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RESUMO 

A Hsp70 (Heat shock protein 70 kDa) é uma proteína de choque térmico de 70 kDa que possui 

funções intra e extracelulares. Nos estudos iniciais, somente as funções intracelulares eram exploradas, 

como o auxílio no dobramento, impedir a agregação e o redobramento protéico Há décadas mostrou-se 

que essa proteína pode ser exportada para o ambiente extracelular e exercer efeitos sobre outras 

células, como as do sistema imune. O nosso grupo vêm explorando o papel dessa proteína em células 

chave da resposta imune, como macrófagos e células dendríticas. O presente trabalho observou que a 

Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis pode polarizar macrófagos a um fenótipo M2 e que essa 

resposta é dependente de IL-10. Macrófagos peritoneais e derivados de medula óssea foram tratados 

com DnaK (homólogo procariótico da Hsp70) de Mycobacterium tuberculosis por 24h. Após esse 

período observou-se o aumento de marcadores clássicos de fenótipo M2, como: FIZZ1, YM1, CD206, 

IL-10, Arg1. Por outro lado, houve uma diminuição na expressão de IL-6, MCP-1, TNF-α, NO, MHC 

de classe II e CD86, além de essas células serem capazes de promover o crescimento tumoral em 

modelo alogênico. Observou-se também, com células KO ou bloqueando o IL-10R que essa 

modulação é dependente de IL-10. Além disso, essa modulação celular não é restrita aos macrófagos, 

podendo essa proteína agir sobre células dendríticas, modulando-as a um fenótipo imaturo, como já 

mostrado em trabalho anteriores do grupo (1,2). Porém, não se sabe ainda qual região específica da 

proteína é essencial para esse efeito e se ele é restrito a esse homólo, DnaK de M. tuberculosis. 

Portanto, outro objetivo do trabalho foi expressar e purificar no mesmo sistema os seus homólogos 

Hspa1a (Hsp70 murina) e HSPA1A (Hsp70 humana) e posteriormente, testá-las em paralelo em 

modelos experimentais imunológicos. O trabalho está em andamento atualmente em relação a 

purificação da Hspa1a e os primeiros testes de estado de ativação de células dendríticas foram 

realizados. Acredita-se que se há um efeito dos homólogos de DnaK, esse efeito é menos evidente, 

segundo resultados prévios.  

 

Palavras-chave: Hsp70. Macrófago. célula dendrítca. modulação. 

 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

Hsp70 (Heat shock protein 70 kDa) is a chaperone protein which has intra- and extracellular functions. 

In the early studies, only intracellular functions were operated, as to aid in folding, prevent 

aggregation and protein refolding. In 80’s a study has shown that this protein can be exported into the 

extracellular environment exerting effects on other cells, such as the immune system. Our group are 

exploring the role of this protein in key immune response cells such as macrophages and dendritic 

cells. Present study noted that the Hsp70 of Mycobacterium tuberculosis can polarize macrophages to 

a M2 phenotype and this response is dependent on IL-10. Peritoneal and bone marrow derived 

macrophages were treated with DnaK (Hsp70 prokaryotic homolog) from M. tuberculosis for 24 

hours. After this period there was an increase of M2 classic phenotype markers, such as FIZZ1, YM1, 

CD206, IL-10 and Arg1. On the other hand, there was a decrease in expression of IL-6, MCP-1, TNF-

α, NO, MHC class II and CD86 (M1 markers), and these cells are able to promote tumor growth in 

allogeneic model. It was also observed with KO cells or blocking IL-10R that this modulation is 

dependent on IL-10. In addition, this cellular modulation is not restricted to macrophages; such protein 

acting on dendritic cells by modulating them with an immature phenotype, as has been shown in prior 

works of our group (Borges et al, 2010;. Motta et al., 2007 ). However, it is not yet known what 

specific region of the protein is essential for that purpose and whether it is restricted to that 

homologues, DnaK from M. tuberculosis. Therefore, another objective was to express and purify in 

the same system their counterparts Hspa1a (murine Hsp70) and HSPA1A (human Hsp70) and 

subsequently testing them in parallel in immunological experimental models. Work is currently in 

progress with regard to purification of Hspa1a and initial dendritic cells activation state tests were 

conducted. It is believed that whether there is  an effect with DnaK homologues, this effect is less 

obvious, according to previous results. 

 

Keywords: Hsp70. macrophage. dendritic cell. modulation. 

 

 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 Estrutura da Hsp70 .................................................................................................... 14 

Figura 2 Ativação e polarização de macrófagos...................................................................... 17 

Figura 3 Estágios da maturação de DCs. ................................................................................. 20 

Figura 4 Hsp70 modulando células do sistema imune. ........................................................... 22 

Figura 5 Esquema do bioensaio ............................................................................................... 27 

Figura 6 Estratégia de gates. .................................................................................................... 28 

Figura 7 Expressão de CD86 e MHC de classe II nas DCs do baço. ...................................... 29 

Figura 8 Migração do plasmídeo pM70.1 em gel de agarose. ................................................. 70 

Figura 9 Migração do plasmídeo pM70.1 em gel de agarose transformado em bactérias 

TOP10. ...................................................................................................................................... 71 

Figura 10 Migração do plasmídeo pM70.1 e do pET30a(+) . ................................................. 72 

Figura 11 Clivagem dos plasmídeos pM70.1 e pET30a(+) com enzima de restrição EcoRI. 73 

Figura 12 Clivagem do plasmídeo pET30a(+)::Hspa1a com enzima EcoRI. ......................... 74 

Figura 13 Clivagem do plasmídeo pET30a(+)::Hspa1a com EcoRI e HindIII. ...................... 75 

Figura 14 Esquema da padronização da expressão da Hspa1a................................................ 76 

Figura 15 Gel de poliacrilamida com diferentes condições de crescimento bacteriano.......... 77 

Figura 16 Modulação de células dendríticas por DnaK e HSPA1A. ...................................... 81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 Tabela da nomenclatura da Hsp70 .................................................................. 15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE SIGLAS 

 

BMDC – Bone marrow dendritic cell; Célula dendrítica diferenciada da medula óssea 

CD – Cluster of diferentiation; Grupo de diferenciação 

DC – Dendritic cell; Célula dendrítica 

DNA - Deoxyribonucleic acid; Ácido desoxirribonucleico 

Foxp3 – Factor forkhead Box P3 

GM-CSF - Granulocyte–macrophage colony-stimulating factor; Fator etimulador de colônia 

de granulócitos e macrófagos 

Hsp - Heat shock protein; Proteína de choque térmico ou Proteína de choque de calor 

IFN - Interferon 

LPS - Lipopolissacarídeo 

MHC – Major histocompatibility complex; Complexo principal de histocompatibilidade 

OVA - Ovalbumina 

PBS – Phosphate buffered saline; Tampão fostato-salino 

TGF – Transforming growth factor; Fator de crescimento transformador 

TNF - Tumor necrosis factor; Fator de necrose tumoral 

TLR- Toll like receptor; Receptor do tipo Toll 

UV – Radiação ultravioleta 

Hsp70 – Heat shock protein 70 kDa – Proteína de choque de calor de 70 kDa 

PBMC – Peripheral blood mononuclear cells – Células mononucleares periféricas do sangue 

IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12 – Interleucina-1,6,10 e 12 

EU – Endotoxin units – unidades de endotoxina 

EDTA – Ácido etileno diamino tetra-acético 

SBF – Soro bovino fetal 

  



 
 

SUMÁRIO 

Capítulo I .................................................................................................................................. 12 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 13 

