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RESUMO 
Em um ramo novo da ciência como a imunologia, poucos modelos são capazes 

de resistir por tanto tempo quanto o modelo de sinalização dupla, proposto por Bretcher 
e Cohn em 1970. Atualmente, entende-se que a dupla sinalização atua de forma 
sinérgica para a ativação dos linfócitos T e que a via do CD28 é apenas uma parte de 
uma grande rede de controle incluindo diversas outras vias que atuam em conjunto 
para controlar a ativação de linfócitos. Tanto do ponto de vista funcional, assim como do 
ponto de vista estrutural, a abordagem da via de CD28-CD80/86 na maioria dos casos 
tem um enfoque sobre a via de ativação de linfócitos, a qual é bastante descrita 
enquanto as APCs aparecem apenas como coadjuvantes nessa interação. Essa 
perspectiva começou a mudar em 2004 quando foi descrito que células dendríticas de 
camundongo, quando estimuladas com LPS e CD28 sofrem uma ativação e iniciam a 
secreção de interleucinas. Num contexto no qual o efeito das vias de sinalização sobre 
os APCs começa a ser compreendido, torna-se importante o estabelecimento de 
modelos adequados a esse estudo. Frangos são um modelo clássico para o estudo em 
imunologia, desde o início do desenvolvimento desse campo de conhecimento. Não foi 
descrita na literatura, até o momento, a sinalização CD28-CD80/86 em macrófagos de 
aves, as quais podem apresentar diferenças fisiológicas e funcionais quando 
comparadas às de mamíferos. Desta forma, este estudo pretende estabelecer se os 
mecanismos de sinalização reversa presentes em mamíferos e aves foi conservado 
durante a evolução, avaliando ainda a hipótese de que macrófagos possam ser artífices 
da sinalização reversa, fato observado apenas para células dendríticas. Este trabalho 
tem como objetivo avaliar a ativação de macrófagos de frango frente ao estímulo com 
CD28 recombinante. Às células previamente estimuladas com LPS, foram adicionados 
meios de cultivo com LPS, CD28 e CD28 deletada (com uma deleção em seu sítio 
MYPPPY de ligação com CD80/86) e os estímulos mensurados através de qPCR para 
diversas citocinas em diferentes tempos experimentais. Para o primeiro estimulo com 
LPS, houve uma redução na produção de IL-4, IL-2 e IFN-γ e uma alteração sugerida 
para a expressão reduzida de IL-6, IL-12, IL-1β e aumentada de TNFα. Na segunda 
estimulação apenas com LPS, pode-se concluir que o ambiente resultante é pró-
inflamatório, uma vez que a expressão das interleucinas com características anti-
inflamatórias, IL-4 e IL-10, está diminuída ou ausente, enquanto IL-2, IL-18 e IL-12 
estão aumentadas. Sugere-se que o estimulo com CD28 produz uma ativação de 
macrófagos que tem característica pró-inflamatória, porém sem direcionamento M1 ou 
M2. Essa polarização provavelmente advém de uma interação com os outros atores do 
sistema imune por diversos mecanismos de troca de informação, como citocinas, 
quimiocinas e outras moléculas sinalizadoras. Este trabalho mostrou pela primeira vez o 
mecanismo de sinalização reversa mediado por células apresentadoras de antígeno 
profissionais em macrófagos de aves. 
 

Palavras-chave: imunologia; aves; gallus; macrófago; CD28; sinalização reversa; 

citocinas. 
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ABSTRACT 

In a new branch of science such as immunology, just a few models are able to resist for 
as long as the dual signaling model proposed by Bretcher and Cohn in 1970. Currently, 
it is known that the double signaling acts synergistically to activate T lymphocytes and 
that the path of CD28 is only one part of a large network control including several other 
ways that work together to control the activation of lymphocytes. In a functional point of 
view as well as from a structural point of view, the approach of CD28-CD80 / 86 in most 
cases has a focus on the activation pathway of lymphocytes, which is detailed described 
as the APCs appear only with a secondary role in this interaction. This perspective 
started to change in 2004 when it was reported that mouse dendritic cells when 
stimulated with LPS and CD28 undergoes activation and start to secrete interleukins. In 
a context that the effect of signaling pathways on APCs begins to be understood, it is 
important to establish suitable models in this study. Chickens are a classic model for the 
study in immunology, since the beginning of development of this field of knowledge. It 
has not been described in so far, CD28-CD80/86 signaling in avian macrophage, which 
may have physiological and functional differences compared to mammal ones. Thus, 
this study aims to establish if the mechanisms of reverse signaling present in mammals 
has been conserved during evolution and is similar in birds, also evaluating the 
hypothesis that macrophages can be passive of reverse signaling, which was observed 
only for dendritic cells. This project aims to evaluate the activation of chicken 
macrophages front of the stimulation with recombinant CD28. The cells previously 
stimulated with LPS, received culture media containing LPS, CD28 and deleted CD28 
(with a deletion on the MYPPY CD80/86 binding site) the stimuli was measured by 
qPCR for different cytokines under different experimental times. For the first stimulation 
with LPS, there was a reduction in the production of IL4, IL2 and IFN-γ and a 
modification on the expression was suggested with an increase for IL6, IL12, IL-1β and 
decreased for TNF. In the second stimulation with LPS, one may conclude that the 
resulting environment was pro-inflammatory, since the expression of interleukins with 
anti-inflammatory characteristics, IL-4 and IL-10, is decreased or absent, while IL-2 IL-18 
and IL-12 are increased. It is suggested that CD28 stimulation generate an activation of 
macrophages that has pro-inflammatory characteristic but without polarization M1 or M2. 
This bias probably comes from an interaction with other actors of the immune system 
through several mechanisms of signaling such as cytokines, chemokines, and other 
signaling molecules. This study showed for the first time the reverse signaling 
mechanism mediated by professional antigen presenting cells in avian macrophage. 
 

 

Key words: immunology; birds; gallus; macrophage; CD28; reverse signaling; cytokines. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O modelo da sinalização dupla 

Em um ramo novo da ciência como a imunologia, poucos modelos foram  

capazes de resistir por tanto tempo quanto o modelo de sinalização dupla, proposto por 

Bretcher e Cohn em 1970 (Bernard, Lamy, & Alberti, 2002). Esse modelo vinha em 

contraponto ao modelo de Lederberg que propunha duas células estimuladas pelo 

mesmo antígeno, uma indutora e a outra repressora da resposta imune. O novo modelo 

propunha uma única célula que fazia as duas funções como se pode ver na Figura 1. O 

proposito dos modelos era começar a entender os mecanismos que levam o sistema 

imune a diferenciar o próprio do não próprio (Sharpe & Freeman, 2002). 

 

 

Figura 1 – Modelo proposto por Brechter e Cohn. Enquanto o modelo predecessor, de Lederberg 
propunha uma célula para induzir e outra para parar a resposta para determinado antígeno, o novo 
modelo propunha uma única célula que tinha ambos os mecanismos para regular a resposta 
imune. (Bretscher & Cohn, 1970) 

 

Essa hipótese foi gerada antes de se conhecer o fenômeno que liga o MHC 

(Major Histocompatibility Complex) ao reconhecimento de um antígeno único pelos 
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linfócitos T pelos cientistas Peter Doherty e Rolf Zinkernagel em 1974 (Lan, Zhu, & 

Zhang, 2002), que rendeu a eles o prêmio Nobel de medicina em 1980. Apesar dos 

avanços nas teorias das interações entre componentes do sistema imune, a 

compreensão sobre função e identificação das moléculas envolvidas na via 

coestimulatória de CD28/B7 para ativação de linfócitos T só foi demonstrada mais tarde 

em 1991 (Urdahl, Jenkins, & Norton, 1991). 

Atualmente, entende-se que a dupla sinalização atua de forma sinérgica para a 

ativação dos linfócitos T. Uma vez que, estimulando apenas o TCR (receptor de células 

T), 8000 ligações seriam necessárias para a ativação de um linfócito (Lanzavecchia, 

2000), com a ativação por CD28, esse número cai para 1500 interações. Essa é uma 

diferença bastante considerável se levarmos em conta a disponibilidade de 10000 a 

40000 TCRs por linfócito (Bernard et al., 2002). 

Hoje em dia propõe-se que a via do CD28 é apenas uma parte de uma grande 

rede de controle incluindo diversas outras vias que atuam em conjunto para regular a 

ativação de linfócitos B ou T (Bernard et al., 2002). 

Tanto do ponto de vista funcional, como do ponto de vista estrutural, a 

abordagem da via de CD28-CD80/86 na maioria dos casos, tem um enfoque sobre a 

via de ativação de linfócitos como se pode ver na Figura 2, na qual as vias de ativação 

do linfócito são bastante descritas, enquanto as APCs (células apresentadoras de 

antígenos profissionais) aparecem como meras coadjuvantes nessa interação. 
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Figura 2 – Modelo de interação entre APC e linfócito evidenciando o foco da interação voltado às 
vias de ativação apenas do linfócito. (Fonte:(Romo-Tena, Gómez-Martín, & Alcocer-Varela, 2013)) 

Essa perspectiva começou a mudar quando foi descrito que células dendríticas 

de camundongo, quando estimuladas com LPS e CD28 tem um comportamento, em 

relação a sua ativação e secreção de interleucinas, diferente daquele observado 

quando as mesmas células são inibidas por CTLA-4 (Orabona et al., 2004). 
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1.2 Sinalização reversa 

Sinalização reversa se refere ao mecanismo de sinalização pelo qual um ligante 

de membrana conhecido funciona também como um receptor que dispara eventos de 

sinalização intracelular na célula efetora, mudando assim o seu comportamento. Essa 

dupla função da proteína de membrana de ligante e receptor permite que o sistema 

ligante-receptor faça a mediação de um sinal bidirecional trocado entre duas células 

vizinhas. As duas proteínas de membrana mais amplamente estudadas com essa 

característica são a efrina e a semaforina no sistema nervoso (Yu & Rao, 2009). 

Em relação ao sistema imune, essas interações entre os atores dos sistema 

imune começam a ser explorados, sendo as informações mais abundantes relativas a 

interações via TNF em linfócitos T e, mais recentemente, na ligação entre CD28 e 

CD80/86 em células dendríticas (Juhász, Buzás, & Duda, 2013; Orabona et al., 2004).  

 

1.3 Citocinas 

As citocinas afetam praticamente todos os processos biológicos dos animais, 

desde o desenvolvimento embrionário, diferenciação de células tronco, respostas não 

especificas a infecção, respostas específica a antígenos, eficácia de vacinação, rejeição 

de transplantes, mudanças cognitivas e progressão de processos degenerativos do 

envelhecimento. Atualmente o termo citocina reúne interferons (IFN), interleucinas (IL), 

quimiocinas, fatores de crescimento mesenquimais, fatores de necrose tumoral (TNF) e 

adipocinas (Dinarello, 2007). Essa complexidade de interações pode ser vista na Figura 

3. 
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Figura 3 – Ilustração da vasta gama de funções das citocinas sobre diferentes populações 
celulares e tecidos. (Fonte: (“Cytokines_Chemokines.ppt - VL9_Cytokines_Chemokines.pdf,” nd)) 

A seguir será dada uma breve descrição sobre cada uma das citocinas alvo 

deste trabalho com objetivo de facilitar a compreensão dos dados. Uma vez que a 

literatura sobre mamíferos é muito mais vasta, assume-se para esse trabalho que a 

resposta da células de ave sejam similares às de mamíferos em relação às citocinas. 

As citocinas de aves, apesar de terem em muitos casos estruturas e funções similares 

(como IL-1β, IL-6 e IFN-γ), em alguns casos (como IL-2) têm sequências diferentes 

podendo ter ações mais amplas que seus pares em mamíferos (Leshchinsky & Klasing, 

2003). Nos casos em que diferenças como essas não ficam evidentes na literatura, 

esse trabalho considerará como se a atividade fosse similar. No que se refere à 
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resposta imune, as citocinas podem ter função pró ou anti-inflamatórias e diferenciar a 

resposta de linfócitos em Th1 (resposta citotóxica mediada por células para patógenos 

intracelulares), Th2 (resposta humoral) ou Th17 (relacionada a autoimunidade e 

patógenos extracelulares) (McInnes, 2012; Steinman, 2007). Ainda que se entenda que 

as funções das citocinas dependem intimamente do seu microambiente, entre outros 

fatores, as citocinas utilizadas nesse estudo podem ser vistas quanto a essas 

classificações na TABELA 1 da forma que forma consideradas para o presente estudo 

de forma a esclarecer as premissas assumidas na interpretação e discussão dos 

resultados. 

 

TABELA 1 – REFERÊNCIA DAS INTERLEUCINAS QUANTO AS DIFERENTES CLASSIFICAÇÕES 

Citocina Th Inflamação 

IL2 Th1 Pró 

IL4 Th2 Anti 

IL6 Th2 Pró 

IL13 Th2 Anti 

TNFα Th1 Pró 

IFN-γ Th1 Pró 

IL18 Th1 Pró 

IL22 Th17 Ambos 

IL10 Treg Anti 

IL17F Th17 Pró 

IL17A Th17 Pró 

IL12 Th1 Pró 

iNOS 
 

Ambos 

IL-1Β Th2/Th17 Pró 

 

Da mesma forma que os linfócitos são estimulados a formar as respostas tipo 

Th1 e Th2, já foram descritos macrófagos tipo M1 e M2 gerando as respectivas 

respostas de linfócitos (Th1 e Th2 respectivamente) e explicando parte da sinalização 

necessária para geração das diferentes respostas, como se pode ver na Figura 4. 

Alguns autores classificam em resposta imune tipo 1 (IT1) e tipo 2 (IT2), reunindo as 

características especificas desses macrófagos e linfócitos. De forma geral as citocinas 

produzidas em Th1 além de serem gerados pela resposta M1 também regulam essa 

resposta, o mesmo acontece para Th2 e M2 (Martinez & Gordon, 2014; Mills, 2012). 
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Figura 4 – Esquema representativo da relação da resposta M1 e M2 com Th1 e Th2 assim como 
das citocinas e receptores relacionados às subpopulações M. (Fonte:(Martinez & Gordon, 2014)) 

 

1.3.1 IL-4 

A IL-4 tem uma posição central no direcionamento da resposta imune. 

Relacionada principalmente com o braço da reposta imune Th2, consegue ativar 

linfócitos T CD4 que iniciam estímulos autócrinos de expansão e diferenciação. Sobre 

linfócitos B, é capaz de reduzir a capacidade desse a se ligar em complexos imunes 

diminuindo a atividade inibitória dos complexos sobre o linfócito além de participar na 

mudança de expressão de IgM para IgG/IgE; (Choi & Reiser, 1998; Laszlo & Dickler, 

1988).  

Já sobre macrófagos, a IL-4 é capaz de induzir uma maior capacidade 

antimicrobiana, eliminando parasitas extracelulares. Também foi descrito que, em 

combinação com IL-13 (ver em 1.3.5),  estimula estas células a produzir outras citocinas 

pró-inflamatórias podendo influenciar tanto respostas Th1 quanto Th2 (Mosser & Zhang, 

2008; Stein, Keshav, Harris, & Gordon, 1992; Varin, Mukhopadhyay, Herbein, & 

Gordon, 2010; Wirth, Kierszenbaum, & Zlotnik, 1989). Em alguns quadros, isoformas de 

IL-4 participam de atividades pró-inflamatórias apesar de ser uma citocina com 



22 

 

atividade descrita predominantemente anti-inflamatória (Hiroi, Sakaeda, Yamaguchi, & 

Ohmori, 2013; Luzina et al., 2012). 

 

1.3.2 IL-6 

Uma citocina que se destaca por sua ação pleitrópica, nos anos 80 foi estudada 

simultaneamente por diversos grupos de pesquisa com diferentes denominações e 

como moléculas aparentemente distintas. A geração de anticorpos e o entendimento 

estrutural de tais moléculas que atuavam sobre a proliferação, diferenciação e 

maturação de vários tipos celulares mostraram que na realidade se tratava de uma 

única molécula (Kishimoto, 2010; Simpson, Hammacher, Smith, Matthews, & Ward, 

1997). 

Apesar da ampla gama de ações, como pode ser visto na Figura 5, a IL-6 se 

destaca na reposta imune como relacionada à resposta Th2, atuando na diferenciação 

de linfócitos em B em plasmócitos. Ela atua também na ativação de linfócitos T, 

maturação de astrócitos, indução da produção de proteínas de fase aguda, o que 

implica em caracterizá-la também como pró-inflamatória (Fernando, Reyes, Iannuzzi, 

Leung, & McKay, 2014; Kishimoto, 2010; Simpson et al., 1997). 

Em monócitos, a IL-6 atua na diferenciação para macrófagos e não em células 

dendríticas (Chomarat, Banchereau, Davoust, & Palucka, 2000; Simpson et al., 1997). 
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Figura 5 – Representação da atividade pleitrópica de IL6. Uma única molécula tem diversos efeitos 
em sistemas diferentes. Algumas das atuações são essenciais para o funcionamento correto da 
resposta imune, como a diferenciação de linfócitos B, enquanto outras envolvem quadros 
patológicos, como a transformação maligna na geração de mielomas (Simpson et al., 1997). 

