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ARTIGO DE REVISAOQ

Estresse oxidativo e diminui¢io de HSP70 tecidual
envolvidos na génese da sepse: HSP70 como alvo

terapéutico

Oxidative stress and decreased tissue HSP70 are involved in the
genesis of sepsis: HSP70 as a therapeutic target

RESUMO

A sepse é uma infeccdo sistémica que
acarreta disfungio multipla dos érgaos.
A HSP70 é uma proteina responsiva ao
estresse celular, assim como o estresse
oxidativo. Esta revisio da literatura
buscou investigar a HSP70 e o estresse
oxidativo quanto 2 fisiopatologia da
sepse e ao papel da HSP70 como possivel

alvo terapéutico. A HSP70 exerce efeito

protetor quando localizada na célula
(iHSP70), e sua diminui¢io, assim como
seu aumento no ambiente extracelular
(eHSP70) e o estresse oxidativo, é um
biomarcador de gravidade na sepse. Além
disso, terapias que aumentam a iHSP70
ou o préprio tratamento com HSP70
promovem a melhora na sepse.

Descritores: Sepse; HSP70; Estresse
oxidativo; Diagnéstico precoce

INTRODUGAO

A sepse é uma infec¢io disseminada, caracterizada por lesio e disfuncio
sistémica,” considerada uma doenga de grande impacto no cendrio da
sadde. Anualmente, a sepse acomete 30 milhées de casos, resultando em
uma mortalidade de 6 milhoes de pacientes.”? Quando analisado o custo das
internagdes em um hospital brasileiro, verificou-se investimento médio por
paciente de R$ 38.867,60, sendo que 59% desse valor total foram destinados a
pacientes que evoluiram a 6bito.”

A fisiopatologia da sepse é complexa, e ji estd bem estabelecido que
a precocidade no diagnéstico e no tratamento dessa doenca é a principal
ferramenta para obter uma maior taxa de sobrevivéncia. Em vista disso, a
comunidade cientifica tem buscado estabelecer novas formas de diagndstico
e intervencoes terapéuticas. No entanto, percebe-se a necessidade de ainda
prover avancos para possibilitar um melhor prognéstico na doenga.”

A investiga¢do da relagio entre a infecgo sistémica, a resposta imunoldgica
e a disfun¢do em diferentes drgios é importante na compreensio dos
mecanismos pelos quais o agente invasor promove uma disfungio generalizada
no organismo.” Intervengbes preventivas ou medidas de tratamento sio
frequentemente investigadas na sepse, tanto em quadros clinicos de pacientes,
quanto em modelos experimentais.”® Nesse sentido, tem sido estudado o papel
do estresse oxidativo e da resposta ao estresse celular na sepse, principalmente a
expressio de proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70).¢1%

Esta revisdo teve como objetivo verificar a implicagao da HSP70 e do estresse
oxidativo nas principais disfun¢ées que ocorrem na sepse, além do papel da
HSP70 como possivel alvo terapéutico.
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METODOS

Realizou-se uma revisdo narrativa, por meio de
pesquisa nas bases de dados Scientific Electronic Library
Online (SciELO) e PubMed®, com os termos “Sepsis”,
“Sepsis and Heat Shock Protein 707 e “Sepsis and oxidative
stress” da Medical Subject Headings (MeSH), a partir do
ano de 2009 até setembro de 2019, abordando o assunto
sepse e estresse oxidativo, e sepse e HSP70.

Sepse: aspectos gerais e a relagao com estresse
oxidativo e HSP70

Na sepse, o desequilibrio entre inflamacio, coagulagao
e fibrindlise resulta em inflamacio disseminada, trombose
microvascular, lesio endotelial e coagulopatia sistémica,
levando a diminuigdo da perfusdo tissular e a disfuncio
generalizada."? Para evidenciar essa disfungio sistémica,
no ano de 2016 foi estabelecida a nova forma diagnéstica
para sepse, sendo uma infecgao suspeita ou documentada,
acompanhada de aumento agudo de dois ou mais pontos no
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA), considerando
as disfuncoes no sistema respiratério, cardiovascular, de
coagulagio, neurolégico, hepdtico e renal.”

