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1. INTRODUCAO:

Sabe-se que a sepse € hoje, uma das infec¢des mais séria que existe, podendo acarretar diversos
problemas cronicos de saude, muitas vezes levando o paciente a 6bito. No ano de 2017, foi constatado que
houve cerca de 47,8 milhdes de infeccBes por sepse e 11 milhdes de mortes (Rudd K. E. et al. 2020, 200
- 211). A Revista Brasileira de Terapia Intensiva, aponta a sepse como uma inflamacéo de alto grau, que
é capaz de comprometer o funcionamento dos 6rgédos vitais, levando suas vitimas a ébito (quadro
popularmente conhecido como ‘faléncia de multiplos 6rgaos').

No quadro de sepse, € comum notarmos 0s pacientes em um quadro de caquexia (ou sarcopenia),
que é uma resposta fisioldgica ao jejum ou desnutricdo. A perda de massa e forca muscular pode resultar
em uma quebra excessiva de proteinas, acompanhada de uma sintese proteica mais baixa e, é essa perda
de funcdo muscular que pode ocasionar a mortalidade. Durante o processo de degradacéo de proteinas, as
mitocdndrias também sdo degradadas e, essa perda € responsavel pela diminuicdo da capacidade de
resisténcia dos musculos atrofiados (Cohen, S., Nathan, J. & Goldberg, A., p.58-74, 2015). Portanto, €
imprescindivel a homeostase mitocondrial para que haja bom funcionamento das proteinas musculares e,
para isso é importante que haja o bom funcionamento da via PINK1-Mfn2-Parkin, via que faz a remogéo
das mitocéndrias danificadas para manter um pool mitocondrial mais saudavel, mas acaba diminuindo a
quantidade dessas mitocondrias (Ji LL, Yeo D., 2019).

Entende-se por UPR mitocondrial, a resposta ativada durante um estresse mitocondrial (funcao
mitocondrial diminuida), com o intuito de promover a sobrevivéncia da célula e a recuperacdo da funcéo
das mitocondrias. A disfuncdo mitocondrial e OXPHQOS é a principal causa das doen¢as mitocondriais e,
geralmente sdo causadas por mutacGes nos genes que codificam proteinas OXPHOS ou genes para
montagem da cadeia respiratdria e complexo de ATP sintase (Shpilka, T., Haynes, C., p. 109-120, 2018).
Durante 0 processo de ativacdo da UPR mitocondrial, também ocorre a ativagdo da transcricdo de
chaperonas (HSP60), proteses (CLpP) e, a LONP1 e YME1L1 séo enviadas para manter a proteostase
mitocondrial (Muri EMF, 2014).

2. METODOLOGIA:

2.1 Desenho geral do estudo

Neste estudo, foi realizado o procedimento de inducéo de sepse em camundongos C57, para
posterior analise da musculatura esquelética. Os animais foram separados em trés grupos diferentes:
tratado (grupo sepse, com seis animais), Sham (grupo controle que foram apenas operados e nédo
tiveram perfuragdo do ceco, com cinco animais) e o controle (sem nenhum tipo de intervengéo, com
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cinco animais. Para realizacdo da anélise, foi utilizado o método de Western Blot, as proteinas
quantificadas foram LONP1, HSP60, YMEIL1, CLpP, OXPHOS, pelF2a, CHOP, PPERK, IREI1. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas, n°
2736-1.

2.2 Procedimentos

Para realizar o experimento de inducéo de sepse, 0s seis animais foram anestesiados (um por vez).
Apbs isso, foi realizado um pequeno corte com bisturi na linha média longitudinal, para separar a
musculatura abdominal do peritonio (sem seccionar). Em seguida, foi localizado o ceco do animal e
exposto, para que fosse possivel realizar sua perfuracdo. Por fim, recolocasse o ceco dentro da barriga do
animal e, o peritdnio e a musculatura abdominal foram fechados através de suturas. Os camundongos do
grupo Sham, também foram anestesiados e o corte com bisturi da linha média longitudinal, mas néo
tiveram o ceco perfurado.

Antes da extracdo dos animais, todos foram pesados, para analisar se houve uma perda de peso
significativa com a sepse e, também confirmar se realmente a sepse pode deixar o animal em estado de
caquexia.

