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Barbosa LA. Modulagcdo da proliferacdo, apoptose e autofagia de
linfocitos T por RAGE  [Dissertagcdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

RESUMO

RAGE (Receptor for advanced glycation endproducts) é um receptor de padroes
moleculares (PRR) reconhecido principalmente por seu envolvimento na patogénese
de complica¢gdes secundarias do Diabetes Mellitus. Sua ativagao esta relacionada a
modulagdo da resposta imune-inflamatéria, promovendo ativacdo, migragao e
maturacdo de leucdcitos; e induzindo a liberacdo de citocinas inflamatérias. A
sinalizacdo via RAGE também esta relacionada a regulagdo dos processos de
sobrevivéncia, apoptose e autofagia celular. Pouco se sabe sobre o papel de RAGE
na regulacdo desses processos em células da resposta imune adaptativa e,

especificamente, em linfécitos T. Nosso objetivo foi avaliar a influéncia da ativacéo

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

modulagdo da proliferagdo, apoptose e autofagia, e a contribuicdo da ativacéo de
NF-kB na inducéo desses processos. Células de linhagem de linfocitos T (JM/Jurkat)
foram estimuladas com os ligantes de RAGE BSA-AGE (100 e 200 pg/mL) e S100b
(10 pg/mL). A estimulagdo também foi realizada mediante a pré-ativacéo do receptor
de células T (TCR). Experimentos de ganho de fungdo foram realizados por meio da
transfecgao transitoria das células com um vetor plasmidial de RAGE. A proliferagao
celular foi determinada por ensaio de exclusdao com azul de Trypan. A apoptose foi
avaliada através da detecgédo da fragmentacdo do DNA pelo método TUNEL e da
expressdo de p53, Bax e Bcl-2 por Western blot. Ainda por Western blot,
observamos a expressao de proteinas caracteristicas do processo de autofagia, p62
e LC3; e de p50, subunidade do fator de transcricao NF-kB. O estimulo com BSA-
AGE e S100b nao alterou a proliferacdo e a viabilidade, mas, em células
transfectadas, esse estimulo tendeu a aumentar a proliferacdo e a viabilidade,
sobretudo apds a pré-ativagdo das células. O BSA-AGE e o S100b produziram
efeitos distintos sobre a apoptose a depender da pré-ativagdo e do periodo
experimental avaliado. O estimulo com os agonistas de RAGE atenuaram a inibicao
de LC3 e p53 induzida pela camptotecina. Efeito de “resgate” semelhante foi

verificado na expressdao de p50. O estimulo de RAGE parece favorecer a



proliferagdo e a autofagia de linfécitos T. Os seus efeitos sobre a apoptose variam

de acordo com o tipo, concentragéo e periodo de exposig¢ao ao ligante utilizado.

Palavra-chaves: Imunidade adaptativa, Linfocitos T, Produtos finais de glicosilagao.



Barbosa LA. Modulation of proliferation, apoptosis and autophagy of T
lymphocytes by RAGE [Dissertagcdo 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 pg/mL) and S100B (10 pg/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-kB. 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 INTRODUGAO

1.1 Diabetes é um importante problema de saude publica devido as
complicagoes associadas, as quais sao decorrentes da modulagao da resposta

imune.

Estimativas recentes indicam que o diabetes afeta cerca de 13% da
populagcdo com mais de 20 anos de idade, sendo que aproximadamente 40% dos
casos ndo sao diagnosticados. Entre adultos acima de 60 anos estas proporgdes
aumentam para 30% de portadores, incluindo 46% dos casos nao diagnosticados

(Cowie et al.”®, 2009)

O Diabetes Mellitus e suas complicagcbes representam uma das
principais causas de mortalidade e morbidade nos EUA (Engelgau et al.?°, 2004),
com custos econdmicos associados as despesas de assisténcia médica e reducao
da capacidade produtiva destes pacientes na ordem de US$ 174 bilhdes em 2007
(American Diabetes Association®, 2008). As complicagdes cardiovasculares
associadas ao diabetes representam a principal causa de mortalidade nestes
pacientes (Mooradian63, 2003). De fato, a presenca de diabetes n&o apenas é
considerada um fator de risco independente para doengas cardiovasculares, como
também amplifica o risco associado a outros fatores de risco classicos, como a
hipertensdo, fumo e hipercolesterolemia (Stamler et al.®*, 1993; Whiteley et al.**,
2005), ainda que o0s mecanismos biologicos dessa relacdo nao sejam

completamente conhecidos (Sun et al.®>, 2009).

Especificamente em relacdo as doencas periodontais, existem

abundantes evidéncias epidemiolégicas indicando maior severidade e extensédo de
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destruicdo periodontal em pacientes com diabetes, sendo a doenga periodontal
considerada uma das complicacdes “classicas” (King*’, 2008). A relagdo causal
entre a presenca do diabetes e estas complicagbes é demonstrada por estudo de
intervengao longitudinal com mais de 25 anos de acompanhamento, em que o
melhor controle metabdlico resultou em significativa redugdo da incidéncia de
complicagbes microvasculares e neurologicas (Kilpatrick et al.*®, 2009). De forma
similar, pacientes portadores de diabetes com melhor controle metabdlico nao
apresentam maior severidade de doenca periodontal (Tsai et al.??, 2002); e a
resposta ao tratamento periodontal nestes pacientes € similar a de pacientes sem

diabetes (Christgau et al.'?, 1998).

A relagdo diabetes-resposta imune é complexa e reciproca, com
diversas possibilidades de convergéncia das vias metabdlica e inflamatéria em
multiplos niveis (Hotamisligil, Erbay®', 2008). Por exemplo, a resposta imune tem
papel etiolégico no diabetes tipo 1, que € uma condi¢céo resultante do ataque de
linfocitos T as células beta produtoras de insulina do pancreas (Li et al.>®, 2009), e
possivelmente no diabetes tipo 2 em que niveis séricos elevados de marcadores
inflamatérios como IL-6 e proteina C-reativa sdo associados a maior risco de
desenvolvimento do diabetes (Pradhan et al.”®, 2001). Por outro lado, a presenca de
diabetes também modula a resposta imune, como demonstrado pela menor
resisténcia a infecgdo nesses pacientes (Peleg et al.”, 2007) e pela inibicdo da
funcdo de polimorfonucleares na resposta imune inata (Delamaire et al.’®, 1997).
Reciprocamente, a resposta imune/inflamatéria pode inibir eventos moleculares
relacionados a atividade biologica da insulina, exercendo um papel crucial no

metabolismo da glicose (Hotamisligil, Erbay®', 2008).
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Em resumo, estas informagdes indicam a existéncia de uma importante
interrelagao entre o diabetes e a resposta imune, sendo esta relagao a responsavel

pelas complicagdes associadas ao diabetes.

1.2 O receptor de produtos finais de glicagcao avancada (RAGE): caracteristicas

e fungoes biolégicas

O receptor de produtos finais de glicacdo avangada (RAGE) € uma
proteina transmembrana unipasso do tipo | pertencente a superfamilia das

imunoglobulinas (Ig) (Neeper et al.®®

, 1992). Em humanos, o seu gene esta
localizado na regido do complexo maior de histocompatibilidade de classe Ill (MHC
[II) do cromossomo 6 e € composto por 11 exons e cerca de 1400 pares de bases
(Hudson et al.*?, 2008).

Sua estrutura completa é composta por uma cadeia de 404
aminoacidos, contendo 3 dominios principais: um extracelular de reconhecimento e

ligagdo, uma hélice transmembrana e um dominio C-terminal citoplasmatico

(ctRAGE), necessario para a transdugado de sinais (Gonzalez et al.?®, 2013) (Figura

1).
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Figura 1 — Desenho esquematico ilustrando a estrutura da molécula de RAGE
(Fonte: Kierdorf, Fritz**, 2013).
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A porgédo extracelular é formada por 3 dominios de Ig, sendo um
dominio V (variavel) na extremidade aminoterminal, seguido por dois dominios C
(constantes), denominados C1 e C2. O dominio V forma com C1 o dominio em
tandem VC1, carregado positivamente, que funciona como uma unidade funcional
onde ocorre a ligagdo do receptor com a maioria dos seus ligantes. O dominio C2
apresenta carga predominantemente negativa e ndo parece contribuir muito na
ades3o aos ligantes (Fritz?, 2011).

Além da proteina completa (full-length RAGE), variagdes no splicing do
RNAm resultam em mudangas no receptor e mais de 20 produtos de splicing
alternativo de RAGE ja foram descritos (Hudson et al.*?, 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 proteina soluvel que n&o possui os dominios
transmembrana e citoplasmatico (Kierdorf, Fritz*°, 2013). Esse isotipo também pode
ser produzido por clivagem proteolitica (Galichet et al.?®, 2008; Zhang et al.', 2008).

O RAGE soluvel parece funcionar como um regulador da sinalizagao via RAGE, pois
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age como um “receptor falso”, prevenindo a interagdo dos ligantes com o receptor
completo ancorado na membrana citoplasmatica das células e, dessa forma, é
capaz de reduzir ou mesmo reverter os efeitos da ativacdo de RAGE (Nishizawa,
Koyama’', 2008; Park et al.”3, 1998).

Outras importantes variantes de splicing, RAGE_v4 e RAGE_v5,
apresentam uma delegdo ou uma insergdao na regidao N-terminal, onde ocorre a
ligacdo do receptor com seus ligantes (Hudson et al.*?, 2008; Kierdorf, Fritz**, 2013).
Essas isoformas sao expressas na superficie das células, mas sao incapazes de
transmitir a sinalizagdo porque nao possuem um dominio de adesao aos ligantes
(Nishizawa, Koyama’', 2008). Apesar de ndo funcionais, o seu papel bioldgico
também parece estar relacionado a regulacdo da sinalizacdo via RAGE,
possivelmente pela interferéncia na formagdo de oligbmeros entre moléculas
completas de RAGE, o que impediria a estabilizacdo de um complexo proteico
competente para transmitir a sinalizagdo celular (Fritz?%, 2011).

Diferente de outros receptores, a ativacdo de RAGE ¢é induzida pelo
reconhecimento de caracteristicas tridimensionais nos ligantes e ndao por uma
sequéncia especifica de aminoacidos (Fritz??, 2011; Koch et al.**, 2010). Na
auséncia de ligantes, RAGE é encontrado na forma de oligdmeros de pelo menos 4
moléculas na membrana plasmatica, formando agrupamentos (Xie et al.’®', 2008).
Quando ha a adesdo a algum ligante, uma alteragdo no equilibrio da membrana
favorece a estabilizagdo desse arranjo, o que leva a mudangas de conformacao na
porcao intracelular da molécula de RAGE, permitindo que se inicie a cascata de
sinalizagdo (Ostendorp et al.”?, 2007).

Em condigdes fisiolégicas, RAGE € expresso por diversos tipos

celulares durante o desenvolvimento embrionario e pds-natal, sendo suprimido nos
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tecidos ao seu término, com excegao dos pneumdcitos tipo |, que permanecem
expressando constitutivamente altos niveis desse receptor ao longo da vida
(Bierhaus et al.*, 2005). Por outro lado, em estados patoldgicos como diabetes,
desordens neurodegenerativas ou inflamagao crbnica, a expressao de RAGE é
substancialmente aumentada em varios tecidos devido a regulagao positiva induzida
por seus ligantes (Sorci et al.®2, 2013).