 

1.3.3 TNFα 

O TNFα é uma citocina com atividade pleitrópica de característica pró 

inflamatória. Inicialmente isolada por Carswell em 1975 como o fator responsável pela 

necrose de um sarcoma específico. Posteriormente verificou-se que essa citocina tem 

propriedades duais, podendo estimular expansão clonal assim como inibir proliferação 

celular, como foi observado no caso da apoptose de neutrófilos via receptor específico 

(Carswell et al., 1975; Murray et al., 1997). É uma citocina produzida por diversos tipos 

celulares mas os macrófagos se destacam. De acordo com Tracey e Cerami, baixos 

níveis de TNFα podem ajudar a manter a homeostase e o ciclo circadiano (Tracey & 

Cerami, 1990). 

O TNFα atua no recrutamento e, quando em associação com IFN-γ, na ativação 

de macrófagos (Parameswaran & Patial, 2010). Apesar de ser considerada uma citocina 



24 

 

relacionada à resposta tipo Th1, em conjunto com IL-6, influencia na diferenciação de 

linfócitos B e secreção de Ig (Gómez et al., 2004; Parameswaran & Patial, 2010). 

 

1.3.4 IL-2 

A IL-2 exerce efeito sobre vários tipos celulares, sendo o mais proeminente o seu 

efeito sobre linfócitos T. Após a ativação de linfócitos T CD4, induz expansão de clones 

que reconheceram seus antígenos específicos, aumenta a produção de outras 

citocinas, participa da diferenciação em células Th1 e Th2, induz apoptose e pode 

induzir a formação de linfócitos T CD4 reguladores. Em linfócitos T CD8 induz expansão 

de clones ativados, aumenta secreção de citocinas, aumenta atividade citolítica e induz 

proliferação de células de memória. Já em linfócitos B aumenta a secreção de 

anticorpos, inicia a transcrição e síntese da cadeia J de imunoglobulina e promove 

proliferação. Também atua em células NK promovendo proliferação, aumento da 

produção de citocinas e atividade citotóxica (Gaffen & Liu, 2004). 

De uma forma paradoxal, estudos com animais nocaute para IL-2 mostram que 

essa interleucina pró-inflamatória relacionada a resposta Th1 tem uma atividade 

regulatória do sistema imune, diminuindo respostas exacerbadas e evitando doenças 

autoimunes (Gaffen & Liu, 2004; Kundig et al., 1993; Sadlack et al., 1993; Schorle, 

Holtschke, Hünig, Schimpl, & Horak, 1991).  

Evidências sugerem ainda que IL-2 age, de forma sinérgica com IFN-γ, na 

capacidade de macrófagos eliminarem patógenos como a Salmonella typhimurium do 

seu interior (Matsui, 1999). 

 

1.3.5 IL-13 

A IL-13 foi reconhecida inicialmente por seus efeitos sobre monócitos e células 

B. Em principio foi considerada uma citocina redundante com IL-4 por ser uma citocina 

com característica anti-inflamatória. Com o advento de animais nocautes, viu-se que a 

IL-13 tem um papel dominante nas respostas a nematoides gastrointestinais. Com 

relação a parasitas intracelulares como Leishmania spp. e Listeria monocytogenes, 

essa citocina participa na regulação da imunidade com mediação celular (Wynn, 2003). 
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Atuando de forma sinérgica com a IL-4 no contexto de macrófagos, a IL-13 age 

como um fator chave para o desencadeamento da via de ativação alternativa, os quais 

passam a ter uma expressão mais alta de receptores de manose. Interessantemente, 

apesar de reduzir a capacidade dos macrófagos em fagocitar alguns patógenos, a ação 

combinada IL-13/IL-4 estimula estas células a produzir outras citocinas pró-

inflamatórias, levando a uma modulação diferencial na polarização Th1/Th2 da resposta 

imune  (Mosser & Zhang, 2008; Stein et al., 1992; Varin et al., 2010; Wirth et al., 1989). 

 

1.3.6 IFN-γ 

O IFN-γ, que originalmente foi chamado de fator de ativação de macrófagos, 

quando estimula macrófagos induz mecanismos antitumorais e antimicrobianos assim 

como regula positivamente o mecanismo de processamento a apresentação de 

antígenos  (Schroder, Hertzog, Ravasi, & Hume, 2004).  Uma das citocinas mais 

proeminentes na resposta tipo Th1 é vista como pró-inflamatória e atua em 

determinadas vias do controle da inflamação (Mühl & Pfeilschifter, 2003; Srivastava et 

al., 2014). 

É capaz ainda de aumentar a atividades de células NK e participar da mudança 

isotipica de Ig pelos linfócitos B (Finkelman, Katona, Mosmann, & Coffman, 1988; 

Schroder et al., 2004). 

Inicialmente, entendia-se que o INF-γ era uma citocina produzida por linfócitos T, 

no entanto atualmente existem evidências que seja secretada também por células B, 

NK e apresentadoras de antígeno profissionais (Frucht et al., 2001; Gessani & 

Belardelli, 1998; Harris et al., 2000). Em geral, a secreção por APCs e células NK é 

relacionada com respostas iniciais contra infecções enquanto por linfócitos T ocorrem 

na resposta imune adaptativa (Schroder et al., 2004). 

 

1.3.7 IL-18 

A IL-18 é uma citocina pró-inflamatória de resposta Th1 relacionada à IL-1 em 

sinergia com IL-12. Inicialmente descrita como um fator indutor de IFN-γ, a sua 

transcrição já foi observada em diversas células como macrófagos, linfócitos B e T. 

Essa interleucina modula atividade de células ligadas à resposta Th1 como linfócitos T 
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CD8, células NK, macrófagos, células dendríticas e linfócitos B (Biet, Locht, & Kremer, 

2002). 

A função que melhor descreve a IL-18 consiste em promover a expressão de 

outra citocinas como  IFN-γ e TNF-α. Em animais deficientes para IL-18 pouco ou 

nenhum IFN-γ é produzido (Takeda et al., 1998). Propriedades biológicas e o papel de 

IL-18 em modulação de tumores, doença autoimune e doenças inflamatórias também já 

foram descritos (Lebel-Binay et al., 2000; McInnes, Gracie, Leung, Wei, & Liew, 2000). 

 

1.3.8  IL-22 

A IL-22 é uma citocina da família da IL-10 que inclui também IL-10, IL-20, IL-24 e 

IL-26. Os receptores para IL-22 são amplamente expressos em diversos tecidos como o 

epitélio no trato gastrointestinal e a pele. Essa interleucina, que está intimamente ligada 

à resposta Th17, leva a ativação da proliferação ou inibição da apoptose permitindo a 

manutenção das barreiras epiteliais como as dos pulmões e trato gastrointestinal 

durante a inflamação (Boniface et al., 2011; Radaeva, Sun, Pan, Hong, & Gao, 2004; 

Sanjabi, Zenewicz, Kamanaka, & Flavell, 2009). Essa citocina induz também a 

expressão de proteínas inflamatórias de fase aguda, mucinas e peptídeos 

antimicrobianos que são importantes para os tecidos manterem a sua integridade 

durante a inflamação, o que permite o funcionamento adequado de órgãos e sequestro 

de potenciais patógenos (Wolk et al., 2004). 

A expressão dessa citocina se dá principalmente por linfócitos T CD4 e T CD8, 

no entanto estudos recentes identificaram uma subpopulação de células NK, que faz 

parte do sistema imune inato, é capaz de produzi-la (Zenewicz et al., 2008). Em 

macrófagos isolados a partir de monócitos circulantes em humanos, não foi detectada a 

expressão de IL-22 (Sabat, Witte, Witte, & Wolk, 2013). 

 

1.3.9 IL-10 

A IL10 é uma das principais citocinas anti-inflamatórias. Ela suprime diversas 

funções de células NK e linfócitos T primariamente e evita a produção de IL-12 e outras 

citocinas pró-inflamatórias (como TNFα, IL-6 e IL-1β) pelas APCs. Desta forma, impede 

o aumento da expressão de moléculas envolvidas na apresentação de antígenos e a 
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ativação de linfócitos (Moore, de Waal Malefyt, Coffman, & O’Garra, 2001; Trinchieri, 

2007). A IL-10 previne o aumento da expressão de diversos genes em células 

fagocíticas e dendríticas que são normalmente induzidos por estimulação de TLRs (toll 

like receptors) (Trinchieri, 2007). 

A sua produção inicialmente foi vista em células Th2, mas hoje se sabe que é 

produzida também por células Th1, Th17 e Treg (Heo et al., 2010; Trinchieri, 2007; Xu 

et al., 2009). Smedt e colaboradores sugerem que a IL-10 tem uma função essencial no 

controle da resposta imune fazendo o equilíbrio da resposta entre Th1 e Th2 através da 

regulação da síntese de citocinas pelas células apresentadoras de antígenos e redução 

de danos teciduais (de Smedt et al., 1997). 

 

1.3.10  IL-17A/IL-17F 

Essas duas interleucinas apresentam características bastante similares, serão, 

portanto, descritas no mesmo tópico, a diferença marcante entre as duas é que apesar 

de serem reconhecidas com diferentes afinidades pelos receptores IL17RA em 

humanos via receptores diméricos, em camundongos cada uma delas é reconhecida 

apenas pelo seu respectivo receptor IL-17RA/IL-17A e IL-17RC/IL-17F. Tanto a IL-17A 

quanto a IL-17F tem propriedades pró-inflamatórias e agem sobre diversas células 

induzindo a expressão de citocinas como TNF, IL-1β e IL6 (Korn, Bettelli, Oukka, & 

Kuchroo, 2009). Em macrófagos humanos, foi descrito que IL-17A aumenta a produção 

de IL-1β e TNFα (Jovanovic et al., 1998). 

A IL-17 influencia também as interações entre linfócitos T CD4 e linfócitos B, 

necessárias para desenvolvimento dos centros germinativos. Foi observado que esse 

processo é prejudicado em camundongos deficientes para o receptor IL17RA (Hsu et 

al., 2008).  

Ambas são produzidas por uma grande variedade de células como células T 

(comprometidas na resposta Th17), células NKT, neutrófilos e eosinófilos (Korn et al., 

2009). Apesar das células citadas serem consideradas as maiores fontes de IL-17, foi 

descrito que, em quadros de inflamação alérgica ligada a asma em humanos, foram os 

macrófagos CD11b+ residentes nos alvéolos os principais secretores dessa interleucina 

(Song et al., 2008). 
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1.3.11  IL-12 

A IL-12 é uma citocina pró-inflamatória relacionada à resposta tipo Th1 

(Mehrotra, Wu, Crim, Mostowski, & Siegel, 1993; Trinchieri, 1993, 1995).  Essa 

interleucina heterodimérica (formada pelos domínios IL-12p40 ou IL-12a e IL-12p35 ou 

IL12b) é produzida principalmente por APCs e age como uma conexão entre a 

imunidade inata e a adaptativa. Em linfócitos T e células NK, a IL-12 induz a produção 

de IFNy e IL-2, e é um fator importante na ativação dessas células que são 

responsáveis pela parte efetora da resposta Th1 (D’Andrea et al., 1992; Trinchieri, 

1995; Xing, Zganiacz, & Santosuosso, 2000). Em células fagocíticas participa na 

ativação destas em respostas inflamatórias iniciais (Trinchieri, 1995, 2003).  

Nesse trabalho foi mensurado o mRNA para a subunidade IL-12b, também 

presente na IL-23, uma interleucina também pró-inflamatória, porém ligada à resposta 

Th17 (Iwakura & Ishigame, 2006; Sanjabi et al., 2009). 

 

1.3.12 iNOS 

A primeira evidência registrada entre inflamação e oxido nítrico (NO) foi aquela 

descrita por Prout, que observou o aumento de nitrato na urina de pacientes febris, 

apesar de na época não existir a correlação entre NO e nitritos (MacMicking, Xie, & 

Nathan, 1997; Prout, 1818).  Mais tarde, foi demostrado que um intermediário, o óxido 

nítrico era essencial nesse processo, participando do tônus dos vasos sanguíneo e 

sendo alvo de extenso estudo na biologia médica (MacMicking et al., 1997). O óxido 

nítrico participa ainda do efeito citotóxico de macrófagos e inibe a proliferação de 

linfócitos (Bogdan, 2011; MacMicking et al., 1997). 

A principal fonte de óxido nítrico em processos inflamatórios é a iNOS (óxido 

nítrico sintase induzida) (Kleinert, Pautz, Linker, & Schwarz, 2004). Em relação à 

inflamação, o NO tem um efeito dependente de sua concentração, em baixas 

concentrações tem efeito pró-inflamatório, porém, à medida que essa concentração 

aumenta, o efeito passa a ser anti-inflamatório (Kobayashi, 2010). Apesar de em altos 

níveis inibir os linfócitos para Th1, Th2 e Th17, os baixos níveis de NO são essenciais 

para formação de Th17 (Obermajer et al., 2013). 
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1.3.13  IL-1 

A IL-1 é uma citocina pró-inflamatória envolvida em uma série de respostas 

imunes. Ela pode promover ativação de mastócitos e produção de citocinas da resposta 

Th2 (Nakae et al., 2003). Foi visto ainda, que em alta expressão, é capaz de sobrepor a 

função de IL-6 na ativação da resposta Th17 (Ikeda et al., 2014). 

Sobre linfócitos B, a IL-1 promove a ativação e secreção de anticorpos (Nakae et 

al., 2003). Já sobre linfócitos T CD4, essa interleucina, quando em altas quantidades, 

participa da transição de células Treg para Th17 (Ikeda et al., 2014).  

Sua síntese, na forma de um precursor, torna-a dependente da ação de uma 

protease também secretada por macrófagos para sua ativação e atividade (Beuscher, 

Günther, & Röllinghoff, 1990). 
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2 OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

Este projeto tem como objetivo avaliar a ativação de macrófagos de frango frente 

ao estímulo com CD28 recombinante (rCD28). Neste contexto rCD28 atuaria como um 

mimético do linfócito T e as consequências da interação rCD28-APC avaliadas à luz do 

conceito de sinalização reversa, o qual ainda não está estabelecido para aves. 

 

Objetivos específicos 

 Clonar a porção extracelular de CD28∆104-109 de frango 

 Expressar e purificar a proteína recombinante com sequência selvagem 

(rCD28) e o mutante rCD28∆104-109 (deletado para o sitio MYPPPY) 

 Padronizar o isolamento e cultivo de macrófagos de frango. 

 Padronizar a purificação de LPS de Salmonella Enteritidis. 

 Estabelecer condições reacionais de qPCR para as diferentes 

interleucinas avaliadas 

 Avaliar os níveis de mRNA para as citocinas em macrófagos estimulados 

com LPS e em seguida estimulados com CD28 solúvel em diferentes 

tempos pós estímulo. 
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3 JUSTIFICATIVA 

Num contexto no qual o efeito das vias de sinalização sobre os APCs começa a 

ser compreendido, torna-se importante o estabelecimento de modelos adequados a 

esse estudo. 

Partindo-se então de algumas premissas, temos que: 

Frangos são um modelo clássico para o estudo em imunologia, desde o início do 

desenvolvimento desse campo de conhecimento, como por exemplo, nos trabalhos de 

Max D. Cooper nos quais foram demostradas as funções da bursa e do timo a partir da 

remoção cirúrgica de ambos  (Cooper, 1966) ou ainda anteriormente, com o estudo da 

vacina de pasteurelose por Louis Pasteur em 1879. 

Do ponto de vista de estudos em imunologia, entende-se que, apesar de 

algumas diferenças morfológicas como a participação da bursa de fabricius no 

desenvolvimento de linfócitos B, diferença da massa das imunoglobulinas (além da 

presença de IgY no ligar de IgG), MHC com massa 20 vezes menor que o humano e 

alguns atores do sistema complemento, os mecanismos imunes são bastante similares, 

não havendo, até o momento, diferenças descritas para a ação de interleucinas, apesar 

de existir uma diferença nas quantidades de interleucinas e interferons conhecidos em 

cada família de proteínas (Ciraci, 2010; Tîrziu & Şereş, 2010). 

O grupo de pesquisa do Laboratório de Neurobiologia do Departamento de 

Patologia Básica da Universidade Federal do Paraná vem desenvolvendo nos últimos 

anos diversos trabalhos relacionados a imunologia aviária (Beirão, 2011; Beirão et al., 

2012; FERNANDES FILHO, 2013; Fernandes Filho et al., 2013; Fidalgo, 2012) Sendo 

também importante lembrar que por ser um animal de maior porte que roedores, não é 

necessária a eutanásia dos animais para a retirada do sangue, diminuindo-se assim o 

número de animais necessários ao projeto. Há ainda uma baixa variabilidade genética 

nos animais selecionados para produção de uma mesma linhagem. 

Anteriormente foram realizadas, pelo nosso grupo de pesquisa, a clonagem e 

produção do CD28 recombinante de frango, assim como a sua porção extracelular e 

anticorpos monoclonais adequados para o estudo da funcionalidade desta molécula em 

aves (Fidalgo, 2012). 
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Já foi descrito que o sítio de interação (MYPPPY) entre CD28 e CD80/86, 

presente em macrófagos, tem elevada similaridade entre diversas espécies tanto em 

mamíferos quanto em aves. Além disso, foi observada uma diminuição na afinidade ou 

completa perda dela quando um ou mais dos aminoácidos do sitio ativo são mutados 

e/ou deletados. A glicosilação na posição Asn-111, apesar de conservada tanto em 

CD28 como CTLA-4, não foi considerada essencial para a sua atividade ou 

solubilidade, demonstrado via mutação da posição por substituição por Asp. Já a 

mutação do sítio MYPPPY leva a uma baixa ligação a CD80/86  (Metzler et al., 1997; 

Sharpe & Freeman, 2002). 

