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Resumo 
 

 

 As células dendríticas possuem um papel determinante na indução de 

resposta imune primária. Estudos recentes tem demonstrado o papel importante 

destas células na indução de imunidade específica a doenças parasitárias, dente 

elas a esquistossomose. Este fato despertou grande interesse do nosso grupo na 

manipulação de células dendríticas para desenvolver uma vacina celular que tem 

como objetivo induzir imunidade protetora contra o Schistosoma mansoni. Células 

dendríticas viáveis foram obtidas a partir do cultivo de precursores da medula óssea 

murina na presença das citocinas GM-CSF e IL-4. Em média, obteve-se por 

preparação 3 x 106 células/camundongo com morfologia típica. Destas, 77% 

conservam a capacidade intrínsica fagocítica. Na presença de LPS, observa-se um 

aumento de 78% do metabolismo celular, fato indicativo da transição do estado 

imaturo para o maturo. As células dendríticas foram transfectadas com plasmídeo 

contendo sequência codificadora para o antígeno Rho1 GTPase de Schistosoma 

mansoni. Esta proteína foi selecionada por ensaio de ELISA de uma biblioteca de 

cDNA de verme adulto, fato indicativo de seu potencial antigênico. Nosso modelo, 

permite a obtenção em torno de 105 a 106 células dendríticas transfectadas. Através 

de ensaios de imunofluorescência demonstrou-se o processamento e apresentação 

do antígeno recombinante na membrana dessas células. Estes resultados indicam 

novas perspectivas na utilização das células dendríticas transfectadas na indução 

de resposta imune protetora contra a esquistossomose em processos de 

imunização. 
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1.1 As células dendríticas 
 

 As células dendríticas compreendem um grupo heterogêneo de células que 

agregam subclasses com vias distintas de desenvolvimento, marcadores 

específicos e que prefazem funções diferenciadas. Evidências sugerem que 

existem pelo menos dois troncos principais de desenvolvimento que geram as (1) 

células dendríticas mielóides e (2) plasmocitóides (Cavanagh & Andrian, 2002). 

 As células dendríticas mielóides, caracterizadas pela expressão da integrina 

CD11c, abrangem a população clássica de células apresentadoras de antígenos 

capazes de ativar linfócitos T e em humanos consistem de uma população 

homogênea. Em camundongos, identifica-se um subtipo, as células dendríticas 

linfóides, caracterizadas pela expressão de CD8α e por localizarem-se nas regiões 

ricas de linfócitos T dos órgãos linfóides secundários. As células dendríticas 

plasmocitóides não expressam CD11c e carecem de muitos marcadores da 

linhagem mielóide. Por outro lado, expressam altos níveis de IL-3Rα (CD123) e 

CD62L (L-selectina), e possuem um papel significativo nas respostas imunes contra 

infecções virais por secretarem grandes quantidades de INFα (Chain, 2003; 

Cavanagh & Andrian, 2002). 

 Derivadas de precursores da medula óssea, as células dendríticas localizam-

se nas barreiras externas do corpo, especialmente na epiderme e nas vias aéreas, 

nos espaços intersticiais de muitos órgãos, tecidos linfóides, sangue e circulação 

linfática aferente (Steinman & Nussenzweig, 2002; McWilliam et al., 1994; Kupiec-

Weglinski et al., 1988; Schuler & Steinman, 1985; Katz et al., 1979). Encontram-se 

em três estágios de desenvolvimento: (a) precursoras de células dendríticas que 

circulam pela corrente sanguínea e linfática ou migram para os diversos tecidos 

alojando-se como (b) células dendríticas imaturas de alta capacidade fagocítica e 

endocítica permitindo a captura de antígenos; (c) células dendríticas maduras estão 

presentes nos tecidos linfóides secundários expressando níveis elevados de 

moléculas co-estimulatórias e complexos MHC-peptídeos, permitindo a 

apresentação de antígeno e ativação linfocitária (Banchereau & Steinman 1998). 

 Células dendríticas imaturas circulam através da corrente sanguínea 

distribuindo-se pelos diversos tecidos do corpo, particularmente, localizando-se em 

maior quantidade na epiderme e mucosas (trato gastrointestinal e respiratório). O 

padrão de migração é regido por um conjunto de estímulos quimiotáticos que varia 
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dependendo da linhagem e subtipo de célula dendrítica (Bachereau et al., 2000). A 

quimiocina MIP-3α, produzido por células epiteliais, é o mais potente quimiotático 

de precursoras de células de Langerhans que expressam em sua membrana o 

receptor específico CCR6 que direciona a sua migração para o epitélio (Dieu-

Nosjean, et al., 2000; Dieu-Nosjean, et al., 1999; Greaves, et al., 1997). 

 A quimiocina MIP-3α possui um papel importante no processo inflamatório 

agudo instalado em superfícies mucosas. A secreção aumentada desta quimiocina 

em processos infecciosos e alérgicos causa o rápido recrutamento de precursores 

de células de Langerhans que se instalam nestes tecidos como células dendríticas 

imaturas, uma vez ativados, perdem a responssividade a MIP-3α e são 

redirecionados para os tecidos linfóides secundários (Reibman et al., 2003; 

McWilliam et al., 1996; McWilliam et al., 1994). 

 Funcionalmente, as células dendríticas imaturas são caracterizadas pela 

extrema capacidade de capturar e processar antígenos, porém apresentam baixa 

capacidade de estimular linfócitos T. Para suprir esta função, são capazes de 

realizar altos níveis de macropinocitose constitutiva e endocitose mediada por 

receptores. Células Dendríticas expressam o receptor de manose e seu homólogo 

DEC-205 que consistem em receptores de lecitinas com múltiplos domínios de 

ligação a carboidratos permitindo a endocitose e fagocitose de antígenos que 

possuem resíduos de manose ou fucose (Cella1 et al., 1997; Jiang et al., 1995). A 

presença de receptores para cadeias pesadas de imunoglobulinas FcγRI e FcγRII 

permitem a captura de imunocomplexos ou partículas opsonizadas (Fanger et al., 

1996). Células dendríticas são capazes de exercer a fagocitose de partículas, 

fragmentos de células apoptóticas e necróticas além de diversos microorganismos 

e parasitas (Sher et al., 2003; Banchereau et al., 2000; Albert et al., 1998). 

 As partículas endocitadas ou fagocitadas são eficientemente direcionadas a 

compartimentos especializados no processamento e apresentação de antígenos. 

Células dendríticas possuem a característica única de produzir complexos MHCII-

peptídeos estocados em compartimentos especializados – MIIC (do inglês: “MHC 

class II-rich compartments”). Em condições normais, complexos MHC-peptídeos 

são formados e constantemente reciclados nos MIICs. Na presença de antígenos, 

os MIICs convertem-se em compartimentos não-lisossômicos e fragmentos 

antigênicos são complexados com MHCII, que por sua vez são destinados à 
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superfície da célula, onde mantêm-se estáveis por dias (Banchereau & Steinman 

1998; Cella2 et al., 1997; Pierre et al., 1997).  

 As Células dendríticas apresentam antígenos exógenos pela via do MHC de 

classe I, particularmente importante na imunidade contra tumores, transplantes e 

infecções virais. A fagocitose de corpos celulares apoptóticos e posterior 

processamento permitem a apresentação de antígenos por MHCI e estimulação de 

linfócitos T citotóxicos (Banchereau et al., 2000, Albert et al., 1998). 

 A maturação de células dendríticas é um passo crucial para o processo 

imune. A relação complementar entre produtos inflamatórios, provenientes da 

resposta imune inata, e estruturas conservadas de microrganismos são 

responsáveis por este processo. Células dendríticas expressam muitos membros 

da família de receptores Toll, assim sendo, sensíveis a estímulos por produtos 

microbianos como o LPS, dupla fita de RNA, motivos CpG, flagelina e 

peptioglicanos. O processo endocítico mediada por receptores também promove 

estímulos de maturação. A secreção de prostaglandinas e das citocinas TNFα, IL-1, 

GM-CSF, INFα, INFβ, INFγ, mediante a ativação da resposta imune inata, induzem 

o mesmo processo (Chain, 2003; Banchereau et al., 2000; Jonuleit et al., 1998). 

 Durante o processo de ativação, células dendríticas sofrem mudanças 

morfológicas, fenotípicas e funcionais que provocam a transição do estado imaturo, 

de captação antigênica, ao estado maturo de apresentação antigênica. 

Concomitante as mudanças fenotípicas, essas células migram para os órgãos 

linfóides secundários adquirindo capacidade de estimular linfócitos T. (Banchereau 

& Steinman 1998). 

 As mudanças morfológicas que acompanham o processo de maturação das 

células dendríticas incluem a perda de estruturas adesivas, reorganização do 

citoesqueleto e aquisição de alta mobilidade celular (Banchereau et al., 2000). 

Receptores de quimiocinas importantes nos processos inflamatórios, como o CCR6, 

possuem expressão regulada negativamente e são substituídos pela expressão 

positiva de CCR7, responssivo à SLC e MIP-3β, que confere motilidade direcional 

aos nódulos linfáticos (Cavanagh & Andrian, 2002). 

 O processo de maturação de células dendríticas é acompanhado de reduzida 

capacidade de captação antigênica em contraste à expressão exacerbada de 

moléculas co-estimulatórias que interagem com receptores em células T para 

reforçar a adesão e sinalização. Cita-se a expressão de LFA-3/CD58, ICAM-
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1/CD54, B7-2/CD86, CD40 (Cella1 et al., 1997; Banchereau & Steinman 1998; 

Sallusto et al., 1995). As primeiras 24 horas de maturação são acompanhadas pelo 

aumento da expressão de complexos MHCII-peptídeo na superfície das células, 

resultado de intensa biosíntese de MHCII, redirecionamento dos compartimentos de 

MHCII reciclados à superfície e aumento da meia vida do complexo (Cella2 et 

al.,1997; Cella1 et al., 1997). 

 A soma desses fatores levam a transição da resposta imune inata para a 

resposta imune adaptativa. As interações entre células dendríticas maturas e 

linfócitos T criam um ambiente propício ao início da imunidade. Células dendríticas 

convertem as informações derivadas dos tecidos em sinais que promovem e 

dirigem a maturação dos linfócitos T. Assim, fornecem o primeiro sinal na forma do 

reconhecimento, pelos receptores de células T (TCR), dos peptídeos antigênicos 

derivados dos patógenos complexados às moléculas do MHC. O segundo sinal é 

derivado dos contatos entre moléculas co-estimulatórias e de adesão aos seus 

respectivos receptores, além de fatores humorais secretados por ambas as células. 

A combinação destes sinais resulta na ativação antígeno-específico de Linfócitos T 

e o desenvolvimento em células efetoras ou de memória (Banchereau et al., 2000; 

Banchereau & Steinman 1998; Cella1 et al., 1997). 

 As Células dendríticas podem polarizar a natureza dos sinais de ativação de 

linfócitos T auxiliares CD4+ (LThs), direcionando a diferenciação para os perfis de 

linfócitos Th1 ou Th2. Essa polarização é dirigida pela natureza e intensidade dos 

estímulos assimilados pelos linfócitos T no ato de sua ativação, estes são sinais 

carregados pelas células dendríticas influenciados por fatores provenientes do sítio 

de entrada do patógeno e do próprio microrganismo envolvido (Kalinski et al., 

1999). Desta forma, fatores como INFγ ou LPS são conhecidos por modularem a 

expressão positiva IL-12, polarizando uma resposta Th1. Por outro lado, 

prostaglandina E2 em conjunto com outros fatores como IL-4 e OX40L modulam 

negativamente a expressão de IL-12 e direcionam a ativação de células Th2 

(Morelle & Thomson 2003; Kalinski et al., 1999). 

 Linfócitos T citotóxicos CD8+ (CTLs) são células efetoras cruciais nas 

respostas imunes adaptativas contra tumores, infecções virais e patógenos 

intracelulares. A apresentação de peptídeos complexados no MHCI pelas células 

dendríticas, em conjunto com co-estimulação, resulta na ativação, expansão clonal 

e diferenciação em CTLs. A geração de CTL ocorre em condições dependentes e 
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independentes de linfócitos T auxiliares. Sobre condições limitantes, como por 

exemplo baixa frequência de precursores de Linfócitos T CD8+ antígeno 

específicos, níveis de antígeno subótimas e fraca resposta imune inata, a geração 

de CTL é dependente de LTh. LThs ativam as células dendríticas por interação 

CD40/CD40L aumentando sua capacidade de apresentação antigênica e co-

estimulação que, em contrapartida, ativam CTLs. Células T auxiliares também 

secretam IL-2 que promovem expansão clonal e previnem anergia em CTLs (Malek, 

2002; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998). 

 Existem indícios crescentes de que células dendríticas são responsáveis 

pelo auxílio na manutenção da tolerância central e periférica. Localizadas em 

regiões medulares circunscritas do timo, células dendríticas apresentam antígenos 

próprios aos linfócitos T impondo a distinção entre próprio/não próprio levando a 

deleção de células auto-reativas e na manutenção da tolerância central. Em 

complemento as falhas apresentadas pela tolerância central, células dendríticas 

participam da tolerância periférica. Células dendríticas imaturas de alta capacidade 

endocítica e fagocítica estão constantemente adquirindo e apresentando peptídeos 

de proteínas próprias, complexados aos MHCs, sem a presença de fatores co-

estimulatórios induzidos por processos inflamatórios em tecidos não linfóides. Em 

conjunto, estas células estão em constante circulação entre os tecidos não linfóides 

e linfóides. Estes fatores permitem o reconhecimento de linfócitos T auto-reativos 

nos tecidos linfóides periféricos levando a sua deleção ou anergia (Steinman et al., 

2003, Steinman & Nussenzweig 2002).  

 

1.2 Aplicações terapêuticas 
 

 O sentido das células dendríticas é prover aos linfócitos T informações sobre 

antígenos específicos, na forma de complexos MHC/peptídeos e informações que 

sinalizam a ativação do sistema imune inato. Estes fatos vêm gerando grande 

interesse na sua utilização em estratégias imunoterapêuticos. Para tal, foi preciso 

manipular as células dendríticas in vitro para se obter quantidade suficiente de 

células e o subtipo ideal para induzir o perfil de resposta imune desejada, passo 

inicial, realizado por Inaba1 e colaboradores, 1992.  

 Em sua publicação, Inaba1 e colaboradores, caracterizaram células 

dendríticas murinas geradas a partir da proliferação de precursores MHCII 
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negativos provenientes do sangue periférico dependentes do suplemento de GM-

CSF. Evidenciava-se a proliferação pela formação de colônias de células a partir do 

sexto dia de cultivo. Ao final da terceira semana observavam-se células dendríticas 

não aderentes com motilidade e morfologia típica. Estas eram potentes 

estimuladores de proliferação de linfócitos e eram capazes de migrar para regiões 

específicas do linfonodo ricas em células T (Inaba1 et al., 1992). 

 Em uma segunda publicação, Inaba2 e colaboradores, adaptaram a 

metodologia previamente descrita para precursores provenientes da medula óssea 

de camundongos. Neste caso, aproximadamente 5 X 105 células dendríticas eram 

obtidas da medula óssea extraída do conjunto de fêmur e tíbia de um único 

camundongo, cultivando-se em meio suplementado com GM-CSF por apenas seis 

dias. Desta forma, obtinham-se quantidades consideráveis de células dendríticas, 

em curto tempo de cultivo, próprios à utilização em ensaios de imunização in vivo 

(Inaba2 et al., 1992). 

 As publicações suprcitadas abriram caminho para inúmeras outras que 

abordaram metodologias aprimoradas para gerar células dendríticas permitindo o 

estudo das diversas vias de desenvolvimento. Assim, os precursores de células 

dendríticas presentes no sangue e na medula óssea foram identificados no sangue 

humano de cordão umbilical, cultivados na presença de GM-CSF e TNFα, como 

células CD34+ que diferenciam ao longo de duas vias distintas, originando células 

de langerhans e células dendríticas relacionadas à derme (Cella1 et al., 1997; Caux 

et al., 1996). 

 Monócitos CD14+ do sangue periférico representam outra fonte abundante 

de precursores que, dependendo do estímulo, podem polarizar sua diferenciação 

para células dendríticas. Monócitos cultivados na presença de GM-CSF e IL-4, 

desenvolvem-se em uma população homogênea de células dendríticas que 

apresentam características de células imaturas sensíveis a estímulos, como TNFα, 

IL-1 ou LPS (Cella1 et al., 1997; Bender et al., 1996). 