A instalagdo e piora da sepse e seu pior progndstico estio
associados 2 elevacio do estresse oxidativo,'? além da
modificagio da HSP70, tanto de sua expressio (iHSP70),
quanto de seus niveis extracelulares (eHSP70).1?

Quando ocorrem um desequilibrio na homeostasia do
organismo e a instalagio da sepse, hd uma superproducio
de espécies reativas de oxigénio (EROS). Esse aumento
de EROS exige do organismo um aumento na atividade
das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa perorixidase (GPx) plasmaticas
e teciduais, na tentativa de combater o dano oxidativo.
No entanto, essas defesas antioxidantes nio conseguem
neutralizar a demasiada quantidade de EROS produzida
no quadro de sepse, além de estarem diminuidas ao longo
do agravo promovido pela patologia. Esse desbalanco
estabelece um quadro de estresse oxidativo, que pode
ocasionar dano oxidativo tecidual, observado por
meio do dano celular aos seus componentes lipidicos
(lipoperoxidagdo), proteinas (carbonilagio proteica)
ou dano ao DNA," que possuem papel primordial no
processo patolégico, o qual, por sua vez, leva a disfuncao
nos diferentes 6rgaos acometidos na sepse.*19

O estresse oxidativo pode ocasionar dano mitocondrial,
o que leva a reducio da capacidade respiratdria tecidual,
devido ao desacoplamento parcial da fosforilagio oxidativa
mitocondrial, o que acarreta baixos niveis da moeda
energética adenosina trifosfato (ATP) intracelular e aumento

dos niveis de lactato sanguineo,"” considerado um preditor
de mortalidade na sepse.’® Essa insuficiéncia energética
celular estd relacionada 4 liberagao de fons cdlcio das reservas
intracelulares e a deflagracao de apoptose, colaborando para
a desordem funcional dos multiplos 6rgaos na sepse.!”

Alinfecgaoeoestresse oxidativo sao capazes dedesencadear
a resposta celular ao estresse em diferentes células e 6rgaos,
alterando a expressdo de proteinas especificas relacionadas
a prote¢io do organismo. Nesse sentido, destacam-se os
estudos protedmicos, que estdo sendo empregados para a
compreensio de diferentes condigoes infecciosas.”” Tem
sido estudado na sepse o papel das proteinas de choque
térmico (HSPs - heat shock proteins), em especial a familia
das HSP70.@V Destaque é dado as isoformas de 72 ¢ 73
kDa, sendo consideradas como isoforma induzivel (Hsp72)
e constitutiva (Hsp73 ou Hsc70).?

A respostaao choque térmico (HSR - heat shock response),
capaz de induzir a sintese de HSP70, é um dos mais
conservados meios de citoprotegao conhecidos, realizada
por organismos de organizagio simples, como bactérias, até
seres organizados complexamente, como o ser humano.?
A HSP70 localizada no ambiente intracelular (iHSP70)
possui agdo chaperona, corrigindo proteinas danificadas,
sendo capaz de auxiliar no dobramento e redobramento
proteico, modulando a resposta inflamatéria, assim
desempenhando um papel importante na resposta ao
estresse celular.®

A iHSP70 pode desempenhar um papel de protegio
em uma reposta dependente da idade na sepse, impedindo
a apoptose e a inflamagio intestinal, pulmonar e
leucocitdria.® Porém, quando essa proteina ¢ observada em
células do sistema imune expostas a endotoxinas bacterianas
(lipopolissacarideos - LPS), verifica-se aumento na taxa
de exportagio de iHSP70 para o ambiente extracelular
(eHSP70).%%

Durante a exposi¢ao ao LPS, células do sistema imune
aumentam a concentragio de HSP70 em microvesiculas
encarregadas de levar seu conteddo para a membrana
celular, para futura exportagio (exossomos), sendo essa
concentragio ainda maior quando a temperatura é elevada
(39,5°C),? assim como em um quadro cléssico de febre
apds a infec¢ao bacteriana. A eHSP70 tem seus niveis
relacionados proporcionalmente aos niveis plasmdticos de
antigeno LPS.®)

