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RESUMO

O processo inflamatorio ¢ uma resposta a estimulos nocivos que visa a destruicao de agentes
estranhos para posteriormente reparar o local afetado. Quando a inflamagao ¢ descontrolada ou
nao resolvida, pode levar a lesdes teciduais significativas como os quadros de sepse. Muitos
farmacos anti-inflamatoérios tém sido utilizados para o tratamento de processos inflamatoérios,
como a dexametasona. No entanto, a demanda por novas moléculas mais eficazes com maiores
margens de seguranca permanece ativa. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito anti-
inflamatério 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, macrofagos RAW
264.7 foram utilizados para avaliar a citotoxicidade e a atividade anti-inflamatéria por meio da
mensuragao de oxido nitrico, IL-1B, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-a, INF-y, IL-4 ¢ IL-13 ¢
ativacdo do NF-kB. Primeiramente, foi verificado que nenhum composto apresentou
citotoxicidade significativa (CCso<100 puM). Posteriormente, foi avaliado o potencial de
inibi¢do do 6xido nitrico como triagem e de todos os compostos testados, trés mostraram um
perfil promissor. Quando avaliado o efeito desses trés compostos na producao de IL-1p, IL-6,
MCP-1 (CCL2), TNF-a e INF-y, apenas os compostos N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e N-
antipirina-3-cloro-4-(3,4-dicloroanilina)maleimida apresentaram um perfil de inibigdo
significativo. Além disso, esses dois compostos também foram capazes de aumentar a produgao
de citocinas conhecidas pelo perfil anti-inflamatério (IL-4 e IL-13), e ainda inibiram
significativamente a fosforilagdo da subunidade p-p65 NF-kB. A busca sistematica da literatura
foi realizada em quatro bancos de dados eletronicos e as avaliagdes de risco de viés foram
realizadas usando a ferramenta Cochrane Collaboration e a qualidade da notificagdo foi
avaliada usando a lista de verificagdo baseada no CONSORT. O protocolo de estudo da revisao
sistemadtica foi registrado no banco de dados PROSPERO (CRD42018088150). Os trés estudos
selecionados incluiram oitenta pacientes adultos com sepse ou choque séptico que receberam
dexametasona como intervengdo. Dos trés artigos, dois concluiram 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 verificagdo CONSORT,
verificou-se que nenhum dos estudos atendia a 50% ou mais dos requisitos aplicaveis. Em
conclusao, fica claro a partir da revisdo sistematica que mais ensaios clinicos randomizados
comparando o uso de dexametasona com placebo em terapia adjuvante para pacientes com
sepse sao necessarios. A partir dos resultados experimentais, dois compostos apresentam um
efeito anti-inflamatdrio significativo com fortes indicios que seu mecanismo envolva
imunomodulacdo dos macrofagos, qualificando-os como prototipos promissores para o
desenvolvimento de novos anti-inflamatérios com caracteristicas imunomoduladoras.

Palavras-chave: Sepse. Inflamagao. Dexametasona. Imidas Ciclicas. Macréfagos 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-1B, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-a, INF- v, IL-4, IL-13, and NF-xB
activation. First, it was verified that no compound showed significant cytotoxicity (CCso <100
uM). 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-1p, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-a and INF-y, 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-kB 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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INTRODUCAO

A inflama¢dao é uma reacdo a um dano tecidual infeccioso ou estéril ¢ tem como
finalidade restaurar a homeostase do tecido. No entanto, quando a inflamagao ¢ descontrolada
ou nao resolvida pode originar uma infinidade de doencas inflamatorias, essas sao complexas,
envolvem o sistema imunolégico e podem ser agudas e/ou cronicas (NETEA et al., 2017).
Quando a resposta inflamatoria a um agente infeccioso € sistémica e exacerbada temos por
defini¢do a sepse, que provoca anormalidades fisiologicas culminando na faléncia dos 6rgaos.
O estagio avangado da sepse € o choque séptico, caracterizado por um alto risco de o paciente
ir a 6bito e maior gravidade nas disfungdes do metabolismo circulatorio e celular (POLL et al.,
2017; SINGER et al., 2016).

Em 2017, foi estimado aproximadamente 48,9 milhdes de casos ¢ 11,0 milhdes 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 farmacologico para a sepse e choque séptico temos os
corticosteroides, os quais vém sendo utilizados ha muito tempo. Tais medicamentos atuam na
inibicao no processo inflamatorio por diferentes vias, como por exemplo reduzindo a produgao
de citocinas pro-inflamatérias (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 administragdo 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 evidéncias 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 €
choque séptico sdo a hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona e a dexametasona
(LIANG et al., 2021).

A busca por substancias com potencial anti-inflamatorio mais eficazes e com menos
reacdes vem crescendo a cada ano, sendo eles produtos sintéticos ou naturais (HANKE et al.,
2016). Estudos cientificos com os compostos da classe das imidas ciclicas demostram que essas
substancias possuem promissor potencial para a atividade anti-inflamatéria (NEHA;

WAKODE, 2021). A N-antipirina-3,4-dicloromaleimida ¢ uma substancia pertencente a classe
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das imidas ciclicas e em estudos anteriores publicados demonstrou efeitos antinociceptivos,
incluindo a reducdo da dor causada por processo inflamatoério em modelos comportamentais
semelhantes a dor induzidos por carragenina (QUINTAO et al., 2010).

Assim como, os estudos primarios experimentais sdo de grande importancia para os
avangos na ciéncia, os trabalhos cientificos de revisdes de literatura também tém seu papel
fundamental. As revisdes da literatura sdo métodos de pesquisa cientifica que utilizam
informacodes dos resultados ja publicados, principalmente em periddicos, e tem como objetivo
fundamentar ou responder uma pergunta. Dentre os tipos de revisdes temos as narrativas,
integrativas e as sistematicas com ou sem meta-analise (ROTHER, 2007). As revisdes se
diferem entre si, principalmente pela elaboracdo da pergunta de pesquisa, modo de busca dos
artigos que os compdem, avaliacdo de risco de viés e a andlise robusta dos artigos selecionados
(UMAN, 2011). As revisdes sistematicas sdo utilizadas para compilar e sintetizar as evidéncias
de estudos primarios de uma forma onde se tenha uma precisao e confiabilidade nos resultados.
Além, de atualizar um determinado assunto, também fornecem informagdes para possiveis
mudangas de protocolos clinicos e instigam a realizacdo de novas pesquisas (BRASIL, 2012;
GALVAO; PEREIRA, 2014; LIBERATI et al., 2009).

Nesse contexto, essa tese estd dividida em trés capitulos, para facilitar o entendimento
das partes. No primeiro capitulo ¢ apresentado uma revisao da literatura no qual ¢ abordado os
principais temas desta tese. O segundo capitulo compreende a avaliacio das moléculas
sintéticas derivadas da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida quanto aos possiveis efeitos anti-
inflamatorio (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 capitulo apresenta os resultados obtidos da
revisdo sistematica 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 ¢ eficaz na redu¢do da mortalidade em pacientes adultos e idosos

com sepse ou choque séptico.
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagdo ¢ a resposta do imune protetora do organismo a diversos estimulos, como
patdgenos, substancias toxicas, radiagcdes ou até mesmo por sinais endégenos como células em
processo de apoptose (CHEN et al., 2017; NETEA et al., 2017; SUGIMOTO et al., 2019). O
processo inflamatorio ¢ desencadeado com a finalidade de proteger o organismo e promover o
reparo tecidual, esse processo ¢ caracterizado pelas fases de indugdo, pico e resolucdao da
inflamacao (NETEA et al., 2017; SCHETT, NEURATH, 2018).

A resposta ao agente agressor inicia com o seu reconhecimento, que ¢ mediado por
receptores reconhecedores de padrdes (PRRs). Os PRRs sdo acionados por padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs), sinais exogenos indicativos de invasdo de patdégenos ou por
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), sinais endogenos indicativos de lesdao de
tecido estéril (JANEWAY, 1989; STYLIANOU, 2018). As células como leucocitos
reconhecem os patdgenos através dos PAMPs pelos PRRs. Dentre os PRRs que reconhecem
PAMPs, os mais comuns sdo os receptores do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo NOD
(NLRs), receptores do tipo induzivel pelo acido retindico (RLRs) e receptores do tipo lectina C
(CLRs) (GYAWALIL; RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; POLL et al, 2017). Apos o
reconhecimento ha ativagdo de uma variedade de vias de sinalizagao incluindo moléculas
adaptadoras, quinases e fatores de transcri¢ao. As vias de transdugao de sinal resultam na sintese
de muitas moléculas, incluindo citocinas, quimiocinas € moléculas de adesao celular, resultando
no recrutamento de células para o local da lesdo, na produgdo de proteinas de fase aguda,
ativacdo plaquetéria, febre e vasodilatacdo (DINARELLO, 2007; MOGENSEN, 2009). A fase
da resolucdo tem como objetivo remover detritos celulares, patdogenos e inibir a producdo das
citocinas pro-inflamatorias, impedindo assim uma resposta exacerbada do processo
inflamatério e retornado a homeostase. Se a inflamagdo aguda nao for resolvida, ela pode se
tornar cronica, danificando o tecido e comprometendo a sua fung¢do (NETEA et al., 2017;
STYLIANOU, 2018).

Os leucécitos polimorfonucleares (PMN), principalmente os neutrofilos, sdo as
primeiras cé€lulas do sistema imune a alcangarem ao sitio inflamatério e possuem papel
fundamental na resolugdo da inflamagao (LEY et al., 2007). Os neutrofilos atraem monocitos €
macrofagos para o local da inflamacao através de quimiocinas, esse processo ¢ desencadeado

também quando os proprios neutréfilos entram em apoptose, a remoc¢ao dos restos celulares
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pelos macrofagos resulta na resolucao da inflamacao e cura do tecido. Quando o mecanismo de
apoptose dos neutréfilos ndo ¢ inicializado, uma maior quantidade dessas células se desloca até
o local lesionado e consequentemente se tem uma resposta exacerbada da inflamagdo
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; SOEHNLEIN et al., 2017).

Outra linhagem celular importante no processo de reparo tecidual s3o os macréfagos,
os quais sdo ativados também por PAMPs ou DAMPs. Dentre as linhagens de macrofagos,
temos os macrofagos residentes dos tecidos € os macréfagos provenientes de monocitos
circulantes. Essas células possuem capacidade de mudar seu fendtipo funcional, sendo
polarizados em macrofagos classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados (M2),
dependendo do estimulo e sinais liberados no microambiente. De maneira geral podemos
classificar os macrofagos M1 em pro-inflamatorios e os M2 em anti-inflamatorios (ARANGO-
DUQUE; DESCOTEAUX, 2014; WANG et al., 2021). A células com fen6tipo M1 sdo ativadas
principalmente por lipopolissacarideo (LPS) e citocinas como como interferon gama (IFN-y) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Os macrofagos M1 induzem a liberagdo de varias
citocinas, como TNF-q, interleucina 1 alfa (IL-1a), interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 6
(IL-6), interleucina 12 (IL-12) e quimiocinas (CXCL9 e CXCL10), exercendo feedback
positivo sobre os macrofagos nao polarizados. Ja as células com fendtipo M2 sdo ativadas por
citocinas como interleucina 4 (IL-4), interleucina 13 (IL-13), interleucina 10 (IL-10),
interleucina 33 (IL-33) e fator de transformac¢do do crescimento beta (TGF-B) e possuem
regulacdo positiva das citocinas IL-10, TGF-B e quimiocinas CCL1, CCL17, CCL18, CCL22 e
CCL24, esses também contribuem para o processo de prevencdo de infeccdes, reparacdo de
tecidos, angiogénese e imunomodulagdo (Figura 1). Ainda, o fen6tipo M2 ¢ dividido nas
subcategorias M2a, M2b, M2c e M2d, diferindo em seus marcadores de superficie celular,
citocinas secretadas e fungdes biologicas (YAO; XU; JIN, 2019).

A cascata de eventos que ocorre apds uma agressao ao organismo € iniciada através
dos PRRs, como ja mencionado. A classe de PRRs mais estuda ¢ a familia 7o/l e ndo se sabe
ao certo, mas estima-se que a maioria das espécies de mamiferos tenham de 10 a 15 TLRs. Eles
sdo expressos em todas as células imunes inatas, como macrofagos, neutrofilos, células
dendriticas, natural killers, mastécitos, basofilos e eosinofilos (IWASAKI; MEDZHITOV,
2004; SOEHNLEIN et al.,2017). Os TLRs sdo proteinas transmembranas e conseguem detectar
varios PAMPs e DAMPs, esses receptores e a cascata de sinalizagdes que promovem, estao
sendo cada vez mais estudos como alvo terapéutico em doengas inflamatorias. Da familia Toll,

o TRL4 que ¢ ativado por LPS, molécula essa presente na membrana de bactérias gram-
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negativas, que tem seu mecanismo de acdo bem caracterizado, o que permite a investigacao dos
efeitos da modulagdo da sinalizagdo desse receptor (MOLTENI; GEMMA; ROSSETTI, 2016).
Quando esse receptor ¢ ativado, acoplam a proteina adaptadora MyD88 e iniciam diversas
reagoes intracelulares, ativando a proteina fator 6 associado ao receptor TNF (TRAF-6) e
quinase 1 ativada por fator B (TAK-1), posteriormente ativam a via do fator de transcricao
nuclear kappa B (NF-kB) que leva a produg¢do de mediadores inflamatérios (EL-ZAYAT;
SIBAIL; MANNAA, 2019).

Figura 1 — Resumo dos diferentes estimulantes, citocinas secretadas e fungdes biologicas entre
os macrofagos M1 e M2.

LPS, INF-y, P L4, 1L-13,1L-10,
TNF-a i IL-33,TGF-p
Macrofagos M1 Macrofagos M2

[ E »
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TNF-a, IL-1a, IL-18, IL-6, ! 1L-10, TGF-B, CCL1, CCL17,
IL-12, CXCL9, CXCL10 i CCL18,CCL22 eCCL24, VEGF
Fun¢do: Pro-inflamatorio, atividade Fungdo: Anti-inflamatorio, reparo tecidual,
microbicida e dano ao tecido : fagocitose, angiogenese e imunomodulagdo

Legenda: IFN-y: interferon-gama; IL: interleucina; NF-kB: fator nuclear kappa B; LPS: lipopolissacarideo; STAT:
sinal transdutor e ativador de transcricdo; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TGF-B: 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-xB ¢ um dos reguladores mais importantes na resposta inflamatoria, €
responsavel pela indug¢ao na produgdo de varias proteinas envolvidas neste processo. Dois tipos
de vias de sinalizacdo do NF-«kB sdo conhecidos, a via classica (candnica) e a alternativa (ndo
candnica). A via classica ¢ ativada por PAMPs, DAMPs e citocina pro-inflamatoérias, ja a
alternativa € ativada por citocinas da familia do TNF, como a linfotoxina B, o ligante de receptor
ativador de NF-xB (RANKL), o ligante CD40 (CD40L), o fator ativador de células B
(TANIGUCHI; KARIN, 2018). A via classica, resulta na ativacdo dos dimeros p50 e p65,
proteinas membros do NF-kB. O dimero p50/p65 ¢ encontrado no citoplasma das células
associado a proteina subunidade inibitéria o do fator de transcricio nuclear kB (IkBa),

impedindo que NF-«kB seja translocado para o nucleo. Apds o estimulo, como exemplo por
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LPS, o complexo IKK fosforila especificamente a proteina IxBa, assim o dimero p65/p50 ¢
translocado para o nucleo onde ird induzir a expressdo génica (Figura 2). A sinalizacdo classica
do NF-xB tem com alvos genes que codificam citocinas pro-inflamatorias (como TNF, IL-1 e
IL-6), fatores de crescimento, quimiocinas (como CXCL1, CCL3, CXCL2, CCL2, CCLY5),
iNOS, VEGF, moléculas de adesdo e inibidores da sinalizagdo de NF-kB (como IkBa)
(ZHANG; LEONARDO; BALTIMORE, 2017).