Não foi descrito na literatura, até o momento, a sinalização CD28-CD80/86 em 

macrófagos de aves. O trabalho que seguiu esta linha utilizou células dendríticas de 

camundongo (Orabona et al., 2004). Além disso, foram empregadas células oriundas de 

um mamífero no trabalho de Orabona 2004, as quais podem apresentar diferenças 

fisiológicas e funcionais quando comparadas às de aves (Davison, Kaspers, & Schat, 

2008). 

Desta forma, o presente estudo poderá estabelecer se os mecanismos de 

sinalização reversa presente em mamíferos e aves são conservados para a interação 

de macrófagos via CD80/86 com CD28, gerando uma informação inédita para o estudo 

de imunologia em aves. Ainda, será avaliada a hipótese de que macrófagos possam ser 

artífices da sinalização reversa, fato este observado apenas para células dendríticas de 

camundongos, apesar de ambos os tipos celulares serem funcionalmente classificadas 

como células apresentadoras de antígeno (Orabona et al., 2004).  

Esse projeto fornecerá subsídios que permitirão estabelecer o emprego de 

macrófagos de aves e a proteína recombinante CD28 (rCD28) como modelo para o 

estudo das interações APC-linfócitos T.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 ESTRATÉGIAS DE CLONAGEM 

Levando-se em consideração os trabalhos passados do grupo de pesquisa do 

laboratório de neurobiologia, já havia disponível a porção extracelular do CD28 de 

frango clonada em plasmídeo pET28a (Fidalgo, 2012). Com base nessa construção, foi 

aplicada a técnica proposta por HO e colaboradores em 1989 utilizando iniciadores 

próprios para deleção do sitio de interação do CD28 com as moléculas CD80/86 

(MYPPPY) (Higuchi, Krummel, & Saiki, 1988; Ho, Hunt, Horton, Pullen, & Pease, 1989; 

Metzler et al., 1997) combinados com os iniciadores utilizados para montar a construção 

original (Fidalgo, 2012). 

Para verificar se essa abordagem não iria gerar diferenças de conformação que 

afetassem o ensaio de interação, a mudança de estrutura secundária foi avaliada 

utilizando-se o CFSSP (Chow & Farsman Secondary Structure Prediction, cf. 4.1.1). De 

acordo com a Figura 6 a estrutura se mantém bastante semelhante, sendo criada uma 

alfa hélice na região da deleção, onde havia um dobramento e uma folha beta. 

 

Figura 6 – Comparação da estrutura secundária predita da sequência selvagem e mutada. Como o 
indicado pela seta, houve uma alteração esperada na região da deleção apesar de a estrutura 
estar conservada no restante da proteína. 
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4.1.1 Desenho dos iniciadores 

Para o desenho dos iniciadores foram utilizadas as seguintes ferramentas de 

bioinformática: 

 Oligo Analyzer (IDT): Ferramenta para verificar, Tm, hairpin, homodímeros 

e hererodímeros em oligonucleotídeos. 

 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): Ferramenta para busca de 

alinhamento de sequências de nucleotídeos com o banco de dados da 

NCBI. Útil para verificar o alinhamento específico dos iniciadores com a 

sequência de referência. 

 ClustalW2: Ferramenta para alinhamento de sequências escolhidas. 

 NEBcutter V2.0: Ferramenta para prever sítios de restrição em uma 

sequência de nucleotídeos. Ferramenta útil para determinar as enzimas 

de restrição usadas no trabalho. 

 Expasy translate tool: Ferramenta para traduzir a sequência de 

nucleotídeos em sequencia de aminoácidos. 

 CFSSP (Chow & Farsman Secondary Structure Prediction): Ferramenta 

para predição de estrutura secundaria de proteínas. 

Usando o NEBcutter V2.0 foram determinadas as enzimas de restrição que 

poderiam ser utilizadas por suas sequências alvo estarem presentes no sítio de 

policlonagem dos vetores e não nas sequências alvo. 

Em seguida, as sequências de mRNA codificante foram alinhadas com o auxílio 

do ClustalW2 para determinar as posições nas quais foram projetados os iniciadores. 

Os iniciadores foram projetados manualmente e testados para os seus Tm 

(temperatura de melting – temperatura na qual metade das bases em determinada 

sequencia encontra-se desnaturada), hairpin (estrutura de grampo que uma sequencia 

pode formar por interações entre as bases de sua própria fita), homodímeros (dímeros 

formados entre duas moléculas do mesmo iniciador) e heterodímeros (dímeros 

formados entre moléculas de diferentes iniciadores utilizados na mesma reação) 

utilizando-se para isso o Oligo Analyzer. 



35 

 

Após o desenho, foi utilizado o BLAST para confirmar a especificidade do 

alinhamento dos iniciadores com as sequências e posições desejadas. 

Por fim, o ClustalW2 foi utilizado mais uma vez para verificar o correto 

alinhamento do sequenciamento dos insertos nos vetores com a sequência de 

referência no NCBI e a sequência de referência de aminoácidos com aquela obtida 

quando traduzida utilizando-se o algoritmo expasy translate tool. 

 

4.2 OBTENÇÃO DE INSERTOS 

Os insertos foram obtidos por reações de PCR (Polymerase Chain Reaction).  

Inicialmente foram realizadas reações piloto de PCR utilizando Taq DNA Polimerase 

para padronizar as condições de reação e teste dos iniciadores. Após os testes, 

reações utilizando enzima Pfu DNA Polimerase para a amplificação de produtos foram 

feitas visando a clonagem com uma taxa de erros mais baixa. 

As reações foram realizadas com: Enzima e tampão da Pfu Polimerase 

(Fermentas) (5U/µL), dNTPs 0,5mM Promega, iniciadores apropriados, termociclador 

(BioRad MyCycler), tubos de polipropileno de 200 µL com paredes finas. Cada etapa de 

reação teve um molde como será descrito. Após a reação, foi feita a corrida em gel de 

agarose 1-1,5% em TAE (Tris-Acetato 40mM, EDTA 1mM, pH8) contendo brometo de 

etídio (5μg/mL) juntamente com 0,5μg do marcador de pares de base 100bp, 1kb e/ou 

Lambda HindIII ladder (Fermentas). 

 

4.2.1 Geração da deleção 

Para gerar a deleção foi utilizada a metodologia descrita por HO (Ho et al., 1989). 

A técnica consiste em uma PCR inicial na qual a deleção é inserida utilizando dois 

pares de iniciadores em diferentes reações para criar produtos que podem ser unidos 

pelas sequencias adjacentes ao trecho da deleção. Em seguida, 30ng do produto de 

cada reação são utilizados como molde para a segunda reação. 

Essa tem um ciclo de extensão sem iniciadores para criar a nova fita molde que 

contem a mutação desejada. A reação então é interrompida para a adição dos 

iniciadores externos. A ciclagem então se segue como uma PCR comum para a 

amplificação do produto deletado, como ilustrado ver na Figura 7. 
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Figura 7 – Diagrama descrevendo as etapas da produção da sequencia mutada (Fonte: adaptado 
de: (“Overlap_Extantion_PCR.Png,” nd)). 

 

Para tanto, a primeira etapa utilizou os primeiros os pares de iniciadores 

“F1_CK_CD28_P_MXCF e Mut_CD28CK∆104-109_Rint” e “Mut_CD28CK∆104-

109_Fint e R1_CK_CD28_P_MXCF” de acordo com o Quadro 1: 

Iniciador Sequência 

F1_CK_CD28_P_MXCF CCTTTCAGCTAGCGTAACAGAAAACAAGATTCT 

R1_CK_CD28_P_MXCF TGCCTCGAGTTACCAGTAAGAAGTTGCAG 

Mut_CD28CK∆104-109_Rint TCATTATAGACGGCCTCGATTTTGCAGAAGTAG 

Mut_CD28CK∆104-109_Fint GAGGCCGTCTATAATGAGAAGAGCAATGGGACTG 

F_CD28gal_recpinfuse_MX_RO 

R_CD28gal_recpinfuse_MX_RO 

CCGCCATGGTAACAGAAAACAAGATTCTAGTG 

TCAGATCTCCAGTAAGAAGTTGCAGATTC 

Quadro 1 – Relação de iniciadores utilizados para a clonagem/reclonagem de rCD28 e rCD28∆. 
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A segunda etapa utilizou apenas os iniciadores externos 

(F1_CK_CD28_P_MXCF e R1_CK_CD28_P_MXCF) (Fidalgo, 2012) ou 

(F_CD28gal_recpinfuse_MX_RO e R_CD28gal_recpinfuse_MX_RO). Essa reação 

gerou os produtos utilizados para a obtenção dos vetores. Para elaborar a estratégia, 

levou-se em consideração que novos sítios de restrição poderiam surgir em função da 

mutação inserida. No entanto, a nova sequência não gerou novos sítios de restrição 

que coincidissem com os das enzimas escolhidas NheI e XhoI. 

 

4.3 OBTENÇÃO DE VETORES 

4.3.1 Digestão dos insertos e vetores 

Os produtos de PCR obtidos com os pares de iniciadores foram purificados por 

extração de gel (QIAGEN - QIAquick Gel Extraction Kit) e duplamente digeridos pelas 

enzimas de restrição escolhidas, assim como os plasmídeos. 

A reação de digestão foi feita em um micro tubo contendo o material a ser 

digerido, tampão ótimo, enzimas de restrição (10U de cada), água ultrapura 

autoclavada q.s.p. 50µL. A digestão foi realizada a 37ºC por 16h seguidas por 

inativação das enzimas por 15 minutos a 80ºC. 

 

4.3.2 Ensaio de ligação 

Os produtos da digestão purificados por extração de gel (kit QIAGEN) foram 

usados no ensaio de ligação. O ensaio de ligação consiste na junção de plasmídeos 

(50ng) e insertos (fração molar de 1:5) cortados com o mesmo par de enzimas e a 

ligação deles usando a enzima T4 DNA ligase. 

A reação foi realizada em um micro tubo contendo os plasmídeos, insertos, 

tampão para T4 DNA ligase (Fermentas) 1x, T4 DNA ligase recombinante (Fermentas) 

5U a 16ºC por 16h seguidas por inativação da enzima a 65ºC por 15min. 

 

4.3.3 Teste de eficiência de ligação 

Utilizando como molde uma pequena fração da reação de ligação, foi executada 

uma PCR que tinha os iniciadores de sequenciamento do vetor (T7 promoter primer e 
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T7 terminator primer) recomendados pelo fabricante do vetor. A estratégia de PCR, 

assim como a análise, seguiu o proposto por Dias Neto (Dias Neto et al., 1996). 

4.3.4 Transformação em E. coli DH5 

Para a transformação das células eletrocompetentes, alíquotas (40 µL) foram 

retiradas do freezer –80°C e descongeladas lentamente em gelo. Após o 

descongelamento, foi adicionado 1µL (aproximadamente 5ng) do produto de ligação. As 

células foram então incubadas no gelo durante 1min e submetidas a uma diferença de 

potencial de 1.40 kV para a introdução do DNA na célula (eletroporador BioRad). Após 

os pulsos elétricos, adicionou-se às células 1 mL de meio LB (triptona 10g, extrato de 

levedura 5g, cloreto de sódio 10g e água destilada q.s.p. 1L) e a cultura foi incubada a 

37C durante uma hora, para recuperação das células. (SAMBROOK & RUSSELL, 

2001) 

Após a recuperação das células a cultura foi plaqueada em meio sólido (LB-Ágar 

17g/L LB) contendo antibiótico para seleção na concentração adequada (o plasmídeo 

pET28a possui um gene que codifica resistência à canamicina e o pINFUSE gera 

resistência à zeocina) (SAMBROOK & RUSSELL, 2001). 

Algumas colônias selecionadas das bacterias DH5, que apresentaram resultado 

positivo no PCR de colônia, foram usadas para se fazer uma preparação plasmidial em 

pequena escala (mini-prep) (kit Qiagen). A partir de cada colônia individual, a mini-prep 

fornece uma suspensão purificada uniforme dos plasmídeos gerados. 

Os plasmídeos foram analisados pelo teste de padrão de digestão e 

sequenciamento. Aqueles que passaram pela seleção por apresentarem o padrão 

esperado foram usados para transformar bactérias E. coli BL21 (DE3) STAR 

(Invitrogen). 

 

4.4 VERIFICAÇÃO DOS VETORES OBTIDOS 

4.4.1 PCR de colônia 

As colônias selecionadas aleatoriamente foram repicadas para uma placa mestre 

com o uso de palitos de dente esterilizados. Parte das colônias foram depositadas no 

fundo de micro tubos de 200µL. Dentro de cada tubo serão adicionados 10µL da 
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seguinte solução: tampão Taq –MgCl 1X, MgCl 2mM, dNTPs 10mM, iniciador forward 

0,5µM, iniciador reverse 0,5µM, Taq DNA polimerase 1U/µL e água ultrapura 

autoclavada q.s.p. 10µL. As condições e iniciadores da reação foram as mesmas 

usadas na produção do inserto exceto o primeiro aquecimento a 95ºC que durou 5min 

com o objetivo de garantir uma lise eficiente das bactérias presentes no tubo. 

Algumas das colônias que apresentaram positividade para esse teste foram 

usadas para fazer uma mini-preparação. 

 

4.4.2 Ensaio de digestão 

A reação de digestão foi realiza a partir do produto obtido das mini-preparações. 

Para cada uma das amostras foram feitos três tubos. Um micro tubo contendo 150ng do 

material a ser digerido, tampão ótimo, enzimas de restrição adequadas (10U) e água 

ultrapura autoclavada q.s.p. 10µL. Os outros dois tubos continham a mesma mistura 

porém com apenas uma das enzimas de restrição. A digestão foi realizada a 37ºC por 

16h seguidas por inativação das enzimas. 

Após a reação, foi feita a separação eletroforética em gel de agarose 1,5% 

contendo brometo de etídio (5μg/mL) juntamente com 0,5μg do marcador de pares de 

base 100bp e/ou Lambda HindIII ladder (Fermentas). 

 

4.4.3 Sequenciamento 

 Os plasmídeos que apresentaram o padrão esperado no ensaio de 

digestão foram submetidos à reação de sequenciamento com a finalidade de verificar a 

conformidade da clonagem do inserto no vetor, assim como a ausência de mutações de 

qualquer tipo no inserto. 

As reações foram realizadas em tubos para termociclador com a seguinte 

solução: 1µL BigDye (Applied Biosystems), 3µL Buffer 2,5x, 5pmol iniciador, 300ng 

dsDNA (plasmídeo molde), em um volume final de 10µL. A reação foi incubada a 96ºC 

por 2min e 35 ciclos de 96ºC 15 s, 48ºC 15 s, 60ºC 4min.  

Após a reação, as amostras foram precipitadas adicionando-se 1µL de acetato 

de sódio 1,5M/ EDTA 0,25M e 30µL de etanol 100% (Merck), a reação foi então 

transferida para um tubo de 1,5mL e homogeneizada gentilmente. Os tubos foram 
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mantidos no gelo por 10min e então centrifugados por 20min a 20.000xg, 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado, e 15µL de etanol (Merck) 70% gelado adicionados para 

lavagem do sedimento, em seguida, os tubos foram novamente centrifugados. O 

sobrenadante descartado e o tubo seco em estufa a 37ºC por uma hora. As reações 

foram mantidas em -20ºC até serem aplicadas no sequenciador. Para a aplicação, 10µL 

de formamida (HI-DI) foram adicionados logo antes da corrida. 

 

4.5 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO 

4.5.1 Transformação bacteriana 

A transformação para expressão foi realizada da mesma forma que a 

transformação em E. coli DH5, no entanto, a cepa bacteriana foi a E. coli BL21 (DE3) 

STAR eletrocompetente. 

 

4.5.2 Produção de antígeno recombinante bacteriano 

Das E. coli BL21 (DE3) STAR que crescerem em meio seletivo, algumas colônias 

eram selecionadas para fazer uma expressão em pequena escala (mini-expressão) 

(SAMBROOK & RUSSELL, 2001).  

As colônias selecionadas foram transferidas para uma placa mestre, inoculadas 

em 5mL de meio LB com antibiótico e incubadas em agitador por 16h, 36ºC, 210rpm. 