 O potencial das células dendríticas no estímulo da imunidade específica 

tornou-se de grande interesse na sua utilização em terapia de câncer. A habilidade 

das células dendríticas de gerar respostas imunes anticâncer in vivo tem sido 

documentados em diversos modelos experimentais e recentemente em ensaios 

clínicos humanos (O’Rourke et al., 2003; Fields et al., 1998; Zitvogel et al., 1996). A 

maioria dos experimentos consiste do isolamento in vitro de células dendríticas, 
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incubação destas com antígenos tumorais e injeção em animais singênicos como 

vacina anticâncer (Fong & Engleman, 2000). Células dendríticas carregadas com 

células tumorais apoptóticas ou necróticas, lisados de células tumorais, proteínas 

antigênicas, peptídeos imunodominantes derivados de antígenos tumorais, 

peptídeos sintéticos MHC classe I restrito e DNA ou RNA codificadores para 

antígenos tumorias tem demonstrado gerar resposta imune específica, atividade 

anti-tumor e regressão de tumores pré-estabelecidos (Schuler et al., 2003; 

Paczesny et al., 2001; Fong & Engleman, 2000; Fields et al., 1998; Zitvogel et al., 

1996). 

 Seguindo os resultados promissores das vacinas antitumores, imunidade 

com células dendríticas foi aplicada em infecções parasitária. Camundongos 

imunizados com células dendríticas carregados com antígenos de Toxoplasma 

gondii apresentaram resposta imune celular, humoral e forte resistência à formação 

de cisto cerebral (redução de aproximadamente 70%) seguido de infecção 

(Bourguin et al., 1998). Da mesma forma, células dendríticas carregadas com 

antígenos de Leishmania dovani foram capazes de induzir resposta imune Th1 

antígeno específico in vivo (Ahuja et al., 1999).  

 Evidencia-se também a aplicabilidade dos conhecimentos adquiridos sobre 

células dendríticas na imunidade induzida por vacinas de DNA. A vacinação por 

DNA é modo prático, barato, não infeccioso e eficaz na indução de resposta imune 

celular e humoral contra diversas doenças. Apesar de células dendríticas produzir 

resultados promissores na indução de uma resposta imune celular em 

camundongos, a resposta em humanos e em grandes animais é comparavelmente 

baixa e requer múltiplas imunizações com altas doses de DNA (Kirman & Seder, 

2003). Intensos esforços visam potencializar os efeitos de vacinas de DNA em 

humanos e grandes animais. 

 A vacina de DNA tem seu efeito potencializado quando o antígeno é 

expresso por células dendríticas (Cochlovius et al., 2002). Assim, métodos que 

direcionam a assimilação do DNA administrado por células dendríticas aumentam a 

eficácia das vacinas. Cita-se como exemplo, a adsorção do DNA em PLG, uma 

partícula catiônica biodegradável que possui a capacidade de potencializar a vacina 

por induzir respostas de células T citotóxicas em camundongo, hamster e macacos 

rhesus. De outra forma, a administração de DNA codificadora para o antígeno 

concomitante a cDNA de citocinas (IL-2, IL-12, IL-15), fatores de crescimento (GM-
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CSF, Flt-3L), moléculas coestimulatórias, fatores de transcrição e quimiocinas, 

chamados de adjuvantes genéticos, são capazes de potencializar e direcionar a 

resposta imune gerada (kirman & Seder, 2003). 

 
1.3 Células dendríticas e imunidade contra a esquistossomose mansônica 
 

 A esquistossomose consiste de uma infecção parasitária causada por 

trematódeos do gênero Schistosoma, sendo, as três maiores espécies, 

Schistosoma haematobium, Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni, 

responsáveis pela infecção de, aproximadamente, 200 milhões de pessoas em 76 

países dos territórios da África, Caribe, Ásia, Oriente Médio e América do Sul 

(Bergquist, 2002; WHO/CDT, 1998). No Brasil, estima-se que 12 milhões de 

pessoas estejam em risco ou infectadas com S. mansoni. As principais áreas 

afetadas compreendem os estados litorâneos das regiões nordeste e sudeste 

estendendo-se ao estado de Minas Gerais (Kloetzel, 1989). 

 O S. mansoni é uma espécie pertencente à família Schistosomatidae, 

caracterizada por agrupar trematódeos que apresentam dimorfismo sexual 

(Sambon, 1907). O ciclo de vida deste helminto ocorre em dois hospedeiros: um 

intermediário, o caramujo do gênero Biomphalaria, no qual a reprodução assexuada 

do parasita ocorre e o definitivo, um vertebrado, sendo o mais importante o homem, 

no qual desenvolvem-se as formas dimórficas adultas que se reproduzem 

sexuadamente. A infecção no homem se inicia pela penetração da cercaria através 

da pele. Durante este processo sofrem mudanças morfológicas e estruturais que 

originam a forma jovem do verme: o esquistossômulo (Gordon & Griffiths 1951). Os 

esquistossômulos de S. mansoni permanecem na epiderme durante 24 horas e, 

logo depois, atravessam a membrana basal e migram em direção aos vasos 

sanguíneos da derme. Da corrente sanguínea, migram até o pulmão e, em seguida, 

para o sistema porta hepático onde completam seu desenvolvimento. Então, 

machos e fêmeas acasalam-se e passam a residir nas veias mesentéricas. A 

maturidade sexual é atingida por volta da 6a semana, quando a ovoposição se inicia 

(Miller & Wilson 1978; Stirewalt, 1974). 

 O mais importante agente nocivo decorrente da infecção reside nos ovos que 

não são eliminados nas fezes e ficam presos na mucosa intestinal ou são levados 

pelo fluxo sanguíneo para o fígado (Boros & Warren, 1970). Esses ovos retidos 
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(variando de 20 a 60% do total de ovos produzidos) representam um estímulo 

antigênico potente e contínuo, sendo circundados por células características da 

resposta inflamatória do hospedeiro originando o granuloma. Foram identificados 

linfócitos, macrófagos, células gigantes multinucleadas e epitelióides, eosinófilos, 

neutrófilos, mastócitos e fibroblastos como as principais células participantes da 

resposta granulomatosa (Sandor et al., 2003; Doughty et al., 1987; Moore et al., 

1977; Warren et al., 1967). Acredita-se que a formação do granuloma seja uma 

reação de hipersensibilidade tardia mediada por linfócitos T sensibilizados por 

antígenos liberados pelo ovo (Sandor et al., 2003). A fibrose que se desenvolve em 

torno das ramificações da veia porta bloqueia a circulação sanguínea gerando 

hipertensão com congestão e edema no intestino e baço, e consequente 

esplenomegalia. A sobrecarga induz a formação de varizes esofagianas sujeitas à 

ruptura e hemorragias graves (Rey, 1991). 

 Observa-se, no decorrer da infecção por S. mansoni, uma redução gradual e 

espontânea do tamanho da inflamação granulomatosa ao redor dos ovos que 

continuamente são retidos, fenômeno denominado de modulação. As respostas 

vigorosas contra os antígenos dos ovos são moduladas e a infecção entra em uma 

fase crônica assintomática que, na maioria das vezes, persiste durante o curso da 

infecção (Colley, 1987; Andrade & Warren, 1964).  

 O S. mansoni, e seus produtos, são claramente capazes de ativar células 

dendríticas e esta interação é crucial no direcionamento da ativação dos linfócitos T 

e subsequente imunidade do hospedeiro à infecção (Angeli et al., 2001, Sato & 

Kamiya 1995; Dean et al., 1983). Observa-se que a exposição cutânea de cobaias 

a cercárias, normais ou atenuadas, de S. mansoni causa uma mudança na 

morfologia e distribuição de células de langerhans residentes no local da exposição. 

Durante o evento, ocorre um efluxo de células de langerhans da epiderme em 

direção aos linfonodos e o recrutamento de novos precursores de células 

dendríticas provenientes da corrente sanguínea (Sato et al., 1997; Sato & Kamiya 

1995). O influxo de células nos linfonodos atinge um pico no 4o dia após a 

exposição, observando um número sensivelmente maior quando as cobaias eram 

expostas a cercárias atenuadas (Sato & kamiya 1998). 

 Neste modelo, o influxo de células dendríticas aos linfonodos é 

acompanhado por uma resposta proliferativa de linfócitos T. A resposta 

desencadeada por larvas atenuadas apresenta-se mais potente e prolongada (2-12 



 
 

11 

dias após infecção) em relação a larvas normais (3-8 dias após infecção) (Sato & 

Kamiya, 1998; Sato & kamiya, 1995). Em contrapartida, a disfunção no 

recrutamento de células dendríticas à epiderme ou linfonodo contribui para a falha 

da indução de resposta imune protetora seguido da vacinação com cercárias 

atenuadas (Sato & kamiya, 2001). 

 Em contraste, Angeli et al., demonstraram que o S. mansoni é capaz de 

interferir no estado de ativação e habilidade migratória das células dendríticas. Os 

esquistossômulos residentes na epiderme do hospedeiro ativam as células de 

Langerhans locais, porém, inibem o padrão migratório em direção aos linfonodos. 

Observou-se que a presença de PGD2, um dos produtos de secreção do 

esquistossômulo, inibe o processo de efluxo das células de Langerhans da 

epiderme mediada pelo fator inflamatório TNFα e subsequente acumulação nos 

linfonodos. Esse processo é transiente e perdura pelo tempo em que a fase juvenil 

do verme permanece na epiderme (Angeli et al., 2001). 

 O S. mansoni induz o desenvolvimento de linfócitos T auxiliares com 

fenótipos Th1 ou Th2 através de seus efeitos sobre a ativação das células 

dendríticas (Jong et al., 2002; MacDonald et al., 2001; Williams et al., 1994). 

Camundongos infectados com esse parasita montam uma forte resposta Th2 

essencial para a sobrevivência do hospedeiro (Brunet et al., 1997). Análises 

detalhadas da resposta imune revelaram que os antígenos principais que dirigem a 

resposta Th2 são solúveis e liberados pelo ovo do verme (Jong et al., 2002; 

Williams et al., 1994; Pearce et al., 1991). Extrato antigênico solúvel do ovo do S. 

mansoni (SEA) induz a ativação de células dendríticas que por sua vez direcionam 

a polarização de linfócitos Th2 (Jong et al., 2002; MacDonald et al., 2001). 

Observou-se que a molécula OX40L presente na superfície de células dendríticas, 

ativadas por SEA, é o principal fator indutor de células Th2 (Jong et al., 2002).   

 Por outro lado, os componentes antigênicos do SEA conjugados a 

carboidratos são essenciais para polarizar a resposta Th2 induzindo a produção de 

IL-4, IL-5, IL-10 e anticorpos IgE contra esse extrato. A desglicolisação do SEA 

através do tratamento com periodato foi capaz de anular essa habilidade (Okano et 

al., 1999). O carboidrato LNFPIII (Lacto-N-fucopentaose III), componente 

predominante do SEA, conjugado covalentemente a albumina humana induz uma 

resposta específica com fenótipo Th2 (Okano et al., 2001). 



 
 

12 

 Recentemente, foi purificado um componente glicoprotéico antigênico do 

SEA, denominado de IPSE (do inglês: “IL-4-inducing principle from S. mansoni 

eggs”), com característica de provocar a produção de altas quantidades de IL-4 

através da ativação de basófilos provenientes de doadores sadios, sendo assim, 

um provável polarizador da resposta Th2 (Schramm et al., 2003). Da mesma forma, 

glicoproteínas que possuem motivos de carboidratos alfa 3-fucose e beta 2-xilose 

geram uma forte resposta Th2 em camundongos e esses motivos de carboidratos 

mostraram-se importantes na indução dessa resposta (Faveeuw et al., 2003). A 

identificação de um receptor de lecitina denominado de DC-SIGN/CD209 (do inglês: 

“DC-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin”), específico para motivos de 

carboidratos que possuem manose e fucose e são capazes de conjugarem-se a 

glicoproteínas de extrato solúvel do S. mansoni (SWAP), corroboram com a 

importância dos glicoconjugados na indução de resposta imune específica contra o 

parasita (Appelmelk et al., 2003). Da mesma forma, indícios sugerem um papel 

central de glicolipídeos presentes no SEA, apresentados alternativamente via 

CD1d, na indução de uma resposta Th2 no decorrer da infecção por S. mansoni 

(Faveeuw et al., 2002). 

 

1.4 Indução de imunidade protetora contra a esquistossomose 
 

 Até o momento, a esquistossomose tem sido efetivamente tratada com a 

utilização de quimioterápicos. O prazinquantel é a droga escolhida para o 

tratamento da doença humana. Embora seu mecanismo de ação não tenha sido 

precisamente esclarecido, é sabido que esse composto induz influxo de cálcio no S. 

mansoni causando uma rápida e subsequente contração muscular (Redman et al., 

1996). Apesar do aparente sucesso quimioterápico, é consenso a importância dada 

ao desenvolvimento de uma vacina ani-esquistossomótica de modo a reduzir a 

morbidade e a mortalidade associadas a essa patologia. A busca de novas 

estratégias de controle da doença se deve, em parte, a descoberta de cepas de S. 

mansoni resistentes ao prazinquantel (Ismail et al., 1999; Kusel & Hagan, 1999). 

 O processo interativo entre o S. mansoni e o hospedeiro definitivo têm sido 

exaustivamente estudado em humanos e modelos experimentais definidos. O 

desvendar da imunidade ao verme gerou a possibilidade de obter-se vacinas que 

objetivam induzir proteção a infecção  pelo S. mansoni. Desta forma, as primeiras 
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abordagens de vacinas, que utilizavam formas evolutivas atenuadas do verme, 

foram substituídas pela caracterização de antígenos definidos como candidatos em 

potencial. Uma seleção de seis antígenos definidos, cujos genes já foram clonados 

e extensivamente caracterizados, foram incluídos no esforço conjunto da 

WHO/TDR em busca da vacina definitiva para a esquistossomose. Os antígenos 

compreendem em cinco proteínas intracelulares – glutationa S-transferase (28kDa), 

Paramiosina (97 kDa), IrV-5 (62 kDa), Triose fosfato isomerase (TPI-28 kDa) e 

Sm14 (14 kDa) – e apenas uma proteína integral de membrana – Sm23 (23kDa) 

(Bergquist 1995; Bergquist & Colley 1998). Porém, experimentos iniciais que 

visaram quantificar a resposta imune protetora apresentado por estes antígenos 

individualmente em murinos não apresentaram dados satisfatórios revelando a 

necessidade do contínuo processo em busca de novos antígenos (Bergquist & 

Colley 1998). 

 Dentro desse contexto, Hirsch & Goes,. caracterizaram a fração PIII obtida a 

partir do extrato antigênico de verme adulto do S. Mansoni fracionado por 

cromatografia de troca iônica (Hirsch & Goes, 1996). Em camundongos imunizados, 

a fração PIII foi capaz de induzir uma alta resposta imune protetora evidenciado por 

ELISA, ensaios de proliferação celular e pelo número de vermes recuperados frente 

à infecção experimental com S. mansoni. (Hirsch et al., 1997). Foi demonstrado 

também que, em ensaios de indução de granuloma in vitro, a fração PIII gerou os 

menores granulomas comparados aos controles e demais frações, além de induzir 

o fenômeno de modulação dos granulomas hepáticos e pulmonares em 

camundongos imunizados (Hirsch & Goes, 1996; Hirsch et al., 1997). Estes dados 

levantaram o interesse em individualizar os componentes da fração PIII 

responsáveis pelos fenômenos de proteção e modulação dos efeitos patogênicos 

da esquistossomose. Deste modo, através de cromatografia de afinidade foi 

possível purificar a proteína denominada P24 (Gustavson et al., 1998). A 

imunização de camundongos com P24 e posterior infecção experimental causou 

uma redução de 67% de parasitas recuperados após a perfusão hepática e sensível 

redução do tamanho do granuloma hepático, efeito correlacionado a presença de 

IL-10 e óxido nítrico (Zouain et al., 2000; Oliveira et al., 1999; Gustavson et al., 

1998). Foi verificada a reprodutibilidade dos resultados in vitro com PBMC humanos 

portadores da fase crônica da doença (Zouain et al., 2002). Usando outra 

abordagem, Gustavson e colaboradores descrevem a indução de imunidade 
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específica protetora e modulação granulomatosa em camundongos imunizados 

com macrófagos peritoniais carregados com PIII evidenciando a provável 

importância de células apresentadoras de antígenos na geração deste fenômeno 

(Gustavson et al., 2002).  

 Vacinas baseadas na expressão de genes de antígenos recombinantes 

(denominadas de vacinas de DNA) tem aberto uma nova era no processo de 

vacinação pela fácil formulação e produção (Fynan et al., 1993; Waine & McManus 

1995). Essa estratégia tem sido usada em ensaios experimentais para avaliar a 

indução de imunidade protetora contra a esquistossomose. Da’dara e 

colaboradores (2002) descrevem a indução de imunidade humoral protetora 

específica, com a redução média de 42% de vermes, em camundongos imunizados 

com plasmídeos contendo o gene para a proteína Sm23. Da mesma forma, ensaios 

de imunização com o gene Sm32 induzem imunidade humoral específica além do 

efeito anti-fecundidade observado pela redução da deposição de ovos frente à 

infecção experimental com o parasita (Chlichlia et al., 2002). 