Os niveis de eHSP70 e de estresse oxidativo séricos
estao aumentados em pacientes com sepse. Essas duas
varidveis, quando avaliadas no sangue de pacientes com
sepse, podem ser consideradas biomarcadores da severidade
e mortalidade da sepse.”” Isso ocorre principalmente
em individuos que vao a ébito, evidenciando que a
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eHSP70 aumenta conforme h4 piora clinica do paciente,
e esse aumento associado a eleva¢io de dano oxidativo
plasmdtico.”” Observando a corrrelagio entre eHSP70
e dano oxidativo, considera-se que a prépria eHSP70
pode sofrer dano oxidativo (oxHSP70)."? Estudo in vitro
demostrou que a oxHSP70 é capaz de diminuir a produgao
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por macréfagos,
diminuindo também a atividade fagocitdria e a proliferagao
e prejudicando a resposta imune — justamente 0 oposto do
que ocorre quando essas células sio tratadas com eHSP70.
Em conjunto, esses dados sugerem que a concomitincia da
resposta celular ao estresse e ao dano oxidativo sistémico
pode representar a severidade da sepse com precisio.!”

HSP70, estresse oxidativo e disfuncao cardiovascular
na sepse

A disfuncio cardiovascular na sepse ¢ a principal causa
para o agravamento do quadro e a consequente morte."
A exposi¢io de cardiomidcitos a LPS promove estresse
oxidativo, o que leva & maior expressao de caspases, com
consequente apoptose celular, juntamente da piora do
status inflamatério.*”)

A citocina pré-inflamatéria interleucina 1 beta (IL-1p),
sintetizada em resposta ao reconhecimento bacteriano
por leucdcitos, induz a sintese da enzima déxido nitrico-
sintase induzivel (iNOS), elevando a produgio de 6xido
nitrico (NO). Este tem papel fundamental na instalacio
das alteragoes hemodinimicas, aumentando o tonus e a
permeabilidade vascular e estando associado 4 diminuicio
da pressiao arterial na sepse.?" Ainda, a sepse ocasiona
diminuigao da capacidade contrdtil arterial a estimulo
noradrenérgico, o que acarreta prejuizo na homeostasia
vascular, relacionada com hipotensio e choque séptico.®

O tratamento da sepse ¢ dirigido a restauracio da
perfusio tecidual, com medidas que visam restabelecer e
manter o estado hemodinimico, a oxigenacio e a fung¢io
organica. As implica¢des dos esforgos intensificados na
busca de abordagens inovadoras bem-sucedidas para o
tratamento da disfun¢do miocdrdica na sepse podem ser
considerdveis no que diz respeito ao melhor atendimento
ao paciente, que resulta em menor mortalidade.®”

A suplementagio com o imunonutriente glutamina
eleva os niveis do fator de transcricio de HSP70
(heat shock factor - HSF1), aumentando os niveis de HSP70
em cardiomidcitos, promovendo diminui¢do de um
marcador de lesio muscular (lactato desidrogenase - LDH)
e concedendo prote¢io cardiaca na sepse.”” O aumento
da expressao de HSP70 cardiaca suprime a expressio do
fator pré-inflamatério e pré-apoptotico, fator nuclear
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Kappa B (NF-kB) e a atividade da iNOS,?" aumentando
a funcionalidade cardfaca®” e pressdo arterial média (PAM)
e contribuindo para a homeostase vascular na sepse, o
que diminui a mortalidade em modelo experimental
da doenga.®®3V Além disso, atenua a lesio do musculo
cardfaco, observada pela diminuigao dos niveis de creatina
fosfoquinase (CPK), de LDH séricos e da morte celular
cardfaca.®?

A iHSP70 relaciona-se também com o aumento dos
niveis da enzima antioxidante glutationa redutase (GSH) e
com adiminui¢io dos niveis de oxidantes (Anion superdxido)
no tecido cardiaco. Essa proteina promove melhora
cardiovascular, estando associada a aumento da enzima
hemeoxigenase (HO-1), envolvida com a angiogénese, e
a diminuigio do inibidor do ativador do plasminogénio-1
(PAI-1), atenuando o risco de trombose intravascular e,
consequentemente, aumentando da sobrevivéncia em
modelo experimental de sepse.®?