1.2 Proteínas de choque térmico (HSPs – Heat shock proteins) .................................. 13 

1.2.1 Proteína de choque térmico de 70 kDa ............................................................... 14 

1.3 Macrófagos ............................................................................................................. 15 

1.3.1 Heterogeneidade de macrófagos ......................................................................... 16 

1.3.2 Macrófagos e câncer ........................................................................................... 18 

1.4 Células dendríticas ................................................................................................. 19 

1.5 HSP70 e sistema imune .......................................................................................... 21 

2 OBJETIVOS .................................................................................................................. 24 

2.1      OBJETIVO PRINCIPAL ....................................................................................... 24 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................. 24 

3 JUSTIFICATIVA .......................................................................................................... 25 

Capítulo II ................................................................................................................................. 26 

4 Bioensaio ....................................................................................................................... 27 

Capítulo III ............................................................................................................................... 30 

5     Artigo publicado na revista PLOS ONE ........................................................................ 31 

 .................................................................................................................................................. 47 

Capítulo IV ............................................................................................................................... 48 

6     Manuscrito ..................................................................................................................... 49 

Capítulo V................................................................................................................................. 68 

7 Expressão e purificação de Hspa1a ............................................................................... 69 

7.1 Expressão de Hspa1a .............................................................................................. 69 

7.2      Ligação do vetor (pET30a(+)) ao inserto (gene da Hspa1a) .................................. 73 

7.3      Transformação e padronização da expressão ......................................................... 75 

Capítulo VI ............................................................................................................................... 78 

8 Efeito comparado da DnaK e HSPA1A sobre DCs ....................................................... 79 

8.1 Produção da DnaK de M. tuberculosis e HSPA1A ................................................ 79 

8.2 Efeito comparado da DnaK e HSPA1A sobre células dendríticas de linfonodo de 

camundongo ...................................................................................................................... 80 

Capítulo VII .............................................................................................................................. 82 

9 CONCLUSÃO ............................................................................................................... 83 



 
 

REFERÊNCIAS ....................................................................................................................... 84 

ANEXO A - Parecer de aprovação da Comissão de Experimentação e Uso de Animais – 

CEUA ....................................................................................................................................... 90 

ANEXO B – Carta de submissão do Manuscrito ..................................................................... 91 

ANEXO C – Carta de aceite para publicação do Manuscrito .................................................. 92 

 



12 
 

 

 

 

 

Capítulo I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



13 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.2  Proteínas de choque térmico (HSPs – Heat shock proteins) 
 

As proteínas de choque térmico são proteínas induzidas nas células por um variado conjunto 

de estressores, como: calor, radiação UV, infecções virais e bacterianas, câncer, entre outros. 

Essas proteínas possuem um papel de extrema importância no ambiente intracelular frente a 

situações de estresse. Dentre suas funções intracelulares estão: dobramento adequado de 

proteínas, impedir a agregação de proteínas, desfazer agregados, endereçamento correto de 

proteínas para suas respectivas organelas, marcação para a degradação. As HSPs se 

encontram em diversos compartimentos celulares, como: citosol, retículo endoplasmático, 

núcleo e mitocôndria (3–5). 

Sua descoberta foi de forma acidental, quando um colega de Ferruccio Ritossa, o descobridor, 

aumentou a temperatura da estufa onde o pesquisador analisava larvas de Drosophilla. Após 

observá-las ao microscópio viu que apresentavam formação de puffs cromossômicos. 

Posteriormente, repetiu o experimento, porém agora, com os controles adequados e observou 

o mesmo comportamento. Somente anos depois, em 1974, Tissieres, associou esse fenômeno 

a resposta de choque térmico, quando então “nasceram” as HSPs (6,7). 

As Hsps são subdivididas em famílias, de acordo com seu peso molecular aproximado, sendo 

denominadas, como segue no exemplo: família Hsp27, Hsp40, Hsp70, Hsp100. A 

denominação Hsp não implica que cada família possua funções semelhantes ou homologia de 

sequência entre si. Isso porque cada família possui diversos genes que codificam suas 

proteínas e os mesmos são regulados por promotores diferentes (5). Além disso, são proteínas 

que possuem uma alta conservação evolutiva mesmo se compararmos desde os procariotos até 

os humanos. Isso também salienta sua importância nos sistemas vivos (8,9).   
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1.2.1 Proteína de choque térmico de 70 kDa  
 

A estrutura molecular da HSP70 é formada por dois domínios, um de ligação ao nucleotídeo e 

outro de ligação ao substrato (SBD – substrate binding domain). O sítio de ligação ao 

nucleotídeo ao receber o ligante, transmite o sinal até o sítio que liga ao substrato. A região de 

ligação ao substrato tem um formato de fenda com uma tampa que proporciona uma região 

hidrofóbica de ligação ao substrato (Figura 1). Para auxiliar no dobramento das proteínas há 

uma cooperação de outras chaperonas, como Hsp40, Hsp100 e fatores de troca de 

nucleotídeos (4,10). 

Dentre as características importantes dessa proteína está sua conservação evolutiva, sendo a 

mais conservada proteína documentada, desde arqueobactérias e plantas até os humanos. A 

conservação evolutiva não se limita apenas a sequência protéica, mas também a função. 

Hsp70 de Drosophilla quando expressada em células de mamíferos é capaz de prevenir contra 

o estresse térmico (11), Hsp70 humana previne células de fibroblasto de rato contra estresse 

térmico induzido (12,13). 

Figura 1  Estrutura da Hsp70      

Essa é a estrutura da Hsp70 de E. coli resolvida por Bertelsen e colegas (14). A sua estrutura é formada por dois 

domínios, um de ligação ao nucleotídeo e o outro de ligação ao substrato, sendo ambos ligados por uma fina 

região hidrofóbica (15).  
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Abaixo, uma tabela que mostra os nomes atuais e alguns sinônimos utilizados antigamente 

para as Hsp70 de diferentes espécies discutidas neste trabalho. 

Tabela 1. Nomenclatura dos ortólogos de Hsp70 Hsp70 

Nome do gene Nome antigo da proteína 

(sinônimos) 

        Organismo 

HSPA1A Hsp70-1, Hsp72, HSPA1A         H. sapiens 

DnaK Hsp70          M. tuberculosis 

Hspa1a Hsp70-3, Hsp70.3         Mus musculus 

(16,17) 

 

1.3 Macrófagos  
 

Macrófagos são células que possuem mais de uma origem. Uma de suas origens provém de 

células tronco hematopoiéticas, podendo se originar também a partir do saco vitelino na 

embriogênese ou do fígado fetal a medida que a medula óssea vai desenvolvendo-se em 

camundongos (18,19). 

Os macrófagos são células fagocíticas que desempenham papéis importantes na resposta 

imune inata, além de interligar-se à resposta imune adaptativa. (20).  Essas células exercem 

sua função ajudando a eliminar patógenos, desde a fagocitose de patógenos, passando pela 

apresentação de antígenos até a citotoxicidade mediada por ROS (Reative oxygenspecies- 

espécies reativas de oxigênio). Tais células auxiliam na resposta inflamatória, liberando 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-12, TNF-α (21). 

