Bioeconomia:
DIVERSIDADE E RIQUEZA PARA O
DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL f_.

L]
UNIJUI 2019 o XXVII Seminario de Iniciacdo Cientifica

SALAO no ’MA
CONHECIMENT AXIV Jormada de Pesquisa

XX Jormada de Extensao

Evento: XXVII Seminério de Iniciacdo Cientifica - BOLSISTAS DE GRADUAGAO UNIJUI

ANALISE DA PROTEINA DE CHOQUE TERMICO DE 70KDA (HSP70) E DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE'
ANALISYS OF 70 KDA HEAT SHOCK PROTEIN AND OXIDATIVE STRESS
IN EXPERIMENTAL MODEL OF SEPSIS

Larissa Meotti Miiller’, Lucas Machado Sulzbacher’, Wellington Felipe
Althaus’, Maicon Machado Sulzbacher’, Mirna Stela Ludwig®, Thiago
Gomes Heck’

' Trabalho de pesquisa realizado pelo Grupo de Pesquisa em Fisiologia - GPeF, Departamento de
Ciéncias da Vida - DCVida, UNIJUI.

* Académica do Curso de Fisioterapia - UNIJUI, Bolsista PIBIC/UNIJU{, Grupo de Pesquisa em
Fisiologia/GPeF

* Académico do Curso de Enfermagem - UNIJUI, Bolsista PROBIC/FAPERGS, Grupo de Pesquisa
em Fisiologia/GPeF.

* Académico do curso de Farmdcia - UNIJUI, Bolsista PIBIC/CNPq, Grupo de Pesquisa em
Fisiologia - GPeF.

° Enfermeiro graduado na Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul -
UNIJUI. Mestre em Atencéo Integral a Satide (UNICRUZ - UNIJUI). Integrante do Grupo de
Pesquisa em Fisiologia da UNIJUI (GPeF).

® Programa de Pés-Graduacdo em Atencdo Integral a Satde (PPGAIS)- UNIJUI/UNICRUZ,
professora do Departamento de Ciéncias da Vida-UNIJUT.

7 Orientador. Docente do Departamento de Ciéncias da Vida - UNIJUI - Programa de Pés-
Graduagdo em Atencao Integral a Satide UNICRUZ/UNIJU{

INTRODUCAO

A sepse é uma inflamacgao sistémica que ocorre devido a infecgao, marcada por disfungdo de
multiplos 6rgaos. Na sepse ocorre lesdo e disfungao pulmonar, ocasionando prejuizo respiratério
(WANG Y, 2018). Ademais, o figado sofre prejuizo funcional, com consequente acimulo de
lipideos, caracterizando a esteatose no tecido (CHUNG et al., 2017), que pode ser observada a
nivel macroscépico pela modificagao de coloragao do mesmo (KORISH; ARAFAH, 2013).

Na sepse é comum a instalacdo de um quadro de estresse oxidativo. Quando existe um
desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes,
como a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD), é ocasionado um potencial estresse
oxidativo que por sua vez pode desencadear a lipoperoxidacdo, formando produtos secundarios
como o malondialdeido (MDA). Esta lipoperoxidacdo ¢ um mecanismo de lesdo celular no tecido
pulmonar (YUAN ET AL., 2019), acarretando depressao respiratoria (LI et al., 2018). O estresse
oxidativo também se manifesta pelo aumento da lipoperoxidagao hepatica (DALIA M ET AL; 2015).
Um mecanismo natural de defesa celular presente em todos os organismos vivos, denominado de
resposta ao estresse ou resposta ao choque térmico, é caracterizado pela expressao da proteinas
de choque térmico (do inglés Heat Shock Protein) de 70 kDa (HSP70) (KANG et al., 2016;
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FONSECA; RIBEIRO, 1999). A HSP70 quando encontrada no ambiente intracelular (iHSP70) tem
demonstrado proteger as células contra o dano oxidativo das ERO, sugerindo capacidade
antioxidante da HSP70 (ATALAY et al., 2004). Portanto esse estudo teve como objetivo verificar a
expressao de iHSP70, lipoperoxidacao e atividade antioxidante nos tecidos hepatico e pulmonar,
além de verificar aspecto macroscépico do figado 24 horas apds a inducdo da sepse.
METODOLOGIA

Foram utilizados 15 camundongos (C57BL/6, 90 a 150 dias), provenientes do Biotério do DCVida
da UNIJUf, mantidos sob condi¢des adequadas, divididos em dois grupos: Controle (n = 7), Sepse
(n = 8). Os animais submetidos a sepse receberam solucao fecal via intraperitoneal (1 mg/g),
enquanto o Controle recebeu solugao fisioldgica 0,9% (5uL/g) (SULZBACHER et al., 2018). Em um
periodo de 24 horas apds a indugao da sepse, estes animais foram eutanasiados para a coleta dos
tecidos pulmonar e hepatico para a andlise de estresse oxidativo e expressdo de iHSP70. (CEUA n°
048/2016).