As consequéncias funcionais da ativacdo de RAGE sao complexas e
influenciadas por uma série de fatores, sobretudo a natureza e a concentragcao do
ligante, a presenca de outros ligantes ou de correceptores, o tipo e o contexto celular
em questdo e suas vias de sinalizagdo estabelecidas (Kierdorf, Fritz*°, 2013). Essa
ativacdo podera levar a regulacdo da transcricdo de citocinas, quimiocinas,
receptores de quimiocinas, enzimas proé-inflamatérias e moléculas de adesao; bem
como ativar os processos de proliferacdo, migracao, diferenciagdo, fagocitose,
apoptose e autofagia celular (Sorci et al.#2, 2013; Xie et al.'®?, 2013).

A diversidade de efeitos da ativacdo de RAGE e o fato de ser ativado
por diferentes moléculas relacionadas ao dano celular sugere que esse receptor
apresenta fungdes bioldgicas relacionadas principalmente a estados patoldgicos
(Bierhaus et al., 2005). Entretanto, evidéncias recentes apontam para uma possivel
participacdo desse receptor também em condicbes de homeostase, reparo e
regeneracao (Sorci et al.®?, 2013).

Coletivamente, essas informacdes indicam que RAGE tem funcbes
biolégicas relevantes para a resposta do hospedeiro e papel fundamental no

diabetes, condicio fortemente relacionada as doencgas periodontais.
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1.3 A ativagcao de RAGE por ligantes diferentes resulta em respostas celulares

diversas

RAGE ¢é comumente descrito como um receptor de padrées
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 caracteristicas estruturais em comum (Frit222,
2011; Kierdorf, Fritz**, 2013).

Os primeiros ligantes descritos de RAGE foram os produtos finais de
glicacdo avangada (advanced glicosylation end products ou AGES), compostos
protéicos ou lipidicos gerados por glicosilagdo ndao-enzimatica que se acumulam no
tecido vascular durante o envelhecimento e, de forma mais acelerada, em individuos
diabéticos (Neeper et al.?®, 1992). A glicosilagdo € um processo no qual aclcares
redutores ou seus metabdlitos reagem, através de grupos aldeido funcionais, com
grupos amino ou guanidina livres de residuos de lisina ou de arginina de proteinas
plasmaticas, produzindo ligagdes cruzadas (Mahali et al.®’, 2011). Esses produtos
posteriormente sofrem outras mudangas por rearranjos, oxidacdes e ligagdes com
outros AGES, ampliando a heterogeneidade desse grupo de compostos (Fritz?,
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 sinalizacéo via esse receptor (Kislinger et al.*®, 1999).

Além dos AGES, dentre os ligantes de RAGE estao moléculas pro-
inflamatodrias de origem enddgena liberadas no meio extracelular em decorréncia de
dano tecidual ou de processos infecciosos e inflamatérios, conhecidos como DAMPS

7
1.7°

(damage-associated molecular pattern) (Popa et al.””>, 2012). Essas moléculas
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incluem a proteina HMGB1 (high mobility group box 1 ou anfoterina), proteinas da
familia S100/calgranulina e o peptideo beta-amildide (Abeta ou AB) (Gonzalez et
al.?®, 2013).

HMGB1 €& uma proteina altamente conservada, expressa em
praticamente todas as células eucaribticas e que, inicialmente, foi descrita como
uma proteina ndo-histona associada a cromatina (Goodwin et al.?®, 1977).
Atualmente, sabe-se que ela pode apresentar outras fungdes biolégicas a depender
de sua localizacdo (Li et al.>*, 2013). No nucleo das células, HMGB1 age como uma
chaperona, estabilizando a formagao de nucleossomas e promovendo o acesso de
fatores de transcricdo a genes especificos (Miiller et al.®®, 2001; Thomas®', 2001).
Livre no citoplasma, seu papel parece estar relacionado a regulagao do processo de
autofagia em resposta ao estresse ambiental ou intracelular (Tang et al.*°, 2010).
Essa proteina também pode ser secretada no meio extracelular por células
inflamatdrias e, de forma passiva, por células necréticas e, nesse caso, age como
uma citocina, ativando a resposta imune-inflamatéria pela interagdao com diferentes
receptores, inclusive RAGE (Li et al.>*, 2013). Os efeitos da interagdo de RAGE com
HMGB1 foram observados em condi¢des inflamatérias como artrite reumatoide e
sepse, assim como em alguns tipos de cancer (Sparvero et al.®, 2009).

A familia de proteinas S100 € composta por 20 membros expressos
exclusivamente em vertebrados que possuem a capacidade de ligagao a ions calcio
por meio de sitios EF-hand (Sparvero et al.2%, 2009). A ligagdo do calcio nessas
regides ocasiona mudancgas na estrutura da proteina S100, expondo um dominio de
ligacao hidrofébico que permite sua interagcdo com proteinas alvo e, dessa forma,
elas regulam a atividade de moléculas envolvidas em fungdes celulares como

homeostase de calcio, crescimento e diferenciacdo celular, dindmica do
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citoesqueleto, transcricdo e metabolismo energético (Leclerc et al.®’, 2009). Além do
calcio, algumas dessas proteinas podem interagir com zinco e cobre (Heizmann et
al.?°, 2007).

Os diferentes membros dessa familia de proteinas apresentam padrbes
de expressao especificos de acordo com o tecido e o tipo celular (Ostendorp et al.”?,
2007). A maioria das proteinas S100 existe no interior das células como
homodimeros ligados de forma n&o covalente, embora alguns membros possam
formar heterodimeros ou oligbmeros de até 8 subunidades (Donato'’, 2001).
Algumas também podem ser secretadas, passando a funcionar como citocinas e
quimiocinas (Fritz?%, 2011). No ambiente extracelular, onde a concentracéo de calcio
€ normalmente elevada, essas proteinas se encontram permanentemente
carregadas com esse ion, o que € um pré-requisito para sua interagcdo com RAGE
(Leclerc et al.’', 2009). Nem todos os membros da familia S100 sdo ligantes de
RAGE. Dentre as que proteinas demonstraram interagir com esse receptor in vivo e
in vitro estdo: S100B, S100P, S100A1, S100A2, S100A4, S100A5, S100A6, S100A7,
S100A8/A9, S100A11, S100A12 e S100A13 (Leclerc et al.°!, 2009).

O S100B ¢ sintetizado por astrocitos, oligodendrocitos e células de
Schwann e esta presente principalmente no cérebro, onde é responsavel pela
regulacdo da plasticidade sinaptica (Nishiyama et al.”’, 2002). No ambiente
intracelular, essa proteina modula o arranjo de microtubulos e regula o ciclo celular
por meio da interagao com fatores de transcri¢do (Ostendorp et al.”?, 2007). Quando
secretado, seus efeitos parecem variar de acordo com a concentracdo no meio
extracelular: enquanto niveis nanomolares resultam em efeito neuroprotetor,
concentragbes micromolares parecem favorecer a apoptose celular (Huttunen et

al.>®, 2000; Businaro et al.?, 2006). Niveis elevados dessa proteina foram detectados
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apos trauma cerebral e em desordens neurodegenerativas como sindrome de Down,
doenca de Alzheimer e encefalomielite (Griffin et al.?”, 1998; Mrak, Griffin®, 2001).

O peptideo beta-amildide € um peptideo neurotoxico derivado da
clivagem proteolitica da proteina precursora amildide (PPA) (Gonzalez et al.®,
2013). Essa molécula tende a se agregar inicialmente como fibrilas amildides e,
posteriormente, formando placas amildides, cujo acumulo no cérebro representa a
marca da doenca de Alzheimer (Fritz??, 2011; Sparvero et al.®%, 2009). O AB pode se
localizar no interior dos neurénios ou no meio extracelular, o que € um achado
comum em estagios avangados de neurodegeneracgdo (Khandelwal et al.**, 2011).
Foi demonstrado que sua ligacdo a RAGE em neurdnios leva a expressao do fator
estimulador de colénias de macréfagos (macrophage colony-stimulating factor, M-
CSF) pela ativagdo do fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B, NF-kB) (Du
Yan et al."”®, 1997). Além disso, a relevancia interacdo do AB com RAGE na
patogénese de desordens neuronais também parece estar relacionada a indugéo da
resposta inflamatéria envolvendo a ativagdo de micréglias (Yan et al.'®, 1996).

O RAGE também pode interagir com o componente da familia 32
integrina, Mac-1, e com a molécula de adesao ICAM-1, auxiliando o recrutamento e
adesdo de leucdcitos ao endotélio (Chavakis et al.”, 2003). Mais recentemente,
outros ligantes de RAGE foram descritos. Foi demonstrado que o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) é capaz de se ligar a esse receptor, levando a ativagado do fator
nuclear kB (NF-kB) e & liberagdo de TNF-a (Yamamoto et al.'® 2011).
Oligonucleotideos CpG de DNA, o componente do sistema complemento, C3a, bem
como a proteina HSP70, molécula reconhecida por contribuir com estados de
inflamacéao crénica, também foram relacionados como possiveis ligantes de RAGE

(Gonzalez et al.?, 2013).
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A complexidade de RAGE pode ser evidenciada pela diversidade de
seus ligantes. Ainda nao esta muito claro na literatura quais caracteristicas ou
propriedades sdao comuns a todas essas moléculas, bem como quais circunstancias
sao necessarias para o reconhecimento de cada ligante por esse receptor. Nao se
pode descartar também a possibilidade de existirem outros ligantes que ainda nao

foram identificados.

1.4 Sinalizagcao via RAGE esta relacionada a resposta imune e inflamatéria e ao

processo de proliferagao celular

A interacdo de RAGE com seus ligantes resulta na ativagdo de varias
vias de sinalizagdo intracelular relevantes para diversos processos da biologia
celular.

Essas vias de sinalizagado incluem as kinases protéicas ativadas por
mitogeno (MAPK) como a kinase controlada por sinais extracelulares 1/2
(extracellular signal-requlated kinase, ERK 1/2), a kinase N-terminal c-Jun (c-Jun N-
terminal kinase, JNK), a kinase-kinase protéica ativada por mitégeno (MEK) e p38;
além da via do transdutor de sinal e ativador da transcricao 3 (signal transducer and
activator of transcription 3, STAT3), da familia de proteinas kinase derivada de
sarcoma (sarcoma tyrosine kinase, Src) e a proteina kinase C (protein kinase C,
PKC) (Kierdorf, Fritz**, 2013; Xie et al.'%, 2013). A ativagdo de RAGE pode resultar
na geragao de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS),
moléculas quimicamente reativas como ions de oxigénio e peréxidos, que também

participam da sinalizagdo mediada por esse receptor e podem levar ao estresse



27

oxidativo pelo aumento da atividade de NADPH oxidase (Clynes et al.!, 2007; Han
et al.?®, 2011).

A principal consequéncia da sinalizagdo via RAGE esta relacionada a
modulagao da inflamacéao pela ativagao de fatores de transcrigdo, dentre os quais se
destaca o fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B, NF-kB). Esse complexo
proteico funciona como um regulador para a transcrigdo de diversos genes pro-
inflamatadrios, tais como ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de necrose tumoral a (TNF
a) e interleucina-6 (IL-6), aumentando sua sintese e secrecdo (Xie et al."®?, 2013).
Isso foi observado in vivo, num modelo de remodelagao ventricular pés-infarto do
miocardio em animais com diabetes mellitus do tipo 1, no qual o bloqueio da
interacdo de RAGE com o ligante HMGB1 reduziu significantemente a atividade de
NF-kB, a expressao de TNF- a, IL-6 e TGF- 31, bem como o dano ao tecido cardiaco
(Volz et al.**, 2010). Outros estudos com animais geneticamente deficientes para
expressao de RAGE confirmaram haver uma redugao na ativagao de NF-kB e na
expressao de varios genes pro-inflamatérios em comparagdo com os animais wild-
type, sob diferentes condigdes experimentais (Sunahori et al.®, 2006; Volz et al.®®,
2012).

