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RESUMO 

 

O processo inflamatório é uma resposta a estímulos nocivos que visa a destruição de agentes 

estranhos para posteriormente reparar o local afetado. Quando a inflamação é descontrolada ou 

não resolvida, pode levar a lesões teciduais significativas como os quadros de sepse. Muitos 

fármacos anti-inflamatórios têm sido utilizados para o tratamento de processos inflamatórios, 

como a dexametasona. No entanto, a demanda por novas moléculas mais eficazes com maiores 

margens de segurança permanece ativa. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito anti-

inflamatório in vitro dos compostos N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e seus derivados e 

revisar sistematicamente a literatura para avaliar a mortalidade de pacientes com sepse ou 

choque séptico em uso de dexametasona. No estudo experimental desta tese, macrófagos RAW 

264.7 foram utilizados para avaliar a citotoxicidade e a atividade anti-inflamatória por meio da 

mensuração de óxido nítrico, IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-α, INF-γ, IL-4 e IL-13 e 

ativação do NF-κB. Primeiramente, foi verificado que nenhum composto apresentou 

citotoxicidade significativa (CC50<100 µM). Posteriormente, foi avaliado o potencial de 

inibição do óxido nítrico como triagem e de todos os compostos testados, três mostraram um 

perfil promissor. Quando avaliado o efeito desses três compostos na produção de IL-1β, IL-6, 

MCP-1 (CCL2), TNF-α e INF-γ, apenas os compostos N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e N-

antipirina-3-cloro-4-(3,4-dicloroanilina)maleimida apresentaram um perfil de inibição 

significativo. Além disso, esses dois compostos também foram capazes de aumentar a produção 

de citocinas conhecidas pelo perfil anti-inflamatório (IL-4 e IL-13), e ainda inibiram 

significativamente a fosforilação da subunidade p-p65 NF-κB. A busca sistemática da literatura 

foi realizada em quatro bancos de dados eletrônicos e as avaliações de risco de viés foram 

realizadas usando a ferramenta Cochrane Collaboration e a qualidade da notificação foi 

avaliada usando a lista de verificação baseada no CONSORT. O protocolo de estudo da revisão 

sistemática foi registrado no banco de dados PROSPERO (CRD42018088150). Os três estudos 

selecionados incluíram oitenta pacientes adultos com sepse ou choque séptico que receberam 

dexametasona como intervenção. Dos três artigos, dois concluíram que o uso de dexametasona 

reduz significativamente a mortalidade em pacientes com sepse ou choque séptico. Os 

resultados de risco de viés da ferramenta Cochrane Collaboration mostraram que nenhum dos 

estudos estava completamente livre de viés e, por meio da lista de verificação CONSORT, 

verificou-se que nenhum dos estudos atendia a 50% ou mais dos requisitos aplicáveis. Em 

conclusão, fica claro a partir da revisão sistemática que mais ensaios clínicos randomizados 

comparando o uso de dexametasona com placebo em terapia adjuvante para pacientes com 

sepse são necessários. A partir dos resultados experimentais, dois compostos apresentam um 

efeito anti-inflamatório significativo com fortes indícios que seu mecanismo envolva 

imunomodulação dos macrófagos, qualificando-os como protótipos promissores para o 

desenvolvimento de novos anti-inflamatórios com características imunomoduladoras. 

 

Palavras-chave: Sepse. Inflamação. Dexametasona. Imidas Cíclicas. Macrófagos RAW 264.7. 

In vitro. 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

The inflammatory process is a response to harmful stimuli aimed at destroying foreign agents 

to later repair the affected site. When inflammation is uncontrolled or unresolved, it can lead to 

significant tissue damage such as sepsis. Many anti-inflammatory drugs have been used to treat 

inflammatory processes, such as dexamethasone. However, the demand for new, more effective 

molecules with greater safety margins remains active. Thus, the aim of the study was to evaluate 

the in vitro anti-inflammatory effect of N-antipyrine-3,4-dichloromaleimide compounds and 

their derivatives and to systematically review the literature to assess the mortality of patients 

with sepsis or septic shock using dexamethasone. In the experimental study of this thesis, RAW 

264.7 macrophages were used to assess cytotoxicity and anti-inflammatory activity by 

measuring nitric oxide, IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-α, INF- γ, IL-4, IL-13, and NF-κB 

activation. First, it was verified that no compound showed significant cytotoxicity (CC50 <100 

µM). Subsequently, the potential for inhibition of nitric oxide was evaluated as a screening and 

of all tested compounds, three showed a promising profile. When evaluating the effect of these 

three compounds on the production of IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-α and INF-γ, only the 

compounds N-antipyrine-3,4-dichloromaleimide and N-antipyrine-3-chloro-4-(3,4-

dichloroaniline)maleimide showed a significant inhibition profile. Furthermore, these two 

compounds were also able to increase the production of cytokines known for their anti-

inflammatory profile (IL-4 and IL-13), and significantly inhibited the phosphorylation of the p-

p65 NF-κB subunit. A systematic literature search was performed in four electronic databases 

and risk of bias assessments were performed using the Cochrane Collaboration tool and the 

quality of reporting was assessed using the CONSORT-based checklist. The study protocol of 

the systematic review was registered in the PROSPERO database (CRD42018088150). The 

three selected studies included eighty adult patients with sepsis or septic shock who received 

dexamethasone as an intervention. Of the three articles, two concluded that the use of 

dexamethasone significantly reduced mortality in patients with sepsis or septic shock. The risk 

of bias results from the Cochrane Collaboration tool showed that none of the studies was 

completely free of bias and, through the CONSORT checklist, none of the studies were found 

to meet 50% or more of the applicable requirements. In conclusion, it is clear from the 

systematic review that more randomized controlled trials comparing the use of dexamethasone 

with placebo in adjuvant therapy for patients with sepsis are needed. Based on the experimental 

results, two compounds have a significant anti-inflammatory effect with strong evidence that 

their mechanism involves macrophage immunomodulation, qualifying them as promising 

prototypes for the development of new anti-inflammatory drugs with immunomodulatory 

characteristics. 

 

Keywords: Sepsis. Inflammation. Dexamethasone. Cyclic Imides. Macrophages RAW 264.7. 

In vitro. 
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INTRODUÇÃO 

 

A inflamação é uma reação a um dano tecidual infeccioso ou estéril e tem como 

finalidade restaurar a homeostase do tecido. No entanto, quando a inflamação é descontrolada 

ou não resolvida pode originar uma infinidade de doenças inflamatórias, essas são complexas, 

envolvem o sistema imunológico e podem ser agudas e/ou crônicas (NETEA et al., 2017). 

Quando a resposta inflamatória a um agente infeccioso é sistêmica e exacerbada temos por 

definição a sepse, que provoca anormalidades fisiológicas culminando na falência dos órgãos. 

O estágio avançado da sepse é o choque séptico, caracterizado por um alto risco de o paciente 

ir a óbito e maior gravidade nas disfunções do metabolismo circulatório e celular (POLL et al., 

2017; SINGER et al., 2016). 

Em 2017, foi estimado aproximadamente 48,9 milhões de casos e 11,0 milhões de 

mortes por sepse no mundo (RUDD et al., 2020). No Brasil, é estimado que um paciente com 

sepse resulte em um gasto hospitalar anual de aproximadamente R$ 38.867,60 (BARRETO et 

al., 2016). Como tratamento farmacológico para a sepse e choque séptico temos os 

corticosteroides, os quais vêm sendo utilizados há muito tempo. Tais medicamentos atuam na 

inibição no processo inflamatório por diferentes vias, como por exemplo reduzindo a produção 

de citocinas pró-inflamatórias (FINK; WARREN, 2014; GYAWALI; RAMAKRISHNA; 

DHAMOON, 2019; POLL et al, 2017). Na década de 80, nos protocolos hospitalares 

empregados para o tratamento de sepse eram administradas altas doses de glicocorticoides, com 

o tempo foi observado que menores doses com um tempo maior de administração se observa 

uma melhora na mortalidade desses pacientes (ANNANE et al., 2009; 2019; SPRUNG et al., 

1984; THOMPSON; VENKATESH; FINFER, 2019). No entanto, ainda falta evidências para 

a escolha de um corticosteroide eficiente para a sepse e choque séptico, devido a variabilidade 

dos efeitos que causam, farmacocinética e a capacidade imunossupressora (GIBBISON et al., 

2017; GUPTA; BHATIA, 2008). Os corticosteroides mais utilizados para os casos de sepse e 

choque séptico são a hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona e a dexametasona 

(LIANG et al., 2021). 

A busca por substâncias com potencial anti-inflamatório mais eficazes e com menos 

reações vem crescendo a cada ano, sendo eles produtos sintéticos ou naturais (HANKE et al., 

2016). Estudos científicos com os compostos da classe das imidas cíclicas demostram que essas 

substâncias possuem promissor potencial para a atividade anti-inflamatória (NEHA; 

WAKODE, 2021). A N-antipirina-3,4-dicloromaleimida é uma substância pertencente a classe 
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das imidas cíclicas e em estudos anteriores publicados demonstrou efeitos antinociceptivos, 

incluindo a redução da dor causada por processo inflamatório em modelos comportamentais 

semelhantes à dor induzidos por carragenina (QUINTÃO et al., 2010).  

Assim como, os estudos primários experimentais são de grande importância para os 

avanços na ciência, os trabalhos científicos de revisões de literatura também têm seu papel 

fundamental. As revisões da literatura são métodos de pesquisa científica que utilizam 

informações dos resultados já publicados, principalmente em periódicos, e tem como objetivo 

fundamentar ou responder uma pergunta. Dentre os tipos de revisões temos as narrativas, 

integrativas e as sistemáticas com ou sem meta-análise (ROTHER, 2007). As revisões se 

diferem entre si, principalmente pela elaboração da pergunta de pesquisa, modo de busca dos 

artigos que os compõem, avaliação de risco de viés e a análise robusta dos artigos selecionados 

(UMAN, 2011). As revisões sistemáticas são utilizadas para compilar e sintetizar as evidências 

de estudos primários de uma forma onde se tenha uma precisão e confiabilidade nos resultados. 

Além, de atualizar um determinado assunto, também fornecem informações para possíveis 

mudanças de protocolos clínicos e instigam a realização de novas pesquisas (BRASIL, 2012; 

GALVÃO; PEREIRA, 2014; LIBERATI et al., 2009). 

Nesse contexto, essa tese está dividida em três capítulos, para facilitar o entendimento 

das partes. No primeiro capítulo é apresentado uma revisão da literatura no qual é abordado os 

principais temas desta tese. O segundo capítulo compreende a avaliação das moléculas 

sintéticas derivadas da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida quanto aos possíveis efeitos anti-

inflamatório (in vitro). Esse artigo foi submetido para a revista Immunopharmacology and 

Immunotoxicology – Fator de Impacto pelo Journal Citation Reports (JCR): 2,730, conforme 

comprovante no Anexo A. E por fim, o terceiro capítulo apresenta os resultados obtidos da 

revisão sistemática da literatura publicada na revista SN Comprehensive Clinical Medicine 

(https://doi.org/10.1007/s42399-020-00334-9), foi desenvolvida para esclarecer se o 

glicocorticoide dexametasona é eficaz na redução da mortalidade em pacientes adultos e idosos 

com sepse ou choque séptico.  
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1.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1.1 PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

A inflamação é a resposta do imune protetora do organismo a diversos estímulos, como 

patógenos, substâncias tóxicas, radiações ou até mesmo por sinais endógenos como células em 

processo de apoptose (CHEN et al., 2017; NETEA et al., 2017; SUGIMOTO et al., 2019). O 

processo inflamatório é desencadeado com a finalidade de proteger o organismo e promover o 

reparo tecidual, esse processo é caracterizado pelas fases de indução, pico e resolução da 

inflamação (NETEA et al., 2017; SCHETT, NEURATH, 2018).  

A resposta ao agente agressor inicia com o seu reconhecimento, que é mediado por 

receptores reconhecedores de padrões (PRRs). Os PRRs são acionados por padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), sinais exógenos indicativos de invasão de patógenos ou por 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs), sinais endógenos indicativos de lesão de 

tecido estéril (JANEWAY, 1989; STYLIANOU, 2018). As células como leucócitos 

reconhecem os patógenos através dos PAMPs pelos PRRs. Dentre os PRRs que reconhecem 

PAMPs, os mais comuns são os receptores do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo NOD 

(NLRs), receptores do tipo induzível pelo ácido retinóico (RLRs) e receptores do tipo lectina C 

(CLRs) (GYAWALI; RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; POLL et al, 2017). Após o 

reconhecimento há ativação de uma variedade de vias de sinalização incluindo moléculas 

adaptadoras, quinases e fatores de transcrição. As vias de transdução de sinal resultam na síntese 

de muitas moléculas, incluindo citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão celular, resultando 

no recrutamento de células para o local da lesão, na produção de proteínas de fase aguda, 

ativação plaquetária, febre e vasodilatação (DINARELLO, 2007; MOGENSEN, 2009). A fase 

da resolução tem como objetivo remover detritos celulares, patógenos e inibir a produção das 

citocinas pró-inflamatórias, impedindo assim uma resposta exacerbada do processo 

inflamatório e retornado à homeostase. Se a inflamação aguda não for resolvida, ela pode se 

tornar crônica, danificando o tecido e comprometendo a sua função (NETEA et al., 2017; 

STYLIANOU, 2018). 

Os leucócitos polimorfonucleares (PMN), principalmente os neutrófilos, são as 

primeiras células do sistema imune a alcançarem ao sítio inflamatório e possuem papel 

fundamental na resolução da inflamação (LEY et al., 2007). Os neutrófilos atraem monócitos e 

macrófagos para o local da inflamação através de quimiocinas, esse processo é desencadeado 

também quando os próprios neutrófilos entram em apoptose, a remoção dos restos celulares 
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pelos macrófagos resulta na resolução da inflamação e cura do tecido. Quando o mecanismo de 

apoptose dos neutrófilos não é inicializado, uma maior quantidade dessas células se desloca até 

o local lesionado e consequentemente se tem uma resposta exacerbada da inflamação 

(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; SOEHNLEIN et al., 2017).  

Outra linhagem celular importante no processo de reparo tecidual são os macrófagos, 

os quais são ativados também por PAMPs ou DAMPs. Dentre as linhagens de macrófagos, 

temos os macrófagos residentes dos tecidos e os macrófagos provenientes de monócitos 

circulantes. Essas células possuem capacidade de mudar seu fenótipo funcional, sendo 

polarizados em macrófagos classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados (M2), 

dependendo do estímulo e sinais liberados no microambiente. De maneira geral podemos 

classificar os macrófagos M1 em pró-inflamatórios e os M2 em anti-inflamatórios (ARANGO-

DUQUE; DESCOTEAUX, 2014; WANG et al., 2021). A células com fenótipo M1 são ativadas 

principalmente por lipopolissacarídeo (LPS) e citocinas como como interferon gama (IFN-γ) e 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). Os macrófagos M1 induzem a liberação de várias 

citocinas, como TNF-α, interleucina 1 alfa (IL-1α), interleucina 1 beta (IL-1β), interleucina 6 

(IL-6), interleucina 12 (IL-12) e quimiocinas (CXCL9 e CXCL10), exercendo feedback 

positivo sobre os macrófagos não polarizados. Já as células com fenótipo M2 são ativadas por 

citocinas como interleucina 4 (IL-4), interleucina 13 (IL-13), interleucina 10 (IL-10), 

interleucina 33 (IL-33) e fator de transformação do crescimento beta (TGF-β) e possuem 

regulação positiva das citocinas IL-10, TGF-β e quimiocinas CCL1, CCL17, CCL18, CCL22 e 

CCL24, esses também contribuem para o processo de prevenção de infecções, reparação de 

tecidos, angiogênese e imunomodulação (Figura 1). Ainda, o fenótipo M2 é dividido nas 

subcategorias M2a, M2b, M2c e M2d, diferindo em seus marcadores de superfície celular, 

citocinas secretadas e funções biológicas (YAO; XU; JIN, 2019). 

A cascata de eventos que ocorre após uma agressão ao organismo é iniciada através 

dos PRRs, como já mencionado. A classe de PRRs mais estuda é a família Toll e não se sabe 

ao certo, mas estima-se que a maioria das espécies de mamíferos tenham de 10 a 15 TLRs. Eles 

são expressos em todas as células imunes inatas, como macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas, natural killers, mastócitos, basófilos e eosinófilos (IWASAKI; MEDZHITOV, 

2004; SOEHNLEIN et al., 2017). Os TLRs são proteínas transmembranas e conseguem detectar 

vários PAMPs e DAMPs, esses receptores e a cascata de sinalizações que promovem, estão 

sendo cada vez mais estudos como alvo terapêutico em doenças inflamatórias. Da família Toll, 

o TRL4 que é ativado por LPS, molécula essa presente na membrana de bactérias gram-
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negativas, que tem seu mecanismo de ação bem caracterizado, o que permite a investigação dos 

efeitos da modulação da sinalização desse receptor (MOLTENI; GEMMA; ROSSETTI, 2016). 

