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RESUMO

Introdugao: O processo inflamatério representa a base fisiopatolégica de inuUmeras
patologias. Trata-se de um mecanismo de defesa do organismo contra agentes
infecciosos ou injuria tecidual. Entender os mecanismos subjacentes a inflamacao e
desenvolver novos agentes terapéuticos que reduzam os danos inflamatorios ainda
continuam sendo os pilares de estudos farmacolégicos. Derivados dihidropiridinicos
apresentam inumeras atividades biologicas ja descritas, podendo ser bons candidatos a
novas terapias anti-inflamatérias. Objetivos: Este estudo teve como objetivo investigar a
racionalidade da dosagem de diferentes mediadores inflamatorios no modelo de
inflamacao in vitro utilizando células RAW 264.7, através de uma revisao sistematica (RS)
e meta-analise, bem como investigar o efeito anti-inflamatoérios de derivados da 1,4-
Dihidropiridina (1,4-DHP) em modelos in vitro, utilizando células RAW264.7 induzidas por
LPS e in vivo, através do modelo de lesdo pulmonar aguda (LPA) em camundongos.
Metodologia: Realizamos uma RS com meta-analise com base na declaragcdo PRISMA,
selecionando a partir de busca em bases de dados, trabalhos cientificos especificos que
tivessem realizado a dosagem de mediadores inflamatorios utilizando o modelo de células
RAW 264.7 induzidas com LPS. Posteriormente os dados foram extraidos e a meta-
analise realizada, com o intuito de verificar qual a eficacia da dosagem do TNF-q, IL-6 e
IL-1B como biomarcadores inflamatérios, comparados ao Oxido Nitrico (NO). Na segunda
fase do trabalho, quinze compostos derivados da 1,4-DHP foram testados em células
RAW 264.7 para avaliar seus efeitos citotoxicos. Posteriormente, foram avaliados quanto
seus efeitos sobre fagocitose de macréfagos e na produgcdo de mediadores pro-
inflamatdrios e anti-inflamatdérios. Por ultimo, verificamos esses efeitos in vivo, utilizando
o de LPA em camundongos, dosando mediadores inflamatérios (citocinas, NO e
Mieloperoxidase (MPQO)) e a migragao leucocitaria e exsudagao. Resultados: Na primeira
etapa da revisdo, um total de 17 estudos foram incluidos. Células induzidas por LPS
produziram altos niveis de NO em comparagao com células nao induzidas e essa
producédo nao apresentou relagdo com a densidade celular utilizada. TNF-a, IL-13 e IL-6
também apresentaram niveis elevados apds as células terem sido estimuladas com LPS;
no entanto, parte desses efeitos parecem ter relacdo com a densidade celular. Todos os
estudos foram confiaveis com restricbes, tendo em vista que foram identificados
problemas quanto a qualidade metodoldgica e qualidade de relatérios. Em seguida, na
realizagcao de experimentos, verificou-se que um dos compostos derivados da 1,4-DHP,
foi efetivo em inibir a produgao de citocinas pro-inflamatérias e do mediador NO em células
RAW264.7 induzidas por LPS, além disso, o composto em questdo aumentou a fagocitose
das células e da produgao da citocina IL-10 no sobrenadante das culturas celulares,
indicando uma possivel polarizagdo de macrofagos para o fenétipo M2. Por fim, no modelo
de LPA, o composto selecionado inibiu a migragao leucocitaria e a exsudagéo no LBA,
além de reduzir a atividade da enzima MPO e a produgdo de NO e citocinas pro-
inflamatérias IL-6 e TNF-a. Conclusao: Dosar os niveis de NO é uma opgéo suficiente e
racional para iniciar os ensaios de triagem anti-inflamatéria de compostos utilizando
células RAW 264.7 como plataforma experimental. Além disso, o composto selecionado
derivado da 1,4-DHP apresentou importante atividade anti-inflamatoéria, reduzindo a
producao de mediadores pro-inflamatérios e aumentando a atividade fagocitica de
macrofagos e secregdo de IL-10. Esses achados indicam a que a atividade anti-
inflamatoria do composto deve-se a capacidade de reverter a polarizagao dos macréfagos
para um perfil anti-inflamatério (M2).

Palavras-chave: Inflamacéo, Revis&o sistematica, Oxido Nitrico, RAW 264.7, citocinas,
1,4-Dihidropiridinas.






