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RESUMO 

 

O transplante de órgãos sólidos emergiu como uma terapia viável para o tratamento de 

uma variedade de patologias. A rejeição dos enxertos é resultado de uma série complexa e 

coordenada de interações envolvendo o sistema imune inato e adaptativo. Com isso, o maior 

desafio no transplante de órgãos sólidos é induzir um estado irresponsivo e específico ao doador 

em um sistema imune maduro sem que haja uma imunossupressão sistêmica e de longo prazo, 

tudo isso livre de rejeição crônica. As limitações no estabelecimento de estratégias 

imunossupressoras nos levaram a buscar novos métodos para a modulação dos mecanismos 

homeostáticos que previnem e limitam as respostas inflamatórias nos tecidos enxertados. A 

proteína de choque térmico (Heat shock protein – Hsp) 70 tem um papel antiinflamatório e 

protetor em modelos animais experimentais como artrite, colite, fibrose pulmonar e danos 

cerebrais. Essa protéina pode modular tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo. Nosso 

grupo demonstrou que a Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis (Mt Hsp70) pode inibir a 

maturação de células dendríticas diferenciadas da medula óssea (bone marrow dendritic cells – 

BMDCs), porém o mecanismo envolvido nesse processo ainda não foi totalmente esclarecido. 

Nesse trabalho, demonstramos que a Mt Hsp70 foi capaz de aumentar a sobrevida do enxerto em 

dois modelos murinos de transplantes (um modelo tumoral e um modelo de aloenxerto cutâneo). 

Em ambos os modelos, observamos o envolvimento de Tregs. Demonstramos que a 

administração s.c. da Mt Hsp70 levou a um aumento dessas células nos linfonodos drenantes, 

além de um aumento na produção de IL-10.  Também observamos que a inibição da rejeição 

aguda induzida pela Mt Hsp70 no modelo de aloenxerto cutâneo é dependente da presença do 

receptor do tipo toll (toll like receptor – TLR) 2 no enxerto, e não no receptor.  Nas BMDCs, 

vimos que a indução da IL-10 induzida pela Mt Hsp70 é dependente de TLR2. Ainda nessas 

células, analisamos a fosforilação de moléculas como a ERK, p38 e Akt após o estímulo com a 

Mt Hsp70. Observamos um aumento na expressão de p-ERK e nenhuma alteração nos níveis de 

p-p38 e p-Akt. A inibição da ERK aboliu a produção de IL-10 induzida pela Mt Hsp70. 

Propomos que esse efeito da Mt Hsp70 sobre as DCs pode servir como intervenção terapêutica 

em modelos de transplantes. 

 

Palavras-chaves: Hsp70, transplante, imunossupressão, Tregs, células dendríticas 



 

ABSTRACT 
 

 

  Transplantation of solid organs has emerged as a viable therapeutic modality for the 

treatment of a variety of disorders. Rejection of solid organ allografts is the result of a complex 

range of interactions involving coordination between both the innate and adaptive immune 

system. Therewith, a major goal of clinical organ transplantation is to induce a donor-specific 

unresponsive state in a mature immune system that is free from long-term immunosuppression 

and chronic rejection. The limitations in the establishment of immunossupressive stratagies led us 

to search new methods to the modulation of the homeostatic mechanisms that limit and prevent 

inflammatory responses in allograft tissue. The heat shock protein 70 (Hsp70) has a protective 

and antiinflamatory role in several animals models like arthritis, colitis, pulmonary fibrosis and 

brain injury. This protein can modulates both the innate and adaptative immune system. Our 

group demonstrated that Mycobacterium tuberculosis Hsp70 (Mt Hsp70) can inhibit bone 

marrow dendritic cells (BMDCs) maturation; however the mechanisms involved in this process 

has not been completely elucidated. In the present work, we demonstrated that Mt Hsp70 

inhibited the acute rejection in two allograft models (a tumor model and a skin allograft model). 

In both models, we observed an involvement of Tregs. In addition, s.c. Mt Hsp70 injection leds to 

an increase in Treg population and IL-10 production in the draining lymph node. We also 

observed that the inhibition of acute rejection induced by Mt Hsp70 was dependent on the 

presence of toll-like receptor (TLR) 2 in the allograft, and not in the host. In BMDCs, we 

demonstrated that IL-10 production induced by Mt Hsp70 is dependent on TLR2. Also, we 

analyzed the phosphorylation of ERK, p38 and Akt after Mt Hsp70 stimulus. We observed an 

increase in p-ERK expression, but no difference in p-38 and p-Akt levels. The inhibition of ERK 

abolished the IL-10 production induced by Mt Hsp70. We propose that Mt Hsp70 effect on DCs 

can be used as a therapeutic approach in transplantation models. 

 

Key- words: Hsp70, transplantation, immunosuppression, Tregs, dendritic cells 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 Problema dos Transplantes 

 

 1.1.1 Contexto histórico 

 Queimaduras sofridas por vítimas de ataques aéros na 2ª Guerra Mundial motivaram o 

biólogo Sir Peter Medawar (ganhador do prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina de 1960) em 

seus famosos estudos sobre a imunologia de transplantes. Buscando entender os mecanismos da 

rejeição a transplantes cutâneos, ele observou que coelhos rejeitavam enxertos cutâneos de outros 

indivíduos mais rapidamente do que se os animais fossem re-transplantados com um enxerto do 

mesmo doador (1). 

 Em 1953, Billingham, Brent e Medawar descreveram, em camundongos, a tolerância 

imunológica adquirida a aloantígenos (2). Esse artigo é considerado um marco na história da 

imunologia dos transplantes. No ano seguinte, a equipe lidera por Joseph Murray realizou com 

sucesso, no Hospital Brigham and Women, o primeiro transplante renal entre gêmos idênticos (3). 

  

 1.1.2 Base celular da rejeição 

 O transplante de órgãos sólidos emergiu como uma terapia viável para o tratamento de 

uma variedade de patologias. A rejeição dos enxertos é resultado de uma série complexa e 

coordenada de interações envolvendo o sistema imune inato e adaptativo (4).  A base molecular 

da rejeição está na habilidade das células T reconhecerem versões polimórficas de uma gama de 

proteínas, nesse caso, aloantígenos provenientes de um organismo geneticamente diferente do 

receptor. No momento o qual as células T específicas reconhecerem esses aloantígenos, elas irão 

proliferar, se diferenciar em células efetoras e ocorrerá a migração para o local do enxerto onde 

irão promover a destruição do tecido (rejeição) (5).  

 A dinâmica celular envolvida no processo de rejeição a enxertos cutâneos é complexa e 

está associada com uma resposta imune potente levando à destruição das células do doador. Em 

um modelo de transplante cutâneo murino, no primeiro dia após o transplante, monócitos do 
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receptor começam a entrar no tecido transplantado (6) e células dendríticas (DCs) da pele 

migram, através de vasos linfáticos, e infiltram o linfonodo drenante do receptor. No linfonodo 

drenante, as DCs da pele apresentam antígenos do doador através de dois mecanismos: (a) a via 

direta, na qual células T reconhecem antígenos intactos do MHC nas DCs do doador; (b) via 

indireta, que envolve o reconhecimento pelas células T de peptídeos do doador sendo 

apresentados em molécular de MHC na superfície das DCs do receptor (7). Foi visto recemente 

que além das DCs, um grande número de monócitos do receptor, carregados com peptídeos do 

doador, entram no linfonodo drenante e ativam um grupo de células T (8). As células NK, que 

são ativadas pela ausência da expressão de moléculas de MHC classe I nas células do doador, 

também estão envolvidas no processo de rejeição a enxertos (5). Elas contribuem matando DCs 

dermais do doador que vieram do enxerto (8, 9) e produzem citocinas proinflamatórias como o 

INF-γ e TNF-α (10). 