Quando esse receptor é ativado, acoplam a proteína adaptadora MyD88 e iniciam diversas 

reações intracelulares, ativando a proteína fator 6 associado ao receptor TNF (TRAF-6) e 

quinase 1 ativada por fator β (TAK-1), posteriormente ativam a via do fator de transcrição 

nuclear κappa B (NF-κB) que leva à produção de mediadores inflamatórios (EL-ZAYAT; 

SIBAII; MANNAA, 2019).  

 

Figura 1 – Resumo dos diferentes estimulantes, citocinas secretadas e funções biológicas entre 

os macrófagos M1 e M2. 

 
Legenda: IFN-γ: interferon-gama; IL: interleucina; NF-κB: fator nuclear κappa B; LPS: lipopolissacarídeo; STAT: 

sinal transdutor e ativador de transcrição; TNF-α: fator de necrose tumoral alfa; TGF-β: fator transformador de 

crescimento beta; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; CCL e CXCL: quimiocinas. Fonte: Adaptado 

de Yao, Xu e Jin (2019). 

 

O NF-κB é um dos reguladores mais importantes na resposta inflamatória, é 

responsável pela indução na produção de várias proteínas envolvidas neste processo. Dois tipos 

de vias de sinalização do NF-κB são conhecidos, a via clássica (canônica) e a alternativa (não 

canônica). A via clássica é ativada por PAMPs, DAMPs e citocina pró-inflamatórias, já a 

alternativa é ativada por citocinas da família do TNF, como a linfotoxina B, o ligante de receptor 

ativador de NF-κB (RANKL), o ligante CD40 (CD40L), o fator ativador de células B 

(TANIGUCHI; KARIN, 2018). A via clássica, resulta na ativação dos dímeros p50 e p65, 

proteínas membros do NF-κB. O dímero p50/p65 é encontrado no citoplasma das células 

associado a proteína subunidade inibitória α do fator de transcrição nuclear κB (IκBα), 

impedindo que NF-κB seja translocado para o núcleo. Após o estímulo, como exemplo por 
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LPS, o complexo IKK fosforila especificamente a proteína IκBα, assim o dímero p65/p50 é 

translocado para o núcleo onde irá induzir a expressão gênica (Figura 2). A sinalização clássica 

do NF-κB tem com alvos genes que codificam citocinas pró-inflamatórias (como TNF, IL-1 e 

IL-6), fatores de crescimento, quimiocinas (como CXCL1, CCL3, CXCL2, CCL2, CCL5), 

iNOS, VEGF, moléculas de adesão e inibidores da sinalização de NF-κB (como IκBα) 

(ZHANG; LEONARDO; BALTIMORE, 2017). 

 

Figura 2 – Sinalização do NF-κB via TLR4. 

 
Legenda: O processo inflamatório se inicia com a ligação de LPS ao receptor TLR4. Posteriormente o MyD88 se 

liga ao IRAK1 e IRAK4. O complexo IRAK então se dissocia do MyD88 e interage com o TRAF6. O TRAF6 

forma um complexo com TAK que ativa o complexo IKK, esse induz eu fosforilação IκBα, o que leva dissociação 

do IκBα com o dímero p50/p65 (NF- κB). O NF-κB se transloca para o núcleo e medeia a expressão de vários 

genes de mediadores inflamatórios. IKK: proteína inibitória kappa B quinase; IκBα: subunidade inibitória do fator 

de transcrição nuclear NF-κB; LPS: lipopolissacarídeo; TLR4: receptor do tipo Toll-like 4. Fonte: Adaptado de 

Yang et al. (2016). 
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Dentre os mediadores que são liberados no processo inflamatório pelas células do 

sistema imune, destaca-se a produção óxido nítrico (NO). O NO é um radical livre produzido 

pelas enzimas da família óxido nítrico sintase (NOS), resultado da conversão do aminoácido L-

arginina em L-citrulina. Em estado normal, o organismo produz NO derivado das enzimas 

óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), possuindo papel importante em 

várias funções biológicas, incluindo vasodilatação, relaxamento do músculo liso, 

neurotransmissão e resposta imune (CINELLI et al., 2019; LIND et al, 2017). O NO liberado 

na resposta inflamatória é produzido pela enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), essa 

enzima no geral é estimulada por LPS e citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1 e IFN-

γ. O acionamento dos receptores de membrana, leva a fosforilação de proteínas intracelulares e 

posteriormente a ativação de fatores de transcrição como o NF-κB e o sinal transdutor e ativador 

de transcrição 1 (STAT1). Com o deslocamento desses fatores para o núcleo há a ligação a 

regiões promotoras do gene iNOS, que induzem a sua expressão e posteriormente a produção 

NO (CINELLI et al., 2019; KLEINERT; SCHWARZ; FÖRSTERMANN, 2003) 

A produção de NO pela indução da iNOS, gera quantidades significativas deste 

metabólito na circulação, quantidade essa considerável para defesa contra patógenos invasores. 

Nessas condições, o NO exibe atividades antivirais, antimicrobianas, citotóxicas (danos ao 

tecido) e age de forma imunoestimuladora (pró-inflamatório) ou imunossupressora (anti-

inflamatório). Em contrapartida, devido as suas características químicas, o NO tem capacidade 

de reagir rapidamente com outros radicais livres, como oxigênio (O2) ou superóxido (O2
-) e 

formar nitrito (NO2
-), nitrato (NO3

-) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) como o 

peroxinitrito (ONOO-). A alta concentração de ERNs está associada a muitas condições 

patológicas, como a inflamação crônica, choque séptico, aterosclerose, diabetes e câncer 

(GHOSH; ERZURUM, 2011; PREDONZANI et al., 2015; SHARMA; AL-OMRAN; 

PARVATHY, 2007). Essas condições resultam da alta difusibilidade do ONOO- através das 

membranas celulares, o que desencadeia lesão tecidual, oxidação de proteínas que está 

associado à reação entre os aminoácidos e ONOO-, resultando na formação de aminoácidos 

nitrados, como a nitrotirosina (WEIDINGER; KOZLOV, 2015), além de induzir a peroxidação 

lipídica da lipoproteína de baixa densidade (VIOLI et al., 1999). 

As citocinas são mediadores liberados também no processo inflamatório, e possuem 

papel fundamental na regulação do sistema imune. São proteínas pequenas, secretadas por 

quase todas as células como neutrófilos, macrófagos, monócitos, linfócitos B e T, natural 

killers, células endoteliais, epiteliais e dendríticas. O termo citocina é amplo, outros nomes mais 

específicos para essas proteínas são: quimiocina (citocinas com atividades quimiotáticas), 
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interleucina (citocinas produzidas por um leucócito atuando em outros leucócitos), linfocina 

(citocinas produzidas por linfócitos) e monocina (citocinas produzidas por monócitos). As 

citocinas possuem ação autócrina (na própria célula), parácrina (células próximas) e endócrina 

(células distantes) (ZHANG; NA, 2007). Quando liberadas em um processo inflamatório 

distinguem-se pela sua ação, como pró-inflamatória e anti-inflamatórias. Atualmente, se tem 

conhecimento que a liberação simultânea de citocina pró e anti-inflamatórias é de extrema 

importância em qualquer resposta imune, sua secreção é em cascata, assim uma citocina 

estimula células-alvo e induz a produção de outras citocinas (KANY; VOLLRATH; RELJA, 

2019; ZHANG; AN, 2007).  

Das citocinas conhecidas podemos citar, por exemplo, as da família CC e CXC das 

quimiocinas, a CCL2 e CXCL1 respectivamente, sendo estas proteínas fatores quimiotáticos de 

células da resposta inflamatória. A proteína quimiotática de monócito-1 (MCP-1/CCL2) é uma 

quimiocina secretada por várias células, principalmente monócitos e macrófagos em resposta a 

citocinas pró-inflamatórias e estresse oxidativo. Tem como função direcionar o recrutamento 

de monócitos, neutrófilos e linfócitos para o local da inflamação (DESHMANE et al., 2009). 

A elevada produção de MCP-1/CCL2 está ligada com muitas doenças inflamatórias, como 

artrite reumatoide, aterosclerose e câncer (GONG et al., 1997; PALOMINO; MARTI, 2015). 

Alguns estudos realizados in vitro em células do tipo macrófagos, no qual houve a indução da 

inflamação com LPS, ao inibir essa quimiocina pode-se reduzir os efeitos do processo 

inflamatório (LEE; PARK, 2015). Esta inibição se torna eficaz, uma vez que o excesso de 

células acelera o processo inflamatório, induzindo o recrutamento de mais células, resultando 

na liberação de vários mediadores pró-inflamatórios e lesão tissular grave (AZIZ et al., 2013). 

Após o recrutamento de macrófagos e neutrófilo para o sítio inflamatório, as células 

iniciam secreção de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1β. Os monócitos e macrófagos são 

os principais secretores de IL-1β, porém células como natural killers, dendrítica, epiteliais, 

linfócito B e fibroblasto também liberam essa citocina. A produção de IL-1β é induzida por 

vários produtos microbianos, reconhecido através dos receptores TLRs e ativação de fatores de 

transcrição, como o NF-κB, além de induzir a si mesma (DINARELLO, 2018). Diferente das 

outras interleucinas da família IL-1, a IL-1β é produzida na sua forma inativa, para que ocorra 

a secreção de IL-1β ativa pelas células, é indispensável a ativação do inflamassoma. O 

inflamassoma é um complexo de multiproteínas, dentre elas está a caspase-1, enzima essa 

conversora de IL-1β biologicamente inativo em ativo (KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019). 

Assim, a IL-1β ativa tem como função promover a liberação de histamina através dos 
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mastócitos, provocar vasodilatação, aumentar a expressão de moléculas de adesão em células 

do sistema imune e produção de quimiocinas (ARANGO-DUQUE; DESCOTEAUX, 2014). 

A IL-6 também é classificada como uma citocina pró-inflamatória e tem sua ativação 

desencadeada após algum fator danoso, ela induz a produção de proteínas de fase aguda e reduz 

a produção de fibronectina, albumina e transferrina. A IL-6 não está envolvida só nas respostas 

inflamatórias e imunológicas, mas desempenha função na hematopoiese, desenvolvimento 

embrionário, metabolismo ósseo e em outros processos biológicos. A sua secreção é estimulada 

por IL-1, TNFα, espécies reativas de oxigênio (EROs), DAMPs e PAMPs via receptor TLR. O 

gene IL-6 possui vários ligantes que o expressão, incluindo o NF-κB (HIRANO, 2021). Muitos 

estudos mostram que a intensificação da produção de IL-6 pode desempenhar papel patológico 

e contribuir para a cronificação das doenças infamatórias, sendo um dos exemplos a produção 

excessiva do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), levando a angiogênese e 

permeabilidade vascular aumentada. Uma vez inibida, é observado uma melhora os sintomas 

da doença e normaliza a produção das proteínas de fase aguda (HASHIZUME et al., 2009; 

NISHIMOTO, 2008; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). 

Outra citocina que merece destaque é o TNF-α uma potente citocina liberada em 

resposta a um agente agressor. Seus receptores estão presentes em células de diversos órgãos, 

como no fígado, estimulando a produção de proteínas de fase aguda, e no hipotálamo, 

estimulando a liberação do hormônio liberador corticotrópico induzindo a febre (KANY; 

VOLLRATH; RELJA, 2019). O TNF-α é responsável pela vasodilatação e perda da 

permeabilidade vascular, o que influencia no aumento do número de células no local da lesão, 

também regulam as quimiocinas CXCL1, CXCL2 e CXCL5 e a expressão de moléculas de 

adesão celular. Sendo um pivô central da resposta inflamatória, sabe-se que o excesso na 

secreção dessa citocina leva ao desenvolvimento de doença inflamatória intestinal, psoríase, 

artrite reumatoide, asma, câncer, doenças infecciosas e outras doenças autoimunes (ARANGO-

DUQUE; DESCOTEAUX, 2014). Estudos publicados, demonstraram que em células neuronais 

a inibição de TNF-α leva ao alívio da dor, bem como, a utilização de antagonistas levam a uma 

melhora de doenças inflamatórias como psoríase, doença de Crohn ou artrite reumatoide 

(ZHANG; AN, 2007). 

As citocinas pertencentes a família dos interferons (INF) são divididas em três classes, 

INF tipo I, II e III. Dentre o tipo I, duas citocinas possuem maior relevância, INF-α e INF-β, no 

INF tipo II apenas uma única citocina, INF-γ. O termo interferon, originou-se há muito tempo, 

devido a comprovação da capacidade dessas citocinas em inibir a replicação viral. O INF-γ 

possui um papel importante na ativação de macrófagos tanto na resposta imune inata quando 
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adaptativa. As principais células que secretam essa citocina incluem, natural killer, linfócitos 

T, macrófagos e dendríticas. A ativação de IFN‐γ no processo inflamatório, facilita a expressão 

de iNOS e a produção de citocinas pró-inflamatórias (KAK; RAZA; TIWARI, 2018; ROMERO 

et al., 2010). 

A resolução da inflamação é alcançada devido a produção de mediadores com 

características anti-inflamatórias, como por exemplo a secreção das citocinas IL-4 e IL-13. As 

interleucinas IL-4 e IL-13 são encontradas adjacentes uma à outra no cromossomo 5 em 

humanos, suas funções são muito parecidas, atuam em respostas imunes do tipo 2, incluindo a 

diferenciação de células T CD4 em Th2, produção de IgE e polarização de macrófagos M1 para 

M2 (BAO; REINHARDT, 2015; HEEB; EGHOLM; BOYMAN, 2020). A diferenciação em 

células Th2 por IL-4 e IL-13 é regulada pela indução da fosforilação do sinal transdutor e 

ativador de transcrição 6 (STAT6), levando a produção de citocinas do tipo 2 (OUYANG et al., 

2000; BAO; REINHARDT, 2015). Tanto a IL-4 quanto a IL-13 estão ligadas a diminuição de 

vários mediadores inflamatórios e de dor, como a IL-1β, NO, TNF-α e prostaglandina E2. São 

secretadas por diversas células imunológicas como as células T ativadas, mastócitos, basófilos, 

eosinófilos e células natural killer (HART et al., 1989; VANDERWALL; MILLIGAN, 2019). 

 

1.1.2 SEPSE E CHOQUE SÉPTICO 

 

No ano de 1991, foi realizada a primeira conferência de consenso do American College 

of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine em Northbrook, para elaborar uma 

definição para a sepse, e ficou estabelecido que a sepse resultava da síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica (SIRS) à uma infecção, sendo adotado como critérios clínicos: 

temperatura > 38 °C ou < 36 °C, frequência cardíaca > 90/min, frequência respiratória > 20/min 

ou PaCO2 < 32 mmHg, contagem de glóbulos brancos > 12000/mm3 ou < 4000/ mm3 ou > 10% 

de formas imaturas. Nesta mesma conferência foi elaborado também definições para a sepse 

grave, classificando como uma disfunção orgânica secundária a sepse com acidose láctica, 

oligúria ou alteração do estado mental, e o choque séptico como sendo uma instabilidade 

cardiovascular persistente com a necessidade de administração de vasopressores (BONE et al., 

1992). 

Em 2001 uma nova conferência ocorreu, e esta expandiu os critérios de diagnósticos 

para sepse, mas não mudou sua definição. Esses critérios estabelecidos foram a febre 

(temperatura > 38,3 °C), hipotermia (temperatura < 36 °C), frequência cardíaca > 90 bpm; 
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taquipneia > 30 bpm, estado mental alterado, edema significativo (> 20 mL/kg/24h), 

hiperglicemia (> 110 mg/dL), leucocitose (> 12000/μL) ou leucopenia (< 4000/μL) ou > 10% 

de formas imaturas, proteína C reativa (> 2 DP acima do valor normal), e procalcitonina (> 2 

DP acima do valor normal), hipotensão arterial (pressão arterial sistólica < 90 mmHg, saturação 

de oxigênio > 70%, hipoxemia arterial PaO2/FIO2  < 300); oligúria aguda, aumento da 

creatinina, anormalidades da coagulação, trombocitopenia (contagem de plaquetas < 

100000/μL), hiperbilirrubinemia, hiperlactatemia (> 3 mmol/L) e aparecimento de manchas. 

Nessa mesma conferência propuseram também o sistema P.I.R.O. (do inglês P – predisposition; 

I – infection; R – inflamatory response; O – organ disfunction), assim categorizando o paciente 

quanto aos fatores que causam predisposição a sepse, o agente agressor, o grau da disfunção 

orgânica e as respostas inflamatórias desencadeadas pelo hospedeiro. Também estabeleceram 

os novos critérios para o choque séptico em adultos e crianças, no qual em adultos é uma 

insuficiência circulatória caracterizada por hipotensão persistente (pressão arterial sistólica < 

90 mmHg, pressão arterial média < 60 ou redução da pressão arterial sistólica > 40 mmHg) e 

em crianças é definido como uma taquicardia apresentando diminuição da perfusão, alerta 

alterado, manchas, extremidades frias e oligúria (LEVY et al., 2003). 