A ativação ocorre via componentes microbianos, chamados de PAMPs (Papthogen-

associated molecular pattern - Padrões moleculares associados a patógenos), como o LPS 

(Lipopolysaccharide - Lipopolissacarídeo), PGN (Peptydoglycan - Peptideoglicano), através 

do engajamento de TLRs, receptores de manose, integrinas (ex.: CD11b/CD18), além de 

poderem ser ativados por citocinas, como IFN-γ, IL-6, via receptores de citocina . Quando 

ativados, aumentam sua capacidade de fagocitose, aumenta a secreção de mediadores 

inflamatórios, o que culmina em um maior poder de combate aos patógenos invasores do 

organismo (22). 
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Sua ativação leva a uma expressão aumentada da enzima iNOS (induciblenitric oxide synthase 

- Óxido nítrico sintase induzida), levando a produção e consequente liberação de óxido nítrico 

por essas células, o qual possui uma alta atividade anti-microbiana (21,23,24). Outra forma de 

eliminação de patógenos ocorre via complexos formados por componentes do sistema 

complemento e complexos antígeno-anticorpo ou célula-anticorpo. A ligação de um 

componente do sistema complemento ao macrófago leva a fagocitose da célula ou do 

complexo formado. Além disso, há também a apresentação de antígenos via molécula de 

superfície MHC de classe II, em que o macrófago fagocita patógenos opsonizados ou não, 

digere-o, leva ao seu processamento e apresenta os antígenos em sua superfície, que levará a 

interações com células T auxiliares, auxiliando na resposta humoral e celular (25). 

 

1.3.1 Heterogeneidade de macrófagos 
 

As primeiras observações feitas a respeito da modulação de fenótipo dos macrófagos 

ocorreram por volta da década de 90, quando constatou-se que macrófagos sob o estímulo de 

IL-4 inibiam a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) a produção de IL-8 e IL-1β 

(26). Até que em 1992, Michael Stein et al. publicaram o trabalho em que mostraram que a 

IL-4 induz macrófagos inflamatórios a adquirirem um fenótipo ativado alternativamente, 

distinto daquele clássico ativado por IFN-γ. Esse fenótipo era caracterizado por alta 

capacidade de depuração de ligantes de manose, reduzida secreção de citocinas pró-

inflamatórias, além da presença de mudanças morfológicas nas células (27).  

Após anos de estudos, a ativação alternativa dos macrófagos está mais definida. De 

acordo como conceito atual, macrófagos ativados classicamente (CaMϕ – Classical activated 

macrophages – macrófagos ativados classicamente) expressam altos níveis de IL-1β, IL-6, 

IL-12, IL-23, TNF-α e baixos níveis de IL-10, além da produção de ROS; são células 

presentes em respostas Th1. Esse fenótipo é ativado por IFN-γ e TNF-α e/ou produtos 

bacterianos (ex.: LPS) e também é denominado como M1. Macrófagos M1 possuem um 

importante papel contra patógenos intracelulares e mecanismos antitumorais. Em uma 

resposta inflamatória contra um patógeno as células NK (Natural killer) reagem produzindo 

IFN-γ transientemente, citocina que em uma resposta adaptativa é produzida por células Th1, 

o que pode levar os macrófagos a secreção de citocinas pró-inflamatórias, radicais de 
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nitrogênio e oxigênio, levando a uma maior capacidade de eliminação do micro-organismo 

invasor (18) 

 Já os macrófagos ativados alternativamente expressam altos níveis de IL-10 e TGF-β; 

da enzima arginase, altos níveis dos genes Chi3l3 (YM1) e Retnla (FIZZ1), além da expressão 

aumentada de receptores tipo galactose, manose (CD206) e scavengers; essas células 

participam de respostas Th2 (28–30).  

O gene Chi3l3 é membro da família das quitinases, originalmente descrito como um 

fator quimiotático de eosinófilo produzido por células T CD8. É um gene altamente expresso 

nos pulmões e baço de camundongos, porém sua função nos macrófagos ainda não está bem 

elucidada  (33,34). Já o gene Retnla foi primeiramente identificado em fluido de lavagem de 

camundongo com asma experimentalmente induzida e é um membro da família das moléculas 

secretadas ricas em cisteína, sua função nos macrófagos ainda não é clara também (33,34). 

  O fenótipo ativado alternativamente (aaMϕ – Alternative activated macrophages – 

macrófagos ativados alternativamente) pode ser induzido por IL-4 e/ou IL-13 e é também 

conhecido como M2 (figura 2) (35). Em muitas doenças parasitárias os macrófagos sofrem 

polarização a um fenótipo M2. Em infecções causadas por Taeniasolium e Taenia crassiceps 

em humanos, observa-se a polarização de macrófagos 

Figura 2 Ativação e polarização de macrófagos. 

Acima em vermelho estão ilustradas algumas moléculas com aumentada expressão em macrófagos M1. Já em 

macrófagos M2 (em verde) são mostradas as moléculas mais expressas em macrófagos M2. IL1RN, antagonista 

do receptor de IL-1; IL1R2, receptor de IL-1 do tipo 2. (31,32) 

a um fenótipo M2 após a fase aguda da doença (>4 semanas). Em infecções por Schistosoma 

os carboidratos dos ovos são os principais produtos que levam a uma resposta Th2, que pode 

formar um microambiente favorável ao desenvolvimento de macrófagos M2 (33). Macrófagos 
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ativados alternativamente estão presentes também em alergias, visto que essas propiciam um 

ambiente Th2, que é propício a polarização de macrófagos. A asma está associada a 

remodelação tecidual, incluindo a deposição de colágeno e hiperplasia de células caliciformes 

e os macrófagos M2 estão intimamente envolvidos neste processo (30). 

 

1.3.2 Macrófagos e câncer 
 

Em 1863, foi quando pela primeira vez se viu a presença de leucócitos em um tecido 

canceroso por Rudolph Virchow (36). Séculos se passaram e os estudos relacionando o papel 

e as características das células imunes associadas ao câncer continuam incessantes.  

Os macrófagos são os leucócitos presentes em maior número na maioria dos tumores (37). 

Essas células, denominadas TAMs (Tumor associated macrophages - macrófagos associados 

a tumores) são recrutadas aos tumores através de quimiocinas. Funcionalmente, os TAMs 

possuem duas vias as quais podem atuar, uma, matando as células tumorais, na outra, podem 

promover a angiogênese, o crescimento tumoral e a metástase (36). 

Nos estudos iniciais pensava-se que era necessária a presença de células T e NK para o 

recrutamento de TAMs. Após experimentos de transplante tumoral em hospedeiros com 

defeitos na imunidade mediada por células T e células NK, mostrou-se que a imunidade 

específica não é determinante para a infiltração de macrófagos, mas fatores liberados pelas 

própias células tumorais são os que fazem o recrutamento celular (37). 

Ao serem recrutados para os sítios tumorais, os macrófagos recebem estímulos que os levam a 

adquirir um fenótipo M2-like, visto a ausência de IFN-γ, ligantes de TLR, a presença de IL-10 

e TGF-β secretados por células neoplásicas, fibroblastos e células T reguladoras (38). Estudos 

mostram a relação entre fenótipos M2-like e o aumento do grau e largura do tumor em 

pacientes com câncer de mama (39), M2-like e fibroblastos associados ao tumor com a piora 

de prognóstico em câncer colorretal (40) e com aumento da progressão tumoral em câncer de 

próstata (41).  
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1.4  Células dendríticas 
 

As células dendríticas (DCs – “Dendritic cells”) são células que fazem uma ponte entre o 

sistema imune inato e adaptativo. Elas são ditas apresentadoras de antígeno profissionais e 

dentre esse grupo são as que apresentam com maior eficiência. São células essenciais na 

defesa do organismo contra uma série de patógenos. Essas células estão distribuídas por quase 

todo o corpo fazendo a vigilância do organismo e impedindo a disseminação silenciosa dos 

patógenos. Estão presentes principalmente em regiões de ligação com o ambiente, como 

mucosas e pele compondo 1 a 2% do total de células (42).  

