3. Materiais e Métodos

3.1. Produção de antígenos solúveis e obtenção de anticorpos policlonais

3.1.1. Produção de antígeno solúvel de verme adulto de Schistosoma mansoni (SWAP)


Camundongos BALB/c fêmeas entre 8 e 10 semanas de idade, adquiridos no Centro de Bioterismo do ICB/UFMG, foram infectados, através de exposição cutânea, com 100 a 150 cercárias de S. mansoni cepa LE. Com o intuito de recuperar os vermes adultos de S. mansoni, após 45 dias, os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical, e submetidos à perfusão do sistema porta-hepático usando solução salina (1,17% NaCl) acrescido de 50 U/L de heparina (Smithers & Terry, 1965). Estes foram lavados três vezes com 0,15 M de tampão fosfato salina pH 7,2 (0,15 M PBS) e conservados a –20oC. 


Em seguida, os vermes adultos de S. mansoni foram submetidos a trituração mecânica em potter e o macerado centrifugado a 37,000 rpm por 1 hora a 4oC (Ultracentrífuga Sorvall OTD5B, rotor T875). O sobrenadante recuperado, SWAP, teve seu conteúdo protéico determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e alíquotas armazenadas a –70oC.

3.1.2. Produção de antígeno solúvel de Escherichia coli XLOLR


Células de E. coli XLOLR foram inoculadas em 100 mL de meio Lúria Bertani (LB) e cultivadas à 37(C, sob agitação constante (150 rpm), até a fase estacionária. Esta cultura foi centrifugada a 1,000 ( g por 10 minutos e a massa de células retida foi recolhida em 10 mL de 0,1 M de borato de sódio pH 8,0 contendo 1 M de NaCl. A suspensão de E. coli foi incubada com 5 mg de lisozima à temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, foi acrescentado ao extrato de 0,1 mg de DNAse I pancreática e 20 (L de Triton X-100 e este foi incubado a 4(C por 1 hora. O lisado celular foi centrifugado a 1,000 ( g por 10 minutos e o sobrenadante recolhido teve o pH ajustado para 9,0 com 1 N de NaOH. O antígeno solúvel de XLOLR foi aliquotado e acondicionado a -20 (C.

3.1.3. Produção de Antígeno Solúvel de Fago (

Uma amostra de 1 (L de fago ( foi adicionada à 200 (L de suspensão de E. coli XLOLR, homogeneizada e incubada a 37(C por 15 minutos. Em seguida, esta suspensão foi adicionada a 3 mL de meio LB ágar 0,75(, homogeneizada e distribuída uniformemente sobre meio LB ágar 1,5( em placa de petri. A placa foi incubada a 37(C por 16 horas e, após este período, foram adicionados 4 mL de tampão SM (0,05 M de Tris-HCl contendo 10 mM de MgSO4(7H2O e gelatina 0,01. A placa foi incubada sob agitação constante a 4(C por 12 horas. O tampão SM contendo o fago ( foi recolhido e acondicionado com clorofórmio a 4(C.

3.1.4. Obtenção de mistura de anticorpos anti-SWAP de pacientes humanos com esquistossomose


Alíquotas de soros humanos provenientes de pacientes, de ambos os sexos e diferentes faixas etárias, que apresentavam quadro clínico de esquistossomose na fase clínica devidamente confirmados por equipes médicas e técnicas responsáveis através de exames médico – laboratoriais, foram reunidas em uma única amostra conservada a –20oC.

Os doadores foram conscientizados de que o sangue coletado seria utilizado em pesquisa básica com o intuito de aprofundar o conhecimento sobre a esquistossomose e que esta colaboração não lhes traria retorno imediato.

A metodologia foi aprovada pela Comissão de Ética do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.1.5. Produção de imunoglobulinas policlonais anti-SWAP em coelho


Um coelho New Zeland (Oryctolagus cuniculus) com 3 meses de idade, adquirido junto à escola de Veterinária da UFMG, foi imunizado com SWAP. O procedimento de imunização consistiu de três injeções intramusculares, intercaladas por um período de 15 dias, com 200 (g de antígeno em emulsão com adjuvante completo de Freund (Sigma) na primeira imunização e nas subsequentes com adjuvante incompleto de Freund (Sigma). 


Amostras de sangue foram obtidas por punção da veia auricular antes de cada injeção. Quinze dias após a terceira imunização, o sangue total foi obtido através de punção cardíaca e o soro armazenado a –20oC. A reatividade dos soros obtidos foi monitorado através de ensaios de ELISA.