Com todos os avanços científicos que se tem sobre a sepse e o melhor entendimento 

sobre biologia celular, bioquímica, imunologia, hematologia e fisiopatologia levou as diversas 

mudanças na definição da sepse e choque séptico, o que contribui para um melhor diagnóstico 

e tratamento (GYAWALI; RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019). Assim, em 2014 diversos 

especialistas no assunto reuniram e propuseram novas definições sobre sepse e choque séptico, 

o documento é conhecido como Sepsis-3 e substitui as definições implantadas nos documentos 

publicados em 1992 e 2003. Portanto, atualmente a sepse é definida como uma disfunção 

orgânica que gera risco para a vida, desenvolvida por uma resposta desregulada a uma infecção. 

Já o choque séptico é um estado onde há um risco maior de mortalidade do que na sepse, 

anormalidades circulatórias, celulares e metabólicas apresentam uma maior intensidade 

(SINGER et al., 2016). 

Para um melhor manejo clínico e a avaliação da disfunção dos órgãos causada na sepse, 

o documento Sepsis-3 utiliza a Avaliação Sequencial de Falências de Órgãos (Sequential Organ 

Failure Assessment – SOFA), sendo que um aumento de 2 ou mais pontos no escore do SOFA 

está associado a uma maior mortalidade dos pacientes (SINGER et al., 2016). O SOFA é 

baseado em seis escores diferentes, abordando os sistemas respiratórios, da coagulação, 

hepático, cardiovascular, neurológico e renal (Tabela 1). Cada escore possui uma pontuação 

que vai de 0 a 4 pontos e o aumento é proporcional a disfunção ou falha dos órgãos. O objetivo 
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do SOFA não é prever o desfecho dos pacientes, embora esteja ligado que o aumento do escore 

leve a uma maior mortalidade destes, mas sim, avaliar a falência dos órgãos (LAMBDEN et 

al., 2019). O SOFA é um sistema muito utilizado na terapia intensiva, porém muitos 

profissionais da saúde desconhecem ou não sabem utilizar, para isso foi desenvolvido na 

conferência Sepsis-3 o quick SOFA (qSOFA), uma ferramenta mais simples que pode ser 

facilmente utilizada em ambientes extra-hospitalar, emergências ou enfermarias. O qSOFA 

avalia três parâmetros clínicos, frequência respiratória ≥ 22/min, escala de coma de Glasgow < 

15 ou pressão arterial sistólica ≤ 100 mmHg, se o paciente apresentar pelo menos 2 desses 

critérios o profissional da saúde deve investigar melhor a disfunção dos órgãos e avaliar o 

encaminhamento para terapia intensiva.  

 

Tabela 1 – Pontuação da avaliação sequencial de falências de órgãos na sepse. 

Sistemas 
Pontuação 

0 1 2 3 4 

Respiratório 

PaO2/FIO2 (mmHg) ≥400 <400 <300 

<200 com 

suporte 

ventilatório 

<100 com suporte 

ventilatório 

Coagulação 

Plaquetas x 103 / µL ≥150 <150 <100 <50 <20 

Hepático 

Bilirrubina (mg/dL) <1,2 1,2 – 1,9 2,0 – 5,9 6,0 – 11,9 >12,0 

Cardiovascular 
PAM ≥70 

mmHg 

PAM <70 

mmHg 

Dopamina 

<5 ou 

dobutamina 

(qualquer 

dose) 

(µg/kg/min) 

Dopamina 5,1 – 

15 ou epinefrina 

≤0,1 ou 

norepinefrina 

≤0,1 

(µg/kg/min) 

Dopamina >15 ou 

epinefrina >0,1 

ou norepinefrina 

>0,1 (µg/kg/min) 

Neurológico 

Escala de coma de 

Glasgow 
15 13 -14 10 - 12 6 - 9 <6 

Renal 

Creatinina (mg/dL) <1,2 1,2 – 1,9 2,0 – 3,4 3,5 – 4,9 >5,0 

Volume urinário 

(mL/dia) 
   <500 <200 

Legenda: PaO2: pressão parcial de oxigênio; FIO2: fração de oxigênio inspirado; PAM: pressão arterial média; 

Fonte: Singer et al. (2016). 
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O choque séptico é definido pela Sepsis-3 como um subconjunto da sepse e está 

associado a um maior risco de morte. Para diagnosticar um paciente com choque séptico, estes 

devem apresentar a necessidade do uso de vasopressores para manter uma pressão arterial 

média de 65 mmHg ou superior e o nível de lactato sérico superior a 2 mmol/L (> 18 mg/dL) 

na ausência de hipovolemia. Os critérios clínicos adotados para a conclusão do choque séptico 

foram hipotensão e hiperlactatemia, uma combinação no qual é possível detectar disfunção 

celular e cardiovascular, e isso leva a um aumento da mortalidade dos pacientes (EVANS, 2018; 

SINGER et al., 2016).  

Ao longo dos anos, com uma melhor compreensão da fisiopatologia da sepse 

aprimorou-se a capacidade da sua definição, bem como os estudos epidemiológicos e 

farmacológicos tiveram grandes avanços. Por muito tempo se acreditava que a sepse levava a 

uma resposta inflamatória desproporcional ao agente infeccioso, e isso era a patogênese central 

da doença, atualmente sabe-se que além da resposta inflamatória excessiva também há uma 

imunossupressão, desregulação da homeostasia e disfunção celular (GYAWALI; 

RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; POLL et al., 2017).  

Como toda resposta inflamatória, na sepse também há inicialmente uma ativação do 

sistema inato do hospedeiro. Células como leucócitos, células epiteliais e endoteliais 

reconhecem os patógenos através dos PAMPs, resultando na ativação de vias de transdução e 

sinalização intracelular, o que leva a produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-

1β, IL-6, IFN-γ, IL-8 e MCP-1, além de mediadores que danificam o tecido, como NO, EROs 

e ERNs. As citocinas ativam leucócitos, sistema do complemento, moléculas de adesão e as 

proteínas de fase aguda. Posteriormente a essa fase, em um processo inflamatório normal a 

homeostase é retomada, no entanto, na sepse a resposto imune é exacerbada e não resolvida 

(GYAWALI; RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; POLL et al., 2017). Nessa inflamação 

exacerbada ocorre a liberação DAMPs como adenosina trifosfato (ATP) e DNA mitocondrial, 

liberados de células mortas ou danificadas, esses DAMPs podem ativar muitos PRRs, o que 

resulta em um ciclo vicioso, com ativação imunológica e disfunção orgânica (POLL et al., 

2017). As células dendríticas após contato com o patógeno, apresentam o antígeno as células 

linfócitos T naive (Th), essas proliferaram e se diferenciam em Th1, Th2 e Th17. As células 

Th1 produzem TNF-α, IL-2, IL-12, IFN-γ e leucotrienos, por outro lado as células Th2 

produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, citocinas imunomoduladoras. Um desequilíbrio entre 

a produção das citocinas Th1 e Th2 levam a uma supressão imunológica, observada em estágios 

avançados da sepse. Da mesma maneira, a produção de citocinas IL-17 pelas células Th17, são 

responsáveis pela indução da produção de citocinas pró-inflamatória, IL-1β, IL-6 e TNF-α, esse 
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desequilíbrio aumenta a probabilidade do hospedeiro de adquirir infecções hospitalares e o não 

retorno da homeostase (Figura 3) (AZIZ et al., 2013). 

 

Figura 3 – O sistema imune na fisiopatologia da sepse. 

 
Legenda: Após a invasão do patógeno, os macrófagos liberam citocinas pró-inflamatórias. Essas células também 

liberam citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β, que contrabalançam a respostas imunológicas 

excessivas. Patógenos bacterianos e mediadores pró-inflamatórios promovem a ruptura da barreira epitelial, 

exacerbando a inflamação. As quimiocinas, como IL-8 e MCP-1, ativam e promovem a migração de neutrófilos 

para o local da inflamação. Os mediadores liberados por neutrófilos intensifica a lesão em órgãos. As células DCs 

imaturas se transformam em sua forma madura e apresentam antígenos para as células T, assim como os 

macrófagos. As células T ativadas se diferenciam em incluem Th1, Th2 e Th17, gerando perfis de citocinas 

distintos. As DCs também podem produzir citocinas pró e anti-inflamatórias. Na sepse, as células imunes sofrem 

apoptose, levando a um ambiente imunossupressor. IFN-γ: interferon-gama; IL, interleucina; TNF-α: fator de 

necrose tumoral alfa; TGF-β: fator transformador de crescimento beta; NO: óxido nítrico; MPO: mieloperoxidase; 

EROs: espécies reativas de oxigênio; ERNs: espécies reativas de nitrogênio; MCP-1: proteína quimiotática de 

monócito-1. DC: células dendríticas; Th: células T. Fonte: Adaptado de Aziz et al. (2013). 
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A ativação do complemento também é um componente essencial da imunidade para 

remover um agente agressor, no entanto na sepse essa ativação leva a danos teciduais e eventos 

trombóticos. O dano exacerbado no endotélio, proteínas bacterianas e citocinas inflamatórias 

ativam o fator tecidual, que aciona a via extrínseca da coagulação sanguínea. O estado 

protrombótico que ocorre na sepse leva uma coagulação intravascular disseminada e ao 

bloqueio da microvasculatura, esse bloqueio vascular obstrui o fluxo sanguíneo o que leva a 

hipóxia e a falência dos órgãos e isso está associado com uma maior mortalidade dos pacientes 

sépticos (CHANG, 2019).  

A sepse e o choque séptico são considerados doenças fatais que acomete o mundo 

todo, sendo a principal causa de morte nas unidades de terapias intensivas (UTIs). No Brasil, 

não se sabe ao certo a quantidade de pacientes com sepse. Estima-se que 30% dos leitos são 

destinados a pacientes com choque séptico ou sepse, ainda o Instituto Latino-Americano para 

Estudos da SEPSE (ILAS) estima que a letalidade seja próxima aos 50% (VIANA; 

MACHADO; SOUZA, 2017). Essas condições elevam os gastos hospitalares, e está 

diretamente ligado a gravidade do quadro de sepse. Nos Estados Unidos, a sepse é considerada 

uma das principais causas dos gastos hospitalares, com aproximadamente US$ 24 bilhões por 

ano (RUDD et al., 2020). No Reino Unido, estima-se que é gasto anualmente £ 15,6 bilhões 

com sepse e conta com aproximadamente 52.000 mortes (DANIELS et al., 2019). No Brasil, 

um estudo realizado mostrou que custo total de um hospital para pacientes diagnosticados com 

sepse ou choque séptico durante um ano foi de R$ 3.692.421,00 com média de R$ 38.867,60 

por paciente (BARRETO et al., 2016). 

Recentemente um estudo abordou a incidência e mortalidade em 195 países 

ocasionada pela sepse entre os anos de 1990 e 2017. Os resultados mostraram que houve uma 

redução de 18,8% nos casos de sepse e 29,7% no número de mortes entre os anos avaliados, 

sendo que 2017 apresentou uma estimativa de 48,9 milhões de casos e 11,0 milhões de mortes. 

A causa mais comum de sepse, independentemente da idade ou sexo, foram as doenças 

diarreicas e a causa de morte foram as infecções respiratórias. Entre todos os casos de sepse a 

maior incidência é no sexo feminino, com 26,2 milhões de casos, já o número de óbitos ocorre 

no sexo masculino, com 5,8 milhões de mortes.  A maior incidência ocorre em países com 

índice socioeconômico médio baixo, representando 41,5 milhões dos casos em 2017 (RUDD et 

al., 2020). 

Para o tratamento da sepse não há uma medicação específica, e sim um combinado de 

diferentes terapias, como antimicrobianas, anti-inflamatórias, vasopressoras além do tratamento 

da patologia de base (THOMPSON; VENKATESH; FINFER, 2019). A primeira linha de 
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tratamento para os casos de sepse são os antimicrobianos, eles devem ser iniciados logo após 

diagnóstico. Devem ser administrados antibióticos de amplo espectro, com o objetivo de tratar 

todos os patógenos possíveis (DUGAR; CHOUDHARY; DUGGAL, 2020). Dentre os 

fármacos com ação anti-inflamatória utilizados na sepse estão os glicocorticoides, estes também 

possuem ação imunossupressora (BECKER, 2013). Os glicocorticoides são sintetizados de 

forma endógena pela glândula suprarrenal e possuem atividades no metabolismo de 

carboidratos e de proteínas, além disso possuem efeitos na regulação do mecanismo de defesa 

do organismo.  Dentre os glicocorticoides exógenos mais conhecidos estão a hidrocortisona, 

prednisona e dexametasona. Possuem ação inibitória no processo inflamatório, atuando na 

redução da síntese dos mediadores pró-inflamatórios como TNF-α e interleucinas, recrutamento 

de células e inibição dos genes responsáveis pela expressão da ciclooxigenase-2 (COX-2) e 

iNOS. Essa inibição ocorre por exemplo, pela interação do corticoide com fatores de transcrição 

nuclear, como o NF‐κB e proteína ativadora 1 (AP-1), impedindo que eles se desloquem até o 

núcleo das células e que ocorra a expressão dos genes que codificam a maioria dos mediadores 

pró-inflamatórios (ANNANE et al., 2019; WILLIAMS, 2018). Os corticoides são amplamente 

utilizados em pacientes com doença de Addison, em alergias, rinite, conjuntivite, eczema, atrite 

reumatoide, doenças inflamatórias intestinais, anemias hemolíticas, neoplasias, doença do 

enxerto versus hospedeiro e redução de edema cerebral (TIMMERMANS; SOUFFRIAU; 

LIBERT, 2019).  

Na sepse os glicocorticoides inicialmente eram usados em altas doses para o controle 

do processo inflamatório, mas com o decorrer dos anos foi verificado que a redução da dose e 

um maior tempo de administração aumentou a sobrevida dos pacientes (GYAWALI; 

RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; VENKATESH et al., 2018). Dentre os glicocorticoides 

utilizados na sepse está a dexametasona, no entanto ainda não se tem conclusões significativas 

quanto ao uso da mesma no tratamento da sepse e choque séptico (ANNANE et al., 2019; 

THOMPSON; MARIK, 2019). No ano de 2018, foi publicado um estudo clínico randomizado, 

que utilizou 3.658 pacientes com sepse, no qual foi administrado infusão intravenosa de 

hidrocortisona (200 mg/dia) em 1.832 pacientes. Esse estudo foi realizado em hospitais da 

Austrália, Reino Unido, Nova Zelândia, Arábia Saudita e Dinamarca. Após 90 dias do início 

do estudo, não foi possível observar diferença entre a mortalidade dos pacientes incluídos no 

grupo tratado e grupo controle (placebo). Entretanto, foi evidenciado uma melhora na resolução 

do choque séptico, menor quantidade de transfusões sanguíneas, redução no tempo de 



32 

permanência na UTI e o tempo médio para a cessar a ventilação mecânica no grupo tratado 

(VENKATESH et al., 2018) 

Em uma revisão sistemática, realizada para avaliar o uso de glicocorticoides em 

crianças e adultos com sepse e choque séptico, incluíram 61 estudos clínicos randomizados, no 

qual obteve um número de 12.192 participantes. Em conclusão geral obtida pela revisão, os 

corticosteroides reduzem a mortalidade por todas as causas analisadas em 28 dias e 90 dias, 

além de reduzir o tempo de internação na UTI e hospital. Os autores declaram a evidência de 

certeza moderada, pois de todos os estudos analisado, apenas 19 foram julgados como baixo 

risco de viés. Em relação aos diferentes corticoides avaliados (hidrocortisona, 

metilprednisolona, prednisolona e dexametasona), não foi encontrado diferença entre os grupos 

na mortalidade dos pacientes e nenhum dos ensaios incluídos definiu a sepse pelo documento 

Sepsis-3 (ANNANE et al., 2019). Em outro estudo realizado recentemente também por revisão 

sistemática, 12.304 pacientes foram incluídos através dos artigos selecionados, dos quais foram 

tratados com hidrocortisona, hidrocortisona mais fludrocortisona, metilprednisolona, 

prednisolona, dexametasona e betametasona. Os resultados dessa revisão mostraram que o uso 

de corticoides não reduziu a mortalidade dos pacientes em 28 dias, para os estudos que 

incluíram esse tempo de tratamento, porém na análise dos demais estudos resultou em uma 

diminuição significativa na mortalidade intra-hospitalar e na UTI, além de um aumento de dias 

sem vasopressor, tempo sem ventilação, reversão do choque nos dias 7 e 28. Ainda, o estudo 

verificou que uma dose de 200 mg/dia ou menos de corticoides promoveu resultados mais 

benéficos, o que faz considerar que alterações em dose e tempo de administração (iniciar mais 

cedo) desses fármacos podem melhorar a sobrevida dos pacientes. No entanto, alguns estudos 

analisados possuíam potencial risco de viés, o que direciona que estudos clínicos mais 

detalhados ao uso de corticoides devem ser realizados para sepse e choque séptico (LIANG et 

al., 2021). 