 No dia 6 após o transplante, é observado um grande infiltrado de monócitos no tecido da 

pele, e células T efetoras (CD4+ e CD8+) começam a migrar lateralmente do tecido adjacente 

para o enxerto (8). Finalmente, no dia 10 após o transplante, células T CD8+ destroem as células 

estranhas do doador, levando a necrose e aos estágios finais da rejeição (Figura 1). 

 

 

Figura 1 – Dinâmica célular da rejeição em um modelo de aloenxerto cutâneo murino. Retirado de Celli et al. 

(2011). 
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 1.1.3 Tolerância ao enxerto e as células imunes 

 A tolerância a enxertos ideal seria um estado no qual o órgão do doador é aceito sem uma 

terapia imunossupressora crônica, enquanto o restante do sistema imune é mantido intacto. Deste 

modo, a falta de uma resposta patogênica aos aloantígenos seria específica, e o receptor seria 

capaz de responder a microorganismos patogênicos e danos. A tolerância não implica na falta de 

respostas imunes. Na verdade, há evidencias de mecanismos imunoreguladores ativos, os quais 

podem operar para manter a tolerância aos enxertos (11). 

 Um desses mecanismos são as células T reguladoras (Tregs). Elas possuem um papel 

fundamental na supressão de respostas imunes efetoras que são excessivas e que podem causar 

dano ao tecido (12). Essas células podem ser divididas em dois subtipos: (a) as Tregs naturais 

(nTregs) que são desenvolvidas no timo, expressam o fator de transcrição Foxp3 (13) e são 

HELIOS+ (14); (b) as Tregs induzidas (iTregs), as quais podem se desenvolver nos tecidos 

periféricos quando forem expostas a sinais específicos provenientes das células apresentadoras de 

antígenos (APCs) (15). Além disso, as iTregs podem expressar ou não o Foxp3 e são HELIOS- 

(14). Ambos os subtipos são essenciais para a manutenção da tolerância à autoantígenos, e na sua 

ausência, há o desenvolvimento de uma síndrome autoimune específica ao tecido (16).  

 As células Tregs são CD25+. Essas células possuem uma habilidade em inibir a 

proliferação de células T efetoras nos linfonodos drenantes e também são responsáveis por 

controlar sua homeostase (13, 17, 18). Essas células utilizam alguns mecanismos supressivos de 

acordo com seu modo de ação: i) a produção de citocinas anti-inflamatórias como a interleucina 

(IL)-10, IL-35 e o fator de crescimento transformante-β (TGF-β); ii) citólise por mecanismos de 

morte celular dependentes de perforinas, granzima A e granzima B; iii) comprometimento 

metabólico e iv) conversão de APCs a um estado tolerogênico como, por exemplo, através da 

ligação da molécula CTLA-4 presente nas Tregs com os receptores CD80 ou CD86 presentes nas 

APCs (19). 

 As Tregs podem ser usadas para controlar as respostas contra antígenos não próprios que 

são introduzidos no hospedeiro, como no caso dos transplantes, e promovem a sobrevivência 

indefinida de aloenxertos em vários modelos experimentais (20, 21). Além disso, evidências de 

estudos experimentais e clínicos indicam que um balanço entre a regulação e a deleção de células 

T responsivas ao tecido do doador é uma estratégia eficaz para controlar a resposta imune após o 
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transplante de órgãos ou células (22, 23). Isso torna as Tregs atrativas para a aplicação na 

tolerância a transplantes. 

 Outro mecanismo que pode contribuir para a tolerância aos enxertos são as DCs 

tolerizadas. Essas células são caracterizadas pela baixa produção de citocinas proinflamatórias e 

por uma alta produção de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10 e o TGF-β. Foi demonstrado 

que essas células expressam níveis baixos do MHC II e de moléculas co-estimulatórias, como o 

CD80 e o CD86 (24-26). Mesmo com baixos níveis de MHC II, essas células conseguem 

apresentar antígenos a células T específicas. Porém, com a falta dos sinais co-estimulatórios 

(segundo sinal) não há a ativação e proliferação de células T efetoras. Os baixos níveis da 

apresentação de antígeno juntamente com a falta de co-estimulação tem sido associado à 

diferenciação das células em Tregs (27-29). 

 Com isso, as DCs tolerizadas podem regular respostas imunes inatas e adaptativas (26), 

incluindo a resposta de células T CD4+ e CD8+ de memória (30, 31). Foi visto que essas DCs 

sozinhas podem promover a tolerância a transplantes em modelos exprimentais, ou em conjunto 

com terapias imunossupressivas convencionais ou experimentais (32). Assim, os transplantes 

oferecem uma oportunidade para manipular as DCs antes ou depois do início da resposta imune. 

Além disso, as vias direta e indireta de reconhecimento de aloantígenos proporcionam possíveis 

alvos para a tolerização das DCs, provomendo assim, uma melhor sobrevida do enxerto (26). 

 Portanto, as células Tregs e as DCs tolerizadas são consideradas como terapias 

promissoras para a rejeição a enxertos e para a promoção de uma tolerância específica para o 

doador. O uso de moléculas que estimulem a interação entre essas duas populações de células 

reguladoras podem ser de grande importância para a manutenção da tolerância e o sucesso de 

protocolos que visam uma melhora em longo prazo na sobrevida de enxertos. 

 

 1.1.4 Desafios 

 Desde a introdução do transplante de órgãos na prática médica, o conhecimento deste 

campo se mostrou rápido e otimista. O aperfeiçoamento das drogas imunossupressoras e o auxílio 

com os transplantados aumentaram as taxas de sobrevida em curto prazo dos pacientes e dos 

enxertos entre um e três anos (11). Porém, esse avanço é mascarado por graves problemas, como 

a baixa taxa de sobrevida do enxerto em longo prazo (menor que cinco anos). Com isso, o maior 

desafio no transplante de órgãos sólidos é induzir um estado irresponsivo e específico ao doador 
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em um sistema imune maduro sem que haja uma imunossupressão sistêmica e de longo prazo, 

tudo isso livre de rejeição crônica. Podemos citar três problemas que nos levam a não alcançar 

esse objetivo: (a) a alta incidênciade rejeição crônica após o quinto ano do transplante; (b) a 

necessidade de uso contínuo de imunossupressores que levam a maior suscetibilidade a infecções 

oportunistas e tumores, além de inúmeros efeitos colaterais; (c) discrepância entre a demanda e a 

disponibilidade de órgãos (33). 

 Essas limitações no estabelecimento de estratégias imunossupressoras nos leva a buscar 

novos métodos para a modulação dos mecanismos homeostáticos que previnem e limitam as 

respostas inflamatórias nos tecidos enxertados. 

 

 

 1.2 Proteínas de choque térmico (Hsps) 

 

As proteínas de choque térmico ou estresse (Hsps) foram primeiramente descritas em 

1962 (34) e formam um grupo de proteínas induzidas por estresses celulares como o calor e 

radiação ionizante, sendo distribuídas de forma ubíqua entre organismos procarióticos e 

eucarióticos. As Hsps de mamíferos podem ser classificadas em cinco principais famílias de 

acordo com seu peso molecular: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 e sHsp (small heat shock 

proteins) e estão presentes no citosol, membrana, núcleo, retículo endoplasmático e mitocôndria 

da célula (35).  

Cada família é composta por membros expressos constitutivamente e outros induzidos. 