As células dendríticas possuem estágios de ativação e em cada um ela está voltada para 

funções específicas (figura 3). Uma DC imatura, é uma célula com alta capacidade de 

endocitose localizada nos tecidos periféricos. Essa célula expressa níveis baixos de moléculas 

co-estimulatórias e de MHC de classe II, dessa forma não possui a capacidade de ativar 

linfócitos T, levando-os a anergia. A DC também pode virar uma célula migratória, quando 

entra em contato com alguns estímulos, como: células apoptóticas, lactobacilos do intestino, 

TNF-α. Isso leva a uma menor expressão de algumas integrinas, que são moléculas que 

mantém a adesão dessa célula ao tecido adjacente, maior expressão de metaloproteinase de 

matriz (MMPs – “Matrix metalloproteinasis”), além de uma maior expressão de receptores de 

quimiocinas, como CCR7, necessário para a entrada da DC no linfonodo. Porém, isso não é o 

suficiente para uma DC tornar-se madura, sendo necessário a estimulação por citocinas pró-

inflamatórias ou PAMPs (pathogen associated molecular patterns – padrões moleculares 

associados aos patógenos) em PRRs (pattern recognition receptors – receptores de 

reconhecimento de padrões), como: TLRs, FcR (Receptores de porção Fc de anticorpos), 

receptores de moléculas do sistema complemento. Após esses estímulos, a DC está com sua 

maturação completa e isso leva a produção e liberação de citocinas como IL-1β, IL-6, IL-12, 

TNF-α, que é o último sinal necessário para a ativação da célula T. Uma vez ativados, os 

linfócitos T promovem um verdadeiro diálogo com outras células do sistema imune, como 

linfócitos B e macrófagos, com o intuito de neutralizar as ações nocivas do patógeno (43–45)  

Uma DC imatura é incapaz de apresentar antígenos via MHC de classe II, devido a alguns 

fatores importantes: (1) a degradação dos antígenos é ineficiente, podendo eles ser 

internalizados e permanecerem intactos nos lisossomos devido a falta de proteases; (2) o 

MHC pode ser exposto na superfície celular vazio ou ligado a molécula CLIP, o que impede a 
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ligação a qualquer peptídeo. Posteriormente, esse MHC é internalizado e pode retornar a 

superfície ou é movido para a degradação (43,46). 

Em uma DC madura a situação se inverte, havendo muitos peptídeos para serem processados, 

muitas moléculas de MHC disponíveis, as enzimas proteolíticas aumentam sua atividade,  

degradação do MHC de classe II é diminuída, permitindo mantê-lo na superfície celular 

(43,45). 

O estado de ativação das células dendríticas é muito importante em transplantes de órgãos, 

por exemplo. Visto que, após o órgão ser transplantado, DCs do enxerto e do receptor são 

ativadas, migram e apresentam antígenos do órgão transplantado no linfonodo drenante a 

células T. Dessa forma, torna-se importante ,em situações como essa, criar-se um ambiente 

tolerogênico. Com isso, visto o papel essencial das DCs nessa resposta, modular essas células 

e consequentemente outras células, como os linfócitos T, torna-se um desafio essencial para 

obtermos avanços promissores nesse campo (47,48). 

 

Figura 3 Estágios da maturação de DCs. 

(a) A figura mostra que DCs imaturas apresentam baixos níveis de moléculas co-estimulatórias (ex.: CD40, 

CD80, CD86) e MHC de classe II. Dessa forma, essa célula é incapaz de ativar células T e leva-las a 

proliferação. Os estímulos que podem levar a inibição da maturação estão citados na figura, como: 

corticosteroides, vitamina D3, IL-10. Atualmente, essa figura teria uma lista maior de estímulos que bloqueiam a 

maturação das DCs e interessantemente a DnaK de M. tuberculosis está nessa lista (1). (b) Mostra as 

características da DC tolerogênica, que apresenta altos níveis de MHC de classe II, pouca produção de IL-12. 

Esse estado pode ser gerado pela combinação de agentes que promovem e suprimem a maturação (e.:LPS, TNF, 

IL-10, TGF). (Figura traduzida de 49) 
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1.5 HSP70 e sistema imune 
 

O primeiro estudo que mostrou que uma proteína de choque térmico pode ser liberada para o 

ambiente extracelular foi realizado em axônio gigante de lula (50,51). Além disso, foi 

observado que células tumorais submetidas a choque térmico e um período de recuperação 

apresentavam Hsp70 na superfície celular (52). A liberação de Hsp70 para o ambiente 

extracelular foi observada também em células de glioma submetidas a choque térmico ou 

condições normais (53). Também foi observado a liberação de Hsp70 via exossomos por uma 

via não-clássica em células brancas de sangue periférico (PBMCs – Peripheral blood 

mononuclear cells) (54). Após amplas evidências de sua liberação para o ambiente 

extracelular, muitos trabalhos começaram a relatar sua ação sobre outras células, como as do 

sistema imune (55–59). 

Porém, grande parte dos estudos mostra que a Hsp70 é capaz de ativar células do sistema 

imune, mostrando até mesmo que podem se ligar a TLRs. Acredita-se que em sua maioria, 

esses efeitos se devem a endotoxinas contaminantes provenientes da purificação de proteínas 

recombinantes que não passaram por processos apropriados de limpeza ou com controles de 

limpeza inadequados . Outra possível causa é a presença de mais de um homólogo de Hsp70 

presente na amostra (60), além de peptídeos que podem estar ligados à proteína (61), 

influenciando seu efeito sobre as células. Alguns métodos utilizam a purificação através de 

órgãos ou tecidos, como fígado e até mesmo sarcoma murino (60). Uma vez que há uma 

ampla variedade de genes que codificam as Hsps da mesma família, purificando a proteína de 

um tecido, estará se mascarando o efeito de um homólogo, para se avaliar o efeito de 

praticamente uma família inteira de proteínas. 

Diversos estudos, mantendo controles adequados e cuidados com a purificação da Hsp70 

mostraram efeitos reguladores sobre células do sistema imune inato, adaptativo e em algumas 

doenças (62) (Figura 4). Um estudo de nosso grupo em PBMCs de pacientes com artrite, 

observou um aumento na produção de IL-10 e uma concomitante diminuição na produção de 

IFN-γ após um tratamento in vitro de 48h com Hsp70 (DnaK) proveniente de Mycobacterium 

tuberculosis (63). U outro grupo observou que a Hsp70 humana (HSPA1A) levou a uma 

diminuição na produção de IL-6, IL-8 e MCP-1 induzidos por TNF-α em sinoviócitos de 

pacientes com Artrite reumatoide (64).  
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Esse efeito também é observado em células dendríticas, monócitos e macrófagos. Um estudo 

de nosso grupo observou que a Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis impede a maturação de 

células dendríticas derivadas de medula óssea (BMDCs – Bone marrow dendritic cells), 

induzindo uma população de células com baixa expressão de MHC-II e CD86, além de uma 

aumentada produção de IL-10 (1). Observamos ainda em células dendríticas uma diminuição, 

quando tratado com DnaK de Mycobacterium tuberculosis, na expressão de dois fatores de 

transcrição característicos de citocinas pró-inflamatórias,  C/EBPβ e C/EBPδ, sendo um 

processo dependente de IL-10 e TLR2 . Outro estudo de nosso grupo, mostrado em detalhes a 

seguir, observou que macrófagos derivados de medula óssea (BMM – Bone marrow 

macrophages) e peritoneais quando  

 

Figura 4 Hsp70 modulando células do sistema imune. 