 

1.1.3 IMIDAS CÍCLICAS 

 

Os compostos pertencentes a classe das imidas cíclicas possui o grupo –CO-N(R)-CO-

. O radical (R) pode ser um átomo de hidrogênio, grupo alquila ou grupo arila. Esses compostos 

podem ser divididos em subclasses (maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, 

naftalimidas etc.) e seus respectivos derivados (CECHINEL-FILHO et al., 2003). Essa classe 

de compostos possui várias propriedades biológicas, como antibacteriano, antifúngico, 

antiviral, analgésico, antitumoral, anti-inflamatórias, ansiolíticas, antidepressivas, 
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anticonvulsivantes e relaxantes musculares (AZZAWI; AL-OBIADI, 2016; de CAMPOS et al., 

2002; KHALIL; BERGHOT; GOUDA, 2010; NEHA; WAKODE, 2021; ROSOLEN et al., 

2015; YUNES et al., 2008). Em sua revisão, Neha e Wakode (2021) apresentaram diversos 

compostos cíclicos com atividade anti-inflamatória, entre eles, as imidas cíclicas. Os estudos 

demonstraram, que esses compostos possuíram atividade inibitória seletiva para COX-2 em 

estudos realizados in vivo e de docking molecular (ABDEL-AZIZ et al., 2020; ABDEL-AZIZ; 

ELTAHIR; ASIRI, 2011). Em outro estudo, realizado in vitro em macrófagos, compostos 

derivados da maleimida e anidrido maleico isolados da espécie de fungo Antrodia cinnamomea, 

apresentaram potencial de inibição na produção de NO pelos macrófagos quando estimuladas 

com LPS (WU et al., 2008, 2013). 

O composto N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (Figura 4) é um produto sintético 

obtido diretamente pela reação de anidrido 3,4-dicloromaleico e aminofenazona com ácido 

acético sob refluxo. Este apresentou efeito antinociceptivo usando o modelo de contorção 

induzido por ácido acético a 10 mg/kg, administrado por via intraperitoneal e no teste da dor 

induzida por formalina (de CAMPOS et al., 2002). Em outro estudo, demonstraram que N-

antipirina-3,4-dicloromaleimida possue atividade antinociceptiva avaliado em teste in vivo 

induzida por carragenina. Além disso, foi observado que o glutamato ou seus receptores 

(inotrópicos e metabotrópicos) estão envolvidos nos efeitos antinociceptivos (QUINTÃO et al., 

2010). 

 

Figura 4 – Estrutura química do composto N-antipirina-3,4-dicloromaleimida. 

 

Fonte: Fonte: Mahle et al. (2010). 

 

Mahle et al. (2010) sintetizaram vinte e dois compostos através da reação da N-

antipirina-3,4-dicloromaleimida com aminas específicas em etanol, sob agitação, overnight em 

temperatura ambiente, todos os compostos obtiveram rendimentos satisfatórios. Quatro dessas 

moléculas (N-antipirina-3-cloro-4-(4-cloroanilina)maleimida, N-antipirina-3-cloro-4-(4-

bromoanilina)maleimida, N-antipirina-3-cloro-4-(4-fluoroanilina)maleimida, N-antipirina-3-
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caloro-4-(4-cloro-3-nitroanilina)maleimida) apresentaram resultados promissores de atividade 

antinociceptiva e seis derivados (N-antipirina-3-cloro-4-(3,4-dicloroanilina)maleimida, N-

antipirina-3-cloro-4-(4-bromoanilina)maleimida, N-antipirina-3-cloro-4-(4-

fluoroanilina)maleimida, N-antipirina-3-cloro-4-(4-etilanilina)maleimida, N-antipirina-3-

cloro-(4-benzilamina)maleimida) exibiram atividade contra fungos patogênicos, com valores 

de concentração inibitória mínima entre 40 e 100 mg/mL. 

 

1.1.4 REVISÃO SISTEMÁTICA DA LITERATURA 

 

As revisões da literatura são métodos de pesquisa que utilizam informações de 

resultados já publicados, principalmente em periódicos, e tem como objetivo fundamentar ou 

responder uma pergunta. Dentre os tipos de revisões temos as narrativas e as sistemáticas 

(ROTHER, 2007). Esses dois tipos de revisões diferem entre si, principalmente pela elaboração 

da pergunta de pesquisa, pelo modo de busca dos artigos que compõe a revisão, pela avaliação 

de risco de viés e a análise dos artigos selecionados (UMAN, 2011).  

As revisões sistemáticas são utilizadas para compilar e sintetizar as evidências de 

estudos primários de uma forma onde se tenha uma precisão e confiabilidade nos resultados. 

As maiores produções são de ensaios clínicos randomizados, porém há um aumento também 

nas revisões de trabalhos de coorte, caso-controle, transversal, série e relato de casos. As 

revisões sistemáticas além de atualizar um determinado assunto, também fornecem informações 

para possíveis mudanças de protocolos clínicos e instigam a realização de novas pesquisas 

(BRASIL, 2012; GALVÃO; PEREIRA, 2014; HIGGINS et al., 2011; LIBERATI et al., 2009). 

As revisões sistemáticas, tem como características responder uma pergunta específica de 

pesquisa, usar métodos sistemáticos e critérios de elegibilidade para selecionar os estudos 

primários, avaliar os riscos de viés de cada estudo, apresentar de forma sistemática as 

características dos resultados que foram incluídos e quando possível utilizar métodos 

estatísticos (meta-análise) (LIBERATI et al., 2009). O termo meta-análise é usado quando em 

uma revisão sistemática é empregado análise estatística para gerar um único efeito, utilizando 

dois estudos ou mais. Em muitas revisões é empregado a meta-análise, mas algumas não, 

dependendo do estudo não é recomendado utilizar o método estatístico, isso pode até gerar 

conclusões errôneas. Geralmente a meta-análise é conduzida em ensaios clínicos randomizados, 

por fornecerem um alto nível de evidência (AHN; KANG, 2018; BRASIL, 2012). 

A Saúde Baseada em Evidências já é usada há muito tempo pelos profissionais da 

saúde, para isso são utilizados sistemas que estabelecem o nível e a força da evidência. Essas 
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evidências são classificadas em diferentes níveis dependendo do desenho do estudo e o impacto 

de cada um. A visualização mais comum dos níveis de evidência é em formato de pirâmide, 

comumente conhecida como pirâmide da evidência (Figura 5A). O grau de evidência é menor 

na base da pirâmide e cresce de forma gradual até o topo, onde temos os estudos com maior 

grau de evidências. Na base da pirâmide estão os estudos de ciência básica (experimental) e de 

casos, seguidos de caso-controle, coorte, ensaios clínicos randomizados e no topo as revisões 

sistemáticas e meta-análise. No entanto, dependendo do estudo, ele pode ter algum risco de 

viés, mesmo sendo um ensaio clínico randomizado, que estaria mais ao topo da pirâmide, 

enquanto em um estudo de coorte pode ter menos risco de viés, assim, uma nova proposta de 

pirâmide foi elaborada. No lugar de linhas retas que separa cada tipo de estudo, foi adicionado 

linhas onduladas, que representam os diferentes estudos indo para cima e para baixo com base 

na qualidade da evidência. Outra mudança, foi a retirada da revisão sistemática e a meta-análise 

do topo da pirâmide, e colocadas em forma de lupa sobre todos os outros tipos de estudo 

primários (Figura 5B), isso representa como os estudos dever ser avaliados e aplicados, uma 

vez que a revisão sistemática e meta-análise são sínteses de estudos primários (MURAD et al., 

2016). 

 

Figura 5 – Pirâmide das evidências científicas. 

 
Fonte: Adaptado de Murad et al. (2016). 

 

 

Nos últimos anos, diversas revisões sistemáticas foram elaboradas, a fim de extrair 

com mais precisão os dados que diariamente são produzidos e publicados na área da saúde. 
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Porém, uma revisão que apresenta uma qualidade elevada, deve ser desenvolvida seguindo 

alguns passos. Para isso temos Manual Cochrane de Revisões Sistemáticas da Intervenção 

(HIGGINS et al., 2011) e os Principais Itens para Relatar uma Revisão Sistemática e Meta-

análise (PRISMA) (PAGE et al., 2021).  

O primeiro passo para realizar uma revisão sistemática é definir uma pergunta de 

pesquisa, a especificação detalhada da pergunta requer vários componentes-chave, no qual 

podem atender o acrônimo PICO (População, Intervenção, Comparação e Desfecho [do inglês 

outcome]) (AHN; KANG, 2018; HIGGINS et al., 2021). A população, representa quem será 

avaliado no estudo, a quem se destinam os resultados da revisão que está sendo realizada. A 

intervenção deve ser bem definida e descrita, para que não ocorra tendenciosidades no estudo, 

já a comparação pode ser uma terapia ou placebo. O desfecho ou resultado, é o que cada estudo 

encontra no final da sua análise, geralmente é avaliado a mortalidade, complicações ou alta 

hospitalar (BARBOSA et al., 2019).  

Toda revisão sistemática deve ser registrada em uma base de dados com o intuito de 

diminuir o risco de viés e duplicidade de publicação de um mesmo tema. Nessa base, o 

pesquisador também consegue visualizar um panorama dos estudos que estão em andamento. 

Dentre as bases de registros de protocolos temos o PROSPERO (International Prospective 

Register of Systematic Reviews), a qual foi disponibilizada no ano de 2011 e já é recomendado 

por muitos periódicos na área da saúde (PACHECO et al, 2018; HIGGINS et al., 2021).  

Após definir a pergunta e registrar a revisão, deve-se definir a estratégia de busca, ou 

seja, as palavras-chaves e as bases de dados que a pesquisa será feita. Deve ser elaborado 

também os critérios de inclusão/exclusão, para que ocorra a seleção dos artigos. A pesquisa 

geralmente é iniciada com a leitura dos títulos a cegas por pares de revisores, posteriormente é 

realizada a leitura dos resumos e por fim o trabalho na integra. A extração dos dados é um passo 

muito importante para o desenvolvimento da revisão, deve ser feita no mínimo por dois 

pesquisadores para ter mais transparência em todo o processo e menos tendenciosidades, se 

houver divergência entre os dois, um terceiro pesquisador pode resolver a discrepância ou por 

consenso dos pares. Os dados coletados devem ser precisos, completos e acessíveis para futuras 

atualizações da revisão e para compartilhamento de dados (AHN; KANG, 2018; BARBOSA et 

al., 2019; HIGGINS et al., 2021).  

Posteriormente, é necessário avaliar a qualidade das evidências, ou seja, o risco de viés 

que cada trabalho selecionado pode apresentar. Para avaliar esses riscos, são utilizadas 

ferramentas previamente elaboradas, como o Rob 2 da Cochrane utilizada para estudos clínicos 

randomizados. O Rob 2 classifica os riscos em: viés decorrente do processo de randomização, 
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viés devido a desvio das intervenções pretendidas, viés devido à falta de dados de resultado, 

viés na medição do resultado e viés na seleção do relato (HIGGINS et al., 2021). Outra 

ferramenta utilizada para avaliação do viés de relato é a Consort Statement, no qual os 

pesquisadores devem sinalizar se os estudos incluídos na revisão apresentam ou não um risco 

de viés, a lista é composta de trinta e sete itens (SCHULZ; ALTMAN; MOHER, 2010). Outras 

ferramentas de análise de ricos também são conhecidas, como o ROBINS-1 utilizado em 

estudos de intervenções não randomizados, o GRADE, que avalia a qualidade da evidência para 

cada desfecho, ferramentas disponíveis para estudos observacionais como STROBE e o próprio 

PRISMA para avaliar revisões (AHN; KANG, 2018; BARBOSA et al., 2019; HIGGINS et al., 

2021; PAGE et al., 2021). Esta análise de risco gera uma maior confiabilidade dos estudos, se 

eles forem tendenciosos o resultado da revisão também não será definitivo, o que instiga a 

realização de mais estudos que apresentem um menor risco de viés para responder à pergunta 

de pesquisa que foi proposta. As conclusões que são geradas em uma revisão sistemática de 

qualidade, fornecem uma maior confiança para tomar decisões na prática clínica, 

proporcionando novas estratégias para a saúde e da base para futuras pesquisas (AHN; KANG, 

2018; BARBOSA et al., 2019).  
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2  CAPÍTULO 2 

EFEITO ANTI-INFLAMATÓRIO DA N-ANTIPIRINA-3,4-

DICLOROMALEIMIDA E SEUS DERIVADOS EM MODELO IN VITRO 
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2.1 INTRODUÇÃO  

 

O processo inflamatório compreende em uma cascata de eventos que funcionalmente 

é iniciada pelo organismo em resposta a algum agente agressor, sendo induzido mecanicamente, 

quimicamente ou biologicamente. Esse processo é caracterizado pelas fases de indução, pico e 

resolução da inflamação (NETEA et al., 2017; SCHETT; NEURATH, 2018). A resposta ao 

agente agressor inicia com o seu reconhecimento, mediado por PRRs, esse podem ser da classe 

dos PAMPs e/ou DAMPs (STYLIANOU, 2018). Os sinais da inflamação quando persistentes 

e não resolvido, não são apenas típicos de doenças inflamatórias clássicas, mas também uma 

característica de várias condições humanas como a doença de Alzheimer, aterosclerose, 

doenças cardiovasculares e câncer (SUGIMOTO et al., 2016). De acordo com o Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC), seis em cada dez adultos na América têm uma doença 

crônica, tendo um gasto de aproximadamente US $ 3,5 trilhões anualmente (CDC 2018). As 

doenças com maior prevalência mediadas por inflamação crônica são a diabetes, doenças 

cardiovasculares, artrite e doenças articulares, alergias e doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC) (PAHWA et al., 2020). 

O uso de medicamentos para combater a inflamação são conhecidos há séculos. Hoje 

em dia muitos desses medicamentos anti-inflamatórios estão disponíveis no mercado, sendo 

estes oriundos de produtos naturais ou sintéticos, quimicamente classificados como agentes 

esteroidais e não esteroidais (HANKE et al., 2016). Entre janeiro de 1981 a setembro de 2019, 

cinquenta e três novos compostos tiveram indicação para o tratamento de doenças inflamatórias, 

sendo destes, trinta e oito eram de origem sintética (NEWMAN; CRAGG, 2020).  

Nesse contexto, tem crescido o estudo das imidas cíclicas e seus análogos, fato 

relacionado ao vasto potencial de aplicações desses compostos no campo da farmacologia. Os 

compostos pertencentes a classe das imidas cíclicas, podem ser divididos em subclasses como 

maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas e seus respectivos derivados 

(CECHINEL-FILHO et al., 2003). O composto N-antipirina-3,4-dicloromaleimida é um 

produto sintético da classe das maleimidas, obtido diretamente pela reação de anidrido 3,4-

dicloromaleico e aminofenazona com ácido acético sob refluxo (de CAMPOS et al., 2002). 

Diversas moléculas baseadas nas imidas cíclicas, como a N-antipirina-3,4-dicloromaleimida 

vem demonstrando resultados promissores, principalmente em relação a atividade 

antinociceptiva, incluindo a redução da dor causada por um processo inflamatório (QUINTÃO 

et al., 2010). No entanto, existem algumas lacunas no conhecimento dos efeitos anti-
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inflamatórios desses compostos. Assim como o efeito dessas classes de compostos sobre as 

citocinas com perfis pró e anti-inflamatórios, bem como a ação dos compostos na principal via 

de sinalização inflamatória conhecida, a do NF-κB. 

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos anti-inflamatórios do 

composto N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e seus derivados, em modelo in vitro com 

macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS. 
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2.2 OBJETIVOS 

 

2.2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial efeito anti-inflamatório da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e 

seus derivados a partir de estudo in vitro em macrófagos da linhagem RAW 264.7. 

 

2.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar a citotoxicidade dos compostos derivados da N-antipirina-3,4-

dicloromaleimida em cultura de macrófagos RAW 264.7; 

Avaliar a capacidade dos compostos derivados da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida 

de inibir a concentrações de metabólitos do óxido nítrico (NOx) em cultura de macrófagos 

RAW 264.7; 

Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre as citocinas pró-inflamatórias: 

IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-α, INF-γ em cultura de macrófagos RAW 264.7; 

Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre as citocinas anti-inflamatórias: 

IL-4 e IL-13 em cultura de macrófagos RAW 264.7; 

Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre a fosforilação da subunidade p65 

do NF-kB em cultura de macrófagos RAW 264.7. 
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2.3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.3.1 COMPOSTOS UTILIZADOS 

 

Os compostos utilizados neste estudo foram fornecidos pela professora Dra. Fátima de 

Campos Buzzi do Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas (PPGCF) da 

Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI) – Itajaí, Santa Catarina, Brasil . Os compostos 

foram sintetizados através da reação da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida com aminas 

específicas em etanol, sob agitação, overnight em temperatura ambiente, conforme descrito 

pelos autores (MAHLE et al., 2010) Neste estudo, os compostos (Figura 6) foram numerados 

da seguinte forma: (1) N-antipirina-3,4-dicloromaleimida; (2) N-antipirina-3-cloro-4-

anilinamaleimida; (3) N-antipirina-3-cloro-4-(3,4-dicloroanilina)maleimida; (4) N-antipirina-

3-cloro-4-(4-cloroanilina)maleimida; (5) N-antipirina-3-cloro-4-(4-metoxianilina)maleimida; 

(6) N-antipirina-3-cloro-4-(4-metilanilina)maleimida. 

