site for Moloney murine leukemia virus)- 

fator nuclear de células T ativadas (nuclear factor of activated T cells, NFAT) 

(Meloche et al.62, 2011). Também foi demonstrado que a capacidade das células 

dendríticas de induzir a ativação e a proliferação de linfócitos T aumentava após o 

tratamento com BSA-AGE, e que esse efeito era mediado pela ativação de JNK e 

aumento na expressão de moléculas de adesão e moléculas apresentadoras de 

antígeno (Ge et al.24, 2005). Por outro lado, em mioblastos, a ativação de RAGE por 

HMGB1 inibiu a proliferação e estimulou a diferenciação dessas células via Cdc42-

Rac-MKK6-p38 MAPK, pelo aumento da regulação do fator de transcrição específico 

do tecido muscular, miogenina (Sorci et al.81, 2004). 

  As informações apresentadas indicam que RAGE pode ativar diversas 

vias de sinalização intracelular relacionadas à expressão de múltiplos mediadores 

inflamatórios, notadamente, NF-kB, STAT3 e as MAPKinases. Além disso, a própria 

expressão de RAGE pode ser regulada por fatores de transcrição (notadamente NF-

kB) ativados na resposta inflamatória, gerando um possível loop de feedback 

positivo. Existem evidências de que a ativação de RAGE tem importante papel 

imunoestimulador, tanto na resposta imune inata quanto adaptativa, além de 
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promover a proliferação celular de linfócitos T, porém estes efeitos são dependentes 

do tipo celular considerado e do tipo de ligante de RAGE utilizado. 

 

1.5 A ativação de RAGE influencia os processos de apoptose e autofagia 

   

  A apoptose é o processo de morte celular programada, que pode ser 

ativado por dois mecanismos distintos (Figura 2): a via intrínseca (mitocondrial), 

relacionada à regulação de membros anti ou pró-apoptóticos da família de proteínas 

do linfoma de células B 2 (B-cell lymphoma 2, Bcl2), liberação de proteínas 

mitocondriais e ativação da cascata das caspases; e a via extrínseca (iniciada por 

receptor), em que a ligação de receptores de morte (death receptors) presentes na 

membrana celular leva à ativação direta das caspases.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



32 
 

Figura 2 – Representação das vias intrínseca e extrínseca da apoptose  (Fonte: 

Vucic et al.97, 2011). 

 

        

 

  O efeito da ativação de RAGE na apoptose pode ser positivo ou 

negativo a depender do tipo e do contexto celular, bem como do tipo e concentração 

de ligantes. Por exemplo, enquanto baixas doses de S100A14 promoveram o 

aumento da proliferação de células de linhagem de carcinoma esofágico pela 

ativação, via RAGE, de ERK 1/2 e aumento da atividade de NF-κB; doses elevadas 
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desse ligante induziram a apoptose dessas células pela via mitocondrial, verificado 

pela ativação de caspase-9, caspase-3 e poli-ADP-ribose polimerase (Jin et al.39, 

2011). Huttunen et al.35 (2000) observaram que altas concentrações do ligante 

S100B induziam a apoptose de células de neuroblastoma e de glioma, com 

liberação de citocromo C e ativação de caspase-3; por outro lado, o estímulo em 

baixas doses resultou em sensibilidade reduzida à apoptose, evidenciado pela 

indução da expressão de Bcl-2.  

  O estresse oxidativo induzido pelo aumento da formação de ROS 

parece ser um dos principais mecanismos envolvidos na regulação da apoptose a 

partir da ativação de RAGE (Loske et al.59, 1998). Esse fato foi demonstrado em 

alguns tipos celulares, incluindo células endoteliais, células beta do pâncreas e 

linfócitos T (Lee et al.52, 2010; Chen et al.8, 2010; Hung et al.33, 2010). 

Paradoxalmente, em células cancerígenas pancreáticas, a inibição de RAGE 

estimulou a formação de ROS e a apoptose, com aumento da atividade de caspases 

e translocação mitocondrial da proteína X associada ao Bcl-2 (Bcl2- associated 

X protein, Bax) (Kang et al.43, 2011).   

  A modulação da apoptose por RAGE também parece estar relacionada 

a regulação da proteína p53, fator de transcrição que pode ser ativado por diferentes 

insultos genotóxicos e que induz a parada do ciclo celular ou a apoptose (Maiuri et 

al.60, 2007). Em podócitos, o bloqueio de RAGE reduziu a ativação da via p53- Bax e 

a apoptose intrínseca induzida por produtos protéicos de oxidação 

avançada (advanced oxidation protein products, AOPPs) (Zhou et al.111, 2012). Em 

osteoblastos knockout para RAGE, a expressão e a translocação nuclear de p53 e 

p73 foram aumentadas devido à redução da ubiquitinação e degradação dessas 
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proteínas, levando ao aumento da apoptose em relação às células sem depleção 

desse gene (Brune et al.5, 2013). 

  Mahali et al.61 (2011) descreveram uma nova via apoptótica induzida 

pela interação AGE- RAGE. Essa cascata de sinalização evolve a liberação de 

interleucina-8 (IL-8) e ativação de seus receptores (IL-8Rs), aumento de Ca++ 

intracelular, ativação de calcinerina, translocação de NFAT para o núcleo e indução 

da expressão de Fas ligante (FasL), permitindo, finalmente, a ativação das 

caspases.  

   Ao contrário da apoptose, a autofagia constitui-se em um mecanismo 

de sobrevivência celular, em que organelas e outros componentes citoplasmáticos 

são sequestrados em vacúolos autofágicos que se fundem com lisossomos para que 

depois sejam eliminados, permitindo a renovação da célula. Em condições 

patológicas como inflamação, oxidação lipídica, estresse metabólico e oxidativo, 

esse processo torna-se notadamente ativo (Heymann30, 2006).  

  RAGE promoveu a autofagia em células da musculatura lisa vascular 

(VMSC) e em alguns tipos de células tumorais (Hu et al.34, 2012; Kang et al.41, 2010; 

Kang et al.42, 2012). Em VSMC, a ativação de RAGE por AGE-BSA induziu a 

autofagia pela ativação de ERK e inibição da via Akt/mTOR (mammalian target of 

rapamycin, mTOR) (Hu et al.34, 2012). A deleção de RAGE em células de linhagem 

de carcinoma pancreático inibiu a autofagia, verificado pela redução da expressão 

de LC3 II e da degradação de p62, associado ao aumento da fosforilação de mTOR 

e à redução da formação de autofagossomos (Kang et al.41, 2010). Além disso, a 

indução da autofagia por RAGE parece ser necessária para a ativação da via STAT3 

por IL-6, que leva à proliferação celular, sugerindo, portanto, uma participação desse 

receptor na promoção do crescimento tumoral (Kang et al.42, 2012). 
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 Assim, RAGE parece ter um papel relevante tanto no processo de 

sobrevivência (estimulando a autofagia e inibindo a apoptose) quanto de morte 

celular (estimulando a apoptose e inibindo a autofagia), dependendo da natureza do 

ligante e do tipo celular. No entanto, em células inflamatórias, a modulação desses 

processos ainda é pouco conhecida. 
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2 PROPOSIÇÃO  

  Com base nas informações apresentadas sobre a relevância do 

receptor RAGE na modulação da resposta imune inata e adaptativa e dos processos 

de proliferação, morte, e sobrevivência celular propomos avaliar a influência de sua 

ativação em células T. Nossa hipótese principal é que a ativação de RAGE influencia 

a biologia celular de linfócitos T, o que poderia indicar um possível papel desse 

receptor em condições de natureza imune-inflamatória, como a doença periodontal. 

  Para testar essa hipótese, foram propostos os seguintes objetivos 

específicos (Figura 3):  
 
Figura 3 – Representação esquemática dos objetivos específicos a serem testados. 
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  1) Determinar o efeito da ativação de RAGE com dois tipos de ligantes 

(BSA-AGE e S100b) na proliferação e na morte celular espontânea e induzida por 

um agente citotóxico (camptotecina) em células de linhagem de linfócitos T 

(JM/Jurkat), associado ou não à pré-ativação do TCR.  

  2) Determinar o efeito dos ligantes de RAGE na apoptose espontânea 

e induzida e na expressão de proteínas associadas à esse processo (Bax, Bcl-2 e 

p53) por linfócitos T de linhagem (JM/Jurkat), associado ou não à pré-ativação do 

TCR.   

  3) Determinar o efeito dos agonistas de RAGE na expressão de 

proteínas características do processo de autofagia celular, p62 e LC3, por células T 

(JM/Jurkat) estimuladas ou não com agente indutor de apoptose e associado ou não 

à pré-ativação do TCR. 