Essas culturas em fase de crescimento estacionário foram usadas como pré-inóculo do 

processo de mini-expressão. Em novos frascos, contendo 10mL de meio LB seletivo, foi 

feita a inoculação a uma taxa de 1:100 e incubados por 3h, 36ºC, 210rpm ou até que 

atingissem uma D.O. entre 0,5 e 0,8 quando medidas em 600nm. Para controle 

negativo de expressão, 1mL de cada cultura era separado e reservado. Nesse 

momento, 1mM de isopropil--D-tiogalactosídeo (IPTG) foi adicionado à cultura 

induzindo o operon Lac que regula a expressão da proteína recombinante inserida no 

vetor pET28a. A indução dourou 3,5h mantendo-se as condições de cultivo e em 

seguida as bactérias contidas em 1mL de cultura foram coletadas por centrifugação a 

4000xg por 10min. O sedimento foi então ressuspendido em 30µL de tampão de 

amostra redutor (60mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% β-mercaptoetanol e 
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0.01% azul de bromofenol) (LAEMMLI, 1970) e aquecido a aproximadamente 90ºC por 

5min. Dessa amostra 7,5µL foram submetidos a uma separação eletroforética por SDS-

PAGE (10 a 15% dependendo do tamanho do fragmento esperado) e corada com azul 

de coomassie para verificação do clone com melhor taxa de expressão (SHAPIRO, 

VIÑUELA, & MAIZEL, 1967). 

Para expressão em larga escala, foi realizado um processo análogo ao de 

pequena escala, no entanto o pré-inóculo foi feito em 20mL de meio LB com antibiótico 

e 10mL dessa cultura foram usados como inóculo de uma cultura com volume final de 

1L. As condições e tempos de incubação foram os mesmos da mini-expressão. 

  

4.5.3 Purificação do antígeno recombinante 

Para a purificação de ambas as versões do CD28 o protocolo de purificação foi 

feito basicamente como o descrito em Fidalgo (Fidalgo, 2012). Uma vez identificado que 

a proteína estava sendo expressa em corpos de inclusão, foi feita a lise de 200mL de 

cultivo concentrados em 20mL de tampão de lise nativa (50mM NaH2PO4, 150mM 

NaCl, pH7) em prensa de French. Em seguida, uma centrifugação a 9000xg, 30min, 

4ºC, os corpos de inclusão foram ressuspensos em 10mL de tampão desnaturante 

(50mM NaH2PO4, 500mM NaCl, 8M ureia, pH8,8). Após nova centrifugação nas 

mesmas condições, o sobrenadante acrescido de 20mM imidazol  foi incubado com 

500µL de resina Ni-NTA-Agarose (Qiagen) por 1h, 4ºC. As lavagens foram feitas em 

20mL de tampão desnaturante com 40mM imidazol e a eluição em 10mL de tampão 

desnaturante com 300mM imidazol em alíquotas de 1mL como o descrito no fluxograma 

da Figura 8. 
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Figura 8 - Fluxograma da purificação de rCD28 e rCD28∆. Ao sobrenadante 2 foram adicionados 
20mM de imidazol para diminuição de ligantes inespecíficos. As lavagens foram realizadas com 
tampão desnaturante acrescido de 40mM de imidazol e o tampão desnaturante + 300mM de 
imidazol foi utilizado para a eluição. 

 

A pureza foi testada por SDS-PAGE (SHAPIRO et al., 1967) seguido por 

coloração do gel por coomassie. 

As alíquotas que continham proteína pura foram então dialisadas contra PBS, o 

que causou a precipitação da proteína. O material foi centrifugado por 30 min, 9000xg, 

4ºC e o precipitado lavado 2x com H2O miliQ seguidos de nova centrifugação. Esse 

material foi então foi colocado em um tubo tarado, congelado a -20ºC e liofilizado. 

 

4.5.4 Solubilização das proteínas 

O material liofilizado foi pesado em um microtubo de 1,5mL (aproximadamente 

2mg) e diluído em 50µL de PBS + 8M ureia. Os tubos foram centrifugados e seus 

sobrenadantes coletados. A concentração do material solubilizado foi medida pelo 

método de Bradford (BRADFORD, 1976) após 1µL ser diluído cem vezes em PBS + 8M 

ureia chegando em concentrações de até 65,56µg/µL. Como o rCD28 teve um 
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rendimento mais baixo, o rCD28∆ foi diluído em PBS+8M ureia para alcançar a mesma 

concentração (41,74µg/µL). 

 

4.5.5 Transfecção de HEK293T 

Para a transfecção das células HEK293T foi utilizado protocolo de precipitação 

por cálcio (Chen & Okayama, 1987). Em um tubo de fundo cônico de 15mL foram 

adicionados 750µL de H2O MiliQ autoclavada, 12µg de DNA plasmidial foram colocados 

cuidadosamente na superfície seguido por 250µL de 1M CaCl2. Em seguida 1mL de 

BBS 2X (50mM BES, 280mM NaCl, 1,5M Na2HPO4) foi adicionado de forma turbulenta 

seguida por cinco minutos de incubação em temperatura ambiente. Após incubação, 

8mL de meio MEM + 10% soro fetal bovino foram misturados a essa solução e 

colocadas numa placa P100 contendo HEK293T com 50-70% de confluência. As 

células com a solução de transfecção foram incubadas a 37ºC, 5% CO2 por no mínimo 

5h e no máximo 8h. Finalmente, as placas foram lavadas 3x com PBS e receberam 

meio MEM sem soro, para possibilitar a purificação da proteína de fusão com hIgG1 

sem ter competição da proteína com a IgG do soro fetal. O meio foi substituído a cada 

dois dias (reservando-se o meio retirado) até que as células perdessem a viabilidade. 

 

4.5.6 Purificação com proteína A/G  

De acordo com as recomendações do fabricante, o pH do sobrenadante (150ml) 

de cultivo contendo as proteínas produzidas a partir pINFUSE em HEK293T  foi 

corrigido para 7 e incubado com 0,5mL de proteína A/G sepharose (GE) por 16h a 4ºC. 

Após incubação a resina foi empacotada em uma coluna e o permeado não ligado 

(void) coletado. A coluna foi então lavada com um mínimo de 10V de  50mM Tris-HCl, 

pH 7. A proteína foi então eluída com 10mL de 0,1M glicina em tubos contendo 0,1mL 

de 1M Tris-HCl, pH9 até que cada alíquota tivesse 1mL. Após eluição as alíquotas 

foram verificadas por espectrofotometria a 280nm para quantificação do material 

purificado.   
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4.6  ENSAIOS DE WESTERN BLOT 

 

Para realização dos ensaios de Western blot (TOWBIN, STAEHELIN, & 

GORDON, 1979), as amostras foram submetidas à SDS-PAGE (10 a 15%) seguido da 

transferência para uma membrana de nitrocelulose em sistema semi-dry (BioRad). A 

membrana foi bloqueada por 1h a temperatura ambiente com solução de TBST-leite 

(NaCl 150mM, Tris 50mM, Tween 20 0,05%, leite em pó desnatado 5%, pH 7,4), e em 

seguida incubada com o anticorpo primário diluído na solução de bloqueio por 16h a 

4°C. Por fim, a membrana foi lavada com TBST (NaCl 150mM, Tris 50mM, Tween 20 

0,05%, pH 7,4) e incubada com anticorpo secundário diluído na solução de bloqueio por 

1h em temperatura ambiente. A revelação foi conduzida após nova lavagem com TBST 

pela adição de luminol e peróxido de hidrogênio (West Pico - Pierce) e posterior 

exposição a filme radiográfico (Hiperfilm, GE), o qual foi revelado em seguida. 

 

4.7 PURIFICAÇÃO DE LPS DE SALMONELLA ENTERITIDIS 

 

O LPS de Salmonella Enteritidis (Salmonella enterica servar Enteritidis vacinal, 

portanto não patogênica) foi purificado de acordo com um protocolo adaptado do 

proposto por P. A. Barrow na página 421 do livro “Salmonella in domestic animals” 

(Wray & Wray, 2000). A cepa vacinal de Salmonella Enteritidis foi inoculada em um 

erlenmeyer de 3L contendo 1L de meio LB e cultivada por 16h a 37ºC sob agitação de 

220rpm. Em seguida, a biomassa foi separada por centrifugação a 5000xg por 15min. O 

sedimento foi ressuspenso em 40mL de H2Od e em um tubo de fundo cônico de 50mL 

centrifugado a 9000xg por 10min. O sedimento foi novamente ressuspenso em 20mL 

de H2O ultrapura e misturada a 180mL de acetona gelada (-18ºC). A mistura foi mantida 

em freezer por 96h e centrifugada a 8000xg por 12min. O sedimento foi ressuspenso 

em 50mL de acetona e novamente centrifugado a 8000xg por 12 min sendo essa 

lavagem em acetona repetida mais uma vez. O sobrenadante então foi descartado e o 

sedimento seco em estufa 37ºC por 16h. 

O material seco foi macerado em com um pistilo em um graal e o material foi 

pesado. Ao material pulverizado, foi adicionado Tris-HCl 50mM pH 7,4 suficiente para 
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formar uma solução 6% concentrada de biomassa. Em seguida, o material foi aquecido 

a 65ºC em banho-maria e foi adicionado o mesmo volume de fenol tamponado (pH7,4) 

na mesma temperatura. 

A mistura foi incubada a 65ºC por 5 minutos sendo vortexada a cada minuto. 

Após a incubação, o tubo foi centrifugado a 8000xg por 20min a 4ºC. A fase aquosa foi 

dialisada em membrana de porosidade de 12kDa por 3 a 4 dias em água corrente. 

Finalmente o material foi dialisado contra agua destilada (3 trocas com ao menos 500x 

o volume). 

O conteúdo final foi então congelado e liofilizado. A qualidade do material foi 

verificada junto ao departamento de bioquímica da UPFR, junto ao grupo de estudos de 

carboidratos que realizou a verificação por GC-MS e RMN. 

 

4.8 ENSAIO DE LIGAÇÃO DO CD28 

 

4.8.1 Preparo dos meios 

Um litro de meio de cultivo RPMI (Gibco) foi suplementado com glutamina 

2,28mM, estreptomicina 11,4g/mL, penicilina 11,4U.I./mL que foi chamado de “meio 

sem soro”. 

Do meio sem soro, foram pegos 667,6mL e estes foram suplementados com 

77mL de soro fetal bovino (Gibco) numa concentração final de 10% e 15,4mL de soro 

de frango numa concentração final de 2% totalizando 770mL de “meio com soro”. 

Desse meio com soro foram pegos 520mL e suplementados com 1µg/mL de LPS 

fazendo o “meio LPS”. 

Uma vez que a única opção encontrada para solubilizar a proteína recombinante 

em altas concentrações foi solubilizar a proteína liofilizada em PBS + Ureia 8M, o 

primeiro cuidado foi que a concentração de ureia na diluição final do meio não afetasse 

os macrófagos, de acordo com Moeslinger e colaboradores concentrações de ureia 

menores que 10mM deveriam ter um efeito nulo ou imperceptível no metabolismo 

dessas células (Moeslinger et al., 1999). 

Inicialmente as amostras de rCD28 e rCD28∆ foram diluídas para a mesma 

concentração, 41,74µg/µL. Dessa forma, apenas 21,6µL de proteína recombinante 
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seriam necessárias para conseguir 10µg/mL de meio o que gerou uma concentração 

final de ureia igual a 1,92mM. 

Do meio LPS foram pegas três alíquotas de 90mL: 

 No “meio ureia” foi adicionado apenas 21,6µL de PBS + ureia 8M 

 No “meio CD28” foi adicionado 21,6µL de rCD28 em PBS + ureia 8M 

 No “meio CD28∆” foi adicionado 21,6µL de rCD28∆ em PBS + ureia 8M 

Ao adicionar as proteínas, elas voltaram a precipitar, para ressolubilizar, os três 

meios foram levados a uma incubadora com agitação e incubados por 3 horas a 40-

45ºC. 

Para confirmar as concentrações de rCD28 e rCD28∆ foi realizado um ELISA de 

competição nos meios (ver em 4.8.1.1). Uma vez que o meio CD28 teve uma 

concentração de 7,23µg/mL e o meio CD28∆ teve 6,43µg/mL, o primeiro foi diluído com 

meio ureia para ajustar a concentração. 

 

4.8.1.1 Ensaio de ELISA de competição 

Para a quantificação precisa do CD28 e CD28∆ nos meios de cultura foi 

realizado um ELISA de competição empregando CD28 recombinante como padrão 

primário a anticorpos monoclonais anti-CD28 desenvolvidos pelo grupo (FIDALGO, 

2012). Tal ensaio foi possível de ser desenvolvido uma vez que o anti-CD28 reconhece 

de forma indistinguível rCD28 e rCD28∆, tanto por western blot (Figura 18) como por 

ELISA de captura de anticorpo (dados não mostrados). Além disso, uma vez que as 

proteínas recombinantes mostraram-se insolúveis, a curva-padrão também continha 

uréia. Assim, em ensaio com outro anticorpo produzido no laboratório (anti-STI1 e 

rSTI1) foi possível verificar que a maior concentração de ureia que estaria presente no 

sistema de detecção de rCD28, ou seja, no ponto de maior massa de rCD28 na curva-

padrão (2500 ng/mL de CD28) a concentração de ureia (20mM),  não interferia na 

interação antígeno-anticorpo ou no resultado obtido nas curvas-padrão com ou sem 

ureia. 

O ensaio de ELISA de competição seguiu o protocolo descrito por Hornbeck 

(2001). A determinação da massa de CD28 imobilizada na placa (5μg/mL, 50μL/poço) e 

a concentração dos anticorpo primário (MoAb anti-CD28, 35ng/mL) e secundário (goat 
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anti-mouse-HRPO 1:10.000 – Sigma) foram determinados empiricamente conforme 

recomendado na literatura (Crowther, 2000; Hornbeck, 2001). As concentrações de 

rCD28 e rCD28∆, foram determinadas a partir da diluição dos meios de cultura 100 e 

1000 vezes e a interpolação dos valores de absorbância na curva-padrão construída 

com 8 diferentes pontos de concentração em triplicata (varrendo de 0,6 a 2500ng/mL de 

rCD28). 

 

4.8.2 PURIFICAÇÂO DE MONÓCITOS DE FRANGO EM CULTIVO 

Para isolamento dos macrófagos, o protocolo foi adaptado do proposto para 

diferenciação de monócitos em macrófagos de frango (Guimarães & Gama Filho, 2009). 

Foram coletados 3mL de sangue de frango utilizando-se uma seringa 

heparinizada, as células mononucleares foram separadas do sangue total através de 

separação por gradiente de densidade utilizando ficoll (Histopaque-1077 - Sigma-

Aldrich), de acordo com protocolo baseado no já utilizado em nosso grupo de pesquisa 

(Fair, Taylor-McCabe, Shou, & Marrone, 2008). O sangue foi diluído 1:1 em meio sem 

soro para um volume final de 10 mL. Essa diluição foi colocada sobre 4 mL de 

Histopaque-1077 em um tubo de 15mL. As amostras foram centrifugadas em centrífuga 

Eppendorff 5810r a 600xg, por 20 minutos a temperatura ambiente.  

O sedimento acumulado interface soro + RPMI/histopaque (buffy coat) resultante 

de células brancas acima dos eritrócitos era então coletado e transferido para outro 

tubo de 15 mL contento 5mL de RPMI. Após centrifugação para retirar a mistura de 

histopaque com RPMI, as células foram então ressuspensas em 3 mL de RPMI e 

contadas em câmara de newbauer. A suspensão foi então ajustada com RPMI para a 

concentração adequada ao plaqueamento 2 x 107 células para cada placa P100. 

As células foram mantidas em cultivo a 37ºC com 5% de CO2 por 1 h e as células 

não aderidas foram descartadas. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS e 

incubadas em meio com soro por quatro dias. O meio foi então trocado para o ensaio. 

 

4.8.3 ATIVAÇÃO DE MACRÓFAGOS 

Com o propósito de aumentar a disponibilidade de CD80/86 para a ligação do 

CD28, os macrófagos foram primeiramente ativados com LPS baseado num trabalho já 
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descrito com células mononucleares de sangue periférico de humanos (Fleischer et al., 

1996). As células isoladas foram incubadas com meio LPS. Esse estímulo foi mantido 

por 24h antes do tratamento com LPS+rCD28, LPS+rCD28∆ ou apenas LPS. 

 

4.8.4 Ensaio de interação 

Às células estimuladas, foram adicionados os meios com soro, LPS, CD28 e 

CD28∆. No momento dessa adição, foi feita a divisão em 4 grupos experimentais: 1) 

Células sem LPS e com LPS, 24h de tratamento (T0) (P1 e P2); 2) Células tratadas 

apenas com LPS (P3-P9); 3) Células tratadas com LPS e CD28 (P10-P17); 4) Células 

tratadas com LPS e CD28∆104-109 (P18-P23). O grupo 1 foi coletado apenas no T0 

para comparação do efeito do LPS. Os demais seguiram a planilha de coleta abaixo. As 

coletas foram realizadas de acordo com o seguinte desenho experimental: 

 

TABELA 2 – DESCRITIVO COLETAS: CONDIÇÕES DAS AMOSTRAS COLETADAS E TEMPOS DE 
COLETA PARA EXTRAÇÃO DE RNA. 

Nome Nome Nome 

P1 – s/ LPS T0 P9 – LPS 48h P17 – CD28∆ 2h 

P2 – c/ LPS T0 P10 – CD28 2h P18 – CD28∆ 4h 

P3 – LPS 2h P11 – CD28 4h P19 – CD28∆ 6h 

P4 – LPS 4h P12 – CD28 6h P20 – CD28∆ 8h 

P5 – LPS 6h P13 – CD28 8h P21 – CD28∆ 24h 

P6 – LPS 8h P14 – CD28 24h P22 – CD28∆ 36h 

P7 – LPS 24h P15 – CD28 36h P23 – CD28∆ 48h 

P8 – LPS 36h P16 – CD28 48h  

 

Em cada momento de coleta, as placas foram utilizadas para a extração de RNA. 

