Artigo

IMPORTANCIA DAS CITOQUINAS NO

SISTEMA IMUNOLOGICO

PARTE Il: EXTRACAO, PURIFICACAO E ANALISE

Resumo

As citoquinas sio mediadores extremamente importantes no sistema imunolédgico humano,
estando associadas a diversos processos inflamatorios, bem como ao tratamento de diver-
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sas doencas. Em muitos estudos, um exame completo para caracterizar inflamagdes requer

a medida exata dos niveis de citoquinas no sangue. Dessa forma, este trabalho apresenta
uma revisdo sobre a extragio, purificagio e andlise das citoquinas pela técnica ELISA (enzy-
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me-linked immunosorbant assay), um protocolo também utilizado no diagnéstico de algumas

doencgas.
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Cytokines are extremely important mediators in immunological system, being associated
to several inflammatory processes and used in the treatment of several diseases. In many
investigation researches, thorough examination of inflammatory conditions requires accu-
rate measurement of cytokine levels in blood. Thus, this work presents a review about the
extraction, purification and analysis of the cytokines by ELISA (enzyme-linked imuunosorbant
assay) technique, a protocol also used in diagnosis of some diseases.
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INTRODUCAO

Citoquinas sio um grupo de moléculas envolvidas na
emissdo de sinais entre as células durante o desencadeamen-
to das respostas imunes. Constituem um grupo de fatores
extracelulares que podem ser produzidos por praticamente
todas as células, principalmente pelos monécitos, macréfagos
e linfécitos. Trata-se de proteinas de baixo peso molecular
e podem ser enquadradas em diversas categorias de acordo
com suas fungdes: interferons (IFN), interleucinas (IL), fator
estimulador de col6nias (CSF), fator de necrose tumoral
(TNF) e fator de transformagio de crescimento (TGF) ().

O uso de citoquinas no tratamento de diversas doengas
como varios tipos de cincer, HIV, psoriase e gengivite croé-
nica tem sido estudado. Os recentes estudos focam a ma-
neira como as citoquinas organizam a defesa do organismo,
enviando sinais quimicos entre as células (1,2).

Para que se possam estudar moléculas como as ci-
toquinas, faz-se necessario o uso de diversas técnicas,

32

de modo a promover a extragio da proteina a partir
do sangue, do tecido ou de outra célula, evitando que
haja degradagio da molécula e, em seguida, realizar a
purificagdo, etapa esta que consiste na separagio da
citoquina de interesse das demais por¢des do sangue.
Por fim, a etapa de analise objetiva caracterizar a pro-
teina obtida.

Tradicionalmente, as citoquinas sdo analisadas por
meio de técnicas de imunohistoquimica, que sio técni-
cas baseadas na reagio antigeno/anticorpo através de
secdo corada. Das técnicas conhecidas, o protocolo
ELISA é o mais utilizado na andlise de citoquinas. Vale
lembrar que o protocolo ELISA também ¢ utilizado no
diagnostico de varias doengas infecciosas, uma vez que
véarios agentes patolégicos induzem a produgio de an-
ticorpos por parte dos linfécitos B do sistema humoral
humano (1,2).
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ExtracAo E ANALISE DAS CITOQUINAS

A meia vida das citoquinas ¢ curta, baixas concentragdes do
plasma e redundancia dificulta todo o processo de isolagio e ca-
racterizagio das citoquinas. As buscas para novas citoquinas sio
conduzidas freqiientemente no nivel do DNA, identificando ge-
nes similares aos genes ja conhecidos de citoquinas (2, 3, 4, 5).

Método de extracao de DNA

Uma mostra de o sangue humana é coletada através de pun-
¢30 da veia marginal da orelha utilizando o sistema de coleta a
vacuo, contendo anticoagulante. Apés a coleta, o sangue deve
ser homogeneizado lentamente, para evitar hemdlise. Depois
da homogeneizagdo, que também tinha como propésito evitar a
formagdo de codgulos, os frascos sdo acondicionados em caixas
isotérmicas com gelo e enviados ao Laboratério de Genética Mo-
lecular, onde ja devidamente identificados, sio mantidos a uma
temperatura de 4°C por 72 horas (tempo suficiente para sedi-
mentacdo da camada de leucécitos). Em seguida procedeu-se a
extragio de DNA, realizada segundo um protocolo da farmacia
adaptado por Borges (2).

Devem ser tomados 500 ul de sangue na transigio entre plas-
ma e eritrocitos, apds sedimentacdo. Inicialmente, o volume de
sangue é colocado em um microtubo de centrifuga de 2 ml, entdo
se adiciona o mesmo volume de tampao de lise ndo diluido (20
mM de Tris-HCI, 640 mM e sacarose, |0 mM de MgCI2 e 4.00%
de Triton X-100), agita-se lentamente e incuba-se em gelo por 30
minutos. Procede-se entdo uma primeira centrifugagio a 4000 g
por | minuto, seguida por duas lavagens com tampao de lise dilu-
ido duas vezes, intercaladas por alguns minutos de incubagio no
gelo (10 minutos). Apés a obten¢do de um precipitado livre de
hemoglobinas, adiciona-se 200 ul de tampao (100 mM Tris-HCI,
pH 7.5 e 5 M de guanidina) para extragio e incuba-se a 60°C até
que o precipitado fosse totalmente ressuspendido, o que levava
aproximadamente 30 minutos. Acrescenta-se, entdo, 100 ul do
tamp3o de precipitagio (150 mM de Tris-HCI, pH 7,5 e 1,225
M de Acetato de Aménio), agita-se suavemente por cerca de 5
minutos. Adicionou-se 300 ul de isopropanol gelado, agitando-se
suavemente até precipitar o DNA. Centrifugou-se a 4000 g por
5-10 minutos, descarta-se o sobrenadante, proceda-se mais duas
lavagens do precipitado de DNA (centrifugagdes a 4000 g, 1-2
minutos) com 500 ul de isopropanol 60.00% ou etanol 70.00%,
seca-se o precipitado sob vicuo ou em estufa a 60°C e dilui-
se em 300-500 ul de tampao TE (10 mM Tris- HCl e | mM de
EDTA). Sdo necessérias de |-2 horas de incubagio a 75°C para
completa diluigio do precipitado.