2.3 Analise dos Resultados

Para a analise, foi realizado a técnica de Western Blotting, o contetdo proteico avaliado foi o
da LONP1, YMEILI1, CLpP, HSP60, OXPHOS, pelF2a, CHOP, pPerk e IRE1. Todas as analises
obtiveram diferenca estatistica significativa, corroborando com a hipétese de que a sepse, por ser uma
inflamacdo de alto grau, acaba prejudicando a funcdo das proteinas e por consequéncia a expressdo da
UPR mitocondrial e das proteinas de estresse de reticulo endoplasmatico.

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrdo. Os dados foram
analisados por intermédio do test t de Student entre os grupos (controle, Shan, tratado) e, a
significancia adotada foi p<0,05. Todos os dados foram analisados com o auxilio do software
GraphPad Prism verséo 9.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Avaliacdo dos marcadores de UPR mitocondrial na musculatura esquelética dos camundongos

Quando avaliamos LONP1, YME1L1, CLpP e HSP60, é possivel perceber que todas essas
proteinas se apresentam em menores propor¢des bem menores nos camundongos que foram induzidos a
sepse. HSP60 é uma proteina de choque térmico, responsavel por garantir que as proteinas alcancem sua
estrutura ideal, durante o quadro de sepse, ela apresentou-se reduzida, corroborando com a hip6tese de
que neste quadro ndo ocorreu ativagdo da UPR mitocondrial (Huang, Li-Ju, et. al., p. 642-648, 2012). A
LONP1 por sua vez, é grande responsavel por degradar aquelas proteinas que foram mal formadas e,
também se apresenta reduzida no quadro de sepse, isso corrobora com a ideia de que ela perde sua funcao
e, também dificulta a ativacdo da UPRmt (GUO, Q., et.al. p. 1-18, 2022). A CLpP também esta reduzida,
corroborando com a literatura de que em casos de inflamacg6es graves, a CLpP € inibida pelas proteinas
da familia das serpinas (PAIVA, R. A., p. 403-412, 2010). Segundo estudos, a YME1L1 esta relacionada
a Sirt3 e, quando a expressdo de Sirt3 € reduzida, ha uma diminuicgéo significativa de desacetilacdo de
YMELILL1, o que pode levar a disfungdo mitocondrial, possivelmente justificando sua diminuicdo em
quadros de sepse. (Jian Y, et. al., 2022).
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Figura 1 - Avaliacdo do conteddo proteico das substancias: (A) Quantidade de proteina LONP1;
(B) Quantidade de proteina YMELL1; (C) Quantidade de proteina HSP60; (D) Quantidade de proteina
CLpP.

Os animais do grupo sepse foram pesados antes do procedimento de inducdo de sepse e ap0os 48h
do protocolo e, foi possivel analisar que todos os animais do grupo Sepse, obtiveram uma perca de peso
significativa, corroborando com a hipotese de que a inflamacao pode levar ao quadro de caquexia.
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Gréfico 1 — Variacdo do peso corporal dos camundongos do grupo Sepse ao come¢o do
experimento e 48h apos (dia da extracao).

Os resultados apresentados nessa sessdo ainda estdo em fase de andlise, portanto eles ainda ndo
séo conclusivos.

4. CONCLUSOES:

Durante a realizacdo do experimento de inducdo de sepse, foi possivel analisar que os animais
entraram em um quadro conhecido como caquexia, onde dois dos sintomas (que foram bem perceptiveis)
sdo falta de apetite e reducdo de forca dos animais, isso pode explicar a grande perda de musculatura e
peso. Esse quadro analisado em quadros de inflamacdes graves, pode mostrar quao importante é a funcdo
mitocondrial no corpo, uma vez que, quando essas nao apresentam atividade normal, podem acarretar em
perda de funcdo muscular e, isso essa situagao pode levar a pessoa a 6bito.

Sobre as proteinas analisadas no projeto até o momento (CLpP, YME1L1, HSP60 e LONP1), todas
elas se apresentam diminuida no quadro de septicemia, o que possivelmente estd interligado com a
literatura, que em casos de inflamacges gravissimas, as mitocondrias presentes na musculatura esquelética
sdo degradadas, apresentando o mal funcionamento e, por consequéncia, ndo ha ativacdo adequada da
UPR mitocondrial, impedindo de acontecer o equilibrio homeostatico, levando as pessoas a 6bito também.
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