 A vacina de DNA se tem mostrado promissores como alternativas às 

tecnologias existentes, porém, a eficácia da imunização esta relacionada às células 

transfectadas nos processos de imunização, envolvendo diretamente as células 

dendríticas (Steinman & Pope 2002; Cochlovius et al., 2002). Sendo assim, o 

crescente conhecimento de células dendríticas no processo da imunidade gerou o 

conceito destas como adjuvantes naturais, alvos para potencializar a reposta imune 

protetora. Estratégias que visam direcionar a transfecção para as células 

dendríticas e ativação das mesmas potencializam o processo de aquisição de 

imunidade. O presente trabalho se propõe a conjugar as duas vertentes atuais, 

vacinas de DNA e células dendríticas como adjuvantes. Esta abordagem visa 

produzir uma vacina celular ex vivo usando células dendríticas transfectadas com 

genes de antígenos do S. mansoni. Desta forma, nossos esforços se concentram 

no desenvolvimento de novas estratégias de imunidade protetora contra a 

esquistossomose, além de promover a identificação de novos antígenos candidatos 

a vacinas. 

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. Objetivos 
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2.1 Objetivo geral 
 

 Produção e caracterização de células dendríticas de camundongos e sua 

utilização para a expressão de antígenos do S. mansoni. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

2.2.1. Seleção de antígeno recombinante da biblioteca de cDNA de verme adulto de 

S. mansoni pelo método de ELISA. 

 

2.2.2. Estabelecimento do cultivo primário de células dendríticas da medula óssea 

murina. 

 

2.2.3. Transfecção das células dendríticas com Rho1 GTPase e RHOct de S. 

mansoni. 

 

2.2.4. Determinação da expressão de Rho1 GTPase e RHOct em células dendríticas 

transfectadas. 

 

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. Metodologia 
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3.1. Produção de antígenos solúveis e obtenção de anticorpos policlonais 
 

3.1.1. Produção de antígeno solúvel do verme adulto de Schistosoma mansoni 

(SWAP) 

 Camundongos BALB/c fêmeas entre 8 e 10 semanas de idade, adquiridos no 

Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

de Minas Gerais (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, 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 (PBS) e 

conservados a –20oC.  

 Em seguida, os vermes adultos de S. mansoni foram submetidos à 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 a 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 0,1 mg de DNAse I 

pancreática e 20 µL 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 λ 

 Uma amostra de 1 µL de fago λ foi adicionada à 200 µL de suspensão de E. 

coli XLOLR, homogeneizada e incubada a 37°C por 15 minutos. Em seguida, esta 
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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 0,01% 

gelatina). A placa foi incubada sob agitação constante a 4°C por 12 horas. O 

tampão SM contendo o fago λ 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 e soros correspondem aos mesmos utilizados na dissertação 

de doutorado da Cláudia Soares Zouain, sendo aprovado pela Comissão de Ética 

do ICB/UFMG (Anexo 2). 

 

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 µg de antígeno em emulsão com 

adjuvante completo de Freund na primeira imunização e nas subsequentes com 

adjuvante incompleto de Freund.  

 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. 
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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 PBS e acondicionadas a –20°C. 

 Os soros humanos utilizados foram provenientes da dissertação de 

Doutorado da Cláudia Soares Zouain e sua obtenção foi aprovada pela Comissão 

de Ética do ICB/UFMG (Anexo 2). 

 

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 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 PBS e acondicionadas a –20°C. 

 As imunoglobulinas livres de contaminantes tiveram suas reatividades 

antigênicas específicas caracterizadas e avaliadas por ELISA. 
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3.1.9. Dosagem protéica pelo método de Bradford 

 A cada poço de uma placa de microtitulação (Nunc) foram adicionados 20 µL 

da amostra a ser dosada e 180 µL 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 µg de proteína/20 µL 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 empregando a 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 µg 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 PBS contendo 0,05% Tween 20. O bloqueio 

foi realizado com 1,6% caseína em PBS contendo 0,05% Tween 20 à temperatura 

ambiente por 1 hora. Após nova lavagem, solução de anticorpos específicos ou 

antisoros, devidamente diluídos em 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 µL de um tampão 0,15 M de citrato/fosfato pH 5,0 

contendo 0,034% de ortofenilenodiamino (OPD) e 2 µL 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 µL/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. 
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3.2 Seleção de clones com cDNA codificadores para antígenos recombinantes 
de verme adulto do S. mansoni. 
 

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 µL da biblioteca amplificada (3 × 107 ufp) e 30µL 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 µL de cada diluição foi 

misturada, cada qual, à uma alíquota de 200 µL 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 µg/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 (µL) 

 

× 1000 µL/mL 
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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 plasmídeo pBluescript foram semeadas em meio LB ágar, acrescido de 

100 µg/mL ampicilina, 200 µg/mL X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactoside), 250 µg/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 µg/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 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 µL de imunoglobulina humana anti-SWAP diluída à concentração final de 

0,01 µL/poço em PBS por 16 horas a 4°C. Após a adsorção, as placas foram 

lavadas com PBS contendo 0,05% Tween 20. O bloqueio foi realizado com 1,6% 

caseína em PBS contendo 0,05% Tween 20 à temperatura ambiente por 1 hora. 

Após nova lavagem, 100 µL 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 µL de soro de coelho anti-SWAP diluído1:100 em PBS 

contendo 0,25% de Caseína. Após lavagem, foi acrescentado anticorpos de cabra 

anti-IgG de coelho, diluído 1:10,000, conjugada a peroxidase e incubou-se a 37°C 

por 1 hora. As placas foram novamente lavadas e 100 µL de tampão 0,15 M de 

citrato/fosfato pH 5,0 contendo 0,034% de ortofenilenodiamino (OPD) e 2 µL de 

32% H2O2 foram adicionados aos poços. A revelação foi interrompida, após 20 

minutos de reação ao abrigo da luz, adicionando-se 20 µL/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.). 
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 Foi estabelecido como controle positivo a reatividade dos anticorpos ao 

SWAP e controles negativos a reatividade a extratos antigêncos de E. coli XLOR, 

Fago λ e clones sem inserto induzidos a expressão de β-galactosidase. Foram 

realizados ensaios sem antígenos 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 segundos; 

• um ciclo final de extensão a 72°C por 10 minutos. 
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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 eucariota de mamífero 
 

3.3.1. Preparação de bactérias Escherichia coli DH5α quimicamente competentes 

 

 A exposição prolongada das células de E. coli DH5α a íons de cálcio as 

tornam competentes à aquisição de DNA exógeno (Dagert & Erlich, 1974).  

 Uma colônia de E. coli DH5α 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 1.600 × g por 10 minutos a 

4oC, o sobrenadante foi descartado e cada sedimento gentilmente ressuspendido 

em 10 mL de 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 1.100 × g por 5 minutos a 4oC, o 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
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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 µL 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 µL, 

foram transferidos para um tubo – teste de fundo côncavo, acrescentou-se 100 µL 

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. Foram 

acrescentados 250 µL 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 carboxi terminal (C-terminal) da proteína Rho1 

GTPase de S. mansoni. Para isso, o inserto foi transferido do plasmídeo pBluescript 

para o pcDNA 3.1 + (Invitrogen) de expressão em células eucariotas. 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 
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da polimerase (PCR) fazendo-se uso dos iniciadores senso – 

5´CCCGGGGATCCTATGTATGCCTTCTTTGAGTGTTCAGC3´ (RHOctF) – e 

antisenso – 5´TAGAGGATCCCCTCAAATTAAATCACACCTCCTCCTC3´ (RHOctR) 

– que possuem sequência específica reconhecida pela enzima de restrição BamHI 

(sequência em itálico e sublinhada). 

 Uma quantidade de 20 ng do plasmídeo específico foi adicionado a 25 µL da 

mistura de reação (2,5 ρmol 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 

µg/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 recuperado 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 da RHOct 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 µL do produto de PCR purificado do SmAST03 foi usado 

na reação de ligação do plasmídeo PCR 2.1 topo de acordo com o protocolo 

recomendado pelo fabricante. Um volume de 5 µL desta reação de ligação foi 

utilizado em ensaio de transformação de células de E. coli DH5α. Foram 

selecionadas, 5 colônias positivas, para a presença de plasmídeo contendo o 

inserto (PCR2.1/RHOct), identificados em ensaios de PCR utilizando os iniciadores 

RHOctF, RHOctR, M13R, M13U e programa descrito no item anterior. 

 Cada colônia positiva foi amplificada em 100 mL de meio LB contendo 100 

µg/mL de ampicilina e o DNA plasmidial extraído com o auxílio do “Qiaprep spin 

Midiprep Kit” (Qiagen) segundo protocolo recomendado pelo fabricante. 
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 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/RHOct foram adicionados a 100 µL 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 µg/mL de BSA) e incubou-se a 37oC por 4 horas. 

Os produtos da digestão enzimática de PCR2.1/RHOct foram visualizados em gel de 

agarose 2% contendo 0,4 µg/mL de brometo de etídeo e comparados ao padrão 

100 pares de base (Invitrogen). A banda correspondente ao inserto (RHOct/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 de RHOct no plasmídeo pcDNA3.1+ 

 O inserto RHOct/BamHI, produto da digestão do plasmídeo PCR2.1/RHOct, 

foi clonado no plasmídeo pcDNA3.1 +. Este plasmídeo possui a capacidade de 

replicar-se e expressar genes em células eucariotas. 

 Uma quantidade de 5 µg de plasmídeo pcDNA 3.1 + foi adicionado a 100 µl 

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, 

200µg/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 µg/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 

RHOct/BamHI em 20 µL 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 
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sobrenadante foi descartado e o sedimento, contendo o produto de ligação 

pcDNA3.1/RHOct, foi ressuspendido em 5 µL de água MiliQ. 

 A totalidade do volume da reação de ligação foi utilizado em ensaio de 

transformação de células de E. coli DH5α quimicamente competentes. Foram 

selecionados 2 colônias de E. coli positivas para a presença do plasmídeo 

pcDNA3.1/RHOct, as bactérias foram amplificadas em 100 mL de meio LB contendo 

100 µg/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 RHOctF, RHOctR, BGHR (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 RHOct, utilizou-se o iniciador BGHR e protocolo descrito no item 3.2.6. A 

sequência encontrada foi comparada às seqüências depositadas no banco de 

dados “Nonredundant GenBank Protein” do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

utilizando-se o algoritmo BLASTX e BLASTN. 

 

3.3.4. Clonagem de Rho1 GTPase de S. mansoni no plasmídeo DsRed2 

 Com o intuito de realizar a expressão da proteína SmRho1 GTPase (NCBI: 

AF140785) em células dendríticas, a sequência gênica desta foi clonada no 

plasmídeo Ds2Red (Clontech). Para tanto, seguiu-se os mesmos passos realizados 

nos ítens 3.3.3 fazendo-se uso dos iniciadores senso – 5´GCCCGGGATCC 

AACCATGGCGAGTGCGGTACGTAAGAAAC3´ (Rho1F) – e antisenso – 5´GACCG 

GTGGATCCCGAATTAAATCACACCTCCTCCTC3´ (Rho1R) – para amplificar o 

gene previamente clonado no plasmídeo Pmal C2X (NE BioLabs), gentilmente 

cedido por Carlos Renato Machado do Lab. de Genética Bioquímica, Departamento 

de Bioquímica e Imunologia ICB/UFMG. 

 

3.4. Expressão heteróloga de Rho1 GTPase do S. mansoni em sistema 
procarioto 
 

 A sequência codificadora da proteína Rho1 GTPase foi clonada no 

plasmídeo Pmal C2X (PmalC2/Rho1) em fusão com o gene malE codificador para a 

proteína MBP (Santos, 2000).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
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3.4.1. Expressão de Rho1 GTPase em fusão com MBP 

 A expressão utilizando PmalC2X/Rho1 foi realizada segundo manual do 

fabricante (NE BioLabs). Desta forma, 500 mL de LB contendo 0,2% de glicose e 

100 µg/mL de ampicilina foi inoculado com 10 mL de uma cultura saturada de 

bactérias contendo o plasmídeo recombinante, incubou-se a 37o C sob agitação 

(200 rpm). No instante em que as células obtiveram um crescimento de, 

aproximadamente, 2 X 108 células/mL (A600~0,5), foi acrescentado 0,6 mM de IPTG, 

incubou-se por mais 4 horas a 37o C sob agitação. 

 As células foram recuperadas por centrifugação a 4000 g por 10 minutos e o 

sedimento ressuspendido em 50 mL de tampão da coluna (20 mM de Tris HCl pH 

7,4, 200 mM de NaCl, 1mM EDTA, 10 mM de 2-Mercaptoetanol, 1mM de azida). As 

células foram rompidas por 3 ciclos de congelamento (nitrogênio líquido) e 

descongelamento (banho-maria a 37o C) seguido por sonicação: 3 pulsos de 10 

segundos com intervalos de 5 segundos a 30% de amplitude (Ultrasonic Processor 

GEX 600, CE). A suspensão foi centrifugada a 9000 g por 30 minutos e o 

sobrenadante conservado a – 20o C. 

 

3.4.2.Cromatografia de afinidade em resina de amilose 

 Com o objetivo de purificar Rho1 GTPase fusionada a MBP (Rho1/MBP) e 

eliminar as proteínas bacterianas contaminantes, os sobrenadantes de cultura, 

induzidas à expressão da proteína recombinante, foram submetidos a cromatografia 

de afinidade. 

 A coluna de resina de amilose (NE BioLabs) foi acoplado ao sistema 

cromatográfico “Econo Low Pressure Chromatography System” (Biorad) e os 

sobrenadantes, diluídos 1:5 em tampão da coluna, aplicados. As proteínas que 

ficaram retidas na matriz foram eluídas com tampão da coluna acrescido de 10 mM 

de Maltose. A eficiência da purificação foi determinado por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10% com SDS em condições desnaturantes. 

 

3.4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com SDS 

 Conforme Laemmli (1970), a eletroforese em gel de poliacrilamida (5 cm X 8 

cm X 0,5 mm) foi realizado em condições redutoras e desnaturantes. 

 O gel de separação a 10% foi preparado a partir de 1,7 mL de solução 

estoque 30:0,8 acrilamida/bisacrilamida, 1,3 mL de 1M Tris HCl pH 8,8, 0,05 mL de 
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10% SDS e 2 mL H2O deonizada. A fim de preparar o gel de aplicação e 

concentração da amostra 3%, 500 µL da solução de acrilamida, 380 µL de 1M Tris 

HCl pH 6,8, 30 µL de 10% SDS e 2,1 mL de água deionizada foram misturados. A 

reação de polimerização de ambos os tipos de géis foi iniciada adicionando-se 

persulfato de amônio e TEMED (Sigma) nas concentrações finais de 0,1% (p/v) e 

0,1% (v/v), respectivamente. 

 Diferentes amostras de purificação da proteína fusionada foram diluídas em 

tampão da amostra contendo 2% SDS e 5% 2-Mercaptoetanol, homogeneizadas e 

fervidas durante 5 minutos para completar a desnaturação. Estas foram aplicadas 

no gel de poliacrilamida, imerso em tampão de corrida (0,125 M tris/glicina 

contendo 0,1% SDS) e submetidos a 60 V durante aproximadamente 1 hora e 30 

minutros. Um padrão de peso molecular pré-corado (Bio-Rad) foi corrido 

simultaneamente às amostras. 

 Após a eletroforese, o gel foi corado com solução 0,15% de azul de 

comassie R-250 sob agitação e descorado, inicialmente, com solução de 50% 

metanol, 10% de ácido acético e, posteriormente, com solução de 5% metanol, 

7,5% ácido acético. 

 

3.4.4. Produção de imunoglobulinas policlonais anti-Rho1/MBP em coelho 

 Protocolo de acordo com ítem 3.1.5. 

 

3.5.Cultivo e caracterização de células dendríticas 
 

3.5.1. 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) acrescido de antibióticos-antimicóticos (100 u/mL 

de penicilina G, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 0,05 mg/mL de gentamicina e 0,25 

µg/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 

http://www.huff.ufrj.br/�
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repartidas, em novos frascos, para início de um novo ciclo de produção do meio 

condicionado. 

 

3.5.2. 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 µg/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. 