Funcionam principalmente como chaperonas moleculares, transportando proteínas entre 

compartimentos celulares, ajudando no dobramento de proteínas que estão sendo formadas ou no 

redobramento de proteínas que sofreram danos, protegendo a agregação de outras proteínas, além 

de direcionar proteínas às rotas de degradação e auxiliar na dissolução de complexos protéicos 

(36). 

Em condições fisiológicas, as Hsps distribuídas ubiquamente mantém a integridade da 

função de outras proteínas celulares quando expostas a um estímulo de estresse. Elas são as 

proteínas mais conservadas e imunogênicas compartilhadas entre mamíferos e microorganismos 

(37). Nos mamíferos, durante infecções por bactérias, membros bacterianos das famílias da 
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Hsp60 e da Hsp70 (GroEL e DnaK, respectivamente) são alvos comuns da resposta humoral e da 

resposta imune mediada por células (38-40). 

A análise das respostas imunes às Hsps em modelos experimentais e pacientes tem 

indicado a capacidade das Hsps de induzir respostas de células T reguladoras, sugerindo que 

essas proteínas possuem características únicas que permite a elas terem essa capacidade de 

induzir uma imunoregulação (41). 

Historicamente, tem sido demonstrado que as Hsps possuem algumas características que 

fazem delas alvos importantes do sistema imune (42, 43). Isso parece refletir no fato de que as 

Hsps são proteínas imunodominantes. Em alguns estudos, entre 10-20% das células T 

reconheceram a Hsp60 de Mycobacterium tuberculosis após a imunização com a micobactéria 

(44). Foi demonstrado que a Hsp70 de Mycobacterium leprae é um antígeno relevante em 

humanos infectados com M. leprae (44, 45). Essas respostas de células T específicas a Hsps 

micobacterianas também foram observadas em indivíduos saudáveis que não foram expostos a 

infecções micobacerianas (46). A imunodominância das Hsps micobacterianas foi inesperada 

dada pelo grande nível de conservação e, portanto uma forte homologia com Hsps próprias (47-

49).  

Interessantemente, uma análise detalhada dos peptídeos que são reconhecidos pelas 

células T, tanto de indivíduos saudavéis quanto de infectados, revelou que alguns desses 

peptídeos eram altamente conservados (50, 51). Com a observação de que as Hsps procarióticas e 

eucarióticas possuem um alto grau de homologia, foi proposta a hipótese na qual as Hsps são 

canditadas potenciais para o mimetismo molecular e podem agir, potencialmente, como 

autoantígenos (52). Com isso, pode haver uma resposta de reatividade cruzada entre Hsps 

microbianas exógenas e Hsps próprias (53). Parece que o efeito protetor das Hsps 

microbacterianas está relacionado, pelo menos em parte, a capacidade delas induzirem respostas 

de mediadas por células T as quais tem uma reatividade cruzada com Hsps próprias. 

Em 1991, Cohen e Young propuseram o immunological homunculus que consistem em: 

na tentativa de se evitar respostas imunes excessivas contra antígenos próprios e estrangeiros, 

algumas proteínas imunodominantes poderiam ser usadas pelo organismo para balancear e 

monitorar o sistema imune (54, 55). As Hsps parecem fazer parte dessas proteínas e podem ser 

fundamentais para inibir uma resposta inflamatória exacerbada in vivo, como no caso da rejeição 

a enxertos. 
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 1.2.1 Hsp70 e seus efeitos imunoreguladores 

A família Hsp70 é a mais conservada e a melhor estudada entre as outras famílias de 

proteínas de choque de calor (56, 57). Sua expressão é induzida nas células expostas ao calor e a 

uma variedade de outros estímulos estressantes, como espécies reativas de oxigênio, infecção, 

inflamação, hipóxia e drogas antitumorais (58). A Hsp70 utiliza dois domínios funcionais para 

realizar sua atividade de chaperona, o domínio C-terminal de 18 kDa que se liga ao substrato 

protéico e o domínio N-terminal de 44 kDa que possui atividade ATPásica e controla a abertura e 

o fechamento do domínio C-terminal (59, 60). A ligação e liberação do substrato protéico são 

moduladas pela afinidade intrínseca do peptídeo com a Hsp70 em ciclos de ligação e hidrólise de 

ATP (61, 62). Para adaptar este mecanismo de ação para específicas funções uma variedade de 

proteínas acessórias, chamadas de co-chaperonas, interagem com a Hsp70 e regulam sua 

atividade ATPásica. 

Alguns grupos verificaram que membros da família da Hsp70 eram capazes de induzir 

respostas antiinflamatórias e imunossupressoras em modelos inflamatórios animais, como por 

exemplo, a proteção contra a artrite pode ser proporcionada através de pré-imunizações com a 

Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis (63-65). Além disso, a Hsp70 murina endógena foi capaz 

de proteger os animais contra dois modelos de colite experimental (66) e contra um modelo de 

fibrose pulmonar (67). Também foi observado que a superexpressão dessa proteína levou a uma 

proteção em diferentes modelos de injuria no sitema nervoso (68). 

 Mas como a Hsp70 estaria modulando a resposta imune? A primeira linha de pensamento 

se foca na modulação de células do sistema imune inato (69). Esses estudos analisaram a 

interação da Hsp70, disponível no meio extracelular ou presente na porção extracelular da 

membrana plasmática, com receptores presentes nessas células. Por exemplo, para os receptores 

do tipo toll (TLR) 2 e 4 (70), CD14 (71), CD91 (72), LOX-1 (73), CD40 (74) e o CCR5 (75) foi 

relatado que poderiam se ligar a Hsp70 e induzir resposta proinflamatórias. Porém, esses efeitos 

foram associados com a contaminação da proteína por LPS ou outros compostos microbianos 

(76, 77). Isso porque os efeitos inflamatórios da Hsp70 sumiram quando o LPS foi 

cuidadosamente removido da proteína (78, 79). 

 Em contrapartida, em estudos nos quais a Hsp70 está livre dos contaminantes, ela 

apresentou uma capacidade de modular células do sistema imune inato em um perfil 
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imunossupressor. Esses estudos mostraram esse perfil em células dendríticas (80), células 

supressoras mielóides (myeloid-derived supressor cells – MDSCs) (81) e monócitos (82). Um 

estudo do nosso grupo demonstrou que a Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis (Mt Hsp70) 

bloqueia a diferenciação de DCs a partir de células precurssoras da medula óssea (bone marrow - 

BM). BMDCs foram tratadas com Hsp70 e foi observada uma inibição da maturação dessas 

células, a qual foi caracterizada pela baixa expressão de MHC II e CD86. Além disso, essas 

células apresentaram uma grande produção de IL-10, principal citocina antiinflamatória (80). Isso 

nos indica que DCs tratadas com Hsp70 se apresentam um fenótipo tolerizado e, in vivo, podem 

favorecer a criação de um ambiente supressor propicio ao surgimento de células Tregs. 

 Em outro estudo realizado pelo nosso grupo, células do líquido sinovial provenientes de 

pacientes com artrite foram incubadas com Mt Hsp70 por 48 horas. Após esse período, essas 

células apresentaram uma reversão do perfil inflamatório, uma alta produção de IL-10 e uma 

diminuição da produção de TNF-α e IFN-γ (82). Chalmin e colaboradores demonstaram, em um 

modelo murino, que células tumorais liberam moléculas de Hsp72 associadas à exossomos, 

resultando na ativação das funções supressoras das MDSCs. Os autores viram que esse efeito foi 

dependente de TLR2 e MyD88 e indepente de TLR4 e Trif (81). Essa dependência de TLR2 é 

corroborada pelo fato de que vem sendo demonstrado que esse receptor é ótimo em induzir a 

produção de IL-10 (83-86), além de ser importantíssimo na indução de respostas inflamatórias 

contra patógenos (87, 88). O fato da Hsp70 induzir IL-10 em diferentes sistemas, hipotetizamos 

que ela pode ser um ligante do TLR2. 