A regiao promotora do gene de RAGE possui dois sitios de ligagao
para NF-kB. Portanto, esse fator de transcricdo também promove a expressao do
RNAmM de RAGE e representa um importante mecanismo de feedback positivo para
a sinalizagdo através desse receptor (Kierdorf, Fritz**, 2013; Fritz?%, 2011). Assim,
tanto o dano tecidual, com a consequente liberagdo de ligantes, como a ativagao
celular da resposta inflamatéria via RAGE estimulam a producdo de mais moléculas
desse receptor, amplificando o sinal inicial e promovendo a manutencdao dessa

sinalizacdo. Esse fato foi observado em desordens inflamatérias mediadas por
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RAGE, como artrite reumatoide (Sunahori et al.¥’, 2006), ateroesclerose (Wendt et
al.%8, 2006), disturbios renais (D’Agati, Schmidt', 2010) e neuroinflamacdo (Fang et
al.?", 2010).

A participacao de RAGE no inicio e na manuten¢ao da resposta imune
inata esta bem definida (Bierhaus et al.*, 2005). Entretanto, pouco se sabe sobre o
papel de RAGE na imunidade adaptativa. Estudos demonstraram que RAGE é
expresso por linfocitos B, T e células dendriticas, e sua ativagdo pode representar
uma importante ligacdo entre o sistema imune inato e o adaptativo (Yan et al.'®,
2010; Moser et al.®*, 2007; Ge et al.?*, 2005). As primeiras evidéncias dessa relagdo
vieram de estudos com modelos animais de doengas autoimunes, como a
encefalomielite autoimune experimental (Yan et al.’®, 2003), em que a inibigdo de
RAGE em células T CD4+ suprimiu a infiltracdo de células imunes e inflamatdrias ao
sistema nervoso central e o desenvolvimento de doenga, sugerindo papel de RAGE
na modulacdo da produgdao de quimiocinas e/ou na migracdao de leucécitos dos
vasos para o tecido.

Estudos demonstraram que RAGE é expresso constitutivamente por
células T de individuos diabéticos (Akirav et al.?, 2012) e também induzivel pela
ativacdao de TCR em células CD4+ e CD8+ saudaveis, principalmente do repertério
de células de memdria (Akirav et al.?, 2012; Moser et al.**, 2007). Wild et al.'®
(2012) demonstraram ainda a expressao de RAGE em linfécitos T regulatorios (Treg;
CD4+ CD25+ CD127-).

RAGE parece ter influéncia na infiltracdo, na proliferacdo e na
diferenciacdo de células Th1 (Yan et al."®, 2003; Chen et al.’®, 2004; Moser et al.®®,
2007; Chen et al.®, 2008). Moser et al.®® (2007) demonstraram que o bloqueio desse

receptor com sRAGE reduziu o recrutamento de linfocitos T e retardou a rejeicéo ao
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tecido enxertado apos transplante cardiaco heterotopico, sugerindo que a ativagao
de RAGE teria um efeito imunoestimulatério. Experimentos in vitro suportam esta
possivel fungdo imunoestimulatéria, uma vez que o bloqueio do eixo RAGE suprimiu
a resposta proliferativa de linfécitos T (Moser et al.®°, 2007). Resultados semelhantes
foram relatados por Chen et al.® (2008), que observaram, em cultura mista com
esplendcitos irradiados, uma redugcdo da proliferagdo de células T RAGE™” e de
células T wild type tratadas com o inibidor de RAGE, TTP488.

A influéncia de RAGE na diferenciagdo de célula T efetoras foi
observada em um modelo animal de diabetes tipo I, em que o tratamento com
sRAGE alterou o fenétipo das células que infiltraram as ilhotas de Langerhans apds
transferéncia de esplendcitos diabetogénicos, constatado pelo aumento na
expressdo de IL-10 e TGF-B. Os animais que receberam esse tratamento
apresentaram reducdo na taxa de transferéncia do diabetes e na incidéncia
de insulite, novamente sugerindo a participacdo desse receptor na modulagdo da
resposta imune (Chen et al.'®, 2004). Células T deficientes para expressdo de RAGE
também exibiram polarizagdo alterada mediante ativacdo em comparagao com
células RAGE**, com menor produgao de IL-2 e INF- vy, caracteristicas do perfil Th1,
e aumento de IL-4 e IL-5, citocinas relacionadas ao perfil Th2 (Moser et al.®*, 2007).
Em concordancia com esses resultados, Mu et al.’” (2011) demonstraram um
desequilibrio na distribuicdo das subpopulacdes de linfécitos T auxiliares durante a
progressdo da miastenia gravis, doenga autoimune caracterizada pelo
funcionamento anormal das jung¢des neuromusculares. O estimulo com o ligante
S100b nas células T CD4+ isoladas de animais com essa doencga resultou no

aumento da populacao de células Th1 e Th17 e redugéao de Th2 e Treg.
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No que refere a proliferagao celular, estudos mostram que células da
imunidade inata e adaptativa, bem como da musculatura lisa vascular (vascular
smooth muscle cells, VSMC) respondem a ativagdo de RAGE induzindo a divisdo
celular, amplificando a resposta dessas células no contexto de processos imune-
inflamatorios (Sorci et al.®?, 2013). Em células da musculatura lisa vascular, a
proliferagdo celular induzida por BSA-AGE parece estar relacionada a modulagao do
fluxo de ions K* e Ca*, por meio da ativacdo das vias ERK1/2, p38 MAPK,
fosfatidilinositol 3-kinase (phosphatidylinositol-3-kinases, PI3K) (Zhao et al.'®, 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.??, 2011). Também foi demonstrado que a capacidade das células
dendriticas de induzir a ativagao e a proliferacdo de linfocitos T aumentava apds o
tratamento com BSA-AGE, e que esse efeito era mediado pela ativagdo de JNK e
aumento na expressao de moléculas de adesdo e moléculas apresentadoras de
antigeno (Ge et al.?*, 2005). Por outro lado, em mioblastos, a ativagdo de RAGE por
HMGB1 inibiu a proliferacao e estimulou a diferenciagcao dessas células via Cdc42-
Rac-MKK6-p38 MAPK, pelo aumento da regulagéo do fator de transcricdo especifico
do tecido muscular, miogenina (Sorci et al.®', 2004).

As informagdes apresentadas indicam que RAGE pode ativar diversas
vias de sinalizacao intracelular relacionadas a expressao de multiplos mediadores
inflamatdrios, notadamente, NF-kB, STAT3 e as MAPKinases. Além disso, a propria
expressdo de RAGE pode ser regulada por fatores de transcricao (notadamente NF-
kB) ativados na resposta inflamatéria, gerando um possivel loop de feedback
positivo. Existem evidéncias de que a ativagdao de RAGE tem importante papel

imunoestimulador, tanto na resposta imune inata quanto adaptativa, além de
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promover a proliferagédo celular de linfocitos T, porém estes efeitos sdo dependentes

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

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

A apoptose € o processo de morte celular programada, que pode ser
ativado por dois mecanismos distintos (Figura 2): a via intrinseca (mitocondrial),
relacionada a regulagdo de membros anti ou pro-apoptéticos da familia de proteinas
do linfoma de células B 2 (B-cell lymphoma 2, Bcl2), liberagdo de proteinas
mitocondriais e ativagdo da cascata das caspases; e a via extrinseca (iniciada por
receptor), em que a ligacado de receptores de morte (death receptors) presentes na

membrana celular leva a ativagéo direta das caspases.
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Figura 2 — Representagao das vias intrinseca e extrinseca da apoptose (Fonte:
Vucic et al.”, 2011).
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O efeito da ativacdo de RAGE na apoptose pode ser positivo ou
negativo a depender do tipo e do contexto celular, bem como do tipo e concentragéao
de ligantes. Por exemplo, enquanto baixas doses de S100A14 promoveram o
aumento da proliferacédo de células de linhagem de carcinoma esofagico pela

ativacao, via RAGE, de ERK 1/2 e aumento da atividade de NF-kB; doses elevadas
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desse ligante induziram a apoptose dessas células pela via mitocondrial, verificado
pela ativagdo de caspase-9, caspase-3 e poli-ADP-ribose polimerase (Jin et al.>®,
2011). Huttunen et al.® (2000) observaram que altas concentragdes do ligante
S100B induziam a apoptose de células de neuroblastoma e de glioma, com
liberagcdo de citocromo C e ativagdo de caspase-3; por outro lado, o estimulo em
baixas doses resultou em sensibilidade reduzida a apoptose, evidenciado pela
inducéo da expressao de Bcl-2.

O estresse oxidativo induzido pelo aumento da formagdo de ROS
parece ser um dos principais mecanismos envolvidos na regulacado da apoptose a
partir da ativacdo de RAGE (Loske et al.”®, 1998). Esse fato foi demonstrado em
alguns tipos celulares, incluindo células endoteliais, células beta do pancreas e
linfocitos T (Lee et al.’?, 2010; Chen et al.®, 2010; Hung et al.*, 2010).
Paradoxalmente, em células cancerigenas pancreaticas, a inibicdo de RAGE
estimulou a formacédo de ROS e a apoptose, com aumento da atividade de caspases
e translocagdo mitocondrial da proteina X associada ao Bcl-2 (Bcl2- associated
X protein, Bax) (Kang et al.**, 2011).

A modulacao da apoptose por RAGE também parece estar relacionada
a regulacao da proteina p53, fator de transcrigdo que pode ser ativado por diferentes
insultos genotdxicos e que induz a parada do ciclo celular ou a apoptose (Maiuri et
al.%, 2007). Em poddcitos, o bloqueio de RAGE reduziu a ativagédo da via p53- Bax e
a apoptose intrinseca induzida por produtos protéicos de oxidagao
avangada (advanced oxidation protein products, AOPPs) (Zhou et al.""", 2012). Em
osteoblastos knockout para RAGE, a expressao e a translocagao nuclear de p53 e

p73 foram aumentadas devido a reducdo da ubiquitinagdo e degradagao dessas
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proteinas, levando ao aumento da apoptose em relagédo as células sem deplecao
desse gene (Brune et al.’, 2013).

Mahali et al.®’ (2011) descreveram uma nova via apoptética induzida
pela interacdo AGE- RAGE. Essa cascata de sinalizacdo evolve a liberagao de
interleucina-8 (IL-8) e ativagdo de seus receptores (IL-8Rs), aumento de Ca™
intracelular, ativagao de calcinerina, translocagao de NFAT para o nucleo e indugao
da expressdo de Fasligante (FasL), permitindo, finalmente, a ativagdo das
caspases.

Ao contrario da apoptose, a autofagia constitui-se em um mecanismo
de sobrevivéncia celular, em que organelas e outros componentes citoplasmaticos
sdo sequestrados em vacuolos autofagicos que se fundem com lisossomos para que
depois sejam eliminados, permitindo a renovagdao da célula. Em condi¢des
patolégicas como inflamacao, oxidagao lipidica, estresse metabdlico e oxidativo,
esse processo torna-se notadamente ativo (Heymann®, 2006).