 

Figura 6 – Estrutura química de N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e derivados. 

 
Legenda: 1: N-antipirina-3,4-dicloromaleimida; 2: N-antipirina-3-cloro-4-anilinamaleimida; 3: N-antipirina-3-

cloro-4-(3,4-dicloroanilina)maleimida; 4: N-antipirina-3-cloro-4-(4-cloroanilina)maleimida; 5: N-antipirina-3-

cloro-4-(4-metoxianilina)maleimida; 6: N-antipirina-3-cloro-4-(4-metilanilina)maleimida. Fonte: Mahle et al., 

(2010). 
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2.3.2 CULTURA CELULAR 

 

Células murinas RAW 264.7 (macrófagos) foram obtidas do Banco de Células do Rio 

(Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). Foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 

soro fetal bovino a 10%, 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, mantidas em 

garrafas para cultura celular a 37 ºC em atmosfera umidificada em estufa com 5% de CO2. 

Antes dos experimentos, foi realizado o ensaio de exclusão com azul de Tripan para verificar a 

viabilidade celular. Os experimentos foram conduzidos entre a 3ª e a 8ª passagem das células, 

com uma confluência maior de 80%. 

 

2.3.3 CITOTOXICIDADE 

 

Os efeitos citotóxicos dos compostos foram avaliados utilizando o ensaio de MTT 

colorimétrico (MOSMANN, 1983). As células RAW 264.7 foram dispostas em placa de 96 

poços (5 x 104 células/poço), e incubadas a 37 °C com 5% de CO2 durante 24 horas. Após o 

período de incubação, os macrófagos foram tratados com diferentes concentrações dos 

compostos 1-6 (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 µM). Os controles receberam as mesmas 

concentrações de dimetilsulfóxido (DMSO) que foi utilizado para preparar as respectivas 

soluções dos compostos (≤ 1%). As células foram novamente incubadas por mais 24 horas. 

Posteriormente, o meio foi descartado, e a solução de MTT (0,5 mg/mL) adicionada a cada 

poço, seguindo-se a incubação durante aproximadamente 3 horas em estufa. Decorrido o tempo, 

a solução de MTT foi descartado, e o DMSO adicionado para dissolver os cristais de formazan 

formados. A densidade óptica da cor formada foi verificada a 540 nm utilizando para isso um 

leitor de microplaca (Organon Teknika, Roseland, New Jersey, EUA). A viabilidade celular do 

controle foi considera 100%. A concentração citotóxica que matou 50% das células (CC50) foi 

calculada por meio de uma análise de regressão não linear utilizando o software Prism 6.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 

 

2.3.4 DOSAGEM DE METABÓLITOS DE ÓXIDO NÍTRICO (NOx) 

 

Para a quantificação in vitro dos metabólitos de Nox, os macrófagos RAW 264.7 foram 

cultivados em placa de 96 poços (5 x 104 células/poço) por 24 horas. As culturas foram 

submetidas nas seguintes condições: (a) controle branco (B) células não inflamadas; (b) 
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controle negativo (LPS) células inflamadas; (c) controle positivo (DEX), células pré-tratadas 

com dexametasona (10 µM); e (d) grupos experimentais, células pré-tratadas com os compostos 

(1-100 µM). Após 1 hora, as células foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS (exceto o grupo 

controle branco, que recebeu somente PBS estéril), e foram incubadas em estufa por 24 horas 

a 37 ºC com 5% de CO2. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e transferido para uma placa 

de 96 poços (100 µL) e o reagente de Griess (100 µL) foi adicionado e incubados à temperatura 

ambiente durante 15 minutos (GREEN et al., 1982). A densidade óptica a 540 nm foi 

determinada e através da interpolação de uma curva padrão de nitrito (0-100 µM) em meio 

DMEM e os resultados expressos em µM. Após a obtenção dos resultados, foi determinada a 

concentração de cada composto capaz de inibir 50% da produção de NOx, por meio do software 

Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Os compostos que apresentaram IC50 > 50 

µM foram eliminados dos experimentos subsequentes, pois não demonstram uma ação anti-

inflamatória significativa (JIANG et al., 2013). 

 

2.3.5 DOSAGEM DE CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS (IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), 

TNF-α, INF-γ) E ANTI-INFLAMATÓRIAS (IL-4 E IL-13) 

 

Para verificar o perfil de imunomodulação de citocinas inflamatórias e anti-

inflamatórias, os macrófagos RAW 264.7 foram cultivados em placa de 24 poços (1 x 105 

células/poço) por 24 horas. As culturas foram submetidas nas seguintes condições: (a) controle 

branco (B), células não inflamadas; (b) controle negativo (LPS), células inflamadas; (c) controle 

positivo (DEX), células pré-tratadas com dexametasona (10 µM); e (d) grupos experimentais, 

células pré-tratadas com os compostos (1-30 µM). Após 1 hora, as células foram estimuladas 

com 1 µg/mL de LPS (exceto o controle branco, que recebeu somente PBS estéril), e foram 

incubadas em estufa por 24 horas, em seguida, o sobrenadante foi coletado em microtubos e 

armazenados a -80 ºC para posterior dosagem. A concentração (pg/mL) das citocinas IL-1β, IL-

4 e IL-13 no sobrenadante foram quantificadas utilizando kits de ELISA disponíveis 

comercialmente (IL-1β Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA e IL-4 e IL-13 Peprotech, 

Rocky Hill, New Jersey, EUA) seguindo as instruções do fabricante. Curvas-padrão com 

concentrações conhecidas de cada citocina IL-1β (0,8 – 1000 pg/mL), IL-4 e IL-13 (0-1000 

pg/mL) tiveram suas densidades óticas determinadas, permitindo a quantificação dos valores 

desconhecidos das amostras. As leituras foram estimadas por meio da medida colorimétrica 

realizada em leitor de microplaca (Organon Teknika®, Roseland, New Jersey, EUA). Os 

valores foram expressos em pg/mL. Para a quantificação das citocinas IL-6, MCP-1 (CCL2), 
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TNFα e IFN-γ foi utilizada a técnica de citometria de fluxo, Cytometric Bead Array (CBA) 

Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences Pharmingen, San Diego CA, USA), de acordo com 

as instruções do fabricante. Curvas-padrão com concentrações conhecidas de cada citocina (0 

– 5000 pg/mL) tiveram suas densidades óticas determinadas. As amostras foram analisadas em 

citômetro de fluxo BD FACSVerse (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e quantificadas por 

meio do software FCAP Array versão 3.0 (BD Biosciences, São Jose, CA, EUA) e os valores 

expressos em pg/mL. 

 

2.3.6 DETERMINAÇÃO DA FOSFORILAÇÃO DA SUBUNIDADE p-p65 DO NF-κB 

 

Para a determinação in vitro da proteína p65 fosforilada, os macrófagos RAW 264.7 

foram cultivados em uma placa de 6 poços (2 x 106 células/poço) por 24 horas. As culturas 

foram divididas em grupos: (a) controle branco (B), células não inflamadas; (b) controle 

negativo (LPS), células inflamadas; (c) controle positivo (DEX), células pré-tratadas com 

dexametasona (10 µM); e (d) grupos experimentais (células pré-tratadas com os compostos a 

30 µM). A dose de 30 µM foi usada com base nos resultados obtidos na dosagem das citocinas 

realizadas anteriormente. Após 1 hora, as células foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS 

(exceto o grupo controle branco, que recebeu apenas PBS estéril), e foram incubadas por 24 

horas. Em seguida, as células foram coletadas em microtubo com auxílio de raspador de células 

e lavadas com PBS estéril. Para este protocolo todas as amostras obtidas foram ajustadas pelo 

método de Lowry para terem a mesma concentração de proteína (10 μg) e foram transferidas 

para microplacas de ELISA contendo anticorpos monoclonais específicos contra a proteína p65 

fosforilada (Invitrogen, phosphor-NFkB p65 [pS536], San Diego, California, EUA). O 

protocolo experimental foi realizado seguindo as orientações do fabricante. Os resultados foram 

expressos pela razão do resultado do grupo controle negativo (solução salina), que representou 

a expressão basal da proteína p65 fosforilada. 

 

2.3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados dos parâmetros inflamatórios foram expressos por média ± erro padrão 

da média (EPM) e os experimentos foram realizados em triplicata e quadruplicata. As 

diferenças estatísticas dos parâmetros analisados entre os grupos controles e grupos tratados 

com os compostos foram realizadas por meio do teste de análise de variância (ANOVA) 
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complementado pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados foram analisados utilizando o 

programa estatístico GraphPad Prism® versão 6.0 (San Diego, Califórnia, EUA). Para todas as 

análises, valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos. 
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2.4 RESULTADOS  

 

2.4.1 VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade celular foi realizada com todos os compostos (Figura 7), no qual foi 

determinado a concentrações que até 50% dos macrófagos RAW 264.7 sofrem morte celular 

(CC50), (Tabela 2). Com o CC50 determinada através do ensaio de viabilidade celular, 

prosseguiu os estudos para triar o efeito anti-inflamatório dos compostos (1-6) em macrófagos 

RAW 264.7. 

 

Figura 7 – Avaliação da citotoxicidade dos compostos 1-6 em macrófagos RAW 264.7. 

 
Legenda: B: células tratadas com DMSO estéril a 1%; Compostos: células pré-tratadas com os compostos 1-6 em 

diferentes concentrações, sem outra estimulação; * p <0,5, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 vs grupo 

B. Os resultados foram expressos como média ± EPM e os experimentos foram realizados em quadruplicata. Fonte: 

Elaborada pelo autor. 
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2.4.2 EFEITO DOS COMPOSTOS NA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NOx) 

 

A triagem inicial dos compostos na produção de NOx, como parâmetro inflamatório, foi 

realizado por meio de uma curva dose-resposta (1, 3, 10, 30 e 100 μM) para determinar a 

concentração inibitória de 50% (CI50). Os compostos que apresentaram CI50 superior a 50 µM 

foram considerados não possuidores de atividade anti-inflamatória e não continuaram nas 

experimentaçõs. Em paralelo, uma curva dose-resposta também foi realizada com o controle 

dexametasona e o CI50 calculado deste medicamento.  

Os compostos (1-6) inibiram significativamente a produção de NOx em concentrações 

de 1 a 100 µM (p <0,0001) (Figura 8). No entanto, quando a CI50, foi calculada, apenas os 

compostos 1, 3 e 5 (Tabela 2) tem a capacidade de inibir a produção de NOx de uma mandeira 

significativa (CI50 < 50 µM) (% de inibição - (1): 1 μM: 40,64 ± 6,92; 3 μM: 43,41 ± 2,47; 10 

μM: 39,69 ± 7,92; 30 μM: 81,31 ± 3,80 e 100 μM: 91,11 ± 4,07; (3): 1 μM: 50,70 ± 4,46; 3 μM: 

50,03 ± 4,55; 10 μM: 52,80 ± 5,07; 30 μM: 77,75 ± 3,79 e 100 μM: 94,33 ± 3,59; (5): 1 μM: 

51,15 ± 3,07; 3 μM: 49,66 ± 5,11; 10 μM: 53,27 ± 3,59; 30 μM: 64,21 ± 5,25 e 100 μM: 69,05 

± 3,70) (p  <0,0001). Portanto, os compostos 1, 3 e 5 foram usados nos experimentos 

subsequentes. 
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Figura 8 – Curva dose-resposta dos compostos 1-6 sobre os níveis óxido nítrico (NOx) em 

macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS. 

 
Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 µg/mL); DEX: células pré-

tratadas com dexametasona (10 μM) e estimulados com LPS (1 µg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os 

compostos 1-6 diferentes concentrações e estimulados com LPS (1 µg/mL). # p <0,05 vs grupo B; **** p <0,0001 

vs grupo LPS. Os resultados foram expressos como média ± EPM e os experimentos realizados em quadruplicata. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 2 – Avaliação da viabilidade celular (CC50) e efeitos inibitórios na produção de NOx 

(CI50) dos compostos 1-6 em macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS. 

Compostos CC50 µM CI50 µM 

1 252,35 ± 1,23 29,9 ± 0,2 

2 2246,38 ± 1,16 >50 

3 330,13 ± 1,19 47,9 ± 0,1 

4 913,67 ± 1,12 >50 

5 1208,75 ± 1,10 33,7 ± 0,2 

6 3152,25 ± 1,22 >50 

Dexametasona - 1,9 ± 0,8 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

2.4.3 EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS NA PRODUÇÃO DE CITOCINAS 

PRÓ-INFLAMATÓRIAS (IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-α E INF-γ) 

 

Os resultados demonstram, que todos os três compostos (1, 3 e 5)  nas concentrações 

testadas foram capazes de inibir significativamente a produção de IL-1β (% de inibição - (1): 1 

μM: 81,97 ± 3,49; 3 μM: 81,42 ± 1,40; 10 μM: 86,30 ± 4,74 e 30 μM: 94,80 ± 2,56; (3): 1 μM: 

71,66 ± 11,36; 3 μM: 77,35 ± 7,19; 10 μM: 81,30 ± 6,18 e 30 μM: 93,78 ± 1,63; (5): 1 μM: 

78,32 ± 1,91 ; 3 μM: 84,73 ± 2,26; 10 μM: 76,29 ± 2,36 e 30 μM: 84,61 ± 0,40) (p <0,0001). A 

dexametasona testada a 10 μM também foi capaz de inibir este parâmetro inflamatório de forma 

significativa (p <0,0001) (Figura 9a). 

Em seguida as citocinas IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-α, IFN-γ foram medidas pelo 

método de citometria de fluxo. Os compostos 1 e 3 apresentaram potencial inibitório nos níveis 

de IL-6 em todas as concentrações (% de inibição - (1): 1 μM: 7,86 ± 10,65; 3 μM: 26,15 ± 

7,70; 10 μM: 44,27 ± 7,22 e 30 μM: 70,47 ± 3,47; (3): 1 μM: 28,43 ± 0,43; 3 μM: 39,72 ± 

16,34; 10 μM: 46,99 ± 2,32 e 30 μM: 81,96 ± 3,45) (p <0,05), enquanto o composto 5 não 

reduziu as concentrações de IL-6 quando comparado ao grupo LPS (p >0,05). O grupo controle 

dexametasona foi capaz de inibir esse parâmetro inflamatório na concentração testada (p 

<0,0001) (Figura 9b). 

O efeito dos compostos nas concentrações da citocina MCP-1, conforme observado na 

Figura 9c, mostrou que os compostos 1 e 3 obtiveram efeitos inibitórios importantes quando 

testados na concentração de 30 μM (% de inibição - (1): 30 μM: 19,72 ± 3,69; (3) e 30 μM: 
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16,02 ± 5,53), (p <0,001). O composto 5 em todas as concentrações testadas, bem como a 

dexametasona na dose testada, não apresentaram inibição significativa desta citocina (p >0,05). 

O efeito dos compostos nas concentrações de TNF-α também foi determinado (Figura 

9d). Considerando esses resultados, todos os compostos testados em todas as concentrações 

foram capazes de reduzir a produção dessa citocina pró-inflamatória (% de inibição - (1): 1 μM: 

28,56 ± 3,34; 3 μM: 24,62 ± 3,50; 10 μM: 31,84 ± 7,59 e 30 μM: 33,30 ± 10,54; (3): 1 μM: 

25,29 ± 5,42; 3 μM: 26,07 ± 6,22; 10 μM: 27,75 ± 7,14 e 30 μM: 34,35 ± 2,99; (5): 1 μM: 32,32 

± 2,66 ; 3 μM: 35,56 ± 2,53; 10 μM: 34,20 ± 0,65 e 30 μM: 37,03 ± 7,78), (p  <0,0001). O grupo 

controle de dexametasona também foi capaz de reduzir esse parâmetro inflamatório (p 

<0,0001). Curiosamente, os níveis de IFN-γ produzidos pelas células RAW 264.7 estimuladas 

com LPS não são reduzidos por nenhum composto testado, nem pela droga dexametasona na 

dose testada (p >0,05), (Figura 9e). 

Uma vez que o composto 5, diferente dos compostos 1 e 3, não foi capaz de inibir os 

níveis de citocinas pró-inflamatórias importantes como IL-6 e MCP-1 neste momento, este 

composto não foi testado nos experimentos subsequentes. 
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Figura 9 – Efeito dos compostos 1, 3 e 5 nos níveis de IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-α e INF-γ em macrófagos RAW 264.7 estimulados com 

LPS. 