 A outra linha de pensamento se foca na modulação do sistema imune adaptativo pela 

Hsp70. O mecanismo antiinflamatório proposto é a indução de células T reguladoras específicas 

a Hsp70 em condições fisiológicas (53). Esse mesmo efeito foi associado a outras Hsps, como a 

Hsp60 (89). O papel da Hsp70 mediando à imunossupressão na imunidade adaptativa através das 

Tregs pode ser relacionado à apresentação de peptídeos conservados dessa proteína (43, 64) ou, 

como discutido acima, pela modulação do ambiente por células do sistema imune. Por exemplo, 

quando administrados de forma intranasal, peptídeos conservados entre a Hsp70 de M. 

tuberculosis e ratos podem suprimir artrite adjuvante. Esse efeito era mediado em ratos pela 

indução de Tregs produtoras de IL-10 e TGF-β. Também foi visto que essas Tregs eram 

específicas para a Hsp70 própria, indicando que houve uma reatividade cruzada (90). A 

apresentação de peptídeos da Hsp70 nas moléculas de MHC pode ser resultado de uma 
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superexpressão da Hsp70 endógena em situações fisiológicas de estresse ou a partir da endocitose 

de moléculas de Hsp70 extracelulares (91, 92). 

 Portanto, parece a Hsp70 pode modular tanto a imunidade inata quanto a adaptativa 

(Figura 2). Porém, as bases moleculares e em quais situações isso ocorre precisa ser esclarecido 

melhor. A possibilidade de essa proteína estar modulando simultaneamente ambas as vias 

celulares não pode ser excluída. A intenção desse trabalho foi tentar elucidar um pouco mais do 

mecanismo envolvido na imunossupressão induzida pela Hsp70 em um modelo de aloenxerto 

cutâneo murino. 

 

 

 

Figura 2 – Modulação do sistema imune inato e adaptativo pela Hsp70. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

 

Analisar os mecanismos pelos quais a Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis desempenha 

seu potencial efeito imunossupressor em um modelo de aloenxerto cutâneo. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 2.2.1.  Verificar o papel da Mt Hsp70 na inibição da rejeição aguda em um  modelo de 

aloenxerto cutâneo; 

 2.2.2.  Analisar se a Mt Hsp70 induz a geração de células T reguladoras; 

 2.2.3.  Testar o papel das células T reguladoras na inibição da rejeição aguda de enxerto 

mediado pela Mt Hsp70; 

  2.2.4.  Verificar os níveis de TGF-β, IL-10, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, IFN-γ, TNF-α e IL-

12 após administração de Mt Hsp70; 

 2.2.5.  Testar o papel do TLR2 na imunossupressão mediada pela Mt Hsp70. 
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3. JUSTIFICATIVA 
 

A necessidade do aprofundamento nos testes sobre o efeito imunomodulador da  Mt 

Hsp70 e a identificação de peptídeos conservados que tenham o mesmo efeito em um modelo de 

transplante é essencial para a confirmação da geração de Tregs e do papel imunossupressor 

exercido por essa proteína. O modelo de aloenxerto cutâneo é bem estabelecido, estudado e 

caracterizado na literatura. Este modelo se torna uma excelente ferramenta para verificarmos se a 

Mt Hsp70 possui as mesmas propriedades vistas anteriormente pelo nosso grupo. 

Adicionalmente, poderemos verificar se os achados de que a Hsp70, neste caso a micobacteriana 

e não a endógena, como descrito, estaria se ligando no TLR2 e causando uma imunossupressão 

local se aplicaria, também, em nosso modelo de transplante. A confirmação desta atividade torna 

a Hsp70 uma forte candidata a se tornar uma terapia inovadora no tratamento da rejeição aguda a 

enxertos. Uma vez que provavelmente seu efeito é local evitando a contra-regulação de células T 

reguladoras, o receptor do transplante não entraria em um quadro de imunossupressão sistêmica 

causada pelos fármacos administrados atualmente. 
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Capítulo 2 
 

 

 

 

The Anti-inflammatory mechanisms of Hsp70 

 
 

 

 

 

 

Artigo de revisão publicado em Frontiers in Immunology. 2012 May 4; 3:95. 
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Capítulo 3 
 

 

 

 
 

Prolonged survival of allografts induced by Mycobacterial Hsp70 is dependent 

on CD4+CD25+ regulatory T cells 
 

 
 

 

 

 

Artigo científico publicado em PLoS ONE. 2010 Dec 8;5(12):e14264.  
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Capítulo 4 
 

 

 

 

Resultados Complementares 
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 Os resultados apresentados a seguir foram obtidos nos últimos meses do mestrado e 

futuramente, quando complementados com dados novos, farão parte de um artigo científico que 

será submetido à revista Journal of Immunology. 

 

 

Materiais e métodos 

 

 Animais 

 Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Cômite de Ética no Uso de 

Animais da Pontifícia Universidade do Rio Grande do Sul (CEUA-PUCRS) sob o número CEUA 

10/00220. 

 Camundongos C57Bl/6 e BALB/c fêmeas adquiridas da Fundação Estadual de Produção e 

Pesquisa em Saúde (FEPPS) com idades entre seis e oito semanas foram mantidos no vivário da 

Faculdade de Biociências da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (FABIO-

PUCRS). Água e ração autoclavadas foram fornecidas em livre demanda. Toda maravalha foi 

também autoclavada. A manutenção das caixas para trocas de água, ração e limpeza foram 

realizadas duas vezes por semana e os animais foram mantidos em ambiente com temperatura 

controlada de 22-23°C e ciclos de claro-escuro de 12 horas. Os tratadores sempre utilizarão luvas 

e máscaras cirúrgicas no manuseio dos animais. Os camundongos TLR2 KO (em background 

C57Bl/6) foram gentilmente cedidos pelo Dr. João Santana da Silva, da USP de Ribeirão Preto. 

No momento necessário os animais sofrerão eutanásia na câmara de sacrifício com CO2, modelo 

CO2G, Vol: 30L³, da marca Beiramar®. 

 

 Purificação da proteína e extração do LPS 

 A Mt Hsp70 recombinante codificada pelo plasmídeo pY3111 (gentilmente cedido pelo 

Dr. Douglas Young, Hammersmith Hospital, Londres),  foi produzida na cepa BL21 de 

Escherichia coli e purificada de acordo com Mehlert & Young (93). Para determinar a 

concentração da proteína foi utilizado o teste fluorimétrico Quant-iT
™ 

Protein Assay Kit 

(Invitrogen) e as amostras foram lidas no Qubit
® 

fluorometer (Invitrogen). Para a remoção do 

LPS, foi utilizado um método usando Triton X-114 (Sigma) descrito em Aida e Pabst (94). O 

Triton contaminante foi removido através da incubação da proteína com Biobeads (Bio-Rad) à 
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4ºC em agitação durante 8h. Para verificar se algum LPS contaminante permaneceu na amostra 

um bioensaio foi realizado. Camundongos BALB/c foram anestesiados, intraperitonealmente, 

com 100µL de volume de uma solução em PBS com 34% de Ketamina e 10% Xilazina. 

