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INTRODUCAO

A sepse ¢ uma infeccdo e inflamagdo sistémica que ocasiona disfun¢ao multipla dos
orgaos, ou seja, uma disfuncdo organica com risco de vida causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro a infec¢do. Na avaliacdo e monitoramento, a sepse ¢ caracterizada
por disfungdes neuroldgicas, cardiacas, hepaticas, renais, respiratorias, hematologicas e
imunologicas (Seymour et al., 2016).

A manifestacdo e os agravos na sepse, bem como o pior prognostico estao
relacionados ao aumento do estresse oxidativo além de alteragdes na HSP70, tanto em sua
expressdo intracelular (iHSP70) quanto em seus niveis extracelulares (eHSP70). Estudos
prévios demonstraram que a intervencdo com eHSP72 e anti-HSP70 ao longo da sepse
podem modular a resposta celular ao estresse em camundongos, assim como a diminuic¢ao da
resposta imunologica estd associada a agravos na sepse e piores desfechos (Ludwig, 2013;
(Sulzbacher; Ludwig; Heck, 2020).

Além disso, parametros leucocitarios e suas relagdes possuem elevada sensibilidade
para avaliar as respostas imuno inflamatorias, auxiliando tanto para progressao quanto
desfecho da doenga. Corroborando assim, a disfungdo respiratoria ¢ relevante na
fisiopatologia da sepse, importante biomarcador clinico de gravidade na doenca (Lee et al.,
2021). A depressdo respiratdria é caracterizada pela diminuig¢do da frequéncia respiratoria em

modelos de sepse em camundongos (Shrum et al., 2014; Sulzbacher et al., 2020, 2022).
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Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar se tratamento com eHSP72 e

anti-HSP72 modifica frequéncia respiratoria e parametros leucocitarios em modelo

experimental de sepse em camundongos.
METODOLOGIA

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram divididos em quatro grupos
experimentais: animais que ndo receberam nenhuma intervencdao, Controle (CONT, n= 6),
submetidos a sepse (SEP, n= 6), animais com sepse que receberam a interven¢do com
eHSP72 (SEP+eHSP72, n= 6) e animais com sepse que receberam anticorpo anti-HSP72
(SEP+anti-HSP72, n= 6). Os animais foram avaliados nos tempos 0, 4, 12 e 24 horas apos a
inducdo da sepse, em questdo de frequéncia respiratdria e parametros hematoldgicos, foram
mantidos em gaiolas, em ambiente com temperatura controlada (24+2°C), com ciclos de
claro/escuro de 12 horas, ra¢do padronizada para animais de laboratério (Nuvilab CR-1) em
comedouros localizados nas tampas das gaiolas e dgua potavel ad libidum. (CEUA-UNIJUI
protocolo 008/2021).

Os animais receberam solugdo fecal 20% autdégena (200mg/mL, i.p.) na dose de 1
mg/g. (SHRUM et al., 2014, SULZBACHER et al., 2018). No tempo de 12 horas de indugao
de sepse foram utilizados os tratamentos experimentais. A eHSP72 (HSPAIA; Enzo,
ADI-ESP-502), foi administrada (i.v.) na dose de 1,33 ng/g (Sulzbacher et al., 2020), nos
animais SEP+eHSP72. os animais do grupo SEP-+anti-HSP72 receberam a administragdo
(i.v.) de anticorpo anti-HSP72 (H5147; Sigma Aldrich) na dose de 1,33 ng/g.

Para a avaliagio da frequéncia respiratéria os animais foram posicionados
individualmente dentro de um frasco transparente, forrado com maravalha, sendo filmados
por 5 minutos consecutivos com camera digital. As imagens foram assistidas desaceleradas
por um avaliador cegado, que realizou a contagem dos movimentos toracicos durante um
minuto. (Sulzbacher et al., 2020).

Para a coleta de sangue, seguiu-se a ordem cronoldgica da metodologia, nos tempos 0,
04, 12 e 24 horas, coletas por puncdo caudal para a realizagdo do hemograma e demais
andlises laboratoriais. Apds 24 horas da indug¢do da sepse, os animais foram eutanasiados
com posterior coleta de sangue, sendo o mesmo coletado do tronco dos animais com EDTA

(Neves et al., 1997). As amostras de sangue anticoagulado (5uL de EDTA, para cada 500 uL
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de sangue) foram avaliadas no analisador hematologico Micros 60 (Horiba) com 4p0steri0r
avaliacdo hematoscopica (Bedell; Bush, 1985). Para o célculo da relagdo celular utilizou-se a
razao entre as contagens absolutas de cada célula.