ABSTRACT

Introduction: Although essential in the innate immune response, the inflammatory
process represents the pathophysiological basis of numerous pathologies. It is a defense
mechanism of the body against infectious agents or tissue injury. Understanding the
mechanisms underlying inflammation and developing new therapeutic agents that reduce
inflammatory damage still remain the mainstays of pharmacological studies.
Dihydropyridine derivatives have numerous biological activities already described, and
may be good candidates for new anti-inflammatory therapies. Objectives: This study
aimed to investigate the rationality of the dosage of different inflammatory mediators in the
in vitro inflammation model using RAW 264.7 cells, through a systematic review (RS) and
meta-analysis, as well as to investigate the anti-inflammatory effect of 1 ,4-Dihydropyridine
(1,4-DHP) in in vitro models, using RAW264.7 cells induced by LPS and in vivo, through
the model of acute lung injury in mice. Methodology: In the first stage of this work, we
carried out an SR with meta-analysis based on the PRISMA statement, selecting from a
search in databases, specific scientific works that had performed the measurement of
inflammatory mediators (NO, TNF-, IL-6 and IL -1B) using the LPS-induced RAW 264.7
cell model. Subsequently, the data were extracted and the meta-analysis performed, with
the aim of verifying the effectiveness of the dosage of TNF-a, IL-6 and IL-13 as
inflammatory biomarkers, compared to Nitric Oxide (NO). In the second phase of the work,
fifteen compounds derived from 1,4-DHP were tested in RAW 264.7 cells to evaluate their
cytotoxic effects. Subsequently, their effects on macrophage phagocytosis and on the
production of pro-infammatory (NO, TNF-a, INF-y, IL-12, MCP-1, IL-6) and anti-
inflammatory (IL-10). Finally, we verified whether these effects would be repeated in vivo,
using the acute lung injury (ALI) model in mice, measuring inflammatory mediators
(cytokines, NO and Myeloperoxidase (MPQO)) and leukocyte migration and exudation.
Results: In the first step of the review, a total of 17 studies were included. As expected,
cells induced by LPS produced higher levels of NO compared to non-induced cells and
this production was not related to the cell density used. TNF-a, IL-1p and IL-6 also showed
elevated levels after cells were stimulated with LPS; however, part of these effects seem
to be related to cell density. All studies were reliable, although with some restrictions,
considering that problems were identified regarding methodological quality and quality of
reports for specific items, mainly related to compounds and test systems. Then, in carrying
out experiments, it was found that one of the compounds derived from 1,4-DHP was
effective in inhibiting the production of cytokines IL-12, MCP-1, IFN-y and IL-6 and the
mediator NO in RAW264.7 cells induced by LPS, moreover, the compound in question
increased the phagocytosis of the cells and caused an increase in the production of the
cytokine IL-10 in the supernatant of cell cultures, indicating a possible polarization of
macrophages from the M1 phenotype to M2. Finally, in the ALl model, the selected
compound was effective in inhibiting leukocyte migration and exudation in BALF, reducing
the activity of the MPO enzyme and the production of NO and pro-inflammatory cytokines
IL-6 and TNF-a. Conclusion: Measuring NO levels is a sufficient and rational option to
start anti-inflammatory compound screening assays using RAW 264.7 cells as an
experimental platform. Furthermore, the selected compound derived from 1,4-DHP
showed important anti-inflammatory activity, reducing the production of pro-inflammatory
mediators and increasing the phagocytic activity of macrophages and IL-10 secretion.
These findings indicate that the anti-inflammatory activity of the compound is due to the
ability to reverse the polarization of macrophages to an anti-inflammatory profile (M2).

Keywords: Inflammation, Systematic review, Nitric oxide, RAW 264.7, cytokines, 1,4-
Dihydropyridines.
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1 INTRODUGAO

A industria farmacéutica continua a ser um dos setores econémicos mais
poderosos do mundo, sendo altamente dependente de inovagdo tecnoldgica e
cientifica, acarretando assim, em altos valores de investimento em pesquisa e
desenvolvimento (P&D), com o intuito de potencializar cada vez mais a busca por
novas moléculas com potencial terapéutico (SCHUHMACHER et al., 2021). Esses
investimentos em pesquisa e desenvolvimento farmacéuticos levam a descoberta de
novos candidatos a medicamentos, a progressao de candidatos promissores por meio
de desenvolvimento pré-clinico e clinico e, para medicamentos finalmente aprovados,
estudos pés-aprovagdo (RENNANE; BAKER; MULCAHY, 2021).