RAGE promoveu a autofagia em células da musculatura lisa vascular
(VMSC) e em alguns tipos de células tumorais (Hu et al.>*, 2012; Kang et al.*', 2010;
Kang et al.*?, 2012). Em VSMC, a ativagdo de RAGE por AGE-BSA induziu a
autofagia pela ativacdo de ERK e inibicao da via Akt/mTOR (mammalian target of
rapamycin, mTOR) (Hu et al.**, 2012). A delecdo de RAGE em células de linhagem
de carcinoma pancreatico inibiu a autofagia, verificado pela redugdo da expressao
de LC3 Il e da degradacgéao de p62, associado ao aumento da fosforilagdo de mTOR
e a redugdo da formacdo de autofagossomos (Kang et al.*', 2010). Além disso, a
inducao da autofagia por RAGE parece ser necessaria para a ativagéo da via STAT3
por IL-6, que leva a proliferagéo celular, sugerindo, portanto, uma participagao desse

receptor na promogao do crescimento tumoral (Kang et al.*?, 2012).
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Assim, RAGE parece ter um papel relevante tanto no processo de
sobrevivéncia (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 inflamatérias, a modulagédo desses

processos ainda é pouco conhecida.
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2 PROPOSICAO

Com base nas informagdes apresentadas sobre a relevancia do
receptor RAGE na modulacao da resposta imune inata e adaptativa e dos processos
de proliferacao, morte, e sobrevivéncia celular propomos avaliar a influéncia de sua
ativacao em células T. Nossa hipétese principal € que a ativacdo de RAGE influencia
a biologia celular de linfécitos T, o que poderia indicar um possivel papel desse
receptor em condigdes de natureza imune-inflamatéria, como a doenga periodontal.

Para testar essa hipdtese, foram propostos os seguintes objetivos

especificos (Figura 3):

Figura 3 — Representagcao esquematica dos objetivos especificos a serem testados.
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1) Determinar o efeito da ativagdo de RAGE com dois tipos de ligantes
(BSA-AGE e S100b) na proliferagédo e na morte celular espontanea e induzida por
um agente citotoxico (camptotecina) em células de linhagem de linfécitos T
(JM/Jurkat), associado ou nao a pré-ativagao do TCR.

2) Determinar o efeito dos ligantes de RAGE na apoptose esponténea
e induzida e na expressao de proteinas associadas a esse processo (Bax, Bcl-2 e
p53) por linfécitos T de linhagem (JM/Jurkat), associado ou ndo a pré-ativacdo do
TCR.

3) Determinar o efeito dos agonistas de RAGE na expressédo de
proteinas caracteristicas do processo de autofagia celular, p62 e LC3, por células T
(JM/Jurkat) estimuladas ou ndo com agente indutor de apoptose e associado ou nao
a pré-ativacado do TCR.

4) Avaliar a ativacdo de NF-kB em células T (JM/Jurkat) apds o
estimulo com os ligantes de RAGE (BSA-AGE e S100b), na presenga e na auséncia

de pré-ativagcao do TCR.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Ligantes de RAGE:

3.1.1 Preparo do BSA-AGE

O produto final de glicagdo (AGE) empregado na estimulagdo das
células foi preparado a partir de albumina sérica bovina como descrito na literatura
(Li et al.>®, 1997; Konishi et al.>°, 2004). A albumina sérica bovina — fragdo V (BSA)
na concentragdo de 50 mg/mL foi incubada a 37° C por 8 semanas com 0.5 M de
glicose em 0.2 M de tampéao fosfato (PBS), pH 7.4, contendo 0.5 mM de EDTA. A
glicose livre foi removida por didlise (12 h) com PBS estéril e livre de calcio de
magneésio, pH 7.4, a temperatura de 4° C. O controle desta reagao foi feito pela
incubacdo de BSA nas mesmas condigbes exceto pela adigdo de glicose. A
densidade da cor marrom, tipica dos AGES, foi determinada em espectrofotémetro
pela absorbancia a 405 nm: a absorbancia de BSA nao glicado € baixa (menor 0.1
que na concentragado de 3%), enquanto a absorbancia do BSA-AGE € mais elevada
(entre 1.8 e 2.1 na mesma concentragao de 3%). Aliquotas do BSA-AGE (50 mg/mL)

foram mantidas sob refrigeracado a temperatura de 4° C.

3.1.2 S100b

A proteina S100b foi obtida comercialmente (S-100B Protein from
bovine brain, cat. S6677, Sigma-Aldrich Co., EUA), diluida em agua ultrapura na

concentracao de 1 mg/mL, aliquotada e armazenada a temperatura de - 20° C.
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3.2 Manuteng¢ao da linhagem celular

Cultivamos a linhagem celular humana de linfécitos T JM/Jurkat em
meio RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (FBS) inativado por calor,
em ambiente umido a 37° C e em atmosfera contendo 5% de CO,. Essa linhagem
celular foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Luis Lamberti Pinto da Silva, do Depto.
de Biologia Celular e Agentes Biopatogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto - USP. Por se tratar de uma linhagem de células imortalizadas amplamente
utilizada no meio cientifico por mais de 30 anos e nao envolver animais € humanos,
ndo houve necessidade de submissdo & Comité de Etica em pesquisa para sua

utilizacdo (Anexo).

3.3 Pré-ativagao celular

Os estimulos da sinalizagao por RAGE foram realizados na presenca e
na auséncia de pré-ativacdo do TCR com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28
conjugados a microesferas — ‘beads’ - magnéticas (Dynabeads Human T-Activator
CD3/CD28, Gibco, Life Tech. Corp., EUA). Apds o preparo das células, a suspenséo
de beads foi agitada em vortex por 30 seg, um volume apropriado foi coletado (razédo
beads/célula 1:1) e lavado em 1 mL de PBS estéril. Em seguida, as microesferas
foram separadas em suporte magnético por 1 min. Apdés o descarte do
sobrenadante, os beads foram ressuspendidos em meio de cultura em volume
idéntico ao obtido inicialmente da suspensdo e adicionado as células, que foram

incubadas a 37° C e em atmosfera contendo 5% de CO, durante 24 h.
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3.4 Transfeccao — experimentos de ganho de fungao de RAGE

Experimentos de ganho de funcdo de RAGE foram feitos por
transfecgdo transitéria das células precursoras utilizando o sistema Neon (Neon
Transfection System, Invitrogen, Life Tech. Corp., EUA), que combina eletroporagéo
e transfeccgao lipidica. Para isso, obtivemos comercialmente o vetor plasmidial de
expressao de RAGE (pReceiver - M33, GeneCopoeia, Inc., EUA) contendo a regiao
codificadora correspondente ao variante 1 de RAGE humano (Figura 4). Esse
plasmidio foi amplificado por transformacdo de bactérias E. coli quimicamente
competentes obtidas comercialmente (Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells,
Invitrogen, Life Tech. Corp., EUA), extraido 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 expressdo do gene é controlada pelo promotor
constitutivamente ativo ‘CMV’ e a regidao N-terminal € marcada com o gene-reporter
‘eCFP’. A localizacdo da sequéncia PolyA, apds o gene-repérter, assegura que

RAGE foi expresso como uma proteina de fusdo junto com o peptideo de marcacgao.

O“"\
g o2 Vector Features
pReceiver-M33 Promoter CMV.
Host Cell Mammalian

Expression Clone

Bacterial selection antibiotic Ampicillin
Mammalian selection marker Yes
Tag eCFP

3.4.1 Transformacao bacteriana

Brevemente, 50 uL da suspensao bacteriana de Escherichia coli foram
retirados do freezer — 80° C e descongelados lentamente em gelo. Sob condicdes
assépticas, 15 ng do DNA plasmidial (pReceiver - M33) previamente diluido em agua
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
suspensao foi transferida para tubos de cultura bacteriolégica de 15 mL contendo
950 uL de meio de cultura S.O.C pré-aquecido e sem antibiéticos, e incubada por 1

h a 37° C sob agitagéo constante (225 rpm).
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A viabilidade bacteriana foi constatada apds esse periodo pela discreta
turvacdo do meio. Aliquotas de 20 e 60 pyL da suspensdo foram semeadas em
placas de Petri contendo meio de cultura LB agar preparado com o antibiético de
selegdao ampicilina (100 pg/mL). Essas placas foram incubadas por 18 h em estufa

bacteriologica a 37° C.

3.4.2 Amplificagdo do plasmidio

5 a 10 colbnias bacterianas que cresceram na presencga do antibidtico
de selegao foram isoladas das placas de Petri e transferidas para tubos de cultura
bacteriologicos contendo 4 mL de meio LB broth preparado com ampicilina (100
pg/mL). Essas culturas foram incubadas em agitador automatico a 225 rpm, por 18 h

a37°C

3.4.3 Purificagao do plasmidio

O DNA plasmidial foi extraido e purificado utilizando o kit QUIAGEN
Plasmid Mini Kit, de acordo com o protocolo do fabricante. Brevemente, ao final do
periodo de incubacdo para amplificagdo do DNA plasmidial, as bactérias foram
coletadas por centrifugacéo (6000 xg, 4° C, 15 min) e submetidas a lise. O DNA
plasmidial foi extraido 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 alcool 70% e ressuspendido em

30 pL de tampéo Tris-EDTA (T.E), pH 8.0.

O DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotometro (NanoVue

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

Brevemente, as células foram cultivadas em condi¢des de sub-
confluéncia (5 X 10° céls/mL) em meio de cultura suplementado com 10% de FBS
inativado por calor, porém sem antibiéticos no dia anterior a transfecgéo. No dia da
transfecgdo, as células foram coletadas por centrifugacdo e contadas em
hemocitdbmetro segundo o ensaio de exclusdo do corante azul de Trypan, verificando
viabilidade superior a 90%. Foram utilizadas placas de cultura de 10 cm de didmetro
contendo 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS sem
antibidticos, que foram preparadas e mantidas em incubadora de CO, até o
momento exato da transfeccdo. Apds a verificagao da viabilidade celular, as células
foram lavadas em PBS livre de calcio e de magnésio, e ressuspendidas em tampao
de transfecgdo apropriado (tampdo ‘R’) numa densidade final de 2 X 107 céls/mL.
Para cada placa, foram utilizados 10 yg de DNA plasmidial, que foi adicionado as
células ressuspendidas no tampao ‘R’. As condigcdes de eletroporacao utilizadas
foram otimizadas para a linhagem JM/Jurkat (1400 V/ 20 ms em um unico pulso de
corrente). Imediatamente apos a transfecgao, as células foram transferidas para as

placas de cultura e incubadas a 37° C, em atmosfera contendo 5% de CO,.

3.5 Proliferagao e viabilidade celular

Os efeitos da ativacdo de RAGE sobre a proliferacdo e a viabilidade
celular foram determinados por contagem diferencial de células viaveis e nao
viaveis, marcadas para integridade de membrana citoplasmatica 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 viaveis mantém a integridade de membrana e
excluem do citoplasma o corante, enquanto a perda de viabilidade celular associada
a perda da integridade da membrana plasmatica permite a penetragao do corante no
citoplasma

Brevemente, 3 x 10° células/poco foram plaqueadas em placas de 96
pocos e estimuladas com 100 e 200 ug/mL de BSA-AGE e 10 pg/mL de S100b na
presenca e na auséncia de beads anti-CD3 e anti-CD28. O controle positivo foram
células ndo estimuladas (d 10%) e a camptotecina (CPT - Camptothecin, cat.
C9911, Sigma-Aldrich Co., EUA), 5 uM, foi utilizada como controle negativo para
proliferagdo. Avaliamos ainda a influéncia da ativacdo de RAGE com esses dois
ligantes (BSA-AGE 200 ug/mL e S100b 10 pg/mL) na modulacido da apoptose
induzida pelo tratamento com camptotecina (5 uM). As avaliagdes foram feitas apds
12, 24, 48 h do tratamento das células. Células transfectadas com vetor de
expressdo de RAGE utilizadas em experimentos de ganho de fungdo do receptor
foram avaliadas nos periodos 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 periodo de 24 h.
A desinducao teve a finalidade de evitar possiveis influéncias de componentes do
soro fetal bovino resistentes a inativagéo pelo calor (imunoglobulinas, componentes
do sistema complemento) e também de proporcionar uma melhor sincronizagéo do
ciclo celular. Além disso, a utilizacdo de menor concentracdo de FBS permite a
detecgdo de discretos efeitos dos ligantes de RAGE na proliferagéo e viabilidade
celular, que poderiam ser completamente sobrepostos pelo potente efeito
estimulador de elevadas concentragcdes de FBS. Nas células transfectadas, esse

protocolo nao foi utilizado devido ao estresse adicional causado pelo procedimento
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de transfecgao, e os experimentos de ganho de fungao foram realizados em meio de
cultura contendo 10% de FBS.