Figura 2 — Sinalizacao do NF-kB via TLR4.
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Legenda: O processo inflamatorio se inicia com a ligagdo de LPS ao receptor TLR4. Posteriormente o0 MyD88 se
liga ao IRAK1 e IRAK4. O complexo IRAK entdo se dissocia do MyD88 e interage com o TRAF6. O TRAF6
forma um complexo com TAK que ativa o complexo IKK, esse induz eu fosforilacao IkBa, o que leva dissociagdo
do IkBa com o dimero p50/p65 (NF- kB). O NF-«xB se transloca para o niicleo e medeia a expressdo de varios
genes de mediadores inflamatorios. IKK: proteina inibitoria kappa B quinase; [kBa: subunidade inibitoria do fator
de transcri¢do nuclear NF-kB; LPS: lipopolissacarideo; TLR4: receptor do tipo Toll-like 4. Fonte: Adaptado de
Yang et al. (2016).
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Dentre os mediadores que s3o liberados no processo inflamatério pelas células do
sistema imune, destaca-se a producdo 6xido nitrico (NO). O NO ¢ um radical livre produzido
pelas enzimas da familia 6xido nitrico sintase (NOS), resultado da conversao do aminoacido L-
arginina em L-citrulina. Em estado normal, o organismo produz NO derivado das enzimas
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), possuindo papel importante em
varias funcgdes biologicas, incluindo vasodilatacdo, relaxamento do musculo liso,
neurotransmissao e resposta imune (CINELLI et al., 2019; LIND et al, 2017). O NO liberado
na resposta inflamatéria € produzido pela enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), essa
enzima no geral é estimulada por LPS e citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-a, IL-1 ¢ IFN-
v. O acionamento dos receptores de membrana, leva a fosforilagdo de proteinas intracelulares e
posteriormente a ativagao de fatores de transcrigdo como o NF-«xB e o sinal transdutor e ativador
de transcricdo 1 (STAT1). Com o deslocamento desses fatores para o nicleo hé a liga¢do a
regides promotoras do gene iNOS, que induzem a sua expressao e posteriormente a produgao
NO (CINELLI et al., 2019; KLEINERT; SCHWARZ; FORSTERMANN, 2003)

A produgdo de NO pela inducdo da iNOS, gera quantidades significativas deste
metabolito na circulagdo, quantidade essa consideravel para defesa contra patdgenos invasores.
Nessas condicoes, o NO exibe atividades antivirais, antimicrobianas, citotoxicas (danos ao
tecido) e age de forma imunoestimuladora (pro-inflamatorio) ou imunossupressora (anti-
inflamatério). Em contrapartida, devido as suas caracteristicas quimicas, o NO tem capacidade
de reagir rapidamente com outros radicais livres, como oxigénio (O2) ou superdxido (O27) e
formar nitrito (NO2"), nitrato (NO3") e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) como o
peroxinitrito (ONOO"). A alta concentragdo de ERNs estd associada a muitas condigoes
patologicas, como a inflamagdo cronica, choque séptico, aterosclerose, diabetes e cancer
(GHOSH; ERZURUM, 2011; PREDONZANI et al., 2015; SHARMA; AL-OMRAN;
PARVATHY, 2007). Essas condicdes resultam da alta difusibilidade do ONOO"™ através das
membranas celulares, o que desencadeia lesdo tecidual, oxidagdo de proteinas que estd
associado a reagao entre os aminoacidos e ONOO", resultando na formacao de aminoacidos
nitrados, como a nitrotirosina (WEIDINGER; KOZLOV, 2015), além de induzir a peroxidacao
lipidica da lipoproteina de baixa densidade (VIOLI et al., 1999).

As citocinas sao mediadores liberados também no processo inflamatorio, € possuem
papel fundamental na regulacdo do sistema imune. Sdo proteinas pequenas, secretadas por
quase todas as células como neutrofilos, macrofagos, monocitos, linfocitos B e T, natural
killers, células endoteliais, epiteliais e dendriticas. O termo citocina ¢ amplo, outros nomes mais

especificos para essas proteinas sdo: quimiocina (citocinas com atividades quimiotaticas),
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interleucina (citocinas produzidas por um leucécito atuando em outros leucocitos), linfocina
(citocinas produzidas por linfocitos) e monocina (citocinas produzidas por mondcitos). As
citocinas possuem a¢ao autocrina (na propria célula), pardcrina (células proximas) e enddcrina
(células distantes) (ZHANG; NA, 2007). Quando liberadas em um processo inflamatdrio
distinguem-se pela sua a¢do, como pro-inflamatoria e anti-inflamatorias. Atualmente, se tem
conhecimento que a liberagdo simultdnea de citocina prd e anti-inflamatorias ¢ de extrema
importancia em qualquer resposta imune, sua secre¢ao ¢ em cascata, assim uma citocina
estimula células-alvo e induz a produgdo de outras citocinas (KANY; VOLLRATH; RELJA,
2019; ZHANG; AN, 2007).

Das citocinas conhecidas podemos citar, por exemplo, as da familia CC e CXC das
quimiocinas, a CCL2 e CXCLI1 respectivamente, sendo estas proteinas fatores quimiotaticos de
células da resposta inflamatdria. A proteina quimiotatica de monocito-1 (MCP-1/CCL2) ¢ uma
quimiocina secretada por varias células, principalmente mondcitos e macréfagos em resposta a
citocinas pro-inflamatdrias e estresse oxidativo. Tem como funcdo direcionar o recrutamento
de mondcitos, neutrofilos e linfocitos para o local da inflamacdo (DESHMANE et al., 2009).
A elevada producdo de MCP-1/CCL2 estd ligada com muitas doengas inflamatdrias, como
artrite reumatoide, aterosclerose e cancer (GONG et al., 1997; PALOMINO; MARTI, 2015).
Alguns estudos realizados in vitro em células do tipo macrofagos, no qual houve a inducao da
inflamacdo com LPS, ao inibir essa quimiocina pode-se reduzir os efeitos do processo
inflamatorio (LEE; PARK, 2015). Esta inibicdo se torna eficaz, uma vez que o excesso de
células acelera o processo inflamatdrio, induzindo o recrutamento de mais células, resultando
na liberagdo de varios mediadores pro-inflamatérios e lesdo tissular grave (AZIZ et al., 2013).

Apo6s o recrutamento de macrofagos e neutrédfilo para o sitio inflamatorio, as células
iniciam secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1p. Os mondcitos e macrofagos sao
os principais secretores de IL-1PB, porém células como natural killers, dendritica, epiteliais,
linfécito B e fibroblasto também liberam essa citocina. A producao de IL-1P ¢ induzida por
varios produtos microbianos, reconhecido através dos receptores TLRs e ativacdo de fatores de
transcri¢do, como o NF-kB, além de induzir a si mesma (DINARELLO, 2018). Diferente das
outras interleucinas da familia IL-1, a IL-1f € produzida na sua forma inativa, para que ocorra
a secrecao de IL-1P ativa pelas células, ¢ indispensavel a ativacdo do inflamassoma. O
inflamassoma ¢ um complexo de multiproteinas, dentre elas estd a caspase-1, enzima essa
conversora de IL-1p biologicamente inativo em ativo (KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019).

Assim, a IL-1p ativa tem como fung¢do promover a liberacdo de histamina através dos
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mastocitos, provocar vasodilatagcdo, aumentar a expressdo de moléculas de adesdo em células
do sistema imune e produ¢do de quimiocinas (ARANGO-DUQUE; DESCOTEAUX, 2014).

A IL-6 também ¢ classificada como uma citocina pro-inflamatéria e tem sua ativagao
desencadeada apos algum fator danoso, ela induz a producao de proteinas de fase aguda e reduz
a produgdo de fibronectina, albumina e transferrina. A IL-6 ndo est4 envolvida sé nas respostas
inflamatérias e imunologicas, mas desempenha fungdo na hematopoiese, desenvolvimento
embrionario, metabolismo dsseo e em outros processos bioldgicos. A sua secrecao € estimulada
por IL-1, TNFa, espécies reativas de oxigénio (EROs), DAMPs e PAMPs via receptor TLR. O
gene IL-6 possui varios ligantes que o expressao, incluindo o NF-xB (HIRANO, 2021). Muitos
estudos mostram que a intensificagdo da produgdo de IL-6 pode desempenhar papel patologico
e contribuir para a cronificagao das doengas infamatdrias, sendo um dos exemplos a produgao
excessiva do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), levando a angiogénese e
permeabilidade vascular aumentada. Uma vez inibida, é observado uma melhora os sintomas
da doenga e normaliza a producdo das proteinas de fase aguda (HASHIZUME et al., 2009;
NISHIMOTO, 2008; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

Outra citocina que merece destaque ¢ o TNF-o uma potente citocina liberada em
resposta a um agente agressor. Seus receptores estao presentes em células de diversos orgaos,
como no figado, estimulando a produgdo de proteinas de fase aguda, e no hipotalamo,
estimulando a liberacdo do horménio liberador corticotropico induzindo a febre (KANY;
VOLLRATH; RELJA, 2019). O TNF-a ¢ responsavel pela vasodilatacio e perda da
permeabilidade vascular, o que influencia no aumento do nimero de células no local da lesao,
também regulam as quimiocinas CXCL1, CXCL2 e CXCLS5 e a expressdao de moléculas de
adesdo celular. Sendo um pivo central da resposta inflamatoria, sabe-se que o excesso na
secre¢do dessa citocina leva ao desenvolvimento de doenga inflamatoria intestinal, psoriase,
artrite reumatoide, asma, cancer, doencgas infecciosas e outras doengas autoimunes (ARANGO-
DUQUE; DESCOTEAUX, 2014). Estudos publicados, demonstraram que em células neuronais
a inibi¢ao de TNF-a leva ao alivio da dor, bem como, a utilizagao de antagonistas levam a uma
melhora de doencas inflamatorias como psoriase, doenga de Crohn ou artrite reumatoide
(ZHANG; AN, 2007).

As citocinas pertencentes a familia dos interferons (INF) sao divididas em trés classes,
INF tipo I, II e III. Dentre o tipo I, duas citocinas possuem maior relevancia, INF-a e INF-f3, no
INF tipo II apenas uma tnica citocina, INF-y. O termo interferon, originou-se ha muito tempo,
devido a comprovagdo da capacidade dessas citocinas em inibir a replicagdo viral. O INF-y

possui um papel importante na ativagdo de macrofagos tanto na resposta imune inata quando
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adaptativa. As principais células que secretam essa citocina incluem, natural killer, linfocitos
T, macrofagos e dendriticas. A ativagdo de IFN-y no processo inflamatorio, facilita a expressao
de iNOS e a producao de citocinas pro-inflamatodrias (KAK; RAZA; TIWARI, 2018; ROMERO
etal., 2010).

A resolugdo da inflamacdo ¢ alcancada devido a producdo de mediadores com
caracteristicas anti-inflamatorias, como por exemplo a secre¢ao das citocinas IL-4 e IL-13. As
interleucinas IL-4 e IL-13 sdo encontradas adjacentes uma a outra no cromossomo 5 em
humanos, suas fungdes sdo muito parecidas, atuam em respostas imunes do tipo 2, incluindo a
diferenciagdo de células T CD4 em Th2, produgdo de IgE e polarizagdo de macrofagos M1 para
M2 (BAO; REINHARDT, 2015; HEEB; EGHOLM; BOYMAN, 2020). A diferenciagdo em
células Th2 por IL-4 e IL-13 ¢ regulada pela indugdo da fosforilagdo do sinal transdutor e
ativador de transcricao 6 (STAT6), levando a producgao de citocinas do tipo 2 (OUYANG et al.,
2000; BAO; REINHARDT, 2015). Tanto a IL-4 quanto a IL-13 estdo ligadas a diminui¢do de
varios mediadores inflamatorios e de dor, como a IL-1B, NO, TNF-a e prostaglandina E2. Sao
secretadas por diversas células imunologicas como as células T ativadas, mastdcitos, basofilos,

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

1.1.2 SEPSE E CHOQUE SEPTICO

No ano de 1991, foi realizada a primeira conferéncia de consenso do American College
of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine em Northbrook, para elaborar uma
defini¢do para a sepse, € ficou estabelecido que a sepse resultava da sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) a uma infec¢do, sendo adotado como critérios clinicos:
temperatura > 38 °C ou < 36 °C, frequéncia cardiaca > 90/min, frequéncia respiratoria > 20/min
ou PaCO; < 32 mmHg, contagem de glébulos brancos > 12000/mm?* ou < 4000/ mm? ou > 10%
de formas imaturas. Nesta mesma conferéncia foi elaborado também defini¢des para a sepse
grave, classificando como uma disfun¢do organica secundaria a sepse com acidose lactica,
oliguria ou alteracdo do estado mental, e o choque séptico como sendo uma instabilidade
cardiovascular persistente com a necessidade de administragao de vasopressores (BONE et al.,
1992).

Em 2001 uma nova conferéncia ocorreu, e esta expandiu os critérios de diagndsticos
para sepse, mas ndo mudou sua definicdo. Esses critérios estabelecidos foram a febre

(temperatura > 38,3 °C), hipotermia (temperatura < 36 °C), frequéncia cardiaca > 90 bpm;
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taquipneia > 30 bpm, estado mental alterado, edema significativo (> 20 mL/kg/24h),
hiperglicemia (> 110 mg/dL), leucocitose (> 12000/uL) ou leucopenia (< 4000/uL) ou > 10%
de formas imaturas, proteina C reativa (> 2 DP acima do valor normal), e procalcitonina (> 2
DP acima do valor normal), hipotensao arterial (pressdo arterial sistolica <90 mmHg, saturagao
de oxigénio > 70%, hipoxemia arterial PaO»/FIO, < 300); oligria aguda, aumento da
creatinina, anormalidades da coagulagdo, trombocitopenia (contagem de plaquetas <
100000/uL), hiperbilirrubinemia, hiperlactatemia (> 3 mmol/L) e aparecimento de manchas.
Nessa mesma conferéncia propuseram também o sistema P.I.R.O. (do inglés P — predisposition,;
I — infection; R — inflamatory response; O — organ disfunction), assim categorizando o paciente
quanto aos fatores que causam predisposicao a sepse, o agente agressor, o grau da disfuncao
organica e as respostas inflamatorias desencadeadas pelo hospedeiro. Também estabeleceram
0s novos critérios para o choque séptico em adultos e criangas, no qual em adultos ¢ uma
insuficiéncia circulatdria caracterizada por hipotensdo persistente (pressao arterial sistolica <
90 mmHg, pressao arterial média < 60 ou redugdo da pressdo arterial sistolica > 40 mmHg) e
em criangas ¢ definido como uma taquicardia apresentando diminui¢ao da perfusdo, alerta
alterado, manchas, extremidades frias e oliguria (LEVY et al., 2003).

Com todos os avancos cientificos que se tem sobre a sepse € o melhor entendimento
sobre biologia celular, bioquimica, imunologia, hematologia e fisiopatologia levou as diversas
mudangas na defini¢do da sepse e choque séptico, o que contribui para um melhor diagnodstico
e tratamento (GYAWALI; RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019). Assim, em 2014 diversos
especialistas no assunto reuniram e propuseram novas defini¢cdes sobre sepse e choque séptico,
0 documento ¢ conhecido como Sepsis-3 e substitui as definigdes implantadas nos documentos
publicados em 1992 e 2003. Portanto, atualmente a sepse € definida como uma disfuncao
organica que gera risco para a vida, desenvolvida por uma resposta desregulada a uma infecgao.
J& o choque séptico ¢ um estado onde hd um risco maior de mortalidade do que na sepse,
anormalidades circulatérias, celulares e metabolicas apresentam uma maior intensidade
(SINGER et al., 2016).

Para um melhor manejo clinico e a avalia¢do da disfung@o dos 6rgdos causada na sepse,
o documento Sepsis-3 utiliza a Avaliagdo Sequencial de Faléncias de Orgdos (Sequential Organ
Failure Assessment — SOFA), sendo que um aumento de 2 ou mais pontos no escore do SOFA
esta associado a uma maior mortalidade dos pacientes (SINGER et al., 2016). O SOFA ¢
baseado em seis escores diferentes, abordando os sistemas respiratorios, da coagulacdo,
hepatico, cardiovascular, neurologico e renal (Tabela 1). Cada escore possui uma pontuacao

que vai de 0 a 4 pontos e o aumento € proporcional a disfungdo ou falha dos 6rgaos. O objetivo
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do SOFA nio ¢ prever o desfecho dos pacientes, embora esteja ligado que o aumento do escore
leve a uma maior mortalidade destes, mas sim, avaliar a faléncia dos 6rgaos (LAMBDEN et
al., 2019). O SOFA ¢ um sistema muito utilizado na terapia intensiva, porém muitos
profissionais da saude desconhecem ou nao sabem utilizar, para isso foi desenvolvido na
conferéncia Sepsis-3 o quick SOFA (qSOFA), uma ferramenta mais simples que pode ser
facilmente utilizada em ambientes extra-hospitalar, emergéncias ou enfermarias. O qSOFA
avalia trés parametros clinicos, frequéncia respiratoria > 22/min, escala de coma de Glasgow <
15 ou pressao arterial sistolica < 100 mmHg, se o paciente apresentar pelo menos 2 desses
critérios o profissional da saude deve investigar melhor a disfun¢do dos o6rgios e avaliar o

encaminhamento para terapia intensiva.