3.1.6. Acoplamento de SWAP à resina CNBr Sepharose-4B


O acoplamento de SWAP à resina CNBr Sepharose-4B (Sigma) foi realizado conforme protocolo fornecido pelo fabricante.

3.1.7. Precipitação de imunoglobulinas humanas com sulfato de amônio


As imunoglobulinas da mistura de soros de pacientes foram precipitadas adicionando-se solução saturada de sulfato de amônio (concentração final de 50% v/v).


Foi adicionado à mistura de soros humanos, resfriado a 4(C e sob agitação constante, igual volume de solução saturada de sulfato de amônio. Após 1 hora de descanso em banho de gelo, esta mistura foi centrifugada a 5,000 ( g a 4(C por 10 minutos. O precipitado foi ressuspendido completamente em solução de 50% de sulfato de amônio e centrifugado novamente. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Em seguida, as imunoglobulinas precipitadas foram solubilizadas em água deionizada, dialisadas contra 0,15 M PBS e acondicionadas a –20(C.

3.1.8. Purificação de Imunoglobulinas humanas anti-SWAP por Cromatografia de Afinidade


Com o intuito de eliminar contaminantes da solução de imunoglobulinas precipitadas de soros de pacientes, estas foram purificadas por cromatografia de afinidade.

A coluna de resina sepharose-4B acoplada a SWAP foi montada no sistema de cromatografia “Econo Low Pressure Chromatography System” (Biorad) e as amostras foram submetidas ao processo de purificação. A solução foi aplicada a coluna e as imunoglobulinas ligadas à matriz foram eluídas com tampão 0,1 M glicina-HCl pH 2,5 e, posteriormente, o pH foi neutralizado com tris (hidroximetil) aminometano. Em seguida, as imunoglobulinas purificadas foram liofilizadas, solubilizadas em água deionizada, dializadas contra 0,15 M PBS e acondicionadas a –20(C.


As imunoglobulinas livres de contaminantes tiveram suas reatividades antigênicas específicas caracterizadas e avaliadas por ELISA.

3.1.9. Dosagem protéica pelo método de Bradford


A cada poço de uma placa de microtitulação (Nunc) foi adicionado 20 (L da amostra a ser dosada e 180 (L de reagente de Bradford ( 0,1% (m/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 em solução aquosa com 5% (v/v) etanol e 10% (v/v) ácido fosfórico (filtrado em papel filtro número 1). Juntamente com as amostras, uma curva-padrão de 0,5 a 1,5 (g de proteína/20 (L foi feita utilizando-se uma solução padrão de albumina de soro bovina (Sigma). A preparação foi incubada por 5 minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz e os valores de absorbância determinados a 600 nm em leitor de ELISA (Elx 800, Bio-tek Instruments Inc.). A concentração protéica da amostra foi determinado fazendo-se uso da equação da curva padrão, calculado pelo pacote estatístico MicroCal Origin V. 5.0.

3.1.10. ELISA indireto (do inglês “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) 


Conforme técnica descrita por Lunde et al. (1979), placas de microtitulação MaxiSorpTM Surface (Nunc) foram sensibilizadas com 1 (g de Ag/poço em tampão 0,05 M de carbonato/bicarbonato pH 9,6 por 16 horas a 4(C. Após a adsorção do antígeno, as placas foram lavadas com 0,15 M PBS contendo 0,05( Tween 20. O bloqueio foi realizado com 1,6% caseína em 0,15 M PBS contendo 0,05% Tween 20 à temperatura ambiente por 1 hora. Após nova lavagem, solução de anticorpos específicos ou antisoros, devidamente diluídos em 0,15 M PBS contendo 0,25% caseína, foram incubados a 37(C por 1 hora. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas a 37(C por 1 hora com anti-Imunoglobulinas específicas conjugadas à peroxidase. As placas foram novamente lavadas e 100 (L de um tampão 0,15 M de citrato/fosfato pH 5,0 contendo 0,034% de ortofenilenodiamino (OPD) e 2 (L de 32% H2O2 foram adicionados aos poços. A revelação foi interrompida, após 5 a 20 minutos de reação ao abrigo da luz, adicionando-se 20 (L/poço de ácido sulfúrico 2N. A leitura dos valores de absorbância foi realizada a 492 nm em leitor de ELISA (Elx800, Bio-Tek, Instruments Inc.).


Controles positivos e negativos foram devidamente realizados assim como ensaios sem antígeno e anticorpos como controle da adsorção inespecífica do conjugado.