Andlise de citoquinas

As citoquinas (ex: TNF - o, IL-10 e IFN - y), analisados
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usando a técnica “ELISA”. Anticorpos capturados para to-
dos os citoquinas foi revestido em PBS com um PH =
7.2 - 7.4. Todas as amostras foram diluidas |:5 com uma
solug¢do de tampao. Todos os padrdes e amostras devem
ser funcionados nas duplicatas (3, 6, 7).

Descricao da técnica “ELISA”

Th1/Th2 ELISA do “eBioscience” contém quatro pares
dos anticorpos que podem ser usados para discriminar os
subconjuntos Th1/Th2 baseados em sua expressdo de IFN -
Y, de IL-2, de IL-4 e de IL-10 [7-9,1 I]. Este conjunto consiste
em quantidades suficientes de reagentes para funcionar dois
ensaios da placa de “96-pocos ELISA” para cada um destas
quatro citoquinas (10).

O conteddo deste reagente de ELISA

I. Anticorpo da captagio: o anticorpo pré-titulado, anti-
corpo purificado, clones XMGI.2, JES6-1A12, | IBI 1.
2. Anticorpo da detecgdo: JES5-16E3: o anticorpo pré-ti-
tulado, anticorpo biotin-conjugado, clones R4-6A2,
JES6-5H4, BVD6-24G2, JES5-2A5.
3. O padrio: citoquina recombinante para gerar a curva
padrio e mostras de calibragio.
. Tampao de revestimento: 10X concentrado.
. Diluente de ensaio: 5X concentrado.
Detecgio de enzimas: solugdo pré-titulado do avidin-HRP.
. Solugdo do substrato: Tetrametilbenzidina (TMB).
. Certificado de anilise: instru¢des Lote-especificas para
a diluicdo dos anticorpos e dos padrdes
9. Placa de 96-Pocos: “Corning Costar 9018” ou “NUNC
Maxisorp” de fundo-liso
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Outros materiais necessitados

* Tampao:
- Tamp3o de lavagem
- Tampio para parada de reagdo
* Pipetas
* Refrigerador
* Leitor da placa de “96-pogos ELISA”: Espectrofotéme-
tro do Micro-prato.
* Lavagem da placa de ELISA: O frasco da lavagem

ELISA Tampao para Citoquinas

1X PBS
80.0 g NaCl
1.6 g Na,HPO,
2.0 g KH,PO,
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2.0 g KCI
DIH,010.0L
pH 7.0

Tampao de lavagem

| x PBS
0.05% Tween-20

Tampado para parada de reacgao

IM H,PO, ou 2N H,SO,

Estabilidade da técnica ELISA

Os reagentes de ELISA s3o garantidos para executar

por até 12 meses da data de recibo se armazenado e se-
gurado (10).

Procedimento experimental da técnica ELISA
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I. Revestimento de 96-pogos ELISA placa, do tipo Cor-
ning Costar 9018 ou de NUNC Maxisorp, com os
100 pl/pogo dos anticorpos da captagdo no tampio de
revestimento. Sele a placa e incube durante a noite em 4°C.

2. Aspire aos pogos e lave 3 vezes com um tampao da
lavagem de 300 pl/pogo. Inverta a placa e borre-a no

papel absorvente para remover todos os residuais
do tampio.

3. Dilua uma porgdo do diluente do ensaio concentrado
5X com dgua deionizada (1/4 do diluente para % de
agua. Incubar por | hora a temperatura ambiente.

4. Aspire/lave como a etapa 2.

5. Adicione 100 pl/pogo do padrio aos pogos apropriados.
Execute as diluigdes 2-fold de série dos padrdes para
fazer a curva padrio. Adicione 100 pl/pogos de suas
amostras aos pogos apropriados. Sele a placa e incubar
por uma hora a temperatura ambiente.

6. Aspire/lave como em etapa 2. Repete para um total de
5 lavagens.

7. Adicione 100 pl/pogo do anticorpo da detecgio dilui-
do no diluente do ensaio do 1X concentrado. Sele a
placa e incube por uma hora a temperatura ambiente.

8. Aspire/lave como a etapa 2. Repita para um total de
5 lavagens.

9. Adicione 100 pl/pogo do avidin-HRP diluido no diluen-
te do ensaio do | X concentrado. Sele a placa e incube
por meia hora a temperatura.

10. Aspire e lave como em etapa 2. Nesta etapa da lava-
gem, embeba pogos no tampao da lavagem por | a 2
minutos antes do aspiragao. Repita para um total de
7 lavagens.

I'l. Adicione 100 pl/pogo da solugdo de substrato a cada
pogco. Incube a placa por |5 minutos a temperatura
ambiente.

12. Adicione 50 pl/pogo do tampao para parada de reagdo
a cada pogo.
13. Leia a placa em 450nm. E analise os dados.

CoNcLUsAO

O Protocolo ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay),

técnica imunohistoquimica muito utilizada no diagnéstico de
doengas como o HIV, é uma alternativa vidvel para a purifi-
cagdo e andlise de citoquinas, moléculas muito estudadas ulti-
mamente devido ao seu potencial no tratamento de diversas
patologias como cancer, HIV e outras.
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