Uma ilustração dos diversos achados nos quais a Hsp70 modula céulas do sistema imune a um estado 

imunossupressor. A proteína é capaz de levar ao aumento de IL-10 em todas as células citadas acima e a uma 

diminuição na produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IFN-γ, além de baixar os níveis de co-

estimulação. (Modificado e traduzido de 62) 

tratados com DnaK por 24h são polarizados ao fenótipo M2-like. Isso ocorre devido ao 

aumento CD206 na superfície celular, produção aumentada de IL-10, aumento da expressão 

dos genes Fizz1 e Ym1 e a diminuição de TNF-α, IL-6, MCP-1 e de CD86 na superfície 

celular (65).  

Ainda não se sabe o porquê dos efeitos desses efeitos celulares e em doenças ocorrerem com 

essa proteína e o porquê disso estar mais restrito a DnaK de Mycobacterium tuberculosis. 

Uma vez que essa é a proteína mais conservada evolutivamente, podia-se esperar que alguns 
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de seus homólogos possuíssem efeitos semelhantes. Pensando nisso, um estudo avaliou o 

efeito da imunização com proteínas microbianas altamente conservadas, como: superóxido 

dismutase, aldolase, GAPDH e Hsp70 sobre ratos induzidos a desenvolver artrite reumatoide. 

Apesar de todas proteínas apresentarem-se imunogênicas, a única que apresentou efeito 

protetor foi a Hsp70, levando a uma resposta Th2 e uma produção aumentada de IL-10 e IL-4 

(66). Além disso, outros estudos avaliaram o efeito de Hsps da mesma família, como a 

Hsp60.1 e a Hsp60.2 de Mycobacterium tuberculosis em PBMCs, tendo 76% de similaridade 

de sequência entre ambas. Observou-se que a Hsp60.1 levou a uma produção de 10 a 100 

vezes superior de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 em relação a Hsp60.2 (67). Outro estudo 

comparando duas Hsp60 de Rhizobium leguminosarum mostrou que somente monócitos 

tratados com Hsp60.3 tiveram um aumento na produção de IL-1 β, TNF-α, IL-6, IL-8, IL-10 e 

IL-12 em comparação com Hsp60.1, sendo que ambas tem 74% de identidade de sequência 

(68). Apesar de não serem Hsp70, esses estudos ilustram bem que mesmo uma alta 

similaridade de sequência não garante funções semelhantes (69).  

Por a Hsp70 ser uma proteína relativamente grande, pode ser que diferentes epítopos possam 

interagir com a célula e levar a mais de um tipo de resposta por essas proteínas. Foi observado 

que a DnaK possui um epítopo estimulador da maturação de células dendríticas, epítopo esse 

localizado na região de fenda de ligação ao peptídeo da Hsp70. Além desse epítopo, outro foi 

localizado, porém inibidor da produção de citocinas e da maturação de células dendríticas 

(70). 

Além desses fatores que podem influenciar nas diferenças de efeitos das Hsp70, nosso grupo 

questiona-se também que diferentes modificações pós-traducionais podem estar influenciando 

no efeito da proteína. Uma vez que os estudos nesse campo não possuem uma padronização 

quanto a expressão da proteína em laboratório, isso pode levar a diversos vieses que podem 

influenciar os resultados da pesquisa. Pois, como comentado anteriormente, alguns 

laboratórios purificam a proteína de órgãos, outros com coluna de ADP ou ATP, expressam-

na em levedura ou E. coli. Todos esses tipos de produções podem levar a pequenas 

modificações na estrutura da proteína que podem ser suficientes para influenciar no efeito 

sobre as células do sistema imune. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1   OBJETIVO PRINCIPAL 
 

Comparar o efeito imunomodulador da DnaK, Hspa1a murina e HSPA1A humana em 

macrófagos e células dendríticas. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1 Validar o bioensaio para indicar o grau de contaminação com LPS das        amostras 

protéicas; 

 

2.2.2 Avaliar os marcadores fenotípicos de macrófagos tratados com DnaK in  vitro; 

 

 

2.2.3 Verificar a funcionalidade dos macrófagos tratados com DnaK in vivo; 

 

2.2.4 Avaliar o mecanismo pelo qual ocorre a modulação fenotípica dos macrófagos pela 

DnaK; 

 

 

2.2.5 Expressar e purificar a DnaK e Hspa1a no mesmo sistema de expressão; 

 

2.2.6 Avaliar comparativamente o efeito imunomodulador da DnaK e HSPA1A em células 

imunes. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Os estudos no campo do efeito da Hsp70 extracelular em células imunes têm às vezes 

resultados controversos. Provavelmente devido a variáveis metodológicas (como sistema de 

produção, grau de contaminação e método de purificação) os resultados acabam variando 

muito entre os grupos de pesquisa focados nesse tema. O presente estudo visa avaliar o efeito 

da DnaK e alguns de seus ortólogos sobre células do sistema imune usando o mesmo sistema 

de purificação. Dessa forma, em um futuro, tentar padronizar a forma com que os 

experimentos são conduzidos nesse campo e contribuirá para o entendimento dos mecanismos 

moleculares pelos quais os ortólogos de Hsp70 exercem suas funções imunes. 
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4 Bioensaio 

 

Antes de todas amostras protéicas serem utilizadas para experimentos in vitro e in vivo, elas 

passaram por um bioensaio para determinar  contaminação por endotoxinas.  

 

Controle de qualidade de entotoxinas na amostra protéica (Bioensaio) 

Esse procedimento foi descrito por (71) e tem o intuito de avaliar a presença da endotoxina 

LPS de uma maneira indireta, através do estado de ativação de células dendríticas do baço. 

Uma injeção intravenosa na veia caudal é dada ao camundongo da proteína ou controles que 

se pretende dar. Proteínas e PBS passam previamente por um protocolo de Triton X-114 para 

retirar o LPS das amostras e posteriormente são incubados com Biobeads (Biorad) para a 

remoção do Triton das amostras. Após 6h, o baço é extraído, é feito um protocolo de digestão 

enzimática com colagenase (72) e essas células são marcada com anticorpos contra proteínas 

de superfície celular de DCs. Dessa forma, caso a DC aumente a expressão de CD86 e MHC 

de classe II em sua superfície, isso indica que ela é uma DC madura e a amostra está 

contaminada com LPS. Esse teste é realizado, pois segundo observações de laboratório, 

embora não haja publicações a respeito, o teste Limulus (ensaio que visa realizar a detecção e 

quantificação de LPS em amostras) apresenta-se com baixa sensibilidade.  

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Esquema do bioensaio 

Injeção intravenosa na veia caudal de PBS, LPS, DnaK ou HSPA1A por 6h. Após 6h o animal é eutanasiado, seu 

baço é extraído e o tecido é digerido com a enzima colagenase. Uma marcação é realizada com os anticorpos α-

CD11c, α-B220, α-CD86, α-IA
b
. As amostras são lidas em citômetro de fluxo e analisadas no programa flowjo 

(Imagem presente em manuscrito recém submetido presente nesta dissertação) 

0 6 

injeção i.v.: 
- LPS 

- DnaK antes do triton 

- DnaK e HSPA1A depois do triton 

- PBS 

Hour
s 

Análise de CD86 e MHC II  
em esplenócitos CD11c+ 

cells 
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Abaixo está representada a estratégia de gates utilizada para analisar a expressão de CD86 e 

MHC de classe II na superfície celular das DCs. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Estratégia de gates. 