3.2 Seleção de antígenos recombinantes de SWAP

3.2.1. Biblioteca de cDNA unidirecional de verme adulto de Schistosoma mansoni
A biblioteca de cDNA de veme adulto de  S. mansoni, clonada no vetor Lambda ZAP II (Stratagene), foi gentilmente cedida pela Dra. Gloria Regina Franco do Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB/UFMG (Franco et al, 1995).

3.2.2. Excisão in vivo do vetor fagomídio pBluescript SK


Uma colônia isolada de E. coli XL1-Blue MRF´ e uma de E. coli XLOLR foram inoculadas separadamente em meio LB suplementado com 10mM de MgSO4 e 0,2% de maltose, e crescidas sob agitação a 37(C por 16 horas. As culturas foram centrifugadas a 1,000 ( g por 10 minutos e a densidade óptica das células XL1-Blue MRF´ e XLOLR foi corrigida à DO600nm 1,0 (8 ( 108 células/mL) com 10mM de MgSO4. 

Conforme instruções do fabricante (manual do ZAP-cDNA Synthesis Kit, Stratagene), 1 (L da biblioteca amplificada (3 ( 107 ufp) e 30(L do fago helper ExAssist (3 ( 109 ufp) foram misturados à 3,7 mL de suspensão de células XL1-Blue MRF´ (3 ( 108 células) e esta foi incubada à 37(C por 15 minutos. Em seguida, 5 mL de meio LB foram acrescentados e a mistura foi novamente incubada à 37(C, sob agitação, por 2,5 horas. Após este período, a cultura foi aquecida à 70(C por 20 minutos e, posteriormente, centrifugada a 1,000 ( g por 10 minutos. O sobrenadante foi diluído em tampão SM (10-1 a 10-6) e 1 (L de cada diluição foi misturada, cada qual, à uma alíquota de 200 (L de suspensão de células XLOLR. Após uma incubação de 15 minutos à 37(C, a mistura foi distribuída em placas de petri com meio ágar LB contendo 100 (g/mL ampicilina e incubadas a 37(C por 16 horas. O título em ufc/mL foi calculado empregando-se a fórmula: 

Número de colônias (ufc) ( fator de diluição

Volume plaqueado ((L)

3.2.3. Seleção aleatória de clones através da estratégia de discriminação de cor azul/branco, indução e preparo de extrato antigênico

Após a titulação do Fagomídio pBluescript excisado, células XLOLR contendo o plasmídio pBluescript foram semeadas em meio LB ágar, acrescido de 100 (g/mL ampicilina, 200 (g/mL X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-(-D-galactoside), 250 (g/mL IPTG (Isopropylthiogalactoside), e incubadas a 37(C por 16 horas. Colônias de cor branca isoladas foram recolhidas da placa de origem com o auxílio de uma ponteira de plástico estéril e transferidas separadamente para 5 mL de meio LB contendo 100 (g/mL ampicilina e 0,5 mM IPTG. Estas culturas foram crescidas a 37(C, sob agitação (150 rpm), por 12 horas. Após este período, a cultura foi centrifugada a 1,600 ( g durante 5 minutos a 4(C e as células XLOLR transferidas para 0,5 mL de 0,15 M PBS acrescido de 0,5 mM de PMSF. A suspensão foi sonicada a 4(C, centrifugada a 1,600 ( g por 5 minutos a 4(C e o sobrenadante acondicionado a –70(C. O mesmo procedimento foi realizado com colônias azuis para obtenção de extratos protéicos negativos.

3.2.4. ELISA de Captura do extrato antigênico de clones 


Placas de microtitulação MaxiSorpTM Surface (Nunc) foram sensibilizadas com 100 (L de imunoglobulina humana anti-SWAP diluída 1:100 em 0,15M PBS por 16 horas a 4(C. Após a adsorção, as placas foram lavadas com 0,15 M PBS contendo 0,05( Tween 20. O bloqueio foi realizado com 1,6% caseína em 0,15 M PBS contendo 0,05% Tween 20 à temperatura ambiente por 1 hora. Após nova lavagem, 100 (L dos extratos de XLOR induzidas foram incubados, em duplicata, a 37(C por 1 hora. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas a 37(C por 1 hora com 100 (L de soro de coelho anti-SWAP diluído1:100 em 0,15 M PBS contendo 0,25% de Caseína. Após lavagem, foi acrescentado anticorpos de cabra anti-IgG de coelho conjugada a peroxidase e incubou-se a 37(C por 1 hora. As placas foram novamente lavadas e 100 (L de tampão 0,15 M de citrato/fosfato pH 5,0 contendo 0,034% de ortofenilenodiamino (OPD) e 2 (L de 32% H2O2 foram adicionados aos poços. A revelação foi interrompida, após 20 minutos de reação ao abrigo da luz, adicionando-se 20 (L/poço de ácido sulfúrico 2N. A leitura dos valores de absorbância foi realizada a 495 nm em leitor de ELISA (Elx800, Bio-Tek, Instruments Inc.).