O setor tem tido grande importancia no aumento do bem estar das pessoas nas
ultimas décadas, com aumento da expectativa de vida global em até 20 anos nas
ultimas cinco décadas. Além disso, os medicamentos possuem papel indispensavel
para o bom funcionamento dos sistemas de saude, pois reduzem custos com outros
setores, como a hospitalizagdo de médio e longo prazo (DESTRO; BAROLO, 2022)

Entre 1999 e 2018, os investimentos em P&D das 14 principais empresas
farmacéuticas aumentaram de forma constante, indo de US$ 49,2 bilhdes em 1999
para US$ 87,1 bilhdes em 2018. Ainda, se levarmos em consideragéo os valores em
termos relativos, as receitas com P&D dessas empresas saltaram de 14% em 1999
para 19% em 2018 (SCHUHMACHER et al., 2021). Apenas em 2017, o setor
farmacéutico gerou por meios diretos e indiretos, cerca de 2,2% do produto interno
bruto mundial, que correspondeu a época aproximadamente US$ 1.838 Bilhdo. Sem
contar a forca de trabalho empregada pela industria farmacéutica, que em escala
global inclui aproximadamente 5,5 milhdes de pessoas, podendo chegar a quase 75
milhdes de pessoas se levarmos em consideragao a cadeia de suprimentos e outros
setores (WINFOR, 2020; DESTRO; BAROLO, 2022).

No Brasil, apesar das dificuldades inerentes a paises emergentes, o setor
farmacéutico também apresenta lugar de destaque no ambito econédmico. De 2000
até 2005, o numero de vendas provenientes de empresas nacionais subiu de 28,2%
para 40,6% e em 2007 por exemplo, a venda de medicamentos no pais atingiu a cifra
de R$ 30 bilhdes (SANTOS; PINHO, 2012). Além disso, apesar da importancia do
setor no Brasil, a industria farmacéutica brasileira ainda apresenta uma dependéncia

do mercado externo, com um investimento ainda baixo no setor de desenvolvimento
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tecnolégico com fabricagdo de produtos de baixo valor agregado, sem contar o fato
de que o desenvolvimento cientifico e tecnolégico, bem como a producdo de
conhecimento, ainda esta fortemente atrelado as universidades publicas e aos
programas de Pds-Graduagao Stricto sensu (OLIVEIRA, 2015; PARANHOS et al.,
2018).

No ambito da pesquisa a respeito de novas entidades farmacéuticas, o
tratamento de doencas inflamatérias continua a ser um desafio, uma vez que as vias
de inflamagéo sistémica tém sido reconhecidas como componentes essenciais na
patogénese de diferentes doengas multifatoriais que abrangem disturbios reumaticos
inflamatorios crénicos, bem como uma ampla variedade de condic¢des, incluindo
diabetes tipo 2, doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas, cancer, obesidade,
asma e envelhecimento. Sendo que, apesar de varios dos acometimentos citados nao
serem desencadeados por algum processo infeccioso ou lesdo, que séao
classicamente reconhecidas como os principais ativadores do processo inflamatério,
em todos os casos, o desequilibrio homeostatico e o mau funcionamento tecidual
parecem ser os principais motivos de perpetuacido dessas condi¢cbes cronicas
(MEDZHITOV, 2008; SCRIVO et al., 2011).

A inflamagdo é um processo extremamente complexo composto por fases
diferentes e complementares que envolvem mediadores inflamatorios, citocinas
inflamatdrias e vias de sinalizacao intracelulares. Respostas inflamatorias moderadas
Sd0 razoaveis para ajudar a remover materiais estranhos ou agentes prejudiciais e
promover o reparo tecidual, enquanto uma resposta inflamatéria excessiva ou
desregulada pode resultar na dificuldade de estabelecer um processo de restauracao
na saude do tecido (DAl et al., 2018; CHOI; LEE; YU, 2023).

Os eventos moleculares e celulares da resposta inflamatéria sdo bem
conhecidos e caracterizados por aumento do fluxo sanguineo, dilatagdao capilar,
infiltracdo de leucdcitos e producdo de mediadores quimicos. A inflamagao aguda é
caracterizada principalmente pela presenca de neutréfilos, que séo, junto com os
macrofagos, os leucdcitos de primeira linha de defesa do organismo e capazes de
migrar rapidamente para o local da lesédo ou infecgao. Apesar de os neutrofilos serem
essenciais para a eliminagao adequada do agente lesivo, o influxo exagerado dessas
células pode ser mais deletério do que a prépria infeccdo ou lesdo e tem sido
considerado um mau marcador da homeostase tecidual. Dessa forma, uma das

caracteristicas histologicas chave na resolugao da inflamacao aguda é a deplecao de
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neutroéfilos do sitio inflamatério. Isso é alcangado por meio de processos coordenados
e programados que ocorrem de maneira sobreposta e s&o altamente regulados em
varios niveis (HEADLAND; NORLING, 2015; SUGIMOTO et al., 2016).

Mondcitos/macrofagos, em conjunto com os neutréfilos, também s&o
extremamente importantes nas fases iniciais do processo inflamatério. Além de terem
funcao de fagocitose de agentes estranhos, os macrofagos estao envolvidos em todos
os estagios do reparo tecidual. Essas células sdo extremamente heterogéneas e se
diferenciam em uma infinidade de subtipos, dependendo do ambiente tecidual local.
Ou seja, seu fendtipo e a fungdo sdo moldados pela produgao local de fatores de
crescimento e citocinas, e esses macréfagos “polarizados” secretam varios fatores
que podem ajudar a promover ou resolver o processo inflamatorio (SMIGIEL; PARKS,
2018).