  4) Avaliar a ativação de NF-κB em células T (JM/Jurkat) após o 

estímulo com os ligantes de RAGE (BSA-AGE e S100b), na presença e na ausência 

de pré-ativação do TCR. 
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3 MATERIAL E MÉTODO 

3.1 Ligantes de RAGE: 

 

3.1.1 Preparo do BSA-AGE 

  O produto final de glicação (AGE) empregado na estimulação das 

células foi preparado a partir de albumina sérica bovina como descrito na literatura 

(Li et al.56, 1997; Konishi et al.50, 2004). A albumina sérica bovina – fração V (BSA) 

na concentração de 50 mg/mL foi incubada a 37º C por 8 semanas com 0.5 M de 

glicose em 0.2 M de tampão fosfato (PBS), pH 7.4, contendo 0.5 mM de EDTA. A 

glicose livre foi removida por diálise (12 h) com PBS estéril e livre de cálcio de 

magnésio, pH 7.4, a temperatura de 4° C. O controle desta reação foi feito pela 

incubação de BSA nas mesmas condições exceto pela adição de glicose. A 

densidade da cor marrom, típica dos AGES, foi determinada em espectrofotômetro 

pela absorbância a 405 nm: a absorbância de BSA não glicado é baixa (menor 0.1 

que na concentração de 3%), enquanto a absorbância do BSA-AGE é mais elevada 

(entre 1.8 e 2.1 na mesma concentração de 3%). Alíquotas do BSA-AGE (50 mg/mL) 

foram mantidas sob refrigeração a temperatura de 4° C. 

 

3.1.2 S100b 

 A proteína S100b foi obtida comercialmente (S-100B Protein from 

bovine brain, cat. S6677, Sigma-Aldrich Co., EUA), diluída em água ultrapura na 

concentração de 1 mg/mL, aliquotada e armazenada a temperatura de - 20° C. 
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3.2 Manutenção da linhagem celular  

 

  Cultivamos a linhagem celular humana de linfócitos T JM/Jurkat em 

meio RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 100 UI/mL de penicilina, 

100 μg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (FBS) inativado por calor, 

em ambiente úmido à 37º C e em atmosfera contendo 5% de CO2. Essa linhagem 

celular foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Luis Lamberti Pinto da Silva, do Depto. 

de Biologia Celular e Agentes Biopatogênicos da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto - USP. Por se tratar de uma linhagem de células imortalizadas amplamente 

utilizada no meio científico por mais de 30 anos e não envolver animais e humanos, 

não houve necessidade de submissão à Comitê de Ética em pesquisa para sua 

utilização (Anexo). 

 

3.3 Pré-ativação celular 

 

  Os estímulos da sinalização por RAGE foram realizados na presença e 

na ausência de pré-ativação do TCR com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 

conjugados à microesferas – ‘beads’ - magnéticas (Dynabeads Human T-Activator 

CD3/CD28, Gibco, Life Tech. Corp., EUA). Após o preparo das células, a suspensão 

de beads foi agitada em vortex por 30 seg, um volume apropriado foi coletado (razão 

beads/célula 1:1)  e lavado em 1 mL de PBS estéril. Em seguida, as microesferas 

foram separadas em suporte magnético por 1 min. Após o descarte do 

sobrenadante, os beads foram ressuspendidos em meio de cultura em volume 

idêntico ao obtido inicialmente da suspensão e adicionado às células, que foram 

incubadas a 37° C e em atmosfera contendo 5% de CO2, durante 24 h. 
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3.4 Transfecção – experimentos de ganho de função de RAGE 

 

  Experimentos de ganho de função de RAGE foram feitos por 

transfecção transitória das células precursoras utilizando o sistema Neon (Neon 

Transfection System, Invitrogen, Life Tech. Corp., EUA), que combina eletroporação 

e transfecção lipídica. Para isso, obtivemos comercialmente o vetor plasmidial de 

expressão de RAGE (pReceiver - M33, GeneCopoeia, Inc., EUA) contendo a região 

codificadora correspondente  ao variante 1 de RAGE humano (Figura 4). Esse 

plasmídio foi amplificado por transformação de bactérias E. coli  quimicamente 

competentes obtidas comercialmente (Subcloning Efficiency DH5α Competent Cells, 

Invitrogen, Life Tech. Corp., EUA), extraído e purificado utilizando um sistema de 

colunas de afinidade (QIAGEN Plasmid Mini Kit, QIAGEN Corp., EUA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.com/search?biw=1280&bih=709&q=life+technologies+corp&revid=2010900679&sa=X&ei=1KMMU--RH8Py0wHk7ICIAw&ved=0CHwQ1QIoBA
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Figura 4 – Diagrama do vetor de clonagem plasmidial pReceiver - M33, que codifica 

o receptor RAGE. A expressão do gene é controlada pelo promotor 

constitutivamente ativo ‘CMV’ e a região N-terminal é marcada com o gene-repórter 

‘eCFP’. A localização da sequência PolyA, após o gene-repórter, assegura que 

RAGE foi expresso como uma proteína de fusão junto com o peptídeo de marcação. 

         

 

3.4.1 Transformação bacteriana 

 Brevemente, 50 μL da suspensão bacteriana de Escherichia coli foram 

retirados do freezer – 80° C e descongelados lentamente em gelo. Sob condições 

assépticas, 15 ng do DNA plasmidial (pReceiver - M33) previamente diluído em água 

livre de nucleases foi adicionado a essas células, que foram mantidas em gelo por 

30 min. Em seguida, as bactérias foram submetidas a choque térmico em banho 

maria a 42° C por 20 seg, e depois colocadas novamente no gelo por 2 min. A 

suspensão foi transferida para tubos de cultura bacteriológica de 15 mL contendo 

950 μL de meio de cultura S.O.C pré-aquecido e sem antibióticos, e incubada por 1 

h a 37° C sob agitação constante (225 rpm). 



42 
 

  A viabilidade bacteriana foi constatada após esse período pela discreta 

turvação do meio. Alíquotas de 20 e 60 μL da suspensão foram semeadas em 

placas de Petri contendo meio de cultura LB ágar preparado com o antibiótico de 

seleção ampicilina (100 μg/mL). Essas placas foram incubadas por 18 h em estufa 

bacteriológica a 37° C. 

 

3.4.2 Amplificação do plasmídio 

 5 a 10 colônias bacterianas que cresceram na presença do antibiótico 

de seleção foram isoladas das placas de Petri e transferidas para tubos de cultura 

bacteriológicos contendo 4 mL de meio LB broth preparado com ampicilina (100 

μg/mL). Essas culturas foram incubadas em agitador automático a 225 rpm, por 18 h 

a 37° C 

 

3.4.3 Purificação do plasmídio 

  O DNA plasmidial foi extraído e purificado utilizando o kit QUIAGEN 

Plasmid Mini Kit, de acordo com o protocolo do fabricante. Brevemente, ao final do 

período de incubação para amplificação do DNA plasmidial, as bactérias foram 

coletadas por centrifugação (6000 xg, 4° C, 15 min) e submetidas à lise. O DNA 

plasmidial foi extraído utilizando um sistema de colunas de afinidade, depois 

precipitado em isopropanol e centrifugado a 15000 xg, em temperatura ambiente, 

por 30 min. Por fim, o pellet de DNA foi lavado com álcool 70% e ressuspendido em 

30 μL de tampão Tris-EDTA (T.E), pH 8.0. 

  O DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotômetro (NanoVue 

Spectrophotometer, GE Healthcare, EUA) e armazenado a - 20° C. 
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3.4.4 Transfecção 

  Brevemente, as células foram cultivadas em condições de sub-

confluência (5 X 105 céls/mL) em meio de cultura suplementado com 10% de FBS 

inativado por calor, porém sem antibióticos no dia anterior à transfecção. No dia da 

transfecção, as células foram coletadas por centrifugação e contadas em 

hemocitômetro segundo o ensaio de exclusão do corante azul de Trypan, verificando 

viabilidade superior a 90%. Foram utilizadas placas de cultura de 10 cm de diâmetro 

contendo 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS sem 

antibióticos, que foram preparadas e mantidas em incubadora de CO2 até o 

momento exato da transfecção. Após a verificação da viabilidade celular, as células 

foram lavadas em PBS livre de cálcio e de magnésio, e ressuspendidas em tampão 

de transfecção apropriado (tampão ‘R’) numa densidade final de 2 X 107 céls/mL. 

Para cada placa, foram utilizados 10 μg de DNA plasmidial, que foi adicionado às 

células ressuspendidas no tampão ‘R’. As condições de eletroporação utilizadas 

foram otimizadas para a linhagem JM/Jurkat (1400 V/ 20 ms em um único pulso de 

corrente). Imediatamente após a transfecção, as células foram transferidas para as 

placas de cultura e incubadas à 37º C, em atmosfera contendo 5% de CO2.  