Controles positivos e negativos foram devidamente realizados assim como ensaios sem antígeno e anticorpos como controle da adsorção inespecífica do conjugado.

3.2.5. Purificação de DNA plasmidial

Os cDNAs selecionados foram multiplicados em E. coli XLOLR cultivadas em 5 mL de meio LB-ampicilina a 37(C durante 16 horas, sob agitação. O DNA plasmidial foi extraído com o auxílio do “Qiaprep spin MiniPrep Kit” (Qiagen) conforme protocolo fornecido pelo fabricante.

3.2.6. Sequenciamento parcial das extremidades 5´ e 3´ de cDNAs

As reações de sequenciamento foram realizadas pelo método da terminação da cadeia de DNA por incorporação de didesoxinucleotídeos (Sanger et al., 1977) fazendo-se uso dos iniciadores senso – 5´CAGGAAACAGCTATGAC3´ (M13R) – e antisenso – 5´GTTTTCCCAGTCACGGACGTTGTA3´ (M13U) – conforme instruções do “ABI Prism( Big Dye( Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (PE Applied Biosystems).

Após o sequenciamento cíclico* realizado em um aparelho controlador térmico programável da MJ Research, os produtos foram submetidos à eletroforese por capilaridade, no “ABI Prism 310 Genetic Analyzer” da PE Applied Biosystems, empregando-se a resina Pop 6.

* Descrição do sequenciamento cíclico:

(um ciclo inicial de desnaturação a 94oC por 2 minutos;

( três ciclos iniciais de desnaturação a 94(C por 30 segundos, anelamento a 58(C por 30 segundos e extensão a 72(C por 30 segundos;

( quatro ciclos de desnaturação a 94(C por 30 segundos, anelamento a 55(C por 30 segundos e extensão a 72(C por 30 segundos;

( seguidos de 31 ciclos de desnaturação a 94(C por 30 segundos, anelamento a 52(C por 30 segundos e extensão a 72(C por 30 ssegundos;

( um ciclo final de extensão a 72(C por 10 minutos.

3.2.7. Análise de dados, pesquisa de homologia

Os dados de cada seqüência foram exportados para o programa Chromas v2.13 - Technelysium Pty (www.technelysium.com.au) e editados. Os cromatogramas foram inspecionados visualmente e aqueles apresentando baixa qualidade foram descartados; ambigüidades foram corrigidas quando possível; sequências pertencentes ao vetor e cauda poli-A foram eliminadas manualmente.

As ASTs editadas foram comparadas em nível protéico às seqüências depositadas no banco de dados “Nonredundant GenBank Protein” do NCBI (: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o algoritmo BLASTX (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997). As homologias apresentando “E ( 10-5” (Nelson et al., 1997; Thomas et al., 2001) foram consideradas significativas e após meticulosa inspeção visual da significância biológica do pareamento, as ASTs foram classificadas como genes supostamente identificados de S. mansoni. Por fim, ASTs que não possuíam qualquer homologia foram classificados como genes desconhecidos.

3.3. Preparação de cDNA de antígeno recombinate de SWAP para expressão em célula eucariótica de mamífero

3.3.1. Preparação de bactérias Escherichia coli DH5( quimicamente competentes

A exposição prolongada das células de E. coli DH5( a íons de cálcio as tornam competentes à aquisição de DNA exógeno (Mandel & Higa, 1970, Dagert & Erlich, 1974). 

Uma única colônia de E. coli DH5( foi inoculada em 10 mL de meio LB e incubada a 37oC por 16 horas sob agitação constante (200 rpm). Após o tempo de incubação, 4 mL desta cultura foi transferida para 400 mL de meio LB contido em um erlenmeyer de 2 litros. Novamente, a cultura foi incubada a 37oC sob agitação constante (200 rpm) até o princípio da fase log (DO590 = 0,375). Em seguida, alíquotas de 40 mL foram mantidas em tubos estéreis de propileno por 10 minutos em banho de gelo. As células foram centrifugadas a 1600 ( g por 10 minutos a 4oC, o sobrenadante foi descartado e cada sedimento gentilmente ressuspendido em solução de cloreto de cálcio (60 mM de CaCl2, 15% de glicerol, 10 mM de Hepes, pH 7,0; esterilizado por autoclavação) mantido resfriado em banho de gelo. As células foram centrifugadas a 1100 ( g por 5 minutos a 4oC, o sobrenadante foi descartado, cada sedimento ressuspendido em 10 mL de solução de cloreto de cálcio gelada e a suspensão incubada por 30 minutos em banho de gelo. Após a incubação, a suspensão foi centrifugada a 1100 ( g por 5 minutos a 4oC, o sobrenadante foi descartado, cada sedimento ressuspendido em 2 mL de solução de cloreto de cálcio gelada e a suspensão mantida em banho de gelo por 24 h. Alíquotas de 250 (L foram conservadas a – 70oC.