Posteriormente, foram injetados i.v. com 100 μL de PBS, PBS com 30 μg de LPS (Sigma) ou 

PBS com 30 μg de Mt Hsp70. Após seis horas, os animais sofreram eutanásia na câmara de CO2, 

modelo CO2G, Vol: 30L³ da marca Beiramar®, e tiveram o baço removido. Foi feito um 

tratamento com colagenase D e, posteriormente, a suspensão celular obtida foi analisada pra a 

expressão de CD86 através de citometria de fluxo, como descrito em Khoruts e colaboradores 

(95). 

 

 Cultura de células dendríticas 

 As células dendríticas murinas foram geradas a partir da medula óssea, proveniente de 

animais selvagens ou TLR2 KO, juntamente com 40 ng/mL GM-CSF, como descrito no trabalho 

de Inaba e colaboradores (96). Juntamente com o GM-CSF, adicionamos 40 ng/mL de IL-4 nas 

culturas. As células foram usadas no dia 5 da cultura, enquando elas estão com um perfil imaturo. 

Elas foram incubadas com 30 μg de OVA, 30 μg de Mt Hsp70, 5 μg de DEXA ou 1 μg de PGN 

por 24 horas. Após esse período, o sobrenadante foi coletado e analisado para a presença de IL-

10 e TNF com o kit CBA Th1/Th2/Th17 (BD), de acordo com as recomendações do fabricante.  

 

 Modelo murino de aloenxerto cutâneo 

 Para o modelo experimental de aloenxerto cutâneo foi utilizado o procedimento descrito 

por Billingham & Medawar (97). Brevemente, o camundongo doador C57BL/6 sofreu eutanásia 

na câmara de CO2, modelo CO2G, Vol: 30L³ da marca Beiramar® e, posteriormente teve a pele 

de sua cauda removida. O camundongo receptore foi anestesiado, intraperitonealmente, com 100 

µL de volume de uma solução em PBS com 34% de Ketamina e 10% Xilazina. Após a anestesia, 

os pêlos do dorso foram retirados. Na área depilada do receptor, aproximadamente 1cm
2 

da pele 

foi removida. Posteriormente, 1 cm
2
 da pele da cauda do doador foi cortada. Para avaliar o efeito 

imunossupressor da Mt Hsp70 no prolongamento da rejeição, os aloenxertos provenientes da pele 

da cauda foram embebidos em uma solução contendo 60 μg/mL de Mt Hsp70 ou OVA (Sigma) 

durante uma hora no gelo. Após este período, o aloenxerto foi suturado no tecido exposto do 
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dorso do receptor. Os camundongos foram observados e fotografados diariamente. A rejeição foi 

confirmada pela visualização de cianoses, eritema, erosão e perda de no mínimo 80% do enxerto. 

 

 Avaliação das vias de sinalização envolvidas 

 As DCs selvagens e TLR2 KO foram estimuladas com 30 μg de Mt Hsp70 ou com meio 

por 15 minutos. Após isso, as moléculas intracelulares fosforiladas Akt (p-Akt), ERK 1/2 (p-

ERK) e p38 (p-p38) foram marcadas com o auxílio do kit Phosflow (BD Biosciences), de acordo 

com as recomendações do fabricante. As células foram lidas no citometro de fluxo FACSCanto II 

(BD Biosciences) com o software FACSDiva. Todos os dados foram analisados com o programa 

FlowJo (versão 7.5, Tree Star Inc., Ashland, US).  

 Para a confirmação do papel da ERK 1/2, BMDCs WT de animais C57Bl/6 foram pré-

tratadas ou não com 30 µM do inibidor seletivo PD98059 (Cayman Chemical) por 1 hora. 

Posteriormente, as células foram estimuladas com 30 μg de Mt Hsp70, 30 μg de OVA ou 1 μg de 

PGN por 24 horas. Após esse período, os sobrenadantes foram avalidos para a presença de IL-10, 

como descrito à cima. 

 

 Análise estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software Prism (versão 5.00, 

Graphpad Software Inc., San Diego, US). As comparações de parâmetros entre diferentes grupos 

experimentais foram realizadas por teste t de Student ou análise de variância de uma via 

(ANOVA), seguida de testes post-hoc adequados quando a ANOVA revelou diferenças 

significativas entre grupos, conforme descrito em estudos anteriores. Para a análise da sobrevida 

do enxerto foi utilizado o método de Kaplan-Meier. Os resultados foram expressos em média e 

desvio padrão da média e valores de P menores do que 0,05 indicaram diferenças significativas.
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Resultados 

 

 O retardo da rejeição mediado pela Mt Hsp70 é dependente de TLR2 no enxerto e não no 

receptor 

 

 Como descrito no capítulo 3 deste trabalho, a Mt Hsp70 inibe a rejeição aguda em um 

modelo murino de aloenxerto cutâneo (98). Dando continuidade a esse trabalho e tentando 

entender o mecanismo envolvido no aumento da sobrevida do enxerto mediado pela Mt Hsp70, 

analisamos se o TLR2 era importante nesse processo. Primeiramente, verificamos se esse 

receptor era importante nos receptores dos enxertos. Todos os enxertos cutâneos eram 

provenientes de camundongos BALB/c selvagens e foram tratados com uma solução de PBS que 

continha 30 μg de OVA ou de Mt Hsp70. Esses enxertos foram transplantados em animais 

C57Bl/6 WT ou TLR2 KO. A evolução da rejeição foi acompanhada diariamente. Observamos 

que os camundongos WT e TLR2 KO que receberam enxertos tratados com Mt Hsp70 foram 

capazes de prolongar a aceitação do enxerto quando comparados com os animais que receberam 

enxertos tratados com OVA (Figura 2). Não houve diferença entre os animais WT e TLR2 KO 

que receberam enxertos tratados com Mt Hsp70 quando comparados entre si (p= 0,8980). 

 

 

Figura 1 – A inibição da rejeição aguda induzida pela Mt Hsp70 não depende da presença do TLR2 nos 

receptores. Enxertos cutâneos provenientes de camundongos BALB/c WT foram tratados com uma solução de PBS 

contendo 30 µg de Mt Hsp70 ou OVA por 1 hora à 4°C. Os enxertos foram transplantados em receptores C57Bl/6 
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WT ou TLR2 KO (n= 4 animais por grupo). A evolução do quadro da rejeição foi acompanhada diariamente. Dados 

representativos de dois experimentos independentes. * P>0,05. 

 

 

 Em seguida, verificamos se o TLR2 era importante nos enxertos, ao invés da sua presença 

nos receptores. Para isso, todos os receptores usados eram BALB/c WT e receberam enxertos 

cutâneos provenientes de camundongos C57Bl/6 WT ou TLR2 KO, tratados com uma solução de 

PBS que continha 30 μg de OVA ou de Mt Hsp70. Foi visto que apenas os animais que receberão 

enxertos WT tratados com Mt Hsp70 foram capazes de inibir a rejeição aguda (Figura 3). Nos 

animais que receberam os enxertos TLR2 KO não houve a inibição da rejeição quando 

comparadas com os WT OVA (p= 0,3256) e TLR2 OVA (p= 0,2903). 

 Juntos, esses dados indicam que a presença do TLR2 no aloenxerto, e não no receptor, é 

importante para a inibição da rejeição aguda induzida pela Mt Hsp70. 

 

 

Figura 2 – A inibição da rejeição aguda induzida pela Mt Hsp70 depende da presença do TLR2 nos enxertos. 