À direita em cima é feito o primeiro gate que leva em conta o tamanho e granulosidade nas DCs e linfócitos. Os 

próximos dois ao lado são os gates nas single cells. Dessa forma, há a exclusão de células que poderiam passar 

juntamente pela detecção do laser no citômetro. Abaixo nos três dot plots são feitos gates em células dendríticas 

de acordo com a exclusão de células CD11c
-
. 

Na figura  7a abaixo uma representação da expressão de MHCII e CD86 na forma de 

histograma em relação a HSPA1A. Pode-se observar que o camundongo injetado com 

HSPA1A apresentou uma expressão de CD86 e IA
b 

na superfície das DCs semelhante ao 

camundongo PBS, assim como pode ser observado no gráfico de barras da MFI (mediam 

fluorescence intensity = intensidade de fluorescência média) na figura 7b. Na figura 7c-d 

também pode ser observado o mesmo padrão em relação a DnaK, apresentando uma 

expressão de CD86 e IA
b
 até mesmo inferior ao grupo PBS. É importante observar que a 

DnaK que não passou pelo processo de limpeza do LPS apresentou uma expressão de ambos 

marcadores muito alta, sendo muito semelhante ao grupo LPS.   

P HSP L
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Figura 7 Expressão de CD86 e MHC de classe II nas DCs do baço. 

Tratamentos com PBS, DnaK suja (antes do triton), DnaK, HSPA1A e LPS por 6h através da veia caudal e 

posterior extração do baço e preparação celular (a e b) Histogramas e gráficos em barra da MFI da expressão de 

CD86 e MHCII em células tratadas com HSPA1a, PBS ou LPS; (c e d) Histogramas e gráficos em barra da MFI 

de CD86 e MHCII em células tratadas com DnaK, PBS ou LPS.  

IA
b
 CD86 

  

  

HSPA1A 

LPS 

PBS 

a)  

PBS HSPA1A LPS
0

5000

10000

15000

20000

25000

***

C
D

8
6
 M

F
I

PBS HSPA1A LPS
0

10000

20000

30000
***

IA
b
 M

F
I

IAb 

P
B
S

D
naK

D
naK

 s
uja

LPS

0

20000

40000

60000

80000

***IA
b
 M

F
I

P
B
S

D
naK

D
naK

 s
uja

LPS

0

5000

10000

15000

20000

***

C
D

8
6
 M

F
I

 

c) 

d) 

c) 

 CD86 IA
b 
 

 

PBS 

DnaK 

DnaK antes do triton 

LPS 

b) 



30 
 

 

 

 

 

Capítulo III 

  



31 
 

5 Artigo publicado na revista PLOS ONE, intitulado: 

“Extracellular Mycobacterial DnaK Polarizes Macrophages to the M2-Like Phenotype” 

em 24 de novembro de 2014 
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6 Manuscrito submetido à revista “Cytokine”, intitulado: 

 

“IL-10 is required for polarization of macrophages to M2-like phenotype by DnaK” 
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7 Expressão e purificação de Hspa1a 

7.1 Expressão de Hspa1a 
 

O plasmídeo pM70.1 foi gentilmente cedido pelo professor Clayton Hunt. Esse plasmídeo 

consiste na sequência da Hspa1a (Hsp70 murina) em um plasmídeo de clonagem pUC 9, que 

possui um gene de resistência a ampicilina. A sequência que codifica a Hspa1a está entre os 

sítios de restrição HindIII e EcoRI. 

Primeiramente, descongelou-se do ultrafreezer -80
o
C as bactérias BL21 que estavam 

transformadas com o plasmídeo pM70.1. Essas células foram colocadas em meio de cultura 

LB com ampicilina (50 µg/mL) e estimuladas a crescer por 18h a 37
o
C sob agitação de 180 

RPM.  

Para purificação do plasmídeo em bactérias transformadas foi utilizado o PureLink® Quick 

Plasmid Miniprep Kit  (Thermo Fisher Scientific).  

 Posteriormente, foi feito um gel de agarose 10% para observar se o plasmídeo foi extraído 

com sucesso (fig. 8). 
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Figura 8 Migração do plasmídeo pM70.1 em gel de agarose. 

O plasmídeo pM70.1 foi extraído e migrado em um gel de agarose 10%. A canaleta 1 (à esquerda) representa o 

marcador de peso molecular, a canaleta 8 (última à direita) representa o plasmídeo pM70.1 na forma fechada.  

Visto que o plasmídeo apresentou uma expressão muito fraca no gel, optaos pela 

transformação em uma bactéria que permita a sua propagação de forma eficiente. O 

plasmídeo pM70.1 então foi transformado em bactérias One shot
®

 TOP10 Chemically 

Competent E. coli (Invitrogen) para que pudéssemos ter o plasmídeo propagado em grande 

quantidade. 

O DNA plasmidial foi incubado com a cepa de bactérias TOP10 para propagação do 

plasmídeo (vetor de clonagem) ou BL21 para expressar a proteína (vetor de expressão). O 

tubo é deixado por 20 minutos no gelo e depois 90 segundos a 42
o
C. Novamente é colocado 

no gelo, agora por 2 minutos. As células são transferidas para o meio SOC (triptona 20g, 

extrato de levedo 5g, NaCl 0,5g, KCl 10 mL de solução a 250 mM) e deixadas na estufa a 

37
o
C por 1 hora. Após o tempo, o tubo é centrifugado a 12.000 RPM por 2 minutos a 4

o
C. 

Despreza-se o sobrenadante até ficar no mesmo nível do pellet. Então, ressuspende-se o pellet 

e semeia na placa de Petri com meio LB sólido e kanamicina (50 µg/mL). A placa é deixada 

em estufa a 37
o
C overnight. A observação de pequenas colônias espalhadas pela placa, indica 

um possível sucesso na transformação. 

 Após a transformação, essas bactérias foram semeadas em placa de LB sólido com ampicilina 

(50 µg/mL) overnight. No outro dia, foi feito um inóculo dessas bactérias em meio líquido 

com ampicilina na mesma concentração. Uma nova extração plasmidial foi realizada no dia 

posterior. Agora, há um evidente aumento na concentração plasmidial após a transformação 

nas bactérias TOP10, como segue na figura abaixo. (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Migração do plasmídeo pM70.1 em gel de agarose transformado em bactérias TOP10. 

O plasmídeo pM70.1 foi isolado e colocado para migrar em gel de agarose 10%. Na canaleta 1 (à esquerda) está 

o marcador de peso molecular. Nas canaletas 6 e 7 (à direita) estão o plasmídeo pM70.1 agora extraído de 

bactérias TOP10.  

O próximo passo foi a clivagem do plasmídeo no sítio HindIII (Promega) para que ele ficasse 

linearizado e isso pudesse ser observado em gel de agarose, como segue na figura 10 logo 

abaixo. O plasmídeo purificado é misturado a enzima de restrição EcoRI (Promega). Para a 

enzima HindIII foi utilizado o tampão 10x REACT 2 e o restante do volume completado com 

H2O mili-Q (Millipore). A reação de restrição foi realizada a 37
o
C por 1h. 
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Figura 10 Migração do plasmídeo pM70.1 e do pET30a(+) . 

(1)  Marcador de peso molecular Scada 1 kb DNA ladder. (3) pET30a+ circular; (4) Círculo pontilhado 

representa pET30a+ linearizado (clivado com HindIII); (6) pM70.1 circular; (7) Círculo pontilhado pM70.1 

linearizado (clivado com HindIII). O plasmídeo pET30a(+) possui 5422 pb. 