            

        

 
Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 µg/ml); DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 μM) e estimulados com LPS (1 

µg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os compostos em diferentes concentrações (1-30 µM) e estimulados com LPS (1 µg/mL). # p <0,05 vs grupo B. * p <0,05; ** p 

<0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001 vs grupo LPS. Os resultados foram expressos como média ± SEM. e os experimentos foram realizados em triplicata. Fonte: Elaborado 

pelo autor.
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2.4.4 EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS NA PRODUÇÃO DE CITOCINAS 

ANTI-INFLAMATÓRIAS (IL-4 E IL-13) 

 

Observou-se nos experimentos a seguir a capacidade dos compostos selecionados (1 e 

3) em estimular a produção de citocinas com perfil anti-inflamatório. O composto 1, nas 

concentrações de 10 e 30 µM foi capaz de induzir a produção de IL-4 quando comparado ao 

grupo controle LPS (% de aumento - 10 μM: 39,47 ± 6,11 e 30 μM: 39,12 ± 10,30), (p <0,001), 

(Figura 10a). Por outro lado, o composto 3, em todas as concentrações testadas, não produziu 

este efeito (p >0,05) (Figura 10a). No entanto, o composto 3 mostra a capacidade de induzir a 

produção de IL-13 (% de aumento - 3 μM: 276,99 ± 115,98; 10 μM: 312,27 ± 123,40 e 30 μM: 

353,35 ± 98,52), (p <0,05) (Figura 10b), fato não observado com o composto 1 (p >0,05), 

(Figura 10b). A dexametasona não foi capaz de induzir a produção de nenhuma das citocinas 

estudadas, IL-4 ou IL-13, na dose testada (p >0,05), (Figura 10a e b). 

 

Figura 10 – Efeito dos compostos 1 e 3 nos níveis de IL-4 e IL-13 em macrófagos RAW 264.7 

estimulados com LPS. 

 
Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 µg/mL); DEX: células pré-

tratadas com dexametasona (10 μM) e estimulados com LPS (1 µg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os 

compostos 1 e 3 em diferentes concentrações (1-30 µM) e estimulados com LPS (1 µg/mL). # p <0,05 vs grupo B; 

* p <0,5, ** p <0,01 e *** p <0,001 vs grupo LPS. Os resultados foram expressos como média ± EPM e os 

experimentos foram realizados em triplicata. Fonte: Elaborado pelo autor. 
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2.4.5 EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS NA FOSFORILAÇÃO DA p65 DO 

NF-κB 

 

Neste experimento, os compostos testados 1 e 3 reduzem significativamente a 

fosforilação da subunidade p65 do NF-kB (% de inibição - (1): 85,98 ± 12,62 e (3): 92,59 ± 

9,52) (p <0,001) (Figura 11). O anti-inflamatório de referência dexametasona também reduziu 

a fosforilação dessa proteína (p <0,05), (Figura 11). 

 

Figura 11 – Efeito dos compostos 1 e 3 na fosforilação da subunidade p65 do NF-κB em 

macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS. 

 
Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 µg/mL); DEX: células pré-

tratadas com dexametasona (10 μM) e estimulados com LPS (1 µg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os 

compostos 1 e 3 (30 µM) e estimuladas com LPS (1 µg/mL). # p <0,05 vs grupo B; * p <0,05 e ** p <0,01 vs 

grupo LPS. Os resultados foram expressos como média ± EPM e os experimentos foram realizados em 

quadruplicata. Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.5 DISCUSSÃO 

 

Até os dias de hoje, tem-se buscado por compostos para o tratamento de doenças 

inflamatórias refratárias ao tratamento convencional, destacando alternativas mais seguras e 

com menor número de efeitos colaterais. Nesse contexto, compostos que apresentam ação na 

repolarização de células diretamente envolvidas com o equilíbrio do sistema imunológico como 

os macrófagos são promissores (HU et al., 2021; KIVIMÄKI et al., 2021; LI et al., 2021). Essas 

células são um elo fundamental entre as respostas imunes inatas e adaptativas e, além disso, são 

fontes de moléculas inflamatórias com perfil pró e anti-inflamatório (SCHULTZE, 2016; 

SHIRATORI et al., 2018). Nos últimos tempos, pesquisadores têm voltado sua atenção para 

mediadores com perfil anti-inflamatório produzidos por macrófagos devem ser a resposta para 

o melhor tratamento de doenças inflamatórias refratárias ao tratamento convencional, uma vez 

que o próprio tratamento das doenças inflamatórias permanece insatisfatório (SHIRATORI et 

al., 2018; SUGIMOTO et al., 2019; PEI et al., 2021; WANG et al., 2021). No local da lesão, 

os macrófagos têm a capacidade de adquirir fenótipos funcionais distintos, dependendo do tipo 

de estímulo que recebem. O fenótipo M1 tem a capacidade de apresentar antígenos, produção 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF-α, IL-6, MCP-1, IL-12 e óxido nítrico por 

ativação de iNOS (AHMED, ISMAIL 2020). O fenótipo M2 é uma das células responsáveis 

pela resolução do processo inflamatório, com liberação principalmente de citocinas reparadoras 

de anti-inflamatórios como IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-β (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). 

A grande maioria dos alvos terapêuticos em desenvolvimento para tratar a inflamação busca 

inibir mediadores pró-inflamatórios, seja pela inibição da produção, liberação ou interação com 

seus receptores-alvo (HANKE et al., 2016). 

Os compostos da classe das imidas cíclicas são utilizados há muito tempo pela 

indústria e na área farmacológica. Dentre esses compostos, a subclasse de maleimidas 

apresentam potencial terapêutico como antifúngico, antibacteriano e inseticida (CECHINEL-

FILHO et al., 2003; HARGREAVES; PRITCHARD; DAVE, 1970). Nos últimos anos, esses 

compostos também têm sido investigados por sua ação antinociceptiva e anti-inflamatória, 

principalmente N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (de CAMPOS et al., 2002; QUINTÃO et al., 

2010). Mahle et al. (2010) sintetizaram vinte e dois compostos derivados de N-antipirina-3,4-

dicloromaleimida que foram avaliados por suas atividades antifúngica e nociceptiva. 

Curiosamente, nesses experimentos, muitos compostos produziram uma redução significativa 

na segunda ou última fase do teste da formalina, um ambiente inflamatório orquestrado pela 
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liberação de mediadores inflamatórios (KIDD; URBAN, 2001). Nesse contexto, decidimos 

investigar mais profundamente o possível efeito anti-inflamatório dos seis compostos 

selecionados sobre os níveis de importantes mediadores inflamatórios secretados por 

macrófagos. 

Os compostos N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (1), N-antipirina-3-cloro-4-(3,4-

dicloroanilina)maleimida (3), e a N-antipirina-3-cloro-4-(4-metoxianilina)maleimida (5) 

mostraram resultados mais pronunciados na produção de metabólitos do óxido nítrico (NOx), 

como indicativo da ação anti-inflamatória dos compostos. O óxido nítrico é um radical livre 

produzido pelas enzimas NOS. A iNOS, pertencente à família NOS, é estimulada por citocinas 

pró-inflamatórias e LPS, gerando quantidades significativas de NOx, sendo fundamental na 

resposta inflamatória (CINELLI et al., 2019). Resultados semelhantes foram observados por 

Wu et al. (2008), em que, derivados de maleimida e anidrido maleico isolados do micélio de 

Antrodia cinnamomea tiveram importante efeito inibitório sobre os níveis de NOx produzidos 

por macrófagos induzidos com LPS (WU et al., 2008). Alguns anos depois, o mesmo grupo de 

pesquisa também demonstrou o mesmo efeito inibitório de outros derivados da maleimida do 

fungo Antrodia cinnamomea BCRC 36799 na produção de óxido nítrico em macrófagos 

RAW264.7 ativados por LPS (WU et al., 2013). Reforçando nossos resultados, em um estudo 

anterior, esses compostos foram testados em diferentes modelos inflamatórios e neuropáticos 

de dor em camundongos, e os resultados mostraram ações antinociceptivas e anti-inflamatórias 

significativas (QUINTÃO et al., 2010). 

Posteriormente, com base neste primeiro resultado, apenas os compostos 1, 3 e 5 foram 

avaliados quanto ao seu possível efeito na produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias. Dentre estes, os compostos selecionados foram capazes de inibir os níveis de IL-

1β e TNF-α. No entanto, esta inibição não mostrou um perfil dependente da dose. As citocinas 

pró-inflamatórias são liberadas no início do processo inflamatório, principalmente por 

macrófagos com fenótipo M1. Estão envolvidos no processo de dor, ativação de proteínas 

inflamatórias, recrutamento de células para o local da lesão, além de induzir a produção de 

outras citocinas pró-inflamatórias (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018; ZHANG; AN, 2007). 

É bem conhecido que o LPS é um forte indutor do fator de necrose tumoral-α (TNF) e 

interleucina-1β (FROST; NYSTROM; LANG, 2002). Durante a resposta inflamatória, essas 

duas citocinas são rapidamente desreguladas como a primeira resposta inata contra a invasão 

do hospedeiro. Além disso, há evidências de que a IL-1β potencializa a ação do TNF-α, 

produzindo modificações significativas nos receptores do TNF (SAPERSTEIN et al., 2009). 

Por outro lado, os níveis de citocinas pró-inflamatórias IL-6 e MCP-1 foram inibidos apenas 
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pelos compostos 1 e 3, e INF-γ não foi inibido por nenhum composto nas concentrações 

testadas. Em outro estudo, também realizado com células RAW 264.7 estimuladas com LPS e 

tratadas com compostos ftalimidas, derivados de imidas cíclicas, analisadas pela técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), mostrou que a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α foram significativamente suprimidos quando os 

macrófagos foram tratados com esses compostos (BACH et al., 2017). 

Além disso, nossos resultados mostraram que os compostos 1 e 3 inibem 

significativamente a fosforilação da subunidade p65 do NF-κB no citosol celular dos 

macrófagos. Está bem estabelecido que a expressão de mediadores inflamatórios, como as 

citocinas é estritamente controlada pelas vias de sinalização MAPK/NF-κB (DAI et al., 2018). 

Em estados fisiológicos normais após a exposição a estimulantes inflamatórios, como o LPS, o 

NF-κB é ativado do citosol celular e transmigra para o núcleo, onde se liga às regiões 

promotoras que induzem a transcrição de muitos genes inflamatórios (ZHAO et al., 2015). Um 

estudo realizado com a N-etilmaleimida, que possui capacidade alquilante para cisteínas, 

mostrou que o uso desse composto induziu a inibição do NF-κB devido à sua seletividade de 

alquilação principalmente na subunidade p65, bem como na p50 (GARCÍA-PIÑERES; 

LINDENMEYER; MERFORT, 2004). 

Os macrófagos do tipo M2 têm papel inverso ao do tipo M1, pois apresentam atividade 

moduladora, regulando negativamente as citocinas pró-inflamatórias e induzindo a produção 

de mediadores anti-inflamatórios (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). A mudança da 

população de macrófagos, de M1 para M2, é um fenômeno interessante e depende de muitos 

fatores que naturalmente precisam de mudanças significativas no contexto inflamatório. Nossos 

resultados, não só mostraram a capacidade do composto selecionado em reduzir a produção de 

citocinas com perfil pró-inflamatório (M1), mas também mostraram a capacidade de estimular 

a produção de citocinas com perfil anti-inflamatório (M2), no qual o composto 1 estimula 

significativamente a produção de IL-4 e o composto 3 tem a capacidade de estimular a produção 

de IL-13. Pelo que sabemos, esta é a primeira vez relatado na literatura que derivados de 

maleimida apresentam características imunomoduladoras. Os resultados de nossos 

experimentos levam à hipótese de que os compostos selecionados têm a capacidade de induzir 

uma mudança no fenótipo do macrófago (M1 para M2), uma vez que o ambiente de citocinas 

foi completamente alterado com redução significativa das citocinas M1, inibição do NF-kB e, 

ao mesmo tempo, aumento dos níveis das citocinas M2. Essa alteração da polarização do 

macrófago do fenótipo inflamatório (M1) para o anti-inflamatório (M2) pode ter implicações 
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notáveis para a regeneração do tecido lesado, tratamento de doenças inflamatórias e alívio de 

doenças autoimunes. 
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2.6 CONCLUSÃO 

 

Os compostos N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (1) e N-antipirina-3-cloro-4-(3,4-

dicloroanilina)maleimida (3) apresentam importante atividade anti-inflamatória in vitro com 

base na capacidade de inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias e, ao mesmo tempo, 

aumentar os níveis de citocinas com perfil anti-inflamatório. Esses achados nos permitem 

concluir que esses dois compostos podem ser protótipos para o desenvolvimento de fármacos 

visando doenças inflamatórias onde o sistema imunológico e a polarização dos macrófagos têm 

papel central. 
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3  CAPÍTULO 3 

EFEITO DA DEXAMETASONA NA MORTALIDADE EM PACIENTES 

ADULTOS E IDOSOS COM SEPSE: UMA REVISÃO SISTEMÁTICA 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

A sepse é atualmente definida como uma disfunção orgânica fatal, causada por uma 

infecção com resposta desregulada do hospedeiro, provocando anormalidades fisiológicas, 

patológicas e bioquímicas. Já o choque séptico é definido como um subconjunto de sepse no 

qual as anormalidades ao metabolismo circulatório e celular são mais graves, aumentando 

significativamente o risco de morte para o paciente. Assim, o choque séptico é considerado uma 

condição mais grave, com maior probabilidade de morte que a sepse isolada (POLL et al., 2017; 

SINGER et al., 2016). 

Na prática clínica, a sepse é representada por um aumento na SOFA de dois pontos ou 

mais. Pacientes com choque séptico devem ser clinicamente identificados como tendo sepse e 

necessitando de terapia vasopressora, mantendo uma pressão arterial média de 65 mmHg ou 

maior e níveis séricos de lactato maiores que 2 mmol/L (> 18 mg/dL) na ausência de 

hipovolemia (NAPOLITANO, 2018). As taxas de mortalidade por sepse hospitalar são maiores 

que 10%, enquanto as taxas por choque séptico são maiores que 40%. Estima-se que 5 milhões 

de pessoas morrem anualmente de sepse em todo o mundo. Nos Estados Unidos, os custos 

hospitalares devido à sepse representaram mais de US $ 24 bilhões por ano (BRENT, 2017; 

RUDD et al., 2020). 

O tratamento inicial para sepse é a administração precoce e adequada de 

antimicrobianos. Sinais e sintomas clínicos, culturas microbiológicas apropriadas e técnicas de 

imagem relevantes devem ser usadas para determinar a fonte da infecção. O uso do 

antimicrobiano adequado no início do tratamento reduz significativamente o risco de morte 

(HOTCHKISS et al., 2016). Outros tratamentos adicionais podem ser úteis, como 

vasopressores e inotrópicos nos casos de choque séptico, ventilação mecânica para sepse 

desenvolvida por pneumonia grave e terapia de substituição renal nos casos em que há lesão 

renal aguda (BRENT, 2017). Atualmente, diversos estudos estão em andamento para produzir 

um medicamento que possa bloquear os fenômenos inflamatórios exagerados e descontrolados 

e consequente o dano endotelial característico da sepse (HOTCHKISS et al., 2016). 

Os corticosteroides são utilizados há muito tempo na terapia intensiva para choque 

séptico. Na década de 1980, foram realizados ensaios clínicos para avaliar os benefícios de 

protocolos de tratamento em altas doses em um curto espaço de tempo com dexametasona em 

pacientes sépticos, e a conclusão foi que esses protocolos não eram eficazes. Desde então, 

vários estudos têm demonstrado que pequenas doses de corticosteroides diminuem a 
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necessidade de vasopressores para manter a homeostase cardiovascular, melhorando o estado 

clínico dos pacientes (SHAIKH et al., 2012).  

Os glicocorticoides inibem a inflamação por diferentes mecanismos e podem atuar 

como imunossupressores, dependendo do protocolo de tratamento. Alguns dos glicocorticoides 

mais utilizados são a metilprednisolona, dexametasona e a hidrocortisona (FINK; WARREN, 

2012). O uso de glicocorticoides como agentes anti-inflamatórios administrados nos casos de 

sepse tem uma longa história, mas não foi possível estabelecer clinicamente se esse tratamento 

é eficaz (MARIK, 2018). O efeito específico da dexametasona na sepse ainda não está claro, 

no entanto, sabe-se que esse glicocorticoide difere de outros, pois possui maior poder 

imunossupressor, tempo de meia-vida mais longa e requer doses mais baixas para produção dos 

efeitos farmacológicos desejados (GUPTA, BHATIA, 2008; GIBBISON et al., 2017). 

Nesse contexto, o objetivo desta revisão sistemática foi esclarecer se a glicocorticoide 

dexametasona é eficaz na redução da mortalidade em pacientes adultos e idosos com sepse ou 

choque séptico. 
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3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Revisar sistematicamente a literatura para avaliar se há evidências que o uso de 

dexametasona é eficaz na redução da mortalidade quando utilizada como terapia complementar 

em pacientes com sepse ou choque séptico. 