   

3.5 Proliferação e viabilidade celular 

 

  Os efeitos da ativação de RAGE sobre a proliferação e a viabilidade 

celular foram determinados por contagem diferencial de células viáveis e não 

viáveis, marcadas para integridade de membrana citoplasmática com o corante azul 

de Trypan 0.4% (Trypan Blue Solution 0,4%, cat. 15250-061, Gibco, Life Tech. 
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Corp., EUA). Neste ensaio, células viáveis mantém a integridade de membrana e 

excluem do citoplasma o corante, enquanto a perda de viabilidade celular associada 

à perda da integridade da membrana plasmática permite a penetração do corante no 

citoplasma 

  Brevemente, 3 x 105 células/poço foram plaqueadas em placas de 96 

poços e estimuladas com 100 e 200 μg/mL de BSA-AGE e 10 μg/mL de S100b na 

presença e na ausência de beads anti-CD3 e anti-CD28. O controle positivo foram 

células não estimuladas (Ø 10%) e a camptotecina (CPT - Camptothecin, cat. 

C9911, Sigma-Aldrich Co., EUA), 5 μM, foi utilizada como controle negativo para 

proliferação. Avaliamos ainda a influência da ativação de RAGE com esses dois 

ligantes (BSA-AGE 200 ug/mL e S100b 10 μg/mL) na modulação da apoptose 

induzida pelo tratamento com camptotecina (5 μM). As avaliações foram feitas após 

12, 24, 48 h do tratamento das células. Células transfectadas com vetor de 

expressão de RAGE utilizadas em experimentos de ganho de função do receptor 

foram avaliadas nos períodos de 12, 24, 48 e 72 h. 

  Nesses experimentos, as células foram previamente desinduzidas em 

meio de cultura apropriado suplementado com 1% de FBS por um período de 24 h. 

A desindução teve a finalidade de evitar possíveis influências de componentes do 

soro fetal bovino resistentes à inativação pelo calor (imunoglobulinas, componentes 

do sistema complemento) e também de proporcionar uma melhor sincronização do 

ciclo celular. Além disso, a utilização de menor concentração de FBS permite a 

detecção de discretos efeitos dos ligantes de RAGE na proliferação e viabilidade 

celular, que poderiam ser completamente sobrepostos pelo potente efeito 

estimulador de elevadas concentrações de FBS. Nas células transfectadas, esse 

protocolo não foi utilizado devido ao estresse adicional causado pelo procedimento 
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de transfecção, e os experimentos de ganho de função foram realizados em meio de 

cultura contendo 10% de FBS. 

  O procedimento consistiu na diluição de uma alíquota das culturas na 

proporção de 1:1 com o azul de Trypan 0,4%, seguida da contagem, em 

hemocitômetro de Neubauer, tanto das células azuis (mortas) quanto das células 

normais. A porcentagem de células viáveis em relação ao número total de células foi 

calculada para estabelecer o percentual de viabilidade celular. Todas as contagens 

foram feitas por um mesmo examinador treinado e sem conhecimento dos grupos 

experimentais. 

 

3.6 Citometria de fluxo – modulação da apoptose 

 

  Brevemente, 5 X 105 células foram plaqueadas em placas de 24 poços 

e estimuladas com BSA-AGE nas concentrações de 100 e 200 μg/mL e com S100b 

10 μg/mL, por 24 e 72 h, para detecção da fragmentação do DNA (indicativa de 

apoptose) através do método TUNEL (Transferase-mediated dUTP nick-end 

labelling, ApopTag, Millipore Corp., EUA). Células transfectadas com o vetor de 

expressão de RAGE foram utilizadas, 24 h depois da tranfecção, em experimentos 

de ganho de função, e avaliadas após 48 h do estímulo com os ligantes de RAGE, 

correspondendo ao período em que a expressão de RAGE como transgene 

manteve-se em seu maior nível. Em todos os experimentos, os controles negativos 

foram representados por células não estimuladas e o controle positivo para apoptose 

utilizado foi o agente indutor de apoptose camptotecina (5 μM). O efeito modulatório 

da ativação de RAGE na apoptose induzida pela camptotecina (5 μM) também foi 

avaliado em todos os experimentos. 
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  Ao final de cada período experimental, as células foram coletadas por 

centrifugação, contadas e ressuspendidas em PBS (pH 7.4, livre de cálcio e 

magnésio) na densidade de 2 x 106 células/mL, fixadas em tampão contendo 2% de 

paraformaldeído (BD Cytofix, BD Biosciences, EUA). A apoptose foi avaliada, por 

citometria de fluxo, após a incorporação enzimática de nucleotídeos conjugados à 

digoxigenina nas terminações 3’-OH livres, presentes nos locais de quebras no DNA. 

Os fragmentos marcados com o oligômero nucleotídeo- digoxigenina foram 

incubados com anticorpo anti-digoxigenina, conjugado à fluoresceína (FITC). A 

marcação do DNA de fita dupla (que possibilita uma avaliação indireta da fase do 

ciclo celular a partir da quantidade total de DNA) foi realizada com iodeto de 

propídeo (PI). A leitura das amostras foi feita em citômetro de fluxo (BD FACSVerse, 

BD Biosciences, EUA) equipado para leitura de PI e FITC (intensidade de 

fluorescência >620 nm e 530 nm, respectivamente). 

 

3.7 Western blot - modulação dos processos de autofagia e apoptose 

 

  A expressão de proteínas representativas dos processos de autofagia 

(LC3 e p62) e apoptose (p53, Bax, Bcl-2), e da proteína indicativa da ativação de 

NF-κB (p50) foi avaliada por Western blot.  

  Brevemente, 3x106 células foram cultivadas em placas de 12 poços e 

estimuladas com os ligantes de RAGE, BSA-AGE 100 e 200 μg/mL e S100b 10 

μg/mL, por 10 e 30 min nos experimentos de avaliação da expressão de p50, ou 24 

h e 48 h para avaliação das demais proteínas relacionadas aos processos de 

apoptose e autofagia. Nos experimentos de ganho de função com células 



47 
 

transfectadas, a avaliação foi realizada somente no período de 24 h. O efeito 

modulatório da ativação de RAGE com os ligantes BSA-AGE 200 μg/mL e S100b 10 

μg/mL também foi avaliado na presença de estímulo com o agente indutor de 

apoptose, camptotecina (5 μM). 

  Ao final de cada período experimental, os lisados celulares foram 

preparados com tampão de extração contendo detergente (Cell Lysis Buffer, cat. 

9803, Cell Signaling Tech. Inc., EUA) suplementado com inibidores de protease 

(Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-free, cat. sc-29131, Santa Cruz 

Biotech. Inc., EUA) e fosfatase (PhosSTOP, cat. 04906837001, Roche Ltda., 

Alemanha). Após quantificação pelo método de Bradford (Quick Start Bradford 

protein 1x dye reagent, cat. 500-0205, Bio-Rad Lab. Inc., EUA), 40 μg de proteína 

total foi diluída em tampão de amostra contendo SDS e DTT e desnaturados por 

aquecimento à 95º C por 5 min. A separação eletroforética foi feita em géis 

descontínuos de poliacrilamida à 12% (100 V constantes por 60 min), seguido de 

transferência para membranas de PVDF (300 mA constantes por 60 minutos). Após 

bloqueio de ligações inespecíficas em solução de 5% de leite desnatado em 

TBS/Tween por 1 h, as membranas foram incubadas com diluições otimizadas dos 

anticorpos primários (18 h à 4º C sob agitação suave) (Quadro 1), seguida de 

lavagens em TBS/Tween e incubação com os anticorpos secundários conjugados à 

HRP (1 h, temperatura ambiente). A detecção das proteínas-alvo foi feita com kit 

para desenvolvimento de quimioluminescência (SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate, Pierce Biotech., EUA) seguido de visualização e 

documentação em tempo real por câmara para quimioluminescência (Chemi-Doc, 

Bio-Rad, EUA). 

 

http://www.roche-applied-science.com/shop/en/pt/products/phosstop
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Quadro 1 – Quadro informativo dos anticorpos utilizados nas avaliações por 

Westerm blot.  