Tabela 1 — Pontua¢do da avalia¢do sequencial de faléncias de 6rgdos na sepse.

) Pontuacio
Sistemas 0 1 ) 3 4
Respiratoério
<200 com
Pa0,/FIO, (mmHg) >400 <400 <300 suporte <1 OV%;?IE tf,)‘rlfoorte
ventilatorio
Coagulacio
Plaquetas x 103/ uL >150 <150 <100 <50 <20
Hepatico
Bilirrubina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 >12,0
Dopamina  Dopamina 5,1 —
<5 ou 15 ou epinefrina  Dopamina >15 ou
. PAM>70 PAM<70 dobutamina <0,1 ou epinefrina >0,1
Cardiovascular e Ay
mmHg mmHg (qualquer norepinefrina ou norepinefrina
dose) <0,1 >0,1 (ug/kg/min)
(ng/kg/min) (ng/kg/min)
Neurolégico
Escala de coma de 15 13 -14 10-12 6-9 <6
Glasgow
Renal
Creatinina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 20-34 3,5-49 >5,0
Volume urinério <500 <200

(mL/dia)

Legenda: PaO,: pressdo parcial de oxigénio; FIO,: fracdo de oxigénio inspirado; PAM: pressdo arterial média;

Fonte: Singer et al. (2016).
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O choque séptico ¢ definido pela Sepsis-3 como um subconjunto da sepse e esta
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 pressao arterial
média de 65 mmHg ou superior € o nivel de lactato sérico superior a 2 mmol/L (> 18 mg/dL)
na auséncia de hipovolemia. Os critérios clinicos adotados para a conclusdo do choque séptico
foram hipotensdo e hiperlactatemia, uma combina¢do no qual ¢ possivel detectar disfuncao
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 compreensdo da fisiopatologia da sepse
aprimorou-se a capacidade da sua defini¢do, bem como os estudos epidemiologicos e
farmacoldgicos tiveram grandes avangos. Por muito tempo se acreditava que a sepse levava a
uma resposta inflamatéria desproporcional ao agente infeccioso, e isso era a patogénese central
da doenca, atualmente sabe-se que além da resposta inflamatoria excessiva também ha uma
imunossupressdo, desregulacdo da homeostasia e disfun¢do celular (GYAWALI,
RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; POLL et al., 2017).

Como toda resposta inflamatodria, na sepse também ha inicialmente uma ativagao do
sistema 1nato do hospedeiro. Células como leucocitos, células epiteliais e endoteliais
reconhecem os patogenos através dos PAMPs, resultando na ativag¢do de vias de transdugao e
sinalizagdo intracelular, o que leva a producao de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-
1B, IL-6, IFN-y, IL-8 e MCP-1, além de mediadores que danificam o tecido, como NO, EROs
e ERNs. As citocinas ativam leucocitos, sistema do complemento, moléculas de adesdo e as
proteinas de fase aguda. Posteriormente a essa fase, em um processo inflamatério normal a
homeostase ¢ retomada, no entanto, na sepse a resposto imune ¢ exacerbada e ndo resolvida
(GYAWALI, RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; POLL et al., 2017). Nessa inflamagao
exacerbada ocorre a liberagdo 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 ativagdao imunologica e disfuncao organica (POLL et al.,
2017). As células dendriticas apds contato com o patégeno, apresentam o antigeno as células
linfocitos T naive (Th), essas proliferaram e se diferenciam em Thl, Th2 e Th17. As células
Thl produzem TNF-a, IL-2, IL-12, IFN-y e leucotrienos, por outro lado as células Th2
produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, citocinas imunomoduladoras. Um desequilibrio entre
a produgdo das citocinas Th1 e Th2 levam a uma supressdo imunologica, observada em estagios
avancados da sepse. Da mesma maneira, a producdo de citocinas IL-17 pelas células Th17, sao

responsaveis pela inducao da produgao de citocinas pro-inflamatdria, IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a, esse
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desequilibrio aumenta a probabilidade do hospedeiro de adquirir infecgdes hospitalares e o nao

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

Figura 3 — O sistema imune na fisiopatologia da sepse.
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Legenda: Apos a invasdo do patdogeno, os macrofagos liberam citocinas pro-inflamatorias. Essas células também
liberam citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-B, que contrabalancam a respostas imunologicas
excessivas. Patdgenos bacterianos e mediadores pro-inflamatorios promovem a ruptura da barreira epitelial,
exacerbando a inflamagdo. As quimiocinas, como IL-8 e MCP-1, ativam e promovem a migragdo de neutr6filos
para o local da inflamagdo. Os mediadores liberados por neutrofilos intensifica a lesdo em 6rgdos. As células DCs
imaturas se transformam em sua forma madura e apresentam antigenos para as células T, assim como os
macrofagos. As células T ativadas se diferenciam em incluem Thl, Th2 e Thl7, gerando perfis de citocinas
distintos. As DCs também podem produzir citocinas pro e anti-inflamatorias. Na sepse, as células imunes sofrem
apoptose, levando a um ambiente imunossupressor. IFN-y: interferon-gama; IL, interleucina; TNF-a: fator de
necrose tumoral alfa; TGF-f: fator transformador de crescimento beta; NO: ¢xido nitrico; MPO: mieloperoxidase;
EROs: espécies reativas de oxigénio; ERNs: espécies reativas de nitrogénio; MCP-1: proteina quimiotatica de
mondcito-1. DC: células dendriticas; Th: células T. Fonte: Adaptado de Aziz et al. (2013).
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A ativagdo do complemento também ¢ um componente essencial da imunidade para
remover um agente agressor, no entanto na sepse essa ativacao leva a danos teciduais e eventos
tromboticos. O dano exacerbado no endotélio, proteinas bacterianas e citocinas inflamatorias
ativam o fator tecidual, que aciona a via extrinseca da coagulacdo sanguinea. O estado
protrombdtico que ocorre na sepse leva uma coagulacdo intravascular disseminada e ao
bloqueio da microvasculatura, esse bloqueio vascular obstrui o fluxo sanguineo o que leva a
hipoxia e a faléncia dos 6rgaos e isso esta associado com uma maior mortalidade dos pacientes
sépticos (CHANG, 2019).

A sepse e o choque séptico sdo considerados doengas fatais que acomete o mundo
todo, sendo a principal causa de morte nas unidades de terapias intensivas (UTIs). No Brasil,
ndo se sabe ao certo a quantidade de pacientes com sepse. Estima-se que 30% dos leitos sdo
destinados a pacientes com choque séptico ou sepse, ainda o Instituto Latino-Americano para
Estudos da SEPSE (ILAS) estima que a letalidade seja proxima aos 50% (VIANA;
MACHADO; SOUZA, 2017). Essas condigdes elevam os gastos hospitalares, ¢ esta
diretamente ligado a gravidade do quadro de sepse. Nos Estados Unidos, a sepse ¢ considerada
uma das principais causas dos gastos hospitalares, com aproximadamente US$ 24 bilhdes por
ano (RUDD et al., 2020). No Reino Unido, estima-se que € gasto anualmente £ 15,6 bilhdes
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 incidéncia e mortalidade em 195 paises
ocasionada pela sepse entre os anos de 1990 e 2017. Os resultados mostraram que houve uma
reducdo de 18,8% nos casos de sepse e 29,7% no numero de mortes entre os anos avaliados,
sendo que 2017 apresentou uma estimativa de 48,9 milhdes de casos e 11,0 milhdes de mortes.
A causa mais comum de sepse, independentemente da idade ou sexo, foram as doencas
diarreicas e a causa de morte foram as infecgdes respiratorias. Entre todos os casos de sepse a
maior incidéncia ¢ no sexo feminino, com 26,2 milhdes de casos, ja o numero de 6bitos ocorre
no sexo masculino, com 5,8 milhdes de mortes. A maior incidéncia ocorre em paises com
indice socioecondmico médio baixo, representando 41,5 milhdes dos casos em 2017 (RUDD et
al., 2020).

Para o tratamento da sepse ndo ha uma medicagao especifica, e sim um combinado de
diferentes terapias, como antimicrobianas, anti-inflamatorias, 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 sdo os antimicrobianos, eles devem ser iniciados logo apos
diagnostico. Devem ser administrados antibidticos de amplo espectro, com o objetivo de tratar
todos os patdogenos possiveis (DUGAR; CHOUDHARY; DUGGAL, 2020). Dentre os
farmacos com agao anti-inflamatoria utilizados na sepse estao os glicocorticoides, estes também
possuem a¢ao imunossupressora (BECKER, 2013). Os glicocorticoides sao sintetizados de
forma endogena pela glandula suprarrenal e possuem atividades no metabolismo de
carboidratos e de proteinas, além disso possuem efeitos na regulagao do mecanismo de defesa
do organismo. Dentre os glicocorticoides exdgenos mais conhecidos estao a hidrocortisona,
prednisona e dexametasona. Possuem ag¢@o inibitoria no processo inflamatorio, atuando na
reducdo da sintese dos mediadores pro-inflamatoérios como TNF-a e interleucinas, recrutamento
de células e inibigdo dos genes responsdveis pela expressao da ciclooxigenase-2 (COX-2) e
iNOS. Essa inibi¢do ocorre por exemplo, pela intera¢do do corticoide com fatores de transcri¢ao
nuclear, como o NF-kB e proteina ativadora 1 (AP-1), impedindo que eles se desloquem até o
nucleo das células e que ocorra a expressao dos genes que codificam a maioria dos mediadores
pro-inflamatérios (ANNANE et al., 2019; WILLIAMS, 2018). Os corticoides sdo amplamente
utilizados em pacientes com doen¢a de Addison, em alergias, rinite, conjuntivite, eczema, atrite
reumatoide, doengas inflamatorias intestinais, anemias hemoliticas, neoplasias, doenca do
enxerto versus hospedeiro e redu¢do de edema cerebral (TIMMERMANS; SOUFFRIAU;
LIBERT, 2019).

Na sepse os glicocorticoides inicialmente eram usados em altas doses para o controle
do processo inflamatério, mas com o decorrer dos anos foi verificado que a reducdo da dose e
um maior tempo de administracdo aumentou a sobrevida dos pacientes (GYAWALI;
RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019; VENKATESH et al., 2018). Dentre os glicocorticoides
utilizados na sepse esta a dexametasona, no entanto ainda ndo se tem conclusoes 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 clinico randomizado,
que utilizou 3.658 pacientes com sepse, no qual foi administrado infusdo intravenosa de
hidrocortisona (200 mg/dia) em 1.832 pacientes. Esse estudo foi realizado em hospitais da
Australia, Reino Unido, Nova Zelandia, Arabia Saudita e Dinamarca. Apos 90 dias do inicio
do estudo, ndo foi possivel observar diferenca entre a mortalidade dos pacientes incluidos no
grupo tratado e grupo controle (placebo). Entretanto, foi evidenciado uma melhora na resolugao

do choque séptico, menor quantidade de transfusdes sanguineas, redu¢do no tempo de
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permanéncia na UTI e o tempo médio para a cessar a ventilagdo mecanica no grupo tratado
(VENKATESH et al., 2018)

Em uma revisdo sistematica, realizada para avaliar o uso de glicocorticoides em
criangas e adultos com sepse e choque séptico, incluiram 61 estudos clinicos randomizados, no
qual obteve um nimero de 12.192 participantes. Em conclusdo geral obtida pela revisdo, os
corticosteroides reduzem a mortalidade por todas as causas analisadas em 28 dias e 90 dias,
além de reduzir o tempo de internagdao na UTI e hospital. Os autores declaram a evidéncia de
certeza moderada, pois de todos os estudos analisado, apenas 19 foram julgados como baixo
risco de viés. Em relagdo aos diferentes corticoides avaliados (hidrocortisona,
metilprednisolona, prednisolona e dexametasona), ndo foi encontrado diferenga entre os grupos
na mortalidade dos pacientes e nenhum dos ensaios incluidos definiu a sepse pelo documento
Sepsis-3 (ANNANE et al., 2019). Em outro estudo realizado recentemente também por revisao
sistematica, 12.304 pacientes foram incluidos através dos artigos selecionados, dos quais foram
tratados com hidrocortisona, hidrocortisona mais fludrocortisona, metilprednisolona,
prednisolona, dexametasona e betametasona. Os resultados dessa revisdo mostraram que o uso
de corticoides nao reduziu a mortalidade dos pacientes em 28 dias, para os estudos que
incluiram esse tempo de tratamento, porém na analise dos demais estudos resultou em uma
diminui¢do significativa na mortalidade intra-hospitalar e na UTI, além de um aumento de dias
sem vasopressor, tempo sem ventilagdo, reversao 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 alteracdes em dose e tempo de administracao (iniciar mais
cedo) desses farmacos podem melhorar a sobrevida dos pacientes. No entanto, alguns estudos
analisados possuiam potencial risco de viés, o que direciona que estudos clinicos mais
detalhados ao uso de corticoides devem ser realizados para sepse e choque séptico (LIANG et

al., 2021).

1.1.3 IMIDAS CICLICAS

Os compostos pertencentes a classe das imidas ciclicas possui o grupo —CO-N(R)-CO-
. Oradical (R) pode ser um atomo de hidrogénio, 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 varias propriedades bioldgicas, como antibacteriano, antifiingico,

antiviral, analgésico, antitumoral, anti-inflamatorias, ansioliticas, 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 revisao, Neha e Wakode (2021) apresentaram diversos
compostos ciclicos com atividade anti-inflamatoéria, entre eles, as imidas ciclicas. Os estudos
demonstraram, que esses compostos possuiram atividade inibitoria 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 macréfagos, compostos
derivados da maleimida e anidrido maleico isolados da espécie de fungo Antrodia cinnamomea,
apresentaram potencial de inibi¢ao na produ¢do de NO pelos macréfagos quando estimuladas
com LPS (WU et al., 2008, 2013).

O composto N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (Figura 4) ¢ um produto sintético
obtido diretamente pela reagao de anidrido 3,4-dicloromaleico e aminofenazona com acido
acético sob refluxo. Este apresentou efeito antinociceptivo usando o modelo de contor¢ao
induzido por 4cido 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
(inotropicos e metabotropicos) estio envolvidos nos efeitos antinociceptivos (QUINTAO et al.,

2010).

Figura 4 — Estrutura quimica do composto N-antipirina-3,4-dicloromaleimida.
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Fonte: Fonte: Mahle et al. (2010).

Mahle et al. (2010) sintetizaram vinte e dois compostos através da reagdo da N-
antipirina-3,4-dicloromaleimida com aminas especificas em etanol, sob agitacdo, overnight em
temperatura ambiente, todos os compostos obtiveram rendimentos satisfatorios. 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 patogénicos, com valores

de concentragdo inibitoria minima entre 40 e 100 mg/mL.

1.1.4 REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

As revisdes da literatura sdo métodos de pesquisa que utilizam informagdes de
resultados ja publicados, principalmente em periddicos, e tem como objetivo fundamentar ou
responder uma pergunta. Dentre os tipos de revisdes temos as narrativas e as sistematicas
(ROTHER, 2007). Esses dois tipos de revisdes diferem entre si, principalmente pela elaboracao
da pergunta de pesquisa, pelo modo de busca dos artigos que compde a revisao, pela avaliagao
de risco de viés e a analise dos artigos selecionados (UMAN, 2011).