 

3.5.3. Cultivo das células CHO 

 Células CHO (ATCC: CCL-61) foram semeadas, em uma densidade de 5 × 

105 células, em frascos T25 (Nunc) contendo 5 mL de RPMI acrescentado de 

antibióticos-antimicóticos e 10% de soro fetal bovino. As células foram cultivadas 

em estufa a 37oC com atmosfera úmida a 5% de CO2 até atingir a confluência. 

Após este período, as células foram repartidas, em novos frascos, para início de um 

novo ciclo de cultivo. 

 

3.5.4. Preparação de células dendríticas a partir de precursores de medula óssea 

murina 

 Células dendríticas provenientes de medula óssea foram preparadas de 

acordo com protocolo descrito por Son et al, 2002, com modificações. Assim, 

camundongos BALB/c, adquiridos junto ao Centro de Bioterismo do ICB/UFMG, 

foram sacrificados, por deslocamento cervical, e dissecados para retirar fêmur e 

tíbia. As extremidades destes foram cortadas e a medula óssea coletada após ter-

se passado um fluxo de RPMI 1640 pelo interior dos ossos. 

http://www.huff.ufrj.br/�
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 A medula óssea coletada foi pipetada sucessivamente para desfazer os 

agregados celulares, a suspensão filtrada em tela de nylon (φ 70 µm – 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 × 107 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 µM 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 (conjunto denominado: 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 µg/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. 

 

3.5.5. Ensaio de MTT 

 O ensaio de MTT (Mosmann, 1983) é um método colorimétrico sensível e 

quantitativo que mensura a viabilidade, proliferação e estado de 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. A quantidade de 

formazan produzido é diretamente proporcional ao número de células viáveis. 

 Foram adicionados 20 µL da solução de 5 mg/mL de MTT (Sigma) em PBS a 

2 × 105 células/150 µL 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 µL 

da solução de 10% de SDS/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.). 
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3.5.6. 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, fato que pode ser utilizado para indiretamente verificar sua viabilidade 

funcional (Matsuno et al., 1996). Desta forma, 5 × 105 células dendríticas foram 

incubadas em 500 µL de meio condicionado acrescido de 1 × 108 esferas de latex 

(φ 0,2 µm) 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 µL de 0,15 

M PBS. O procedimento foi repetido por mais duas vezes e, por fim, as células 

foram fixadas em PBS acrescido de 1% de paraformaldeído (solução fixadora de 

células) e a leitura realizada em microscópio de confocal (Zeiss Hall 100) e ótico de 

fluorescência (Olympus MO81). 

 

3.5.7. 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 DsRed2 e células CHO, para otimizar o 

protocolo de transfecção, e pcDNA3.1/RHOct e Dsred2/Rho1 para a expressão do 

fragmento RHOct e da proteína SmRho1 GTPase, respectivamente, em células 

dendríticas. A confirmação da expressão foi realizado por microscopia de 

fluorescência, ensaios de citometria de fluxo e imunofluorescência. 

 

3.5.8. Análise citométrica de células dendríticas transfectadas 

 O plasmídeo DsRed2 codifica o gene da proteína RFP (do inglês “Red 

Fluorescent Protein”) que fluoresce em resposta ao estímulo luminoso de 

determinado comprimento de onda (563-582 nm). A expressão da RFP, em células 

eucariotas, pode ser monitorado por citometria de fluxo. 

 Uma densidade de 4 × 105 células dendríticas foram distribuídas em placas 

de 24 poços (Nunc) com 350 µL de meio condicionado e transfectadas com o 

plasmídeo DsRed2 ou DsRed2/Rho1 (RHO1 GTPase clonada em fusão com a 
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RFP; 3.3.4;), incubou-se a 37oC em atmosfera úmida a 5% CO2 durante 48 horas. 

Após o tempo de incubação, as células foram transferidas para um tubo cônico de 

15 mL e centrifugadas a 300 × g por 10 minutos a 4oC. O sedimento foi lavado com 

PBS, após nova centrifugação, ressuspendido em 500 µL de solução fixadora de 

células e transferidos para tubos de 1 mL.  

 A taxa de expressão da proteína RFP presentes em cada amostra foi 

determinado 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). 

 

3.5.9. Análise da expressão de Rho1 GTPase e RHOct por ensaio de 

Imunofluorescência 

 O ensaio de imunofluorescência de células dendríticas transfectadas com 

DsRed2/Rho1 ou pcDNA3.1/RHOct foi realizado de acordo com protocolo descrito 

por Thompson, 1981 com modificações. 

 Células dendríticas normais ou transfectadas foram centrifugadas contra uma 

lâmina de vidro (25,4 X 76,2 X 1 mm) a 1000 rpm por 4 minutos (Statspin Cytofuge2 

– Iris) e fixadas com metanol, resfriado a 4o C, por 5 minutos. As lâminas foram 

lavadas três vezes com PBS contendo 0,5% de Triton X e bloqueadas com PBS 

contendo 0,25% de caseína e 5% de soro normal murino. Após nova lavagem, foi 

adicionado soro de coelho hiperimune para Rho1/MBP (3.4.4) diluído 1:50 em PBS 

contendo 0,25% de caseína e incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente. Após 

o tempo de incubação, as lâminas foram lavadas e incubadas por 1 hora 

(temperatura ambiente) com anticorpo de cabra anti-IgG de coelho marcado com 

FITC (Calbiochem) diluída 1:100 (PBS contendo 0,25% de caseína). Após nova 

lavagem, as lâminas foram preparadas para leitura em microscopia ótica de 

fluorescência. 

 

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. Resultados 
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4.1 Seleção de clonesde cDNA codificadores de antígenos recombinantes de 
S. mansoni para expressão em células dendríticas 
 

4.1.1. Triagem de clones da biblioteca de cDNA por ELISA de captura 

 
 Biblioteca de cDNA de verme adulto de S. mansoni são fontes de antígenos 

úteis ao estudo da esquistossomose. Sendo assim, 200 colônias de cor branca de 

E. coli  XLOLR, contendo o vetor pBluescript, foram selecionadas aleatoriamente, 

induzidas à expressão do inserto clonado e submetidos à triagem por ELISA de 

captura. Nos ensaios, imunoglobulinas humanas anti-SWAP em conjunto com soro 

imune de coelho anti-SWAP foram usadas para capturar as proteínas antigênicas.  

 Dentre os 200 clones selecionados, inicialmente 40 (20%) obtiveram 

reatividades maiores em comparação a média apresentada pelos controles 

negativos. Após duas repetições, foi confirmado a reatividade de 38 clones (19%) 

(Tabela 1). 

Tabela 1. Clones reativos nos ensaios de ELISA de captura 

Clones* Absa cDNA (pb)b  Clones Abs cDNA (pb) 

SmAST02 

SmAST03 

SmAST04 

SmAST05 

SmAST06 

SmAST08 

SmAST09 

SmAST10 

SmAST11 

SmAST12 

SmAST13 

SmAST14 

SmAST15 

SmAST16 

SmAST17 

SmAST18 

SmAST19 

SmAST20 

SmAST21 

0,348 

0,322 

0,398 

0,345 

0,420 

0,332 

0,308 

0,299 

0,381 

0,348 

0,348 

0,410 

0,368 

0,321 

0,414 

0,342 

0,341 

0,354 

0,343 

>754 

394 

>694 

>788 

341 

360 

700 

545 

519 

544 

518 

352 

202 

579 

223 

348 

310 

257 

160 

 SmAST22 

SmAST23 

SmAST24 

SmAST25 

SmAST26 

SmAST27 

SmAST28 

SmAST29 

SmAST30 

SmAST31 

SmAST32 

SmAST33 

SmAST34 

SmAST35 

SmAST36 

SmAST37 

SmAST38 

SmAST39 

SmAST40 

0,342 

0,321 

0,329 

0,308 

0,377 

0,315 

0,292 

0,314 

0,335 

0,332 

0,321 

0,312 

0,359 

0,320 

0,349 

0,376 

0,346 

0,360 

0,372 

688 

437 

692 

362 

>765 

716 

103 

>639 

361 

677 

405 

224 

858 

162 

476 

>853 

621 

479 

284 

( a ) Absorbância (492 nm) de clones ( * ), selecionados aleatoriamente de biblioteca de cDNA de verme adulto de S. 
mansoni, reativos no ELISA de captura. Os controles negativos apresentaram Abs média de 0,213 e o controle positivo 
Abs média de 0,447. ( b ) tamanho do inserto, em pares de bases nucleotídicas, de cada clone determinados após o 
sequenciamento. 
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4.1.2. Sequenciamento parcial de cDNA e análise de homologia de ASTs 

 
 O sequenciamento parcial das extremidades 5´ e 3´ de cDNAs resultou na 

produção de 44 etiquetas de sequências antigênicas (AST), com comprimento 

médio de aproximadamente 418 pb (apêndice 1), representando os 38 clones 

previamente selecionados por ELISA. A extremidade 3´ foi sequenciada em 22 

cDNAs que não apresentaram cauda poli-A na orientação 5´, destas, 14 sequências 

superpuseram-se e, portanto, formaram transcritos contínuos. Sequências 

incompletas para ambas extremidades foram produzidas para os clones SmAST02, 

SmAST04, SmAST05, SmAST26, SmAST29 e SmAST37. 

As ASTs adquiridas foram comparadas, a nível protéico, às sequências 

depositadas no banco de dados não redundantes da “GenBank” do NCBI 

empregando-se o programa BLASTX, no período de Julho de 2003 (Tabela 2). Dos 

clones sequenciados, 25/38 (65,8%) não exibiram homologia significativa (E > 10-5) 

enquanto 12/38 (31,6%) apresentaram homologia significativa com valores de E ≤ 

10-5. Descartou-se o clone SmAST05, homólogo a proteína β-galactosidase 

codificado pelo vetor. 

 
Tabela 2. Categoria apresentada por ASTs selecionadas*.  

Categoria de ASTs N° de clones (%) 

Homólogos putativos identificados 

(a) Pareamento com S. mansoni 

(b) Pareamento com outros organismos 

Não identificados 

Vetor sem inserto 

 

07 

05 

25 

01 

 

18,4 

13,2 

65,8 

2,6 

Total 38 100 

( * ) Comparação a nível protéico (BlastX) das AST selecionadas por ELISA de captura com 
sequências depositadas no GenBank.  

 

 No conjunto dos clones que apresentaram homólogos putativos relevantes, 

7/12 (58,3%) formaram pareamentos significativos com proteínas descritas de S. 

mansoni. São incluídos nesta categoria homólogos às proteínas Rho GTPase 

(SmAST03), Poliubiquitina (SmAST10), Citocromo C oxidase subunidade III 

(SmAST22, SmAST23 e SmAST24) e antígenos candidatos a vacina Sm10 e Sm23 

(SmAST25 e SmAST34, respectivamente). Por outro lado, 5/12 (41,7%) foram 

homólogos a proteínas descritas de outros organismos, incluem-se: o produto da 
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expressão dos genes CG7808-PB, CG7808-PC de Drosophila melanogaster 

(SmAST35 e SmAST40, respectivamente), similar a proteína ribosomal L27A de S. 

japonicum (SmAST19), similar a proteína hipotética MGC 1040 de Homo sapiens 

(SmAST02) e componente E1 da  Desidrogenase de Caenorhabditis elegans 

(SmAST36). 

 Foram relacionados os valores de “E-value”, identidade, similaridade e 

“score” das ASTs citadas acima nas Tabelas 3 e 4, e o pareamento destas, com 

sequências homólogas do banco de dados, ilustradas nas Figuras 1 e 2. 

 

4.1.3. Descrição do clone SmAST03 

 
 Após a triagem de ASTs e análise dos resultados, o peptídeo codificado no 

clone SmAST03 foi escolhido para ser expressado em células dendríticas. Este 

possui um cDNA de 394 pb compreendidos em 117 pb codificadores para os 39 

aminoácios C-terminais da proteína Rho1 GTPase de Schistosoma mansoni 

(RHOct) e 275 pb formadores da região 3´ UTR e cauda poli-A do respectivo mRNA 

(Figura 3A). 

 A sequência de RHOct conserva dois motivos estruturais (Figura 3B) da 

proteína Rho1 GTPase de S. mansoni: o motivo SAK que participa da interação 

com a base guanosídica da GTP no sítio ativo e o motivo para prenilação, 

modificado neste organismo, CAAX (Sm: CDAX). 
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Tabela 3. Clones cujas ASTs apresentaram homologia significativa em nível protéico (BLASTX) com produtos gênicos de S. mansoni 

Clone* AST (pb)a Absb 
Homólogo putativo c 

(Schistosoma mansoni) E-value* Iden (%) Sim (%) Score 

SmAST22 668 0,342 Citocromo C oxidase subunidade III 6e-95 156/165 (94) 156/165 (94) 804 

SmAST34 839 0,359 Proteína de membrana integral de 23 kDa 
(Sm23) 1e-85 150/150 (100) 150/150 (100) 784 

SmAST10 528 0,299 Poliubiquitina 5e-80 150/150 (100) 150/150 (100) 750 

SmAST23 437 0,321 Citocromo C oxidase subunidade III 5e-77 140/145 (96) 140/145 (96) 723 

SmAST24 668 0,329 Citocromo C oxidase subunidade III 2e-60 117/131 (89) 119/131 (90) 229 

SmAST25 343 0,308 Antígeno estimulatório de Linfícitos T – 
Sm10 (provável cadeia leve de Dineína I) 6e-24 47/72 (65) 56/72 (77) 262 

SmAST03 375 0,322 Rho GTPase 3e-16 39/39 (100) 39/39 (100) 196 

*As ASTs que apresentaram homologia significativa com produtos gênicos de S. mansoni foram relacionados de acordo com o valor crescente do “E-value” que 
exprime o número de sequências do banco de dados que atingiria um determinado “ score” ao acaso (Brenner et al., 1998). 
a Comprimento da AST em pares de base.  
b“Abs” refere-se à absorbância (495 nm) da reatividade de cada clone no ELISA de captura. 
c A descrição do homólogo putativo, designado pelo programa BLASTX, é acompanhado dos valores de identidade (“Iden”), os quais referem-se ao número de 
resíduos de aminoácidos idênticos na comparação da AST com a sequência do banco de dados. Os valores de similaridade (“Sim”) referem-se ao número de 
resíduos de aminoácidos idênticos somados a de substituições conservadas. 
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Tabela 4. Clones cujas ASTs apresentaram homologia significativa em nível protéico (BLASTX) com produtos gênicos de outros organismos. 

Clone* AST (pb)a Absb 
Homólogo putativo c 

(organismo) 
E-value* Iden (%) Sim (%) Score 

SmAST19 290 0,341 Proteína ribossomal L17 (Schistosoma 
japonicum) 

4e-46 84/89 (94) 89/89 (100) 466 

SmAST02 410 0,348 Proteína Hipotética MGC 10540 (Homo 
sapiens) 

5e-29 53/114 (46) 76/114 (66) 283 

SmAST36 460 0,420 Componente E1 da Desidrogenase 
(Caenorhabditis elegans) 

2e-28 67/157 (42) 90/157 (57) 305 

SmAST40 262 0,372 Clone CG7808-PC (Drosophila 
melanogaster) 

4e-13 31/41 (75) 37/41 (90) 208 

SmAST35 164 0,320 Clone CG7808-PB (Drosophila 
melanogaster) 

1e-09 26/29 (89) 28/29 (96) 140 

*As ASTs que apresentaram homologia significativa com produtos gênicos de outros organismos foram relacionados de acordo com o valor crescente do “E-value” 
que exprime o número de sequências do banco de dados que atingiria um determinado “ score” ao acaso (Brenner et al., 1998). 
a Comprimento da AST em pares de base.  
b“Abs” refere-se à absorbância (495 nm) da reatividade de cada clone no ELISA de captura. 
c A descrição do homólogo putativo, designado pelo programa BLASTX, é acompanhado dos valores de identidade (“Iden”), os quais referem-se ao número de 
resíduos de aminoácidos idênticos na comparação da AST com a sequência do banco de dados. Os valores de similaridade (“Sim”) referem-se ao número de 
resíduos de aminoácidos idênticos somados a de substituições conservadas. 
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4.2 Construções gênicas 
 

4.2.1. Clonagem de RHOct no plasmídeo pcDNA3.1 

 
 Com o objetivo de expressar RHOct em células dendríticas, este foi clonado 

no plasmídeo pcDNA 3.1 de expressão em células eucariotas. Para isso, o inserto 

foi amplificado por PCR, a partir do clone SmAST03, utilizando os iniciadores 

RHOctF e RHOctR, gerando um fragmento de 147 pb que foi diretamente clonado no 

plasmídeo PCR2.1-Topo. Confirmando o sucesso da clonagem, ensaios de PCR 

foram realizados utilizando iniciadores específicos de RHOct e do plasmídeo, 

obtendo como resultado bandas correspondentes da amplificação com respectivos 

tamanhos teóricos esperados (Figura 4 [2-6]).  