ANTICORPO FABRICANTE DILUIÇÃO 

Anti-LC3 A/B antibody Abcam (cat. ab58610) 1 μg/mL 

Anti-SQSTM1/p62 antibody Abcam (cat. ab56416) 2 μg/mL 

Anti-p53 antibody Abcam (cat. ab26) 2,5 μg/mL 

Anti-Bax antibody Abcam (cat. ab5714) 2 μg/mL 

Anti-Bcl2 antibody Abcam (cat. ab7973) 1:100 

NF-κB p50 (C-19) Santa Cruz (cat. sc-1190) 0,4 μg/mL 

GAPDH Rabbit mAb Cell Signaling (cat. 2118) 1:1000 
 

 

3.8 Análise estatística 

 

  A análise estatística, quando necessária, consistiu do teste-t não 

pareado com correção de Welch para variâncias desiguais. Os cálculos foram 

executados no programa estatístico GraphPad, versão 5.00 (La Jolla, EUA).  
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4 RESULTADO  

4.1 Eficiência da transfecção/ eletroporação 

 

  Para avaliarmos a relevância de RAGE na biologia de linfócitos T, 

foram realizados experimentos de ganho de função, nos quais induzimos a 

superexpressão desse receptor com o objetivo de comparar as respostas dessas 

células com células normais, não transfectadas e que apresentam uma baixa 

expressão basal de RAGE. A eficiência da transfecção foi verificada após 24 h pela 

detecção da expressão do gene-repórter (enhanced cyan fluorescent protein, eCFP) 

nas células transfectadas em microscópio de fluorescência invertido (Figura 5). Além 

disso, verificamos a expressão protéica de RAGE como transgene nas células 

transfectadas por Western Blot, após 24, 48 e 72 h (Figura 6). 
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Figura 5 – Imagens representativas das condições de transfecção/ eletroporação 

selecionadas para a linhagem de linfócitos T (JMt). As imagens foram obtidas por 

imunofluorescência utilizando o filtro para FITC, que possibilita a visualização da 

expressão de GFP pelas células efetivamente transfectadas. A maior eficiência 

(estimada em 25 a 30%) foi obtida com 1400 V/ 20 ms em um único pulso de 

corrente. Imagens obtidas utilizando a objetiva de 4 X (magnificação total 40 X). 
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Figura 6 – A transfecção com vetor plasmidial de RAGE aumentou 

significativamente a expressão protéica desse receptor em comparação com células 

controle (Ø-), que não foram transfectadas. 

                

 

4.2 Avaliação da proliferação e viabilidade de linfócitos T (JM/Jurkat) após 

estímulo com ligantes de RAGE - Objetivo específico 1 

 

  Para avaliar os efeitos dos ligantes de RAGE na proliferação e 

viabilidade celular, foi realizada a contagem direta das células em hemocitômetro 

segundo o ensaio de exclusão do corante azul de Trypan.. 

  Verificamos que o estímulo com esses ligantes não modularam a 

proliferação (Figura 7) ou a viabilidade (Figura 8) das células nos períodos e nas 

concentrações utilizadas, quer seja com ou sem pré-estímulo/pré-ativação com 

anticorpos para CD3/CD28. 

 

- Efeito em células com superexpressão do receptor: 

  Em células transfectadas, foi observada uma discreta tendência de 

aumento na proliferação (Figura 9) e na viabilidade celular (Figura 10) após o 
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tratamento com os ligantes de RAGE, sobretudo mediante a pré-ativação das 

células. 

 

Figura 7 – A e B, Curva de crescimento de células JM/Jurkat sem (A) ou com pré-

ativação com beads anti-CD3 e anti-CD28 (B) nos períodos de 12, 24, 48 h. As 

células foram tratadas com os ligantes de RAGE: BSA-AGE 100 µg/mL, BSA-AGE 

200 µg/mL e S100b 10 µg/mL. Camptotecina 5 µM (CPT) foi utilizada como controle 

negativo para proliferação e células não estimuladas com os ligantes de RAGE e 

cultivadas em meio contendo 10% de FBS (Ø10%) foram utilizadas como controle 

positivo (indutor de proliferação). Os dados apresentados representam a média ± 

desvio padrão de três experimentos independentes. 

 

 

Figura 8 – A e B, Curva de viabilidade celular determinada pelo método de exclusão 

de azul de Trypan. Os dados representam a média ± desvio padrão de três 

experimentos independentes. 
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Figura 9 – A e B, Curva de crescimento de células JM/Jurkat transfectadas com 

vetor plasmidial para expressão de RAGE (JM/Jurkat t). Células sem (A) ou com pré-

ativação com beads anti-CD3 e anti-CD28 (B) foram tratadas com os ligantes de 

RAGE: BSA-AGE 100 µg/mL, BSA-AGE 200 µg/mL e S100b 10 µg/mL. 

Camptotecina 5 µM (CPT) foi utilizada como controle negativo para proliferação e 

células não estimuladas como controle positivo (Ø10%). A proliferação foi avaliada 

após 12, 24, 48 e 72 h do tratamento. Os dados apresentados representam a média 

± desvio padrão de três experimentos independentes.  

  

 

Figura 10 – A e B, Curva de viabilidade de células transfectadas (JM/Jurkat t) 

determinada pelo método de exclusão com azul de Trypan. Os dados apresentados 

representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes. (*) indica 

diferença estatística (p < 0.05) em relação ao controle positivo (Ø 10%) (Teste-t não 

pareado com correção de Welch para variâncias desiguais). 
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4.3 Avaliação da influência de RAGE na apoptose induzida de linfócitos T 

(JM/Jurkat) – Objetivo específico 1 

 

  Células de linhagem de linfócitos T (Jurkat/JM) com e sem pré-estímulo 

do TCR foram tratadas com BSA-AGE (200 μg/mL) e S100b (10 μg/mL) com o 

objetivo de investigar a capacidade desses ligantes de RAGE de influenciar, positiva 

ou negativamente, a proliferação e a viabilidade dessas células quando cultivadas 

na presença do agente anti-proliferativo e citotóxico, camptotecina (CPT). As 

avaliações foram realizadas após 12, 24, 48 h por contagem diferencial de células 

viáveis e não viáveis, em hemocitômetro, com o corante azul de Trypan (Figuras 11 

e 12). Ainda não foi possível realizar esses experimentos em células com expressão 

aumentada de RAGE devido ao estresse excessivo causado pelo procedimento de 

transfecção. 

  Novamente, os resultados indicam que o estímulo com os ligantes de 

RAGE não influenciam a resposta proliferativa de linfócitos T à camptotecina. Com 

relação à viabilidade, também não foi observada diferença em nenhum dos períodos 

avaliados. 
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Figura 11 – A e B, Curva de proliferação de células JM/Jurkat sem (A) ou com pré-

ativação com beads anti-CD3 e anti-CD28 (B) tratadas com os ligantes de RAGE, 

BSA-AGE 200 µg/mL e S100b 10 µg/mL, na presença de camptotecina 5 µM (CPT). 

Células não estimuladas e mantidas em meio de cultura suplementado com 1% de 

FBS (Ø 1%) foram utilizadas como controle positivo. Os dados apresentados 

representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes.  

  

Figura 12 – A e B, Curva de viabilidade das células determinada pelo ensaio com 

azul de Trypan. Os dados apresentados representam a média ± desvio padrão de 

três experimentos independentes. 
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4.4 Avaliação da apoptose de linfócitos T (JM/Jurkat) após estímulo de RAGE – 

Método TUNEL - Objetivo específico 2 

 

  Foi utilizado o ensaio de TUNEL para detectar, por citometria de fluxo, 

a fragmentação do DNA (indicativa de apoptose) e avaliar o efeito da ativação de 

RAGE na modulação da apoptose. Esse método permitiu ainda a observação do 

efeito desses estímulos sobre a cinética do ciclo celular, possibilitando a 

determinação concomitante do percentual de células em apoptose nas fases G1 e 

S/G2. Os estímulos foram feitos por 24 h e 72 h e (Figuras 13 e 14), em células 

transfectadas (Figura 15), após 24 h da transfecção e mantidos por 48 h, 

correspondente ao período de máxima expressão do transgene. 

  A exposição das células aos ligantes de RAGE parece reduzir a 

apoptose, efeito que pode ser observado de forma mais marcante no período de 72 

h. Além disso, o potencial proliferativo das células parece ser afetado de maneira 

positiva, verificado pelo aumento na proporção de células nas fases S/G2 tratadas 

com os ligantes em comparação com o controle não tratado.  

  De maneira geral, 24 h após o estímulo com os ligantes de RAGE, a 

resposta das células pré-ativadas não diferiu das células que não receberam esse 

pré-tratamento, isto é, observamos uma pequena redução na apoptose e um leve 

aumento do potencial de proliferação celular. Por outro lado, no período de 72 h, 

observamos um aumento da apoptose mediante a exposição aos ligantes de RAGE, 

sobretudo o S100b. Nesse período, verificamos uma menor influência dos 

tratamentos no potencial proliferativo das células. 
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  É interessante notar que o tratamento com o ligante S100b resultou em 

um efeito bifásico sobre a apoptose, que variou de acordo com o estado de ativação 

das células:  enquanto em períodos iniciais verificamos um discreto aumento, em 

períodos tardios ocorreu uma atenuação da apoptose. Uma reposta contrária foi 

observada em células que receberam pré-ativação. 