Antes da extração do RNA, os meios de cada placa foram reservados e congelados a   

-20ºC para a possibilidade de realização de novas análises. 
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4.9 EXTRAÇÃO DE RNA 

As placas de cultivo foram lavadas 3X com PBS gelado e, rapidamente, foi 

adicionado 1mL de TRIzol® (Invitrogen) seguindo-se o protocolo proposto pelo 

fabricante no manual. A partir de uma alíquota 3µL de cada amostra, o RNA foi 

quantificado em nanodrop® e em seguida a sua integridade foi avaliada em gel de 

agarose. 

 

4.10 REAÇÃO DE TRANSCRIPTASE REVERSA (RT-PCR) 

A reação foi feita de acordo com as instruções do kit “iScript Select cDNA 

Synthesis Kit” (BioRad).  

Inicialmente foi feito um mix contendo: 4µL 5x iScript select Reaction mix, 1µL 

Oligo(dT)20 primer mix, 1µL GSP enchancer solution, 50pmol 28S Rev, 1µL iScript 

Reverse Transcriptase e água livre de nucleases qsp. 20µL (descontado o volume do 

RNA). Para evitar degradação, só então o RNA era retirado do freezer -80ºC 

rapidamente descongelado e 100ng deste eram adicionados ao mix. O RNA restante 

era então novamente estocado no freezer -80ºC. 

 Essa mistura foi então incubada em um termociclador (Ivema) a 42ºC por 60min 

para extensão e 85ºC por 5min para inativação da enzima. 

 

4.11 PCR em Tempo Real 

O protocolo de PCR em tempo real foi realizado utilizando-se o equipamento 

Rotor-Gene G1000 com Eva Green (reagente MASTERMIX-S, Applied Biological 

Materials (ABM) Inc.). Em adaptações anteriores, verificou-se que o sistema Corbett é 

compatível reações de 10µL quando utilizados tubos de 100µL. Dessa forma, as 

reações continham: 5µL de Eva Green mix, 1µL de cada iniciador (5-10pmol), 1µL de 

molde e H2O q.s.p. 10µL. Para diminuir os erros de pipetagem, inicialmente foi feita 

uma diluição de 1:5 no cDNA e 62µL dessa diluição foram misturadas a 310µL de Eva 

green 2X representando 6µL de reação, os iniciadores foram previamente diluídos em 

um mix que totalizava os outros 4µL da reação. Cada reação foi pipetada em triplicata 

além de um tubo de controle negativo (com iniciadores e Eva Greend mas sem cDNA). 

Os parâmetros utilizados na reação foram: 95ºC por 10 min, seguido de 40 ciclos de 
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desnaturação a 95ºC por 15s, anelamento e extensão a 60ºC por 60s, finalizando com 

uma curva de temperatura de 65ºC a 95ºC para medição da temperatura de melt dos 

fragmentos amplificados. A quantificação feita é relativa, portanto, o CT de cada gene 

para cada amostra foi utilizado para calcular o ∆CT, uma relação com o CT do gene 

normalizador. A partir desse valor, foi calculado o ∆∆CT, que é uma grandeza que 

relaciona o número de vezes o ∆CT de um dos transcritos de determinada amostra é 

maior ou menor que o controle negativo do experimento (Schmittgen et al., 2008). 

Os iniciadores usados são descritos no Quadro 2: 

 

Iniciador Sequencia 

IL2 For TGATGTGCAAAGTACTGATCT 

IL2 Ver TCGAGATGAATCTTGTTCTGA 

IL4 For AGGTTTCCTGCGTCAAGATG 

IL4 Ver GCTGGCTCTCCCAAACAA 

IL6 For GAACGTCGAGTCTCTGTGCT 

IL6 Ver AGTCTCGGAGGATGAGGTG 

TNFα For AGTACATCTGTTACAGTTCAGACT 

TNFα Ver GAGCATCAACGCAAAAGGG 

IL13 For TGGCGATGAACTTGTCCA 

IL13 Ver TGACAGCTTCCGATCCT 

IL12b Gallus F AGACTCTGACCACCGAAGT 

IL12b Gallus R GAACGTCTTGCTTGGCTCT 

IFN-γ For GTGAAGAAGGTGAAAGATATCATGGA 

IFN-γ Ver GCTTTGCGCTGGATTCTCA 

IL18 F AGGTGAAATCTGGCAGTGGAAT 

IL18 R ACCTGGACGCTGAATGCAA 

IL-1β F GCTCTACATGTCGTGTGTGATGAG 

IL-1β R TGTCGATGTCCCGCATGA 

iNOS F ACAGCAAAGGAGGTTATCAATT 

 Continua 

 Continuação 
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Iniciador Sequencia 

iNOS R CTGTTTCTAGTCGGGCCA 

IL22 Gallus F ATCAGGGAGAACAACCGC 

IL22 Gallus R TGCCACATCCTCAGCATAC 

IL10 Gallus F GAGCTGAGGGTGAAGTTTGA 

Il10 Gallus R CCATGCTCTGCTGATGACT 

CD80 Gallus F TCAGCCCATACAACGTCAC 

CD80 Gallus R GCGTGCCTTGGGAGGTA 

IL17F Gallus F TGAAGACTGCCTGAACCA 

IL17F Gallus R AGAGACCGATTCCTGATGT 

IL17A Gallus F GAT GCT GGA TGC CTA ACC 

IL17A Gallus R TGGTCCTCATCGATCCTGT 

ACTB F TATTGCTGCGCTCGTTGT 

ACTB R ACCAACCATCACACCCTG 

GAPDH For TCTGGAGAAACCAGCCAAGT 

GAPDH Rev GAGACAACCTGGTCCTCTGTG 

28S For GGCGAAGCCAGAGGAAACT 

28S Rev GACGACCGATTTGCACGTC 

Quadro 2 – Iniciadores utilizados para a reação de qPCR. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

5.1 CLONAGEM DE rCD28∆ 

De acordo com o protocolo descrito, a montagem do inserto foi feita em duas 

etapas. Sendo a primeira com dois pares de iniciadores e a segunda utilizando apenas 

o par externo (Ho et al., 1989). 

 

5.1.1 PCR dos fragmentos para gerar a deleção 

De acordo com o descrito nos materiais e métodos, a produção dos fragmentos 

seguiu um esquema em duas etapas de acordo com a Figura 7. Para maior clareza 

estas estarão separadas na descrição dos resultados em PCR1, na qual foram feitos os 

dois fragmentos para gerar a deleção e PCR2, na qual os fragmentos foram reunidos já 

com a deleção. 

 

5.1.1.1 PCR1 

Para essa reação, nos 45 ciclos, a temperatura de anelamento foi ajustada para 

62ºC por 20s, seguido por extensão a 72ºC por 50s de forma a diminuir os produtos 

inespecíficos entre os pares de iniciadores F1_CK_CD28_P_MXCF + 

Mut_CD28CK∆104-109_Rint e Mut_CD28CK∆104-109_Fint + R1_CK_CD28_P_MXCF. 

Respectivamente, as reações deram origem aos produtos 1-104 e 109-F, de 317bp e 

102bp. 
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Figura 9 – Gel de agarose 1% da geração dos insertos para produção de CD28 deletada. O produto 
1-104, de tamanho esperado 317bp, representa o primeiro trecho da sequencia que vai do inicio da 
sequência até o a parte que pretende ser deletada. O produto 109-F, de tamanho esperado 102bp, 
representa o trecho que vai da deleção até a sequência para o aminoácido 239 da proteína 
selvagem.  

As bandas referentes aos produtos de interesse foram então cortadas do gel e 

purificadas. O produto purificado foi quantificado e utilizado para a reação seguinte. 

 

5.1.1.2 PCR2 

Para a PCR de união dos fragmentos, a reação foi feita colocando-se 30ng de 

cada um dos produtos (1-104 e 109-F) com todos os componentes exceto os 

iniciadores. Foi realizado então um ciclo de desnaturação (95ºC, 5 min), hibridação 

(49ºC, 2 min) e extensão (72ºC, 10min). Após o ciclo, a reação foi interrompida para a 

adição dos iniciadores (F1_CK_CD28_P_MXCF e R1_CK_CD28_P_MXCF) seguida de 

35 ciclos de desnaturação (95ºC, 20s), anelamento (62ºC, 20s) e extensão (72ºC, 90s). 

O produto da reação foi submetido à separação eletroforética em gel de agarose 1% 

como pode ser observado na Figura 10. 
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Figura 10 – Gel de agarose 1% contendo o produto da PCR2. Pode-se observar uma banda de 
419bp, tamanho esperado para o fragmento codificante para o CD28 com a deleção desejada. 

 

O produto da PCR extraído do gel foi submetido à digestão com as enzimas NheI 

e XhoI. O produto de digestão, após purificação em gel, foi utilizado para uma reação 

de ligação com um plasmídeo pET28a (+) digerido com as mesmas enzimas. 

 

5.1.2 PCR de colônia 

Das colônias de E. coli DH5α que cresceram em meio LB ágar com meio seletivo 

a base de sulfato de canamicina, 13 colônias isoladas foram selecionadas para o PCR 

de colônia com os iniciadores F1_CK_CD28_P_MXCF e R1_CK_CD28_P_MXCF em 

condições semelhantes à produção do inserto, confirmando o esperado após a reação 

de controle de ligação. Como se pode observar na Figura 11, havia colônias que 

continham o inserto e colônias que não continham, apesar de também possuírem o 

plasmídeo pET28a, provavelmente fruto da digestão não completa de parte dos 

plasmídeos com ambas as enzimas de restrição. 
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Figura 11 – Gel de agarose 1% contendo os produtos de PCR de colônia. Da mesma forma que na 
PCR do inserto, em algumas colônias pode-se observar bandas na altura esperada de 419bp. Na 
primeira linha temos o marcador de 100bp seguido pela sequencia das 13 colônias amostradas 
para a PCR. 

Das colônias positivas, as de número 6, 7 e 8 foram utilizadas para preparação 

plasmidial de pequena escala. As preparações foram utilizadas para ensaio de digestão 

no qual as três tiveram resultado satisfatório e, portanto sequenciadas. 

 

5.1.3 Sequenciamento 

Todas as colônias forneceram sequências consenso exatamente iguais. Como 

se pode observar na Figura 12 o sequenciamento, forneceu uma sequência idêntica à 

esperada para o inserto fusionado à etiqueta de histidina presente no vetor.  
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Figura 12 – Alinhamento da sequencia consenso C6_cons com a esperada (Ref_seq). O 
alinhamento entre ambas foi exato, confirmando o sucesso na clonagem. 

 

Comparando ainda, a sequência clonada quando alinhada com a de referência 

para a porção extracelular do CD28, vê-se o sucesso da deleção na Figura 13. Além da 

porção deletada, pode-se verificar a inserção no vetor na janela de leitura correta e a 

adição de um códon de finalização ao final da sequência. 
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Figura 13 – Alinhamento da porção extracelular da sequência do CD28 (NM_205311.1) com a 
sequencia clonada. As porções destacada com cores representam a sequência do vetor (etiqueta 
de histidina fusionada), região deletada e códon de fim adicionado, de acordo com a legenda. 

 

5.2 PRODUÇÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

5.2.1 CD28 SELVAGEM 

Uma vez que o domínio extracelular de CD28 de ave já havia sido inserido em 

vetor de expressão e que a proteína recombinante já estava disponível (Fidalgo, 2012), 

inicialmente, nos ensaios piloto, foi utilizada a proteína disponível no estoque do 

Laboratório de Neurobiologia. No entanto, alíquotas mais diluídas do CD28 se 

mostraram incompatíveis com o modelo de estudo em cultivo, uma vez que estavam em 

tampão citrato pH 5,2 e este pH é incompatível com o ambiente de cultivo das células. 

Como consequência, foi necessária uma nova purificação da proteína. 

Ao executar a troca de tampão por diálise, a proteína mostrou-se insolúvel em 

tampão citrato assim como em PBS ou tampão carbonato.  

Uma nova purificação foi feita de acordo com o descrito em 4.5.3. O resultado da 

purificação foi semelhante ao obtido por Fidalgo (Fidalgo, 2012), o que pode ser visto 

na Figura 14.  
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Figura 14 – Gel de poliacrilamida 15% corado com coomassie. É possível avaliar o grau de pureza 
da proteína obtida após a precipitação e liofilização. Uma vez que apenas uma banda é visível no 
gel redutor e a massa coincide com a esperada para CD28, levando-se em consideração que 8µg 
de proteína foram utilizadas, é um indicativo de pureza em relação a outras proteínas considerada 
suficiente para a sua utilização no trabalho. 

 

5.2.2 CD28 DELETADA 

5.2.2.1 Mini-expressão 

Da transformação feita em E. coli BL21 (DE3) Star, foram escolhidas quatro 

colônias para a mini-expressão. Após procedimento descrito em 4.5.2, amostras das 

bactérias induzidas e não induzidas foram aplicadas em gel de poliacrilamida 15% para 

avaliação da expressão por SDS-PAGE como se pode ver na Figura 15 (a). 

 

Figura 15 – (a) Gel de poliacrilamida 15%. As indicações C1-C4 indicam a colônia selecionada, NI 
indica a amostra antes da indução e I indica a amostra após 3 horas de indução. A expressão foi 
considerada baixa, não sendo visível na altura próxima a 17kDa, a qual é esperada para a proteína 
recombinante. (b) Gel espelho usado em reação de western blot revelado com anticorpo anti 5-His. 
CD28 recombinante (100 ng) previamente purificado (Fidalgo, 2012) foi utilizado como controle 
positivo da reação (linha +). 
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Com base no padrão de baixa expressão visto na Figura 15 (a), decidiu-se fazer 

a indução por 3,5h, no intuito de aumentar a quantidade de proteína produzida. Para a 

produção em larga escala foi escolhida a colônia 1, uma vez que no ensaio comparativo  

da detecção da proteína de interesse por western blot (Figura 15 (b)), esta colônia 

aparentou possuir o maior nível de expressão. 

 

5.2.2.2 Purificação 

Para a purificação do CD28∆, seguiu-se a metodologia descrita no subtítulo 

4.5.3. Os resultados foram semelhantes aos obtidos com a rCD28, como pode ser visto 

na Figura 16, na qual pode-se ver a presença/ausência de rCD28∆ em cada uma das 

frações produzidas durante a purificação. Com base no gel da purificação, foram 

selecionadas as frações mais enriquecidas para a precipitação. Para o ensaio biológico, 

foi utilizada a proteína das frações de eluição ressuspensas em PBS+8M de ureia. 

 

Figura 16 - Gel de poliacrilamida 15%. De acordo com a legenda, a proteína está presente nas 
frações descritas no fluxograma: Precipitado 1 (P1), Sobrenadante 2 (S2), restando ainda no Void 
(Vd) e parte da proteína estava presente nas lavagens (L1 e L2). Para a precipitação seguida de 
lavagem com H2O MiliQ foram selecionadas as frações L2, E2, E3-E10, precipitadas 
separadamente e reunidas após confirmação de pureza. 

 

5.2.3 Clonagem de CD28 e CD28∆ em sistema pINFUSE 

O uso de sistema bacteriano de expressão heteróloga de proteínas em E. coli 

tem várias vantagens como: alto rendimento,  compatibilidade com sistemas de 
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expressão que permitem purificação suficiente através de poucas etapas 

cromatográficas, baixo custo por miligrama de proteína obtida, uso de equipamentos 

laboratoriais facilmente disponíveis. Entretanto a ausência de modificações pós-

traducionais importantes nas proteínas produzidas por este sistema, particularmente a 

adição de cadeias oligosacarídicas, culminam não poucas vezes na obtenção de 

moléculas insolúveis em condições fisiológicas de pH e força iônica ou em destituição 

de atividade biológica. No entanto, nem todas as proteínas que tem essas modificações 

pós-traducionais em sua forma natural, são dependentes destas para apresentar função 

biológica (Swartz, 2001). 

Uma vez que foi verificada a baixa solubilidade das proteínas produzidas em 

sistema procarionte, foi feito em paralelo a clonagem da porção extracelular de CD28 

selvagem e deletado utilizando o vetor pINFUSE-hIgG1-Fc1 que secreta a proteína em 

fusão com a cadeia pesada de IgG1 humana. Essa opção poderia fornecer uma 

proteína glicosilada e solúvel para o ensaio. De fato tal abordagem já foi conduzida na 

produção de várias quimeras proteicas, podendo-se destacar outro ligante de CD80/86, 

CTLA-4-IgG (Moreland, Bate, & Kirkpatrick, 2006; Orabona et al., 2004). A quimera 

CTLA4-Ig tem se mostrado um promissor bio-fármaco para evitar a ativação de 

linfócitos T em casos de artrite reumatoide (Moreland et al., 2006). 

 

5.2.3.1 Clonagem 

A clonagem foi realizada a partir dos insertos já obtidos em PET28a(+). 