Esses estimulos alteram a expressao génica para produzir “macrofagos
ativados”, que se moldam para produzir respostas eficazes em eliminar a causa de
seu influxo e restaurar a homeostase. Os estados de ativagdo ou polarizagdo dos
macrofagos foram classificados como ativagéo “classica” e “alternativa” ou M1 e M2,
respectivamente (HUME, 2015). Essa nomenclatura de polarizagdo de macréfagos
M1/M2 foi introduzido em 2000, baseado no fato de que macréfagos de camundongos
C57BL/6J serem mais facilmente ativados para produzir altos niveis de Oxido nitrico
(NO) (polarizagdo M1) do que macréfagos de camundongos Balb/c (polarizagao
M2)(ORECCHIONI et al., 2019). A metabolizac&o diferente de arginina apds inducao
por Lipopolissacarideo (LPS) provoca diferentes fendétipos de macréfagos em
camundongos C57BL/6J e Balb/c comparativamente. Macrofagos peritoneais
C57BL/6J induzem Oxido Nitrico Sintase induzivel (INOS) resultando em aumento nas
producbes de NO e uma resposta de células T-helper 1 (Th1)(Células T CD4+),
enquanto camundongos Balb/c aumentam a expressao de arginase e consequente
aumento da metabolizacéo de arginina para produzir ornitina e uma resposta T-helper
2 (Th2). Em analogia a células Th1 e Th2, esses macréfagos foram entdo
denominados M1 e M2 (MILLS et al., 2017). Posteriormente, outros trabalhos
mostraram que os macrofagos M1 apresentam um fendtipo pré-inflamatério com
habilidades intrinsecas de eliminar patégenos e os macréfagos M2 de promoverem a
proliferagdo celular e o reparo tecidual (ITALIANI; BORASCHI, 2014; MILLS et al.,
2017; SMIGIEL; PARKS, 2018).
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A partir dessas informacgdes, acrescido ao fato de que a grande maioria dos
tratamentos usuais para diversas condigdes inflamatdrias, seja com uso de anti-
inflamatorios ndo esteroidais ou corticoides, ndo tem gerado resultados esperados,
percebe-se um aumento do interesse de grupos de pesquisa em melhorar o
entendimento de como a mudanga da polarizagdo de macréfagos pode auxiliar no
tratamento de diversas patologias inflamatérias que os tratamentos atuais nao
conseguem suprir (KADOMOTO; 1IZUMI; MIZOKAMI, 2022).

Ja é notdrio que compostos heterociclicos sdo a base da quimica medicinal e
que é muito dificil imaginar qualquer estrutura quimica de compostos ou drogas com
atividade bioldgica que nao estejam inseridos nesse grupo. Dentre a ampla gama de
anéis heterociclicos em que pesquisadores se baseiam para o desenvolvimento de
moléculas farmaceuticamente importantes, a 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) tem
desempenhado um papel importante na quimica sintética, medicinal e bioorganica
(SHARMA; SINGH, 2017; MISHRA; BAJPAI; RAI, 2019). Ja existem diversas
atividades biologicas relatadas para compostos derivados dihidropiridinicos como
vasodilatadora, broncodilatadora, hepatoprotetora, antiaterosclerose, antidiabético,
antitumoral, antioxidante, anticonvulsivante e anti-inflamatério (SAFAK; SIMSEK,
2006; EDRAKI et al., 2009; KOMODA,; INOUE; NODE, 2010).

Devido a grande utilizagdo de células RAW 264.7 como plataforma
experimental de pesquisa com compostos com possivel atividade anti-inflamatéria e
a necessidade constante de procura de novas terapias anti-inflamatdrias, com menos
efeitos colaterais e mais eficacia terapéutica, nosso trabalho foi dividido em dois
capitulos. O primeiro, levando em consideracao as questdes relacionadas as fungdes
de macrofagos e o destaque que essas células tem recebido na busca de tratamentos
alternativos aos acometimentos inflamatérios, foi pensado visando a elaboragao de
uma revisao sistematica para entender o comportamento de macréfagos na produgao
de mediadores inflamatérios especificos e consequentemente propor uma
padronizagao para pesquisadores que trabalhem com a plataforma experimental in
vitro utilizando células RAW 264.7. J& o segundo capitulo, sera dedicado a
apresentacao dos resultados de um trabalho experimental, que buscou avaliar a
atividade anti-inflamatéria de compostos quimicos inéditos derivados da 1,4-DHP,

utilizando tanto modelos in vitro quanto in vivo.



