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INTRODUCAO

A sepse ¢ uma sindrome complexa e grave, definida como uma disfuncdo orgéanica
com risco de morte, resultante de uma resposta desregulada do hospedeiro a uma infecgdo
(SEYMOUR et al., 2016). Globalmente, gera cerca de 49 milhdes de casos e 11 milhdes de
obitos anuais (WHO, 2024), com incidéncia e letalidade da sepse crescentes em idosos devido
a imunossenescéncia e comorbidades (IBARZ et al., 2024).

A sepse promove o estresse oxidativo, caracterizado pela produgdo exacerbada de
espécies reativas de oxigénio (EROs), superando a capacidade antioxidante do organismo e
promovendo lesdes celulares generalizadas e disfuncdo de multiplos 6rgdos, como coragao,
pulmdes e rins. No coragdo, a exposi¢ao a lipopolissacarideo (LPS) induz estresse oxidativo,
expressdo de caspases e apoptose de cardiomidcitos, agravando a inflamacao e aumentando a
sintese de 6xido nitrico (NO), que compromete a perfusdo tecidual. No pulmao, a sepse pode
desencadear a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), resultando em hipoxia e
faléncia respiratoria (HUANG et al., 2019). Ja nos rins, a lesdo renal aguda associada a sepse
(LRA-S) envolve inflamag¢do, disfungdo microcirculatéria, hipdxia e estresse oxidativo,
aassociada com disfun¢do mitocondrial e acimulo de malondialdeido (MDA) (AGUILAR et
al., 2024). Diante disso, o organismo ativa enzimas antioxidantes como superdxido dismutase

(SOD) e catalase (CAT), que atuam sequencialmente na neutralizagdo das EROs. A razao
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entre suas atividades (SOD/CAT) ¢ um indice sensivel do estado redox tecidual, e seu
aumento pode indicar acimulo de H:O: e potencial dano oxidativo (FERREIRA et al., 2020).

As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo chaperonas moleculares vitais na
homeostase proteica e na resposta ao estresse celular. A isoforma intracelular HSP70
(1iHSP70), incluindo HSP72 e HSP73 (HSC70), protege contra danos celulares. A HSP72
extracelular (eHSP72), embora reconhecida como marcador de estresse e ativador
pro-inflamatorio, tem seu potencial imunomodulador explorado experimentalmente, com
estudos indicando efeitos benéficos como redugdo do estresse oxidativo e melhora da fungao
pulmonar em modelos murinos de sepse em animais adultos tratados com a administragao
endovenosa de eHSP72 (1.33 ng/g) (SULZBACHER et al., 2020).

Considerando a maior vulnerabilidade de individuos mais velhos a sepse,
impulsionada por fatores como imunossenescéncia e inflamagdo cronica de baixo grau
(IBARZ et al., 2024), ¢ fundamental investigar intervencdes terapéuticas com novos
principios ativos voltadas a esse grupo. Modelos experimentais murinos envelhecentes
(camundongos com idade entre 7 e 12 meses) representam uma ferramenta relevante,
permitindo a simulagdo de aspectos imunologicos e fisiologicos do envelhecimento (IBARZ
et al, 2024). Nesse contexto, este estudo investigou os efeitos do tratamento com eHSP72
sobre parametros de estresse oxidativo (atividade de SOD e CAT em pulmdo e coragdo, e
lipoperoxidagdo em pulmao, coragdo e rim) em camundongos envelhecidos submetidos a
sepse. Este trabalho estd alinhado a Meta 3.9 dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS).

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental em modelo animal de sepse. Foram utilizados 18
camundongos C57BL/6 envelhecentes (aproximadamente 210 dias), provenientes do Biotério
da UNIJUI, mantidos em condi¢des controladas, tendo o protocolo experimental aprovado
pela CEUA-UNIJUI (parecer CEUA n° 008/2021).

Os animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos (n=6 por grupo):
Controle (CONT), Sepse (SEP) e Sepse+eHSP72 (SEP+eHSP72). A sepse foi induzida por
injecdo intraperitoneal de solugdo fecal a 20% (1 mg/g), mimetizando uma peritonite grave
(SULZBACHER et al., 2018). O grupo CONT recebeu solucao fisioloégica (NaCl 0,9%).

Doze horas ap6s a indugdo da sepse, o grupo SEP+eHSP72 recebeu tratamento endovenoso
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com HSP72 recombinante (Enzo, ADI-ESP-502) na dose de 1,33 ng/g, visando mimetizar
concentragoes elevadas de eHSP72 em fases tardias da sepse (SULZBACHER et al., 2020).