O procedimento consistiu na diluicdo de uma aliquota das culturas na
proporcdo de 1:1 com o azul de Trypan 0,4%, seguida da contagem, em
hemocitdbmetro de Neubauer, tanto das células azuis (mortas) quanto das células
normais. A porcentagem de células viaveis em relagao ao numero 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 — modulagao da apoptose

Brevemente, 5 X 10° células foram plaqueadas em placas de 24 pocos
e estimuladas com BSA-AGE nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL e com S100b
10 pg/mL, por 24 e 72 h, para deteccdo da fragmentagdo 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
expressao de RAGE foram utilizadas, 24 h depois da tranfeccdo, em experimentos
de ganho de fungéo, e avaliadas apds 48 h do estimulo com os ligantes de RAGE,
correspondendo ao periodo em que a expressao de RAGE como fransgene
manteve-se em seu maior nivel. Em todos os experimentos, os controles negativos
foram representados por células ndo estimuladas e o controle positivo para apoptose
utilizado foi o agente indutor de apoptose camptotecina (5 uM). O efeito modulatério
da ativacdo de RAGE na apoptose induzida pela camptotecina (5 pM) também foi

avaliado em todos os experimentos.
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Ao final de cada periodo experimental, as células foram coletadas por
centrifugacédo, contadas e ressuspendidas em PBS (pH 7.4, livre de célcio e
magnésio) na densidade de 2 x 10° células/mL, fixadas em tampao contendo 2% de
paraformaldeido (BD Cytofix, BD Biosciences, EUA). A apoptose foi avaliada, por
citometria de fluxo, apds a incorporagao enzimatica de nucleotideos conjugados a
digoxigenina nas terminagdes 3’-OH livres, presentes nos locais de quebras no DNA.
Os fragmentos marcados com o oligbmero nucleotideo- digoxigenina foram
incubados com anticorpo anti-digoxigenina, conjugado a fluoresceina (FITC). A
marcacao do DNA de fita dupla (que possibilita uma avaliacao indireta da fase do
ciclo celular a partir da quantidade total de DNA) foi realizada com iodeto de
propideo (PI). A leitura das amostras foi feita em citdbmetro de fluxo (BD FACSVerse,
BD Biosciences, EUA) equipado para leitura de Pl e FITC (intensidade de

fluorescéncia >620 nm e 530 nm, respectivamente).

3.7 Western blot - modulagao dos processos de autofagia e apoptose

A expressao de proteinas representativas dos processos de autofagia
(LC3 e p62) e apoptose (p53, Bax, Bcl-2), e da proteina indicativa da ativacao de

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

Brevemente, 3x10° células foram cultivadas em placas de 12 pocos e
estimuladas com os ligantes de RAGE, BSA-AGE 100 e 200 pg/mL e S100b 10
pg/mL, por 10 e 30 min nos experimentos de avaliagdo da expressao de p50, ou 24
h e 48 h para avaliagcdo das demais proteinas relacionadas aos processos de

apoptose e autofagia. Nos experimentos de ganho de fungcdo com células
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transfectadas, a avaliagdo foi realizada somente no periodo de 24 h. O efeito
modulatério da ativagdo de RAGE com os ligantes BSA-AGE 200 pg/mL e S100b 10
Mg/mL também foi avaliado na presenga de estimulo com o agente indutor de

apoptose, camptotecina (5 uM).

Ao final de cada periodo experimental, os lisados celulares foram
preparados com tampéao de extragdo 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). Apos quantificagdo pelo método de Bradford (Quick Start Bradford
protein 1x dye reagent, cat. 500-0205, Bio-Rad Lab. Inc., EUA), 40 ug de proteina
total foi diluida em tamp&o de amostra contendo SDS e DTT e desnaturados por
aquecimento a 95° C por 5 min. A separagao eletroforética foi feita em géis
descontinuos de poliacrilamida a 12% (100 V constantes por 60 min), seguido de
transferéncia para membranas de PVDF (300 mA constantes por 60 minutos). Apos
bloqueio de ligagdes inespecificas em solugdo de 5% de leite desnatado em
TBS/Tween por 1 h, as membranas foram incubadas com dilui¢ées otimizadas dos
anticorpos primarios (18 h a 4° C sob agitacdo suave) (Quadro 1), seguida de
lavagens em TBS/Tween e incubagdo com os anticorpos secundarios conjugados a
HRP (1 h, temperatura ambiente). A detec¢cdo das proteinas-alvo foi feita com kit
para desenvolvimento de quimioluminescéncia (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce Biotech., EUA) seguido de visualizagdo e
documentagdo em tempo real por cdmara para quimioluminescéncia (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 avaliacbes por

Westerm blot.

ANTICORPO FABRICANTE DILUIGAO
Anti-LC3 A/B antibody Abcam (cat. ab58610) 1 pg/mL
Anti-SQSTM1/p62 antibody =~ Abcam (cat. ab56416) 2 ug/mL

Anti-p53 antibody Abcam (cat. ab26) 2,5 yg/mL
Anti-Bax antibody Abcam (cat. ab5714) 2 ug/mL

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

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

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

3.8 Analise estatistica

A analise estatistica, quando necessaria, consistiu do teste-t nao
pareado com corregdo de Welch para variancias desiguais. Os calculos foram

executados no programa estatistico GraphPad, versédo 5.00 (La Jolla, EUA).
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4 RESULTADO

4.1 Eficiéncia da transfecg¢ao/ eletroporacgao

Para avaliarmos a relevancia de RAGE na biologia de linfocitos T,
foram realizados experimentos de ganho de fungdo, nos quais induzimos a
superexpressao desse receptor com o objetivo de comparar as respostas dessas
células com células normais, ndo transfectadas e que apresentam uma baixa
expressao basal de RAGE. A eficiéncia da transfecgéo foi verificada apos 24 h pela
deteccao da expressao do gene-reporter (enhanced cyan fluorescent protein, eCFP)
nas células transfectadas em microscopio de fluorescéncia invertido (Figura 5). Além
disso, verificamos a expressdo protéica de RAGE como transgene nas células

transfectadas por Western Blot, apds 24, 48 e 72 h (Figura 6).
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Figura 5 — Imagens representativas das condigdes de transfecgao/ eletroporagao
selecionadas para a linhagem de linfécitos T (JMt). As imagens foram obtidas por
imunofluorescéncia utilizando o filtro para FITC, que possibilita a visualizagcdo da
expressdo de GFP pelas células efetivamente transfectadas. A maior eficiéncia
(estimada em 25 a 30%) foi obtida com 1400 V/ 20 ms em um unico pulso de

corrente. Imagens obtidas utilizando a objetiva de 4 X (magnificagéo total 40 X).

Phase Contrast

JMt
40X
24 h
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Figura 6 - A transfeccdo com vetor plasmidial de RAGE aumentou
significativamente a expresséo protéica desse receptor em comparagao com células

controle (J-), que ndo foram transfectadas.
U -
GAPDH - “ o

|
Q

JMt
24h
JMt
48h
JMt
72h

4.2 Avaliagdao da proliferacao e viabilidade de linfécitos T (JM/Jurkat) apés

estimulo com ligantes de RAGE - Objetivo especifico 1

Para avaliar os efeitos dos ligantes de RAGE na proliferagédo e
viabilidade celular, foi realizada a contagem direta das células em hemocitdmetro

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

Verificamos que o estimulo com esses ligantes ndo modularam a
proliferagdo (Figura 7) ou a viabilidade (Figura 8) das células nos periodos e nas
concentragbes utilizadas, quer seja com ou sem pré-estimulo/pré-ativagdo com

anticorpos para CD3/CD28.

- Efeito em células com superexpresséo do receptor:

Em células transfectadas, foi observada uma discreta tendéncia de

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

células.

Figura 7 — A e B, Curva de crescimento de células JM/Jurkat sem (A) ou com pré-
ativagcdo com beads anti-CD3 e anti-CD28 (B) nos periodos de 12, 24, 48 h. As
células foram tratadas com os ligantes de RAGE: BSA-AGE 100 ug/mL, BSA-AGE
200 pg/mL e S100b 10 pg/mL. Camptotecina 5 uM (CPT) foi utilizada como controle

negativo para proliferacdo e células ndo estimuladas com os ligantes de RAGE e

cultivadas em meio contendo 10% de FBS (d10%) foram utilizadas como controle

positivo (indutor de proliferacdo). Os dados apresentados representam a média +

desvio padrao de trés experimentos independentes.

A)

Total de células (X 10°)

o«
1

JM/Jurkat

24 1
z ——1

0 12

24
Periodo (h)

— 210%

CPT
BSA-AGE 100
BSA-AGE 200
S100b

bhts

B)

Total de células (X 10°)

-}
1

JM/Jurkat

CD3/CD28

0 12

24

Periodo (h)

Fhtd

@10%

CPT
BSA-AGE 100
BSA-AGE 200
5100b

Figura 8 — A e B, Curva de viabilidade celular determinada pelo método de exclusao

de azul de Trypan. Os dados representam a média *

experimentos independentes.
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Figura 9 — A e B, Curva de crescimento de células JM/Jurkat transfectadas com
vetor plasmidial para expressdo de RAGE (JM/Jurkat t). Células sem (A) ou com pré-
ativagcdo com beads anti-CD3 e anti-CD28 (B) foram tratadas com os ligantes de
RAGE: BSA-AGE 100 pg/mL, BSA-AGE 200 pg/mL e S100b 10 pg/mL.
Camptotecina 5 pM (CPT) foi utilizada como controle negativo para proliferagéo e
células nao estimuladas como controle positivo (310%). A proliferagéo foi avaliada
apo6s 12, 24, 48 e 72 h do tratamento. Os dados apresentados representam a média

* desvio padrao de trés experimentos independentes.

) ) JM/Jurkat t
JM/Jurkat t CD3/CD28
15+ 15
& —
o -~ @10% ° - @ 10%
X 105 ~ okt x — CPT
. Z 101
é : g:i igg ;gg P -a- BSA-AGE 100
3 - e - BSA-AGE 200
s —~ 5100b 5 - — | $1000
g 5 s 5 /_-" R -
3 o
3 3
bl
7 a8 72 0

T T T 1
12 24 48 72

Periodo (h) Periodo (h)

Figura 10 — A e B, Curva de viabilidade de células transfectadas (JM/Jurkat t)
determinada pelo método de exclusdo com azul de Trypan. Os dados apresentados
representam a meédia + desvio padréo de trés experimentos independentes. (*) indica
diferenga estatistica (p < 0.05) em relagéo ao controle positivo (d 10%) (Teste-t ndo

pareado com corregao de Welch para variancias desiguais).

A) B)
JM/Jurkat t
JM/Jurkat t CD3/CD28
100- 100+
0y
- F10% - 7 10%
- - CPT - CPT
2 -= BSA-AGE 100 ¥ -=- BSA-AGE 100
= s
E ol - BSA-AGE 200 e — BSA-AGE 200
3 . == 5100b § 50 ¥ - S100b
ﬁ o
0 T T r " o
12 24 48 72 )

12 24 48 72

Periodo (h) Periodo (h)



54

4.3 Avaliagao da influéncia de RAGE na apoptose induzida de linfécitos T

(JM/Jurkat) — Objetivo especifico 1

Células de linhagem de linfécitos T (Jurkat/JM) com e sem pré-estimulo
do TCR foram tratadas com BSA-AGE (200 ug/mL) e S100b (10 pg/mL) com o
objetivo de investigar a capacidade desses ligantes de RAGE de influenciar, positiva
ou negativamente, a proliferacdo e a viabilidade dessas células quando cultivadas
na presenca do agente anti-proliferativo e citotdxico, camptotecina (CPT). As
avaliagdes foram realizadas apos 12, 24, 48 h por contagem diferencial de células
viaveis e nao viaveis, em hemocitémetro, com o corante azul de Trypan (Figuras 11
e 12). Ainda nao foi possivel realizar esses experimentos em células com expressao
aumentada de RAGE devido ao estresse excessivo causado pelo procedimento de

transfecgao.