CAPITULO 1

BIOMARCADORES DE TRIAGEM INFLAMATORIA NO MODELO IN VITRO
UTILIZANDO CELULAS RAW 264.7 INDUZIDAS POR LPS: UMA REVISAO
SISTEMATICA E META-ANALISE
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatério € visto como pilar ou fator determinante para o
desenvolvimento de diversas patologias, incluindo cancer, aterosclerose, doengas
autoimunes e infecgdes. Além disso, a inflamagao é um dos principais contribuintes
para o aparecimento de condi¢des relacionadas ao avango da idade (ELTZSCHIG;
CARMELIET, 2011; NETEA et al., 2017).

Os eventos que envolvem o sistema imunoldgico e vascular, culminam em
uma série de etapas que desencadeiam essa resposta fisioldgica, que tem como
objetivo defender o hospedeiro contra agentes lesivos. Esta resposta envolve diversas
vias de ativagdo e modulacéo celular que dependem do tipo de agente lesivo e do
estimulo gerado (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). Ha mais de 2000 anos, as
caracteristicas do processo inflamatério ja haviam sido descritas por Celsus, e sdo até
hoje conhecidas como os sinais cardinais classicos da inflamacgao: dor, calor, rubor,
edema e perda de funcdo (FULLERTON; GILROY, 2016).

A inflamacéo é um processo que esta inserido diretamente no sistema imune
e a imunidade é ainda didaticamente dividida em imunidade inata e adaptativa. O
processo inicial ou agudo da inflamagao é parte da imunidade inata, que se inicia por
algumas células do sistema imune e persiste por um curto periodo de tempo. Uma vez
que o processo inflamatorio persiste e ndo ocorre de maneira adequada, sem o devido
interrompimento e inicio do processo de reparo, a lesao tecidual se instaura, com a
producao exacerbada de mediadores inflamatérios, ativagdo celular e posterior perda
da funcionalidade do tecido afetado (DORWARD et al., 2012). As células imunes
inatas compreendem os macréfagos, fibroblastos, mastdcitos e células dendriticas,
bem como leucdcitos circulantes, incluindo mondcitos e neutréfilos. Essas células
reconhecem patdégenos ou danos celulares a partir de receptores conhecidos como
Receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), que estdo expressos
principalmente na superficie da membrana celular, mas também se encontram no
espaco intracelular, contribuindo pro processamento de agentes lesivos apos
fagocitose (NEWTON; DIXIT, 2012).
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Os PRRs detectam Padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs)
ou a Padrbes moleculares associados a dano (DAMPs), provenientes de células
lesadas no local da inflamagdo. Uma vez que esses receptores reconhecem esses
padrdes, eles passam por um processo de oligomerizagéo, que por fim leva a ativagao
de grandes complexos proteicos de multiplas subunidades que iniciam cascatas de
sinalizagao intracelulares, culminando assim na liberacdo de mediadores inflamatorios
que aumentam o recrutamento de células do sistema imune para o sitio inflamatorio
(NEWTON; DIXIT, 2012).

Os receptores do tipo Toll-like (TLRs) sao os principais PRRs nas células do
sistema imune e a estimulagdo do sistema imune inato por meio desses receptores
induz a produgao de citocinas inflamatdrias, ativando assim a resposta adaptativa
mais especifica e efetiva. TLRs sédo proteinas transmembrana tipo |, contendo
repeticdes ricas em leucina, que tem por funcdo reconhecer PAMPs e virais no
ambiente extracelular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11) e intracelular em
endolisossomos (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 e TLR10)(BOWIE; O'NEILL, 2000; AKIRA,;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; BORASCHI et al., 2011). O primeiro membro
identificado da familia dos receptores do tipo toll-like foi o TLR4. Embora diversos
TLRs tenham sido descritos, ainda assim o TLR4 ainda € o mais extensivamente
estudado. Ele esta bastante expresso em células imunes residentes dos tecidos em
condigbes fisioldégicas e serve como o principal receptor responsavel por mediar
respostas imunes aos efeitos do lipopolissacarideo (LPS). O LPS é um dos
componentes principais da membrana externa de bactérias gram-negativas,
contribuindo para a integridade estrutural dessas bactérias e protege sua membrana
de certos tipos de ataques quimicos. Esse componente tem sido implicado na
patogénese diversas doengas de carater infeccioso, uma vez que essa endotoxina
provoca uma resposta celular por parte de macréfagos, mondcitos, células dendriticas
e linfocitos B, promovendo uma resposta inflamatéria com febre, vasodilatagdo com a
producao de éxido nitrico (NO) e secregao de eicosanoides (BOWIE; O’NEILL, 2000;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; VALLES et al., 2023).

