Desenvolvimento de um Imunossupressor a partir da
Hsp70 de Mycobacterium tuberculosis
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A Hsp70 (Heat Shock protein 70 kDa) é uma proteina de choque térmico que possui
uma similaridade de sequéncia em seus aminoacidos muito grande entre as espécies animais.
Ela tem como funcdo bioldgica ajudar no dobramento de proteinas recém sintetizadas, além
de auxiliar na manutencdo e recuperacdo da estrutura terciaria de proteinas que estdo sofrendo
degradacdo. Algumas linhas de pesquisa acreditam que a Hsp70 possui um papel
imunomodulador. O nosso grupo provou que a Hsp70 é um antigeno potente para a geracédo
de resposta humoral. Sabendo que a Hsp70 possui um carater anti-inflamatério e
imunossupressor, buscaremos investigar parte dos mecanismos que geram tal resposta.
Primeiramente, ha a producdo através do crescimento de bactérias E. coli que possuem a
sequéncia da proteina insertada em um plasmideo. Tais bactérias crescem em meio LB agar,
depois transferidas para LB liquido, centrifugadas e sonicadas. Ha a purificacdo em coluna
por afinidade ao ATP, a troca de tampdo para PBS, concentra-se a proteina com
centrifugacgdes seriadas em tubos com filtro amicon e limpa-se o LPS da proteina para o efeito
anti-inflamatorio ser eficaz. Foram investigados os mecanismos que levavam a diminui¢do do
nivel basal de citocinas pro-inflamatdrias em células dendriticas derivadas de medula 6ssea
(BMDCs) e se isso é dependente de C/EBP-6 e C/EBP-P. Foram feitas culturas de BMDCs,
para isso, células da medula 6ssea de camundongos TLR2 KO e IL-10 KO foram colocadas
em cultura juntamente com GM-CSF e IL-4 e no quinto dia de cultura foram dados estimulos
com LPS, PGN, TBHsp70 e OVA. O sobrenadante de cultura foi recolhido para anélise de
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citocinas por citometria de fluxo e o RNA total foi extraido para andlise dos fatores de
transcricdo de interesse. Para o bloqueio de ERK e JAK2/STATS3 foram utilizados inibidores
dessas moléculas previamente ao estimulo com TBHsp70. Foi observado uma diminui¢do no
nivel basal de TNF-a, IFN-y, MCP-1, assim como a diminui¢do da expressao dos fatores de
transcricdo C/EBP-6 ¢ C/EBP-B. Além disso, tal dimuicdo na expressdo desses fatores de
transcricdo producdo de citocinas é dependente de TLR2 e da via da ERK e STAT3. Desta
forma, observamos um efeito significativo da Hsp70 quanto ao efeito anti-inflamatério em
BMDCs e que esse mecanismo é dependente de receptores e moléculas cruciais da resposta

inflamatoria.
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