Inicialmente, foi feita uma PCR utilizando Pfu e os iniciadores 

F_CD28gal_recpinfuse_MX_RO e R_CD28gal_recpinfuse_MX_RO tendo como molde 

os plasmídeos já obtidos com os insertos para a proteína selvagem e deletada. Na 

estratégia de reclonagem foi mantida apenas a porção extracelular de CD28 em suas 

duas versões, não sendo reclonada a porção do vetor que gerou a etiqueta de histidina. 

A partir dessa reação, as bandas correspondentes foram extraídas do gel que originou 

a Figura 17 e os insertos digeridos (assim como o plasmídeo pINFUSE) com as 

enzimas BglII e NcoI seguindo a reação de ligação. 
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Figura 17 – Gel de agarose 1%. Ao lado do padrão de massa (100bp) pode-se ver as bandas 
correspondentes com o inserto esperado (aproximadamente 400bp) para clonagem de CD28 e 
CD28∆. 

O produto da clonagem foi transformado em E. coli DH5α e, após confirmação da 

sequencia, uma preparação plasmidial de grande escala foi feita para a expressão em 

células eucariontes. 

 

5.2.3.2 Expressão 

Para possibilitar uma posterior purificação baseada na afinidade da cadeia 

pesada de hIgG1 (proteína de fusão gerada pelo vetor) com proteína A/G (imobilizada 

em uma matriz cromatográfica), após a transfecção das células HEK293T de (acordo 

com 4.5.5), as células foram lavadas duas vezes com PBS seguido por incubação com 

meio MEM sem soro. O meio foi reservado e substituído nas placas a cada 2 dias 

enquanto as células se mantiveram viáveis (6 dias). 

A confirmação da produção das proteínas foi feita por western blot utilizando o 

sobrenadante como amostra (Figura 18).  
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Figura 18 – Western blot utilizando as diferentes versões de rCD28 produzidas e resolvidas em gel 
de acrilamida 15% sob condições redutoras. A primeira amostra da esquerda para a direita, de 
aproximadamente 18kDa, é a porção extracelular de CD28 com a etiqueta de histidina do vetor 
pET28a. As duas amostras seguintes são as diferentes frações da purificação de rCD28∆ 
(aproximadamente 17kDa), ‘E’ é uma amostra da eluição e ‘L’ da lavagem feitos no mesmo sistema 
de expressão. Nas ultimas duas amostras da direita, a partir do sobrenadante de HEK293T, pode-
se observar as duas versões da proteína produzida em sistema eucarionte (aproximadamente 
66kDa). Foi utilizado como anticorpo primário o monoclonal anti-CD28 (sobrenadante de cultura) 
previamente produzido pelo grupo (Fidalgo, 2012). 

 

Em outros experimentos (resultados não mostrados), utilizando uma condição 

não redutora, foi possível observar que a proteína produzida estava em forma dimérica, 

o que era previsto para o sistema de expressão com proteína de fusão de cadeia 

pesada de hIgG1. 

  

5.2.3.3 Purificação 

A purificação foi feita com proteína A/G sepharose seguindo o manual do 

fabricante (descrito no titulo 4.5.6). As proteínas foram quantificadas a partir do seu 

coeficiente de extinção em 280nm e, em 150mL de meio, foi possível purificar 20µg de 

cada uma das proteínas. Tal rendimento de purificação apresentou-se incompatível 

com o desenho experimental inicialmente planejado para os estudos de atividade 
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biológica. Assim, o foco de produção das proteínas de interesse foi voltado para o 

sistema bacteriano.  

 

5.3 PADRONIZAÇÃO DO ENSAIO DE LIGAÇÃO 

5.3.1 PURIFICAÇÃO DOS MACRÓFAGOS DE FRANGO 

O protocolo para a obtenção de culturas primárias de macrófagos de frango a 

partir de sangue periférico (Guimarães & Gama Filho, 2009) foi repetido diversas vezes 

até que o mesmo estivesse estabelecido no nosso grupo. Após o isolamento dos 

monócitos do sangue e a semeadura destes em placas de cultivo foram acompanhadas 

as modificações morfológicas progressivas que caracterizam a diferenciação daqueles 

em macrófagos. Tais modificações tipicamente ocorriam após 4 dias do início da 

cultura. Essa padrão morfológico é o mesmo observado quando as culturas são 

ativadas com LPS, que causa uma alteração morfológica bastante visível nos 

macrófagos semelhante aquela descrita na literatura (Guimarães & Gama Filho, 2009). 

Resultados preliminares não apresentados, demostraram por citometria de fluxo que um 

número superior a 90% das células enriquecidas pelo método apresentam Kul-01, 

proteína de superfície que caracteriza macrófagos e monócitos. 

 

5.4 PADRONIZAÇÃO DO qPCR 

A padronização inicial com testes de diferentes iniciadores para cada um dos 

genes de interesse foi realizada com base em amostras de RNA total de tecidos de 

frango (ceco, timo, fígado, pulmão, íleo, jejuno, baço, bursa e monócitos) que passaram 

por desafio com uma vacina atenuada de Salmonella Enteritidis, gentilmente cedida 

pela empresa Imunova Análises Biológicas, que serviram como controle positivo de 

reação. Para a avaliação, também foi utilizada a linhagem HD11, gentilmente cedida 

pelo Prof. Renato Augusto DaMatta. Dessa forma, se pôde determinar quais pares de 

iniciadores estavam funcionando adequadamente para cada gene de interesse como o 

indicado em 4.11. 
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5.4.1 Genes de interesse 

Uma vez que não há o conhecimento de quais interleucinas terão o seu padrão 

de expressão alterado pela estimulação com CD28, da mesma forma que no trabalho 

de Orabona, 2004, foi escolhido um painel de interleucinas que pretende cobrir tanto a 

via de resposta Th1 (IL2, IL12, IFN-γ e TNFα) quanto Th2 (IL4, IL6, IL13) (Bai et al., 

2014; Romagnani, 2000). 

Foi estabelecido o uso de dois possíveis normalizadores (gene utilizado para o 

calculo de concentração relativa, não pode ter a sua expressão alterada pelo 

tratamento) entre três possibilidades iniciais (GAPDH, ACTB e 28S) para o caso de um 

se revelar alterado de acordo com o tratamento dado à célula. Caso todos sejam 

adequados, os resultados poderiam ser analisados frente a três as normalizações. 

Os parâmetros analisados nesta etapa da padronização foram os seguintes: 

amplificação do material em algum tecido, pico único na curva de melting, banda única 

na amostra quando aplicada em gel de agarose 1%. Quanto à análise, para a 

determinação de CT, o threshold foi mantido constante durante todo o trabalho. 

 

5.4.1.1 Padronização das reações para os iniciadores 

Os resultados da padronização dos iniciadores podem ser vistos no Quadro 3. 

Todos os pares foram testados em reações de qPCR, os dados observados em gel de 

agarose (não mostrados) são coerentes com a curva de melting e padrão de aumento 

do sinal em relação aos ciclos de reação. Durante a padronização, diferentes órgãos de 

um animal desafiado foram utilizados, os órgãos nos quais foram observados maior 

nível de sinal estão listados no mesmo quadro, exceto para CD80 que foi testado em 

uma linhagem celular derivada de macrófagos de frango (HD11). 
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Gene Tecido em que aparece em maior quantidade 

IL2 Timo; Baço 
IL4 Timo; Jejuno 
IL6 Monócitos 

IL13 Timo; Monócitos 
TNFα Íleo; Monócitos 
IFN-γ Baço; Íleo 
IL18 Bursa;Figado 
IL22 Timo 
IL10 Bursa; Timo 

CD80 Testado em linhagem HD11 
IL17F Timo; Bursa 

IL17A 
Íleo; Bursa; Jejuno; Figado; Ceco; Pulmão; 

Baço 
IL12 Figado; Bursa 
iNOS Jejuno; Íleo 
IL-1Β Baço; Pulmão 
ACTB Todos 

GAPDH Todos 
28S Todos 

Quadro 3 – Relação dos resultados para a padronização dos diferentes pares de iniciadores para 
qPCR.  

 

A amplificação do sinal foi semelhante para a maior parte das amostras. Da 

mesma forma, a curva de melting foi coerente com o observado nas outras análises. 

Curvas representativas podem ser vistas na Figura 19. 

 

 

Figura 19 – (a) Curva da geração de sinal. (b) Curva de melting. Ambas as curvas são 
representativas dos resultados obtidos para os pares de iniciadores utilizado para realizar as 
reações de qPCR do estudo. 
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5.5 Ensaio de interação 

Os meios, preparados como o descrito em 4.8.1, foram distribuídos de acordo 

com o descrito em 4.8.4 como pode ser visto na 

TABELA 3. Antes da coleta de cada amostra, as placas foram vistas em 

microscópio para verificação da morfologia. A única placa com diferença morfológica foi 

a P1, que não foi ativada com LPS como pode ser visto na Figura 20A a alteração 

morfológica é condizente do com o esperado com base na literatura (Guimarães & 

Gama Filho, 2009). Todas a outras estavam semelhantes à Figura 20B. 

 

TABELA 3 – DESCRITIVO DE RETIRADA DAS AMOSTRAS 

Nome Nome Nome 

P1 – s/ LPS T0 

P2 – c/ LPS T0 

P3 – LPS 2h P10 – CD28 2h  P17 – CD28∆ 2h  

P4 – LPS 4h P11 – CD28 4h P18 – CD28∆ 4h 

P5 – LPS 6h P12 – CD28 6h P19 – CD28∆ 6h  

P6 – LPS 8h P13 – CD28 8h P20 – CD28∆ 8h 

P7 – LPS 24h P14 – CD28 24h P21 – CD28∆ 24h  

P8 – LPS 36h P15 – CD28 36h P22 – CD28∆ 36h 

P9 – LPS 48h P16 – CD28 48h P23 – CD28∆ 48h 
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Figura 20 – Na micrografia A), em um aumento de 20x, pode-se observar a morfologia mais 
arredondada das células aderidas, compatível com células não ativadas por LPS. Na B), que tem o 
mesmo aumento, o perfil mais espraiado das células confirma a morfologia esperada para um 
macrófago de galinha ativado com LPS de acordo com Guimarães & Gama Filho (Guimarães & 
Gama Filho, 2009).    

 

Uma vez extraído o RNA, das amostras, essas foram quantificados 

espectrofotometricamente e preparadas para a reação de RT-PCR. 

 

5.6 PCR em tempo real (qPCR) 

Apesar do plano inicial prever o uso de massa de cDNA equivalente a 50ng de 

RNA total, foi necessária a mudança de estratégia uma vez que o rendimento obtido na 

extração de RNA foi muito inferior ao necessário para se trabalhar com essas 

quantidades de material (entre 156 e 948ng). Por outro lado verificou-se na literatura 

que outras massas de cDNA já haviam sido empregadas com sucesso, chegando-se ao 

uso de cDNA equivalente a 1ng de RNA nos experimentos (Bagés, Estany, Tor, & 

Pena, 2015; Gou, Jiang, Zheng, Tian, & Lin, 2015; Mutryn, Brannick, Fu, Lee, & Abasht, 

2015; Zhou, Lee, & Abasht, 2015). Dessa forma, partindo-se de 100ng de RNA em uma 

reação de 20µL, fez-se a diluição de 1:5 e usou-se 1µL dessa diluição na reação de 

qPCR (total de 1ng equivalente em RNA por reação).  

Após as ciclagens e leituras, os resultados foram triados com base nos valores 

esperados de melt para cada um dos insertos baseado nos experimentos de 

padronização como pode-se observar no Quadro 4. Os tubos que apresentavam 

temperatura de melt diferente do esperado tiveram os seus dados descartados. 
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Sequencia alvo Temp. melt (ºC) 

28S 83 

GAPDH 83.3 - 83.5 

ACTB 88.2 - 88.3 

IL4 80.2 - 81,5 

IL6 87.3 – 88 

TNFα 86,5 

IL2 79,5 

IL13 85,7 

IFN-γ 80.0 - 81.2 

IL18 83.3 - 83.5 

IL22 82,7 

IL10 86 

CD80 83.8 - 84,2 

IL17F 83.7 - 83.8 

IL17A 81.8 – 82 

IL12b 82.5 - 82.7 

iNOS 84.8 – 85 

IL-1Β  86,3 
Quadro 4 – Temperaturas de melt esperadas para cada uma das sequencias alvo. 

 

Os resultados já triados foram processados. Para cada triplicata técnica de uma 

amostra, o máximo desvio padrão aceito nos valores de CT foi de 0,3. Com os valores 

médios de CT de cada amostra (disponíveis no APÊNDICE I), foi usado o sítio 

<http://www.leonxie.com/referencegene.php#> - EST Database of Cotton (“EST 

Database of Cotton,” nd) para comparar os dados dos genes normalizadores frente a 4 

diferentes algoritmos: Bestkeeper, Normfinder, Genorm, Delta CT (Andersen, Jensen, & 

Ørntoft, 2004; Pfaffl, Tichopad, Prgomet, & Neuvians, 2004; Silver, Best, Jiang, & Thein, 

2006; Vandesompele et al., 2002).  De acordo com os algoritmos, o normalizador mais 

adequado para esse ensaio foi o GAPDH seguido pelo 28S sendo que o de beta actina 

se mostrou inadequado. Os genes foram então normalizados por 28S e GAPDH 

seguindo a fórmula   ornormalizadalvo CTCT 
2  obtendo o número de vezes que o gene alvo foi 

expresso em relação ao normalizador, admitindo-se uma eficiência igual a 2 para todos 

o iniciadores (dados disponíveis nos APÊNDICES II e III). Os genes que não tiveram 

expressão, tiveram o seu valor normalizado equalizado ao da amostra com o menor 

nível de expressão detectado (considerado como limite de detecção) para aquele 
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normalizador, de sorte que possibilitasse a comparação dos diferentes tratamentos 

ainda que um deles não tivesse expressão daquele determinado alvo. A comparação se 

deu fazendo o quociente da amostra tratada pela amostra controle. 

Uma vez que foi feita uma única repetição do experimento biológico, optou-se 

por fazer a análise dos dados de forma qualitativa, com o objetivo de se obter  uma 

linha de corte para considerar as diferenças como significativas, levou-se em 

consideração de que todas as variações de pipetagem são normalizadas pelo método 

do ∆CT, já, na análise das amostras foi admitida um desvio padrão de 0,3. O desvio 

padrão é o quadrado da variância, ou seja, essa abordagem pode influenciar em até 

1,0952  nos resultados. Por parâmetros empíricos, foi assumida ainda uma margem de 

segurança de 38% tentando separar ainda o sinal de possíveis ruídos. A partir desse 

cálculo, foi obtido um valor de corte de 2,95. Desta forma, foram considerados como 

significativos valores do coeficiente da amostra alvo em relação à referencia acima de 

2,95 ou abaixo de 0,338. 

 

5.6.1 Indução com LPS 

Inicialmente, pode-se observar o efeito apenas do LPS sobre a expressão dos 

genes mensurados após 24h de estimulo dos macrófagos. Como pode ser visto na 

TABELA 4, os espaços preenchidos por verde representam um aumento enquanto os 

preenchidos em vermelho representam uma redução de mRNA acima dos limites 

determinados para corte os espaços em branco não apresentaram alterações 

consideradas relevantes para a análise. 
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TABELA 4 – REPRESENTAÇÃO DA ALTERAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES DE INTERESSE 
APÓS 24 HORAS DE ESTIMULO COM LPS SOBRE CULTURA PRIMARIA DE MACROFAGOS. OS 
ESPAÇOS PREENCHIDOS POR VERDE REPRESENTAM UM AUMENTO ENQUANTO OS 
PREENCHIDOS EM VERMELHO REPRESENTAM UMA REDUÇÃO DE mRNA ACIMA DOS LIMITES 
DETERMINADOS PARA CORTE, NOS DEMAIS, NÃO FOI OBSERVADA ALTERAÇÃO.  

LPS/s-LPS – T0 
IL4 IL6 TNFα IL2 IL13 IFN-γ IL18 IL22 IL10 CD80 IL17F IL17A IL12 iNOS IL-1β 

Norm. por 28S                

Norm. por GAPDH                

 

Houve uma redução na produção de IL4, IL2 e IFN-γ. IL6, IL12, IL-1β e TNFα 

tem a sua redução ou aumento sugeridos por pelo menos um dos normalizadores, no 

entanto esses dados devem ser confirmados em repetições do experimento.  

De acordo com o descrito por Bliss e colaboradores (2005), a ativação de 

macrófagos com 10µg/mL de LPS promove o aumento da expressão de 243 elementos 

celulares assim como a redução de outros 88 elementos, demonstrando como esse 

fenômeno é complexo (Bliss, Dohms, Emara, & Keeler, 2005). Os dados obtidos 

corroboram os de Mosser & Zhang (2008) que relatam um aumento inicial de TNFα 

podendo gerar IFNβ causando a ativação dos macrófagos. Essa cascata é iniciada nos 

primeiros minutos de estimulo podendo ser vista nas primeiras horas (Bliss et al., 2005; 

Mosser & Zhang, 2008). A ativação por LPS induz a produção de TNFα, IL-1β, IL-6, 

IFN-γ e iNOS (secretando óxido nítrico) os quais podem ser detectados por ELISA no 

sobrenadante de cultura após 24h. Tal assinatura secretória de moléculas é descrita 

como a via clássica da ativação dos macrófagos (Meng & Lowell, 1997). 