Estresse oxidativo pulmonar e hepatico

Para a mensuracdo dos parametros de estresse oxidativo, o pulmao e o figado foram
homogeinizados em tampéao fosfato de potassio (KPi - PH 7,4) na proporc¢do de 5 ml/g tecido
pulmonar, ou 9 ml/g de tecido hepatico, com 1yl de inibidor de protease (PMSF) para anélises da
atividade enzimética da SOD, através da auto-oxidacdo do pirogalol (MARKLUND; MARKLUND,
1974), e os niveis de lipoperioxidagao (TBARS) (BUEGE; AUST, 1978).

Expressao de HSP70 pulmonar e hepatica

Uma parte do pulméo e do figado foi homogeinizado com dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,1% e
inibidor de protease (PMSF). De cada homogeinizado foi realizado a dosagem de proteina pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976) e homogeinizados novamente a uma razdo minima para
possuirem a mesma quantidade proteica (1pg/pL) com tampédo para eletroforese (50Mm Tris PH
6,8, SDS 105 (w/v), glicerol 10% (v/v), p-mercaptoetanol 10% (v/v) e 2mg/ml de azul de
bromofenol) e fervidas por 5 minutos para a desnaturagao completa das proteinas. Em seguida foi
realizado a técnica de imunodetecgao (Westernblot), através da separagdo por eletroforese
desnaturante de quantidades idénticas de proteinas carregadas em gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sddio, e fixacdo em membranas de nitrocelulose, e imunodeteccdo para HSP70 (H5147,
1:1000 e A9044, 1:15000) e a proteina normalizadora B-actina (A3854, 1:500000) em bloto 5%, a
overnight. Para a quantificagdo da proteina foi utilizada sendo a dosagem dada em unidades
arbitrarias de HSP70/B-actina).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao de iHSP70 pulmonar ndo foi modificada 24 horas apés a indugao da sepse (Figura
1A). Pode ser observado aumento da atividade da SOD no tecido pulmonar na sepse (Figura 1B).
Isto ocorre na tentativa de neutralizar o aumento de ERO neste tecido (especial o anion
superoéxido), de forma a atenuar/evitar um quadro de estresse oxidativo, que pode ocasionar a
piora clinica e mortalidade na sepse (RITTER et al., 2003). No entanto, ocorreu maior
lipoperoxidagao pulmonar do grupo Sepse (Figura 1C), devido ao fato de que durante a sepse
ocorrem alteragoes do metabolismo celular, das quais afetam lipidios, carboidratos e proteinas.
Essas alteragoes podem culminar em dano oxidativo, ou ainda ativar vias que levam a apoptose

(ABRAHAM ET AL., 2007).
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Figura 1. Expressao de iHSP70 (A), atividade da SOD (B), e lipoperoxidacdao pulmonar (C), 24
horas apés indugao de sepse com solucgao fecal 20% (1 mg/g). A andlise estatistica foi realizada
através de teste T nao pareado (* p< 0,05).

Quanto ao tecido hepatico, verificou-se o aumento da iHSP70 (Figura 2 A). O estimulo infeccioso
imediato pode induzir ao aumento da expressao celular de iHSP70 (EDELMAN, D. A. et al). Efeito
antioxidante da iHSP70 pode ser observado no figado dos animais Sepse, aonde néo foi observado
aumento da lipoperoxidacdo, sem a necessidade do aumento da atividade enzimética da SOD
(Figura 2 B,C).
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Figura 2. Expressao de iHSP70 (A), atividade da SOD (B), e lipoperoxidacdo do tecido hepatico
(C), e aspecto macroscépico do figado 24 horas apos inducdo de sepse com solugao fecal 20% (1
mg/g). A andlise estatistica foi realizada através de teste T nao pareado (* p< 0,05 ).

Os resultados também demonstram uma alteracdo da coloragao do figado, o que é um indicativo
de acumulo de lipideos (esteatose), como observado anteriormente, e ndo pode ser reparado pelo
aumento da iHSP70 no periodo experimental avaliado em nosso estudo (Figura 2D).

CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da expressao da iHSP70 evita a lipoperoxidacdo hepatica na sepse, sem a

necessidade do aumento da atividade antioxidante da SOD. Enquanto no tecido pulmonar, a
lipoperoxidacdo ocorreu, mesmo com o aumento da atividade da SOD, mas a expressao da iHSP70
nao aumentou, o que pode significar que a iHSP70 diminui o estresse oxidativo.

Palavras-chaves: Tecido pulmonar; Figado; Lipoperioxidacao.

Keywords: Lung tissue; Liver; Lipoperoxidation.
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