Enxertos cutâneos provenientes de camundongos C57Bl/6 WT ou TLR2 KO foram tratados com uma solução de 

PBS contendo 30 µg de Mt Hsp70 ou OVA por 1 hora à 4°C. Os enxertos foram transplantados em receptores 

BALB/c WT ou TLR2 KO (n= 4 animais por grupo). A evolução do quadro da rejeição foi acompanhada 

diariamente. Dados representativos de dois experimentos independentes. * P>0,05. 
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 Nas BMDCs, a produção de IL-10 mediada pela Mt Hsp70 é dependente de TLR2  

 

 Como mostrado pelo nosso grupo, a Mt Hsp70 é capaz de tolerizar células dendríticas in 

vitro. Isso foi caracterizado pela baixa expressão de MHC II e CD86, quando BMDCs foram 

estimuladas com Mt Hsp70. Também foi observada uma alta produção de IL-10 por essas células 

(80). Ligantes de TLR2 têm sido demonstrados como bons indutores de IL-10, em células do 

sistema imune inato (81, 86). Para avaliarmos o mecanismo envolvido nas DCs na produção de 

IL-10 induzida pela Mt Hsp70, estimulamos BMDCs provenientes de camundongos selvagens 

(wild type – WT) ou TLR2 KO com OVA, Mt Hsp70, DEXA ou PGN. Após 24 h de cultura, o 

sobrenadante das células foi coletado e analisado para a presença de IL-10 e TNF-α. Como 

podemos observar na Figura 1A, as BMDCs WT estimuladas com Mt Hsp70 produziram uma 

quantidade muito maior de IL-10 quando comparadas com as BMDCs TLR2 KO. Essa produção 

também foi maior quando comparada com as células que receberam outros estímulos. Além 

disso, observamos uma diminuição da produção de TNF tanto nas células WT quanto nas células 

TLR2 KO quando estimuladas com Mt Hsp70 quando comparadas com as células tratadas com 

OVA ou PGN (Figura 1B). Esse dado confirma outro achado visto pelo nosso grupo, no qual 

células do líquido sinovial de pacientes com artrite tiveram um decréscimo na produção de TNF-

α quando tratadas com a Mt Hsp70 (82). Esses resultados nos indicam que, nas BMDCs, a 

produção de IL-10 induzida pela Mt Hsp70 é dependente de TLR2, enquanto que a inibição da 

produção do TNF não depende desse receptor. 
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Figura 3 – A Mt Hsp70 induz a produção de IL-10 nas BMDCs em um mecanismo dependente do TLR2. 
BMDCs foram estimuldas no dia 5 de cultura com 30 μg de OVA, 30 μg de Mt Hsp70, 5 μg de DEXA ou 1 μg de 

PGN. Após 24 horas, as células foram analisadas para a presença de (A) IL-10 e (B) TNF com o kit CBA 

Th1/Th2/Th17. Dados representativos de dois experimentos independentes. * P>0,05. 
 

 

 As MAP quinases ERK 1/2 são ativadas nas BMDCs após estímulo com a Mt Hsp70 em 

um mecanismo dependente do TLR2 

 

 A ERK é uma MAP quinase envolvida na produção de IL-10 por diferentes células do 

sistema imune (85). Por isso, investigamos se essa molécula está envolvida na produção de IL-10 

induzida pela Mt Hsp70 nas BMDCs. Primeiramente, BMDCs provenientes de animais C57Bl/6 

WT ou TLR2 KO foram estimuladas com 30 µg de Mt Hsp70 ou não por 15 minutos. Após esse 

período, a ativação da ERK foi avalida através da presença de sua forma fosforilada (p-ERK) por 

citometria de fluxo. Observamos um aumento na expressão de p-ERK 1/2 nas BMDCs 

estimuladas com Mt Hsp70 quando comparadas com as células que não receberam estímulo 



 

52 

 

(Figura 4). Interessantemente, quando as células eram TLR2 KO, não houve diferença na 

expressão de p-ERK 1/2 nas BMDCs estimuladas com Mt Hsp70 quando comparadas com as 

células sem estímulo. Isso nos indica que, nas BMDCs, a ERK é ativada por um mecanismo 

dependente do TLR2. 

 Também avaliamos o envolvimento das formas ativadas da p-38 (p-p-38) e da Akt (p-

Akt) nas BMDCs WT ou TLR2 KO estimuladas com Mt Hsp70, em um protocolo semelhante ao 

descrito a cima para a ERK. Não foi vista nenhuma diferença na expressão de p-p-38 (Figura 5) 

ou de p-Akt (Figura 6), tanto nas células WT quanto nas TLR2 KO, tratadas com Mt Hsp70 

quando comparadas com as BMDCs que não receberam o estímulo. 

   

 

 

Figura 4 – A Mt Hsp70 induz a expressão de p-ERK 1/2 nas BMDCs via TLR2. BMDCs provenientes de 

camundongos WT ou TLR2 KO foram estimuladas por 15 min com 30 µg de Mt Hsp70 ou só meio. Posteriormente, 

a expressão de p-ERK 1/2 intracelular foi avaliada por citometria de fluxo com o auxílio do kit Phosflow. Dados 

representativos de um experimento. N = 2 animais/grupo. * P>0,05. 
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Figura 5 – A Mt Hsp70 não induz a expressão de p-p38 nas BMDCs. BMDCs provenientes de camundongos WT 

ou TLR2 KO foram estimuladas por 15 min com 30 µg de Mt Hsp70 ou só meio. Posteriormente, a expressão de p-

p38 intracelular foi avaliada por citometria de fluxo com o auxílio do kit Phosflow. Dados representativos de um 

experimento. N = 2 animais/grupo. 
 

 

 

Figura 6 – A Mt Hsp70 não induz a expressão de p-Akt nas BMDCs. BMDCs provenientes de camundongos WT 

ou TLR2 KO foram estimuladas por 15 min com 30 µg de Mt Hsp70 ou só meio. Posteriormente, a expressão de p-

p38 intracelular foi avaliada por citometria de fluxo com o auxílio do kit Phosflow. Dados representativos de um 

experimento. N = 2 animais/grupo. 
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 Para confirmar o papel da ERK na indução de IL-10 pela Mt Hsp70, BMDCs WT de 

animais C57Bl/6 foram pré-tratadas com o PD98059, um inibidor seletivo de ERK 1/2. Após 

isso, as células foram estimuladas com Mt Hsp70,  OVA ou PGN por 24 horas e a produção de 

IL-10 no sobrenandante foi avaliada por citometria de fluxo. Interessantemente, nem a OVA e 

nem o PGN induziu a produção de IL-10 nas BMDCs. Já a Mt Hsp70, induziu a alta produção de 

IL-10 nas BMDCs WT. Quando as células tiveram a ERK 1/2 inibidas essa produção foi abolida 

(p<0,01) (Figura 5). Isso nos indicas que a produção de IL-10 pelas BMDCs induzida pela Mt 

Hsp70 é dependente de ERK 1/2. 

 

 

Figura 7 – Nas BMDCs, a produção de IL-10 induzida pela Mt Hsp70 é dependente de ERK. BMDCs WT de 

animais C57Bl/6 foram pré-incubadas com 30 µM do inibidor seletivo de ERK 1/2, o PD98059, por 1 hora à 37°C e 

5% de CO2. Após isso, foram estimuladas com 30 µg de OVA, 30 µg de Mt Hsp70 ou 1 µg de PGN por 24h. 

produção de IL-10 foi analisada no sobrenadante celular com o kit CBA Th1/Th2/Th17.  Dados representativos de 

um experimento. ** P>0,01. 
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Discussão 

 

 Alguns trabalhos têm demonstrado que a Hsp70 tem um papel anti-inflamatório e protetor 

em modelos animais experimentais como artrite (63, 64, 90, 99), colite (66), fibrose pulmonar 

(67) e danos cerebrais (100). Primeiramente, confirmamos que a Mt Hsp70 livre de LPS é capaz 

de induzir um fenótipo tolerizado em células dendríticas. Ela aumentou produção de IL-10 em 

DCs diferenciadas da medula óssea de camundongos selvagens. Esse achado foi demonstrado 

anteriormente pelo nosso grupo e, além da produção de IL-10, a Mt Hsp70 reduziu a expressão 

do MHC II e da molécula co-estimuladora CD86 (80).  