 

- Efeito em células com superexpressão do receptor 

  Ainda que os ligantes de RAGE não tenham afetado a apoptose de 

maneira acentuada, observamos que exerceram um efeito na quantidade de DNA 

das células, tanto aquelas que não receberam pré-tratamento como nas 

transfectadas e pré-ativadas, indicando a relevância desse estímulo sobre o ciclo 

celular. 
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Figura 13 – A e B, Detecção de apoptose pelo método TUNEL em células de 

linhagem de linfócitos T (JM/Jurkat) 24 h (A) e 72 h (B) após o estímulo com os 

ligantes de RAGE (BSA-AGE 100 μg/mL, 200 μg/mL e S100b μg/mL). O eixo X (PE-

A) determina o conteúdo de DNA nas células pela incorporação do iodeto de 

propídeo, indicando a fase do ciclo em que as células se encontram (G1 - à 

esquerda; S/G2 - à direita); eixo Y indica o percentual de células em apoptose. A 

somatória dos dois quadrantes superiores indica o percentual total de células 

apoptóticas nos diferentes estágios do ciclo celular. Os dot-blots são representativos 

de dois experimentos independentes com aquisição de 30,000 eventos no gate 

indicado pelo protocolo do experimento. 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

Figura 14 – A e B, Detecção de apoptose pelo método TUNEL em células de 

linhagem de linfócitos T pré-ativadas com beads anti-CD3/ anti-CD28 (JM/Jurkat 

CD3/CD28) e estimuladas com os ligantes de RAGE por 24 h (A) e 72 h (B). O eixo 

X (PE-A) determina o conteúdo de DNA nas células pela incorporação do iodeto de 

propídeo, indicando a fase do ciclo em que as células se encontram (G1 - à 

esquerda; S/G2 - à direita); eixo Y indica o percentual de células em apoptose. A 

somatória dos dois quadrantes superiores indica o percentual total de células 

apoptóticas nos diferentes estágios do ciclo celular. Os dot-blots são representativos 

de dois experimentos independentes com aquisição de 30,000 eventos no gate 

indicado pelo protocolo do experimento. 
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Figura 15 – A e B, Detecção de apoptose pelo método TUNEL em células de 

linhagem de linfócitos T transfectadas (JM/Jurkat t) com o vetor de expressão de 

RAGE e estimuladas com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100 μg/mL, BSA-AGE 

200 μg/mL e S100b 10 μg/mL) (A) ou pré-estimuladas com anticorpos para 

CD3/CD28 (JM/Jurkat t CD3/CD28) e estimuladas com os ligantes de RAGE (B) por 

48 h. Nos dot-blots, os quadrantes inferiores esquerdos indicam a proporção de 

células na fase G1 e os quadrantes inferiores direitos a proporção de células nas 

fases S/G2; o dois quadrantes superiores indicam o percentual de células 

apoptóticas, segundo as fases do ciclo celular (G1 e S/G2). Os dot-blots são 

representativos de dois experimentos independentes com aquisição de 30,000 

eventos no gate indicado pelo protocolo do experimento.   
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4.5 Avaliação da influência do estímulo de RAGE na apoptose induzida de 

linfócitos T (JM/Jurkat) – Método TUNEL - Objetivo específico 2 

 

  Para determinar o impacto de RAGE na apoptose celular induzida, 

utilizamos novamente o ensaio de TUNEL para observar o efeito do co-tratamento 

dos ligantes BSA-AGE 200 μg/mL e S100b 10 μg/mL na presença de camptotecina 

(CPT).  

  No período inicial, observamos a tendência dos ligantes de 

potencializar o efeito anti-proliferativo da camptotecina, o que pode ser verificado 

pelo aumento na proporção de células na fase G1 do ciclo celular. Além disso, o 

tratamento com BSA-AGE (mas não com S100b) reduziu o efeito pró-apoptótico da 

camptotecina, sobretudo no período de 24 h (Figuras 16). 

  Por outro lado, mediante a pré-ativação das células (Figuras 17), 

verificamos que, em comparação com o controle (camptotecina isoladamente), a 

exposição aos ligantes de RAGE aumentou a proporção de células nas fases S/G2, 

indicando uma inibição da resposta anti-proliferativa induzida pela camptotecina. 

Observamos ainda que, com a ativação das células, o efeito pró-apoptótico dessa 

substância é potencializado pelos ligantes de RAGE, em contraste ao verificado nas 

células sem ativação por CD3/CD28. 

 

- Efeito em células com superexpressão do receptor: 

  De modo geral, observamos que a transfecção das células reduziu 

expressivamente seu potencial proliferativo e que o tratamento com os ligantes de 

RAGE na presença de camptotecina potencializou esse efeito, de forma similar aos 
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efeitos dos ligantes de RAGE em células não estimuladas e não transfectadas, em 

especial no período de 24 h (Figura 18). Nessas células, o tratamento com os 

ligantes de RAGE não resultou em efeitos marcantes na apoptose, com discreta 

atenuação dos efeitos apoptóticos da camptotecina em células tratadas com  BSA-

AGE, tanto na presença quanto na ausência de ativação por CD3/CD28. De forma 

interessante, este discreto efeito atenuador da apoptose por BSA-AGE foi 

acompanhada pela redução na proporção de células na fase S/G2 do ciclo celular, 

sugerindo que este efeito inibidor da apoptose envolve a modulação direta do 

mecanismo primário de ação da camptotecina, que é justamente a interferência na 

progressão do ciclo celular.  
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Figura 16 – A e B, Detecção de apoptose pelo método TUNEL em células de 

linhagem de linfócitos T (JM/Jurkat) tratadas com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 

200 μg/mL e S100b 10 μg/mL) na presença de camptotecina (5 µM) nos períodos de 

24 h (A) e 72 h (B). O eixo X (PE-A) determina o conteúdo de DNA nas células pela 

incorporação do iodeto de propídeo, indicando a fase do ciclo em que as células se 

encontram (G1 - à esquerda; S/G2 - à direita); eixo Y indica o percentual de células 

em apoptose. A somatória dos dois quadrantes superiores indica o percentual total 

de células apoptóticas nos diferentes estágios do ciclo celular. Os dot-blots são 

representativos de dois experimentos independentes com aquisição de 30,000 

eventos no gate indicado pelo protocolo do experimento. 
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Figura 17 – A e B, Detecção de apoptose pelo método TUNEL em células pré-

ativadas com beads anti- CD3/CD28 e tratadas com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 

200 μg/mL e S100b 10 μg/mL) na presença de camptotecina (5 µM) nos períodos de 

24 h (A) e 72 h (B). O eixo X (PE-A) determina o conteúdo de DNA nas células pela 

incorporação do iodeto de propídeo, indicando a fase do ciclo em que as células se 

encontram (G1 - à esquerda; S/G2 - à direita); eixo Y indica o percentual de células 

em apoptose. A somatória dos dois quadrantes superiores indica o percentual total 

de células apoptóticas nos diferentes estágios do ciclo celular. Os dot-blots são 

representativos de dois experimentos independentes com aquisição de 30,000 

eventos no gate indicado pelo protocolo do experimento. 
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Figura 18 – A e B, Detecção de apoptose pelo método TUNEL em células de 

linhagem de linfócitos T transfectadas para expressão de RAGE (JM/Jurkat t) e 

expostas aos ligantes BSA-AGE 200 μg/mL e S100b 10 μg/mL na presença de 

camptotecina (5 µM) no período de 48 h. Em ‘A’, os dados das células não ativadas, 

e em ‘B’ os dados das células pré-ativadas com anticorpos para CD3/CD28. O eixo 

X (PE-A) determina o conteúdo de DNA nas células pela incorporação do iodeto de 

propídeo, indicando a fase do ciclo em que as células se encontram (G1 - à 

esquerda; S/G2 - à direita); eixo Y indica o percentual de células em apoptose. A 

somatória dos dois quadrantes superiores indica o percentual total de células 

apoptóticas nos diferentes estágios do ciclo celular. Os dot-blots são representativos 

de dois experimentos independentes com aquisição de 30,000 eventos no gate 

indicado pelo protocolo do experimento. 
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4.6 Modulação da expressão de proteínas relacionadas aos processos de 

apoptose e autofagia - Objetivos específicos 2 e 3 

 

  A modulação da expressão protéica de p53, Bcl2 e Bax, e das 

proteínas relacionadas ao processo de autofagia, p62 e LC3, foi avaliada, por 

Western Blot, 24 e 48 h após o estímulo com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100 

μg/mL e BSA-AGE 200 μg/mL e S100b 10 μg/mL) e após o co-estímulo dos ligantes 

(BSA-AGE 200 μg/mL e S100b 10 μg/mL) na presença de camptotecina (5 μM). 