Realizou-se a digestão enzimática do plasmídeo PCR2.1/RHOct com BamHI 

(Figura 4 [7]), o inserto foi purificado e utilizado para a clonagem no plasmídeo 

pcDNA3.1. Novamente, ensaios de PCR, com iniciadores específicos de RHOct e 

do plasmídeo, e a digestão do plasmídeo pcDNA3.1/RHOct com BamHI 

confirmaram a clonagem (Figura 5). O sequenciamento de RHOct clonado 

evidenciou a ocorrência de duas mutações (Figura 6A) que culminaram na 

substituição da alanina (RHOct: A8, SmRho: A162), parte integrante do motivo SAK, 

por uma valina (Figura 6B). salienta-se a manutenção do caráter apolar do 

aminoácido. 

 

4.2.2. Clonagem de Rho1 GTPase no plasmídeo DsRed2 

 

 A sequência completa da Rho1 GTPase foi clonado, em fusão ao gene da 

proteína RFP, no plasmídeo DsRed2 de expressão em células eucariotas. Para 

tanto, o inserto foi amplificado por PCR, a partir do plasmídeo pCRT7/CT-Topo, 

utilizando os iniciadores Rho1F e Rho1R e o fragmento (609 pb) clonado 

diretamente no plasmídeo PCR 2.1-Topo. Clones positivos para a presença do 

inserto foram selecionados e utilizados em ensaios de digestão enzimática com 

BamHI.  

 O inserto purificado foi utilizado para a clonagem no plasmídeo DsRed2. 

Ensaios de PCR, com iniciadores específicos de Rho1 GTPase, e a digestão do 

plasmídeo DsRed2/Rho1 com BamHI confirmaram a clonagem (Figura 7). Reações 

de seqüenciamento, com iniciadores específicos do plasmídeo (RFPR: 
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5’GTACTGGAACTGGGGGGACAG3’), confirmaram a conservação da sequência 

original de Rho1 GTPase. 

 Com o objetivo de acessar a funcionalidade da construção gênica realizada, 

células CHO foram transfectadas com DsRed2/Rho1. Uma densidade de 8 X104 

células foram transfectadas com 500 ng do plasmídeo DsRed2 ou DsRed2/Rho1 

usando 1:25 do reagente transfecção effectene (1 µg de DNA para cada 25 µl de 

effectene). Após 24 horas de cultivo, foi verificado a presença de fluorescência 

vermelha da proteína RFP em células CHO transfectadas com DsRed2/Rho1 

(Figura 8), confirmando a funcionalidade da proteína Rho1/RFP fusionada.  
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4.3. Cultivo de células dendríticas 
 

4.3.1. Extração e cultivo de medula óssea murina 

 

 Células tronco da medula óssea murina cultivados in vitro na presença de 

GM-CSF e IL-4 originam células dendríticas. Deste modo, em média, 3 x 107 

células foram extraídas da medula óssea de 1 camundongo C57BL/6 ou BALB/c e 

cultivadas por 8 dias na presença destas citocinas, ao final do cultivo, obtinham-se 

em média 3 x 106 células dendríticas.  

Do primeiro ao terceiro dia de cultivo observou-se células com morfologia 

esférico regular, muitas vezes, formando grumos que evidenciam a ocorrência de 

divisão celular. O quarto dia de cultivo era determinado pelo aparecimento de 

células de contorno irregular, granulosos e com projeções laterais, características 

típicas de células dendríticas, predominantes no oitavo dia de cultivo (Figura 9). Foi 

adicionado LPS no sexto dia de cultivo para induzir a maturação das células 

dendríticas. 

 

4.3.2. Determinação da viabilidade das células dendríticas 

 

 Realizou-se o ensaio de MTT e de fagocitose das esferas de latex 

abordando, respectivamente, a viabilidade metabólica e a funcionalidade das 

células dendríticas cultivadas. 

 Células dendríticas cultivadas na presença, ou não, de LPS foram incubadas 

durante 2 horas com solução de MTT. Observou-se, progressivamente, a formação 

de cristais de formazan, indicativo da viabilidade metabólica das células (Figura 10). 

Ao final do tempo de incubação, as células em conjunto com o formazan foram 

dissolvidas e a absorbância da solução resultante determinada (Figura 11). As 

células tratadas com LPS apresentaram uma absorbância maior em relação às não 

tratadas, mostrando a maior formação de cristais de formazan.  

 Incubaram-se, durante 3 horas, esferas de látex conjugadas a FITC com 

células dendríticas cultivadas sem LPS. Ao final do tempo de incubação, observou-

se, em microscopia de confocal, a presença de esferas na região citoplasmática 

das células mostrando sua capacidade fagocítica e viabilidade funcional (Figura 

12). A porcentagem de células fagocíticas foi determinada pela contagem em 
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microscópio ótico de fluorescência, determinou-se a presença de, em média, 

330/430 (76,74%) células fagocíticas (Figura 13). Diminui-se a taxa de fagocitose 

pela redução do metabolismo das células incubando-as a 0°C (83/547: 15,14%) ou 

inativando-as a 60°C (ausência de fagocitose). 
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4.4 Transfecção das células dendríticas e expressão de proteína heteróloga 

 

4.4.1. Transfecção das células dendríticas com o plasmídeo DsRred2 

 

 Para determinar a habilidade das células dendríticas de expressarem 

proteínas heterólogas, estas foram transfectadas com o plasmídeo DsRed2 

codificador da proteína RFP. Transfectou-se as células dendríticas com 500 ng do 

plasmídeo e 1:25 do reagente de transfecção effectene. Após 48 horas de cultivo, 

pela observação em microscopia de confocal, foi confirmado a expressão da 

proteína RFP pelas células dendríticas (Figura 14). A fluorescência emitida pela 

proteína RFP coincidiu com a região citoplasmática das células. 

 Porém, foi observado morte celular ocorrido nas culturas transfectadas com o 

reagente effectene. O ensario de MTT de células dendríticas cultivadas após a 

transfecção com 1:25 de effectene mostrou a queda da viabilidade celular, 

independente do plasmídeo ultilizado (DsRed2 ou pcDNA3.1/RHOct) (Figura 15). 

Variou-se, então, a relação do reagente de transfecção utilizado, de 1:25 a 1:10, e 

verificou-se a constância da viabilidade celular nas relações do reagente otimizados 

(1:12,5 e 1:10) (Figura 16). 

 

4.4.2. Expressão de Rho1 GTPase e RHOct em células dendríticas 

 

 Células dendríticas foram transfectadas com os plasmídeos DsRed2/Rho1 e 

pcDNA3.1/RHOct e a expressão das proteínas recombinantes verificadas por 

citometria de fluxo e imunofluorescência. 

 Para determinar a expressão da proteína fusionada Rho1/RFP, 4 X 105 

células dendríticas foram transfectadas com 0,4 a 1 µg de DsRed2/Rho1, após 48 

horas, determinou-se a expressão da proteína fusionada por citometria de fluxo. 

Desta forma, um fluxo contínuo e individual de células dendríticas foi passado no 

FACSVantage (Becton Dickinson) e o perfil da população determinado em gráficos 

de dispersão puntual analisando os parâmetros tamanho (FSC) e granulosidade 

(SSC) (Figura 17A). A região de células que expressam a proteína RFP foi 

determinado em gráficos de dispersão puntual analisando os parâmetros SSC e 

FL2 (542-585 nm) do controle negativo (células transfectadas com 500 ng de 

DsRed2) (Figura 17B). 
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 As regiões determinadas foram sobrepostas e avaliadas em histogramas 

analisando FL2 (Figura 17C, D). A intensidade da  fluorescência e grau de 

positividade foi determinado comparando a média geométrica (GM) dos grupos 

testes em relação ao controle negativo. O percentual de células que expressam a 

proteína fluorescente foi acessado pela intercessão dos histogramas (Figura 17E).  

 As células dendríticas expressam a proteína fusionada Rho1/RFP (Tabela 5), 

observamos a falta de uniformidade na intensidade de expressão da proteína 

fusionada em relação a quantidade de plasmídeo utilizado. Obteve-se maior 

intensidade de fluorescência (GM: 31,33) e maior quantidade de células dendríticas 

positivas (27,83%) no uso de 1 µg de DsRed2/Rho1 para transfecção (Figura 17F). 
 

Tabela 5. Intensidade de fluorescência e porcentagem de céluas 

dendríticas positivas para a expressão de Rho1/RFP 

Grupos DNA plasmidial (µg) GM* CD +(%)A 

 Ds2Red Ds2Red/Rho1   

Normal 

RFP 

1 

2 

3 

4 

 

0,5 

 

 

 

 

 

 

0,4 

0,6 

0,8 

1,0 

15,72 

18,23 

19,48 

18,59 

18,24 

31,33 

 

6,67 

10,26 

9,1 

7,92 

27,83 

( * ) Média Geométrica representando a intensidade de fluorescência dos grupos estudados. ( A ) 
Porcentagem de células dendríticas positivas para a fluorescência de RFP ou Rho1/RFP. 

 
 Com o intuito de verificar a apresentação das proteínas Rho1 GTPase e 

RHOct na superfície das células dendríticas transfectadas, respectivamente, com 

DsRed2/Rho1 e pcDNA3.1/RHOct, estas foram usadas em ensaios de 

imunoflorescência. Assim, 2 x 105 células dendríticas foram fixadas em lâminas de 

vidro e soro imune de coelho anti-Rho1 em conjunto com anticorpo de cabra anti-

IgG de coelho, marcado com FITC, utilizados para localizar as proteínas 

recombinantes. Evidenciou-se a localização das proteínas Rho1 GTPase e RHOct 

na superfície das células dendríticas (Figura 18). A expressão ocorre em locais 

pontuais e em diferentes intensidades na membrana das células, não foi observado 

fluorescência nos grupos Normal (ausência de transfecção) e RFP (transfecção 

com DsRed2). 
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 A complexa interação entre o S. mansoni e seu hospedeiro definitivo é 

refletido no acúmulo do conhecimento científico gerado em décadas de estudo. 

Apesar, pouco se tem avançado na busca de métodos efetivos de controle e 

prevenção que substituam, ou complementem, o tratamento quimioterápico e 

técnicas dispendiosas de profilaxia. Os esforços concentram-se na busca de uma 

vacina definitiva que ofereça perspectivas de evitar a transmissão e reduzir os 

esfeitos patológicos da doença (Katz, 1999). Entretanto, enquanto muitos antígenos 

candidatos foram descritos e testados em vários modelos animais, níveis sub-

ótimos de proteção selecionaram apenas alguns destes para prosseguir no 

desenvolvimento de vacinas (Katz, 1999; Bergquist & Colley, 1998). 

 No entanto, com os resultados insatisfatórios nos níveis de proteção gerados 

em modelos murinos com os seis principais candidatos a vacina anti-

esquistossomótica (Bergquist & Colley, 1998), tornou-se necessário buscar novos 

antígenos e estratégias de imunização que promovam uma resposta imune mais 

efetiva. Dentro deste contexto, foi proposto nesta dissertação o desenvolvimento de 

uma nova estratégia para induzir imunidade protetora contra a esquistossomose. 

Assim sendo, células dendríticas foram transfectadas com genes de antígenos do 

S. mansoni objetivando a sua utilização como vacina celular. 

 Para a realização dos nossos objetivos, o primeiro passo constituiu na 

utilização de anticorpos purificados de pacientes humanos esquistossomóticos na 

seleção de antígenos recombinantes do verme adulto do S. mansoni a partir de 

uma biblioteca de cDNA. Em nosso laboratório, esta técnica foi utilizada na 

identificação de potenciais candidatos a vacinação para a esquistossomose e 

paracoccidioidomicose (Makarova et al., 2003; Góes, 2002; Zouain et al., 1998). 

 Zouain e colaboradores (1998) realizaram a triagem de uma biblioteca de 

cDNA λZAP derivada de mRNA do verve adulto de S. mansoni. Antígenos 

recombinantes, expressos em bactérias E. coli transformados com fagos λ da 

biblioteca, foram adsorvidos em um disco de nitrocelulose diretamente da placa de 

cultura. Para a seleção, foi utilizado anticorpos humanos reativos a SWAP 

purificados por cromatografia de afinidade. Por esse processo, identificou-se 30 

clones, sendo que 28 clones (93,3%) foram putativamente homólogos a genes do 

S. mansoni. Dentre eles, cita-se a identificação de clones codificadores para 

antígenos candidatos potenciais a comporem vacinas anti-esquistossomótia, como 
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a Catepsina B (Sm31), Catepsina L e GST 26 kDa (Dalton et al., 1996; Wright et al., 

1991; Hoffmann and Strand, 1996). 

 Recentemente, Makarova e colaboradores (2003) realizaram a triagem de 

uma biblioteca de cDNA de verme adulto de S. mansoni por ELISA indireto. 

Objetivou-se a identificação de clones que expressam antígenos que compõem a 

fração PIII de SWAP. Para tal, foi utilizado na seleção anticorpos de coelho 

imunizados com esta fração. Por este processo foi identificado a proteína RP26 

putativamente homóloga a Sm22.3. A RP26 mostrou-se capaz de discernir 

pacientes esquistossomóticos na fase aguda da doença, podendo ser usado como 

importante componente no imunodiagnóstico diferenciador da fase aguda e crônica 

da infecção por S. mansoni (Makarova et al., 2003). 

 No presente trabalho, antígenos expressos por clones transformados com 

cDNA de verme adulto do S. mansoni foram selecionados por ELISA de captura. A 

fase sólida foi sensibilizada com anticorpos humanos reativos a SWAP purificados 

por cromatografia de afinidade. Este processo foi utilizado para a eliminação de 

anticorpos reativos aos componentes bacterianos e dos fagos presentes nas 

preparações, minimizando a reatividade cruzada durante o processo (Zouain et al., 

1998). Desta forma, ao adicionar os extratos dos clones, os antígenos 

recombinantes do Schistosoma foram capturados seletivamente por reação 

específica dos anticorpos. 

 A triagem de 200 colônias gerou 38 ASTs sendo que 12 (32%) 

apresentaram-se homólogas a sequências protéicas correspondentes a 10 genes 

distintos caracterizados e depositados no banco de dados do NCBI. As ASTs foram 

divididas em dois grupos: genes identificados ou não do S. mansoni. 

 Dentre as ASTs que apresentaram pareamento com genes do Schistosoma, 

estão incluídos os insertos dos clones SmAST34 e SmAST25 homólogos a proteína 

integral de membrana de 23 kDa (Sm23) e antígeno estimulatório de Linfóciotos T 

(Sm10: cadeia leve de Dineína I), respectivamente. O antígeno Sm23 é uma 

proteína integral de membrana expressa em todas as formas evolutivas do verme e 

em vários tecidos, incluindo o tegumento do verme adulto (Oligino et al., 1988; Harn 

et al., 1985). Em humanos e camundongos infectados apresenta-se altamente 

imunogênico e oferece proteção contra infecção desafio em camundongos 

imunizados (Koster et al., 1993; Jeffs et al., 1991; Da’dara et al., 2002). O Sm23 é 

um dos seis antígenos selecionados pela WHO para o desenvolvimento de vacina 
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anti-esquistossomótica (Bergquist & Colley et al., 1998). Originalmente, o antígeno 

Sm10 foi identificado como alvo do anticorpo monoclonal 709A2/2 produzido em 

camundongos imunizados com extrato do tegumento do verme adulto (Hoffmann & 

Strand, 1996). O Sm10 é expresso apenas na fase pulmonar e adulta do verme e 

está relacionado a cadeia leve de dineína, um componente de um complexo 

enzimático envolvido com vários aspectos da motilidade em microtúbulos 

(Hoffmann & Strand, 1996; Valee, 1993). A presença de clones homólogos a 

antígenos previamente descritos na literatura corroboram com a validação e 

eficácia do método de seleção utilizado. 

 Dentro do mesmo grupo, selecionou-se o clone SmAST03 que possui um 

incerto de 394 pb codificador para 39 aminoácidos com 100% de identidade à 

porção C-terminal da proteína Rho1 GTPase do S. mansoni. As Rho GTPases são 

integrantes da superfamília Ras de GTPases de baixo peso molecular ligados a 

membrana através de isoprenóides. Como outros membros da família, ciclam entre 

dois estados conformacionais caracterizados pela ligação e hidrólise de GTP 

(Etienne-Manneville & Hall, 2002). Na sua forma ativa (ligada a GTP), associam-se 

a proteínas alvos desencadeando cascatas de sinalização que interferem em 

muitos processos celulares: dinâmica do citoesqueleto, regulação transcricional, 

progressão do ciclo celular e tráfico de membranas, perante a hidrólise de GTP 

retornam ao estado inativo (ligado a GDP) (Kjoller & Hall, 1999). 