Novamente, os resultados indicam que o estimulo com os ligantes de
RAGE néo influenciam a resposta proliferativa de linfocitos T a camptotecina. Com
relagao a viabilidade, também nao foi observada diferenca em nenhum dos periodos

avaliados.
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Figura 11 — A e B, Curva de proliferagao de células JM/Jurkat sem (A) ou com pré-
ativagdo com beads anti-CD3 e anti-CD28 (B) tratadas com os ligantes de RAGE,
BSA-AGE 200 ug/mL e S100b 10 ug/mL, na presenca de camptotecina 5 uM (CPT).
Células nao estimuladas e mantidas em meio de cultura suplementado com 1% de
FBS (d 1%) foram utilizadas como controle positivo. Os dados apresentados

representam a média + desvio padrio de trés experimentos independentes.
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Figura 12 — A e B, Curva de viabilidade das células determinada pelo ensaio com
azul de Trypan. Os dados apresentados representam a média + desvio padrao de
trés experimentos independentes.
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4.4 Avaliacao da apoptose de linfécitos T (JM/Jurkat) apés estimulo de RAGE -

Método TUNEL - Objetivo especifico 2

Foi utilizado o ensaio de TUNEL para detectar, por citometria de fluxo,
a fragmentacdo do DNA (indicativa de apoptose) e avaliar o efeito da ativagao de
RAGE na modulagao da apoptose. Esse método permitiu ainda a observagao do
efeito desses estimulos sobre a cinética do ciclo celular, possibilitando a
determinacao concomitante do percentual de células em apoptose nas fases G1 e
S/G2. Os estimulos foram feitos por 24 h e 72 h e (Figuras 13 e 14), em células
transfectadas (Figura 15), apés 24 h da transfeccdo e mantidos por 48 h,

correspondente ao periodo de maxima expressao do transgene.

A exposicdo das células aos ligantes de RAGE parece reduzir a
apoptose, efeito que pode ser observado de forma mais marcante no periodo de 72
h. Além disso, o potencial proliferativo das células parece ser afetado de maneira
positiva, verificado pelo aumento na propor¢cao de células nas fases S/G2 tratadas

com os ligantes em comparagdo com o controle nao tratado.

De maneira geral, 24 h apds o estimulo com os ligantes de RAGE, a
resposta das células pré-ativadas nao diferiu das células que nao receberam esse
pré-tratamento, isto é, observamos uma pequena redugdo na apoptose e um leve
aumento do potencial de proliferacdo celular. Por outro lado, no periodo de 72 h,
observamos um aumento da apoptose mediante a exposicao aos ligantes de RAGE,
sobretudo o S100b. Nesse periodo, verificamos uma menor influéncia dos

tratamentos no potencial proliferativo das células.
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E interessante notar que o tratamento com o ligante S100b resultou em
um efeito bifasico sobre a apoptose, que variou de acordo com o estado de ativagao
das células: enquanto em periodos iniciais verificamos um discreto aumento, em
periodos tardios ocorreu uma atenuagdo da apoptose. Uma reposta contraria foi

observada em células que receberam pré-ativagao.

- Efeito em células com superexpressao do receptor

Ainda que os ligantes de RAGE nao tenham afetado a apoptose de
maneira acentuada, observamos que exerceram um efeito na quantidade de DNA
das células, tanto aquelas que ndo receberam pré-tratamento como nas
transfectadas e pré-ativadas, indicando a relevancia desse estimulo sobre o ciclo

celular.
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Figura 13 — A e B, Deteccdo de apoptose pelo método TUNEL em células de
linhagem de linfocitos T (JM/Jurkat) 24 h (A) e 72 h (B) apds o estimulo com os
ligantes de RAGE (BSA-AGE 100 pg/mL, 200 ug/mL e S100b ug/mL). O eixo X (PE-
A) determina o conteudo de DNA nas células pela incorporagédo do iodeto de
propideo, indicando a fase do ciclo em que as células se encontram (G1 - a
esquerda; S/G2 - a direita); eixo Y indica o percentual de células em apoptose. A
somatodria dos dois quadrantes superiores indica o percentual total de células
apoptéticas nos diferentes estagios do ciclo celular. Os dot-blots sdo representativos
de dois experimentos independentes com aquisicdo de 30,000 eventos no gate

indicado pelo protocolo do experimento.
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Figura 14 — A e B, Deteccdo de apoptose pelo método TUNEL em células de

linhagem de linfocitos 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 conteudo de DNA nas células pela incorporagéo do iodeto de

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

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

somatodria dos dois quadrantes superiores indica o percentual total de células

apoptéticas nos diferentes estagios do ciclo celular. Os dot-blots sdo representativos

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

indicado pelo protocolo do experimento.
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Figura 15 — A e B, Deteccdo de apoptose pelo método TUNEL em células de
linhagem de linfécitos T transfectadas (JM/Jurkat t) com o vetor de expressao de
RAGE e estimuladas com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100 ug/mL, BSA-AGE
200 pyg/mL e S100b 10 pg/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 propor¢ao de
células na fase G1 e os quadrantes inferiores direitos a proporgcdo de células nas
fases S/G2; o dois quadrantes superiores indicam o percentual de células
apoptéticas, segundo as fases do ciclo celular (G1 e S/G2). Os dot-blots s&o
representativos de dois experimentos independentes com aquisicdo de 30,000
eventos no gate indicado pelo protocolo do experimento.
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4.5 Avaliagdao da influéncia do estimulo de RAGE na apoptose induzida de

linfécitos T (JM/Jurkat) — Método TUNEL - Objetivo especifico 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 ug/mL e S100b 10 pg/mL na presenca de camptotecina

(CPT).

No periodo inicial, observamos a tendéncia dos ligantes de
potencializar o efeito anti-proliferativo da camptotecina, o que pode ser verificado
pelo aumento na proporcdo de células na fase G1 do ciclo celular. Além disso, o
tratamento com BSA-AGE (mas n&do com S100b) reduziu o efeito pré-apoptético da

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

Por outro lado, mediante a pré-ativacdo das células (Figuras 17),
verificamos que, em comparagdo com o controle (camptotecina isoladamente), a
exposicao aos ligantes de RAGE aumentou a proporgao de células nas fases S/G2,
indicando uma inibicdo da resposta anti-proliferativa induzida pela camptotecina.
Observamos ainda que, com a ativagao das células, o efeito pré-apoptético dessa
substancia é potencializado pelos ligantes de RAGE, em contraste ao verificado nas

células sem ativacao por CD3/CD28.

- Efeito em células com superexpresséo do receptor:

De modo geral, observamos que a transfecgdo das células reduziu
expressivamente seu potencial proliferativo e que o tratamento com os ligantes de

RAGE na presenga de camptotecina potencializou esse efeito, de forma similar aos
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efeitos dos ligantes de RAGE em células nao estimuladas e nao transfectadas, em
especial no periodo de 24 h (Figura 18). Nessas células, o tratamento com os
ligantes de RAGE néo resultou em efeitos marcantes na apoptose, com discreta
atenuacao dos efeitos apoptéticos da camptotecina em células tratadas com BSA-
AGE, tanto na presenga quanto na auséncia de ativacdo por CD3/CD28. De forma
interessante, este discreto efeito atenuador da apoptose por BSA-AGE foi
acompanhada pela redugéao na propor¢ao de células na fase S/G2 do ciclo celular,
sugerindo que este efeito inibidor da apoptose envolve a modulagao direta do
mecanismo primario de agao da camptotecina, que é justamente a interferéncia na

progressao do ciclo celular.
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Figura 16 — A e B, Deteccdo de apoptose pelo método TUNEL em células de
linhagem de linfécitos T (JM/Jurkat) tratadas com os ligantes de RAGE (BSA-AGE
200 pg/mL e S100b 10 pg/mL) na presenga de camptotecina (5 uM) nos periodos de
24 h (A) e 72 h (B). O eixo X (PE-A) determina o conteudo de DNA nas células pela
incorporacao do iodeto de propideo, indicando a fase do ciclo em que as células se
encontram (G1 - a esquerda; S/G2 - a direita); eixo Y indica o percentual de células
em apoptose. A somatéria dos dois quadrantes superiores indica o percentual total
de células apoptoéticas nos diferentes estagios do ciclo celular. Os dot-blots s&o
representativos de dois experimentos independentes com aquisicdo de 30,000

eventos no gate indicado pelo protocolo do experimento.
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Figura 17 — A e B, Detecgdo de apoptose pelo método TUNEL em células pré-
ativadas com beads anti- CD3/CD28 e tratadas com os ligantes de RAGE (BSA-AGE
200 pg/mL e S100b 10 pg/mL) na presenga de camptotecina (5 uM) nos periodos de
24 h (A) e 72 h (B). O eixo X (PE-A) determina o conteudo de DNA nas células pela
incorporacao do iodeto de propideo, indicando a fase do ciclo em que as células se

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

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

de células apoptoéticas nos diferentes estagios do ciclo celular. Os dot-blots s&o

representativos de dois experimentos independentes com aquisicdo de 30,000

eventos no gate indicado pelo protocolo do experimento.
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Figura 18 — A e B, Deteccdo de apoptose pelo método TUNEL em células de
linhagem de linfécitos T transfectadas para expressdao de RAGE (JM/Jurkat t) e
expostas aos ligantes BSA-AGE 200 pg/mL e S100b 10 ug/mL na presenga de
camptotecina (5 pM) no periodo de 48 h. Em ‘A’, os dados das células n&o ativadas,
e em ‘B’ os dados das células pré-ativadas com anticorpos para CD3/CD28. O eixo
X (PE-A) determina o conteudo de DNA nas células pela incorporagéo do iodeto de
propideo, indicando a fase do ciclo em que as células se encontram (G1 - a
esquerda; S/G2 - a direita); eixo Y indica o percentual de células em apoptose. A
somatéria dos dois quadrantes superiores indica o percentual total de células
apoptéticas nos diferentes estagios do ciclo celular. Os dot-blots sdo representativos
de dois experimentos independentes com aquisicado de 30,000 eventos no gate

indicado pelo protocolo do experimento.
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4.6 Modulagdo da expressdao de proteinas relacionadas aos processos de

apoptose e autofagia - Objetivos especificos 2 e 3

A modulacdo da expressao protéica de p53, Bcl2 e Bax, e das
proteinas relacionadas ao processo de autofagia, p62 e LC3, foi avaliada, por
Western Blot, 24 e 48 h apds o estimulo com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100
pMg/mL e BSA-AGE 200 pg/mL e S100b 10 ug/mL) e apds o co-estimulo dos ligantes

(BSA-AGE 200 pg/mL e S100b 10 pg/mL) na presenga de camptotecina (5 uM).