3.3.2.Transformação de células de E. coli quimicamente competentes com DNA plasmidial


Células de E. coli quimicamente competentes são eficientemente transfectadas com DNA plasmidial por choque térmico (Mandel & Higa, 1970). Sendo assim, 100 ng de DNA plasmidial, em um volume que varia de 10 a 25 (L, foi transferido para um tubo – teste de fundo côncavo, acrescentou-se 100 (L de suspensão de células competentes e a reação foi incubada por 10 minutos em banho de gelo. Após o tempo de incubação, a reação foi transferida para um banho – maria à temperatura de 42oC, rigorosamente, por 2 minutos. Foi acrescentado 250 (L de meio LB e incubou-se a 37oC por 1 hora sob agitação constante (200 rpm). A cultura foi plaqueada em meio LB ágar contendo o antibiótico apropriado à resistência conferida pelo plasmídeo, incubou-se a 37oC por 16 horas.


Controles sem DNA plasmidial ou bactérias quimicamente competentes foram devidamente realizados para verificar a presença de contaminantes na reação.

3.3.3. Clonagem do inserto do clone SmAST03 no plasmídeo pcDNA 3.1 +

O inserto do clone SmAST03 foi escolhido para a expressão em células dendríticas, este codifica a porção c-terminal da proteína Rho GTPase de S. mansoni. Para isso, o inserto foi transferido do plasmídeo pBluescript para o pcDNA 3.1 + (Invitrogen) de expressão em células eucarióticas de mamíferos. O processo de clonagem consistiu em três etapas:

3.3.3.1. Amplificação do inserto RHOct por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)


Com o intuito de amplificar a porção codificadora (RHOct) do inserto do clone SmAST03 contido no plasmídeo pBluescript, este foi submetido a reação em cadeia da polimerase (PCR) fazendo-se uso dos iniciadores senso – 5´CCCGGGGATCCTATGTATGCCTTCTTTGAGTGTTCAGC3´ (RHO´F) – e antisenso – 5´tagaggatcccctcaaattaaatcacacctcctcctc3´ (RHO´R) – que possuem seqüência específica reconhecida pela enzima de restrição BamHI (seqüência em itálico e sublinhada).


Uma quantidade de 20 ng do plasmídeo específico foi adicionado a 25 (L da mistura de reação (2,5 (mol de cada iniciador/reação, 1 u Taq DNA polimerase/reação, 25mM KCl, 10mM Tris-HCl pH 9,2, 0,1% Triton X-100, 1,5 mM MgCl2, 0,1mM Mistura de desoxirribonucleotídeos) e submetida ao seguinte programa no “PTC-100 Programmable Thermal Controller” da MJ Research:

1. 1 ciclo inicial de desnaturação a 94oC por 2 minutos.

2.  35 ciclos de desnaturação a 94oC por 30 segundos, anelamento a 54oC por 30 segundos e extensão a 72oC por 30 segundos.

3. 1 ciclo final de extensão a 72oC por mais 10 minutos.


O produto da reação foi visualizado em gel de agarose 2% contendo 0,4 (g/mL de brometo de etídeo e comparado ao padrão de 100 pares de base (Invitrogen). A banda correspondente ao inserto (147 pares de base) foi excisado do gel de agarose, o DNA recuprerado com o auxílio do “Qiaex II gel extraction Kit” (Qiagen), segundo protocolo recomendado pelo fabricante, e conservado a –20oC.