Com excecao do TLR3, todos os outros TLRs tem a capacidade de ativar
proteinas intracelulares adaptadoras como o fator de diferenciagcdo mieloide 88
(MyD88) ou a Proteina indutora de IFN-B contendo dominio TIR (TRIF, também
conhecido como TICAM1). Por esse motivo as vias de sinalizagdo dos TLRs podem

ser amplamente classificadas como via dependente de MyD88, que conduz a indugao
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de citocinas inflamatdrias, ou via dependente de TRIF ou independente de MyD88,
que é responsavel pela indugao de interferon tipo I, bem como a producgao de citocinas
inflamatdrias (Figura 1)(VALLES et al., 2023).

Figura 1 - Ativagao da via de sinalizagao intracelular pela ativagéo do receptor TLR4 por
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O processo de ativacdo do NF-kB se inicia a partir da ligacdo do LPS ao receptor TLR4. Essa ligacéo
faz com que um complexo de proteinas acessorias, formadas por MyD88 e IRAK1 e 4 se forme.
Posteriormente ocorre uma cascata de fosforilagdo em cadeia, levando a ativagdo de TRAF6 e TAK1.
TAK1 por sua vez ativa o complexo de IKK que é responsavel pela fosforilagdo e consequente
degradagéao proteossomica de IkBa. Isso permite que o NF-kB migre até o nucleo da célula e exerga
seus efeitos transcricionais, aumentando a expressao de proteinas e mediadores inflamatérios. IKK:
proteina inibitéria kappa B quinase; IkBa: subunidade inibitéria do fator de transcrigdo nuclear NF-kB;
LPS: lipopolissacarideo; TLR4: receptor do tipo Toll-like 4. Fonte: Adaptado de Yang et al. (2016).
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O TLR4 é o unico TLR que usa todos os adaptadores responsaveis pela
ativacado das duas vias, dependentes de MyD88 e TRIF. TLR4 inicialmente recruta
TIRAP na membrana plasmatica e, subsequentemente, facilita o recrutamento de
MyD88 para desencadear a ativagao inicial das vias do Fator de transcricdo nuclear-
KB (NF-kB) e das proteinas quinase ativadas por mitégeno (MAPKs). A via
dependente de MyD88 requer a formagao de um middossoma, a partir da ancoragem
das proteinas MyD88, e as quinases associadas ao receptor de interleucina-1 (IRAK2
e IRAK4). A formagao desse midossomo resulta na ativagdo de um complexo formado
pelo Fator Associado ao Receptor TNF 6 (TRAF6) e Quinase 1 ativada por fator de
crescimento transformador B (TAK1). A ativacdo de TAK1 apés a formagao desse
complexo, ocasiona a fosforilagdo das Proteinas inibitérias kappa B quinase (IKKs) e
a consequente degradacgao proteossémica da Subunidade inibitoria do NF-kB alpha
(IkBa) permitindo a translocagao nuclear de NF-kB, que inicia a sintese transcricional
de citocinas pré-inflamatérias seguida pela ativacado de NLRP3 e liberagao de IL-1B8 e
IL-18. Da mesma forma que o NF-kB, a ativacdo de TAK1 ocasiona cascatas de
fosforilagdo em cadeia das MAPKSs, que em ultimo caso leva a transcricdo de genes
inflamatorios a nivel nuclear, aumentando a producao e secrecdo de mediadores
inflamatorios por células do sistema imune (NEWTON:; DIXIT, 2012; VALLES et al.,
2023).

Existem diferentes mediadores inflamatdrios produzidos por células do
sistema imune apods a ativacao dessas vias de sinalizacao intracelulares. Dentre eles,
podemos destacar as citocinas. As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular
(<140kDa) e incluem interleucinas, quimiocinas, interferons, fator de necrose tumoral
(TNF) e fatores de crescimento, entre outros. Na maioria das vezes s&o produzidas e
secretadas nao sé pela ligagao de receptores de superficie apds o reconhecimento de
PAMPs ou DAMPs em células inflamatdrias, mas também a partir da sinalizagao de
outras citocinas, que podem ativar diferentes receptores de membrana responsaveis
pelo reconhecimento das mesmas (XU; LI; ZHONG, 2015).