 

 

A banda logo acima  na canaleta 4 pode ser a forma supertorcida do pET30a(+) e essas 

formas migram com mais dificuldade no gel de agarose, ficando mais acima. As bandas em 

destaque com o envoltório em vermelho foram recortadas e seu DNA purificado (com o kit 

Illustra GFX PCR DNA and Gel band purification kit) para a clivagem com a outra enzima 

(EcoRI). Já para a purificação de plasmídeo em gel de agarose foi utilizado o  illustra GFX 

PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). 

Após a purificação do DNA do fragmento do gel recortado, houve a clivagem com a enzima 

EcoRI e um novo gel foi feito (Fig. 11). Para a enzima EcoRI foi utilizado o 1X buffer EcoRI, 

adicionado BSA e o volume foi completado com H2O milli-Q. A restrição foi realizada a 

37
o
C por 1h. 

http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/catalog/en/GELifeSciences-us/products/AlternativeProductStructure_17513/28903470
http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/catalog/en/GELifeSciences-us/products/AlternativeProductStructure_17513/28903470
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Figura 11 Clivagem dos plasmídeos pM70.1 e pET30a(+) com enzima de restrição EcoRI. 

(1) Marcador de peso molecular Scada 1 kb DNA ladder; (2) pET30a+ circular. (4) Círculo pontilhado 

representa pET30a+ linearizado (clivado com HindIII e EcoRI); (6) pM70.1 circular; (8) Círculo pontilhado 

representa pM70.1 com sequência da Hspa1a separada (clivado com HindIII e EcoRI). 

As bandas destacadas nas canaletas 4 e 8 foram recortadas e o DNA foi purificado. Para a 

purificação plasmidial a partir da banda do gel foi utilizado Illustra GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare). A banda recortada na canaleta 4 representa o vetor 

pET30a(+) linearizado em que o inserto irá se ligar. A banda destacada na canaleta 8 

representa a sequência da Hspa1a segundo o peso observado no gel comparando-o com o 

banco de dados online (NCBI). A banda logo acima não se sabe a que sequência representa. 

 

7.2 Ligação do vetor (pET30a(+)) ao inserto (gene da Hspa1a) 

Foi realizada uma reação de ligação com o vetor pET30a(+) e o inserto Hspa1a. Essa reação 

ocorreu durante 16h a 37
o
C. Os volumes e concentrações a serem utilizados foram ajustados 

de acordo com a página http://nebiocalculator.neb.com (NEB®). Após a reação de clivagem, 
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com o conteúdo do tubo foi realizado uma clivagem com EcoRI para verificar se o plasmídeo 

com a sequência linearizaria e se ficaria na posição correta no gel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 Clivagem do plasmídeo pET30a(+)::Hspa1a com enzima EcoRI. 

(1)  Marcador de peso molecular Scada 1 kb DNA ladder; (2) Plasmídeo pET30a(+)::Hspa1a na forma circular 

(3-8) Amostras do plasmídeo clivadas com EcoRI. 

No gel é possível ver que a clivagem com EcoRI foi capaz de linearizar o plasmídeo. O 

mesmo ficou em uma altura que condiz com o peso aproximado do plasmídeo ligado ao 

inserto. Porém, para certificar-se de que a ligação ocorreu com eficiência, realizamos a 

clivagem do plasmídeo com a outra enzima de restrição, HindIII. 
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Figura 13 Clivagem do plasmídeo pET30a(+)::Hspa1a com EcoRI e HindIII. 

(1) Marcador de peso molecular Scada 1 kb DNA ladder; (3) Plasmídeo circular; (5) Banda inferior = inserto, 

banda superior = plasmídeo aberto. 

 

Quando clivado com ambas enzimas de restrição, a reação foi capaz de liberar o inserto com 

sucesso, como mostrado na canaleta 5 da imagem 13 acima. 

 

7.3 Transformação e padronização da expressão
 

Após obtermos no plasmídeo pET30a(+) a sequência da Hspa1a inserida com sucesso entre os 

sítios EcoRI e HindIII, foi dado início ao processo de transformação e posterior padronização 

da expressão da proteína. 

A transformação foi realizada na cepa BL21 de E. coli. Após o protocolo de transformação, as 

bactérias cresceram em meio LB sólido com kanamicina (50 µg/mL) overnight. Foi feito um 

pré-inóculo (5 mL) com kanamicina na mesma concentração e após o crescimento overnight 

esse pré-inóculo foi dividido em pequenos Erlen-meyers com capacidade para até 250 mL 

com as seguintes condições:  
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Figura 14 Esquema da padronização da expressão da Hspa1a. 

(1) Placa de Petri com colônias isoladas de bactérias BL21 contendo o plasmídeo pET30a(+) com a sequência da 

Hspa1a ligada nele, sendo que uma colônia é pescada e inoculada; (2) O pré-inóculo é crescido overnight sob 

agitação; (3) Há uma divisão em tubos Erlenmeyer em que cada tubo cresce sob uma condição, sendo: 12h, 18h, 

24h, 48h, sendo que cada tempo tem um tubo com e outro sem IPTG. O tempo só começa a contar, após o 

inóculo atingir a OD600, medida em espectrofotômetro; (4) As bactérias são sonicadas e centrifugadas; (5) o 

sobrenadante da centrifugação é filtrado e passado na coluna. Após uma série de tampões a proteína é eluída; (6) 

um filtro amicon é utilizado para concentrar a amostra e diminuir a molaridade de ATP presente na amostra; (7) 

quando finalmente o LPS é extraído da amostra com o detergente triton X-114, que sequestra o LPS da proteína. 

Para se livrar do triton na amostra, são adicionadas Biobeads® que retiram o triton 

Até o presente momento a padronização chegou ao ponto de testar alguns tempos, porém não 

todos. O protocolo de sonicação é o mesmo utilizado para o homólogo micobacteriano que é 

descrito no último capítulo . Abaixo segue a imagem de um gel de poliacrilamida a 12%. 
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Figura 15 Gel de poliacrilamida com diferentes condições de crescimento bacteriano. 

Bactérias BL21 transformadas com o plasmídeo pET30a(+)::Hspa1a foram crescidas em diferentes condições. O 

tempo passa a ser contado a partir  do momento em que as bactérias atingem a OD600. As condições de 

crescimento foram 12,18 e 24 horas. Após esse crescimento as bactérias foram sonicadas e uma amostra de cada 

tubo foi separada para correr em gel de poliacrilamida 12%. 

O passo atual em que se encontra esse processo é o de teste de mais condições para tentar 

otimizar mais o crescimento. A ideia é testar o crescimento bacteriano com meios mais ricos, 

como SB e TB, além de temperaturas diferentes de crescimento. 
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8 Efeito comparado da DnaK e HSPA1A sobre DCs 

 

8.1 Produção da DnaK de M. tuberculosis e HSPA1A 

 

Bactérias estão transformadas com o plasmídeo pET23a que contém a sequência da DnaK de 

Mycobacterium tuberculosis e um gen de resistência a ampicilina. Essa bactérias crescem em 

meio LB sólido em placa de Petri com ampicilina (50 µg/mL) overnight. Essas bactérias são 

pescadas com palito de madeira e inoculadas em 5 mL de meio LB líquido com ampicilina 

(50 µg/mL). As bactérias crescem overnight novamente, porém agora com agitação de 180 

RPM a 37
o
C. Esse pré-inóculo é adicionado a um Erlenmeyer com 495 mL de LB líquido e 

ampicilina na mesma concentração e colocado para crescer sob agitação de 180 RPM a 37
o
C. 