Ao longo dos periodos experimentais, € possivel observar em células
com ou sem pré-ativagao (Figuras 19), uma tendéncia de aumento na autofagia,
demonstrada pela reducdo na expressao de p62 e aumento de LC3 entre os
periodos de 24 e 48 h. Além disso, verificamos um aumento na expresséo de Bcl2 e
reducdo de Bax, sugerindo uma diminuicdo do processo de apoptose e
evidenciando, portanto, um mecanismo duplo de citoprote¢cdo. Por outro lado, é
notavel o aumento na expressao de p53, sobretudo nas células que receberam pré-
ativacao, o que, paradoxalmente, indicaria uma tendéncia de aumento da apoptose.
O estimulo com os agonistas de RAGE parece ter tido pouca influéncia nesse

processo.

A presenca de camptotecina foi associada a reducédo na expressao de
LC3, p53 e Bax e aumento de Bcl2, principalmente no periodo de 48 h. Esse
resultado provavelmente reflete o mecanismo acao desse composto, que, ainda que
nao seja completamente conhecido, parece estar relacionado a interferéncia
simultanea e negativa no processo de autofagia e na progressao do ciclo celular. O

estimulo com os agonistas de RAGE, particularmente o BSA-AGE em células sem
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pré-ativacdo, atenuaram a inibicdo de LC3 (autofagia) e p53 (progressao no ciclo
celular) induzida pela camptotecina, o que pode estar relacionado a atenuacao da

apoptose associada ao tratamento com camptotecina nessas células.

O aumento da expressao de p53 em células pré-ativadas com
anticorpos para CD3/CD28 pode estar relacionada a atenuacédo da proliferacéao
celular observada em outros experimentos. O estimulo com os ligantes de RAGE
manteve o efeito de ‘resgatar’ parcialmente a expresséo de p53 e LC3, em especial

o0 BSA-AGE no periodo de 48 h.

- Efeito em células com superexpresséo do receptor:

Em células com expressdao aumentada de RAGE (Figura 20), a
reducao 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 ndo transfectadas, os ligantes de

RAGE nao atenuaram esse efeito.
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Figura 19 — A e B, Modulagdo da expressdo de proteinas representativas dos
processos de autofagia (p62 e LC3) e apoptose (p53, Bcl2 e Bax) por células de
linhagem de linfécitos T (JM/Jurkat) apos estimulo com os ligantes de RAGE (BSA-
AGE 100, 200 pg/mL e S100b 10 pg/mL), na auséncia e na presenca de
camptotecina 5 yM (CPT), nos periodos de 24 h e 48 h. Em ‘A’, células nado ativadas
e em ‘B’ células pré-ativadas com anticorpos para CD3/CD28. As imagens
representativas dos resultados de trés experimentos independentes.
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Figura 20 - Modulagcédo da expresséo de proteinas representativas do processo de
autofagia (p62 e LC3) e de apoptose (p53 e Bcl2) por células transfectadas para
expressdao de RAGE, pré-ativadas (JM/Jurkat t CD3/CD28) e nao pré-ativadas
(JM/Jurkat t), estimuladas com os ligantes de BSA-AGE 100, 200 pg/mL e S100b 10

Mg/mL na auséncia e na presenga de camptotecina 5 yM (CPT), no periodo de 24 h.
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4.7 Modulagao da ativagcao de NF-kB em linfécitos T (JM/Jurkat) apés estimulo

com ligantes de RAGE - Objetivo especifico 4

Evidéncias indicam que NF-kB €& uma das principais vias de sinalizacéo
ativadas a partir de ativacdo de RAGE. Por isso, avaliamos a modulagdo da
expressao da proteina p50, subunidade desse fator de transcrigdo, por Western Blot,
apo6s o estimulo com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100, 200 ug/mL e S100b 10
Mg/mL). Esses experimentos também foram realizados associando o estimulo de
RAGE (BSA-AGE 200 pg/mL e S100b 10 pg/mL) com a camptotecina 5 yM (CPT).
As avaliagdes foram realizadas nas células com e sem pré-ativagdo e em dois
periodos, de 10 e 30 min (Figura 21). Experimentos em células com superexpressao

de RAGE ainda serao realizados.

Os resultados indicam que a ativacdo de NF-kB pelos agonistas de
RAGE ocorreu de forma discreta, notadamente em células pré-ativadas com
anticorpos para CD3/CD28 e estimuladas com 200 pg/mL de BSA-AGE e 10 pg/mL
de S100b. Este efeito discreto pode estar associado a baixa expressao enddgena
deste receptor nessas células. Ao contrario das células nao pré-ativadas, mediante o
estimulo do TCR, verificamos uma maior expressao de p50 no periodo de 30 min,
indicando uma ativacdo tardia do fator de transcricdo nessa condicdo. Nessas
células, os ligantes de RAGE, BSA-AGE 200 ug/mL e S100b, induziram uma maior

expressao de p50 no periodo de 30 min.

A presenca de camptotecina nédo afetou a ativagdo de NF-kB, mas o
tratamento com os ligantes acentuou essa ativagdo no periodo de 30 min nas

células sem pré-tratamento. Ja em células pré-ativadas, a inibicdo da expresséo de



71

p50 tornou-se mais evidente, especialmente no periodo de 10 min. Nessa condicao,
os ligantes de RAGE, sobretudo o BSA-AGE, tiveram um notavel efeito de “resgate”

da ativagao desse fator de transcrigéo.

Figura 21 - Modulagdo da ativacdo de NF-kB (expressao proteica de p50) por
células de linhagem de linfécitos T ndo pré-ativados (JM/Jurkat) e pré-ativados
(JM/Jurkat CD3/CD28), estimulados com os ligantes de RAGE (BSA-AGE 100, 200
pMg/mL e S100b 10 ug/mL), na auséncia e na presenga de camptotecina 5 uM (CPT),
nos periodos de 10 e 30 min. Imagens representativas dos resultados de dois

experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo, buscamos avaliar o papel da ativacdo de RAGE na
resposta imune adaptativa através da avaliagdo de seus efeitos na modulagdo da
proliferagdo, da apoptose e da autofagia de linfécitos T. Verificamos que a exposigao
aos ligantes de RAGE n&o afetou a proliferagdo e a viabilidade celular
espontaneamente ou na presenca de estimulo com camptotecina, composto que
inibe a proliferacado celular e induz a apoptose. Embora de forma discreta, em
células transfectadas transitoriamente para superexpressao de RAGE, observamos
uma tendéncia de aumento da proliferacdo e da viabilidade, sobretudo em células
pré-ativadas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28. O efeito dos ligantes na
modulagao da apoptose espontanea e induzida pela camptotecina variou a depender
do tipo e concentragdo do ligante, do estado de ativagcdo das células e do periodo
experimental avaliado. O tratamento com os agonistas de RAGE em células
transfectadas nao afetou diretamente a apoptose, mas resultou em um marcante
efeito na quantidade de DNA presente nas células, indicando que a principal
resposta ao estimulo com os agonistas de RAGE esta sobre a dindamica do ciclo
celular. Nao observamos mudancas marcantes na expressao de proteinas
indicativas do processo de apoptose, Bcl2, Bax e p53, e de autofagia, p62 e LC3,
ap6s o estimulo com BSA-AGE e com S100b. No entanto, verificamos que, na
presenca de camptotecina, esses estimulos atenuaram os efeitos inibitérios desse
composto sobre a expressao de LC3 e p53, tanto em células pré-ativadas como nao
pré-ativadas. Finalmente, observamos que os ligantes de RAGE ndo modularam a
ativacao de NF-kB; entretanto, diante do tratamento com camptotecina, o BSA-AGE

produziu um notavel efeito de “resgate” desse fator de transcrigao.
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Estudos recentes demonstraram a expressdo de RAGE em células T,
ainda que em proporgdes menores em comparagao a outras ceélulas do sistema
imune como mondcitos/macrofagos, granuldcitos e células dendriticas (Kierdorf,
Fritz*>, 2013). Moser et al®*. (2007) observaram que a expressdo desse receptor
aumentava durante a ativagdo inicial de linfécitos T isolados de camundongos,
sendo expresso em niveis reduzidos em células naive e mais elevados em células
T de memoria. Em consonancia com esses achados, Dumitriu et al.' (2005)
verificaram que o estimulo com HMGB1 secretado por células dendriticas agia, via
RAGE, sobre células T pré-ativas mas nao células imaturas, sugerindo a importancia
desse receptor em fases finais da ativagao de linfécitos T e também na reativagao
de células de memdria. Akirav et al.? (2012) observaram que a expressdo de RAGE
em linfocitos T humanos, isolados do sangue periférico de individuos saudaveis,
aumentava 25 vezes apos a ativagao do TCR e exposic¢ao ao ligante S100b.

N&o detectamos a expressédo de RAGE em nivel protéico na linhagem
de linfécitos T que utilizamos (JM/Jurkat), quer seja em células com ou sem ativagao
prévia, ou apos o tratamento com os ligantes BSA-AGE e S100b. Nesse sentido, os
experimentos de ganho de funcdo, em que utilizamos células transfectadas
transitoriamente com plasmidios codificando a expressao de RAGE sob o controle
de um promotor constitutivamente ativo (citomegalovirus, CMV), tiveram como
objetivo amplificar as respostas decorrentes da ativagao do receptor, permitindo uma
avaliagdo mais clara de seus efeitos. E importante esclarecer que essa linhagem foi
estabelecida a partir do sangue periférico de um individuo com leucemia de células
T e, portanto, a interpretacdo dos resultados encontrados deve levar em

consideracgao o fato de se tratar de células tumorais.
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A expressao de RAGE em linfocitos T parece ser importante para
expansao clonal apdés o reconhecimento de um antigeno (Yan et al.%, 2010).
Ensaios com cultura mista de linfécitos mostraram que o bloqueio do receptor pela
adicdo de sRAGE ou de anticorpos anti-RAGE IgG inibia a proliferacdo dessas
células, efeito que foi atenuado na presenga de anticorpos para CD3 e CD28 (Moser

et al.®

, 2007). Posteriormente, esses resultados foram corroborados por outro
estudo desse grupo, que utilizou 0 modelo de linfécitos T transgénico OT-II (linfocitos
T CD4+ com TCR especifico para o peptideo ovalbumina — OVA) (Moser et al.®,
2007). Eles demonstraram que células deficientes para expressdo de RAGE
apresentavam uma taxa de proliferacao significativamente menor em resposta a
ovalbumina em comparacéo com células RAGE **.

Nos experimentos de contagem diferencial, ndo observamos mudancgas
significativas na taxa de crescimento celular apés o estimulo com doses elevadas
dos ligantes BSA-AGE e S100b, mesmo em células pré-ativadas. Entretanto,
detectamos uma tendéncia de aumento na proliferagdio em células com
superexpressao de RAGE, o que pode ser relevante se considerarmos o tempo
reduzido de duplicacdo da linhagem JM/Jurkat. Cabe também ressaltar que a
comparagao desses resultados com aqueles encontrados em outros estudos deve
levar em consideracdo diferengas de metodologia adotada para avaliagdo da
proliferacéo celular.

Poucos estudos analisaram a viabilidade celular de linfécitos T apds o
estimulo com os ligantes de RAGE. Um trabalho que avaliou a morte celular de
linfécitos T (JM/Jurkat) expostos a diversas concentragées de BSA-AGE (50, 100,

200 e 400 pg/mL) obteve uma curva dose-resposta decrescente a medida que se

aumentava a concentracdo de BSA-AGE, alcangcando uma redugdo em torno de



75

50% na viabilidade celular na concentragéo de 200 yg/mL em comparagédo ao grupo
controle (Hung et al.>®, 2010). Nao encontramos outros trabalhos na literatura
corroborando esses resultados. Além disso, as analises desse estudo foram
realizadas 5 dias apds os estimulos, o que poderia justificar as diferengas
encontradas em nossos resultados.