Podemos classificar as citocinas com base no tipo ou natureza da resposta
imune (adaptativa, pro-inflamatéria, anti-inflamatéria), com citocinas individuais
também desempenhando papéis especificos dependentes do tipo e localizagdo da
célula alvo. As principais citocinas pro-inflamatoérias incluem interleucina-1 (IL-1),
Interleucina-6 (IL-6) e o Fator de necrose tumoral (TNF-a) (TURNER et al., 2014).
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A familia das citocinas de IL-1 compreende um grupo de moléculas de
proteinas que desempenham papel fundamental na indugado da resposta imune inata,
que como citado anteriormente, € a primeira linha de defesa do organismo frente a
infeccbes causadas por patdogenos e agentes lesivos. Dentre as citocinas dessa
familia, a IL-18 € uma potente citocina proé-inflamatéria que foi originalmente
identificada como um pirogénio enddégeno. Além disso, descobriu-se que a mesma
tem efeito estimulador nas células T CD4+ e promove sua diferenciagdo em linhagens
de células T auxiliares, como as células Th1 e Th17 (BORASCHI et al., 2011). As
células Th1 produzem altos niveis de IFN-y e sdo responsaveis pela ativagao dos
fagdcitos e produgdo de anticorpos opsonizantes e fixadores do complemento,
desempenhando assim um papel importante na protegdo contra patdégenos
intracelulares. Ja as células Th17, que sdo um subconjunto de células T helper
identificadas mais recentemente e sado caracterizadas pela produgao de citocinas
como IL-17A, IL-17F, IL-8, IL-21 e IL-22. Essas células desempenham um papel critico
no recrutamento, ativacdo e migragdo de granuldcitos do tipo neutrdfilos, tanto
diretamente, através da producao de IL-8, quanto indiretamente, induzindo, via IL-17,
a producdo de fatores estimuladores de colbnias (CSF) e CXCL8 em células
residentes nos tecidos. Devido a sua capacidade unica de recrutar neutréfilos, a
principal funcédo protetora das células Th17 parece ser a eliminagdao de patégenos
extracelulares, incluindo fungos (SANTARLASCI et al., 2013).

Além da estimulagéo de células T CD4+, a IL-13 € uma citocina essencial em
infeccdes por estreptococo do grupo A e B por ser um quimioatraente de neutrdfilos.
Na resposta antibacteriana, os neutréfilos matam os patégenos por degranulacgéao,
fagocitose, produgdo de citocinas e formacdo de armadilhas extracelulares de
neutroéfilos (NETs) (HSU et al., 2011; BIONDO et al., 2014; LAROCK; NIZET, 2015).

Varios tipos celulares sao eficazes em sintetizar IL-1f3, incluindo mondcitos,
macrofagos, neutrofilos, hepatécitos e macrofagos teciduais. A producdo dessa
citocina ocorre principalmente em resposta a moléculas microbianas, mas assim como
muitas citocinas pré-inflamatérias, sua producao pode ser induzida inclusive por acao
autocrina e paracrina. Essa acado ocorre a partir da ativacdo de receptores de
membrana especificos para IL-1B (IL-1R), que em suma, leva a ativagao da proteina
adaptadora MyD88, com cascatas de fosforilagdo em cadeia e ativagao de fatores de
transcrigcdo, com inducao e secregao de diversos mediadores inflamatérios (AREND;
PALMER; GABAY, 2008; TURNER et al., 2014).
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O TNF-a é uma citocina membro da superfamilia TNF com caracteristicas pro-
inflamatadrias, que foi inicialmente identificada como um indutor de morte celular em
células tumorais. Macrofagos sdo os principais produtores dessa citocina, mas outras
células, como linfécitos B e T, células natural killer, mastdcitos, neutréfilos, fibroblastos
e osteoclastos também podem produzir e secretar TNF-a. O TNF-a € inicialmente
sintetizado como uma proteina transmembrana (26 kDa), onde permanece até ser
clivada por uma metaloproteinase ligada a membrana conhecida como enzima
conversora de TNF para produzir a forma soluvel de TNF-a (17 kDa) e apos clivagem,
o TNF-a é liberado no plasma sanguineo (GALEONE; GRANO; BRUNETTI, 2023).

O TNF-q, tanto soluvel quanto o ligado a membrana celular, pode se ligar a
dois receptores especificos, TNFR1 e TNRF2. O TNFR1 é expresso em todos os
tecidos, enquanto o TNFR2 é expresso principalmente em células imunes, células
endoteliais e células neuronais. Esses receptores apresentam estruturas
intracelulares diferentes, cada qual se ligando diretamente a proteinas adaptadoras
especificas, que desencadeiam respostas intracelulares. A ativacdo do TNFR1 leva a
ativacao de 4 diferentes complexos proteicos de sinalizacao intracelular, sendo que o
complexo | é principal responsavel pela instauracdo das respostas referentes ao
desenvolvimento do processo inflamatério, degeneracao tecidual, proliferagao celular
bem como a defesa do hospedeiro contra patégenos. Esse complexo envolve o
dominio de morte (TRADD) intracelular, que resulta na ativagdo de NF-kB e MAPK
(HSU; XIONG; GOEDDEL, 1995; GALEONE; GRANO; BRUNETTI, 2023).