Apesar dos resultados relatados por Ramakrishan e colaboradores (2015) 

diferirem do presente trabalho em relação à detecção de IL-1β, IL4 e iNOS 

(Ramakrishnan et al., 2015), uma vez que, de acordo com Barjesteh e colaboradores 

(2014), a expressão de IL-1β e IFN-γ aumenta significativamente nas primeiras 3h e cai 

mais de 10 vezes da sua expressão máxima em 18h, é possível que esse aumento não 

fosse percebido em 24h (Barjesteh et al., 2014). A expressão de iNOS, de acordo com 

Hussain e Qureshi (1993),  é máxima em 6h de estímulo sofrendo provável regulação 

em seguida podendo essa resposta ser refratária ao estímulo prolongado ou repetido 

(Chang, McCormick, Lin, Dietert, & Sung, 1996; Hussain & Qureshi, 1993). Uma vez 

que, nessa parte do experimento, foi feita uma única medição dos níveis de expressão 
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gênica após 24h de estimulação, todos os processos descritos já teriam acontecido e é 

possível que por um sistema de retroalimentação à expressão dessas citocinas já esteja 

reduzida, como o visto por Ramakrishnan e colaboradores (2015) para a maior parte 

das citocinas que seguem o mesmo perfil. Por outro lado iNOS ainda poderia ter seu 

aumento detectado em 24h considerando-se os limites de corte utilizados nesse 

trabalho (Ramakrishnan et al., 2015). É provável que os produtos secretados sejam 

encontrados no sobrenadante dessa cultura, o que poderia ser testado por ELISA para 

as citocinas e quantificação de nitrito para inferência da atividade de iNOS. 

Um dado que chama a atenção é que não foi possível detectar mRNA para 

iNOS, o que vai de encontro à ideia de ativação clássica e aos resultados obtidos por 

Ramakrishnan (2015) (Ramakrishnan et al., 2015). No entanto, foi observado que 

macrófagos de galinha de origens genéticas diferentes tem níveis diferentes de 

expressão de iNOS, o que poderia justificar a ausência de sinal no resultado aqui 

apresentado (N Dil & Qureshi, 2002; N. Dil & Qureshi, 2002). Outro fato que poderia ter 

influenciado essa expressão, foi a fonte de LPS empregada uma vez que já foi 

demonstrado que a expressão de iNOS varia de acordo com a cepa fonte de LPS, 

particularmente para bactérias lácticas e diferentes sorotipos de Salmonella enterica 

(Brisbin, Davidge, Roshdieh, & Sharif, 2015; Okamura et al., 2005). Há relatos, no 

entanto, que essa resposta de iNOS para LPS pode ser variável dependendo do 

genótipo do frango utilizado (Qureshi, 2003). 

Outra possibilidade, é que a expressão de lisozima pelos macrófagos em cultivo, 

que está associada à presença de LPS no ambiente, tenha sido suficiente para 

degradar o LPS e reduzir os estímulos a um ponto em que não seriam mais detectados 

após as primeiras 24h (Witham, Ouboussad, & Lefevre, 2013). 

5.6.2 LPS até 48horas da segunda estimulação em relação ao LPS T0 

Em seguida, foi possível observar a alteração da expressão dos genes alvo após 

novo estímulo com LPS nos tempos que simultâneo com o desafio dos outros grupos 

com as outras moléculas (rCD28 ou rCD28∆) além do LPS. Os valores considerados 

foram a proporção dos sinais em cada tempo de estimulação comparados com os 

valores iniciais para esse grupo (T0) como pode ser visto na TABELA 5 que segue o 

mesmo código de cores utilizado anteriormente. 
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TABELA 5 - REPRESENTAÇÃO DA ALTERAÇÃO DE EXPRESSÃO DOS GENES ALVO EM RELAÇÃO 
A T0 DURANTE O EXPERIMENTO NAS AMOSTRAS QUE RECEBERAM APENAS O MEIO UREIA.  

LPS/LPS-T0  Tempo IL4 IL6 TNFα IL2 IL13 IFNγ IL18 IL22 IL10 CD80 IL17F IL17A IL12 iNOS 
IL-
1β 

Normalizado 
por 28S 

2h                

4h                

6h                

8h                

24h                

36h                

48h                

Normalizado 
por GAPDH 

2h                

4h                

6h                

8h                

24h                

36h                

48h                

 

Nas 24 horas que seguiram, não foi observada uma alteração na expressão de 

IL4, que aparentemente manteve-se reduzida em relação à amostra sem LPS em T0. 

No entanto houve um aumento na expressão de IL6, IL-1β, condizentes com a via de 

ativação clássica (Meng & Lowell, 1997) que pode ter sido reforçada pela troca do meio 

de cultivo e presença de LPS recém-adicionado. O aumento de IL-17F e IL-22 na 

ausência de IL-10 (como pode ser visto na relação de CTs, APÊNDICE I, não houve 

amplificação de IL-10) reproduz os dados obtidos a partir de macrófagos peritoneais de 

camundongo (Gu et al., 2008).  A expressão de IFN-γ manteve-se reduzida durante as 

primeiras 8h de experimento, dado que contradiz o observado (Barjesteh et al., 2014). 

Entretanto seu aumento foi observado 24 horas após tratamento com LPS (Tabela 5). A 

maioria dos alvos tiveram alterações apenas pontuais, sendo visto principalmente um 

aumento de IL-2, IL-18, e IL-12 na amostra coletada após 24h de tratamento. 

Interessante observar que quando células NK humanas são expostas à mesma 

combinação de interleucinas, o sobrenadante destas culturas é capaz de induzir células 

dendríticas a promover uma polarização do tipo Th1 em células T virgens produzindo 

IFN-γ (Agaugue, Marcenaro, Ferranti, Moretta, & Moretta, 2008). 
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É interessante notar que o padrão de IL-18 aumentado após aumento de IL-2 foi 

coerente com o encontrado por Kogut para IL-18 após o priming de heterófilos com IL-2 

recombinante seguido pela fagocitose de Salmonella Enteritidis opsonizada ou não 

(Kogut, Rothwell, & Kaiser, 2003). 

Nestas condições experimentais pode-se concluir que o ambiente resultante é 

pró-inflamatório, uma vez que a expressão das interleucinas com características anti-

inflamatórias, IL-4 e IL-10, estão respectivamente diminuída ou ausente, e as demais 

acima descritas (por exemplo, IL-2, IL-18 e IL-12) estão aumentadas. A não expressão 

de IL-10 da suporte à ideia de uma boa purificação do LPS, se houvesse uma grande 

contaminação com DNA bacteriano, o estimulo de TLR-21 por CpG bacteriano levaria a 

uma expressão dessa interleucina (He, Genovese, Swaggerty, MacKinnon, & Kogut, 

2012). 

 

5.6.3 CD28 e CD28∆104-109 em relação a apenas LPS ao longo do tempo 

 Analisando-se as amostras estimuladas com CD28 e CD28∆104-109 em relação 

aos mesmos tempos das amostras estimuladas com LPS obtém-se a TABELA 6 e a 

TABELA 7. 
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TABELA 6 – DIAGRAMA REPRESENTATIVO DA VARIAÇÃO NA EXPRESSÃO DE GENES EM 
CÉLULAS TRATADAS COM rCD28 QUANDO COMPARADOS A CÉLULAS TRATADAS DURANTE O 
MESMO TEMPO COM O MESMO MEIO DE CULTIVO ESTIMULADAS APENAS COM LPS. 

CD28 / LPS 
Tempo IL4 IL6 TNFα IL2 IL13 IFNγ IL18 IL22 IL10 CD80 IL17F IL17A IL12 iNOS 

IL-
1β 

Normalizado 
por 28S 

2h                

4h                

6h                

8h                

24h                

36h                

48h                

Normalizado 
por GAPDH 

2h                

4h                

6h                

8h                

24h                

36h                

48h                
 

TABELA 7 - DIAGRAMA REPRESENTATIVO DA VARIAÇÃO NA EXPRESSÃO DE GENES EM 
CÉLULAS TRATADAS COM rCD28∆104-109 QUANDO COMPARADOS A CÉLULAS TRATADAS AO 
MESMO TEMPO COM MEIO DE CULTIVO CONTENDO APENAS LPS 

CD28∆ / LPS Tempo IL4 IL6 TNFα IL2 IL13 IFNγ IL18 IL22 IL10 CD80 IL17F IL17A IL12 iNOS 
IL-
1β 

Normalizado 
por 28S 

2h                

4h                

6h                

8h                

24h                

36h                

48h                

Normalizado 
por GAPDH 

2h                

4h                

6h                

8h                

24h                

36h                

48h                
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Apesar de os resultados não se sobreporem totalmente, o perfil geral da resposta 

obtida para cada um dos tratamentos foi muito semelhante, diferindo apenas em 

relação a IL-1β. As diferenças de expressão de IL-1β, devem ser investigadas mais 

profundamente para ver se o aumento é real ou artefato experimental, há de se levar 

em conta ainda, que os aumentos vistos em 8h, 36h e 48h são fruto da não detecção 

dessa interleucina nas amostras do grupo que recebeu apenas LPS + ureia. 

De um modo geral, a ligação de CD28 com os macrófagos, aparenta fazer uma 

ativação de macrófagos que tem característica pró-inflamatória porém sem 

direcionamento M1 ou M2, sendo que esse direcionamento provavelmente advêm de 

uma interação com os outros atores do sistema imune por diversos mecanismos de 

troca de informação, como citocinas, quimiocinas e outras moléculas sinalizadoras. 

Os resultados para iNOS, apesar de serem os únicos que apresentam valores de 

CT (ver APÊNDICE I), foi verificado serem artefatos, uma vez que as amostras 

submetidas a separação eletroforética apresentavam mais de uma banda (dados não 

mostrados). As diferenças, na tabela de expressão, foram corrigidas tendo em vista 

esse fato.  

Era esperada uma diferença nos padrões de resposta dos macrófagos quando 

desafiados com CD28 e CD28∆, uma vez que a molécula mutante de deleção deveria 

servir como controle negativo nos experimentos. Entretanto é intrigante a similaridade 

no padrão de resposta que foi observado entre os grupos. Especula-se que tal 

resultado possa ser reflexo da concentração relativa de proteína recombinante 

empregada em cada um dos tratamentos. De acordo com o descrito por Metzler e 

colaboradores em 1997, o sitio MYPPPY é responsável em grande parte pela afinidade 

entre CD28 e CD80/86 (Metzler et al., 1997). Considerando que a concentração média 

de citocinas em circulação é mensurada em mamíferos na ordem de pg/mL (Biancotto 

et al., 2013; Thavasu, Longhurst, Joel, Slevin, & Balkwill, 1992) ou ainda de CTLA-4 em 

humanos em situação patológica autoimune seja na faixa de ng/mL (Simone et al., 

2014), a alta concentração relativa de CD28∆ empregada no experimento (µg/mL) pode 

ter sido suficiente para gerar um estímulo similar ao da proteína selvagem. Ainda que a 

deleção confira uma afinidade reduzida aos receptores CD80/86, pode não ter 

modificado a afinidade com relação a outros receptores desta proteína ainda não 
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descritos mas que são passíveis de transduzir sinal. Essa informação sugere que para 

essa abordagem, os níveis de proteínas a serem utilizados teriam que ser ainda 

menores. Uma vez que os valores alvo do trabalho são baseados nos usados por 

Orabona e colaboradores no qual foram usados 10µg/mL da molécula quimérica de 

CD28 com IgG (Orabona et al., 2004). Outro ponto importante é que a faixa de 

molécula recombinante quimérica empregada por Orabona vai de 10 a 40µg/mL e os 

controles negativos empregados foram IgG3 inteira (de um hibridoma secretor de anti-

trinitrofenil/TNP) ou apenas os domínios CH2 e CH3 expressos da mesma forma que a 

quimera CD28. Assim, as altas concentrações de moléculas quiméricas (Orabona et al., 

2004 e desta tese) e o uso de controles que não possuem sítios de interação com 

receptores na superfície celular (Orabona et al., 2004), são pontos que devem ser 

levados em consideração, tanto na interpretação dos resultados obtidos por aquele 

grupo como nos aqui apresentados. 

Admitindo a hipótese de interação e efeito da molécula deletada, podemos 

observar alguns pontos importantes a serem levados em consideração nas futuras 

repetições do experimento. 

Inicialmente, uma titulação deveria ser feita para verificar as concentrações de 

rCD28 e rCD28∆ que deveriam ser utilizadas. Essas proporções poderiam ser 

verificadas através de ensaios que determinem as constantes de afinidade dessas 

moléculas com CD80/86 e afiram os parâmetros relativos à cinética de ligação que 

ofereceriam um estimulo por rCD28 mas não por rCD28∆. Há ainda a possibilidade a 

alteração do modelo para um sistema apenas com rCD28 ou com rCD28 e rCTLA-4. 

O tempo de duração do experimento poderia ser reduzido para 24h. Após esse 

período, não foram observadas diferenças expressivas nas expressões das citocinas 

alvo, a maior parte das diferenças de expressão seguem uma tendência similar ao 

observado nas horas iniciais. Algumas das diferenças observadas podem ainda ser 

consequência da interação das interleucinas secretadas anteriormente no meio de 

cultivo e não reflexo direto da interação de CD28 e CD80/86. 

Outra molécula que pode ser utilizada em diferentes quantidades é o LPS 

utilizado para ativar os macrófagos. Em diferentes trabalhos pode-se observar o uso do 



78 

 

LPS em quantidades que vão de 10ng/mL a 10µg/mL (Bliss et al., 2005; Gou et al., 

2015; Mosser & Zhang, 2008; Orabona et al., 2004).  

Alteração em alguns dos genes alvos, descartando IL-10, IL13 e TNFα. Outros 

alvos que poderiam ser interessantes seria CD86 e TLR-4, ambos devem se mostrar 

alterados frente à ativação dos macrófagos (Fleischer et al., 1996; Mosser & Zhang, 

2008). Em relação ao CD86, seria interessante investigar se a ligação com CD28 os 

receptores de macrófagos ativaria algum sistema de retroalimentação que 

proporcionaria o aumento no número de receptores disponíveis para CD28. 

Outra melhora no desenho experimental seria o aumento do número de placas 

para cada tratamento, com objetivo de conseguir uma massa mais alta de RNA 

purificado. Ao se produzir o cDNA com uma massa da RNA de 1µg, sem posterior 

diluição, pode-se conseguir um sinal para as citocinas adiantado em até 6 ciclos da 

reação de qPCR quando comparado ao ensaio descrito nesse trabalho. Fazendo-se a 

diluição de 1:5, esse efeito pode ser de até 3 ciclos. Essa abordagem pode permitir uma 

melhor separação entre sinal e ruído das amostras fornecendo uma comparação ainda 

mais segura com as repetições. 

Para resolver a questão de massa de RNA, pode-se utilizar ainda linhagens de 

macrófago (por exemplo, HD11), obtendo-se uma relação maior de células por área de 

placa. 
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6 CONCLUSÃO 

A etapa mais importante para conseguir testar a hipótese de sinalização reversa 

em macrófagos de frango foi a obtenção de todos os reagentes (como  moléculas 

recombinantes e LPS) assim como a padronização das técnicas empregadas no ensaio 

de interação. 

A porção extracelular de CD28 de frango já havia sido clonada em pET28a(+) por 

Fidalgo (2012) em nosso grupo. A partir desse plasmídeo, tanto a deleção quanto a 

clonagem de rCD28∆104-109 no mesmo sistema de plasmídeo foi bem sucedida. 

Ambas as proteínas foram produzidas e purificadas com sucesso possibilitando, 

apesar das dificuldades com a solubilidade, a obtenção de quantidades satisfatórias 

para o ensaio biológico, mantendo-se a concentração de ureia em valor que não 

influenciou no ensaio de interação. 

O isolamento de monócitos a partir de sangue periférico (Guimarães, 2009) e a 

obtenção de macrófagos foi bem sucedida, sendo que as células responderam ao LPS 

produzido no nosso grupo e apresentaram morfologia compatível com a descrita na 

literatura. 

O protocolo de purificação de LPS, adaptado de Wray & Wray, 2000, funcionou 

adequadamente obtendo-se um bom rendimento de LPS com alta pureza, a qual foi 

confirmada por GC-MS e RMN. 

A padronização do qPCR para os diferentes pares de iniciadores foi bem 

sucedida para a maior parte dos genes de interesse. O plano inicial de usar um par 

para IL-12a não foi bem sucedido. Optamos por correr o risco de empregar os 

iniciadores para IL-12b, apesar do possível reconhecimento concomitante de IL-23, 

uma vez que essa interleucina possui a mesma subunidade testada para IL12. O par 

para TLR4 e CD86 não foram padronizados a tempo para esse ensaio. 

O ensaio de ligação, se considerar a hipótese e ligação por efeito de massa, teve 

uma reprodutibilidade considerável, sendo que, para ter uma confirmação dos dados, 

novos ensaios devem ser realizados levando-se em consideração o discutido em 5.6.3. 