 Também observamos que os efeitos da Mt Hsp70 sobre as BMDCs é dependente de 

TLR2 (Figura 1A). Corroborando com nossos achados, tem sido sugerido que ligantes do TLR2 

são ótimos indutores de IL-10 em diferentes trabalhos (83-85). Por exemplo, a sinalização via 

TLR2 é crucial para indução de IL-10 por DCs estimuladas com Mycobacterium tuberculosis ou 

com lipoprotéinas (101). O mesmo efeito foi visto em DCs estimuladas com antígenos de 

Yersinia pestis (102). Além disso, a sinalização via TLR2, em certas circunstâncias, induz o 

aumento da população de Tregs (86, 103, 104) e células T CD8+Foxp3+ (105). Foi sugerido que 

na verdade a sinalização via TLR2 não aumenta a funcionalidade das Tregs, porém, ao invés 

disso, aumenta sua sobrevida através de um aumento da molécula antiapopitótica Bcl-XL (106). 

Outras Hsps, como a Hsp60 humana, também podem se ligar no TLR2 das células do sistema 

imune inato, levando ao aumento de Tregs (107). Provavelmente, estamos vendo um fenômeno 

muito parecido com a Mt Hsp70. 

 Para excluir a hipótese de que o efeito visto pelo nosso grupo seja devido a contaminantes 

na Mt Hsp70, vamos também testar o papel do TLR4 em nosso sistema. O fato da diminuição do 

TNF produzido pelas DCs quando estimuladas com Mt Hsp70 ser independente de TLR2 será 

investigado melhor pelo nosso grupo. Provavelmente essa inibição da produção ocorra por um 

mecanismo paralelo como o bloqueio da via do NF-κB, o qual já foi reportado pela Hsp70. O 

NF-κB é um fator de transcrição que tem um papel chave na indução de citocinas 

proinflamatórias (108). Em condições fisiológicas, sem a presença de inflamação, o NF-κB é 

mantido inativado no citoplasma em complexo com seu inibidor IκBα (complexo NF-κB/ IκBα). 

Em um quadro inflamatório, o IκBα é degradado no proteassomo e o NF-κB é liberado para se 

translocar até o núcleo. No núcleo, ele direciona a transcrição de gene pró-inflamatórios (109). A 
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Hsp70 pode prevenir a produção de citocinas proinflamatórias induzida por LPS, através da 

interferência da transcrição dos genes dessas citocinas via NF-κB (110). Em outro estudo, a 

superexpressõ da Hsp70 em células mononucleares humanas, preveniu a translocação (induzida 

por LPS) do NF-κB para o núcleo, assim inibindo a produção das citocinas proinflamatórias 

(111). Foi sugerido, portanto, que a Hsp70 estabiliza o complexo NF-κB/ IκBα pela inibição da 

degradação do IκBα (112). Precisamos investigar em nosso modelo se algo parecido está 

ocorrendo, levando a inibição da produção de TNF-α. 

 Mostramos na Figura 4 que após da incubação com Mt Hsp70, DCs mostraram um 

aumento na expressão de p-ERK, dependente de TLR2, e que essa molécula é crucial para a 

produção de IL-10 induzida pela Mt Hsp70 (Figura 7). Em concordância com nossos achados, 

muitos trabalhos mostram que após o estímulo via TLRs, a expressão da ERK modula a 

expressão de IL-10 (113-116). Além disso, na presença de inibidores seletivos de ERK (113, 114, 

116) ou em células deficientes para ERK (115), a produção de IL-10 pelas DCs ativadas via 

TLRs diminui. Interessantemente, a diferença na produção de IL-10 por macrófagos, DCs 

mielóides e pDCs está correlacionada com os diferentes níveis de ativação de ERK por essas 

células (116). Chalmin e colaboradores (81) demonstraram que exossomos liberados por tumores 

expressam Hsp72 em sua superfície interna. Essa Hsp72 se ligaria no TLR2 de MDSCs e 

aumentaria sua atividade imunossupressora, ajudando o tumor a bular respostas imunes do 

hospedeiro. Os autores também demonstraram que essas respostas ocorreram por uma via 

dependente de MyD88, STAT3 e ERK (81). Provavelmente essa mesma rota esteja sendo ativada 

nas DCs tratadas com a Mt Hsp70. 

 Em alguns modelos, a produção de IL-10 também pode ser compremetida pela inibição da 

via do p38 em macrófagos ativados com LPS ou CpG (114, 117, 118), DCs (119, 120) e 

monócitos humanos do sangue periférico (121). Porém nenhuma dessas células apresentava um 

fenótipo tolerizado. É sugerido que tanto a via da ERK, quanto a do p38 podem cooperar na 

produção de IL-10 induzida via TLRs (85). Em nosso modelo, vimos que as moléculas p38 

(Figura 5) e Akt (Figura 6) não são fosforiladas nas DCs após o estímulo da Mt Hsp70. 

Provavelmente não estão envolvidas na produção de IL-10. Porém, não usamos inibidores 

seletivos para essas vias. Esses experimentos irão ser realizados no futuro. 
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Capítulo 5 
 

 

 

 

Considerações Finais 
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 Foi demonstrado nesse trabalho que a Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis (TB-Hsp70) 

pode aumentar a sobrevida dos enxertos em dois modelos murinos de transplantes. O primeiro 

modelo utilizado foi um modelo tumoral onde células de melanoma B16F10 (I-A
b
) foram tratadas 

ou não com TB-Hsp70 e, posteriormente injetadas s.c. em animais BALB/c (I-A
d
). Observamos 

que as células tumorais tratadas com TB-Hsp70 foram capazes de se instalar e crescer nos 

animais BALB/c. Além disso, foi visto uma grande presença de células Tregs no tecido tumoral, 

demonstrando que a Hsp70 foi capaz de modular e tolerizar o microambiente tumoral. Se as 

Tregs migraram de outros tecidos ou foram expandidas no ambiente tumoral, como por exemplo, 

pela ação sobre as APCs, precisa ser verificado. Também não sabemos ainda se essas células são 

específicas a peptídeos presentes na sequência da Hsp70.  

 Para excluir a possibilidade dessa imunomodulação do microambiente tumoral ser devido 

a outros mecanismos apresentados pelos tumores (122), testamos o efeito imunossupressor da 

TB-Hsp70 em um modelo de transplante não tumoral. Foi utilizado um modelo murino bem 

estabelecido e estudado de aloenxerto cutâneo (97). Nesse modelo os enxertos foram tratados 

com TB-Hsp70 de uma maneira inovadora: foram embebidos por 1h à 4°C em uma solução que 

continha a proteína, mimetizando a utilização de uma solução de preservação. Esse tratamento 

com a TB-Hsp70 foi capaz de retardar a rejeição aguda dos aloenxertos cutâneos em um 

mecanismo dependente de Tregs.  As soluções de preservação de órgãos são amplamente 

utilizadas na rotina de transplantes e permitem um maior período de armazenamento ex vivo 

(123). Estamos propondo que essa solução possua moléculas que além de manter a 

funcionalidade do órgão, também possa ajudar a suprimir respostas aloimunes levando a uma 

melhor aceitação do aloenxerto. 