As revisOes sistematicas sao utilizadas para compilar e sintetizar as evidéncias de
estudos primarios de uma forma onde se tenha uma precisao e confiabilidade nos resultados.
As maiores produgdes sdo de ensaios clinicos randomizados, porém ha um aumento também
nas revisoes de trabalhos de coorte, caso-controle, transversal, série e relato de casos. As
revisoes sistematicas além de atualizar um determinado assunto, também fornecem informagoes
para possiveis mudangas de protocolos clinicos e instigam a realizagdo de novas pesquisas
(BRASIL, 2012; GALVAOQ; PEREIRA, 2014; HIGGINS et al., 2011; LIBERATI et al., 2009).
As revisOes sistematicas, tem como caracteristicas responder uma pergunta especifica de
pesquisa, usar métodos sistematicos e critérios de elegibilidade para selecionar os estudos
primarios, avaliar os riscos de viés de cada estudo, apresentar de forma sistematica as
caracteristicas dos resultados que foram incluidos e quando possivel utilizar métodos
estatisticos (meta-analise) (LIBERATI et al., 2009). O termo meta-analise ¢ usado quando em
uma revisdo sistematica ¢ empregado andlise estatistica para gerar um Unico efeito, utilizando
dois estudos ou mais. Em muitas revisdes ¢ empregado a meta-analise, mas algumas nao,
dependendo do estudo ndo ¢ recomendado utilizar o método estatistico, isso pode até gerar
conclusoes erroneas. Geralmente a meta-analise & conduzida em ensaios clinicos randomizados,
por fornecerem um alto nivel de evidéncia (AHN; KANG, 2018; BRASIL, 2012).

A Satde Baseada em Evidéncias ja ¢ usada hd muito tempo pelos profissionais da

saude, para isso sdo utilizados sistemas que estabelecem o nivel e a for¢a da evidéncia. Essas
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evidéncias sdo classificadas em diferentes niveis dependendo do desenho do estudo e o impacto
de cada um. A visualiza¢do mais comum dos niveis de evidéncia é em formato de piramide,
comumente conhecida como piramide da evidéncia (Figura 5A). O grau de evidéncia ¢ menor
na base da piramide e cresce de forma gradual até o topo, onde temos os estudos com maior
grau de evidéncias. Na base da piramide estdo os estudos de ciéncia basica (experimental) e de
casos, seguidos de caso-controle, coorte, ensaios clinicos randomizados e no topo as revisoes
sistematicas ¢ meta-analise. No entanto, dependendo do estudo, ele pode ter algum risco de
viés, mesmo sendo um ensaio clinico randomizado, que estaria mais ao topo da piramide,
enquanto em um estudo de coorte pode ter menos risco de viés, assim, uma nova proposta de
piramide 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 evidéncia. Outra mudanga, foi a retirada da revisdo sistematica e a meta-analise
do topo da piramide, e colocadas em forma de lupa sobre todos os outros tipos de estudo
primarios (Figura 5B), isso representa como os estudos dever ser avaliados e aplicados, uma

vez que a revisdo sistematica e meta-analise sdo sinteses de estudos primarios (MURAD et al.,

2016).

Figura 5 — Pirdmide das evidéncias cientificas.
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Fonte: Adaptado de Murad et al. (2016).

Nos ultimos anos, diversas revisoes sistematicas foram elaboradas, a fim de extrair

com mais precisdo os dados que diariamente sdo produzidos e publicados na area da saude.
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Porém, uma revisdo que apresenta uma qualidade elevada, deve ser desenvolvida seguindo
alguns passos. Para isso temos Manual Cochrane de Revisdes Sistematicas da Intervencao
(HIGGINS et al., 2011) e os Principais Itens para Relatar uma Revisdo Sistematica e Meta-
analise (PRISMA) (PAGE et al., 2021).

O primeiro passo para realizar uma revisdo sistematica ¢ definir uma pergunta de
pesquisa, a especificacdo detalhada da pergunta requer varios componentes-chave, no qual
podem atender o acrénimo PICO (Populagao, Intervencao, Comparacao e Desfecho [do inglés
outcome]) (AHN; KANG, 2018; HIGGINS et al., 2021). A populacdo, representa quem sera
avaliado no estudo, a quem se destinam os resultados da revisdo que esta sendo realizada. A
intervengdo deve ser bem definida e descrita, para que ndo ocorra tendenciosidades no estudo,
j& a comparagdo pode ser uma terapia ou placebo. O desfecho ou resultado, ¢ o que cada estudo
encontra no final da sua andlise, geralmente ¢ avaliado a mortalidade, complicagdes ou alta
hospitalar (BARBOSA et al., 2019).

Toda revisao sistematica deve ser registrada em uma base de dados com o intuito de
diminuir o risco de viés e duplicidade de publicagdo de um mesmo tema. Nessa base, o
pesquisador também consegue visualizar um panorama dos estudos que estdo em andamento.
Dentre as bases de registros de protocolos temos o PROSPERO (/nternational Prospective
Register of Systematic Reviews), a qual foi disponibilizada no ano de 2011 e ja ¢ recomendado
por muitos periddicos na area da saude (PACHECO et al, 2018; HIGGINS et al., 2021).

Ap0s definir a pergunta e registrar a revisdo, deve-se definir a estratégia de busca, ou
seja, as palavras-chaves e as bases de dados que a pesquisa sera feita. Deve ser elaborado
também os critérios de inclusdo/exclusdo, para que ocorra a selecdo dos artigos. A pesquisa
geralmente ¢ iniciada com a leitura dos titulos a cegas por pares de revisores, posteriormente €
realizada a leitura dos resumos e por fim o trabalho na integra. A extracdo dos dados ¢ um passo
muito importante para o desenvolvimento da revisdo, deve ser feita no minimo por dois
pesquisadores para ter mais transparéncia em todo o processo € menos tendenciosidades, se
houver divergéncia entre os dois, um terceiro pesquisador pode resolver a discrepancia ou por
consenso dos pares. Os dados coletados devem ser precisos, completos e acessiveis para futuras
atualizagdes da revisdo e para compartilhamento de dados (AHN; KANG, 2018; BARBOSA et
al., 2019; HIGGINS et al., 2021).

Posteriormente, € necessario avaliar a qualidade das evidéncias, ou seja, o risco de viés
que cada trabalho selecionado pode apresentar. Para avaliar esses riscos, sdo utilizadas
ferramentas previamente elaboradas, como o Rob 2 da Cochrane utilizada para estudos clinicos

randomizados. O Rob 2 classifica os riscos em: viés decorrente do processo de randomizagao,
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viés devido a desvio das intervengdes pretendidas, viés devido a falta de dados de resultado,
viés na medicdo do resultado e viés na selecdo do relato (HIGGINS et al., 2021). Outra
ferramenta utilizada para avaliacdo do viés de relato ¢ a Consort Statement, no qual os
pesquisadores devem sinalizar se os estudos incluidos na revisao apresentam ou nao um risco
de viés, a lista € composta de trinta e sete itens (SCHULZ; ALTMAN; MOHER, 2010). Outras
ferramentas de analise de ricos também sdo conhecidas, como o ROBINS-1 utilizado em
estudos de intervengdes nao randomizados, 0o GRADE, que avalia a qualidade da evidéncia para
cada desfecho, ferramentas disponiveis para estudos observacionais como STROBE e o proprio
PRISMA para avaliar revisdes (AHN; KANG, 2018; BARBOSA et al., 2019; HIGGINS et al.,
2021; PAGE et al., 2021). Esta analise de risco gera uma maior confiabilidade dos estudos, se
eles forem tendenciosos o resultado da revisdo também ndo sera definitivo, o que instiga a
realizacdo de mais estudos que apresentem um menor risco de viés para responder a pergunta
de pesquisa que foi proposta. As conclusdes que sdo geradas em uma revisdo sistematica de
qualidade, fornecem uma maior confianga para tomar decisdes na pratica clinica,
proporcionando novas estratégias para a saide e da base para futuras pesquisas (AHN; KANG,

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

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DA N-ANTIPIRINA-3 4-
DICLOROMALEIMIDA E SEUS DERIVADOS EM MODELO IN VITRO
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2.1 INTRODUCAO

O processo inflamatdrio compreende em uma cascata de eventos que funcionalmente
¢ iniciada pelo organismo em resposta a algum agente agressor, sendo induzido mecanicamente,
quimicamente ou biologicamente. Esse processo ¢ caracterizado pelas fases de inducao, pico e
resolugdo da inflamacdo (NETEA ef 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 inflamag¢ao quando persistentes
e ndo resolvido, ndo s3o apenas tipicos de doengas inflamatorias classicas, mas também uma
caracteristica de varias condi¢gdes humanas como a doenca de Alzheimer, aterosclerose,
doengas cardiovasculares e cancer (SUGIMOTO et al., 2016). De acordo com o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), seis em cada dez adultos na América t€ém uma doenca
cronica, tendo um gasto de aproximadamente US $ 3,5 trilhdes anualmente (CDC 2018). As
doengas com maior prevaléncia mediadas por inflamagdo cronica sdo a diabetes, doencas
cardiovasculares, artrite e doencas articulares, alergias e doenga pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) (PAHWA et al., 2020).

O uso de medicamentos para combater a inflamacao sdo conhecidos hé séculos. Hoje
em dia muitos desses medicamentos anti-inflamatorios estdo disponiveis no mercado, sendo
estes oriundos de produtos naturais ou sintéticos, quimicamente classificados como agentes
esteroidais e ndo esteroidais (HANKE et al., 2016). Entre janeiro de 1981 a setembro de 2019,
cinquenta e trés novos compostos tiveram indicagdo para o tratamento de doengas inflamatdrias,
sendo destes, trinta e oito eram de origem sintética (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Nesse contexto, tem crescido o estudo das imidas ciclicas e seus analogos, fato
relacionado ao vasto potencial de aplicagdes desses compostos no campo da farmacologia. Os
compostos pertencentes a classe das imidas ciclicas, 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 ¢ um
produto sintético da classe das maleimidas, obtido diretamente pela reagdo de anidrido 3,4-
dicloromaleico ¢ aminofenazona com acido acético sob refluxo (de CAMPOS et al., 2002).
Diversas moléculas baseadas nas imidas ciclicas, como a N-antipirina-3,4-dicloromaleimida
vem demonstrando resultados promissores, principalmente em relacdo a atividade
antinociceptiva, incluindo a redu¢do da dor causada por um processo inflamatério (QUINTAO

et al., 2010). No entanto, existem algumas lacunas no conhecimento dos efeitos anti-
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inflamatérios desses compostos. Assim como o efeito dessas classes de compostos sobre as
citocinas com perfis pro e anti-inflamatdrios, bem como a a¢ao dos compostos na principal via
de sinalizagao inflamatoria conhecida, a do NF-kB.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos anti-inflamatorios do
composto N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e seus derivados, em modelo in vitro com

macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GERAL

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

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

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade dos compostos derivados da N-antipirina-3,4-
dicloromaleimida em cultura de macréfagos RAW 264.7;

Avaliar a capacidade dos compostos derivados da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida
de inibir a concentragdes de metabodlitos do 6xido nitrico (NOx) em cultura de macrofagos
RAW 264.7;

Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre as citocinas pro-inflamatorias:
IL-1B, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-a, INF-y em cultura de macréfagos RAW 264.7;

Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre as citocinas anti-inflamatorias:
IL-4 e IL-13 em cultura de macréfagos RAW 264.7;

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

do NF-kB em cultura de macréfagos RAW 264.7.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 COMPOSTOS UTILIZADOS

Os compostos utilizados neste estudo foram fornecidos pela professora Dra. Fatima de
Campos Buzzi do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF) da
Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI) — Itajai, Santa Catarina, Brasil . Os compostos
foram sintetizados através da reacdo da N-antipirina-3,4-dicloromaleimida com aminas
especificas em etanol, sob agitacdo, 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 quimica de N-antipirina-3,4-dicloromaleimida e derivados.
o HsC
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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: Mabhle et al.,
(2010).
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2.3.2 CULTURA CELULAR

Células murinas RAW 264.7 (macrofagos) 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 pg/mL de estreptomicina, mantidas em
garrafas para cultura celular a 37 °C em atmosfera umidificada em estufa com 5% de COs,.
Antes dos experimentos, foi realizado o ensaio de exclusao com azul de Tripan para verificar a
viabilidade celular. Os experimentos foram conduzidos entre a 3% ¢ a 8* passagem das células,

com uma confluéncia maior de 80%.

2.3.3 CITOTOXICIDADE

Os efeitos citotoxicos dos compostos foram avaliados utilizando o ensaio de MTT
colorimétrico (MOSMANN, 1983). As células RAW 264.7 foram dispostas em placa de 96
pocos (5 x 10* células/poco), e incubadas a 37 °C com 5% de CO, durante 24 horas. Apos o
periodo de incubacdo, os macréfagos foram tratados com diferentes concentragdes dos
compostos 1-6 (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 uM). Os controles receberam as mesmas
concentracdes de dimetilsulfoxido (DMSO) que foi utilizado para preparar as respectivas
solucdes dos compostos (< 1%). As células foram novamente incubadas por mais 24 horas.
Posteriormente, o meio foi descartado, e a solucdo de MTT (0,5 mg/mL) adicionada a cada
poco, seguindo-se a incubagdo durante aproximadamente 3 horas em estufa. Decorrido o tempo,
a solucao de MTT foi descartado, e 0o DMSO adicionado para dissolver os cristais de formazan
formados. A densidade optica 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 concentracdo citotdxica que matou 50% das células (CCso) foi
calculada por meio de uma andlise de regressdo nao linear utilizando o software Prism 6.0

(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
2.3.4 DOSAGEM DE METABOLITOS DE OXIDO NITRICO (NOx)
Para a quantificagao in vitro dos metabdlitos de Nox, os macrofagos RAW 264.7 foram

cultivados em placa de 96 pogos (5 x 10* células/pogo) por 24 horas. As culturas foram

submetidas nas seguintes condigdes: (a) controle branco (B) células ndo inflamadas; (b)
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controle negativo (LPS) células inflamadas; (c) controle positivo (DEX), células pré-tratadas
com dexametasona (10 uM); e (d) grupos experimentais, células pré-tratadas com os compostos
(1-100 uM). Apo6s 1 hora, as células foram estimuladas com 1 pg/mL de LPS (exceto o grupo
controle branco, que recebeu somente PBS estéril), e foram incubadas em estufa por 24 horas
a 37 °C com 5% de CO». Em seguida, o sobrenadante foi coletado e transferido para uma placa
de 96 pogos (100 puL) e o reagente de Griess (100 pL) foi adicionado e incubados a temperatura
ambiente durante 15 minutos (GREEN ef al., 1982). A densidade oOptica a 540 nm foi
determinada e através da interpolagdo de uma curva padrao de nitrito (0-100 uM) em meio
DMEM e os resultados expressos em uM. Apds a obtencdo dos resultados, foi determinada a
concentragdo de cada composto capaz de inibir 50% da produ¢ao de NOx, por meio do software
Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Os compostos que apresentaram ICso > 50
uM foram eliminados dos experimentos subsequentes, pois ndo demonstram uma agao anti-

inflamatoria significativa (JIANG et al., 2013).

2.3.5 DOSAGEM DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS (IL-1B, IL-6, MCP-1 (CCL2),
TNF-0, INF-y) E ANTI-INFLAMATORIAS (IL-4 E IL-13)

Para verificar o perfil de imunomodulagdo de citocinas inflamatorias e anti-
inflamatorias, os macrofagos RAW 264.7 foram cultivados em placa de 24 pocos (1 x 10°
células/poco) por 24 horas. As culturas foram submetidas nas seguintes condi¢des: (a) controle
branco (B), células ndo inflamadas; (b) controle negativo (LPS), células inflamadas; (c) controle
positivo (DEX), c€lulas pré-tratadas com dexametasona (10 uM); e (d) grupos experimentais,
células pré-tratadas com os compostos (1-30 uM). Ap6s 1 hora, as células foram estimuladas
com 1 pg/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 °C para posterior dosagem. A concentragdo (pg/mL) das citocinas IL-1p, IL-
4 e IL-13 no sobrenadante foram quantificadas utilizando kits de ELISA disponiveis
comercialmente (IL-1p Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA e IL-4 e IL-13 Peprotech,
Rocky Hill, New Jersey, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. Curvas-padrdo com
concentragdes conhecidas de cada citocina IL-1B (0,8 — 1000 pg/mL), IL-4 e IL-13 (0-1000
pg/mL) tiveram suas densidades oticas determinadas, permitindo a quantificagao 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 quantificagao das citocinas IL-6, MCP-1 (CCL2),
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TNFa e IFN-y 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 instrug¢des do fabricante. Curvas-padrao com concentragdes conhecidas de cada citocina (0
— 5000 pg/mL) tiveram suas densidades dticas determinadas. As amostras foram analisadas em
citometro de fluxo BD FACSVerse (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e quantificadas por
meio do software FCAP Array versao 3.0 (BD Biosciences, Sao Jose, CA, EUA) e os valores

expressos em pg/mL.