 Na esquistossomose, evidências indicam o envolvimento de proteínas de 

baixo peso molecular que se ligam a GTP nos processos de maturação e deposição 

de ovos pelas fêmeas de S. mansoni (Vandewaa et al., 1989; Chen et al, 1993; 

Schussler et al, 1997). A atividade das enzimas pertencente a essa família está 

diretamente relacionada a sua localização na região interna da membrana 

citoplasmática (Kjoller & Hall, 1999). A adição de um isoprenóide, como modificação 

pós-transducional, possui função de ancorá-las a membrana das células, o 

deslocamento destas implica na perda da reatividade (Kjoller & Hall, 1999). Foi 

observado que a inibição da produção dos isoprenóides, através do bloqueio da via 

metabólica do mevalonato, provoca a redução in vitro e in vivo da produção de ovos 

pelas fêmeas do Schistosoma e consequentemente no bloqueio dos efeitos 

patológicos da doença em camundongos infectados (Loeffler & Bennett, 1996; 

Chen et al., 1993). Chegou-se aos mesmos resultados pela utilização do inibidor 

BZA-5B da enzima preniltransferase responsável pela prenilação das proteínas 
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(Loeffler & Bennett, 1996). Estes fatos direcionaram nosso interesse na busca de 

uma melhor compreensão do envolvimento da Rho GTPase nos processos 

imunológicos desencadeados na esquistossomose.  

 A Rho1 GTPase (SMRHO) foi identificada primeiramente por Santos e 

colaboradores (1999) em um esforço de caracterizar o perfil de expressão gênica 

de cercarias utilizando-se da triagem aleatória de uma biblioteca de cDNA. Foi 

selecionado um clone altamente homólogo a genes de Rho GTPase de diversos 

organismos eucariotos (Santos et al., 1999). A sequência genômica e o cDNA 

completo deste gene foi clonado e sequenciado (Santos et al., 2002). A análise 

comparativa da SMRHO demonstrou a conservação dos principais motivos 

estruturais, com exceção da substituição do motivo de prenilação CAAX que possui 

o primeiro resíduo alifático substituído por um aminoácido polar (SMRHO: CDAX) 

(Santos et al., 2002). 

 Recentemente, Vermeire e colaboradores (2003) determinaram, por ensaios 

de Western Blot, a expressão elevada de Rho1 GTPase em parasitas adultos do S. 

mansoni, e, em maior abundância, nas fêmeas. Através de imunolocalização, 

determinou-se a expressão de Rho1 nos tecidos vitelínicos de vermes adultos 

fêmeas, corroborando a hipótese de sua participação em processos de maturação e 

deposição de ovos. 

 O nosso trabalho apresenta a primeira evidência da importância da Rho1 

GTPase nos processos de imunidade contra a esquistossomose. A seleção do 

clone SmAST03, homólogo a esta proteína, através da reatividade com anticorpos 

humanos de pacientes com esquistossomose sugere o potencial antigênico desta 

proteína Além disto, camundongos imunizados com proteínas recombinantes de 

Rho1 GTPase fusionados a MBP apresentaram 40% de resistências a infecção 

desafio com o parasita além da redução dos efeitos patológicos da doença (dados 

não mostrados) 

 A sequência codificadora do clone SmAST03 foi clonado no plasmídeo de 

expressão em células eucariotas. Reações de PCR e a digestão enzimática do 

plasmídeo confirmaram a clonagem, foi observada, por seqüenciamento, a 

ocorrência de duas mutações Em um dos casos, a mutação derivou a substituição 

do aminoácido Alanina (Rhoct: A8; SMRHO: A162) por uma Valina. A manutenção do 

caráter apolar do aminoácido substituído sugere a conservação da estrutura 
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terciária do peptídeo e inalteração dos epitopos do mesmo (Branden & Tooze, 

1999). 

 A sequência nucleotídica completa a Rho1 GTPase foi clonada em fusão 

com a proteína fluorescente RFP e observou-se, por sequenciamento, a 

conservação da sequência do inserto. A funcionalidade da construção gênica foi 

demonstrada pela expressão da proteína fusionada em células CHO. Após 48 

horas de cultivo, células CHO transfectadas com o plasmídeo DsRed2/Rho1 

apresentaram fluorescência vermelha indicativo da expressão e conservação da 

funcionalidade da proteína RFP. 

 Estratégias alternativas de vacinação estão sendo desenvolvidas em vista 

das dificuldades encontradas na produção de vacinas protéicas (Fynan et al., 

1993). Dentro deste contexto, vacinas de DNA vêm sendo utilizadas na tentativa de 

conferir proteção contra a infecção por S. mansoni. A sequência gênica da calpaina 

(p80) de S. mansoni, inserido em vetor de expressão em células eucariotas 

WRG7077, foi utilizado para a imunização de camundongos (Hota-Mitchell et al, 

1999). Clonou-se três formas do cDNA da proteína: (1) com a região 5’UTR (WRG-

full p80), (2) mutação para estabilização da proteína e sem a região 5’UTR (WRG-

mut p80), (3) mutação para estabilização da proteína e com a região 5’UTR (WRG-

mut p80). Em ensaios de infecção desafio com cercárias, o plasmídeo WRG-mut 

p80, inoculado por via intradérmica, conferiu 60% de proteção aos camundongos 

imunizados. A aquisição de proteção foi relacionada ao perfil de resposta Th2 e o 

estado de não-proteção à Th1/th0 (Hota-mitchell et al, 1999). 

 Por outro lado, Dupré e colaboradores (2001) descreveram a indução de 

proteção e redução dos efeitos patológicos contra a infecção do Schistosoma por 

vacinação simultânea com plasmídeo clonado com Sm28GST e IL-18, inoculados 

por via intramuscular. Foi observado que a imunização de camundongos com 

Sm28GST em conjunto com IL-18 levou ao aumento significativo da secreção de 

INFγ por células antígenos-específicos, estando o perfil Th1 relacionado ao estado 

de proteção. Por este processo, obteve-se 29,6% de proteção e 22,6% de redução 

na deposição de ovos (Dupré et al., 2001). 

 Evidências experimentais sugerem uma relação direta entre a aquisição de 

imunidade por vacinas de DNA e células dendríticas derivadas da medula óssea. 

Corr e colaboradores (1996) geraram camundongos de medula óssea quimérica   

H-2bxd, no qual, o recipiente foi reconstituído com medula óssea de doadores com o 
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MHC do haplotipo H-2b ou H-2d. Seguido da injeção intramuscular com DNA 

plasmidial clonado com sequência gênica da nucleoproteína do vírus da Influenza, 

com ambos epitopos H-2b e H-2d restritos, foi mostrado que a resposta CTL gerada 

era restrita ao MHC do haplotipo das células da medula doadora, e não do segundo 

haplotipo expresso pelos miócitos do camundongo recipiente. Em adição, Iwasaki e 

colaboradores (1997), usando camundongos chimeras semelhantes, determinaram 

que a resposta CTL resultante da injeção intradérmica de DNA plasmidial foi 

mediada pelas células da medula óssea transplantada. Assim, ambos, 

demonstrando que a restrição ao haplotipo do MHC é determinada pelas células 

apresentadoras de antígenos derivadas da medula óssea. Duas formas de ativação 

são sugeridas para a ativação de células dendríticas via vacinação por DNA: (1) 

células dendríticas são diretamente transfectadas, expressam e apresentam os 

antígenos de interesse; (2) antígeno secretado ou células apoptóticas que 

expressaram o antígeno são macropinocitadas ou fagocitadas pelas células 

dendríticas que apresentam o antígeno de interesse (Coombes et al., 2001). 

 Visto a importância crítica das células dendríticas na indução de imunidade 

através de imunização genética, decidimos utilizar células dendríticas, cultivadas in 

vitro, e transfectadas com a sequência do antígeno Rho1 GTPase como um 

adjuvante celular para a aquisição de imunidade contra a esquistossomose. 

 Células dendríticas viáveis foram obtidas através do cultivo de células da 

medula óssea murina em meio de cultura acrescido de GM-CSF e IL-4 (Son et al., 

2002, Fields et al., 1998). Son e colaboradores (2002), descreveram a obtenção de 

aproximadamente 3 x 107 células/camundongo com 89% de pureza em 9 dias de 

cultivo, comparativamente melhor ao método convencional, onde obtem-se 3 x 106 

células/camundongo com 82% de pureza (Son et al., 2002; Inaba et al., 1992). Foi 

mostrado também que as células dendríticas cultivadas por este método 

apresentaram maiores níveis de expressão de CD86, MHC de classe II e CD40, 

estimulavam melhor a proliferação de células T allogênicas além de terem melhor 

capacidade de processamento e apresentação de antígeno (Son et a., 2002). As 

células dendríticas obtidas em nosso trabalho apresentaram morfologia estrelada 

típica, correspondente a projeções do corpo celular em várias direções, visualmente 

o citoplasma continha poucos grânulos eletrodensos e muitas vesículas claras. As 

observações morfológicas detectadas estão de acordo com as descrições da 

literatura científica (Inaba et al., 1992). 
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 A maturação final das células dendríticas in vivo ocorre após a sua exposição 

a estímulos inflamatórios ou no reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos tais como LPS, dupla fita de RNA ou motivos de DNA CpG 

(Banchereau et al., 2000). Após a ativação, células dendríticas são caracterizadas 

pela expressão do MHC classe II, moléculas co-estimulatórias, secreção de 

citocinas e migração (Banchereau et al., 2000; kaisho et al., 2001). Um processo 

similar de maturação e ativação pode ser induzido in vitro pela adição de LPS 

(Jorgensen et al., 2002; Kaisho et al., 2001). Desta forma, o efeito estimulatório do 

LPS foi determinado sobre as células dendríticas geradas. A taxa metabólica das 

células dendríticas estimuladas com LPS mostrou-se 78% superior às células sem 

o estímulo. O aumento do metabolismo é característico de células dendríticas que 

entraram no estado de ativação, mostrando que a forma de cultivo gera células 

imaturas (Rescigno et al., 1999). 

 As células dendríticas geradas in vitro conservam a atividade intrínsica de 

fagocitose característico a esta classe de células apresentadoras de antígeno 

(Inaba et al 1993; Matsumo et al., 1996). Inaba e colaboradores (1993) 

demonstraram que células dendríticas, no estágio primário de seu desenvolvimento 

correspondente às células imaturas, podem internalizar esferas de látex e partículas 

bacteriana, processo que desencadeia a maturação e aquisição de capacidade 

estimulatória de linfócitos T. Em nosso trabalho, cerca de 77% das células 

apresentaram fagocitose quando cultivadas na presença de partículas de látex. As 

células fagocíticas apresentaram morfologia típica de células dendríticas, sendo a 

fração de células não fagocíticas provável contaminante da cultura, células mortas 

ou em diferenciação (Son et al., 2002; Matsumo et al., 1996; Inaba et al., 1992). 

 As células dendríticas geradas in vitro e transfectadas por um método físico 

expressaram com sucesso o antígeno Rho GTPase do S. mansoni. A eficiência de 

transfecção depende do método utilizado e do tipo celular alvo. Até o momento, o 

vetor de adenovírus tem sido preferencialmente escolhido para alcançar a mairo 

taxa de transfecção em células dendríticas (Jenne et al., 2001). Vetores de 

adenovírus podem realizar transfecções com eficiência superior a 90%, enquanto 

que métodos físicos não excedem a 30% (Jenne et al., 2001; Zhong et al., 1999). 

Porém, células transfectadas com adenovírus expressam, em conjunto com a 

proteína recombinante de interesse, antígenos virais altamente imunogênicos que 

levam a perda coordenada da expressão do transgene e o desenvolvimento de 
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resposta inflamatória que reduzem os efeitos de imunizações subseqüentes (Yang 

et al., 1995; Irvine et al., 2000). Além disto, evidências sugerem que a alta relação 

de partículas virais por célula, utilizadas para a transfecção eficiente com o 

adenovírus, podem resultar na supressão da capacidade estimulatória das células 

dendríticas (Irvine et al., 2000). 

 O uso do reagente Effectene, após a otimização do processo de transfecção, 

gerou em média 27% de células dendríticas expressando Rho1/RFP em níveis 

detectáveis. Porém, o nível de células apresentando o antígeno pode ser maior, 

parcialmente por que células dendríticas que expressam genes de antígenos em 

níveis não detectáveis podem estimular respostas de linfócitos T antígenos-

específicos e antígenos expressos endogenamente por células dendríticas podem 

ser transferidos para outras (Phillip et al., 1998; Knight et al., 1998). A confirmação 

da apresentação do antígeno específico Rho1 GTPase e RHOct na superfície das 

células dendríticas transfectadas foi acessada por ensaios de imunofluorescência. 

 Irvine e colaboradores (2000) descrevem a indução de resposta antígeno-

específico em camundongos imunizados com células dendríticas transfectadas com 

CL22 associado a plamídeos com genes de antígenos virais ou tumorais. 

Observou-se que apenas 3,000 células dendríticas, expressando a NP 

(nucleoproteína) do vírus da Influenza A, foram necessárias para desenvolver uma 

resposta primária de células T citotóxicas antígenos-específicos em camundongos 

imunizados (Irvine et al., 2000). Nosso modelo, permite a obtenção de 105 a 106 

células dendríticas transfectadas (processo de transfecção não otimizado e 

otimizado, respectivamente) gerando grandes perspectivas na indução de forte 

resposta imune protetora em processos de imunização. 

 

 

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. Conclusões 



 
 

78 

6.1. A técnica de ELISA de captura mostrou-se eficaz na seleção de 

antígenos de verme adulto do Schistosoma mansoni a partir de uma 

biblioteca de cDNA. 

 

6.2. O cultivo de células da medula óssea murina, na presença das 

citocinas GM-CSF e IL-4, gera células dendríticas imaturas viáveis que 

conservam suas características funcionais. 
 
6.3. Células dendríticas cultivadas da medula óssea murina são 

transfectáveis e capazes de expressar genes heterólogos. 
 
6.4. Células dendríticas cultivadas da medula óssea murina expressam 

Rho1 GTPase e RHOct do S. mansoni e estes são apresentados na 

membrana das células. 

 

 

 

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7. Perspectivas 
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7.1. Realizar ensaios de imunização de camundongos com células 

dendríticas que expressam o antígeno Rho1 e determinar eficiência de 

proteção frente a infecção desafio com o S. mansoni. 

 

7.2. Identificar os epitopos antigênicos da Rho1 GTPase e fazer a 

expressão do peptídeo de interesse em células dendríticas. 
 