HSP70, estresse oxidativo e disfungao neuroldgica
na sepse

O cérebro sempre foi considerado um 6rgao primordial,
devido a amplitude de suas fungoes, e alteragoes em seu
funcionamento podem desencadear repercussoes deletérias
e fatais. Como resultado da doenca, pacientes com sepse
podem apresentar sintomas neurolégicos, que vao desde
delirio e confusao até coma.®¥

A interagdo entre o patégeno invasor e o sistema
neuroldgico ocasiona uma cascata de eventos, que leva a lesao
no sistema nervoso central, caracterizando a encefalopatia
séptica. Dentre esses eventos estdo a hipoperfusio tecidual,
a disfungio mitocondrial, o desiquilibrio energético, a
apoptose ¢ uma amplificada resposta inflamatdria.®”

O diagnéstico da encefalopatia séptica tem utilizado
como ferramentas o exame clinico da Escala de Coma
de Glasgow (ECG), que verifica o nivel de consciéncia,
e o eletroencefalograma (EEG), que checa a atividade
elétrica cerebral.®® O estresse oxidativo merece destaque na
fisiopatologia da disfun¢ao neuroldgica na sepse, ja que estd
associado 2 inflamacio cerebral aguda, ao défice cognitivo
e a neurodegeneracio a longo prazo em ratos sobreviventes
2 sepse.®” Ainda, o estresse oxidativo estd associado a
um desbalango bioenergético, que acarreta disfuncio
mitocondrial, levando & morte celular e ao prejuizo do
tecido cerebral na sepse.®®

Na sepse, ocorre aumento da expressio de receptor
para produtos finais de glicagio avancada (recepror for
advanced glycation end products - RAGE), que estd presente
em diferentes células, sendo relacionada com a sinalizacio
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pré-inflamatéria.  Este receptor possui uma isoforma
solivel (sSRAGE) que pode ser encontrada no sangue e
estd correlacionado com a mortalidade de pacientes com
sepse.®” No tecido cerebral, o RAGE pode estar presente no
endotélio vascular, nos neur6nios e nas células dendriticas,
assim como em mondcitos que tentam combater a infec¢io
local. Na sepse, ocorre o aumento da expressaio de RAGE
no cérebro, o que estd associada ao aumento da expressao
das citocinas pré-inflamatérias IL-18, IL-6 ¢ TNF-a, o
que ocasiona inflamacio cerebral. Este aumento de RAGE
estd associado com a diminuigao da expressaio de HSP70
cerebral, que coincide com o acimulo de peptideo beta-
amiloide (AB) e o aumento da fosforilagio da proteina
tau, que, em conjunto com 0s eventos citados, ocasionam
disfun¢do neurolégica com piora cognitiva.®”

Na medida em que se tem uma diminui¢io na
concentragao de iHSP70 cerebral na sepse, pode-se perceber
a piora do quadro da doenga.“” Essa diminui¢ao de iHSP70
no cérebro esta associada a maior atividade de NF-xB,
repercutindo em inflamagio e apoptose nesse tecido.“” No
entanto, quando realizada suplementa¢io com glutamina
preventivamente a indugio da sepse em modelo experimental,
verificou-se 0 aumento de iHSP70 cerebral, juntamente da
diminuigao da atividade do NF-«B e da apoptose no mesmo
tecido.“” Com o mesmo intuito, a terapia térmica preventiva
a sepse, que induz maior sintese de iHSP70 cerebral, incide
na diminui¢do da disfun¢io neurolégica, mensurada por
eletroencefalograma e atenuando a encefalopatia associada a
sepse em modelo experimental.“?

HSP70, estresse oxidativo e disfungéao respiratdria
na sepse

A lesao pulmonar se dd de forma precoce na sepse.
O mesmo ocorre devido ao estimulo inflamatério feito
pelos microrganismos invasores no sistema respiratorio,
promovendo lesio do endotélio vascular e inflamagio
juntamente da maior sintese de NO por leucécitos.®?)
Essa série de eventos promove aumento da permeabilidade
vascular pulmonar e edema, além de apoptose e inflamagio.
Somado a esses eventos, ainda ocorre o estresse oxidativo,“¥
promovendo lesio pulmonar e acarretando depressio
respiratoria.®

Na infeccio sistémica, o antigeno bacteriano chega a
nivel pulmonar, o que requer uma infiltragao leucocitdria,
em especial de neutréfilos para
microrganismos no respectivo tecido.“? Esses neutréfilos
aumentam a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
e, por meio de dano oxidativo, combatem o agente invasor.