2.3.6 DETERMINACAO DA FOSFORILACAO DA SUBUNIDADE p-p65 DO NF-«kB

Para a determinacdo in vitro da proteina p65 fosforilada, os macréfagos RAW 264.7
foram cultivados em uma placa de 6 pogos (2 x 10° células/poco) por 24 horas. As culturas
foram divididas em grupos: (a) controle branco (B), células ndo inflamadas; (b) controle
negativo (LPS), células inflamadas; (c) controle positivo (DEX), células pré-tratadas com
dexametasona (10 uM); e (d) grupos experimentais (células pré-tratadas com os compostos a
30 uM). A dose de 30 uM foi usada com base nos resultados obtidos na dosagem das citocinas
realizadas anteriormente. Apos 1 hora, as células foram estimuladas com 1 pg/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 auxilio 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 concentragdo de proteina (10 pg) e foram transferidas
para microplacas de ELISA contendo anticorpos monoclonais especificos contra a proteina p65
fosforilada (Invitrogen, phosphor-NFkB p65 [pS536], San Diego, California, EUA). O
protocolo experimental foi realizado seguindo as orientagdes do fabricante. Os resultados foram
expressos pela razdo do resultado do grupo controle negativo (solugdo salina), que representou

a expressao basal da proteina p65 fosforilada.

2.3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatorios foram expressos por média + erro padrao
da média (EPM) e os experimentos foram realizados em triplicata e quadruplicata. As
diferengas estatisticas dos parametros analisados entre os grupos controles e grupos tratados

com os compostos foram realizadas por meio do teste de andlise de variancia (ANOVA)
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complementado pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados foram analisados utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism® versao 6.0 (San Diego, Califoérnia, EUA). Para todas as

analises, 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 concentracdes que até 50% dos macréfagos RAW 264.7 sofrem morte celular
(CCsp), (Tabela 2). Com o CCsp determinada através do ensaio de viabilidade celular,

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

RAW 264.7.

Figura 7 — Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos 1-6 em macrofagos RAW 264.7.
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Legenda: B: células tratadas com DMSO estéril a 1%; Compostos: células pré-tratadas com os compostos 1-6 em
diferentes concentragdes, sem outra estimulagdo; * 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 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NOx)

A triagem inicial dos compostos na producao de NOx, como parametro inflamatorio, foi
realizado por meio de uma curva dose-resposta (1, 3, 10, 30 e 100 uM) para determinar a
concentragdo inibitoria de 50% (Clso). Os compostos que apresentaram Clso superior a 50 uM
foram considerados nao possuidores de atividade anti-inflamatoria € nao continuaram nas
experimentacds. Em paralelo, uma curva dose-resposta também foi realizada com o controle
dexametasona e o Clso calculado deste medicamento.

Os compostos (1-6) inibiram significativamente a producdo de NOx em concentragdes
de 1 a 100 uM (p <0,0001) (Figura 8). No entanto, quando a Clso, foi calculada, apenas os
compostos 1, 3 e 5 (Tabela 2) tem a capacidade de inibir a produ¢do de NOx de uma mandeira
significativa (Clso < 50 uM) (% de inibicao - (1): 1 uM: 40,64 + 6,92; 3 uM: 43,41 +2,47; 10
uM: 39,69 £ 7,92; 30 uM: 81,31 £3,80 ¢ 100 uM: 91,11 £4,07; (3): 1 uM: 50,70 £ 4,46; 3 uM:
50,03 +£4,55; 10 uM: 52,80 + 5,07; 30 uM: 77,75 £ 3,79 e 100 uM: 94,33 £+ 3,59; (5): 1 uM:
51,15+ 3,07; 3 uM: 49,66 = 5,11; 10 uM: 53,27 + 3,59; 30 uM: 64,21 £ 5,25 e 100 uM: 69,05
+ 3,70) (p <0,0001). Portanto, os compostos 1, 3 ¢ 5 foram usados nos experimentos

subsequentes.
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Figura 8 — Curva dose-resposta dos compostos 1-6 sobre os niveis 6xido nitrico (NOx) em
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS.
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Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 pg/mL); DEX: células pré-
tratadas com dexametasona (10 uM) e estimulados com LPS (1 pg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os
compostos 1-6 diferentes concentragdes e estimulados com LPS (1 pg/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 — Avaliagdo da viabilidade celular (CCso) e efeitos inibitdrios na produgdo de NOx
(ClIs0) dos compostos 1-6 em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS.

Compostos CCsouM Clso utM
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 PRODUCAO DE CITOCINAS
PRO-INFLAMATORIAS (IL-1f, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-a E INF-y)

Os resultados demonstram, que todos os trés compostos (1, 3 € 5) nas concentragdes
testadas foram capazes de inibir significativamente a producao de IL-1B (% de inibi¢do - (1): 1
uM: 81,97 +3,49; 3 uM: 81,42 + 1,40; 10 uM: 86,30 + 4,74 ¢ 30 uM: 94,80 + 2,56; (3): 1 uM:
71,66 £ 11,36; 3 uM: 77,35 £ 7,19; 10 uM: 81,30 £ 6,18 ¢ 30 uM: 93,78 + 1,63; (5): 1 uM:
78,32 £1,91 ;3 uM: 84,73 £2,26; 10 uM: 76,29 £ 2,36 ¢ 30 uM: 84,61 £ 0,40) (p <0,0001). A
dexametasona testada a 10 uM também foi capaz de inibir este parametro inflamatério de forma
significativa (p <0,0001) (Figura 9a).

Em seguida as citocinas IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-a, IFN-y foram medidas pelo
método de citometria de fluxo. Os compostos 1 e 3 apresentaram potencial inibitorio nos niveis
de IL-6 em todas as concentragdes (% de inibicao - (1): 1 uM: 7,86 + 10,65; 3 uM: 26,15 +
7,70; 10 uM: 44,27 = 7,22 ¢ 30 uM: 70,47 + 3,47; (3): 1 uM: 28,43 + 0,43; 3 uM: 39,72 +
16,34; 10 uM: 46,99 + 2,32 e 30 uM: 81,96 + 3,45) (p <0,05), enquanto o composto 5 nao
reduziu as concentracdes de IL-6 quando comparado ao grupo LPS (p >0,05). O grupo controle
dexametasona foi capaz de inibir esse parametro inflamatorio na concentragdo testada (p
<0,0001) (Figura 9b).

O efeito dos compostos nas concentragdes da citocina MCP-1, conforme observado na
Figura 9c, mostrou que os compostos 1 e 3 obtiveram efeitos inibitorios importantes quando

testados na concentragdo de 30 puM (% de inibicao - (1): 30 uM: 19,72 + 3,69; (3) e 30 uM:
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16,02 + 5,53), (p <0,001). O composto 5 em todas as concentracdes testadas, bem como a
dexametasona na dose testada, ndo apresentaram inibicao significativa desta citocina (p >0,05).

O efeito dos compostos nas concentragdes de TNF-o também foi determinado (Figura
9d). Considerando esses resultados, todos os compostos testados em todas as concentragdes
foram capazes de reduzir a produgao dessa citocina pré-inflamatéria (% de inibigdo - (1): 1 pM:
28,56 £ 3,34; 3 uM: 24,62 + 3,50; 10 uM: 31,84 + 7,59 e 30 uM: 33,30 + 10,54; (3): 1 uM:
25,29 +5,42; 3 uM: 26,07 £ 6,22; 10 uM: 27,75+ 7,14 € 30 uM: 34,35 +2,99; (5): 1 uM: 32,32
+2,66 ;3 uM: 35,56 +2,53; 10 uM: 34,20 + 0,65 ¢ 30 uM: 37,03 £ 7,78), (p <0,0001). O grupo
controle de dexametasona também foi capaz de reduzir esse parametro inflamatério (p
<0,0001). Curiosamente, os niveis de IFN-y produzidos pelas células RAW 264.7 estimuladas
com LPS ndo sdo 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, nao foi capaz de inibir os
niveis de citocinas pro-inflamatdrias importantes como IL-6 ¢ MCP-1 neste momento, este

composto nao foi testado nos experimentos subsequentes.
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Figura 9 — Efeito dos compostos 1, 3 e 5 nos niveis de IL-1p, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-a e INF-y em macréfagos RAW 264.7 estimulados com
LPS.
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Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 pg/ml); DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 uM) e estimulados com LPS (1
pg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os compostos em diferentes concentragdes (1-30 uM) e estimulados com LPS (1 pg/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 PRODUCAO DE CITOCINAS
ANTI-INFLAMATORIAS (IL-4 E IL-13)

Observou-se nos experimentos a seguir a capacidade dos compostos selecionados (1 e
3) em estimular a producdo de citocinas com perfil anti-inflamatério. O composto 1, nas
concentragdes de 10 e 30 uM foi capaz de induzir a producdo de IL-4 quando comparado ao
grupo controle LPS (% de aumento - 10 uM: 39,47 + 6,11 e 30 uM: 39,12 + 10,30), (p <0,001),
(Figura 10a). Por outro lado, o composto 3, em todas as concentragdes testadas, nao produziu
este efeito (p >0,05) (Figura 10a). No entanto, o composto 3 mostra a capacidade de induzir a
produgdo de IL-13 (% de aumento - 3 uM: 276,99 £ 115,98; 10 uM: 312,27 + 123,40 ¢ 30 uM:
353,35 + 98,52), (p <0,05) (Figura 10b), fato ndo observado com o composto 1 (p >0,05),
(Figura 10b). A dexametasona ndo foi capaz de induzir a produ¢do 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 niveis de IL-4 e IL-13 em macrofagos RAW 264.7
estimulados com LPS.
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Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 pg/mL); DEX: células pré-
tratadas com dexametasona (10 uM) e estimulados com LPS (1 pg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os
compostos 1 e 3 em diferentes concentragdes (1-30 uM) e estimulados com LPS (1 pg/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 FOSFORILACAO DA p65 DO
NF-xB

Neste experimento, os compostos testados 1 e 3 reduzem significativamente a
fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB (% de inibicdo - (1): 85,98 + 12,62 ¢ (3): 92,59 +
9,52) (p <0,001) (Figura 11). O anti-inflamatorio de referéncia dexametasona também reduziu

a fosforilagdo dessa proteina (p <0,05), (Figura 11).

Figura 11 — Efeito dos compostos 1 ¢ 3 na fosforilacdo da subunidade p65 do NF-«kB em
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS.
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Legenda: B: células sem nenhum tratamento; LPS: células estimuladas com LPS (1 pg/mL); DEX: células pré-
tratadas com dexametasona (10 uM) e estimulados com LPS (1 pg/mL); Compostos: células pré-tratadas com os
compostos 1 ¢ 3 (30 uM) e estimuladas com LPS (1 pg/mL). # p <0,05 vs grupo B; * p <0,05 e ** p <0,01 vs
grupo LPS. Os resultados foram expressos como média = EPM ¢ os experimentos foram realizados em
quadruplicata. Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.5 DISCUSSAO

Até os dias de hoje, tem-se buscado por compostos para o tratamento de doengas
inflamatoérias refratarias ao tratamento convencional, destacando alternativas mais seguras e
com menor nimero de efeitos colaterais. Nesse contexto, compostos que apresentam a¢ao na
repolarizagdo de células diretamente envolvidas com o equilibrio do sistema imunolégico como
os macrdfagos sio promissores (HU et al., 2021; KIVIMAKI et al., 2021; L1 et al., 2021). Essas
células s3o um elo fundamental entre as respostas imunes inatas e adaptativas e, além disso, sao
fontes de moléculas inflamatorias com perfil pr6é e anti-inflamatorio (SCHULTZE, 2016;
SHIRATORI et al., 2018). Nos ultimos tempos, pesquisadores tém voltado sua atengdo para
mediadores com perfil anti-inflamatdrio produzidos por macrofagos devem ser a resposta para
o melhor tratamento de doencas inflamatorias refratarias ao tratamento convencional, uma vez
que o proprio tratamento das doengas inflamatdrias permanece insatisfatoério (SHIRATORI et
al., 2018; SUGIMOTO et al., 2019; PEI et al., 2021; WANG et al., 2021). No local da lesao,
os macrofagos tém a capacidade de adquirir fendtipos funcionais distintos, dependendo do tipo
de estimulo que recebem. O fenétipo M1 tem a capacidade de apresentar antigenos, produgado
de citocinas pré-inflamatorias como IL-1p, TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-12 e 6xido nitrico por
ativacdo de iNOS (AHMED, ISMAIL 2020). O fenoétipo M2 ¢ uma das cé€lulas responsaveis
pela resolugdo do processo inflamatorio, com liberacao principalmente de citocinas reparadoras
de anti-inflamatorios como IL-4, IL-13, IL-10 e TGF- (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018).
A grande maioria dos alvos terapéuticos em desenvolvimento para tratar a inflamagao busca
inibir mediadores pro-inflamatorios, seja pela inibi¢do da producao, liberagdo ou interagdo com
seus receptores-alvo (HANKE et al., 2016).

Os compostos da classe das imidas ciclicas sdo utilizados hd muito tempo pela
indlstria e na area farmacoldgica. Dentre esses compostos, a subclasse de maleimidas
apresentam potencial terapéutico como antifingico, antibacteriano e inseticida (CECHINEL-
FILHO et al., 2003; HARGREAVES; PRITCHARD; DAVE, 1970). Nos ultimos anos, esses
compostos também tém sido investigados por sua acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria,
principalmente N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (de CAMPOS et al., 2002; QUINTAO 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 antifingica e nociceptiva.
Curiosamente, nesses experimentos, muitos compostos produziram uma redugao significativa

na segunda ou ultima fase do teste da formalina, um ambiente inflamatoério orquestrado pela
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liberagdo de mediadores inflamatérios (KIDD; URBAN, 2001). Nesse contexto, decidimos
investigar mais profundamente o possivel efeito anti-inflamatorio dos seis compostos
selecionados sobre os niveis de importantes mediadores inflamatorios secretados por
macrofagos.

Os compostos N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (1), N-antipirina-3-cloro-4-(3,4-
dicloroanilina)maleimida (3), ¢ a N-antipirina-3-cloro-4-(4-metoxianilina)maleimida (5)
mostraram resultados mais pronunciados na produgao de metabolitos do 6xido nitrico (NOXx),
como indicativo da agdo anti-inflamatoria dos compostos. O 6xido nitrico ¢ um radical livre
produzido pelas enzimas NOS. A iNOS, pertencente a familia NOS, ¢ estimulada por citocinas
pro-inflamatérias e LPS, gerando quantidades significativas de NOx, sendo fundamental na
resposta inflamatéria (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 inibitorio sobre os niveis de NOx produzidos
por macrofagos induzidos com LPS (WU et al., 2008). Alguns anos depois, 0 mesmo grupo de
pesquisa também demonstrou o mesmo efeito inibitorio de outros derivados da maleimida do
fungo Antrodia cinnamomea BCRC 36799 na produgdo de o6xido nitrico em macrofagos
RAW264.7 ativados por LPS (WU et al., 2013). Refor¢ando nossos resultados, em um estudo
anterior, esses compostos foram testados em diferentes modelos inflamatorios € neuropaticos
de dor em camundongos, e os resultados mostraram ac¢des antinociceptivas e anti-inflamatorias
significativas (QUINTAO et al., 2010).

Posteriormente, com base neste primeiro resultado, apenas os compostos 1, 3 e 5 foram
avaliados quanto ao seu possivel efeito na producao de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatoérias. Dentre estes, os compostos selecionados foram capazes de inibir os niveis de IL-
1B e TNF-a. No entanto, esta inibi¢cdo ndo mostrou um perfil dependente da dose. As citocinas
pro-inflamatérias sdo liberadas no inicio do processo inflamatorio, principalmente por
macrofagos com fenotipo M1. Estdo envolvidos no processo de dor, ativacdo de proteinas
inflamatorias, recrutamento de células para o local da lesdo, além de induzir a producdo de
outras citocinas pré-inflamatorias (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018; ZHANG; AN, 2007).
E bem conhecido que o LPS ¢ um forte indutor do fator de necrose tumoral-o. (TNF) e
interleucina-1p (FROST; NYSTROM; LANG, 2002). Durante a resposta inflamatoria, essas
duas citocinas sao rapidamente desreguladas como a primeira resposta inata contra a invasao
do hospedeiro. Além disso, ha evidéncias de que a IL-1P potencializa a agdo do TNF-a,
produzindo modificagdes significativas nos receptores do TNF (SAPERSTEIN et al., 2009).