3.3.3.2 Clonagem do produto de PCR do clone 03 no plasmídeo PCR 2.1 Topo


O plasmídeo de replicação em células procariotas PCR 2.1 topo (Invitrogen) possui um sistema único de clonagem baseado na presença de topoisomerase I convalentemente ligado, produtos de PCR podem ser facilmente clonados neste sistema. Sendo assim, 1 (L do produto de PCR purificado do clone 03 foi usado na reação de ligação do plasmídeo PCR 2.1 topo de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Um volume de 5 (L desta reação de ligação foi utilizado em ensaio de transformação de células de E. coli DH5(. Foram selecionadas, 5 colônias positivas, para a presença de plasmídeo contendo o inserto (PCR2.1/RHO´), identificados em ensaios de PCR utilizando os iniciadores RHO´F, RHO´R, M13 reverso, M13 universal e programa descrito no ítem anterior.


Cada colônia positiva foi amplificada em 100 mL de meio LB contendo 100 (g/mL de ampicilina e o DNA plasmidial extraído com o auxílio do “Qiaprep spin Midiprep Kit” (Qiagen) segundo o protocolo recomendado pelo fabricante.


O inserto foi recuperado do plasmídeo através de digestão enzimática utilizando a enzima de restrição BamHI. Desta maneira, 500 ng de cada plasmídeo PCR2.1/RHO´ foram adicionados a 100 (L da mistura de reação (30 u/reação BamH I, 50 mM/reação de Tris-HCl pH 8.0, 10 mM/reação de MgCl2, 100 mM/reação de NaCl, 200/reação (g/mL de BSA) e incubou-se a 37oC por 4 horas. Os produtos da digestão enzimática de PCR2.1/RHO foram visualizados em gel de agarose 2% contendo 0,4 (g/mL de brometo de etídeo e comparados ao padrão 100 pares de base (Invitrogen). A banda correspondente ao inserto (RHO`/BamHI, 132 pb) foi excisado do gel de agarose , o DNA foi recuprerado com o auxílio do “Qiaex II gel extraction Kit” (Qiagen), segundo protocolo recomendado pelo fabricante, e conservado a –20oC.

3.3.3.3 Clonagem do inserto do clone 03 no plasmídeo pcDNA3.1+


O inserto do clone 03 (RHO´/BamHI), produto da digestão do plasmídeo PCR2.1/RHO´, foi clonado no plasmídeo pcDNA3.1 +. Este plasmídeo possui a capacidade de replicar-se e expressar genes em células eucarióticas de mamíferos.


Uma quantidade de 5 (g de plasmídeo pcDNA 3.1 + foi adicionado a 100 (l da reação de digestão com a enzima de restrição BamH I (30 u/reação BamH I, 50 mM/reação de Tris-HCl pH 8.0, 10 mM/reação de MgCl2, 100 mM/reação de NaCl, 200/reação (g/mL de BSA) e incubou-se a 37oC durante 4 horas. O produto da digestão foi visualizado em gel de agarose 1% contendo 0,4 (g/mL de brometo de etídeo e comparado ao padrão Lambda Hind III (Invitrogen). A banda correspondente ao plasmídeo linearizado (pcDNA3.1/BamHI) foi excisado do gel, com uma lâmina de bisturi, e o DNA purificado com o auxílio do “Qiaex II gel Extraction Kit”.


Foi adicionado 200 ng/reação de pcDNA3.1/BamHI com 1 a 18 ng/reação de RHO´/BamHI em 20 (L da reação de ligação (1u/reação de DNA T4 Ligase, 50 mM/reação de Tris-HCl pH 7,6, 10 mM/reação de MgCl2, 1 mM/reação de ATP, 1 mM/reação de DTT, 5%(w/v)/reação polietileno glicol-8000) e incubou-se a 16oC por 18 horas. Após o tempo de incubação, as reações foram misturadas em apenas uma única amostra e o produto de ligação precipitado com 2 ( o volume de etanol 95% e 100 mM de acetato de potássio a –80oC durante 2 horas. Em seguida, centrifugou-se a 12,000 ( g durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 1 mL de etanol 70%. Após nova centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sedimento, contendo o produto de ligação pcDNA3.1/RHO´, foi ressuspendido em 5 (L de água MiliQ.


A totalidade do volume da reação de ligação foi utilizado em ensaio de transformação de células de E. coli DH5( quimicamente competentes. Foram selecionados 2 colônias de E. coli positivas para a presença do plasmídeo pcDNA3.1/RHO´, as bactérias foram amplificadas em 100 mL de meio LB contendo 100 (g/mL de ampicilina e o DNA plasmidial extraído com auxílio do “Qiaprep spin Midiprep Kit”. A confirmação da clonagem foi realizada através de ensaios de PCR utilizando os iniciadores RHO´F, RHO´R, BGH reverso (5´TAGAAGGCACAGTCGAGG3´) e programa descrito no item 3.3.3.1. O sequenciamento do sítio de múltipla clonagem do plasmídeo foi efetuado para verificar a conservação da sequência do inserto do clone 03, utilizou-se o iniciador BGH reverso e protocolo descrito no item 3.2.6. A seqüência encontrada foi comparada com a do clone 03 com o auxílio do programa MultAlin (“Multiple sequence Alignment”– http//podes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)
3.4.Cultivo e caracterização de células dendríticas