 

3.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Realizar busca em bases de dados da literatura de artigos relacionados ao uso de 

dexametasona em pacientes com sepse ou choque séptico; 

Verificar a correlação entre a terapia com dexametasona e a mortalidade dos pacientes 

com choque séptico ou sepse; 

Avaliar a qualidade e risco de viés de cada estudo individualmente, por meio de 

Cochrane e CONSORT. 
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3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Esta revisão sistemática foi conduzida de acordo com o Manual Cochrane de Revisões 

Sistemáticas da Intervenção (HIGGINS et al., 2011) e PRISMA (LIBERATI et al., 2009). O 

objetivo é responder à seguinte pergunta: Qual é o efeito da dexametasona na mortalidade em 

pacientes adultos e idosos com sepse em comparação com a mortalidade em pacientes que não 

usam terapia anti-inflamatória? O protocolo deste estudo foi registrado no banco de dados 

PROSPERO (www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/) (número de registro: CRD42018088150). Os 

critérios do PICO (população, intervenção/exposição, comparação e desfecho) e as questões de 

pesquisa utilizadas para determinar as palavras-chave e a estratégia de pesquisa estão 

apresentadas na Tabela 3.  

 

Tabela 3 – Descrição dos critérios do PICO e pergunta da pesquisa definida para revisão 

sistemática. 

Parâmetros Descrição 

População Pacientes com sepse, masculino e feminino, maiores de 18 anos 

Intervenção Tratamento com dexametasona, sem restrições quanto à via de administração ou 

protocolo de tratamento 

Comparação Pacientes que não receberam nenhum protocolo de tratamento com dexametasona 

Desfecho Mudanças na taxa de mortalidade 

Pergunta de 

pesquisa 

Qual é o efeito da dexametasona na mortalidade de pacientes adultos e idosos com 

sepse em comparação com pacientes que não usam terapia anti-inflamatória? 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3.3.1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Uma pesquisa sistemática da literatura foi realizada no Cochrane Central Register of 

Controlled Trials (CENTRAL), Scopus, Web of Science e PubMed para identificar todos os 

estudos relevantes até 6 de fevereiro de 2018 e uma pesquisa de atualização foi realizada em 1 

de novembro de 2019. Foi utilizado termos de pesquisa, palavras-chave ou títulos de assuntos 

médicos relacionados a estratégia de busca PICO (paciente, intervenção, comparação e 

desfecho):  

- Paciente (P) - pacientes adultos e idosos diagnosticados com sepse: (Sepsis OR Sepsi OR 

Septicemia OR Septicaemia OR Bacteremia OR Pyemia OR Pyemias OR Pyaemia OR 

Pyaemias OR “Septic Infection” OR “Septic Infections” OR “Generalized infection” OR 
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“Severe sepsis” OR “Systemic inflammation” OR “Systemic inflammatory response syndrome” 

OR “Septic shock” OR Toxemia OR Toxemias OR Toxaemia OR Toxaemias) AND (Adult OR 

Adults OR Patients OR Patient OR Old OR Ancient OR Old-aged OR Elder OR Elders); 

- Intervenção (I) - Dexametasona: (Dexamethasone OR Dexametasone OR Dex OR 

“Dexamethasone acetate” OR Dexa OR Glucocoricoids OR Glucocorticoid OR Corticosteroid 

OR Corticosteroids OR Corticoid OR Corticoids OR Antiinflammatory OR Anti-inflammatory 

OR “Anti inflammatory” OR Antiinflammatories OR Anti-inflammatories OR “Anti 

inflammatories” OR Hexadrol OR Decadron);  

- Comparação (C) - Nenhuma intervenção anti-inflamatória (omitida na estratégia de busca); 

- Desfecho (O) – Mortalidade: (Mortality OR Death OR “Negative outcome” OR Outcome OR 

Survival OR Decease OR Dying OR Demise). 

Os termos de pesquisa foram combinados usando operadores booleanos, OR foi usado 

para combinar termos de pesquisa do mesmo grupo, AND, para combinar termos de pesquisa 

de diferentes grupos e NOT para excluir termos de pesquisa. Nenhum filtro foi usado na 

pesquisa. As pesquisas foram realizadas no banco de dados on-line e os resultados exportados 

para o software gerenciador de referência Mendeley® (RELX Group, Nova York, EUA) para 

posterior análise e organização. 

 

3.3.2 CRITÉRIOS DE SELEÇÃO 

 

Artigos duplicados ou triplicados foram excluídos da análise usando Mendeley®. 

Quando disponíveis, informações sobre títulos e resumos eram suficientes. Os artigos foram 

lidos na íntegra, para identificar os critérios de inclusão. Os ensaios clínicos que atenderam aos 

seguintes critérios foram incluídos: 

1) Ensaios clínicos controlados ou randomizados, realizados em humanos; 

2) Artigos totalmente publicados (resumos publicados não foram incluídos); 

3) Artigos publicados em inglês; 

4) Amostra de estudos composta apenas por pacientes com diagnóstico de sepse ou 

choque séptico (acima de 18 anos); 

5) Dexametasona como tratamento (em qualquer protocolo de tratamento); 

6) Avaliação da mortalidade dos pacientes (resultado do estudo). 
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3.3.3 EXTRAÇÃO DOS DADOS 

 

Os artigos que atendiam a todos os critérios de inclusão foram lidos cuidadosamente 

por três revisores independentes para garantir a extração adequada dos dados. Os seguintes 

dados foram extraídos: 

1) Lugar; 

2) Período de coleta de dados; 

3) Desenho do estudo; 

4) Tamanho e perdas da amostra; 

5) Características de intervenção/exposição (protocolo de tratamento); 

6) Idade e sexo dos pacientes; 

7) Mortalidade; 

8) Principais resultados; 

Após a estratificação dos dados brutos, os autores correspondentes dos artigos que 

atendiam aos critérios de inclusão para esta revisão foram contatados para obter mais 

informações. Quando não havia dados adicionais dos autores, esses artigos foram excluídos 

desta revisão. Os dados extraídos dos trabalhos finais selecionados foram organizados em 

planilhas do Microsoft Excel® pelos revisores e verificados. 

 

3.3.4 AVALIAÇÃO CRÍTICA 

 

As avaliações de risco de viés foram realizadas com a ferramenta Cochrane 

Collaboration (LIBERATI et al., 2009) e a qualidade da notificação foi avaliada com a lista de 

verificação CONSORT de possível viés (SCHULZ; ALTMAN; MOHER, 2010). A primeira 

ferramenta analisa o risco de ocorrência dos seis domínios de viés: viés de seleção, viés de 

desempenho, viés de detecção, viés de atrito, viés de relatório e outro viés. A revisão foi 

conduzida por três revisores e os estudos foram classificados como tendo alto, baixo ou incerto 

risco de viés. A segunda ferramenta consiste em uma lista de verificação que abrange aspectos 

de todas as seções de um ensaio clínico, desde o título até a discussão, entre outras informações 

importantes. Cada item relatado corretamente recebeu uma pontuação de 1 ou 0 e, no final, cada 

estudo teve uma pontuação final (faixa possível de 0 a 37 pontos). As divergências entre os 

autores na atribuição de escores foram resolvidas por discussão até chegar a um consenso. 

 



67 

 

3.4 RESULTADOS 

 

3.4.1 RESULTADOS DA PESQUISA 

 

A pesquisa bibliográfica identificou inicialmente 13.999 registros (2.224 no PubMed, 

9.641 no Scopus, 366 no Cochrane e 1.768 no Web of Science). Artigos repetidos foram 

excluídos e os demais 11.808 artigos foram selecionados. Após a leitura dos títulos, 11.511 

artigos foram excluídos. Posteriormente, os resumos foram lidos e foram excluídos 258 artigos. 

39 artigos foram avaliados através do texto completo e 6 foram selecionados. Desses artigos, 

três apresentaram dados incompletos e os autores foram contatados para solicitar mais dados 

(CICARELLI; BENSEÑOR; VIEIRA, 2006; FUNK et al., 2014; SPRUNG et al., 1984). Esses 

dados adicionais não foram fornecidos pelos autores. Por fim, foram incluídos 3 artigos 

(CICARELLI; VIEIRA; BENSEÑOR, 2007; LUCAS; LEDGERWOOD, 1984; SCHUMER, 

1976). O processo de seleção é mostrado na Figura 12. 

 

Figura 12 – Fluxograma do processo de pesquisa, triagem e seleção de literatura para ensaios 

elegíveis. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.4.2 CARACTERÍSTICAS DE BASE 

 

As características dos três estudos incluídos na revisão são mostradas na Tabela 4. Para 

facilitar os artigos foram numerados da seguinte forma: Cicarelli, Vieira e Benseñor (2007) (1); 

Schumer (1976) (2); Lucas e Ledgerwood (1984) (3). 

 

Tabela 4 – Características dos estudos. 
Estudo 1 2 3 

País Brasil Estados Unidos Estados Unidos 

Tratamento Dexametasona Dexametasona Dexametasona 

Design de estudo/ 

índice de qualidade (%) 

Paralelo ECR/ 

CONSORT: 41 

Paralelo ECR/ 

CONSORT: 32 

Estudo de caso 

CONSORT: 35 

População 
Pacientes com 

choque séptico 

Pacientes com 

choque séptico 

Pacientes com sepse 

severa 

Sexo M/F M/F M/F 

Idade (anos) 61±27 22-84 Não incluído 

Tamanho amostral (n) 29 172 48 

Intervenção - Doses 
0,6 mg/kg 

(n = 14) 

3 mg/kg 

(n = 43) 

6 mg/kg 

(n = 23) 

Controle - Doses 
Solução salina 0,9% 

(n = 15) 

100 cc de salina 

(n = 86) 
Não incluído (n = 25) 

Duração da intervenção 

(horas) 
108 24 48 

Resultados (intervenção 

vs controle) 
↓ Mortalidade ↓ Mortalidade ↔ Mortalidade 

Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Benseñor (2007); 2: Schumer (1976); 3: Lucas e Ledgerwood (1984). ECR: ensaio 

clínico randomizado; ↓: Redução; ↔: Sem diferença. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Em 2007, Cicarelli, Vieira e Benseñor publicaram os resultados de um estudo realizado 

no Brasil com 29 pacientes diagnosticados com choque séptico; 13 homens e 16 mulheres, com 

idades entre 34 e 88 anos. O estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego e controlado por 

placebo foi conduzido entre novembro de 2004 e dezembro de 2005. Os pacientes foram 

divididos em dois grupos: que receberam 0,2 mg/kg em três doses em intervalos de 36 horas de 

dexametasona (n = 14); e o grupo placebo, que recebeu solução salina a 0,9%, três doses em 

intervalos de 36 horas (n = 15). Os pacientes receberam terapia convencional em relação a 

esquemas de antibióticos, hemoculturas e critérios de alta. Testes clínicos e laboratoriais foram 

realizados diariamente durante todo o estudo. Os pacientes foram avaliados durante a internação 
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na UTI quanto à duração do suporte vasopressor (escore SOFA para sistema cardiovascular de 

dois ou mais), tempo de ventilação mecânica e mortalidade. Todos os pacientes que 

desenvolveram choque séptico refratário foram excluídos do estudo e a administração de 

hidrocortisona foi iniciada. Os resultados do estudo, para o desfecho mortalidade, foram 

avaliados aos 7 e 28 dias. O tratamento de pacientes com dexametasona teve um índice de 

mortalidade em 21% em comparação com o grupo placebo, para o qual se obteve uma 

mortalidade de 67%. O grupo de tratamento mostrou uma tendência após 28 dias para a redução 

na mortalidade, o grupo tratado com dexametasona obteve uma mortalidade de 50% dos 

pacientes, enquanto o grupo placebo foi de 80%. 

Um artigo publicado por Schumer (1976) relatou dois estudos, um prospectivo e outro 

retrospectivo, em pacientes com choque séptico tratados com dexametasona e 

metilprednisolona. Dado que o estudo retrospectivo carecia de detalhes sobre os grupos que 

receberam os diferentes corticosteroides, apenas o estudo prospectivo foi incluído nesta revisão. 

A pesquisa foi realizada com 172 pacientes nos Estados Unidos, entre 1967 e 1975. Os 

pacientes foram diagnosticados com base no histórico de casos, pressão arterial e hemocultura. 

O estudo foi um ensaio clínico randomizado no qual os pacientes foram divididos em grupos 

que receberam placebo, dexametasona e metilprednisolona como tratamento. Em nosso estudo, 

avaliamos apenas os resultados com a administração de placebo e dexametasona, portanto o 

grupo metilprednisolona foi excluído. O grupo placebo (n = 86) recebeu soro fisiológico 

sozinho e o grupo de dexametasona (n = 43) recebeu 3 mg/kg do medicamento em soro 

fisiológico. O tratamento foi administrado como infusão em bolus único através de um cateter 

venoso central. O antibiótico administrado nos primeiros anos do estudo (1967-1969) foi a 

cloromicetina, 48 pacientes receberam este tratamento: 24 no grupo controle e 12 no grupo 

dexametasona. Em 1970, os pacientes começaram a receber a combinação de gentamicina e 

clindamicina. Um total de 124 pacientes receberam este tratamento: 62 no grupo controle e 31 

no grupo dexametasona. A idade dos pacientes variou de 22 a 84 anos, sendo 167 homens e 5 

mulheres. Os resultados deste estudo mostraram uma taxa de mortalidade de 38,4% (33/86) 

para o grupo salina e 9,3% (4/43) no grupo tratado com dexametasona. 

E por fim, em 1984, Lucas e Ledgerwood publicaram um estudo prospectivo de 48 

pacientes com sepse grave. Este estudo ocorreu de agosto de 1978 a maio de 1980 nos Estados 

Unidos. Inicialmente, os pacientes foram tratados por infusão de solução eletrolítica balanceada 

(BES) para restaurar os déficits de volume plasmático. Nos casos em que apresentavam anemia, 

a administração de concentrado de hemácias estava associada à terapia. Os pacientes foram 
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divididos em dois grupos: 25 pessoas no grupo não tratado e 23 que receberam dexametasona. 

O tratamento foi iniciado como um bolus de 2 mg/kg, seguido de uma infusão de 2 mg/kg/24 

horas por dois dias, resultando em uma dose total de 6 mg/kg/48 horas. A administração não 

ficou cega. O diagnóstico de choque séptico foi determinado por pressão arterial sistólica abaixo 

de 80 mmHg. Quatro pacientes foram excluídos do tratamento por necrose. Bicarbonato de 

sódio e suplementação de cálcio foram administrados conforme necessário para corrigir acidose 

e hipocalcemia. Foi administrada terapia antibiótica composta por aminoglicosídeo, 

clindamicina e penicilina G. Esses tratamentos foram dados a ambos os grupos, conforme 

necessário. Foram avaliados: insuficiência ventilatória, pressão capilar pulmonar, volume 

plasmático utilizando albumina sérica, temperatura corporal e contagem de glóbulos brancos. 

A análise estatística entre os dois grupos foi realizada pelo teste t de Student para variáveis 

independentes, assumindo significância quando o nível de confiança ultrapassou 95%. A idade 

média (55 anos), a gravidade da doença, o tempo de choque e a causa da sepse foram 

semelhantes nos pacientes de ambos os grupos. Os resultados encontrados neste estudo em 

relação à mortalidade foram 5 pacientes para cada grupo. 

Todos os estudos avaliaram a morte como desfecho. Apenas dois (1 e 2) dos três 

estudos observaram uma redução significativa na mortalidade no grupo tratado em comparação 

ao grupo não tratado. 

 

3.4.3 AVALIAÇÃO DO RISCO DE VIÉS E QUALIDADE DOS RELATÓRIOS 

 

Os resultados do risco de viés pela ferramenta Cochrane Collaboration (HIGGINS et 

al., 2011) são mostrados na Figura 13 (Tabela Suplementar 1). De acordo com essa ferramenta, 

nenhum dos estudos estava completamente livre de viés. Em todos os ensaios, o viés de seleção, 

viés de desempenho, viés de detecção e outras formas de viés não foram identificados. Não 

havia informações suficientes para formar julgamentos em relação a outros vieses. Por outro 

lado, os três estudos selecionados descrevem dados relacionados a resultados, incluindo perda 

e exclusão da análise, e, portanto, apresentam um viés de baixo atrito. Eles também deixam 

claro que incluíram todos os resultados desejados, dando a eles um baixo risco de viés de relato. 

De acordo com a Lista de Verificação CONSORT (SCHULZ; ALTMAN; MOHER, 

2010) (Apêndice - Tabela Suplementar 2), nenhum dos estudos atendeu a 50% ou mais dos 

requisitos aplicáveis. Dois estudos (2 e 3) não identificaram o desenho do estudo no título. 

Todos os ensaios cumpriram todos os requisitos para resumos. Nenhum estudo detalhou como 

o tamanho da amostra foi escolhido ou explicou quaisquer análises intermediárias, o método 
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usado para gerar a sequência de alocação aleatória, o tipo de randomização, o mecanismo usado 

para implementar a sequência de alocação aleatória, como a sequência de alocação aleatória foi 

gerada, quem inscreveu os participantes, ou quem designou os participantes para as 

intervenções. Um artigo (3) não atendeu aos critérios de elegibilidade para os participantes. O 

trabalho 1 não estabeleceu medidas e ensaios prévios e secundários para resultados primários e 

secundários (1 e 3) e não apresentou os métodos estatísticos usados para comparar grupos para 

resultados primários e secundários. 