  Ao longo dos períodos experimentais, é possível observar em células 

com ou sem pré-ativação (Figuras 19), uma tendência de aumento na autofagia, 

demonstrada pela redução na expressão de p62 e aumento de LC3 entre os 

períodos de 24 e 48 h. Além disso, verificamos um aumento na expressão de Bcl2 e 

redução de Bax, sugerindo uma diminuição do processo de apoptose e 

evidenciando, portanto, um mecanismo duplo de citoproteção. Por outro lado, é 

notável o aumento na expressão de p53, sobretudo nas células que receberam pré-

ativação, o que, paradoxalmente, indicaria uma tendência de aumento da apoptose. 

O estímulo com os agonistas de RAGE parece ter tido pouca influência nesse 

processo.  

  A presença de camptotecina foi associada à redução na expressão de 

LC3, p53 e Bax e aumento de Bcl2, principalmente no período de 48 h. Esse 

resultado provavelmente reflete o mecanismo ação desse composto, que, ainda que 

não seja completamente conhecido, parece estar relacionado à interferência 

simultânea e negativa no processo de autofagia e na progressão do ciclo celular. O 

estímulo com os agonistas de RAGE, particularmente o BSA-AGE em células sem 
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pré-ativação, atenuaram a inibição de LC3 (autofagia) e p53 (progressão no ciclo 

celular) induzida pela camptotecina, o que pode estar relacionado à atenuação da 

apoptose associada ao tratamento com camptotecina nessas células. 

O aumento da expressão de p53 em células pré-ativadas com 

anticorpos para CD3/CD28 pode estar relacionada à atenuação da proliferação 

celular observada em outros experimentos. O estímulo com os ligantes de RAGE 

manteve o efeito de ‘resgatar’ parcialmente a expressão de p53 e LC3, em especial 

o BSA-AGE no período de 48 h. 

 

- Efeito em células com superexpressão do receptor: 

  Em células com expressão aumentada de RAGE (Figura 20), a 

redução de LC3 e de p53 provocada pela camptotecina se tornou mais evidente, 

indicando que uma maior disponibilidade desse receptor potencializa a resposta a 

esse composto. Entretanto, diferente das células não transfectadas, os ligantes de 

RAGE não atenuaram esse efeito. 
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Figura 19 – A e B, Modulação da expressão de proteínas representativas dos 

processos de autofagia (p62 e LC3) e apoptose (p53, Bcl2 e Bax) por células de 

linhagem de linfócitos T (JM/Jurkat) após estímulo com os ligantes de RAGE (BSA-

AGE 100, 200 μg/mL e S100b 10 μg/mL), na ausência e na presença de 

camptotecina 5 µM (CPT), nos períodos de 24 h e 48 h. Em ‘A’, células não ativadas 

e em ‘B’ células pré-ativadas com anticorpos para CD3/CD28. As imagens 

representativas dos resultados de três experimentos independentes. 
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Figura 20 - Modulação da expressão de proteínas representativas do processo de 

autofagia (p62 e LC3) e de apoptose (p53 e Bcl2) por células transfectadas para 

expressão de RAGE, pré-ativadas (JM/Jurkat t CD3/CD28) e não pré-ativadas 

(JM/Jurkat t), estimuladas com os ligantes de BSA-AGE 100, 200 μg/mL e S100b 10 

μg/mL na ausência e na presença de camptotecina 5 µM (CPT), no período de 24 h. 
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4.7 Modulação da ativação de NF-κB em linfócitos T (JM/Jurkat) após estímulo 

com ligantes de RAGE - Objetivo específico 4 

 

 Evidências indicam que NF-κB é uma das principais vias de sinalização 

ativadas a partir de ativação de RAGE. Por isso, avaliamos a modulação da 

expressão da proteína p50, subunidade desse fator de transcrição, por Western Blot, 

após o estímulo com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100, 200 μg/mL e S100b 10 

μg/mL). Esses experimentos também foram realizados associando o estímulo de 

RAGE (BSA-AGE 200 μg/mL e S100b 10 μg/mL) com a camptotecina 5 μM (CPT). 

As avaliações foram realizadas nas células com e sem pré-ativação e em dois 

períodos, de 10 e 30 min (Figura 21). Experimentos em células com superexpressão 

de RAGE ainda serão realizados. 

  Os resultados indicam que a ativação de NF-κB pelos agonistas de 

RAGE ocorreu de forma discreta, notadamente em células pré-ativadas com 

anticorpos para CD3/CD28 e estimuladas com 200 μg/mL de BSA-AGE e 10 μg/mL 

de S100b. Este efeito discreto pode estar associado à baixa expressão endógena 

deste receptor nessas células. Ao contrário das células não pré-ativadas, mediante o 

estímulo do TCR, verificamos uma maior expressão de p50 no período de 30 min, 

indicando uma ativação tardia do fator de transcrição nessa condição. Nessas 

células, os ligantes de RAGE, BSA-AGE 200 μg/mL e S100b, induziram uma maior 

expressão de p50 no período de 30 min. 

  A presença de camptotecina não afetou a ativação de NF-κB, mas o 

tratamento com os ligantes acentuou essa ativação no período de 30 min nas 

células sem pré-tratamento. Já em células pré-ativadas, a inibição da expressão de 
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p50 tornou-se mais evidente, especialmente no período de 10 min. Nessa condição, 

os ligantes de RAGE, sobretudo o BSA-AGE, tiveram um notável efeito de “resgate” 

da ativação desse fator de transcrição. 

 

Figura 21 - Modulação da ativação de NF-kB (expressão proteica de p50) por 

células de linhagem de linfócitos T não pré-ativados (JM/Jurkat) e pré-ativados 

(JM/Jurkat CD3/CD28), estimulados com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100, 200 

μg/mL e S100b 10 μg/mL), na ausência e na presença de camptotecina 5 µM (CPT), 

nos períodos de 10 e 30 min. Imagens representativas dos resultados de dois 

experimentos independentes. 
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5 DISCUSSÃO 

 

  Nesse estudo, buscamos avaliar o papel da ativação de RAGE na 

resposta imune adaptativa através da avaliação de seus efeitos na modulação da 

proliferação, da apoptose e da autofagia de linfócitos T. Verificamos que a exposição 

aos ligantes de RAGE não afetou a proliferação e a viabilidade celular 

espontaneamente ou na presença de estímulo com camptotecina, composto que 

inibe a proliferação celular e induz a apoptose. Embora de forma discreta, em 

células transfectadas transitoriamente para superexpressão de RAGE, observamos 

uma tendência de aumento da proliferação e da viabilidade, sobretudo em células 

pré-ativadas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28. O efeito dos ligantes na 

modulação da apoptose espontânea e induzida pela camptotecina variou a depender 

do tipo e concentração do ligante, do estado de ativação das células e do período 

experimental avaliado. O tratamento com os agonistas de RAGE em células 

transfectadas não afetou diretamente a apoptose, mas resultou em um marcante 

efeito na quantidade de DNA presente nas células, indicando que a principal 

resposta ao estímulo com os agonistas de RAGE está sobre a dinâmica do ciclo 

celular. Não observamos mudanças marcantes na expressão de proteínas 

indicativas do processo de apoptose, Bcl2, Bax e p53, e de autofagia, p62 e LC3, 

após o estímulo com BSA-AGE e com S100b. No entanto, verificamos que, na 

presença de camptotecina, esses estímulos atenuaram os efeitos inibitórios desse 

composto sobre a expressão de LC3 e p53, tanto em células pré-ativadas como não 

pré-ativadas. Finalmente, observamos que os ligantes de RAGE não modularam a 

ativação de NF-κB; entretanto, diante do tratamento com camptotecina, o BSA-AGE 

produziu um notável efeito de “resgate” desse fator de transcrição. 
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  Estudos recentes demonstraram a expressão de RAGE em células T, 

ainda que em proporções menores em comparação a outras células do sistema 

imune como monócitos/macrófagos, granulócitos e células dendríticas (Kierdorf, 

Fritz45, 2013). Moser et al64. (2007) observaram que a expressão desse receptor 

aumentava durante a ativação inicial de linfócitos T isolados de camundongos, 

sendo expresso em níveis reduzidos em  células naive  e mais elevados em células 

T de memória. Em consonância com esses achados, Dumitriu et al.18 (2005) 

verificaram que o estímulo com HMGB1 secretado por células dendríticas agia, via 

RAGE, sobre células T pré-ativas mas não células imaturas, sugerindo a importância 

desse receptor em fases finais da ativação de linfócitos T e também na reativação 

de células de memória. Akirav et al.2 (2012) observaram que a expressão de RAGE 

em linfócitos T humanos, isolados do sangue periférico de indivíduos saudáveis, 

aumentava 25 vezes após a ativação do TCR e exposição ao ligante S100b. 