Por outro lado, os niveis de citocinas pré-inflamatérias IL-6 e MCP-1 foram inibidos apenas
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pelos compostos 1 e 3, e INF-y ndo foi inibido por nenhum composto nas concentragdes
testadas. Em outro estudo, também realizado com células RAW 264.7 estimuladas com LPS e
tratadas com compostos ftalimidas, derivados de imidas ciclicas, analisadas pela técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), mostrou que a expressao de
citocinas pro-inflamatorias IL-1 e TNF-o foram significativamente suprimidos quando os
macrofagos foram tratados com esses compostos (BACH et al., 2017).

Além disso, nossos resultados mostraram que os compostos 1 e 3 inibem
significativamente a fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB no citosol celular dos
macrofagos. Esta bem estabelecido que a expressdo de mediadores inflamatorios, como as
citocinas ¢ estritamente controlada pelas vias de sinalizagido MAPK/NF-kB (DAI et al., 2018).
Em estados fisiologicos normais apds a exposicao a estimulantes inflamatdrios, como o LPS, o
NF-«B ¢ ativado do citosol celular e transmigra para o nucleo, onde se liga as regides
promotoras que induzem a transcri¢do de muitos genes inflamatérios (ZHAO et al., 2015). Um
estudo realizado com a N-etilmaleimida, que possui capacidade alquilante para cisteinas,
mostrou que o uso desse composto induziu a inibi¢ao do NF-xB devido a sua seletividade de
alquilagdo principalmente na subunidade p65, bem como na p50 (GARCIA-PINERES;
LINDENMEYER; MERFORT, 2004).

Os macrdfagos do tipo M2 tém papel inverso ao do tipo M1, pois apresentam atividade
moduladora, regulando negativamente as citocinas pro-inflamatérias e induzindo a produgao
de mediadores anti-inflamatorios (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). A mudanga da
populacdo de macréfagos, de M1 para M2, ¢ um fendmeno interessante e depende de muitos
fatores que naturalmente precisam de mudangas significativas no contexto inflamatorio. Nossos
resultados, ndo s6 mostraram a capacidade do composto selecionado em reduzir a producao de
citocinas com perfil pro-inflamatorio (M1), mas também mostraram a capacidade de estimular
a producdo de citocinas com perfil anti-inflamatorio (M2), no qual o composto 1 estimula
significativamente a produgado de IL.-4 e o composto 3 tem a capacidade de estimular a produgao
de IL-13. Pelo que sabemos, esta € a primeira vez relatado na literatura que derivados de
maleimida apresentam caracteristicas imunomoduladoras. Os resultados de nossos
experimentos levam a hipdtese de que os compostos selecionados tém a capacidade de induzir
uma mudanca no fenétipo do macréfago (M1 para M2), uma vez que o ambiente de citocinas
foi completamente alterado com redugdo significativa das citocinas M1, inibicdo do NF-kB e,
ao mesmo tempo, aumento dos niveis das citocinas M2. Essa alteracdo da polarizacdo do

macrofago do fendtipo inflamatorio (M1) para o anti-inflamatério (M2) pode ter implicagdes
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notaveis para a regeneragdo do tecido lesado, tratamento de doengas inflamatdrias e alivio de

doengas autoimunes.
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2.6 CONCLUSAO

Os compostos N-antipirina-3,4-dicloromaleimida (1) e N-antipirina-3-cloro-4-(3,4-
dicloroanilina)maleimida (3) apresentam importante atividade anti-inflamatéria in vitro com
base na capacidade de inibir a producdo de citocinas pré-inflamatérias e, a0 mesmo tempo,
aumentar os niveis de citocinas com perfil anti-inflamatorio. Esses achados nos permitem
concluir que esses dois compostos podem ser prototipos para o desenvolvimento de farmacos
visando doencas inflamatoérias onde o sistema imunoldgico e a polarizagao dos macréfagos tém

papel central.
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CAPITULO 3

EFEITO DA DEXAMETASONA NA MORTALIDADE EM PACIENTES
ADULTOS E IDOSOS COM SEPSE: UMA REVISAO SISTEMATICA
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3.1 INTRODUCAO

A sepse ¢ atualmente definida como uma disfun¢do organica fatal, causada por uma
infeccdo com resposta desregulada do hospedeiro, provocando anormalidades fisiologicas,
patoldgicas e bioquimicas. Ja o choque séptico ¢ definido como um subconjunto de sepse no
qual as anormalidades ao metabolismo circulatorio e celular sdo mais graves, aumentando
significativamente o risco de morte para o paciente. Assim, o choque séptico ¢ considerado uma
condi¢do mais grave, com maior probabilidade de morte que a sepse isolada (POLL et al., 2017,
SINGER et al., 2016).

Na pratica clinica, a sepse € 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 pressao arterial média de 65 mmHg ou
maior ¢ niveis séricos de lactato maiores que 2 mmol/L (> 18 mg/dL) na auséncia de
hipovolemia (NAPOLITANO, 2018). As taxas de mortalidade por sepse hospitalar sio maiores
que 10%, enquanto as taxas por choque séptico sao maiores que 40%. Estima-se que 5 milhdes
de pessoas morrem anualmente de sepse em todo o mundo. Nos Estados Unidos, os custos
hospitalares devido a sepse representaram mais de US $ 24 bilhdes por ano (BRENT, 2017;
RUDD et al., 2020).

O tratamento inicial para sepse ¢ a administragdo precoce e adequada de
antimicrobianos. Sinais e sintomas clinicos, culturas microbioldgicas apropriadas e técnicas de
imagem relevantes devem ser usadas para determinar a fonte da infec¢do. O uso do
antimicrobiano adequado no inicio do tratamento reduz significativamente o risco de morte
(HOTCHKISS et al., 2016). Outros tratamentos adicionais podem ser uteis, como
vasopressores € inotropicos nos casos de choque séptico, ventilagdo mecanica para sepse
desenvolvida por pneumonia grave e terapia de substitui¢do renal nos casos em que ha lesao
renal aguda (BRENT, 2017). Atualmente, diversos estudos estdo em andamento para produzir
um medicamento que possa bloquear os fendmenos inflamatorios exagerados e descontrolados
e consequente o dano endotelial caracteristico da sepse (HOTCHKISS et al., 2016).

Os corticosteroides sao utilizados hd muito tempo na terapia intensiva para choque
séptico. Na década de 1980, foram realizados ensaios clinicos para avaliar os beneficios de
protocolos de tratamento em altas doses em um curto espaco de tempo com dexametasona em
pacientes sépticos, e a conclusdo foi que esses protocolos ndo eram eficazes. Desde entdo,

varios estudos tém demonstrado que pequenas doses de corticosteroides diminuem a
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necessidade de vasopressores para manter a homeostase cardiovascular, melhorando o estado
clinico dos pacientes (SHAIKH et al., 2012).

Os glicocorticoides inibem a inflamagao por diferentes mecanismos € podem atuar
como imunossupressores, dependendo do protocolo de tratamento. Alguns dos glicocorticoides
mais utilizados s3o a metilprednisolona, dexametasona e a hidrocortisona (FINK; WARREN,
2012). O uso de glicocorticoides como agentes anti-inflamatorios administrados nos casos de
sepse tem uma longa historia, mas ndo foi possivel estabelecer clinicamente se esse tratamento
¢ eficaz (MARIK, 2018). O efeito especifico da dexametasona na sepse ainda nado esta 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 producao dos
efeitos farmacolédgicos desejados (GUPTA, BHATIA, 2008; GIBBISON et al., 2017).

Nesse contexto, o objetivo desta revisdo sistematica foi esclarecer se a glicocorticoide
dexametasona ¢ eficaz na redugdo 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 ha evidéncias que o uso de
dexametasona ¢ eficaz na redu¢@o da mortalidade quando utilizada como terapia complementar

em pacientes com sepse ou choque séptico.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar busca em bases de dados da literatura de artigos relacionados ao uso de
dexametasona em pacientes com sepse ou choque séptico;

Verificar a correlagdo entre a terapia com dexametasona ¢ 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 METODOS

Esta revisdo sistematica foi conduzida de acordo com o Manual Cochrane de Revisdes
Sistematicas da Interven¢ao (HIGGINS et al., 2011) e PRISMA (LIBERATI et al., 2009). O
objetivo ¢ responder a seguinte pergunta: Qual ¢ o efeito da dexametasona na mortalidade em
pacientes adultos e idosos com sepse em comparagdo com a mortalidade em pacientes que nao
usam terapia anti-inflamatdéria? O protocolo deste estudo foi registrado no banco de dados
PROSPERO (www.crd.york.ac.uk/PROSPERQO/) (nimero de registro: CRD42018088150). Os
critérios do PICO (populagdo, intervengao/exposi¢do, comparagao e desfecho) e as questdes de
pesquisa utilizadas para determinar as palavras-chave e a estratégia de pesquisa estdo

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Descrigdo dos critérios do PICO e pergunta da pesquisa definida para revisdo
sistematica.

Parametros Descricio

Populacao Pacientes com sepse, masculino e feminino, maiores de 18 anos

Intervencdo  Tratamento com dexametasona, sem restrices quanto a via de administracdo ou
protocolo de tratamento

Comparagdo Pacientes que ndo receberam nenhum protocolo de tratamento com dexametasona

Desfecho Mudangas na taxa de mortalidade

Pergunta de Qual é o efeito da dexametasona na mortalidade de pacientes adultos ¢ idosos com
pesquisa sepse em comparagao com pacientes que ndo usam terapia anti-inflamatoria?

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.1 REVISAO DA LITERATURA

Uma pesquisa sistematica 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 atualizagao foi realizada em 1
de novembro de 2019. Foi utilizado termos de pesquisa, palavras-chave ou titulos de assuntos
médicos relacionados a estratégia de busca PICO (paciente, intervencdo, comparagdo 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);

- Intervengdao (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);

- Comparacao (C) - Nenhuma interven¢ao anti-inflamatoria (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 referéncia Mendeley® (RELX Group, Nova York, EUA) para

posterior andlise € organizagao.

3.3.2 CRITERIOS DE SELECAO

Artigos duplicados ou triplicados foram excluidos da andlise usando Mendeley®.
Quando disponiveis, informacdes sobre titulos e resumos eram suficientes. Os artigos foram
lidos na integra, para identificar os critérios de inclusdo. Os ensaios clinicos que atenderam aos
seguintes critérios foram incluidos:

1) Ensaios clinicos controlados ou randomizados, realizados em humanos;

2) Artigos totalmente publicados (resumos publicados nao foram incluidos);

3) Artigos publicados em inglés;

4) Amostra de estudos composta apenas por pacientes com diagnostico de sepse ou
choque séptico (acima de 18 anos);

5) Dexametasona como tratamento (em qualquer protocolo de tratamento);

6) Avaliagdao da mortalidade dos pacientes (resultado do estudo).
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3.3.3 EXTRACAO DOS DADOS

Os artigos que atendiam a todos os critérios de inclusdo foram lidos cuidadosamente
por trés revisores independentes para garantir a extracdo adequada dos dados. Os seguintes
dados foram extraidos:

1) Lugar;

2) Periodo de coleta de dados;

3) Desenho do estudo;

4) Tamanho e perdas da amostra;

5) Caracteristicas de intervencao/exposi¢do (protocolo de tratamento);

6) Idade e sexo dos pacientes;

7) Mortalidade;

8) Principais resultados;

Apbs a estratificagdo dos dados brutos, os autores correspondentes dos artigos que
atendiam aos critérios de inclusdo para esta revisdo foram contatados para obter mais
informagdes. Quando ndo havia dados adicionais dos autores, esses artigos foram excluidos
desta revisdo. Os dados extraidos dos trabalhos finais selecionados foram organizados em

planilhas do Microsoft Excel® pelos revisores e verificados.

3.3.4 AVALIACAO CRITICA

As avaliacdes de risco de viés foram realizadas com a ferramenta Cochrane
Collaboration (LIBERATI et al., 2009) e a qualidade da notificagdo foi avaliada com a lista de
verificagdo CONSORT de possivel viés (SCHULZ; ALTMAN; MOHER, 2010). A primeira
ferramenta analisa o risco de ocorréncia dos seis dominios de viés: viés de selecao, viés de
desempenho, viés de detecgdo, viés de atrito, viés de relatorio e outro viés. A revisao foi
conduzida por trés revisores e os estudos foram classificados como tendo alto, baixo ou incerto
risco de viés. A segunda ferramenta consiste em uma lista de verificagdo que abrange aspectos
de todas as se¢Oes de um ensaio clinico, desde o titulo até a discussao, entre outras informacdes
importantes. Cada item relatado corretamente recebeu uma pontuacao de 1 ou 0 e, no final, cada
estudo teve uma pontuagdo final (faixa possivel de 0 a 37 pontos). As divergéncias entre os

autores na atribuicdo de escores foram resolvidas por discussdo até chegar a um consenso.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 RESULTADOS DA PESQUISA

A pesquisa bibliografica identificou inicialmente 13.999 registros (2.224 no PubMed,
9.641 no Scopus, 366 no Cochrane ¢ 1.768 no Web of Science). Artigos repetidos foram
excluidos e os demais 11.808 artigos foram selecionados. Apds a leitura dos titulos, 11.511
artigos foram excluidos. Posteriormente, os resumos foram lidos e foram excluidos 258 artigos.
39 artigos foram avaliados através do texto completo e 6 foram selecionados. Desses artigos,
trés apresentaram dados incompletos e os autores foram contatados para solicitar mais dados
(CICARELLI; BENSENOR; VIEIRA, 2006; FUNK et al., 2014; SPRUNG et al., 1984). Esses
dados adicionais ndo foram fornecidos pelos autores. Por fim, foram incluidos 3 artigos
(CICARELLI; VIEIRA; BENSENOR, 2007; LUCAS; LEDGERWOOD, 1984; SCHUMER,

1976). O processo de selegao ¢ mostrado na Figura 12.

Figura 12 — Fluxograma do processo de pesquisa, triagem e sele¢do de literatura para ensaios
elegiveis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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As caracteristicas dos trés estudos incluidos na revisdo sdo mostradas na Tabela 4. Para

facilitar os artigos foram numerados da seguinte forma: Cicarelli, Vieira e Bensefior (2007) (1);

Schumer (1976) (2); Lucas e Ledgerwood (1984) (3).

Tabela 4 — Caracteristicas dos estudos.

Estudo 1 2 3
Pais Brasil Estados Unidos Estados Unidos
Tratamento Dexametasona Dexametasona Dexametasona
Design de estudo/ Paralelo ECR/ Paralelo ECR/ Estudo de caso
indice de qualidade (%) CONSORT: 41 CONSORT: 32 CONSORT: 35
~ Pacientes com Pacientes com Pacientes com sepse
Populacio o -
choque séptico choque séptico severa
Sexo M/F M/F M/F
Idade (anos) 6127 22-84 Nao incluido
Tamanho amostral (n) 29 172 48
~ 0,6 mg/kg 3 mg/kg 6 mg/kg
Intervencio - Doses (n=14) (n = 43) (n = 23)
Solugdo salina 0,9% 100 cc de salina . . _
Controle - Doses (n=15) (n = 86) Nao incluido (n = 25)
Duraciao da intervencao 108 24 48

(horas)

Resultados (intervencio
vs controle)

| Mortalidade

| Mortalidade

<> Mortalidade

Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Bensefior (2007); 2: Schumer (1976); 3: Lucas e Ledgerwood (1984). ECR: ensaio
clinico randomizado; |: Reducdo; <»: Sem diferenga. Fonte: Elaborado pelo autor.

