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RESUMO

Diferentes estudos tém demonstrado que a Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis
(TBHsp70) pode induzir a remissdo de modelos de doengas auto-imunes. Entretanto, o
mecanismo pelo qual esta proteina exibe propriedades imunorregulatorias necessita ser
elucidado. Neste estudo, nos perguntamos se a TBHsp70 poderia suprimir a rejeicdo em um
sistema de transplante alogeneico de tumor. Nos observamos que enquanto camundongos
BALB/c (H-2% rejeitam melanocitos B16F10 (H-2%) implantados de forma subcutanea,
animais BALB/c tratados com TBHsp70 ndo rejeitam o enxerto de forma similar aos
tratados com Dexametasona (DEXA). O tratamento com TBHsp70 inibiu a proliferacdo de
células T induzidas por mitdgeno no linfonodo drenante e, finalmente, células T CD4,
CD25 e Foxp3 foram observadas no sitio de enxertia e nos linfonodos drenantes de animais
tratados com esta proteina. Nossos resultados apontam para um papel imunossupressor da
TBHsp70, e sugerem que a inducdo de células T regulatorias poderia ser o mecanismo pelo

qual esta proteina suprime a rejei¢do ao enxerto.



CONCLUSOES

Neste estudo nos propusemos a investigar os efeitos imunossupressores da
Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis (TBHsp70). Para tanto, elaboramos um modelo
experimental in vivo de rejeigdo a aloenxerto com um tumor alogeneico transplantado.
Testamos ainda se a TBHsp70 apresenta algum efeito sobre a proliferacao inespecifica de
células mononucleares humanas in vitro e murinas ex vivo. Em todos os experimentos, a
TBHsp70 apresentou um efeito imunossupressor. Finalmente, nossos achados sugerem que
o0 mecanismo de imunossupressao envolve a geragao de células T regulatorias (T reg).

Essa subpopulagdo celular, correspondente a aproximadamente 5 a 10% do total de
células T CD4+ , desempenha um importante papel na manutengao de tolerancia periférica,
além de prevenir um numero de doencas de etiologia relacionada as desordens
imunologicas. Dessa forma, podem suprimir respostas a aloantigenos, auto antigenos e até a
antigenos tumorais. Um dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento de doengas
autoimunes poderia ser mediado por quebra no estado de tolerancia mantido por estas
células. Intervencdes terapéuticas sobre células T reg poderiam portanto ser uma alternativa
de tratamento para doengas relacionadas as disfun¢des de células T, e substancias que
apresentem a capacidade de gerar c€lulas T reg seriam candidatas ao uso terapéutico. A
TBHsp70 parece ser uma dessas substancias.

Nosso laboratorio previamente evidenciou a agdo imunossupressora da TBHsp70 no
liquido sinovial e em linfocitos de sangue periférico de pacientes com artropatias, somente
com proteinas previamente tratadas para a remoc¢ao de contaminantes bacterianos. Além

disso, também observamos que essa proteina ¢ capaz de retardar a maturagdo de células



dendriticas (DCs), induzindo a produg¢do de IL-10. Assim sendo, o presente trabalho iniciou
com o pressuposto de que, para a real identificagdo da a¢do da Hsp70 sobre o sistema
imunologico, somente proteinas livres de contaminantes poderiam ser utilizadas.

Nesse estudo, o efeito sobre a inibigdo da proliferagdo celular in vitro em células
mononucleares humanas cultivadas com TBHsp70 foi altamente reproduzivel,
caracterizando a agdo imunorreguladora dessa proteina. Além disso, linfocitos de
linfonodos inguinais previamente tratados com TBHsp70, também em falharam em
proliferar ex vivo quando desafiados com mitégeno, e a producao de IL-10 aumentou nessas
células. Contudo, sem duvida o resultado mais marcante deste estudo foi a resposta in vivo
observada, ou seja, a aceitacdo do enxerto alogeneico, caracterizando o efeito
imunossupressor dessa proteina além dos modelos experimentais de doengas autoimunes
descritos por outros. Além disso, a geracdo de células T reg (CD4+CD25+ Foxp3+),
também pdde ser observada, indicando que o perfil imunorregulador poderia ser atribuido a
esse fendtipo celular. Salientamos que embora nosso modelo experimental de rejei¢do ao
enxerto tenha sido efetivo, entendemos que o sistema experimental ideal deveria ser um
enxerto de tecido, como o cutineo. Estes experimentos estdo atualmente sendo
desenvolvidos em parceria com o laboratorio de Nefrologia do Instituto de Pesquisas
Biomédicas. Também, estamos trabalhando na padroniza¢do da técnica de andlise de
proliferacdo por CFSE, para realizar um ensaio funcional das células detectadas neste
trabalho. Se as células CD4+CD25+Foxp3+ sdo realmente células regulatdrias, elas devem
inibir a proliferagdo de outras células T convencionais. NOs tentamos realizar esse
experimento com MTT, mas duas vezes tivemos falhas técnicas. Porém tentaremos
novamente, antes de enviar para publicacdo, utilizando a dilui¢do do CFSE como indicador

de divisao celular.



O mecanismo exato pelo qual a TBHsp70 exerce sua atividade imunossupressora
necessita ser elucidado. O tratamento com TBHsp70 no local do enxerto (in vivo), ou como
estimulo in vitro, poderia proporcionar a geracdo e ativacdo de células T reg,
provavelmente reativas a peptideos de Hsp enddgenos, permitindo assim a fixacdo das
células alogeneicas. De fato, as células T reg parecem ser fundamentais na geragao do perfil
regulador proporcionado pela Hsp60.

Para testar essa hipotese, iniciamos uma colabora¢do com o Dr. Willem van Eden,
da Universidade de Utrecht, na Holanda, cujo grupo atualmente realiza um mapeamento de
peptideos de TBHsp70 que exerceriam imunossupressdo em camundongos BALB/c.
Quando recebermos os peptideos, repetiremos os experimentos descritos neste estudo
utilizando diferentes peptideos de TBHsp70. Acreditamos também ser importante um
estudo cinético mais detalhado da geragdo dessas células neste modelo, para tanto, esta
andlise depende de colaboradores da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-Sao Paulo,
uma vez que todos os reagentes de células T reg s@o cedidos por esse grupo.

Realizamos apenas um estudo qualitativo da imunohistologia. Entendemos que a
andlise quantitativa ¢ necessaria. Este processo também esta sendo realizado em parceria
com o grupo de Ribeirdo Preto. Atualmente temos blocos de trés grupos de animais do
grupo experimental sendo analisados. Estes dados sdo fundamentais para publicagcdo dos
nossos resultados e contribuirdo decisivamente para a elucidacdo do potencial

imunossupressor da TBHsp70, possibilitando seu uso adequado como agente terapéutico.
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