3.4.1. Produção do meio condicionado de células M3


Células M3 (CR009; Banco de Células do Rio de Janeiro – BCRJ; www.huff.ufrj.br) provenientes de adenocarcinoma murino possuem como produto de secreção GM-CSF (do Inglês “Granulocyte Macrophage – Colony Stimulating Factor). Uma densidade de 5 ( 105 células foram semeadas em frascos T25 (Nunc) contendo 5 mL de DMEM (Gibco) acrescentado de antibióticos-antimicóticos (100 u/mL de penicilina G, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 0,05 mg/mL de gentamicina e 0,25 (g/mL de anfotericina b) e 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco). As células foram cultivadas em estufa a 37oC com atmosfera úmida a 5% de CO2 durante 3 dias. Após este período, o meio condicionado foi retirado, centrifugado a 300 ( g durante 10 minutos e o sobrenadante conservado a –20oC. As células remanescentes foram repartidas, em novos frascos, para início de um novo ciclo de produção do meio condicionado.

3.4.2. Obtenção do meio condicionado de células XR63


Células XR63 (CR044; Banco de Células do Rio de Janeiro – BCRJ; www.huff.ufrj.br) provenientes de linfoblastoma murino são transformadas com plasmídeo pBV-1MTHA contendo sequência codificadora para Interleucina-4 (IL-4) murino que confere a secreção constitutiva desta citocina. Uma densidade de 5 ( 105 células foram semeadas em frascos T25 (Nunc) contendo 5 mL de RPMI 1640 (Sigma) acrescentado de antibióticos-antimicóticos (100 u/mL de penicilina G, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 0,05 mg/mL de gentamicina e 0,25 (g/mL de anfotericina b) e 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco). As células foram cultivadas em estufa a 37oC com atmosfera úmida a 5% de CO2 durante 3 dias. Após este período, o meio condicionado foi retirado, centrifugado a 300 ( g durante 10 minutos e o sobrenadante conservado a –20oC. As células remanescentes foram repartidas, em novos frascos, para início de um novo ciclo de produção do meio condicionado.

3.4.3. Preparação de células dendríticas de medula óssea murina


Células dendríticas provenientes de medula óssea foram preparadas de acordo com protocolo descrito por Inaba et al, 1992, com modificações. Assim, camundongos BALB/c, adquiridos junto ao Centro de Bioterismo do ICB/UFMG, foram sacrificados, por deslocamento cervical, e dissecados para retirar o fêmur e a tíbia. As extremidades destes foram cortadas e a medula óssea coletada após ter-se passado um fluxo de RPMI 1640 pelo interior dos ossos.


A medula óssea coletada foi pipetada sucessivamente para desfazer os agregados celulares, a suspensão filtrada em tela de nylon (( 70 (m – Becton Dickinson labware), para retirar os debris ósseos, e centrifugada a 300 ( g por 10 minutos a 4oC. O sedimento recuperado contendo as células foi ressuspendido em solução de lise de hemácias (17 mM de Tris-HCL pH 7,2 contendo 140 mM NH4Cl) durante 5 minutos a 37oC. Após 2 lavagens com RPMI 1640, 5 ( 106 células foram cultivadas em frascos T75 contendo 15 mL de RPMI 1640 acrescidos de antibióticos, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sódio, 50 (M de 2–Mercaptoetanol, 1/100 de solução de aminoácidos não – essenciais (Gibco), 20% meio condicionado GM-CSF, 20% de meio condicionado IL-4 e 10% de soro fetal bovino (meio condicionado).


As células foram cultivadas durante oito dias em estufa a 37oC em atmosfera úmida a 5% CO2. A cada dois dias, a totalidade do meio foi retirado seguido pela adição de novo meio condicionado. Para induzir a maturação das células dendríticas, no sexto dia de cultivo, 1 (g/mL de Lipopolissacarideo (Sigma) foi adicionado ao meio de cultura.


Após o tempo de cultivo, as células não aderentes foram retiradas dos frascos e redistribuídas para o prosseguimento dos testes.