  Não detectamos a expressão de RAGE em nível protéico na linhagem 

de linfócitos T que utilizamos (JM/Jurkat), quer seja em células com ou sem ativação 

prévia, ou após o tratamento com os ligantes BSA-AGE e S100b. Nesse sentido, os 

experimentos de ganho de função, em que utilizamos células transfectadas 

transitoriamente com plasmídios codificando a expressão de RAGE sob o controle 

de um promotor constitutivamente ativo (citomegalovirus, CMV), tiveram como 

objetivo amplificar as respostas decorrentes da ativação do receptor, permitindo uma 

avaliação mais clara de seus efeitos. É importante esclarecer que essa linhagem foi 

estabelecida a partir do sangue periférico de um indivíduo com leucemia de células 

T e, portanto, a interpretação dos resultados encontrados deve levar em 

consideração o fato de se tratar de células tumorais.  
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  A expressão de RAGE em linfócitos T parece ser importante para 

expansão clonal após o reconhecimento de um antígeno (Yan et al.105, 2010). 

Ensaios com cultura mista de linfócitos mostraram que o bloqueio do receptor pela 

adição de sRAGE ou de anticorpos anti-RAGE IgG inibia a proliferação dessas 

células, efeito que foi atenuado na presença de anticorpos para CD3 e CD28 (Moser 

et al.65, 2007). Posteriormente, esses resultados foram corroborados por outro 

estudo desse grupo, que utilizou o modelo de linfócitos T transgênico OT-II (linfócitos 

T CD4+ com TCR específico para o peptídeo ovalbumina – OVA) (Moser et al.64, 

2007). Eles demonstraram que células deficientes para expressão de RAGE 

apresentavam uma taxa de proliferação significativamente menor em resposta à 

ovalbumina em comparação com células RAGE +/+.  

  Nos experimentos de contagem diferencial, não observamos mudanças 

significativas na taxa de crescimento celular após o estímulo com doses elevadas 

dos ligantes BSA-AGE e S100b, mesmo em células pré-ativadas. Entretanto, 

detectamos uma tendência de aumento na proliferação em células com 

superexpressão de RAGE, o que pode ser relevante se considerarmos o tempo 

reduzido de duplicação da linhagem JM/Jurkat. Cabe também ressaltar que a 

comparação desses resultados com aqueles encontrados em outros estudos deve 

levar em consideração diferenças de metodologia adotada para avaliação da 

proliferação celular.  

  Poucos estudos analisaram a viabilidade celular de linfócitos T após o 

estímulo com os ligantes de RAGE. Um trabalho que avaliou a morte celular de 

linfócitos T (JM/Jurkat) expostos a diversas concentrações de BSA-AGE (50, 100, 

200 e 400 µg/mL) obteve uma curva dose-resposta decrescente à medida que se 

aumentava a concentração de BSA-AGE, alcançando uma redução em torno de 



75 
 

50% na viabilidade celular na concentração de 200 µg/mL em comparação ao grupo 

controle (Hung et al.33, 2010). Não encontramos outros trabalhos na literatura 

corroborando esses resultados. Além disso, as análises desse estudo foram 

realizadas 5 dias após os estímulos, o que poderia justificar as diferenças 

encontradas em nossos resultados.  

  Nas avaliações por citometria de fluxo, a principal consequência da 

exposição aos ligantes de RAGE foi observada na quantidade de DNA das células, 

indicando uma influência importante sobre o ciclo celular. Esta resposta parece 

contraditória aos dados de proliferação dos experimentos de contagem diferencial. 

No entanto, podem indicar um efeito dos ligantes na progressão entre as fases G1 e 

S, sem que as células necessariamente alcancem a mitose efetiva (que seria 

detectada no experimento de avaliação da proliferação celular por contagem direta), 

sugerindo uma modulação de componentes regulatórios do ciclo celular como 

complexos ciclina-quinase  (p. ex. ciclina E-Cdk2), ou proteínas como p21 e/ou p53.  

   A observação das respostas de linfócitos T mediante a pré-ativação é 

importante por refletirem de maneira mais próxima o comportamento dessas células 

in vivo. Os anticorpos contra CD3 são o elemento central para isso, já que enviam o 

primeiro sinal para ativação/expansão celular ao complexo receptor da célula T 

(TCR). O sinal co-estimulatório é enviado pelo anticorpo anti-CD28, necessário para 

maturação da sinapse imunológica, resultando em uma maior eficiência desse 

processo (Li, Kurlander55, 2010). Entretanto, essa ativação pode representar um 

estresse adicional, além de interferir com aspectos da biologia celular como o ciclo 

celular. Evidências mostraram que a sinalização através do complexo TCR/CD3 

pode inibir temporariamente o ciclo celular ou mesmo induzir a apoptose em 

algumas linhagens de linfócitos T (Takahashi et al.89, 1989; Janssen et al.38, 1991). 
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Zhu, Anasetti112 (1995) demonstraram que a ativação de células da linhagem 

JM/Jurkat com anticorpos anti-CD3 bloqueava transitoriamente essas células na 

fase G1/S, sendo observada uma retomada da síntese de DNA somente após 48 h. 

Esses achados se assemelham aos que encontramos nas avaliações por citometria 

de fluxo, em que a proporção de células nas fases S/G2 inicialmente é reduzida com 

a pré-ativação das células, sendo retomada no período de 72 h. 

  O aumento na quantidade de DNA após o tratamento com os ligantes 

foi um achado consistente, embora com intensidades diferentes, em células 

transfectadas e não-transfectadas, o que levanta a possibilidade de que esses 

ligantes podem atuar através de outros receptores de superfície. De fato, estudos 

recentes mostraram que RAGE pode cooperar funcionalmente com outros PRRs 

(Ibrahim et al.36, 2013). Está bem estabelecido que RAGE e alguns membros da 

família de receptores TLR possuem ligantes em comum, incluindo HMGB1 (Yu et 

al.107, 2006; Ivanov et al.37, 2007), S100A8/A9 (Vogl et al.93, 2007) e o peptídeo Aβ 

(Liu et al.58, 1997). Ainda não estão claras quais condições determinam a 

preferência de cada ligante por um dos seus receptores, ou mesmo o tipo de relação 

que será estabelecida entre este outro receptor e RAGE – sinergismo ou 

antagonismo. No entanto, fatores como o tipo celular, características do meio 

externo, concentração e o estado molecular do ligante e/ou do receptor parecem ser 

relevantes para isso. 

  Estudos mostraram que, ainda que RAGE seja um importante 

mediador da sinalização desencadeada por S100b, ele não é o único receptor capaz 

de se ligar a essa proteína. Foi demonstrado que o estímulo com S100b pode 

exercer efeitos independentes de RAGE sobre micróglias e mioblastos (Adami et 

al.1, 2004; Sorci et al.80, 2004; Riuzzi et al.77, 2011). Além disso, von Bauer et al.96 
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(2013) verificaram que esse ligante pode interagir com o receptor CD166/ALCAM, 

atuando de maneira compensatória a RAGE na ativação de NF-κB no contexto de 

processos inflamatórios mediados por S100b, como a reação de 

hipersensibilidade do tipo tardio (delayed-type hypersensitivity, DTH).  

   Não foram encontrados na literatura relatos sobre possíveis efeitos 

RAGE-independentes de AGES. Foi demonstrado que o BSA-AGE preparado in 

vitro pela incubação da albumina sérica bovina (BSA) em altas doses de glicose 

apresenta uma elevada afinidade por RAGE (KD= 50 nM) (Schmidt et al.78, 1992), o 

que explica a resposta das células com superexpressão do receptor à esse ligante. 

Novos experimentos devem ser realizados no sentido de explicar os efeitos 

observados nas células não transfectadas. 