Essas bactérias foram centrifugadas a 13.000 RPM em centrífuga.  

O pellet de bactérias obtido após a última centrifugação é ressuspendido em PBS e isso é 

colocado em um sonicador a uma amplitude de 80% (4 pulsos de 30 segundos com intervalo 

de 2 minutos entre pulsos). Esses tubos são centrifugados novamente a 13.000 RPM e o 

sobrenadante, onde encontram-se as proteínas é filtrado com papel filtro e filtro acrodisck de 

22 µm. Esse filtrado é colocado em uma coluna de ATP-agarose, visto que a proteína DnaK 

possui um sítio de ligação a nucleotídeo e liga-se à coluna. O filtrado é eluído com três 

tampões, sendo que o último possui uma molaridade de ATP superior a da coluna, fazendo 

com que a proteína se ligue a ele e seja eluída. Após esse passo, o eluído é passado por um 

filtro amicon que concentra o eluído e com adições seriadas de PBS, diminui-se a 

concentração de ATP na amostra proteica, o que seria um interferente nos experimentos (73). 

À proteína concentrada presente em um tubo eppendorf é adicionado 1% de triton X-114, um 

detergente que fará o sequestro do LPS ligado a DnaK. É dado vortex nesse tubo e é colocado 

no gelo por 5 minutos. Um novo vortex é dado e colocado em estufa por 5 minutos. O tubo é 

centrifugado por 5 minutos a 13.000 RPM e duas fases se formam, sendo a superior, a fase 

proteica que passará pelo processo novamente por mais 4 vezes. Após o fim desses processos, 

a proteína é colocada em contato com Biobeads® (Biorad) overnight (74). Após isso, a 

proteína estará pronta para o bioensaio, que testará de forma indireta e in vivo a presença de 

LPS na amostra, como explicado no capítulo II. 

A proteína HSPA1A foi expressada em levedura Pichia pastoris e purificada em coluna de 

ATP por uma empresa contratada. 



80 
 

8.2 Efeito comparado da DnaK e HSPA1A sob células dendríticas de linfonodo de 

camundongo 
 

Nesse experimento, visamos avaliar o estado de ativação de células dendríticas de linfonodo 

comparativamente entre DnaK de Mycobacterium tuberculosis e HSPA1A. 

Os animais são eutanasiados e os linfonodos isolados com auxílio de coluna magnética 

(Miltenyi Biotec). Após a eutanásia, é seguido o protocolo de colagenase (75). Utilizando o 

tampão 1 (2% SBF, 1:10 colagenase D em RPMI zero) em contato com os linfonodos 

macerados a 37°C com 5% de CO2 por 25 minutos. Depois disso, é adicionado o tampão 2 

(0,1M de EDTA em PBS 1x, pH 7,2) por 5 minutos a 37°C com 5% de CO2 por 5 minutos. 

Finalmente, é adicionado o tampão 3 (5mM de EDTA em PBS 1% SBF) e as células são 

filtradas, centrifugadas e ressuspendidas. Posteriormente, essas células são  submetidas a 

separação por coluna magnética, que separa somente as células que possuem as beads 

magnéticas de CD11c ligadas a coluna. Após esse processo, essas células separadas são 

contadas, plaqueadas e estimuladas para o experimento. 

 As células foram marcadas com anticorpo α-CD11c ligado a beads magnéticas para que 

possam ser separadas em coluna magnética. Após isso, as células foram colocadas em cultura 

e tratadas com OVA, DnaK, HSPA1A ou sem tratamento por 24h.  

Foram utilizados os seguintes anticorpos para a marcação de citometria: α-CD86, α-IA
b
, α-

CD11c, α-B220 (todos da BD Biosciences) e corante de viabilidade (eBioscience). Os 

protocolos de marcação estão no Data sheet de cada anticorpo, disponíveis també, no site do 

fabricante (BD Biosciences). 

Como podemos ver na figura 16 DnaK e a HSPA1A foram capazes de levar a uma menor 

expressão de CD86, porém, em relação ao MHC de classe II somente a DnaK foi capaz de 

baixar a expressão. Ainda são necessários mais repetições e outros experimentos quanto a 

liberação de citocinas e expressão gênica para se ter uma ideia melhor de como a HSPA1A 

(Hsp70 humana) e a Hspa1a (Hpsp70 murina) agem sobre células dendríticas. 
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Figura 16 Modulação de células dendríticas por DnaK e HSPA1A. 

Células de linfonodos, marcadas com anticorpo α-CD11c e separadas em coluna magnética. Foram tratadas com 

LPS, DnaK, HSPA1A ou sem tratamento por 24h. Após isso, foram marcadas com α-CD11c, α-B220, α-CD86, 

α-IA
b
 e corante de viabilidade.a) Estratégia de gates; b) Histogramas da expressão das moléculas CD86 e MHC 

de classe II c) Gráfico de barras da MFI de MHC de classe II e CD86.  
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9 CONCLUSÃO 

 

Com esse trabalho podemos observar a ampla esfera em que atua a DnaK de M. tuberculosis 

no sistema imune. Visamos explorar um tipo celular ainda não muito bem documentado 

quanto sua relação na modulação pela DnaK. Interessantemente, observamos que essa 

proteína é capaz de polarizar macrófagos a um fenótipo M2. Além disso, baseando-se em 

estudos prévios, mostrando a relação de IL-10 e imunomodulação por DnaK (1,63,64) nós 

procuramos investigar a relação da citocina com a polarização de macrófagos. Observamos 

com uma série de ensaios, in vitro e in vivo, que a IL-10 é uma citocina crucial na polarização 

de macrófagos a M2 pela DnaK de M. tuberculosis. Através da dependência de IL-10 para o 

aumento de FIZZ1, YM1, TGF-β e para o crescimento tumoral, obtivemos dados suficientes 

para nos certificar da importância da citocina nessa sinalização. 

Em relação ao homólogo de DnaK purificado em laboratório, Hspa1a (Hsp70 murina), não 

obtivemos o sucesso pretendido. No momento, estamos intensificando a busca por uma 

melhor expressão da proteína, testando outros tempos de crescimento bacteriano, outras 

concentrações de IPTG, meios mais ricos em nutrientes e temperaturas de crescimento 

diferentes. Além disso, para nos certificarmos de todo o processo de clivagem e ligação da 

sequência no plasmídeo pET30a(+), amostras foram mandadas para sequenciamento durante 

o desenvolvimento dessa dissertação. Caso o resultado seja condizente com a sequência 

inserida no plasmídeo corretamente, o próximo passo será testar todas condições citadas 

acima. 

O teste inicial realizado com HSPA1A (Hsp70 humana) mostrou que ela levou a uma 

modulação parcial de células dendríticas em relação a DnaK de M. tuberculosis. Acreditamos 

que o efeito de ambos homólogos de mamíferos não seja semelhante ao da DnaK, sendo 

capaz de polarizar macrófagos (65), impedir a maturação de células dendríticas (1) ou 

prolongar a aceitação do aloenxerto cutâneo (2). Isso vai ao encontro do que já foi citado 

anteriormente que diz que não necessariamente uma proteína mesmo com quase 80% de 

similaridade tenha um efeito semelhante no mesmo sistema experimental. 

O interessante do atual trabalho e futuro experimentos é a diminuição de variáveis que 

acabam confundindo muito os estudos nessa área. Purificando as proteínas no mesmo sistema, 

com os devidos controles de limpeza para a retirada de LPS e testando-as em paralelo esses 

interferentes deixam de mascarar o efeito dessas proteínas sobre células imunes.  
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