7.3. Realizar vacinação multi-peptídica utilizando como adjuvante as 

células dendríticas. 
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SmAST02 410 pb 5´ 

CGATTCTTGGCCTTAATGTCCTTGACGCCGGGCAATGATGTTATTTGGCCATGGCAATACAATTTTCCGCCTTT
TTTCACTTCTTCAACCAAATGCTGAGACTCGTCGCAAACAAATAAATGCCTGGTGTCAGTTAGTCCTTAATTAT
TTTCAAAGTAAAAAGCAGTTTACACTGAGTGTTGCAAGTATTCGTGATCCCTCCTGTCCTCTTTTTAATAACAA
AAGTATCCAACGCTCAGCCAGCCCAGAATTAGTTGACCTCATTTTGACTGAACTGCATAAGCGTGGAAATCTTG
AGTGGCTTGACAGGTCTCATACCAATGCCAGGATTATATGGCGGACTCCTGAAGAATGGGCTGATCTTATCGCG
AGATGGGCCCGATCCACTGGCCACAGCAATTCAGTTTGTA 
 
SmAST02 344 pb 3´complementar 

AATCTCAAGCTGGTGGGTTTATTTTCACTTCCGCCTATAACAAAACTAAAAATTGTTCTTTGATTATCCTAACT
GACCGTCGTACATAACGATAGTGTGCAACTTTATATCAATCCGATTTCCAAGTGTTTTTTGCTGCACAAGGTTT
CAATAATAATCCAGTACGCAGTCTAACGTGAATTATGAATAATCCTGCTGACCCTGTAGACTTTTATTTTAGCT
TTCTTTGTTACCTAGTAGTCCTTTTTTAAATACGGTTTTTATTGAGTTAAACCTGTATGTAAATATATGTAATA
GAAATGGGAAATTTAATTTCACCAATCTAATAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST03 394 pb 

CTTATGCCTTCTTTGAGTGTTCAGCTAAGACCAAGGAAGGAGTCAGCGATGTTTTCGTAGCAGCTACTCGAGCC
GCCTTGAATTCAGCGAAGAAGAAGAGGAGGAGGTGTGATTTAATTTGATCTCCACTGTTCTCTAAATTGTCTAG
ATTTGATTTTCCGGTCTCCGAAACATACATTCCCCTCCTAATTCTTCCTCAGGACCTTAAATTGCTACTTCTAT
CGGCTGCGTGTTTCTTTAACAATCATATTTTTTGTTTGCCAACAAGACAATCCATTCCGCGGAAATATTTGCCA
TTTATTTTTGCCTTGGTACTAAAATAGGGCATGCCTCATGTAACTTATATTTATTGAGAATAAATTACTATAAT
CAGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST04 378 pb 5´ 

GTGTTTTTACATACTCATGTATTTCCAGAATAGACAAATCAGTCAACCTTTAACACAACTCTTTAACCCACGCT
GCTATTCATCTGGAATACATGTACTTCGCTCCTTCCTTTGATTTCTTTACTATCTAAATGAATATATATGTACT
TATTTCAGCGCACATCTTAATTTATACTGTTGTAAATAAAATGTTTTGCATTGTTTTTTTCGTTCTTTCAATGT
TCAGTCATTAATTTTATTACTATCATTATTTAATTTTCCCTTCTTTGTAGTATTCTTCACCAATGTTCCAATAA
TATTCTGTAGTATATCCCTTGCGATTTGGTATCAAAAATGATTATTTTTTCAATAgAAAGCAATGTTTTTTTCT
TGCTCCGT 
 
SmAST04 316 pb 3´complementar 

CTTATTCTTTATTATTCACCCCCTCCCCCACCTATAATCCCTGCCTAACTGTGATCTCTGTGAAAAAATAATTA
CCATATTTATAGTACCGTATTACCCTATTTTGTTCTTAACAGCTTACTACTTCTCTTCATCCTTCCTGTTTTTC
TAATCCTTCACTCCATGTATTTGTTTTCTATGGAGTGTTATGGATCTGGTCATATTCATGATGCAATTAAGAAT
TGTGCATCATTATTATTATTACTATTAGTAAGATTGTAATGCTAATGATCAATATATAATAATTTTGTTTACAG
TAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST06 341 pb 

ATAGTTTCCTCCATGGGAAGTTTAAAGGAAATATCATTTCTCAATGTATTTGTTTAGAAAATAACAAACAAACA
CTTTCCTTTTTATACTAATATATGAATGAATACAATATTTACAGAAGAAAAGATTACAGAAAGACAGAGATAGA
TATATCCCCCCCCCTGTAACTGATAAACAAATTATTTAATCTTTTTTTCTTTTACAAAATTGTTTTCTCCCGGT
TTCTTTGTTGTTGTTGTTGTTGTATGAATTGTACGTTTAAAGTACAACTTACTCATTATTGAATAATAAAACAA
AGTTTAAGAAGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmASt08 360 pb 

TAAGATTGAGACAATTGATTGTTATTTTGCAAATGTATTGTCTAATGGATGGTTATCAGAATTGAGTGAGATAG
TCTGTAATTTGTTCTTAAATACATTCAATTGTCTCCATTCGTTTTTCATTCACTACAAGAGTATAGTTGAAACT
CAAGTAATGTGAATTTACATCTGATTGATGAGTTAATAATAATTTTATGTTATATTCTTTGTTATTATTCATTT
CTCTGTGATAAATGATTAAGATAATTTTTGAATATGTACTTTCCCTCGTTCTGTTCCCTTGACAACAATTTCAA
ATAAAAAAAACCCTTTTTTTTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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SmAST09 700 

GGAAAATTTATAGGTTTTGATAATAAATTTTTCTTGTAAGGGGGTACCCTTACAGAATTTTCAAATTTTCCTTT
TATTGTCTAAAATTAGGTATCAATTGAGGTAATTTTACTTGAGAAATTTTTTGATAATTAGGTGTTCAACTGTG
GTTGATTTTTTGGATGATAGATTTATTAAAAATATTAAAAGGTATAGTCAATTGTGGTAGAAAGGTAATAGGAT
TTATAGGGTTACCTTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTAT
AGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTT
TCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTAT
AGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCC
TTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTATCTTTTAG
TATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTA
TAGTACGGTAGGTGGGTAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST10 545 pb 

CTTGGTGTTGCGTCTTCGTGGTGGTATGCAGATTTTTGTGAAGACATTGACTGGTAAAACGATCACTTTGGAAG
TTGAGCCGAGTGACACCATTGAGAATGTGAAGGCCAAGATCCAAGATAAAGAAGGGATTCCACCTGATCAACAA
CGTCTGATCTTTGCTGGTAAGCAGCTAGAAGATGGTCGCACATTGTCTGATTACAATATCCAGAAAGAGTCCAC
TCTTCACTTGGTGTTGCGTCTTCGTGGTGGTATGCAGATTTTTGTGAAGACATTGACTGGTAAAACGATCACTT
TGGAAGTTGAGCCGAGTGACACCATTGAGAATGTGAAGGCCAAGATCCAAGATAAAGAAGGGATTCCACCTGAT
CAACAACGTCTGATCTTTGCTGGTAAGCAGCTAGAAGATGGTCGCACATTGTCTGATTACAATATTCAGAAAGA
GTCCACTCTACACTTGGTGTTGCGTCTTCGTGGAGGTTAACTTTAATTTTGTTCATTTAACTTAATAAACGTTT
AATTTAACTTAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST11 519 pb 

GTATTCACTTAAACATGCATGTGATGTTCTAGCACCATCTAACAAGAGAAGCAAATCGAAAGTAAAGTCAACTA
GTGATGTTTCCACTATTGATTTCGCCACGAGTAGTAGCAATACTAGTACTGCTACTGGTAGTGATGCTAATATT
GTCCAATTATTATGTACAAAAACCACAACAAAACCACCTGAAGAGGTCAAAGTGAAAAATGTATTAAAGAGAGA
TATAATAATCAATGAATAATTATATTCCTATTTACCCCATTCTTTATTTCCTTATTTTTCCTTTCAATGTTATG
GTAACTGTATTGCTTACTGCAACATTATTCATCTTTATTTATTACCCATATATTTACTTCATATTTCAGCTGAA
TAGATGTTTTTTGTAACAAAGTTTTCAGAATTACATAATACGTGTGCTGAAAATGAGTATTTTGTCCCTTTTAT
GCGAATTGTTTAATATTATAGTTTAACATCGAATAAATGATGGTTAAATGATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
A 
 
SmAST12 544 pb 

GTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTATATTTACACATTTACTTTATTTATTGTTTGCTCAAAATTAAATTACTGTGA
AACGAGTTAATGAGTGTATAAACTCACAAATGTCTTCTTATGTTTTTGGTTTTTCAGCTTTCTTAGGAAGAAGT
ACAGCTTGAATATTTGGCAAAACTCCACCTTGTGCTATTGTAACTCCACCCAATAATTTGTTTAATTCTTCATC
ATTTCTTATAGCTAATTGTAGATGACGAGGAATAATACGTGTCTTCTTATTGTCTCTTGCTGCATTGCCAGCTA
ATTCCAACACTTCAGCAGCTAGATATTCTAGAACGGCTGCTAAATAAACTGGAGCACCAGCTCCAACACGTTCA
GCATAATTGCCCTTTCTCAGGAGTCTATGAACACGACCAACAGGGAATTGTAATCCAGCACGAGCAGATCGACT
TTTTGCCCTAGCGCGTGTCTTACCACCTTTTCCTCGTCCGCTCATGATACCGCGTTAAGTATATTTATTTAGTT
AATCTCTAGTAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST13 518 pb 

GTTATGTGTCATGAGAGATGTCACGTAAATCAAACGATAGAACCTCCTATCCCTCAAAATTATCTACTGCCTTC
CATCTGGTACCGCATTATTGTTGGAGTGCTTGAGTTATTCTGAAGATGAACTTTAACCATGTGTTCTTGTTTCT
CTCGTGCAACCTCAACTGCCTTTCCCTGATCTCTAAGCGTTTGCCAAACACATTGTTTCTTGTGTTTCAAAATT
TTGTCATAGTTGTACTCGTATACCTAATACGCGCCATAAGTTGCATGTAATGGGGATTGTCAGATCAATGCTCA
ACTAATTGAACAAAAAACATTTAAAGCTCATTTTCTTTGTTCCTGAAAGGTTCAATATATTGTACTTCAATTTT
CGGTATCTCTTCCCAAAAATTCTCTGTGATGAACGTTTTCAAAGGCCTGTTACCATTTTTAAAAGTTTCATCCC
TTTAAAATTGAGTAAACTCGGCAAATAAATGTGATCGTTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST14 352 pb 

GTCTATAAAAAGTTTAACTTTTTTGTTCTTGTATAAGTTATTTCACAGTCATCTTTCATAATTATTTATCATCG
ACGCCTGCTTATTCATGTTGGTATGTTTTGCTTTCACATTTGTTGGTTACGTAATAGTGACAATAATGAACAGT
AAAGAAAAAAAGGAAAATGTTTATACTGGTATTCTTGTAAATTCATTATACCAGGAAAATTCCTCATTTTGTAA
TTGAACTTTGTATTGAGAAACTATTTCTTATGCCCTTTTATAAATCTGTATAAAAATTTACGTGTTAATTTTGG
GTTATAATTTATATACATATAAATATATATGATATCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 



 
 

103 

SmAST15 202 pb 

CGCCATCAGGGATCTGTTGTAAAACTGATTATCGTAATTGGTCTCTAACAGTATATGGTGTAAGCCCTATGACT
GGATGCAGGTAAAGTAATGCTTGTTTCCACGATGCTCGCTTTACCCATATCTGCTAGAGTATGACACATCTAAG
TTTGTAGTTTATTCTAAAGCAAATATAACATGTAAACAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST16 579 pb 

TCATGATTCATTGAGGTATTATAGGTTATTCTATTTCCCGAAAGGTTCTCGATTTTATATAGTTCATTCTGTTA
ATTATAGTTAGTTGGTGAGGTTGGATAAGTTACTAAGTAAGTATAATTAGAGAAACTATGTAGGTAGTGATAAA
TTATTCGTGTGATCTGATATCTGGTTAGTGACTTTATTTATCGAACTTAGGGAATAGCTGAGTGTGTTGGTTAT
TTAGGACAGAGATATTGTAATTATTATGTGATAGGGTCTGAGATTAAGATTGTCTTAGGTTAGTAAAGTTATTT
ACATAGCTTAGAAGATTGATTAATAAAAATCTTGTTGGTTAAGAGAGGTCATTTAGTAAAATTAGATATATAAT
GATGGTGGAATAAGTAGGTTAGATTATTGATTGTTTCTTTTTTCAGTATTGCACTCAACTGTTTATTAAAAACA
TTGCTATTAGTTAATTGTTTAATAGTAAGGCCTGCTCAGTGAAGAAGTTTGTTTAAATAGCCGCGATTATTGAT
CGTGCTAAGGTAGCATAATATATAGTCTTTTAATTGTAGACTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST17 223 pb 

GAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAACCATCTAAACTTTATACACCTAGTAAATTATAACACTCCCACTACTCACT
TCTATATACTAAGTACTATCACTACCAACATTAAAATTCTCAAAACCAATACTACTAAACCCATGTATCAACCC
AACACTAATCTCCTTAACAATCGATCAAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
A 
 
SmAST18 348 pb 

AGTCGTTCTTCAAGAACTGAAATTGGTAACAGGATTTCCAGTCTAGAAGAACAATATCAAAACTCATTGGAACT
TACTCAAGATATGACAAGATATGCTAGACTTTTAGCTGAAGAAGTTCAACGTGGGGCTGTTAATGCTGAATTAC
TTGAAAATTCATCAAATAAATTAATATCTAATTATTCTGAACTGAAAGAAATGGCTGGACATATGAATCAGTCA
AAACATTTAACATCTTTGGCTCGTCGGCGTCGTTTTGCAGAAAGAGTGCTTTTCTTTCTAGCATTTTCATTTTT
CTTTTTAAGTTGTGGAACTATATTTTTACATAGGATACCTATGGGATATTCG 
 
SmAST19 310 pb 

CCATTATCATCTTAAAAGAAACCCCTACTACTGTCCAACAATTAACTTGGATAAAATATGGTCCTTAGTGTCGC
AAGCAACGTACGAAAAGTATAGAGACTCCACTGATGGTAAAGCTCCAGTCATAGATTGTTTGCGCAAGGGTTAC
TTTAAAGTCCTAGGCAAGGGATATCTTCCAAAGGTACCAGTTATTGTCAAAGCTCGGTTCTTCTCTCGGAAAGC
AGAAGAAAAAATCAAAGCAGTTGGGGGAGCTTGTATATTATCTGCATAAATATAATTTAGCCCTGGGTAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST20 257 pb 

AGGACAGGGAGAGGTCCTATTGATCTGTTTATTACTACCTCGATGTTGGCTTGTTGAACCTTTTCGGTGTAGAG
GCTGGAAAAGGAAGTCTGTTCGACTTTTAAATCTTCATGAGTTGAGTTAAGACCGGTGTAAGCCAGGTTGGTTC
TTATCTATAATTGGTTCTAATTAGTACGAAAGGATTATTAGAATACAGTGTTTCTGTACGCATAGGAATAGGAA
GTATACACGGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST21 160 pb 

TATTTTTTATAACTTCCATGATTTCAATTTTGATAATTTTTTATTTAGTGGACATATAGATTGAAAAAATATTT
TGCTATTCATGATTACTTCTTTCTTTTTTTGTAATATTTAAAGAAAAAGAATAGAAAAGCTAAAGAAGAAAAAA
AAAAAAAAAAAA 
 
SmAST22 688 pb 

TTTCTTTAGTAAATTTAGTATTATTTTTTGCGGTGCTTCCTTGCATATTTTTTTATCATCCGTTTATTATGTAC
AGTTGTTTTGTGTGTATGAGTTTACTTGTTTCGCAAGTATGTAGTTTGAGATATATTTATGTTACGGATTAGTT
GTAAGATGGCGTTTTGGTTGTTTTTAGCTAGGGAGTTAATTGTTTTTCTTACTATAATTTTTTGTTGTTTTTGG
TATATTAAGGGTTCTAGCGTTGCAATTTCTTATCCATTAGGTATTCCTATTCTAGAAACCTACTTGTTGATAAT
GTCTTCTTTTTTTATTTCTGCTTTTCATAGAAATTTGGCTAGTGTAAAAGGTCGTATCTTTGTTTATTTATCAC
TTGTTTGTTCCTTATTATTTATTTTTTTTGCTGTGGATGAATTTTTGAATAGTGTAGTTAATTCTTTGTGTGAT
CCATATTATGCGAGTTGTTTTATGTTGGTTGGATTACATCTCAGGCATGTTATTTTAGGTAGGTTTGGTTTATA
TGAGTTATCAGGTTTTCAGTTGTCTAGATTTATTCGTTGGAAGAATAAAATGTTAATAGTGTATTGACATTTTG
TTGATTATATATGACTCTTGGTTTATTTAGTAGTATATATAGTTCATTTATAGTTTAATATGATTTAATTTGGT
TTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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SmAST23 437 pb 

GTATTATTTTTTGCGGTGCTTCCTTGCATATTTTTTTATCATCCGTTTATTATGACAGTTGTTTTGTGTGTATG
AGTTTACTTGTTTCGCAAGTATGTAGTTTGAGATATATTTATGTTACGGATTAGTTGTAAGATGGCGTTTTGGT
TGTTTTTAGCTAGGGAGTTAATTGTTTTTCTTACTATAATTTTTTGTTGTTTTTGGTATATTAAGGGTTCTAGC
GTTGCAATTTCTTATCCATTAGGTATTCCTATTCTAGAAACCTACTTGTTGATAATGTCTTCTTTTTTTATTTC
TGCTTTTCATAGAAATTTGGCTAGTGTAAAAGGTCGTATCTTTGTTTATTTATCACTTGTTTGTTCCTTATTAT
TTATTTTTTTTGCTGTGGATGAATTTTTGAATAGTGTAGTTAATTCTTTGTGTGATCCATATTATGC 
 