 Por outro lado, Tesar & Golstein (124), utilizando camundongos os quais não 

expressavam os genes hsp70.1 e hsp70.3, propuseram que a Hsp70 não possui um papel 

determinante na rejeição aguda de aloenxertos cutâneos. Talvez a TB-Hsp70 tem uma ação 

diferente da Hsp70 murina, por isso a discrepância dos dados. 

 Observamos que a injeção s.c. de TB-Hsp70 leva a indução de Tregs no linfonodo 

drenante. Esse efeito foi visto por grupos e estão em concordância com nossos achados (53, 90, 

125). Porém, análises mais detalhadas sobre a origem, especificidade e fenótipo dessas células 

Tregs geradas com a Hsp70 precisam ser realizadas. Helios é um fator de transcrição que 

pertence à família Ikaros de fatores de transcrição. Esses fatores podem interagir entre si 
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formando homodímeros e heterodímeros (126, 127). Através dessa dimerização, Helios pode 

alterar a função do Ikaros (128, 129), o qual é capaz de influenciar a diferenciação de células T 

helpers (130, 131). Nas Tregs, Thornton e colaboradores demonstraram que todas células Foxp3+ 

geradas no timo co-expressavam o Helios, enquanto que Tregs geradas in vitro a partir de células 

T convencionais da periferia, estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 na presença de IL-2 e TGF-

β1, não expressavam o Helios (14). Esses achados indicam que o Helios pode ser usado como um 

marcador molecular para distinguir as nTregs da iTregs. Precisamos analisar se essas Tregs 

geradas no linfonodo drenante após a administração s.c. de TB-Hsp70 são de origem tímica (que 

são Helios+) ou são induzidas nos tecidos periféricos (Helios-). Além disso, pretendemos colocar 

em cultura DCs pulsadas com a TB-Hsp70 e células T para verificarmos se o tratamento das DCs 

com a TB-Hsp70 induzirá Tregs, e qual subtipo dessas células irá ser gerado. Também vamos 

investigar outros tipos de células T reguladoras que podem estar envolvidas na resposta mediada 

pela TB-Hsp70, como as células T CD4+LAP+ e células T gama-delta. 

 Outro aspecto a ser verificado é a possibilidade da Hsp70 estar modulando células Th1 a 

produzirem IL-10, inibindo a produção de IFN-γ nessas células (120, 132, 133). Além a indução 

das Tregs, os dLNs apresentaram um aumento da produção de IL-10 e uma diminuição nos níveis 

de TNF-α. Esse mesmo padrão de resposta foi verificado pelo nosso grupo anteriormente (82). 

Nesse trabalho células sinoviais provenientes de paciente com artrie foram incubadas com TB-

Hsp70 por 48h. Após esse período, essas células apresentaram uma reversão de seu perfil 

inflamatório, com um decréscimo da produção de TNF-α e IFN-γ e um aumeno da IL-10 (82).  

 Além da imunidade adaptativa, a Hsp70 parece também modular células do sistema 

imune inato, como mostrado na Figura 2 do capítulo 1. Nosso grupo demonstrou que essa 

proteína pode modular DCs (80) e monócitos (82), porém as vias de sinalização envolvida nessas 

células não foram elucidadas. No capítulo 4, tentamos verificar algumas moléculas que estariam 

envolvidas na tolerização das DCs induzida pela Hsp70. Observamos uma dependência do TLR2, 

in vitro e in vivo, além do envolvimento da ERK. Não foi observado um aumento na expressão de 

p38 e Akt. Esses achados foram melhores discutidos na seção “Discussão” desse mesmo capítulo 

A Figura 1B do capítulo 2 sumariza a possível rota de sinalização desencadeada pela Hsp70 em 

células do sistema imune inato.  

 Outra possibilidade é que além de alguns TLRs, a Hsp70 possa estar se ligando em 

receptores como os lectin-like receptors (LLRs), os quais são abundantes em DCs e outras células 
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do sistema imune inato (134). Enquanto que a ligação via TLRs resulta na ativação de DCs, 

contribuindo para a liberação de citocinas e quimiocinas que vão contribuir para moldar a 

resposta imune (135), os LRRs operam um poderoso sistema de captura e internalização de 

antígenos (134, 136, 137). Os receptores LOX-1, Dectin-1 e DC-SIGN são capazes de enviar 

sinais intracelulares, tanto sozinhos quanto em associação com TLRs, ativando as DCs e 

resultando em diferentes respostas de células T, inclusive Tregs (73, 83, 134, 136). Por exemplo, 

a ligação do DC-SIGN por diferentes patógenos pode levar a indução da diferenciação de Tregs 

(136, 138). Também foi visto que a ativação de DCs via Dectin-1 e TLR2 resulta em respostas 

mediadas por Tregs (83), e que sinias via Dectin-1 levam as DCs a produzirem IL-10 (139, 140). 

 Foi demonstrado que a Hsp70 humana pode se ligar no LOX-1 de células dendríticas 

humanas e que esse receptor está envolvido na internalização e cross-priming de antígenos in 

vivo (73). Em outro estudo a grp170 humana, um membro da família da Hsp70 expresso no 

retículo endoplasmático, conseguiu se ligar no scavenger receptor-A (SR-A) presente em DCs 

humanas (141). Essa ligação conferiu um sinal supressivo às células do hospedeiro. 

Recentemente, Li e colaboradores demonstraram um papel interessante de um LRR chmado DC-

ASGPR (120). Foi visto que a entrega de antígenos, tanto próprios como estranhos, às DCs via 

esse receptor favoreceu a geração de células T CD4+ supressoras que eram antígeno-específicas e 

produziam IL-10 (120). Interessantemente, essas células T CD4+ produtoras de IL-10 eram 

Foxp3- e os autores sugeriram elas tinham uma origem Th1. Além disso, a geração dessas células 

T foi dependente da produção de IL-10 e das vias do p38 e da ERK nas DCs. Em camundongos o 

receptor correspondente do DC-ASGPR seria o mMGL (142). Com isso, hipotetizamos que 

talvez a TB-Hsp70 também possa se ligar em um LRRs, principalmente o mMGL 

(camundongos) e DC-ASGPR (humanos) e atuar em conjunto com o TLR2. Pretendemos realizar 

experimentos de imunofluorescência para verificarmos se há co-localização de algum desses 

receptores com o TLR2, após estímulos com a TB-Hsp70. 

 Outra hipótese que pretendemos investigar é que talvez a TB-Hsp70 seja internalizada 

pelas células do enxerto e possa exercer um papel citoprotetor e anti-apoptótico. Esse efeito 

citoprotetor e anti-apoptótico é bem documentado em relação a Hsp70 autóloga (56, 143) e, 

considerando o grau de homologia da TB-Hsp70 em relação às Hsp70s de mamífero, é plausível 

que isso possa ocorrer nas células do enxerto. 
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 Esse efeito da TB-Hsp70 sobre as DCs pode servir como intervenção terapêutica em 

modelos de transplantes. Com as terapias administratadas atualmente, os pacientes transplantados 

têm apresentado uma imunossupressão sistêmica e uma série de outros diversos efeitos colaterais 

(33, 144-146). Por isso, tem sido sugerido que as DCs tolerizadas podem servir uma terapia 

alternativa e inovadora, sempre procurando uma maior sobrevida do enxerto a longo prazo e o 

mínimo de alterações possíveis no sistema imune do receptor  (26, 32, 147). Sugerimos que 

possivelmente células dendríticas tratadas com a TB-Hsp70 sozinha, ou em conjunto com outros 

compostos, possa servir como uma terapia para a inibição da rejeição aguda em transplantes. 
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