  Escolhemos como controle positivo para apoptose e para avaliação da 

influência da ativação com os ligantes de RAGE na apoptose induzida, o tratamento 

das células com camptotecina. Esse composto é reconhecido por seu potente efeito 

antiproliferativo e citotóxico, tendo aplicação terapêutica como agente antitumoral 

(Slichenmeyer et al.79, 1993; Dancey, Eisenhauer15, 1996). Seu mecanismo de ação 

envolve a inibição da enzima topoisomerase I (topo I), cuja função é produzir 

quebras em uma das cadeias do DNA durante sua replicação, permitindo o giro da 

cadeia quebrada sobre a cadeia intacta. Nesse processo, a camptotecina se liga ao 

complexo DNA-topo I, resultando em quebras irreversíveis no DNA e na indução da 

morte celular por apoptose (Liu et al.57, 2000). Observamos que o estímulo com esse 

composto causou um aumento na proporção de células na fase G1, além de ter 

induzido a morte por apoptose nas fases S/G2. Esses achados estão de acordo com 

aqueles descritos por Johnson et al.40 (1997), que investigaram os efeitos da 

camptotecina na linhagem JM/Jurkat.   
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  Observamos que os efeitos dos ligantes de RAGE na modulação da 

apoptose espontânea e induzida pela camptotecina variaram a depender do período 

avaliado, do estado de ativação da célula e do ligante utilizado. Essas diferenças 

podem estar relacionadas, em parte, às condições celulares: em períodos iniciais, as 

células estão metabolicamente mais ativas e em proliferação intensa, por isso o 

percentual de células apoptóticas é menor; já em períodos tardios, embora 

continuem proliferando, já há um esgotamento de nutrientes do meio e alterações 

nas condições de pH do microambiente, que resultam em aumento natural da 

apoptose. Também podem indicar que os ligantes BSA-AGE e S100b podem, sob 

condições diferentes, exercer efeitos distintos e até opostos na apoptose dessas 

células. 

  Resultados conflitantes desse tipo foram observados por outros 

pesquisadores em diversos tipos celulares. Huttunen et al.35 (2000) mostraram que o 

S100b tinha um efeito duplo sobre a linhagem de células neurais N18. Enquanto 

concentrações nanomolares induziam crescimento neural, concentrações 

micromolares desse ligante levavam a apoptose celular. Na linhagem de 

neuroblastoma LAN-5, o tratamento com doses nanomolares de S100b neutralizou a 

neurotoxicidade do peptídeo Aβ, já doses micromolares tiveram um efeito aditivo 

sobre a toxicidade dessa proteína (Businaro et al.6, 2006). Ao contrário do S100b, os 

AGES compreendem uma classe heterogênea de compostos que apresentam 

diferenças quanto a capacidade de ligação ou grau de afinidade a RAGE (Takahashi 

et al.88, 2009). Provavelmente por esse motivo, não encontramos relatos 

semelhantes na literatura sobre a ação específica do BSA-AGE. 

  Na avaliação da expressão de proteínas relacionadas aos processos 

de apoptose e autofagia, detectamos entre os períodos de 24 e 48 h, um aumento 



79 
 

na expressão de LC3 e redução de p62, indicando uma tendência de aumento da 

autofagia ao longo do tempo, o que pode ser decorrente da tentativa de adaptação 

metabólica das células às condições de esgotamento de nutrientes do meio. 

Verificamos também um aumento na expressão de Bcl2 e redução de Bax, 

sugerindo um mecanismo duplo de citoproteção. Paradoxalmente, é notável o 

aumento na expressão de p53, sobretudo nas células que receberam pré-ativação, o 

que, indicaria uma tendência de aumento da apoptose. Esse achado pode ser 

entendido, em parte, pelo fato de que a autofagia e a apoptose são processos 

catabólicos funcionalmente relacionados, que podem ser desencadeados por 

estímulos iguais e que possuem componentes regulatórios em comum, podendo ser 

mutuamente excludentes ou não, sendo possível a ocorrência de ambos a depender 

do contexto celular (Maiuri et al.60, 2007). 

   Na presença de camptotecina, verificamos uma redução na expressão 

de Bax e aumento de Bcl2, que podem ser resultado de uma tentativa de adaptação 

a esse fator adicional de estresse celular. Porém, um achado mais intrigante foi a 

redução na expressão de p53 na presença desse composto. Esse fator de 

transcrição é classicamente descrito como um supressor de tumor e indutor de 

apoptose. Esse resultado pode ser parcialmente devido ao mecanismo de ação da 

camptotecina, que causa perturbações no ciclo celular (Johnson et al.40, 1997). Mas, 

evidências sugerem ainda que p53 pode assumir um papel positivo na sobrevivência 

celular em resposta a condições de estresse fisiológico, resultando, inclusive, em 

estímulo à autofagia (Zeng et al.108, 2007).   

  Observamos que a expressão de p53 foi parcialmente resgatada pelo 

tratamento com os agonistas de RAGE, sobretudo o BSA-AGE, o que pode explicar 

os dados encontrados nos experimentos de citometria, em que verificamos uma 
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atenuação marcante da inibição do ciclo celular associada ao tratamento com 

camptotecina quando as células foram também estimuladas com os ligantes de 

RAGE. Efeito de resgate semelhante foi verificado na expressão de p50, ressaltando 

a importância desse ligante na ativação de NF-κB por essas células. 

  Assim, podemos concluir que o papel de RAGE na modulação da 

proliferação, apoptose e autofagia da linhagem de células T JM/Jurkat é discreto e 

depende das condições experimentais (estado de ativação, tempo em cultura). 

Especulativamente, é tentador sugerir que, in vivo (p. ex. em um indivíduo com 

diabetes não compensada), o acúmulo de AGES pode afetar o comportamento de 

linfócitos T naive e efetores de maneiras distintas e, consequentemente, influenciar a 

resposta imune adaptativa de modos diferentes. No entanto, há que se considerar a 

complexidade desse sistema, em que diversos outros tipos celulares estão 

envolvidos, além de co-ativadores derivados de microorganismos (PAMPs) ou do 

próprio hospedeiro (DAMPs), os quais também podem exercer efeitos sobre RAGE e 

sobre outros receptores.  
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6 CONCLUSÃO 

 

  Em resposta a hipótese principal desse trabalho, concluímos que a 

ativação de RAGE modula de forma discreta a biologia de linfócitos T. Entretanto, 

esses efeitos modulatórios sofrem grande influência de condições experimentais, 

tais como a natureza e a concentração do ligante, o estado de ativação celular e o 

período de cultura. 

  A partir dos resultados observados e considerando os objetivos 

específicos que foram propostos, também concluímos que: 

  - A ativação de RAGE tende a aumentar a proliferação e a reduzir a morte 

de linfócitos T, sobretudo após a pré-ativação das células. 

  - O estímulo com BSA-AGE e S100b produzem efeitos distintos sobre a 

apoptose espontânea e induzida de linfócitos T, ora inibindo, ora aumentando a 

depender da concentração e do ligante utilizado, do estado de pré-ativação das 

células e do período experimental avaliado. A expressão de proteínas indicativas do 

processo de apoptose, Bcl2, Bax e p53 não é regulada por esses ligantes; 

entretanto, na presença de camptotecina, esses estímulos atenuam os efeitos 

inibitórios desse composto sobre a expressão de p53. 

  - Os ligantes de RAGE não modulam a expressão das proteínas 

características do processo de autofagia LC3 e p62 em células T. No entanto, eles 

reduzem o efeito inibitório da camptotecina na expressão de LC3. 
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  - A ativação de NF-κB não é diretamente regulada pela exposição aos 

ligantes de RAGE, mas, na presença de camptotecina, o BSA-AGE produz um efeito 

de “resgate” desse fator de transcrição. 
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*De acordo com o manual da FOAr/UNESP, adaptadas das normas de Vancouver. 
Disponível no site: http://www.foar.unesp.br/#!/biblioteca/manual 
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ANEXO 

 

UNESP – Universidade Estadual Paulista 

Faculdade de Odontologia de Araraquara  

 

DECLARAÇÃO 

DECLARO, para os devidos fins que o projeto de pesquisa intitulado "Modulação da 

proliferação, apoptose e autofagia de linfócitos T por RAGE" não foi submetido a Comitê 

de Ética em Pesquisa pelo fato de não envolver o uso de animais experimentais ou seres 

humanos. A linhagem celular utilizada neste projeto foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Luis 

Lamberti Pinto da Silva, do Depto. de Biologia Celular e Agentes Biopatogênicos da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP. Essa linhagem foi estabelecida há mais de 

30 anos, sendo atualmente de domínio da comunidade científica e amplamente utilizada por 

pesquisadores em todo o mundo. Assim, trata-se de uma pesquisa totalmente realizada in 

vitro e que não apresenta comprometimento de aspectos éticos. 

 

Araraquara, 28 de fevereiro de 2014 
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           Responsável pelo projeto 
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Araraquara - SP 14801-903 

fone: (16) 33016509 - e-mail: crossajr@foar.unesp.br 
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