SmAST24 692 pb 

CTTTTCTTTAGTAAATTTAGTATTATTTTTTGCGGTGCTTCCTTGCATATTTTTTTATCATCCGTTTATTATGA
CAGTTGTTTTGTGTGTATGAGTTTACTTGTTTCGCAAGTATGTAGTTTGAGATATATTTATGTTACGGATTAGT
TGTAAGATGGCGTTTTGGTTGTTTTTAGCTAGGGAGTTAATTGTTTTTCTTACTATAATTTTTTGTTGTTTTTG
GTATATTAAGGGTTCTAGCGTTGCAATTTCTTATCCATTAGGTATTCCTATTCTAGAAACCTACTTGTTGATAA
TGTCTTCTTTTTTTATTTCTGCTTTTCATAGAAATTTGGCTAGTGTAAAAGGTCGATCTTTGTTTATTTATCAC
TTGTTTGTTCCTTATTATTTATTTTTTTTGCTGTGGATGAATTTTTGAATAGTGTAGTTAATTCTTTGTGTGAT
CCATATTATGCGAGTTGTTTTATGTTGGTTGGATTACATCTCAGGCATGTTATTTTAGGTAGGTTTGGTTTATA
TGAGTTATCAGGTTTTCAGTTGTCTAGATTTATTCGTTGGAAGAATAAAATGTTAATAGTGTATTGACATTTTG
TTGATTATATATGACTCTTGGTTTATTTAGTAGTATATATAGTTCATTTATAGTTTAATATGATTTAATTTGGT
TTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST25 362 pb 

GCAAGCTGAAGTAGTGAAAATTTGTGCTGAAGCTTTGGAAACATATAACATTGAGAAGGATATTGCTGCTTTTA
TTAAAAAAGAATGCGACAAGAGATACAATCCAACCTGGCATTGTATAGTTGGCAGAAATTTTGGCAGTTACGTG
ACCCATGAAACCAAACATTTTATCTACTTGTACCTTGGACAGGTCGCAATTCTTGCTTTTAAATCTGGATGATT
GATTTGTATAACCTATACATAAAATCCCAAACTTATCGTTTTTTTTACTGCCTTTGTTGTATCGACCAGTTGTC
TAACGTCTAAATAAGCCAACTAAAAATCAATTGAAATATTAAACTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST26 311 pb 5´ 

CTGTCCTTTGTTTTTGAATAGTGGTTTCGGTTTTGTTTTTTTTTTTTGGTGGGGGTTAAAGTATAGGATTAAGT
TAATTTAATGGTAAGTAAAATGATTTCCGAAAAAAGACCTAAATTTGTGTTATATATATAATATATACAATTAT
AATATAGAAGGAGAAAAGATGTAAAAATAGGATTTAGGGAGGAGGAAAACTTATAGGTTTTGATAATAAATTTT
TCTTGTAAGGGGGTACCCTTACAGAATTTTCAAATTTTCCTTTTATTGTCTAAAATTAGGTATCAATTGAGGTA
ATTTTACTTGAGAAA 
 
SmAST26 454 pb 3´complementar 

TAGTCAATTGGGGTAGAAAGGTAATAGGATTTATAGGGTTACCTTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATA
CTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCT
TTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATC
GTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCC
TTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTTTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTTCTTAG
TGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTACGGTAGGTGGGTAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA 
 
SmAST27 716 pb 

TGTATGTTCTGTCCTTTGTTTTTGAATAGTGGTTTCGGTTTTGTTTTTTTTTTTTTGGTGGGGGTTAAAGTATA
GGATTAAGTTAATTTAATGGTAAGTAAAATGATTTCCGAAAAAAGACCTAAATTTGTGTTATATATATAATATA
TACAATTATAATATAGAAGGAGAAAAGATGTAAAAATAGGATTTAGGGAGGAGGAAAATTTATAGGTTTTGATA
ATAAATTTTTCTTGTAAGGGGGTACCCTTACAGAATTTTCAAATTTTCCTTTTATTGTCTAAAATTAGGTATCA
ATTGAGGTAATTTTACTTGAGAAATTTTTTGATAATTAGGTGTTCAACTGTGGTTGATTTTTTGGATGATAGAT
TTATTAAAAATATTAAAAGGTATAGTCAATTGTGGTAGAAAGGTAATAGGATTTATAGGGTTACCTTCCCTTGG
TTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTT
ATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACT
CCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTT
TAGTATTATCGTCTATAGTACGGTAGGTGGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST28 103 pb 

GACGAAATAGCCATCTAGAGTTTTCGGAATATGTTGTAAAGATTTTCTAAGAAACCGATTTATATACAGTTCCG
TATGACATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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SmAST29 233 pb 

TTCTTGACGATGAGAGTTTTGGTCGTGCCCTTGTTCGCTCTTTTGTATTCTTTAGTTGATGCTATTGAATTGCC
ATAACACCGAAAACTTGTTTAGATGTTTGCGTCACTAAATTTGATGGGGCTGAAGAAGATGCGTGTTCCAGAGG
CTGTGTCCTGTCAAACTTGAATTCATTACCAGCGACATTTACTTGTGAGGAATCTTGTGATGATGTATACAAGC
CGGATACAAAG 
 
SmAST29 416 pb 3´complementar 

CAAATTATTTGAGAATATTTTCGTTTTTTTCAATAATTGTGATAAACACATTATTCTGTTGTCATCATCATAAC
ACTCACTTGCTCATGAATACATTGGAGTAAACACTCAAATTCTCACGTTTTGTCATTATCCCCTTATTTTGACC
GATTTTCTGTTGTGTTGCTTTGGTCTATGCTATTGTGTTTGTCACTCCTCAAACACTAAGGTAAATAATGAACT
GGAACACGTTTTTTTGTGGCCCTATTTTATGGACCGAATGATTTCTTTCTTGTCTTGTTGCTCTCATATTAATA
ACTGTCATCCCCCCTGGATCTTTTTTTTCTGATCGCGTTATTTTCATAAACTGTTCCTTGTTATTATTGTTTCA
ATAAATATTCTTAACGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST30 361 pb 

TTCGTCCGGGGGAACGTGTACATTAAAGAGATGGTCCGCTAAATATTTCACTATAATTAGATTTGTTAGTGTAT
ATCCGTTTGTATATTTACATTTAGAGATAATAAGTGAGTAAATATTCGGTAATTTAAGACAGGTCTATATGCTG
CTAATATTATAGGTTGTTATGCGTTACATTTATAAAAATAGTAGATGAAATTTACTCAGATTTAGGACTCGGAA
GTAGGGGTTTAATAGTATGTTATCTCGAAGGTTGAAATAGTTTACGTACACATCGCCCGACAATCTCGACAATA
AGTTGAGTTAAGTCGTAACATGGTAGTGCTTGAAGAATCAGGCGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST31 677 pb 

TCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGGCACGAGCTTGATCAAGATGTTATTTTTTAGGTGCGTGTGTGTATGTATGCG
CGCGCGTGTGTGTGTATCTATGGATATATTCACATTTGTTTGTTTGTTGGGTTTTTTTTTAAAAAATTTTTTTT
TGTTTTCTACTAATATTGATTACATAATTTTCTACTGTTATTTAATTATCATTATTATTATTGTGAATACATGC
TCGTTTTGATTGATCATTATTATTATTAGTCGTTATGGCTAAGTTCTTTCTCATTGAACTAGATTAGATTCGGG
CTTTTTTTTATTACATAATATTCACTTGACAACAGCAACAACAACAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAACAGAGAAA
AAAATCTATACAAAAACATGAATATTATTCTCTTTTCTATTTTCGGTTAATCGTTTATATGTTTCTTCTTTTTT
TTTCTTTTTTCATAGTGTCCTGTTTTCCCTCTTGCATAGATCATTGTTTCTATGTTTGTTCGTTTGTTTGTTTT
TTTTGTATGTTTTAACTTTATATTAATATTGTTTATGAAATATTAAATTAGATCATAGTAACAAGCAGGTAAAC
CAAATGTTTATTTTTTTGTTCTTTTTTTTTGTTTTTTTACAAATAAATGAGTTTAGTTTGTTATCTAAAAAAAA
AAAAAAAAAAA 
 
SmAST32 405 pb 

GGAGGAGGAAAATTTATAGGTTTTGATAATAAATTTTTCTTGTAAGGGGGTACCCTTACAGAATTTTCAAATTT
TCCTTTTATTGTCTAAAATTAGGTATCAATTGAGGTAATTTTACTTGAGAAATTTTTTGATAATTAGGTGTTCA
ACTGTGGTTGATTTTTTGGATGATAGATTTATTAAAAATATTAAAAGGTATAGTCAATTGTGGTAGAAAGGTAA
TAGGATTTATAGGGTTACCTTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATC
GTCTATAGTCCCTTGGTTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTA
CGGTAGGTGGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST33 224 pb 

GTTACCTTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCT
TGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGT
GTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTACGGTAGGTGGGTAAAAAAAAAAAAAAA
AA 
 
SmAST34 858 pb 

GAGTTTTCTGGGTTGTTGTGGAGCCATAAAGGAAAACGTCTGCATGCTGTATATGTATGCGTTCTTCCTCGTCG
TACTTCTGATTGCTGAGTTGGCCGCTGCCATAGTTGCAGTTGTTTACAAAGATAGGATCGATTCAGAAATTGAT
GCATTAATGACTGGTGCTCTGGATAAACCGACAAAAGAGATAACTGAATTCATGAATTTGATTCAATCATCATT
CCATTGCTGTGGAGCCAAAGGCCCTGATGATTATCGTGGTAACGTGCCAGCCTCGTGCAAAGAAGAGAATTTGA
CCTATACCGAAGGCTGTGTATCTGTCTTTGGAGCATTCTTAAAACGCAACCTGGTGATTGTTGCCTGTGTTGCA
TTTGGTGTATGCTTTTTCCCAGTTGTTAAGCATTGTCATAGCCTGCTGTTTGGGTCGCCAAATAAAGGAGTATG
AGAATGTGTAACACTGCAAAGAAAACAGTATGATGTTTATCAATCCCGTTCTGTTTTCCCTCTGGCTTTTATGA
AATGTTGCTTTTTTATTGCCTAGATAATTGTGCCTTGGCTAATAATCGTGTACTCGACTTCGTTTACGATATAA
TTATTATACTTAAATATGATACTGTCATTCTCATTGTTTCACTTATCATTCTTATACCAAATGAGCTGCATTGA
TTCCCTGGTATTTACCTACAAACTGATGACAAATCATCTTCATTTTTATGGTGTGTCTTATAACATTTCTCGTT
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TATATAATTTTAAGTCTTTGGTATACCTTTTGTTTTACAGACCGCTTATTTTGCCGCCACAGCATTAGACATTT
CTTGTATAAATTAATTCCGTTAACTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST35 162 pb 

CGTCTGTTAGCTTGTATATCCTCTAGACCTGGTCAAATCGGTCGAGCAAATGGTTATATTCTCGAAGGCAAAGA
GTTGGAGTTTTATTCAAAGAAACTAAAAGTTAAAAAAGCAAAATAAATTTCTTTGAAAATAAACTTTTCTAGGA
AAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST36 476 pb 

CTGGCAACAGCGGCACCCGCGAAGTGGTTCTCGGGATGGCGCACCGTGGTCGTCTGAACGTGCTGGTGAACGTG
CTGGGTAAAAAACCGCAAGACTTGTTCGACGAGTTCGCCGGTAAACATAAAGAACACCTCGGCACGGGTGACGT
GAAATACCACATGGGCTTCTCGTCTGACTTCCAGACCGATGGCGGCCTGGTGCACCTGGCGCTGGCGTTTAACC
CGTCTCACCTTGAGATTGTAAGCCCGGTAGTTATCGGTTCTGTTCGTGCCCGTCTGGACAGACTTGATGAGCCG
AGCAGCAACAAAGTGCTGCCAATCACCATCCACGGTGACGCCGCAGTGACCGGGCAGGGCGTGGTTCAGGAAAC
CCTGAACATGTCGAAAGCGCGTGGTTATGAAGTTGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTTGGTT
TCACCACCTCTAATCCGCTGGATGCCCGTTCT 
 
SmAST37 418 pb 5´ 

TTAAGGTGATAGTCTATTATCTGAATTTAGTTTAGTGGTTAGGAACCCATTGTTACATTATTAGACGGAAAGAC
CCCAAGAGCTTTTTTTGTGTTAGATTTGTTTGGGGTAAATGTAGATTATTCATTTATTTTTAGATCCTTTATGG
ATAAAGGATAAAGTTACCTTGGGGATAACTGAGTAAAGGACAGGGAGAGGTCCTATTGATCTGTTTATTACTAC
CTCGATGTTGGCTTGTTGAACCTTTTCGGTGTAGAGGCTGGAAAAGGAAGTCTGTTCGACTTTTAAATCTTCAT
GAGTTGAGTTAAGACCGGTGTAAGCCAGGTTGGTTCTTATCTATAATTGGTTCTAATTAGTACGAAAGGATTAT
TAGAATACAGTGTTTCTGTACG 
CATAGGAATAGGAAGTATACACGGGT 
 
SmAST37 435 pb 3´ complementar 

TTAAGGTGATAGTCTATTATCTGAATTTAGTTTAGTGGTTAGGAACCCATTGTTACATTATTAGACGGAAAGAC
CCCAAGAGCTTTTTTTGTGTTAGATTTGTTTGGGGTAAATGTAGATTATTCATTTATTTTTAGATCCTTTATGG
ATAAAGGATAAAGTTACCTTGGGGATAACTGAGTAAAGGACAGGGAGAGGTCCTATTGATCTGTTTATTACTAC
CTCGATGTTGGCTTGTTGAACCTTTTCGGTGTAGAGGCTGGAAAAGGAAGTCTGTTCGACTTTTAAATCTTCAT
GAGTTGAGTTAAGACCGGTGTAAGCCAGGTTGGTTCTTATCTATAATTGGTTCTAATTAGTACGAAAGGATTAT
TAGAATACAGTGTTTCTGTACGCATAGGAATAGGAAGTATACACGGGTAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST38 621 pb 

TGACATTATAAGCGTCATGAAATCCTTTTAAGTTGGCTATTGCATTTTTCGTTTGTCTTTTCTTCTATGAATTT
TTATATTATCATTCCTTATTTCATTTTGTAATTTTACGTGCTTCATTTCGTTGTTACATTTACCAGTATGTCGT
TGTACTTTATTTAGATTTTAATTATTGTCTTGTGGTTTCAATCTTTTCAATTTATCCACTCTCTAAACTTGATG
TCGGATCATTGTAGAATTGTGTAGATCACTATTCGAATGAAAACTTCATTACCCCCCTACTTCTATCATGGTTA
TTATTATGTTTGTTGAATAATATCAATGTTATGTTATCAGTTTACCTAATTTCTAACTTGGCAAATTAAATACA
AACCTGCTTAAGTACCACAAAAATTTAATTAGTTATTGCACCTCGATCTAAATTCCTTTGATTATTTTCTTCTC
TCTCTCTCTTTATCTGTGTGTGTATCAGTTTTCGTTTACTTCTCTCATAATATTTATTTCAAATAACTGAGTTG
CTACTTGATGTTTATTATTTAATTGCCCTGTTATGAAAGTCAGTATAATGAACAAATGAAATAAAATACCCAAT
AATTTTTTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST39 479 pb 

TATAGGGTTACCTTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATA
GTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTT
CTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATA
GCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCT
TTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAG
TATTATCGTCTATAGTCCCTTGGTTTCTTAGTGTTATAGCCCATACTCCTTTAGTCTTTTAGTATTATCGTCTA
TAGTACGGTAGGTGGGTCACAAAAAAAAAAAAAAA 
 
SmAST40 284 pb 

AGGAAGAGTTTTGTTGAAGAAACGCAGCAAGTCCGCCTTGAAAAAGTATGAAACTCGTCAGGCTTTGTTTTAAG
CAAACGTAGAAGAGCCTTTAAAAGAAGCATTTGTTACAGGTCGTCTGTTAGCTTGTATATCCTCTAGACCTGGT
CAAATCGGTCGAGCAGATGGTTATATTCTCGAAGGCAAAGAGTTGGAGTTTTATTCAAAGAAACTAAAAGTTAA
AAAAGCAAAATAAATTTCTTTGAAAATAAACTTTTCTAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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	Controles positivos e negativos foram devidamente realizados assim como ensaios sem antígeno e anticorpos como controle da adsorção inespecífica do conjugado.
	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 ...
	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 célul...
	Placas de microtitulação MaxiSorpTM Surface (Nunc) foram sensibilizadas com 100 (L de imunoglobulina humana anti-SWAP diluída à concentração final de 0,01 µL/poço em PBS por 16 horas a 4(C. Após a adsorção, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,...
	Foi estabelecido como controle positivo a reatividade dos anticorpos ao SWAP e controles negativos a reatividade a extratos antigêncos de E. coli XLOR, Fago ( e clones sem inserto induzidos a expressão de (-galactosidase. Foram realizados ensaios sem...
	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´GTTTTCCCAGTC...
	* 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 segundos;
	( um ciclo final de extensão a 72(C por 10 minutos.
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