ApOs 24 horas da indugdo da sepse, os animais foram eutanasiados e os tecidos
coletados. Para as andlises de estresse oxidativo, os tecidos foram homogeneizados em
tampao fosfato de potassio (KPi - pH 7,4) com inibidor de protease. A atividade da SOD foi
determinada por espectrofotometria a 420 nm (MARKLUND; MARKLUND, 1974) ¢ a
atividade da CAT a 240 nm (AEBI, 1984). Os niveis de lipoperoxidacao foram avaliados pelo
teste das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) a 535 nm, com resultados
expressos em nmol de malonaldeido (MDA) por mg de proteina (BUEGE; AUST, 1978). A
concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Os dados foram avaliados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e presenca
de outliers (teste de ROUT, Q = 5%). As comparagdes entre grupos foram realizadas por
ANOVA de uma via, seguida de pos-teste de Tukey. Os dados foram expressos como média +
desvio-padrado, sendo considerado estatisticamente significativo P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em amostras pulmonares, a atividade da SOD ndo apresentou diferengas significativas
entre os grupos (Figura 1A). Esse resultado pode ser atribuido ao envelhecimento dos animais
(210 dias), que naturalmente reduz a atividade da SOD nos tecidos pulmonar e cardiaco,
limitando a resposta antioxidante mesmo em quadros infecciosos (MARGOTTI et al., 2022).
Essa condicdo pré-existente de menor atividade da SOD pode ter impedido uma resposta mais
robusta frente ao estresse oxidativo (SULZBACHER et al., 2020).

No entanto, observou-se um aumento na atividade da CAT no grupo sepse em relagdo
ao controle, resposta que foi parcialmente atenuada pela administracdo de eHSP72 (Figura
1B). Esse aumento da CAT pode ser uma resposta adaptativa ao acumulo de perdxido de
hidrogénio gerado pela infecc¢do, e sua atenuagdo no grupo tratado sugere um possivel efeito
modulador da eHSP72. A ndo normalizagdo completa da atividade da CAT pode refletir a
gravidade do quadro séptico e a limitagdo da intervengao terapéutica nesse modelo (CICEK et
al., 2021; MARGOTTI et al., 2022). Consequentemente, a razdo SOD/CAT se apresentou
diminuida no grupo sepse, indicando um potencial acimulo de peroxido de hidrogénio que
pode contribuir para dano oxidativo tecidual, tendo sido parcialmente restaurada pelo

tratamento com eHSP72 (Figura 1C).
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No tecido cardiaco, ndo foram observadas alteragdes significativas na atividade das
enzimas SOD (Figura 1E) e CAT (Figura 1F), nem na razdo SOD/CAT (Figura 1G) entre os
grupos. A auséncia de alteracdes mensuraveis no coracdo pode estar relacionada a idade dos
animais, que pode impactar a capacidade antioxidante cardiaca em responder a desafios
infecciosos (VOLT et al., 2016).

Figura 1 - Resultados dos parametros de estresse oxidativo em pulmao, coracao e rim de

camundongos com sepse e tratados com eHSP72.
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Legenda: Efeito da administragdo de eHSP72 na sepse na atividade da enzima SOD pulmonar (A; P=0,41), na
atividade da CAT pulmonar (B; #P=0,0145), na razdo SOD/CAT pulmonar (C; #P=0,033), e na concentragdo de
TBARS (lipoperoxidagao) pulmonar (D; P=0,70). Efeito da administracdo de eHSP72 na sepse na atividade da
SOD cardiaca (E; P=0,82), na atividade da CAT cardiaca (F; P=0,28), na razdo SOD/CAT cardiaca (G; P=0,32),
e na concentragdio de TBARS cardiaca (H; P=0,59). Efeito da administracio de eHSP72 na sepse na
concentragdo de TBARS renal (I; P=0,71). Grupos: controle (CONT), sepse (SEP) e sepse com administragao
endovenosa de eHSP72 (SEP+eHSP72).

Os resultados de lipoperoxidagao nos trés tecidos (Figuras 1D, 1H e 1I) sugerem que o
periodo de 24 horas ap6s a indugdo da sepse pode nao ter sido suficiente para a mensuragao
de um acumulo detectdvel de malondialdeido (MDA), indicando uma cinética diferente para a
detecgdo desses marcadores de dano oxidativo (COSTA et al., 2019). Embora os animais com
sepse apresentem um quadro de infecgado sistémica estabelecido (SULZBACHER et al., 2022)
e aumento na produ¢do de EROs (POGGI; DANI, 2018), a auséncia de alteragdes

significativas na atividade da SOD pulmonar e cardiaca pode ser explicada pela reducao
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natural da atividade dessa enzima em tecidos de animais envelhecidos (MARGOTTI et al.,
2022).
CONSIDERACOES FINAIS

A sepse induzida em camundongos envelhecentes promoveu alteragdes especificas no
estresse oxidativo pulmonar, com aumento da atividade da CAT e consequente reducao da
razao SOD/CAT, refletindo um desequilibrio no sistema antioxidante local. A administracao
de eHSP72 atenuou parcialmente essas alteragdes, sugerindo um potencial de efeito
modulador.

Palavras-chave: Sepse. eHSP72. Estresse oxidativo.
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