Nas avaliagbes por citometria de fluxo, a principal consequéncia da
exposicao aos ligantes de RAGE foi observada na quantidade de DNA das células,
indicando uma influéncia importante sobre o ciclo celular. Esta resposta parece
contraditéria aos dados de proliferacdo dos experimentos de contagem diferencial.
No entanto, podem indicar um efeito dos ligantes na progressao entre as fases G1 e
S, sem que as células necessariamente alcancem a mitose efetiva (que seria
detectada no experimento de avaliacado da proliferacéo celular por contagem direta),
sugerindo uma modulagdo de componentes regulatorios do ciclo celular como
complexos ciclina-quinase (p. ex. ciclina E-Cdk2), ou proteinas como p21 e/ou p53.

A observacgao das respostas de linfécitos T mediante a pré-ativacao é
importante por refletirem de maneira mais proxima o comportamento dessas células
in vivo. Os anticorpos contra CD3 sao o elemento central para isso, ja que enviam o
primeiro sinal para ativagao/expansao celular ao complexo receptor da célula T
(TCR). O sinal co-estimulatério é enviado pelo anticorpo anti-CD28, necessario para
maturacdo da sinapse imunolégica, resultando em uma maior eficiéncia desse
processo (Li, Kurlander®®, 2010). Entretanto, essa ativacdo pode representar um
estresse adicional, além de interferir com aspectos da biologia celular como o ciclo
celular. Evidéncias mostraram que a sinalizagdo através do complexo TCR/CD3
pode inibir temporariamente o ciclo celular ou mesmo induzir a apoptose em

algumas linhagens de linfécitos T (Takahashi et al.?%, 1989; Janssen et al.*®, 1991).
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Zhu, Anasetti'’® (1995) demonstraram que a ativacdo de células da linhagem
JM/Jurkat com anticorpos anti-CD3 bloqueava transitoriamente essas células na
fase G1/S, sendo observada uma retomada da sintese de DNA somente apés 48 h.
Esses achados se assemelham aos que encontramos nas avaliagbes por citometria
de fluxo, em que a proporgao de células nas fases S/G2 inicialmente é reduzida com
a pré-ativacao das ceélulas, sendo retomada no periodo de 72 h.

O aumento na quantidade de DNA ap6s o tratamento com os ligantes
foi um achado consistente, embora com intensidades diferentes, em células
transfectadas e nao-transfectadas, o que levanta a possibilidade de que esses
ligantes podem atuar através de outros receptores de superficie. De fato, estudos
recentes mostraram que RAGE pode cooperar funcionalmente com outros PRRs
(Ibrahim et al.*®, 2013). Estd bem estabelecido que RAGE e alguns membros da
familia de receptores TLR possuem ligantes em comum, incluindo HMGB1 (Yu et
al.'’, 2006; Ivanov et al.*’, 2007), S100A8/A9 (Vogl et al.*3, 2007) e o peptideo AR
(Liu et al.®®, 1997). Ainda nao estdo claras quais condigdes determinam a
preferéncia de cada ligante por um dos seus receptores, ou mesmo o tipo de relagéo
que sera estabelecida entre este outro receptor e RAGE - sinergismo ou
antagonismo. No entanto, fatores como o tipo celular, caracteristicas do meio
externo, concentracéo 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 sinalizacdo desencadeada por S100b, ele ndo € o unico receptor capaz
de se ligar a essa proteina. Foi demonstrado que o estimulo com S100b pode
exercer efeitos independentes de RAGE sobre micréglias e mioblastos (Adami et

al.', 2004; Sorci et al.?%, 2004; Riuzzi et al.””, 2011). Além disso, von Bauer et al.*®®
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(2013) verificaram que esse ligante pode interagir com o receptor CD166/ALCAM,
atuando de maneira compensatéria a RAGE na ativacédo de NF-kB no contexto de
processos inflamatérios mediados por S100b, como a reagcdo de
hipersensibilidade do tipo tardio (delayed-type hypersensitivity, DTH).

Nao foram encontrados na literatura relatos sobre possiveis efeitos
RAGE-independentes de AGES. Foi demonstrado que o BSA-AGE preparado in
vitro pela incubacédo da albumina sérica bovina (BSA) em altas doses de glicose
apresenta uma elevada afinidade por RAGE (Kp= 50 nM) (Schmidt et al.”®, 1992), o
que explica a resposta das células com superexpressdo do receptor a esse ligante.
Novos experimentos devem ser realizados no sentido de explicar os efeitos
observados nas células ndo transfectadas.

Escolhemos como controle positivo para apoptose e para avaliagao da
influéncia da ativacdo com os ligantes de RAGE na apoptose induzida, o tratamento
das células com camptotecina. Esse composto é reconhecido por seu potente efeito
antiproliferativo e citotdéxico, tendo aplicagdo terapéutica como agente antitumoral
(Slichenmeyer et al.”®, 1993; Dancey, Eisenhauer'®, 1996). Seu mecanismo de agéo
envolve a inibicdo da enzima topoisomerase | (topo 1), cuja fungcdo é produzir
quebras em uma das cadeias do DNA durante sua replicagao, permitindo o giro da
cadeia quebrada sobre a cadeia intacta. Nesse processo, a camptotecina se liga ao
complexo DNA-topo |, resultando em quebras irreversiveis no DNA e na indugéo da
morte celular por apoptose (Liu et al.>’, 2000). Observamos que o estimulo com esse
composto causou um aumento na proporcdo de células na fase G1, além de ter
induzido a morte por apoptose nas fases S/G2. Esses achados estao de acordo com

|.40

aqueles descritos por Johnson et a (1997), que investigaram os efeitos da

camptotecina na linhagem JM/Jurkat.
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Observamos que os efeitos dos ligantes de RAGE na modulagédo da
apoptose espontanea e induzida pela camptotecina variaram a depender do periodo
avaliado, do estado de ativagado da célula e do ligante utilizado. Essas diferengas
podem estar relacionadas, em parte, as condi¢gdes celulares: em periodos iniciais, as
células estdo metabolicamente mais ativas e em proliferagdo intensa, por isso o
percentual de células apoptoticas € menor; ja em periodos tardios, embora
continuem proliferando, ja ha um esgotamento de nutrientes do meio e alteragbes
nas condicbes de pH do microambiente, que resultam em aumento natural da
apoptose. Também podem indicar que os ligantes BSA-AGE e S100b podem, sob
condigcbes diferentes, exercer efeitos distintos e até opostos na apoptose dessas
celulas.

Resultados conflitantes desse tipo foram observados por outros
pesquisadores em diversos tipos celulares. Huttunen et al.>® (2000) mostraram que o
S100b tinha um efeito duplo sobre a linhagem de células neurais N18. Enquanto
concentragcbes nanomolares induziam crescimento neural, concentragbes
micromolares desse ligante levavam a apoptose celular. Na linhagem de
neuroblastoma LAN-5, o tratamento com doses nanomolares de S100b neutralizou a
neurotoxicidade do peptideo AB, ja doses micromolares tiveram um efeito aditivo
sobre a toxicidade dessa proteina (Businaro et al.®, 2006). Ao contrario do S100b, os
AGES compreendem uma classe heterogénea de compostos que apresentam
diferengas quanto a capacidade de ligacéo ou grau de afinidade a RAGE (Takahashi

et al®®

, 2009). Provavelmente por esse motivo, ndo encontramos relatos
semelhantes na literatura sobre a agao especifica do BSA-AGE.
Na avaliacido da expressao de proteinas relacionadas aos processos

de apoptose e autofagia, detectamos entre os periodos de 24 e 48 h, um aumento
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na expressao de LC3 e reducgdo de p62, indicando uma tendéncia de aumento da
autofagia ao longo do tempo, o que pode ser decorrente da tentativa de adaptacao
metabodlica das células as condigbes de esgotamento de nutrientes do meio.
Verificamos também um aumento na expressdo de Bcl2 e reducdo de Bax,
sugerindo um mecanismo duplo de citoprotecdo. Paradoxalmente, € notavel o
aumento na expressao de p53, sobretudo nas células que receberam pré-ativacéo, o
que, indicaria uma tendéncia de aumento da apoptose. Esse achado pode ser
entendido, em parte, pelo fato de que a autofagia e a apoptose sdo processos
catabdlicos funcionalmente relacionados, que podem ser desencadeados por
estimulos iguais e que possuem componentes regulatérios em comum, podendo ser
mutuamente excludentes ou n&o, sendo possivel a ocorréncia de ambos a depender
do contexto celular (Maiuri et al.?°, 2007).

Na presenca de camptotecina, verificamos uma redu¢ao na expressao
de Bax e aumento de Bcl2, que podem ser resultado de uma tentativa de adaptagao
a esse fator adicional de estresse celular. Porém, um achado mais intrigante foi a
reducdo na expressao de p53 na presenca desse composto. Esse fator de
transcricdo é classicamente descrito como um supressor de tumor e indutor de
apoptose. Esse resultado pode ser parcialmente devido ao mecanismo de acédo da
camptotecina, que causa perturbag¢des no ciclo celular (Johnson et al.*, 1997). Mas,
evidéncias sugerem ainda que p53 pode assumir um papel positivo na sobrevivéncia
celular em resposta a condigdes de estresse fisioldgico, resultando, inclusive, em
estimulo & autofagia (Zeng et al.'®, 2007).

Observamos que a expressao 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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atenuacdo marcante da inibicdo 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 expressao de p50, ressaltando
a importancia desse ligante na ativagcao de NF-kB por essas células.

Assim, podemos concluir que o papel de RAGE na modulagdo da
proliferagdo, apoptose e autofagia da linhagem de células T JM/Jurkat é discreto e
depende das condigdes experimentais (estado de ativagdo, tempo em cultura).
Especulativamente, é tentador sugerir que, in vivo (p. ex. em um individuo com
diabetes ndo compensada), o acumulo de AGES pode afetar o comportamento de
linfocitos T naive e efetores de maneiras distintas e, consequentemente, influenciar a
resposta imune adaptativa de modos diferentes. No entanto, ha que se considerar a
complexidade desse sistema, em que diversos outros tipos celulares estao
envolvidos, além de co-ativadores derivados de microorganismos (PAMPs) ou do
préprio hospedeiro (DAMPs), os quais também podem exercer efeitos sobre RAGE e

sobre outros receptores.
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6 CONCLUSAO

Em resposta a hipoétese principal desse trabalho, concluimos que a
ativacdo de RAGE modula de forma discreta a biologia de linfocitos T. Entretanto,
esses efeitos modulatérios sofrem grande influéncia de condigbes experimentais,
tais como a natureza e a concentragao do ligante, o estado de ativagéo celular e o

periodo de cultura.

A partir dos resultados observados e considerando os objetivos

especificos que foram propostos, também concluimos que:

- A ativacdo de RAGE tende a aumentar a proliferacdo e a reduzir a morte

de linfécitos T, sobretudo apds a pré-ativagao das células.

- O estimulo com BSA-AGE e S100b produzem efeitos distintos sobre a
apoptose espontdnea e induzida de linfécitos T, ora inibindo, ora aumentando a
depender da concentragdo e do ligante utilizado, do estado de pré-ativagao das
células e do periodo experimental avaliado. A expresséo de proteinas indicativas do
processo de apoptose, Bcl2, Bax e p53 ndo é regulada por esses ligantes;
entretanto, na presenca de camptotecina, esses estimulos atenuam os efeitos

inibitérios desse composto sobre a expressao de p53.

- Os ligantes de RAGE ndo modulam a expressdao das proteinas
caracteristicas do processo de autofagia LC3 e p62 em células T. No entanto, eles

reduzem o efeito inibitério da camptotecina na expressao de LC3.
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- A ativagcdo de NF-kB ndo é diretamente regulada pela exposi¢ado aos
ligantes de RAGE, mas, na presencga de camptotecina, o BSA-AGE produz um efeito

de “resgate” desse fator de transcrigéo.
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