Para andlise dos parametros leucocitarios realizou-se teste de ANOVA de duas vias seguido
de teste de Tukey e para a frequéncia respiratéria teste de ANOVA de uma via seguido de

teste de Tukey.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ilustrado na figura 1A, ndo se evidencia diferenca entre os grupos, na
leucometria ao longo das 24 horas, ou seja, os grupos controle, sepse+anti-HSP72 e
sepset+eHSP72, apresentaram respostas imunologicas semelhantes, resultando em contagens
totais de leucocitos similares. Na figura 1B, identificamos que no tempo de quatro horas ja
houve uma reducgdo na contagem absoluta de neutréfilos dos grupos sepse, sepseteHSP72 e
sepsetanti-HSP72 em relagdo ao grupo controle. Apds o tempo 4 horas e apds as
intervengdes (tempo 12 horas), o grupo sepsetanti-HSP72 acentuou a diminui¢cdo de
neutrofilos em relacdo aos demais grupos experimentais. A contagem de neutréfilos no
sangue sofre alteragdes conforme a progressdo da doenga inflamatoria, sendo liberados na
corrente sanguinea com funcdo de combater infec¢des e inflamagdes (Huang et al., 2020)
como por exemplo, a sepse. No grupo sepse tratado com eHSP72, essa diminui¢ao nos niveis
de neutréfilos pode indicar que o tratamento com eHSP72 teve um efeito modulador na

resposta imunoldgica durante as primeiras 12 horas apds a indugao.

Figura 1: Analise hematologica a partir da determinacdo da contagem de leucdcitos totais (A) e contagem
diferencial de neutrofilos (B) apds 24 horas da indugdo da sepse, pela metodologia de injegao intraperitoneal de
solugdo fecal 20% (1 mg/g). Analise estatistica realizada a partir de teste de ANOVA de duas vias seguido de
teste de Tukey (P<0,05; @ CONT vs. SEP, & CONT vs. SEP+eHSP72). CONT = Controle (n=5); SEP = Sepse
(n=6); SEP+HSP72 = Sepse tratado com eHSP72 (n=5); SEP+ANTI-HSP70 = Sepse tratado com anticorpo para
HSP70 (n=3). Fonte: proprios autores.
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J4 na andlise da relacdo neutrofilo - linfocito (RNL), figura 2A, no tempo de 24 horas
apos a indug¢do da sepse, identificamos diminuicdo significativa, (P<0,05), entre
sepset+anti-HSP72 e grupo sepse+eHSP72. Cabe destacar que os neutréfilos desempenham
um papel fundamental na resposta imunologica inata da sepse e os linfécitos na resposta
imunologica adaptativa especifica, sendo sua relacdo um biomarcador sensivel de infec¢ao e
inflamagao (Zahorec, 2021). Além disso, a diminuicdo da RNL no grupo sepse+anti-HSP72,
sugere que a interven¢do com esse anticorpo pode ter modulado negativamente a resposta
imunolodgica.

Figura 2: Andlise da relacdo neutrdfilo linfécito (RNL) (A) em 24 horas apds a indug@o da sepse a partir de
injecdo intraperitoneal de solucdo fecal 20% (1 mg/g). Andlise estatistica realizada a partir de teste de ANOVA
de duas vias seguido de teste de Tukey (P<0,05; & SEP+Anti-HSP72 vs. SEP+eHSP72. CONT = Controle
(n=6); SEP = Sepse (n=6); SEP+HSP72 = Sepse tratado com eHSP72 (n=5); SEP+ANTI-HSP72 = Sepse
tratado com anticorpo para HSP72 (n=3).
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Fonte: proprios autores.

A figura 3 analisa a frequéncia respiratoria 24 horas apds a inducao da sepse, sendo
que identificamos uma diminui¢do da frequéncia respiratoria nos grupos sepse, SEP+eHSP72
e SEP+anti-HSP72 comparadas ao grupo controle, demonstrando a piora clinica dos animais
sépticos. As elevagdes nas concentragdes de eHSP72 foram previamente correlacionadas com
a diminuicdo da mortalidade em um modelo experimental de sepse (Tsai et al., 2015;
Sulzbacher et al., 2020). No entanto, neste experimento ndo foi possivel observarmos

diferencas na frequéncia respiratoria entre os grupos sepse, SEP+eHSP72 e SEP+anti-HSP72.

Figura 3: A andlise da frequéncia respiratoria (movimentos respiratorios por minuto, MRPM) 24 horas estatistica dos pardmetros ao longo
do periodo experimental foi realizada a partir de ANOVA de uma via seguido de teste de Tukey, *P<0,05, vs. CONT. CONT = Controle
(n=6); SEP = Sepse (n=6); SEP+HSP72 = Sepse tratado com eHSP72 (n=6); SEP+ANTI-HSP72 = Sepse tratado com anticorpo para HSP72
(n=6). 400
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Fonte: proprios autores.

CONSIDERACOES FINAIS

Demonstramos que a HSP72 desempenha um papel imunomodulador na sepse,
principalmente pela andlise do biomarcador RNL. Em relacdo a frequéncia respiratoria
observamos que tanto o tratamento com eHSP72, quanto com anti-HSP72 ndo foram capazes

de reverter os efeitos na frequéncia respiratdria decorrente da sepse nos animais.

Palavras-chave: Septicemia. Camundongo. Leucometria. Frequéncia Respiratoria.
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