Ao mesmo tempo, a maior atividade neutrofilica gera
um aumento na produgio de EROS,“*? com destaque

combater esses

para o 4nion superdxido,“” que ocasiona dano oxidativo
pulmonar em modelo experimental de sepse.“?

A disfungio na capacidade respiratéria é um dos
principais eventos responsaveis por acarretar uma disfungao
sistémica em um quadro infeccioso, o qual induz a privacio
de oxigénio secunddria a uma depressio respiratoria,
responsdvel pela disfun¢io e pela morte celular. Essa
privagio de oxigénio pode afetar o metabolismo celular de
glicose, induzindo uma maior produgio de lactato, o qual
caracteriza a piora do quadro infeccioso quando elevado
na circulagio sanguinea,"® enquanto ainda pode ser
observada a diminuicio de iHSP70 no tecido pulmonar.?”

O tratamento com eHSP70 promove diminui¢io da
produgdo de EROS por neutréfilos e mondcitos expostos
ao antigeno bacteriano, atenuando o dano oxidativo
ocasionado na infecgio.“” Somado a esse efeito protetor, a
HSP70 ¢ capaz de diminuir a permeabilidade e melhorar
a integridade vascular no tecido pulmonar infectado,
reduzindo o extravasamento sanguineo e o edema
pulmonar. Essa fungio citoprotetora da HSP70 melhora
a capacidade respiratdria na sepse, por atenuar a disfun¢io
celular e diminuir o dano oxidativo no tecido pulmonar,
levando & menor injdria local na sepse.*”

HSP70, estresse oxidativo e disfuncao hepatica na
sepse

O tecido hepidtico possui papel fundamental na sepse,
participando da defesa do organismo, no equilibrio anti-
inflamatério/pré-inflamatério, na reparagio tecidual e na
coagulagao.“®

A infecgio bacteriana no tecido hepdtico ocasiona
diminuigdo da atividade de autofagia nesse tecido,
gerando acimulo lipidico em hepatdcitos e prejudicando
a homeostase do metabolismo lipidico durante a sepse em
modelo experimental com murinos envelhecidos.*” Essa
esteatose ocasiona prejuizo funcional no tecido, relacionado
com a elevagio das enzimas transaminase glutimica
oxalacética (TGO) e transaminase glutimica pirtvica
(TGP), que, por sua vez, estd associada ao aumento da
apoptose hepdtica e da mortalidade na doenga.®>*%

O estresse oxidativo possui papel importante na
disfungio hepdtica na sepse, jd que pode ser verificado na
doen¢a um quadro de disfuncio hepética cléssica (elevagao
de TGO e TGP), juntamente da diminui¢io da atividade
das enzimas antioxidantes SOD e CAT, e do aumento
de radicais livres, o que estd associado com elevagio da
inflamagio nesse tecido e maior mortalidade na doenga.®”
Ainda nessa doenga, o tecido hepdtico é acometido pelo
estresse oxidativo, que leva a lesao tecidual e ocasiona
ativacio de NF-kB, induzindo uma maior sintese,
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liberagao de citocinas pré-inflamatdrias e apoptose celular,
levando 2 injuria e & disfungio hepdtica.®?