3.4.4. Ensaio de MTT

O ensaio de MTT (Mosmann, 1983) é um método colorimétrico sensível e quantitativo que mensura a viabilidade, proliferação e ativação das células. Este ensaio baseia-se na capacidade de enzimas desidrogenases, presentes na mitocôndria de células viáveis, em converter o substrato dimetiltiazol (MTT), solúvel em água, no cristal de formazan, produto insolúvel em água. A quantidade de formazan produzido é diretamente proporcional ao número de células viáveis. Desta forma, foi adicionado 20 (L da solução de 5 mg/mL de MTT (Sigma) em 0,15 M de PBS a 2 ( 105 células/150 (L de meio contido em uma placa de microtitulação de 96 poços (Nunc). A placa foi incubada a 37oC por 2 horas, em seguida, acrescentou-se 70 (L da solução de 10% de SDS acrescido de ? M de HCl. Novamente, incubou-se a 37oC por 18 horas, para a completa dissolução do cristal de formazan, e a leitura dos valores de absorbância foi realizada a 600 nm em leitor de ELISA (Elx800, Bio-Tek, Instruments Inc.).
3.4.5. Ensaio de fagocitose de esferas de latex conjugadas a Isotiocianato de Fluoresceína (FITC)

As células apresentadoras de antígenos são capazes de fagocitar esferas de latex (referência), fato que pode ser utilizado para indiretamente verificar sua viabilidade funcional (referência). Desta forma, 5 ( 105 células dendríticas foram incubadas em 500 (L de meio condicionado acrescido de 1 ( 108 esferas de latex (( 0,2 (m) conjugadas a FITC (Polysciences. Inc.) durante 3 horas a 37oC em atmosfera úmida a 5% CO2. Após o tempo de incubação, as células foram separadas das esferas não fagocitadas através de gradiente de glicerol. O procedimeto consistiu em acamar a suspensão celular em 1mL de 20% glicerol em 0,15 M PBS e centrifugar a 300 ( g por 10 minutos a 4oC. Após a centrifugação, descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 500 (L de 0,15 M PBS. O procedimento foi repetido por mais duas vezes, por fim, as células foram fixadas em 0,15 M de PBS acrescido de 1% de paraformaldeído (solução fixadora de células) e a leitura realizada em microscópio de fluorescência (marca do microscópio).

3.4.6. Análise citométrica do perfil fenotípico das células dendríticas


As células dendríticas cultivadas in vitro a partir de precursores ex vivo possuem um perfil de marcadores de superfície celular característico à sua população que pode ser determinado em ensaios de imunofluorescência com auxílio de um citômetro de fluxo. Os marcadores de superfície celular pesquisados foram: CD11b, CD11c, CD40, CD80, CD86, CD205, MHCII.


Uma densidade de 3 ( 105 células dendríticas foram distribuídas em placas de microtitulação de fundo U (Nunc) em 25 (L de meio condicionado. Em cada poço, foi acrescentado 10 (L de solução de imunoglobulinas monoclonais purificadas específicas a marcadores de superfície celular*, marcados com fluoresceína (FITC) ou ficoeretrina (PE), diluídos 1/100 em 0,15 M PBS. Acrescentou-se também 10 (L de solução de imunoglobulinas monoclonais purificadas específicas a receptores de região constantes de imunoglobulinas* diluídas 1/400 em 0,15 M de PBS. As placas foram incubadas a 4oC durante 15 minutos ao abrigo da luz e, logo após, centrifugadas a 300 ( g por 10 minutos a 4oC. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo as células lavados com 200 (L de 0,15 M PBS. Este procedimento foi repetido duas vezes, por fim, as células foram ressuspendidas em solução fixadora de células e transferidos para tubos de 1 mL. Os parâmetros fenotípicos presentes em cada amostra foram determinados com o citômetro de fluxo FACSVantage (Becton Dickinson) e os dados analisados com auxílio do programa 

WinMDI 2.8 (“Windows Multiple Document Interface Flow Cytometry Application” – http:// facs.scripps.edu).

*Imunoglobulinas monoclonais utilizadas nos ensaios:

3.4.7. Análise dos resultados do FACS
3.4.8. Transfecção de células dendríticas com DNA plasmidial


A transfecção transiente de células dendríticas foi realizado com o auxílio do “Effectene Transfection Reagent” (Qiagen) de acordo com protocolo recomendado pelo fabricante. Foi utilizado o plasmídeo RFP (Clontech) para otimizar o protocolo de transfecção e o plasmídeo pcDNA3.1/RHO´para a expressão heteróloga do fragmento RHO´ do clone 03, confirmado por ensaios de “Southernblot” e “Westernblot”.
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