Em 2007, Cicarelli, Vieira e Bensefior 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 trés doses em intervalos de 36 horas de
dexametasona (n = 14); e o grupo placebo, que recebeu solucio salina a 0,9%, trés doses em
intervalos de 36 horas (n = 15). Os pacientes receberam terapia convencional em relagdo a
esquemas de antibidticos, hemoculturas e critérios de alta. Testes clinicos e laboratoriais foram

realizados diariamente durante todo o estudo. Os pacientes foram avaliados durante a internagao
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na UTI quanto a duragdo do suporte vasopressor (escore SOFA para sistema cardiovascular de
dois ou mais), tempo de ventilagdo mecadnica e mortalidade. Todos os pacientes que
desenvolveram choque séptico refratario foram excluidos do estudo e a administragdo 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 indice de
mortalidade em 21% em comparacdo com o grupo placebo, para o qual se obteve uma
mortalidade de 67%. O grupo de tratamento mostrou uma tendéncia apds 28 dias para a reducao
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 incluido nesta revisao.
A pesquisa foi realizada com 172 pacientes nos Estados Unidos, entre 1967 e 1975. Os
pacientes foram diagnosticados com base no historico de casos, pressdo arterial e hemocultura.
O estudo foi um ensaio clinico 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 administracao de placebo e dexametasona, portanto o
grupo metilprednisolona foi excluido. O grupo placebo (n = 86) recebeu soro fisioldgico
sozinho e o grupo de dexametasona (n = 43) recebeu 3 mg/kg do medicamento em soro
fisiologico. O tratamento foi administrado como infusdo em bolus unico através de um cateter
venoso central. O antibidtico administrado nos primeiros anos do estudo (1967-1969) foi a
cloromicetina, 48 pacientes receberam este tratamento: 24 no grupo controle € 12 no grupo
dexametasona. Em 1970, os pacientes comegaram a receber a combinagdo 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 infusao de solugao eletrolitica balanceada
(BES) para restaurar os déficits de volume plasmatico. Nos casos em que apresentavam anemia,

a administracdo de concentrado de hemadcias estava associada a terapia. Os pacientes foram
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divididos em dois grupos: 25 pessoas no grupo nao tratado e 23 que receberam dexametasona.
O tratamento foi iniciado como um bolus de 2 mg/kg, seguido de uma infusdo de 2 mg/kg/24
horas por dois dias, resultando em uma dose total de 6 mg/kg/48 horas. A administra¢ao nao
ficou cega. O diagndstico de choque séptico foi determinado por pressao arterial sistdlica abaixo
de 80 mmHg. Quatro pacientes foram excluidos do tratamento por necrose. Bicarbonato de
sodio e suplementacdo de calcio foram administrados conforme necessario para corrigir acidose
e hipocalcemia. Foi administrada terapia antibiotica composta por aminoglicosideo,
clindamicina e penicilina G. Esses tratamentos foram dados a ambos os grupos, conforme
necessario. Foram avaliados: insuficiéncia ventilatoria, pressdo capilar pulmonar, volume
plasmatico utilizando albumina sérica, temperatura corporal e contagem de globulos brancos.
A andlise estatistica entre os dois grupos foi realizada pelo teste t de Student para varidveis
independentes, assumindo significdncia quando o nivel de confianga ultrapassou 95%. A idade
média (55 anos), a gravidade da doenca, o tempo de choque e a causa da sepse foram
semelhantes nos pacientes de ambos os grupos. Os resultados encontrados neste estudo em
relacdo a mortalidade foram 5 pacientes para cada grupo.

Todos os estudos avaliaram a morte como desfecho. Apenas dois (1 e 2) dos trés
estudos observaram uma reducao significativa na mortalidade no grupo tratado em comparagao

ao grupo nao tratado.

3.4.3 AVALIACAO DO RISCO DE VIES E QUALIDADE DOS RELATORIOS

Os resultados do risco de viés pela ferramenta Cochrane Collaboration (HIGGINS et
al.,2011) sdo 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 selecao,
viés de desempenho, viés de deteccdao e outras formas de viés ndo foram identificados. Nao
havia informagdes suficientes para formar julgamentos em relacdo a outros vieses. Por outro
lado, os trés estudos selecionados descrevem dados relacionados a resultados, incluindo perda
e exclusdo da andlise, e, portanto, apresentam um viés de baixo atrito. Eles também deixam
claro que incluiram todos os resultados desejados, dando a eles um baixo risco de viés de relato.

De acordo com a Lista de Verificagdo CONSORT (SCHULZ; ALTMAN; MOHER,
2010) (Apéndice - Tabela Suplementar 2), nenhum dos estudos atendeu a 50% ou mais dos
requisitos aplicaveis. Dois estudos (2 e 3) ndo identificaram o desenho do estudo no titulo.
Todos os ensaios cumpriram todos os requisitos para resumos. Nenhum estudo detalhou como

o tamanho da amostra foi escolhido ou explicou quaisquer analises intermediarias, o0 método
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usado para gerar a sequéncia de alocacdo aleatoria, o tipo de randomizac¢ao, o mecanismo usado
para implementar a sequéncia de alocagdo aleatdria, como a sequéncia de alocacao aleatoria foi
gerada, quem inscreveu os participantes, ou quem designou os participantes para as
intervengoes. Um artigo (3) ndo atendeu aos critérios de elegibilidade para os participantes. O
trabalho 1 ndo estabeleceu medidas e ensaios prévios e secundarios para resultados primarios e
secundarios (1 e 3) e ndo apresentou os métodos estatisticos usados para comparar grupos para
resultados primarios e secundarios.

Dois estudos (1 e 3) ndo incluiram perdas e exclusdes na se¢do "resultados". O nimero
de participantes foi analisado quanto ao desfecho primario em todos os ensaios, o periodo ¢ a
interrupg¢ao do trabalho também foram registrados por todos. Os outros critérios estabelecidos
na secao de resultados ndo foram realizados por nenhum estudo. A generalizacdo dos achados
e a interpretacao consistente com os resultados foram demonstradas em todos os ensaios. Fontes
de financiamento, nimero de registro e protocolo acessivel ndo foram relatados em todos os

ensaios clinicos.

Figura 13 — Resumo do risco de viés pela ferramenta Cochrane.

Identificacdo de participantes e pessoa

v
Q
+—
w) E
Q Q
o
5
= Q
= =] c
f— w —_
2 v
1] =]
o] L <
= © [w}
© = o <
— 0 g ]
o O h L5
5 3 g T 8
< =
> 9 T 3 2
g © T %) (5}
n [\F] @ o] U
) o o 'g v
=] o] Q wv b4
20 o) © Qo v
s § & § 5 & 3
° o k= = E e o
= ® > 3 s «© +
» (] 8] 8] = ] 3
i O o @] = o o
IHERE X E

37?7

-J
-J

90"

Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Bensefior (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 DISCUSSAO

A sepse ¢ classificada como uma disfungdo inflamatoria sist€émica e exacerbada em
resposta a uma infeccdo causada por um hospedeiro, geralmente uma infec¢ao bacteriana, na
qual essa disfuncao pode ser fatal. Na pratica clinica, a sepse é representada por um aumento
na pontuacdo no SOFA de 2 ou mais pontos (BRENT, 2017; POLL et al, 2017). O choque
séptico ¢ definido como um subgrupo da sepse, no qual anormalidades circulatdrias, celulares
e metabolicas estdo associadas a um risco maior de morte do que a sepse isoladamente
(SINGER et al., 2016). Durante a sepse em um paciente, ocorre inflamagao ou supressao imune
simples, bem como reorganizagdo celular e metabolica (POLL et al., 2017). Ainda nao ha
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 a antibioticoterapia ainda ¢ controverso, ¢ defendida por
muitos, mas reprovadas por outros (MARIK, 2018).

A dexametasona ¢ um glicocorticoide com importante efeito imunossupressor,
reduzindo a transcri¢cdo de genes pro-inflamatérios por inibicdo do NF-xB (SCHEINMAN et
al., 1995). Alguns estudos tém focado no uso de corticosteroides para reduzir o processo
inflamatoério sistémico 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 sindrome do desconforto
respiratério agudo também foi estudado. As recomendacdes atuais para o uso de
corticosteroides no tratamento da sepse sdo que essa classe de medicamentos deve ser usada
durante o choque séptico refratario, mas ndo durante a sepse grave na auséncia de choque ou
quando apenas choque leve ¢ observado. Nossa revisdo ndo limitou o uso de dexametasona
apenas a essa condi¢do, mas incluiu estudos que usavam dexametasona em pacientes sépticos
em um estdgio inicial. Nossa escolha de estudar o efeito da dexametasona em vez da
hidrocortisona deveu-se ao fato de que esta droga possui mais poténcia, acao duradoura, efeitos
anti-inflamatorios e mineralocorticoides mais baixos do que a hidrocortisona. Além disso, ndao
causa alteragdes na reabsor¢ao de sodio e ndo interfere no balanco hidrico, evitando possiveis
distarbios do s6dio (SCHIMMER; PARKER, 1996).

Esta revisao sistemadtica foi realizada com trés estudos que incluiram 80 pacientes
adultos com sepse ou choque séptico que receberam dexametasona como intervencdo. Todos
os estudos foram realizados com pacientes em ambiente hospitalar. De todos os artigos

analisados, dois (1 e 2) alcancaram uma redug¢do na mortalidade dos pacientes com
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dexametasona em comparacdo com o placebo. Embora nio tenha sido o foco desta revisao
avaliar outros parametros, os ensaios clinicos mostraram que os pacientes que receberam
dexametasona obtiveram uma melhora na PaO,/FiO; e a duracao da ventilacio mecanica
também foi menor (1 e 3). A producao de lactato (1) e a pressao sanguinea (3) ndo mostraram
diferenca entre os grupos tratado e placebo. A relagdo PaO»/FiO; ¢ importante porque ¢ um dos
parametros para a definicdo do escore SOFA, em que > 400 mmHg tem pontuacdo 0 e <100
mmHg pontuagdo maxima 4. O trabalho de Cicarelli, Vieira e Bensefior (2007) foi o unico a
avaliar os pacientes de acordo com o escore SOFA, mas esse estudo ndo encontrou diferenca
entre o grupo tratado e o placebo. Para determinar o SOFA, ¢ necessario avaliar a relagao
Pa0,/FiO», contagem de plaquetas, pressao arterial, bilirrubina e creatinina sérica, escala de
coma de Glasgow e volume urinario. 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) ndo avaliaram a sepse
através do SOFA porque os artigos foram publicados antes de 1991. Nesse ano, uma
conferéncia definiu os termos sepse com mais precisao do que havia feito até entdo. Através de
dados da literatura e relatdrios de especialistas foi proposto que a sepse pudesse surgir de uma
infec¢do ou ndo, por isso foi denominada sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS).
As manifestagdes clinicas corresponderam a: temperatura corporal acima de 38 °C ou abaixo
de 36 °C; frequéncia cardiaca superior a 90 bpm; taquipneia; e alteracdo na contagem de
glébulos brancos (BONE ef al., 1992). Em 2001, uma nova conferéncia foi realizada para
atualizar as defini¢cOes de sepse e condigdes relacionadas. Uma lista de sinais e sintomas foi
preparada para refletir melhor a resposta clinica, na qual a disfung@o organica pode ser avaliada
pelo SOFA (LEVY et al.,2003), o que explica seu uso no estudo de Cicarelli, Vieira e Bensefor
(2007).

Dos trés artigos selecionados e utilizados nesta revisao, dois concluiram 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 Bensefior (2007), o uso de dexametasona produziu um aumento no efeito da terapia
vasopressora, fato que os autores atribuiram a redu¢do da mortalidade dos pacientes apds 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 comparacao ao placebo. Além disso, concluiu que ndo ha diferenca 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, ndo encontrou diferenca significativa entre

a taxa de mortalidade nos grupos dexametasona e placebo.
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3.6 CONCLUSAO

Esta revisao sistematica usou trés ensaios clinicos randomizados, dois deles publicados
antes de 1991 (o0 ano em que a sepse foi definida com mais precisao). Esse fato levou a um risco
significativo de comparar esses estudos com os mais recentes. Assim, ficou claro que ha
necessidade de mais ensaios clinicos randomizados, focado em terapia adjuvante de sepse, para
chegar a uma conclusdo definitiva sobre esse tratamento clinico ou reduzir os indices de

mortalidade em pacientes com sepse ou choque sistémico.
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CONSIDERACOES FINAIS

A busca por medicamentos anti-inflamatorios com menor efeito adverso ¢ realizada
constantemente no campo cientifico, como o que foi demonstrado no capitulo 2. A proposta de
um novo protdtipo para tratar doencas inflamatorias foi evidenciada neste trabalho, através da
analise de compostos da classe das imidas ciclicas. Essa classe de compostos apresenta diversas
atividades farmacologicas ja evidenciadas, no atual estudo foi observado um perfil
imunomodulador (inibi¢ao de mediadores pro-inflamatorios IL-18, IL-6, MCP-1 (CCL2), TNF-
a e redugdo na fosforilagio da subunidade p65 do NF-kB e a indugdo da produgdo de
mediadores anti-inflamatdrios 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 sao elucidar o mecanismo de agdo 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 macréfagos de M1
para M2, através da analise de marcadores de superficie como o TLR4 (M1) e o receptor de
manose (M2), além da possivel agdo sobre a expressdo e/ou inibicdo de genes caracteristicos
de M1 (iNOS e COX-2) e de M2 (Arginase-1 e FIZZ). Além disso, avaliar essas as moléculas
quanto ao perfil de seguranca em estudos in vivo.

Os resultados demonstrados no capitulo 3, referente ao uso da dexametasona como
adjuvante ao tratamento antimicrobiano para o tratamento da sepse e o choque séptico, apontou
que ainda ¢ 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 reducdo da mortalidade dos pacientes com a terapia de
dexametasona, porém, estes estudos eram antigos. O que reduziu muito a qualidade da
evidéncia encontrada, haja visto que os critérios de definicdo de sepse mudaram muito nos
ultimos anos, além de que, todos os estudos ndo 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 nao ¢ claro o uso desses
medicamentos para o tratamento da patologia. Embora em alguns trabalhos ¢ observada uma
redu¢do na mortalidade, ha ainda necessidade de maior evidéncia do relato. Com a revisao

realizada neste trabalho, exclusivamente com dexametasona em conjunto com o que foi
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encontrado publicado recentemente na literatura, ¢ evidente que mais estudos clinicos devem
ser realizados. Para os estudos futuros, relatar de forma clara o uso de corticosteroides em
diferentes doses, tempo de administragdo (melhor momento para o iniciar o tratamento), a
populagdo analisada (sexo, idade, estagio e causa da sepse), relacionar o uso desses farmacos
com outras terapias e diagnosticar o quadro de sepse com a defini¢do mais recente, Sepsis-3,
evitando com que esses estudos de base cientifica apresentem pouco ou nenhum risco de viés.
Assim, acreditamos que futuramente sera possivel tratar melhor a sepse e choque séptico,
aumentado a sobrevida, a qualidade de vida desses pacientes, além de diminuir o tempo de

internacdo que consequentemente reduzird os gastos hospitalares.
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APENDICE A — Material suplementar do capitulo 1

Ficha complementar 1 - Risco de avaliagdo do viés de acordo com o manual da Cochrane para
0 teste de prevencao.

Critérios de avaliacio - manual Cochrane Baixo risco  Alto risco  Risco pouco claro
Geragao de sequéncia aleatoria - - 1,2¢3
Ocultagao de alocagao - - 1,2¢3
Cegamento de participantes e pessoa - - 1,2¢3
Ocultacao da avaliacdo de resultados - - 1,2e3
Livre de dados de resultados incompletos 1,2e¢3 - -
Relatorios seletivos 1,2e3 - -

Outro viés - - 1,2e3

Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Bensefior (2007); 2: Schumer (1976); 3: Lucas e Ledgerwood (1984).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Ficha complementar 2 - Qualidade da avaliagao dos relatérios de acordo com a lista de
verificagdo CONSORT para os estudos de prevengao.