Dessa forma, todas as ferramentas que foram propostas para o trabalho foram 

executadas com sucesso, ficando como perspectiva a repetição do ensaio para 

confirmação e tratamento estatístico adequado dos dados. 
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Este trabalho mostrou pela primeira vez que o mecanismo de sinalização reversa 

mediado por células apresentadoras de antígeno profissionais, observado em 

mamíferos (Orabona et al., 2004), pode estar conservado em aves. Além disso, pelo 

menos em aves, foi possível observar que tal sinalização possa partir de macrófagos e 

não apenas de células dendríticas, como demonstrado por Orabona (2004). Trabalhos 

futuros poderão responder se células dendríticas de aves também medeiam a 

sinalização reversa ou se este mecanismo também pode ser desencadeado, em 

mamíferos, a partir de macrófagos. 
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APÊNDICE I: DADOS BRUTOS DA MÉDIA DE CTs PARA CADA UM DOS GENES TESTADOS. OS CAMPOS 

VAZIOS SÃO CORRESPONDENTES A MENSAGENS QUE NÃO FORAM AMPLIFICADAS. OS NÚMEROS 

UTILIZADOS NAS ANÁLISES NÃO FORAM TRUNCADOS DA SEGUNDA CASA COMO O EXPOSTO NESSE 

APÊNDICE. 

Dados CT 

Amostras 28S GAPDH Bact IL4 IL6 Tnfα IL2 IL13 IFN-γ IL18 IL22 IL10 CD80 IL17F IL17A IL12b iNOS IL-1β 

P1  11,45 20,47 25,19 30,16 20,96 22,94 30,80   27,17 26,89 30,45   29,19 27,67   30,94   25,47 

P2  9,21 19,19 21,45   20,74 19,31     27,78 24,92 29,13   26,65 26,25   30,47   25,03 

P3 12,19 22,14 25,27   22,11 22,46       27,80 31,62   29,71 24,52       25,70 

P4 10,06 20,47 23,20   18,03 21,36       26,63 30,56   28,37 23,85       25,28 

P5  11,00 20,28 21,60   20,93 20,87       27,10 29,58   27,21 25,43   31,19   25,05 

P6 10,71 20,05 21,62 27,61 19,96 20,47       25,32 27,64   26,59 25,20   29,35     

P7 11,13 19,68 23,04   18,25 20,39 27,06   23,95 23,63 27,81   26,09 25,98   28,27   22,49 

P8 10,85 22,75 31,14     22,17 33,03   30,05 29,76 33,12   31,18 25,37         

P9 11,05 20,57 23,18   22,83 21,62 31,81     26,97 29,24   27,86 26,99   32,18 35,41   

P10 10,63 20,41 22,51 29,11 21,61 21,25 29,72   28,61 26,74 28,45   27,39 26,34   29,75     

P11 10,94 21,19 23,94   21,20 21,71 31,73     28,20 31,81   28,68 24,52   33,50   25,06 

P12  10,19 19,17 21,36 29,40 20,46 20,17 30,00   28,27 26,68 29,58   26,57 27,71   31,45   24,67 

P13 9,96 19,47 20,98 26,86 17,70 20,41 27,73 25,46   25,42 28,26   26,27 25,67   28,88     

P14 9,90 19,50 21,73   19,66 20,83 30,13   26,08 25,54 28,85   26,06 26,79   29,21   24,81 

P15 11,62 21,35 24,60 29,88 20,45 22,51 29,46   27,66 27,23 29,94   28,69 27,03   30,78   25,51 

P16 10,32 20,06 23,99 28,96   21,12 28,54     25,64 28,74   27,29 25,18   29,80   23,87 

P17 10,66 20,17 21,83 29,80 19,70 21,08 30,26 29,24 27,89 26,18 28,97 27,69 28,05 26,34 26,18 31,00 33,28 24,39 

P18 11,36 20,30 22,34 28,47 21,50 21,73 29,79     26,60 27,68   27,61 26,86   29,97 32,66 24,78 

P19  9,11 19,36 20,32 31,42 19,93 19,84 29,69   27,59 27,34 29,20   26,21 28,40   31,07 31,35 25,01 

P20 10,58 19,55 22,59 27,60 18,76 20,50 28,77   25,42 24,74 28,50   26,69 26,34   29,26   22,80 

P21 8,94 18,65 20,65 26,57 18,27 20,03 27,90   25,07 24,35 27,25   25,04 24,56   28,48   23,94 

P22 11,19 20,47 26,24   21,81 21,26 31,09   29,28 27,34 29,83   29,02 26,16 26,84     25,90 

P23 11,23 20,57 25,24   21,98 21,83 30,66   27,52 26,56 28,95   27,73 24,48   31,12 33,46 24,97 
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APÊNDICE II: TABELA CONTENDO OS VALORES DE CT2 PARA CADA UM DOS GENES EM RELAÇÃO AO 

NORMALIZADOR 28S. Os valores preenchidos em vermelho (4,6E-08) são os valores colocados para o calculo 

das relações que seria impossível com células vazias. Esses genes não tiveram expressão detectável. 

2^(-∆CT) em relação a 28S 

Amostra IL4 IL6 Tnfa IL2 IL13 IFNG IL18 IL22 IL10 CD80 IL17F IL17A IL12b iNOS IL-1β 

P1  
2,3E-06 1,4E-03 3,5E-04 1,5E-06 4,6E-08 1,9E-05 2,3E-05 1,9E-06 4,6E-08 4,6E-06 1,3E-05 4,6E-08 1,4E-06 4,6E-08 6,0E-05 

P2  
4,6E-08 3,4E-04 9,2E-04 4,6E-08 4,6E-08 2,6E-06 1,9E-05 1,0E-06 4,6E-08 5,6E-06 7,4E-06 4,6E-08 4,0E-07 4,6E-08 1,7E-05 

P3 
4,6E-08 1,0E-03 8,1E-04 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 2,0E-05 1,4E-06 4,6E-08 5,3E-06 1,9E-04 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 8,6E-05 

P4 
4,6E-08 4,0E-03 4,0E-04 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 1,0E-05 6,7E-07 4,6E-08 3,1E-06 7,1E-05 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 2,6E-05 

P5  
4,6E-08 1,0E-03 1,1E-03 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 1,4E-05 2,5E-06 4,6E-08 1,3E-05 4,5E-05 4,6E-08 8,4E-07 4,6E-08 5,9E-05 

P6 
4,6E-08 1,6E-03 1,2E-03 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 4,0E-05 8,0E-06 4,6E-08 1,7E-05 4,4E-05 4,6E-08 2,5E-06 4,6E-08 4,6E-08 

P7 
4,6E-08 7,2E-03 1,6E-03 1,6E-05 4,6E-08 1,4E-04 1,7E-04 9,5E-06 4,6E-08 3,1E-05 3,4E-05 4,6E-08 6,9E-06 4,6E-08 3,8E-04 

P8 
4,6E-08 4,6E-08 3,9E-04 2,1E-07 4,6E-08 1,7E-06 2,0E-06 2,0E-07 4,6E-08 7,6E-07 4,3E-05 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 4,6E-08 

P9 
4,6E-08 2,9E-04 6,6E-04 5,6E-07 4,6E-08 4,6E-08 1,6E-05 3,3E-06 4,6E-08 8,7E-06 1,6E-05 4,6E-08 4,4E-07 4,6E-08 4,6E-08 

P10 
2,7E-06 5,0E-04 6,3E-04 1,8E-06 4,6E-08 3,9E-06 1,4E-05 4,3E-06 4,6E-08 9,0E-06 1,9E-05 4,6E-08 1,8E-06 4,6E-08 4,6E-08 

P11 
4,6E-08 8,1E-04 5,7E-04 5,5E-07 4,6E-08 4,6E-08 6,4E-06 5,2E-07 4,6E-08 4,6E-06 8,1E-05 4,6E-08 1,6E-07 4,6E-08 5,6E-05 

P12  
1,7E-06 8,1E-04 9,9E-04 1,1E-06 4,6E-08 3,6E-06 1,1E-05 1,5E-06 4,6E-08 1,2E-05 5,3E-06 4,6E-08 4,0E-07 4,6E-08 4,4E-05 

P13 
8,2E-06 4,7E-03 7,2E-04 4,5E-06 2,2E-05 4,6E-08 2,2E-05 3,1E-06 4,6E-08 1,2E-05 1,9E-05 4,6E-08 2,0E-06 4,6E-08 4,6E-08 

P14 
4,6E-08 1,2E-03 5,1E-04 8,1E-07 4,6E-08 1,3E-05 2,0E-05 2,0E-06 4,6E-08 1,4E-05 8,2E-06 4,6E-08 1,5E-06 4,6E-08 3,2E-05 

P15 
3,2E-06 2,2E-03 5,3E-04 4,3E-06 4,6E-08 1,5E-05 2,0E-05 3,1E-06 4,6E-08 7,3E-06 2,3E-05 4,6E-08 1,7E-06 4,6E-08 6,6E-05 

P16 
2,4E-06 4,6E-08 5,6E-04 3,3E-06 4,6E-08 4,6E-08 2,4E-05 2,8E-06 4,6E-08 7,8E-06 3,4E-05 4,6E-08 1,4E-06 4,6E-08 8,4E-05 

P17 
1,7E-06 1,9E-03 7,3E-04 1,3E-06 2,6E-06 6,5E-06 2,1E-05 3,1E-06 7,5E-06 5,8E-06 1,9E-05 2,1E-05 7,5E-07 1,6E-07 7,3E-05 

P18 
7,1E-06 8,9E-04 7,6E-04 2,8E-06 4,6E-08 4,6E-08 2,6E-05 1,2E-05 4,6E-08 1,3E-05 2,2E-05 4,6E-08 2,5E-06 3,9E-07 9,1E-05 

P19  
1,9E-07 5,5E-04 5,9E-04 6,4E-07 4,6E-08 2,7E-06 3,2E-06 8,9E-07 4,6E-08 7,1E-06 1,6E-06 4,6E-08 2,5E-07 2,0E-07 1,6E-05 

P20 
7,5E-06 3,5E-03 1,0E-03 3,4E-06 4,6E-08 3,4E-05 5,5E-05 4,1E-06 4,6E-08 1,4E-05 1,8E-05 4,6E-08 2,4E-06 4,6E-08 2,1E-04 

P21 
4,9E-06 1,6E-03 4,6E-04 2,0E-06 4,6E-08 1,4E-05 2,3E-05 3,1E-06 4,6E-08 1,4E-05 2,0E-05 4,6E-08 1,3E-06 4,6E-08 3,1E-05 

P22 
4,6E-08 6,4E-04 9,3E-04 1,0E-06 4,6E-08 3,6E-06 1,4E-05 2,5E-06 4,6E-08 4,3E-06 3,1E-05 1,9E-05 4,6E-08 4,6E-08 3,7E-05 

P23 
4,6E-08 5,8E-04 6,4E-04 1,4E-06 4,6E-08 1,2E-05 2,4E-05 4,6E-06 4,6E-08 1,1E-05 1,0E-04 4,6E-08 1,0E-06 2,0E-07 7,3E-05 
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APÊNDICE III: TABELA CONTENDO OS VALORES DE CT2 PARA CADA UM DOS GENES EM RELAÇÃO AO 

NORMALIZADOR GAPDH. Os valores preenchidos em vermelho (3,4E-05) são os valores colocados para o 

calculo das relações que seria impossível com células vazias. Esses genes não tiveram expressão detectável. 

2^(-∆CT) em relação a gapdh  

Amostra IL4 IL6 Tnfa IL2 IL13 IFNG IL18 IL22 IL10 CD80 IL17F IL17A IL12b iNOS IL-1β 

P1  1,2E-03 7,1E-01 1,8E-01 7,8E-04 3,4E-05 9,6E-03 1,2E-02 9,9E-04 3,4E-05 2,4E-03 6,8E-03 3,4E-05 7,1E-04 3,4E-05 3,1E-02 

P2  3,4E-05 3,4E-01 9,2E-01 3,4E-05 3,4E-05 2,6E-03 1,9E-02 1,0E-03 3,4E-05 5,7E-03 7,5E-03 3,4E-05 4,0E-04 3,4E-05 1,7E-02 

P3 3,4E-05 1,0E+00 8,0E-01 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 2,0E-02 1,4E-03 3,4E-05 5,3E-03 1,9E-01 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 8,5E-02 

P4 3,4E-05 5,4E+00 5,4E-01 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 1,4E-02 9,1E-04 3,4E-05 4,2E-03 9,6E-02 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 3,6E-02 

P5  3,4E-05 6,4E-01 6,7E-01 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 8,9E-03 1,6E-03 3,4E-05 8,2E-03 2,8E-02 3,4E-05 5,2E-04 3,4E-05 3,7E-02 

P6 5,3E-03 1,1E+00 7,5E-01 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 2,6E-02 5,2E-03 3,4E-05 1,1E-02 2,8E-02 3,4E-05 1,6E-03 3,4E-05 3,4E-05 

P7 3,4E-05 2,7E+00 6,1E-01 6,0E-03 3,4E-05 5,2E-02 6,5E-02 3,6E-03 3,4E-05 1,2E-02 1,3E-02 3,4E-05 2,6E-03 3,4E-05 1,4E-01 

P8 3,4E-05 3,4E-05 1,5E+00 8,0E-04 3,4E-05 6,3E-03 7,8E-03 7,6E-04 3,4E-05 2,9E-03 1,6E-01 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 3,4E-05 

P9 3,4E-05 2,1E-01 4,8E-01 4,1E-04 3,4E-05 3,4E-05 1,2E-02 2,4E-03 3,4E-05 6,4E-03 1,2E-02 3,4E-05 3,2E-04 3,4E-05 3,4E-05 

P10 2,4E-03 4,4E-01 5,6E-01 1,6E-03 3,4E-05 3,4E-03 1,3E-02 3,8E-03 3,4E-05 8,0E-03 1,6E-02 3,4E-05 1,5E-03 3,4E-05 3,4E-05 

P11 3,4E-05 9,9E-01 7,0E-01 6,7E-04 3,4E-05 3,4E-05 7,7E-03 6,4E-04 3,4E-05 5,6E-03 9,9E-02 3,4E-05 2,0E-04 3,4E-05 6,8E-02 

P12  8,4E-04 4,1E-01 5,0E-01 5,5E-04 3,4E-05 1,8E-03 5,5E-03 7,4E-04 3,4E-05 5,9E-03 2,7E-03 3,4E-05 2,0E-04 3,4E-05 2,2E-02 

P13 6,0E-03 3,4E+00 5,2E-01 3,3E-03 1,6E-02 3,4E-05 1,6E-02 2,3E-03 3,4E-05 9,0E-03 1,4E-02 3,4E-05 1,5E-03 3,4E-05 3,4E-05 

P14 3,4E-05 9,0E-01 4,0E-01 6,3E-04 3,4E-05 1,0E-02 1,5E-02 1,5E-03 3,4E-05 1,1E-02 6,4E-03 3,4E-05 1,2E-03 3,4E-05 2,5E-02 

P15 2,7E-03 1,9E+00 4,5E-01 3,6E-03 3,4E-05 1,3E-02 1,7E-02 2,6E-03 3,4E-05 6,2E-03 2,0E-02 3,4E-05 1,5E-03 3,4E-05 5,6E-02 

P16 2,1E-03 3,4E-05 4,8E-01 2,8E-03 3,4E-05 3,4E-05 2,1E-02 2,4E-03 3,4E-05 6,6E-03 2,9E-02 3,4E-05 1,2E-03 3,4E-05 7,1E-02 

P17 1,3E-03 1,4E+00 5,3E-01 9,2E-04 1,9E-03 4,8E-03 1,6E-02 2,2E-03 5,5E-03 4,2E-03 1,4E-02 1,5E-02 5,5E-04 1,1E-04 5,4E-02 

P18 3,5E-03 4,4E-01 3,7E-01 1,4E-03 3,4E-05 3,4E-05 1,3E-02 6,0E-03 3,4E-05 6,3E-03 1,1E-02 3,4E-05 1,2E-03 1,9E-04 4,5E-02 

P19  2,4E-04 6,8E-01 7,2E-01 7,8E-04 3,4E-05 3,3E-03 4,0E-03 1,1E-03 3,4E-05 8,7E-03 1,9E-03 3,4E-05 3,0E-04 2,5E-04 2,0E-02 

P20 3,8E-03 1,7E+00 5,2E-01 1,7E-03 3,4E-05 1,7E-02 2,7E-02 2,0E-03 3,4E-05 7,1E-03 9,0E-03 3,4E-05 1,2E-03 3,4E-05 1,1E-01 

P21 4,1E-03 1,3E+00 3,8E-01 1,6E-03 3,4E-05 1,2E-02 1,9E-02 2,6E-03 3,4E-05 1,2E-02 1,7E-02 3,4E-05 1,1E-03 3,4E-05 2,6E-02 

P22 3,4E-05 4,0E-01 5,8E-01 6,4E-04 3,4E-05 2,2E-03 8,6E-03 1,5E-03 3,4E-05 2,7E-03 1,9E-02 1,2E-02 3,4E-05 3,4E-05 2,3E-02 

P23 3,4E-05 3,8E-01 4,2E-01 9,2E-04 3,4E-05 8,1E-03 1,6E-02 3,0E-03 3,4E-05 7,0E-03 6,6E-02 3,4E-05 6,7E-04 1,3E-04 4,7E-02 

 

 