A disfun¢io hepdtica na sepse estd relacionada com
a diminui¢io da citoproteio exercida pela iHSP70 no
respectivo tecido, na medida em que a diminuigio da
expressao hepdtica dessa proteina corrobora sua disfungao.®?
Considerando que a diminui¢ao de iHSP70 pode ocorrer por
lise celular ou exportacio ativa por células sob forte estresse,
o consequente aumento de eHSP70 pode estar relacionado
com a elevagio na concentragio plasmdtica de citocinas pré-
inflamatérias,® pois a eHSP70 atua como chaperocina, ou
seja, ¢ reconhecida por receptores que desencadeiam respostas
pré-inflamatérias.5? Por outro lado, o tratamento com
HSP70 subcutinea imediatamente apés a indugdo da sepse
em modelo experimental produz diminui¢ao dos niveis de
marcadores de lesio e apoptose hepdtica na doenga.®

HSP70, estresse oxidativo e disfungao urinaria/renal
na sepse

A infecgo sistémica que em que se baseia a fisiopatologia
da sepse é capaz de ocasionar inflamagao, apoptose e prejuizo
funcional do tecido renal.®¥ A doenca faz 0o mesmo a partir da
resposta pré-inflamatéria de células imunolégicas presentes
nos rins. Da mesma forma que ocorre em outros tecidos,
as bactérias presentes na génese da infecgdo interagem com
os receptores roll-like (TLR)-4 presentes em leucdcitos além
dos RAGEs, levando a sintese de citocinas pré-inflamatérias
e & apoptose celular.®?

Apds a cascata de eventos intracelular que seguem da
sinalizagio de células imunoldgicas e endotélio vascular
renais, ocorrem a inflamagio tecidual e a apoptose de células
renais.®* Esse prejuizo local acarreta a lesdo renal aguda, que
estd associada com a redugio subita da filtracao glomerular,
evidenciada pelo aumento dos niveis de creatinina sérica."®
Na sepse, ocorrem uma resposta inflamatéria e a disfungio

imunoldgica, que evoluem de um estado hiperdinimico
para uma fase hipodinimica.’ Nessa fase, a redugio do
fluxo sanguineo renal e a hipoperfusio resultam em baixas
demandas de oxigénio que, de forma prolongada, induzem
a lesdo das células do epitélio tubular, a apoptose e a necrose
tubular aguda.®”

O estresse oxidativo estd presente na fisiopatologia
da lesio renal na sepse, o que estd relacionado com a
mortalidade na doenga em modelos experimentais.®® Essa
lesdo renal na sepse ocasiona aumento de residuos de dano
oxidativo tecidual na urina."® Ainda, a lesio tecidual renal
permite o extravasamento exacerbado de proteinas, como a
eHSP70 (uHSP70), juntamente da diminuicio da funcao
renal.®>® A presenga dessa proteina na urina ocorre devido
a exportagio por células inflamatérias que migraram para
o local da infecgio, a fim de combaté-la. Ainda, a presenca
de uHSP70 pode ser ocasionada pelo extravasamento de
células epiteliais lesionadas no rim ou no trato urindrio.®®

A imunoterapia em modelo experimental de sepse, a
partir do tratamento com glutamina via intravenosa na dose
de 0,75g/kg 1 hora apés a indugao da sepse por ligadura e
perfuragao cecal (CLP), repercutiu em atenuagio da lesao
renal. Esse tratamento aumentou a expressao de iHSP70
renal, o que estd associado 4 diminuicio da gravidade da
injaria renal evidenciada pela menor expressio de RAGE
e dos receptores TLR-4, o que incidiu em menor atividade
de NF-kB e lesio celular. Essa série de eventos possibilita a
verificagio de uma menor taxa de mortalidade.®?

CONCLUSAO

O estresse oxidativo e a diminuiciao da iHSP70 estio
envolvidos com a disfuncio sistémica da sepse. A HSP70
exerce atividade citoprotetora, estando relacionada com
melhora funcional, podendo ser considerada como alvo
terapéutico para o tratamento da sepse.

ABSTRACT

Sepsis is a systemic infection that causes multiple organ
dysfunction. HSP70 is a protein responsive to cell stress, in
particular oxidative stress. Therefore, this literature review
sought to investigate the roles of HSP70 and oxidative stress in
the pathophysiology of sepsis and the possibility of HSP70 as a

therapeutic target. HSP70 exerts a protective effect when located
in cells (iHSP70), and its decrease, as well as its increase in the
extracellular environment (eHSP70), under oxidative stress is a
biomarker of sepsis severity. In addition, therapies that increase
iHSP70 and treatment with HSP70 promote sepsis improvement.
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