(continua)
Critérios de avaliacio - lista de verificacgdio CONSORT para ensaios Sim Nao
Titulo e Resumo
Identificar no titulo como um estudo clinico randomizado 1 2e3
Resumo estruturado de um desenho de estudo, métodos, resultados e 1.2e3 i
conclusdes ’
Introducio
Fundamentacao cientifica e explicacao do raciocinio 1,2e3 -
Objetivos especificos ou hipdteses 1,2e3 -
Métodos
Descrigdo do estudo clinico (como paralelo, fatorial) incluindo a taxa de i 1.2e3
alocacao ’
Alteracdes importantes nos métodos apos ter iniciado o estudo clinico (como i 1.2e3
critérios de elegibilidade), com as razdes ’
Critérios de elegibilidade para participantes le2 3
Informagdes e locais de onde foram coletados os dados 1,2e3 -
As intervengdes de cada grupo com detalhes suficientes que permitam a 12¢3 i
replicag@o, incluindo como e quando eles foram realmente administrados ’
Medidas completamente pré-especificadas definidas de desfechos primarios e 1 2e3
secundarios, incluindo como e quando elas foram avaliadas
Quaisquer alteracdes nos desfechos apos o estudo clinico ter sido iniciado, com 1 2e3 i

as razoes
Como foi determinado o tamanho da amostra - 1,2¢3
Quando aplicavel, deve haver uma explicagdo de qualquer analise de interim e i 1263
diretrizes de encerramento ’
Meétodo utilizado para geragao de sequéncia randomizada de alocagao - 1,2e3
Tipos de randomizagdo, detalhes de qualquer restricdo (tais como i 1263
randomizac¢do por blocos € tamanho do bloco) ’
Mecanismo utilizado para implementar a sequéncia de alocagdo randomizada
(como recipientes numerados sequencialmente), descrevendo os passos - 1,2e¢3
seguidos para a oculta¢do da sequéncia até as intervengdes serem atribuidas

Quem gerou a sequéncia de alocagdo randomizada, quem inscreveu os

.. o . N .. - 1,2e3
participantes e quem atribuiu as intervengdes aos participantes
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(conclusdo)

Critérios de avaliacio - lista de verificacio CONSORT para ensaios Sim Nio
Se realizado, quem foi cegado apos as intervengdes serem atribuidas (ex. i 1263
Participantes, cuidadores, assessores de resultado) e como ’
Se relevante, descrever a semelhancga das intervencoes - 1,2¢3
Meétodos estatisticos utilizados para comparar os grupos para desfechos le3 5
primarios e secundarios
Meétodos para analises adicionais, como analises de subgrupo e analises i 1.2¢3
ajustadas ’
Resultados
Para cada grupo, o numero de participantes que foram randomicamente
atribuidos, que receberam o tratamento pretendido e que foram analisados para 1,2 ¢ 3 -
o desfecho primario
Para cada grupo, perdas e exclusdes apos a randomizagao, junto com as razoes le3 2
Definigao das datas de recrutamento e periodos de acompanhamento 1,2e3 -
Dizer os motivos de o estudo ter sido finalizado ou interrompido 1,2e3 -
Tabela apresentando os dados de base demograficos e caracteristicas clinicas i 1.2e3
de cada grupo ’
Para cada grupo, nimero de participantes (denominador) incluidos em cada i 1.2e3
analise e se a analise foi realizada pela atribuicao original dos grupos ’
Para cada desfecho primério e secundario, resultados de cada grupo e o

. . s . - 1,2¢3
tamanho efetivo estimado e sua precisdo (como intervalo de confianga de 95%)
Para desfechos binarios, é recomendada a apresentagcdo de ambos os tamanhos i 1.2e3
de efeito, absolutos e relativos ’
Resultados de quaisquer analises realizadas, incluindo analises de subgrupos e i 1.2e3
analises ajustadas, distinguindo-se as pré-especificadas das exploratorias ’
Todos os importantes danos ou efeitos indesejados em cada grupo - 1,2e¢3
Discussao
Limita¢des do estudo clinico, abordando as fontes dos potenciais vieses, i 1.2e3
imprecisdo, e, se relevante, relevancia das analises ’
Generalizacao (validade externa, aplicabilidade) dos achados do estudo clinico 1,2¢e3 -
Interpretacdo consistente dos resultados, balango dos beneficios ¢ danos, 12¢3 i
considerando outras evidéncias relevantes ’
Outras informacoes
Numero de inscri¢ao e nome do estudo clinico registrado - 1,2e3
Onde o protocolo completo do estudo clinico pode ser acessado, se disponivel - 1,2e¢3
Fontes de financiamento e outros apoios (como abastecimento de drogas), i 1.2e3

papel dos financiadores

Legenda: 1: Cicarelli, Vieira e Bensefior (2007); 2: Schumer (1976); 3: Lucas e Ledgerwood (1984).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Abstract

Sepsis 18 a serious disease that affects many people worldwide, and many therapies are used, including comicosteroids such as
dexamethasone. However, there is no conclusion as yet, conceming the use of dexamethasone in patients with sepsis or septic
shock. The aim of this study was to perform a literature review to assess the mortality of patients with sepsis or septic shock using
dexamethasone, answering the following question: What is the effect of dexamethasone on mortality in adult and elderly patients
with sepsis compared with mortality in patients who do not use anti-inflammatory therapy? The protocol of this study was
registered in the PROSPER(D database. The systematic literature search was performed in four electronic databases. Bias nsk
assessments were performed using the Cochrane Collaboration tool, and notification quality was assessed using the CONSORT-
based checklist. The literature searnch initially identified 13,999 records. The three selected studies included eighty adult patients
with sepsis or septic shock who had received dexamethasone as an intervention. Of the three anticles, two concluded that the use
of dexamethasone significantly reduces the mortality i patients with sepsis or septic shock. The Cochrane Collaboration tool
bias risk results showed that none of the studies was completely bias-free and through the CONSORT checklist. it was found that
none of the studies met 30¢% or maore of the applicable requirements. Thus. it is clear from this review that further randomized
clinical trials comparing the use of dexamethasone to placebo in adjunctive therapy for sepsis patients ane needed. The registra-
tion number in the PROSPERO database is CRD4201 8088150

Keywords Scpsis - Scptic shock - Corticosteroids - Dexamethasone - Themapy

Introduction

Sepsis s currently defined as a fatal organic dysfunction,
which is caused by an mfection with dysregulated host re-
sponse, causing physiological, pathological. and biochemical
abnormalities. Septic shock is defined as a subset of sepsis in
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which abnormalities in circulatory and cellular metabolism are
moge severe, significantly increasing the risk of death to the
patient. Thus, septic shock is considered a more serious con-
ditson, with a higher probability of death than isolated sepsis
[1,2).

In clinical practice, sepsis is represented by an increase in
the Sequential Organ Failure Assessment (S0FA) of 2 points
or more, Patients with septic shock should be clinically iden-
tified as having sepsis and requiring vasopressor therapy,
maintaining a mean anerial pressure of 65 mmHg or greater
and serum lactate levels greater than 2 mmolL (> 18 mg/dL)
in the absence of hypovolemia [3]. Hospital sepsis monality
rates are higher than 104, while septic shock rates are higher
than 405 . It is estimated that 5 million people die from sepsis
annually worldwide. In the USA. hospital costs due to sepsis
represent more than US 3 24 billion per year [4, 5].

The initial treatment for sepsis is early and adequate admin-
istration of antimicrobials. Clinical signs and symptoms, ap-
propriate microbiological cultures, and relevant imaging
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A single-step isolation by centrifugal partition chromatography of the
potential anti-inflammatory glaucolide B from Lepidaploa chamissonis
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ABSTRACT

Aetick hivtory ! Sesquiterpens licionss (51) are commonly found in Asteraceas and present a promdsing anti-
Received 27 Mach 1015 inflammatary activity. Previoushy describedinLepideplon genus, gliu colide Bhas never beeni meestig ated
Em::;';m:m o far its anti-infammatary potential This smdy amed to establish an efficient process for the extraction
.'n.:l.:“:leorh-uu of glaucalide B (1) from Lepi deploa chamissonis keaves and to develop a simple and fast method for its

purification by wsing centrifugal pantition ¢ hromatog raphy (OPC), a5 well 43 1o investigate in vitro the
presm—— anti-inflammatary effects of glaucolide B. Thus, an optimized was hing extractive process performesd on
Consagal Jra— ey [ CFC L. chamizioniz beaves allow exlio abiain 4 5L enriched extract (4.1 1) Aler & 5uccess uldefating pretreat-
Gawolide B ment af the crde extract, the gucolide B enriched ethyl acetate portion (200g) was fractionased by
S el e Y CPC affording, in asingle-step isolition, compound 1§ 1.04g) in great yield (250)and purity (A7) Geto-
Lepddapha chomismnds toxicity elfect ol 1 on RAW 2647 macroph ages was determined by using MTT sy, revealing a0C of

e -l e Ry TR

1411 pM. Compound 1 at 1, 3 and 10 pM inhibitec] the nitrite nitrate | N0, ) metabalites production and
the pro-inflamamator y interleukin 6 (116 ) seoretion on Bipopalys acc hanide-stimal st RAW 264.7 cells.
Theexractive process used turned ta be seleative forSLand OPC technique proved asimple and efiective
s | Fior thee iso lation of 1 waithin Few ho urs. kol asedd orth e firsttime Trom L. oo issonis eaves, gl aicolile
B presenied a significant inhibitary effect an both MO and 1L-6 secretion under non-foks concenirations,

© 2019 Elsevier BY. All rights reserved.

1. Introduc tion

Glaucolide B, previously described in Lepidaploa genus | 1.2]
is & sesquiterpene lactone (SL) characterized by a ten-membsered
hdroca ivan structure bearing 4 fused endocyclic oUl -uns aturated
(at C-7)C-11) y-lactone ring and a conjugated C-13 acetoxy group
131 s structural festures differ from thase of other SL by the
skeletal hydrocarbson and the prese noe of a fused exocyclic methy-
leme (C- 11/C- 13 ) butyrolactone |4 Glawcolides are widespread in
Ve momnieae tribe (Asteraceae )| 5 L to w hichbe longs thespecies Lep-
idaplaa chamissonis (Less) H Rob. popularly known in Brasil as
“cambarazinha® |67

5L may have a high significance in human health as pharma-
ceutical agents since many studies considened them as promising
anvti-in lamma tory | 8,9 ) Different isolaved and semisynthetic ana-
logues are described in the literature with anti-inflammataory
activities and their inhibitory effect is related to the secretion of

* Cirecpoding Jehos
£t e av: eruncpee baxvat i wfscbr (MW, Barvaia).

Bt s i g 10,10V . oo a0V S AR

OO - ST 30 20005 Bl s BN, AN raghl i re dorwedl

pro=inflammatory mediators such as nitric oxide (KO interleukin
& (IL-6) and tumor necrosis factor-a (TMF-0) in lipopolysaccha-
ride (LPS)-stimulated murine RAW 2647 macrophages [10-13)
Similarly, other 5L such as endocyclic aB-unsaturated +-lactone
5L hirsutinolide-type presented the same inhibitary effect on NO
production and against the THF-a-induced nuclear factor kappa
B (NF-iB) sctivity in LPS-stimulsed RAW 2647 cells |14.15] The
propased medhanism by which 5L exert this biological adt ivity was
their ellect an pro-inflammatory cytokines secretion and from the
decrease of NF-kB activityw hichconsequently aflect the encymatic
activity of ey clooxygenase] O ) and inducible NO synt hase( iNOS)
11617 L Mareover, the capacity of 51 of preventing the activation
of NF-x B wars reported to be related to a Michae] addition resction
type of the nucleophilic cysteine (Cys-38 and Cys- 120) sulfhadryl
groups of the NF-xB (subunits pS0Jp6s) complex, to the a - or
afoyp-unsaturated carbony SL moieties [18-20] In addition, such
reduction of the NF-xB activation may also be associated with the
inductionof degradationof the inhibitors kB alpha { Ik B Jand beta
(IkB-p L interfering in the balance of the KK (NF-kB/IxB kinase)
complex | 182122
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New pre-clinical evidence of anti-inflammatory effect and safety of a
substituted fluorophenyl imidazole

i
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards Arute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is an inflammatory condition with high mortality rates, and there is
Imidazale still no pharmacelogical approach with proven effectiveness. In the past few years, several imidazole small
Inflansmation

melecules have been developed to treat conditions in which inflammation plays a central role. In the present
;"I_“‘: work, we hypothesize that a novel substituted fluorophenyl imidazole synthetized by our ressarch group would
38 MAPK present in vive anti-inflammatory effect in an ARDS murine made] induced by LPS. Results shows that the
ARDE flxwophenyl imidazmle has the ability to inhibit leukocyte migration to the bronchoalveolar lavage fluid and
lung tissue of animals challenged i vy with LPS. Fur e, this inhibition is followed with reduction

in mysloperoxidase activity, nitric oxide metabolites generation and cytokines (TRF-a, L6, [L-17, IFN-y and [L-
10} secretion. This effect is at least partly related to the capacity of the Aucrophenyl imidazole in inhibit p38
MAPK and NF-xB phasphorylation. Finally, Auoropheny] imidazole showed no signs of acute oral toxicity in the
i | protoco] sugg by OECD 423, Taken together, the results shows that fluoropheny] imidazole is

a promising prototype for the development of a novel anti-inflammatory drug in which p38 MAPK and NF«B

plays a pivotal role.

1. Introduction

Inflammation is still one of the main problems responsible for the
medical burden in clinics and hospitals, as this phenomenon is involved
in various pathological processes, taking many different forms eg
metabolic syndromes [1], cancer [2], neurodegenerative conditions [3]
and infectious diseases [4]. As more information is gathered abour
specific diseases, it is becoming apparent that inflammation is involved
in many of these pathologies. The continuwous pursuit for novel anti-
inflammatory drugs, with the intention of produce safer and more ef-
ficient molecules for specific inflammatory conditions, is therefore es-
sential [5,6].

In this seenario, Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is an
inflammatory condition defined by acute hypoxemia and pulmonary
cellular infiltration with diffuse alveolar injury following a trigging

factor. To date, there is still no approved drug that can directly treat or
resolve this complex pathology [7]. Mortality in patients with the se-
vere form of ARDS is as high as 45%, and those who survive present a
high risk of complications such as depression, post-traumatic stress
disorder and cognitive decline [8]. Usually, ARDS is divided in two
main phases: an exudative and a fibrotic phase. In the initial exudative
phase, alvenlar edema and eellular infilrration occur, mainly of neu-
trophils and macrophages. In conditions where the ARDS is indirectly
cansed by a septic process, sctivation of Toll-like receptor 4 (TLR4) by
lipopolysaccharide (LPS) triggers an intracellular response in pul-
monary resident cells that results in the activation of transcription
factors, such as NF-«B, and mitogen-activated protein kinases, such as
p38. Because of this, pro-inflammatory cytokines, enzymes and several
inflammatory parameters are generated, activated and secreted [9,10].
Although several pharmacological approaches to ARDS have been
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Hex parageartenss A. 5L HIL [Aguifoliscese), popalardy knows as “perba made,” has great ecomomic and social significance for the
population of Southern Lacin Americe. This stody was conducted (1) w0 investigate the phytochemical comgpeaition of four
diferent standardized exiracts, (2] 0 irvestigate iis free radical scovenging properthes, amd (3) oo invedigate the amti-
Inflapmatory action of [ porageerkensis and s major chemical markers. The chemical profile was achéeved by Faolin-
Clocalteu, hl.' LODAD, amd by LOIME asays, while the aptioxident and ant-inflammatory  properties weee Lnl.emg,un].
respectively, I:-'_p DPPH assay asd bey inhibition. of nitric cxkde {Griess reaction) and THE-a (ELISAL Our resulis demonsraied
that the LA [aquecus infusios extract) showed higher amousts of total phenolic comtemts {26662 £ 10,85 mg CAEg " DE) the
highest amsanis of all six dhemical markers (theobromine, 5-Oucaffesylguinic acid, 4-0-caffeoviquinic acid, 3-O-caffeoylquinic
wcid, caffeime, amd rmtim), amd @ronger antbonidant acthvity (BC, =544+ 5. 04 pg - ml). The 1A sxtract also showed the
lowea inhibition of NOx seorethon (50.000+ 8.97%) ax well s inhibition of THF.@ (83,33 + £.01%). Regarding the chemibcal
markes, all compousds showed srong inhibition of NMO= secretion, especially theobromine, which was 20 more potest than
dexamethasone. Farthermore, THF-a seorethon was also significamly decreased by THEC ab 0003 pbd (22.15 £ &49%), NCA @
157 il {2746+ 3.88%), CLA a1 035 phl (39.76 2 5.73%), Uloh at 056 gl (23.58 3 5.79%], CAF at W52 e (25,45 + 5.34%),
and RUT a1 0.6 ubd (40008 £ 3.70% ) Owr resulis suggest that L persguariensis and i major chemical markers have siroag
free radical scavengieg properties as well a5 showed impostant anti-inflammatony activity and that thess compounds in a plam
extract may work hased om several different mechamioms synergistically, rﬁu'nlng_l.n I'.'|'n.'n.1ﬂ'l.1lng_l:|'lt ImEnune system.
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