Dois estudos (1 e 3) não incluíram perdas e exclusões na seção "resultados". O número 

de participantes foi analisado quanto ao desfecho primário em todos os ensaios, o período e a 

interrupção do trabalho também foram registrados por todos. Os outros critérios estabelecidos 

na seção de resultados não foram realizados por nenhum estudo. A generalização dos achados 

e a interpretação consistente com os resultados foram demonstradas em todos os ensaios. Fontes 

de financiamento, número de registro e protocolo acessível não foram relatados em todos os 

ensaios clínicos. 

 

Figura 13 – Resumo do risco de viés pela ferramenta Cochrane. 

 
Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Benseñor (2007); 2: Schumer (1976); 3: Lucas e Ledgerwood (1984). (+) Baixo 

risco de viés; (?) Risco pouco claro de viés. Fonte: Elaborada pelo autor. 
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3.5 DISCUSSÃO 

 

A sepse é classificada como uma disfunção inflamatória sistêmica e exacerbada em 

resposta a uma infecção causada por um hospedeiro, geralmente uma infecção bacteriana, na 

qual essa disfunção pode ser fatal. Na prática clínica, a sepse é representada por um aumento 

na pontuação no SOFA de 2 ou mais pontos (BRENT, 2017; POLL et al, 2017). O choque 

séptico é definido como um subgrupo da sepse, no qual anormalidades circulatórias, celulares 

e metabólicas estão associadas a um risco maior de morte do que a sepse isoladamente 

(SINGER et al., 2016). Durante a sepse em um paciente, ocorre inflamação ou supressão imune 

simples, bem como reorganização celular e metabólica (POLL et al., 2017). Ainda não há 

acordo quanto ao melhor tratamento de suporte para pacientes com sepse que desenvolvem 

choque séptico. Apesar da necessidade de medicamentos vasopressores, o uso de 

corticosteroides como adjuvantes à antibioticoterapia ainda é controverso, é defendida por 

muitos, mas reprovadas por outros (MARIK, 2018).  

A dexametasona é um glicocorticoide com importante efeito imunossupressor, 

reduzindo a transcrição de genes pró-inflamatórios por inibição do NF-κB (SCHEINMAN et 

al., 1995). Alguns estudos têm focado no uso de corticosteroides para reduzir o processo 

inflamatório sistêmico produzido por sepse e choque séptico. Também na mesma linha, houve 

relatos de que o uso da hidrocortisona melhorou os resultados para pacientes que sofrem de 

choque séptico. O uso de metilprednisolona para resolver a síndrome do desconforto 

respiratório agudo também foi estudado. As recomendações atuais para o uso de 

corticosteroides no tratamento da sepse são que essa classe de medicamentos deve ser usada 

durante o choque séptico refratário, mas não durante a sepse grave na ausência de choque ou 

quando apenas choque leve é observado. Nossa revisão não limitou o uso de dexametasona 

apenas a essa condição, mas incluiu estudos que usavam dexametasona em pacientes sépticos 

em um estágio inicial. Nossa escolha de estudar o efeito da dexametasona em vez da 

hidrocortisona deveu-se ao fato de que esta droga possui mais potência, ação duradoura, efeitos 

anti-inflamatórios e mineralocorticoides mais baixos do que a hidrocortisona. Além disso, não 

causa alterações na reabsorção de sódio e não interfere no balanço hídrico, evitando possíveis 

distúrbios do sódio (SCHIMMER; PARKER, 1996). 

Esta revisão sistemática foi realizada com três estudos que incluíram 80 pacientes 

adultos com sepse ou choque séptico que receberam dexametasona como intervenção. Todos 

os estudos foram realizados com pacientes em ambiente hospitalar. De todos os artigos 

analisados, dois (1 e 2) alcançaram uma redução na mortalidade dos pacientes com 
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dexametasona em comparação com o placebo. Embora não tenha sido o foco desta revisão 

avaliar outros parâmetros, os ensaios clínicos mostraram que os pacientes que receberam 

dexametasona obtiveram uma melhora na PaO2/FiO2 e a duração da ventilação mecânica 

também foi menor (1 e 3). A produção de lactato (1) e a pressão sanguínea (3) não mostraram 

diferença entre os grupos tratado e placebo. A relação PaO2/FiO2 é importante porque é um dos 

parâmetros para a definição do escore SOFA, em que ≥ 400 mmHg tem pontuação 0 e <100 

mmHg pontuação máxima 4. O trabalho de Cicarelli, Vieira e Benseñor (2007) foi o único a 

avaliar os pacientes de acordo com o escore SOFA, mas esse estudo não encontrou diferença 

entre o grupo tratado e o placebo. Para determinar o SOFA, é necessário avaliar a relação 

PaO2/FiO2, contagem de plaquetas, pressão arterial, bilirrubina e creatinina sérica, escala de 

coma de Glasgow e volume urinário. Quanto maior o valor do SOFA, maior a probabilidade de 

morte (SINGER et al., 2016). 

Os trabalhos de Schumer (1976) e Lucas e Ledgerwood (1984) não avaliaram a sepse 

através do SOFA porque os artigos foram publicados antes de 1991. Nesse ano, uma 

conferência definiu os termos sepse com mais precisão do que havia feito até então. Através de 

dados da literatura e relatórios de especialistas foi proposto que a sepse pudesse surgir de uma 

infecção ou não, por isso foi denominada síndrome de resposta inflamatória sistêmica (SIRS). 

As manifestações clínicas corresponderam a: temperatura corporal acima de 38 °C ou abaixo 

de 36 °C; frequência cardíaca superior a 90 bpm; taquipneia; e alteração na contagem de 

glóbulos brancos (BONE et al., 1992). Em 2001, uma nova conferência foi realizada para 

atualizar as definições de sepse e condições relacionadas. Uma lista de sinais e sintomas foi 

preparada para refletir melhor a resposta clínica, na qual a disfunção orgânica pode ser avaliada 

pelo SOFA (LEVY et al., 2003), o que explica seu uso no estudo de Cicarelli, Vieira e Benseñor 

(2007). 

Dos três artigos selecionados e utilizados nesta revisão, dois concluíram que o uso de 

dexametasona como terapia adjuvante a antibioticoterapia reduz significativamente a 

mortalidade de pacientes com sepse ou choque séptico. No estudo realizado por Cicarelli, Vieira 

e Benseñor (2007), o uso de dexametasona produziu um aumento no efeito da terapia 

vasopressora, fato que os autores atribuíram à redução da mortalidade dos pacientes após o dia 

sete. No estudo realizado por Schumer (1976), o autor, usando uma estratégia prospectiva, 

concluiu que o uso de glicocorticoides em pacientes com choque séptico reduz a taxa de 

mortalidade em comparação ao placebo. Além disso, concluiu que não há diferença entre a taxa 

de mortalidade do grupo tratado com metilprednisolona e o grupo tratado com dexametasona. 
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O estudo de Lucas, Ledgerwood (1984), no entanto, não encontrou diferença significativa entre 

a taxa de mortalidade nos grupos dexametasona e placebo. 
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3.6 CONCLUSÃO 

 

Esta revisão sistemática usou três ensaios clínicos randomizados, dois deles publicados 

antes de 1991 (o ano em que a sepse foi definida com mais precisão). Esse fato levou a um risco 

significativo de comparar esses estudos com os mais recentes. Assim, ficou claro que há 

necessidade de mais ensaios clínicos randomizados, focado em terapia adjuvante de sepse, para 

chegar a uma conclusão definitiva sobre esse tratamento clínico ou reduzir os índices de 

mortalidade em pacientes com sepse ou choque sistêmico. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A busca por medicamentos anti-inflamatórios com menor efeito adverso é realizada 

constantemente no campo científico, como o que foi demonstrado no capítulo 2. A proposta de 

um novo protótipo para tratar doenças inflamatórias foi evidenciada neste trabalho, através da 

análise de compostos da classe das imidas cíclicas. Essa classe de compostos apresenta diversas 

atividades farmacológicas já evidenciadas, no atual estudo foi observado um perfil 

imunomodulador (inibição de mediadores pró-inflamatórios IL-1β, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-

α e redução na fosforilação da subunidade p65 do NF-kB e a indução da produção de 

mediadores anti-inflamatórios IL-4 e IL-13) para a N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (1) e N-

antipirina-3-cloro-4-(3,4-dicloroanilina)maleimida (3), dos seis compostos que foram testados.  

A perspectivas futuras são elucidar o mecanismo de ação dessas moléculas através de 

estudos de biologia molecular, avaliando o local exato em que ocorre o bloqueio da via do NF-

kB, além de se comprovar a capacidade dos compostos em repolarizar os macrófagos de M1 

para M2, através da análise de marcadores de superfície como o TLR4 (M1) e o receptor de 

manose (M2), além da possível ação sobre a expressão e/ou inibição de genes característicos 

de M1 (iNOS e COX-2) e de M2 (Arginase-1 e FIZZ).  Além disso, avaliar essas as moléculas 

quanto ao perfil de segurança em estudos in vivo. 

Os resultados demonstrados no capítulo 3, referente ao uso da dexametasona como 

adjuvante ao tratamento antimicrobiano para o tratamento da sepse e o choque séptico, apontou 

que ainda é preciso mais estudos com intuito de melhorar o conhecimento sobre o uso 

concomitante a terapia antimicrobiana, quando se objetiva seu uso no tratamento dessas 

patologias. Embora existam estudos tentando responder este questionamento, foi evidenciado 

que apenas dois estudos relataram a redução da mortalidade dos pacientes com a terapia de 

dexametasona, porém, estes estudos eram antigos. O que reduziu muito a qualidade da 

evidência encontrada, haja visto que os critérios de definição de sepse mudaram muito nos 

últimos anos, além de que, todos os estudos não foram livres de viés.  

Os estudos recentes publicados (ANNANE et al., 2019; LIANG et al., 2021; 

VENKATESH et al., 2018) em que foram avaliados o uso de corticosteroides em pacientes que 

apresentam sepse ou choque séptico, foi evidenciado que ainda não é claro o uso desses 

medicamentos para o tratamento da patologia. Embora em alguns trabalhos é observada uma 

redução na mortalidade, há ainda necessidade de maior evidência do relato. Com a revisão 

realizada neste trabalho, exclusivamente com dexametasona em conjunto com o que foi 
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encontrado publicado recentemente na literatura, é evidente que mais estudos clínicos devem 

ser realizados. Para os estudos futuros, relatar de forma clara o uso de corticosteroides em 

diferentes doses, tempo de administração (melhor momento para o iniciar o tratamento), a 

população analisada (sexo, idade, estágio e causa da sepse), relacionar o uso desses fármacos 

com outras terapias e diagnosticar o quadro de sepse com a definição mais recente, Sepsis-3, 

evitando com que esses estudos de base científica apresentem pouco ou nenhum risco de viés. 

Assim, acreditamos que futuramente será possível tratar melhor a sepse e choque séptico, 

aumentado a sobrevida, a qualidade de vida desses pacientes, além de diminuir o tempo de 

internação que consequentemente reduzirá os gastos hospitalares. 
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APÊNDICE A – Material suplementar do capítulo 1 

 

Ficha complementar 1 - Risco de avaliação do viés de acordo com o manual da Cochrane para 

o teste de prevenção. 
Critérios de avaliação - manual Cochrane Baixo risco Alto risco Risco pouco claro 

Geração de sequência aleatória - - 1, 2 e 3 

Ocultação de alocação - - 1, 2 e 3 

Cegamento de participantes e pessoa - - 1, 2 e 3 

Ocultação da avaliação de resultados - - 1, 2 e 3 

Livre de dados de resultados incompletos 1, 2 e 3 - - 

Relatórios seletivos 1, 2 e 3 - - 

Outro viés - - 1, 2 e 3 
Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Benseñor (2007); 2: Schumer (1976); 3: Lucas e Ledgerwood (1984).  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Ficha complementar 2 - Qualidade da avaliação dos relatórios de acordo com a lista de 

verificação CONSORT para os estudos de prevenção. 
(continua) 

Critérios de avaliação - lista de verificação CONSORT para ensaios Sim Não 

Título e Resumo   

Identificar no título como um estudo clínico randomizado 1 2 e 3 

Resumo estruturado de um desenho de estudo, métodos, resultados e 

conclusões 
1, 2 e 3 - 

Introdução   

Fundamentação científica e explicação do raciocínio 1, 2 e 3 - 

Objetivos específicos ou hipóteses 1, 2 e 3 - 

Métodos   

Descrição do estudo clínico (como paralelo, fatorial) incluindo a taxa de 

alocação 
- 1, 2 e 3 

Alterações importantes nos métodos após ter iniciado o estudo clínico (como 

critérios de elegibilidade), com as razões 
- 1, 2 e 3 

Critérios de elegibilidade para participantes 1 e 2 3 

Informações e locais de onde foram coletados os dados 1, 2 e 3 - 

As intervenções de cada grupo com detalhes suficientes que permitam a 

replicação, incluindo como e quando eles foram realmente administrados 
1, 2 e 3 - 

Medidas completamente pré-especificadas definidas de desfechos primários e 

secundários, incluindo como e quando elas foram avaliadas 
1 2 e 3 

Quaisquer alterações nos desfechos após o estudo clínico ter sido iniciado, com 

as razões 
1, 2 e 3 - 

Como foi determinado o tamanho da amostra - 1, 2 e 3 

Quando aplicável, deve haver uma explicação de qualquer análise de interim e 

diretrizes de encerramento 
- 1, 2 e 3 

Método utilizado para geração de sequência randomizada de alocação - 1, 2 e 3 

Tipos de randomização, detalhes de qualquer restrição (tais como 

randomização por blocos e tamanho do bloco) 
- 1, 2 e 3 

Mecanismo utilizado para implementar a sequência de alocação randomizada 

(como recipientes numerados sequencialmente), descrevendo os passos 

seguidos para a ocultação da sequência até as intervenções serem atribuídas 

- 1, 2 e 3 

Quem gerou a sequência de alocação randomizada, quem inscreveu os 

participantes e quem atribuiu as intervenções aos participantes 
- 1, 2 e 3 
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(conclusão) 

Critérios de avaliação - lista de verificação CONSORT para ensaios Sim Não 

Se realizado, quem foi cegado após as intervenções serem atribuídas (ex. 

Participantes, cuidadores, assessores de resultado) e como 
- 1, 2 e 3 

Se relevante, descrever a semelhança das intervenções - 1, 2 e 3 

Métodos estatísticos utilizados para comparar os grupos para desfechos 

primários e secundários 
1 e 3 2 

Métodos para análises adicionais, como análises de subgrupo e análises 

ajustadas 
- 1, 2 e 3 

Resultados   

Para cada grupo, o número de participantes que foram randomicamente 

atribuídos, que receberam o tratamento pretendido e que foram analisados para 

o desfecho primário 

1, 2 e 3 - 

Para cada grupo, perdas e exclusões após a randomização, junto com as razões 1 e 3 2 

Definição das datas de recrutamento e períodos de acompanhamento 1, 2 e 3 - 

Dizer os motivos de o estudo ter sido finalizado ou interrompido 1, 2 e 3 - 

Tabela apresentando os dados de base demográficos e características clínicas 

de cada grupo 
- 1, 2 e 3 

Para cada grupo, número de participantes (denominador) incluídos em cada 

análise e se a análise foi realizada pela atribuição original dos grupos 
- 1, 2 e 3 

Para cada desfecho primário e secundário, resultados de cada grupo e o 

tamanho efetivo estimado e sua precisão (como intervalo de confiança de 95%) 
- 1, 2 e 3 

Para desfechos binários, é recomendada a apresentação de ambos os tamanhos 

de efeito, absolutos e relativos 
- 1, 2 e 3 

Resultados de quaisquer análises realizadas, incluindo análises de subgrupos e 

análises ajustadas, distinguindo-se as pré-especificadas das exploratórias 
- 1, 2 e 3 

Todos os importantes danos ou efeitos indesejados em cada grupo - 1, 2 e 3 

Discussão   

Limitações do estudo clínico, abordando as fontes dos potenciais vieses, 

imprecisão, e, se relevante, relevância das análises 
- 1, 2 e 3 

Generalização (validade externa, aplicabilidade) dos achados do estudo clínico 1, 2 e 3 - 

Interpretação consistente dos resultados, balanço dos benefícios e danos, 

considerando outras evidências relevantes 
1, 2 e 3 - 

Outras informações   

Número de inscrição e nome do estudo clínico registrado - 1, 2 e 3 

Onde o protocolo completo do estudo clínico pode ser acessado, se disponível - 1, 2 e 3 

Fontes de financiamento e outros apoios (como abastecimento de drogas), 

papel dos financiadores 
- 1, 2 e 3 

Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Benseñor (2007); 2: Schumer (1976); 3: Lucas e Ledgerwood (1984).  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

  



92 

ANEXO A – Artigos referentes a tese 
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93 

 

Revista: Immunopharmacology and Immunotoxicology - JCR: 2,730 
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ANEXO B – Artigos em parceria durante o período de doutorado 

 

Revista: Journal of Chromatography A. JCR: 4,759 
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Revista: Mediators of Inflammation. JCR: 4,711 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 
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