O complexo lla, lIb e llc compreendem outros complexos proteicos que levam
a respostas celulares especificas. A formagao dos complexos lla e IIb por exemplo,
sao conhecidos como apoptossomos, que desencadeiam a ativacdo de caspase-8
que leva ao processo de apoptose. Ja o complexo llc, € conhecido como necrossoma,
que ativa a proteina do tipo dominio quinase de linhagem mista (MLKL), que conduz
o processo inflamatério e ativa processos de necroptose (HOLBROOK et al., 2019).
Essas diferentes formas de ativacao celular pelo TNF-a € o que faz dessa citocina um
importante agente pleiotrépico no processo inflamatério, exercendo papel central no
sistema imune inato, incluindo inducdo da produgdo de citocinas e aumento da
expressao de moléculas de adesao, além de exercer efeitos citoliticos ou citostaticos
contra células tumorais, efeitos antivirais e imunorreguladores (LOCKSLEY; KILLEEN;
LENARDO, 2001; GUPTA, 2002; GALEONE; GRANO; BRUNETTI, 2023).
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Além da IL-18 e TNF-a, a IL-6 também desempenha um papel crucial no
desenvolvimento das respostas inflamatoérias. Assim como o TNF-a, a IL-6 € uma
citocina pleiotropica e pode ter fungdes pré e anti-inflamatorias. As adaptagdes do
organismo, como resultado ao treinamento intenso durante exercicios fisicos é
resultado da atividade anti-inflamatéria e metabdlica dessa citocina. Entretanto, a IL-
6 pode exercer efeitos pro-inflamatoérios quando ndo ha controle sobre sua produgéo,
portanto, um aumento na liberacdo dessa citocina pode ser fator crucial para o
desenvolvimento de doengas de carater inflamatorio (MULLER et al., 2020). A IL-6 é
uma citocina de quatro hélices, composta por 184 aminoacidos e produzida
principalmente em processos inflamatérios agudos e cronicos, tendo seus efeitos
expressos através da ligagdo ao receptor de Interleucina-6 (IL-6R). No processo
inflamatorio, exerce fungdes de diferenciacdo especifica de células T CD4+ virgens
na aquisicao da resposta imune, atua em células B, células T, hepatdcitos, células
progenitoras hematopoiéticas e células do sistema nervoso central. Além disso, a IL-
6 também € necessaria para a geracao de células Th17 (COPERCHINI; CHIOVATO;
ROTONDI, 2021).

A IL-6 é produzida principalmente por macrofagos e células T ativadas apés a
infeccado por bactérias ou virus, ou ainda, apds a inducao dessas células por outros
sinais gerados por células do sistema imune. Apds ativar seus receptores, a
subunidade gp130 do receptor de IL-6 desencadeia a transdugéao de sinal intracelular,
promovendo um aumento da expressado génica. Apesar da subunidade gp130 nao
possuir um dominio quinase, as proteinas membros da familia Janus quinase (Jak1,
Jak2 e Tyk2) estao associados a gp130 de maneira constitutiva. Esses complexos
proteicos fosforilam quinases e ativam fatores transcricionais citoplasmaticos como
STAT1 e STAT3. O STAT3, apos fosforilagado, migra até o nucleo da célula e promove
a ativacao de genes-alvo, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
o fator induzido por hipéxia (HIF)-1a (KIMURA; KISHIMOTO, 2010; MULLER et al.,
2020).

Mais recentemente, foi identificado que o corona virus 2 causador da sindrome
respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2) interage com o receptor da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) para entrar no espago intracelular. O
reconhecimento da ECA2 pelo virus e sua infusdo na membrana é mediada pela
catepsina L. A IL-6 induz a atividade da ECA2 e da catepsina L, facilitando assim a

entrada celular do virus. Em somatério, a IL-6 pode amplificar essa facilitacdo do
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processo de infecgcado pelo SARS-CoV-2 uma vez que a ativagdo de STAT3 leva a
inducdo indireta de NF-kB, que por sua vez aumenta ainda mais a produgao e
consequente secregao de IL-6 (MULLER et al., 2020).

Outras citocinas, como Interleucina-12 (IL-12), Interferon-gama (IFN-y) e
Proteina quimioatrante de mondcitos 1 (MCP-1), também estdo envolvidas com o
desenvolvimento e progressao do processo inflamatério, cada qual com suas
caracteristicas intrinsecas.

A IL-12 trata-se de uma citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por
células dendriticas (DCs) e fagdcitos ativados. Tem a capacidade de ativar células
Natural Killer (NK), induzir a produgao de IFN-y e é fundamental no processo de
transicao da imunidade inata para a adaptativa. Além de ativar células NK, a IL-12
pode atuar em outros tipos de linfocitos, principalmente células T CD8+, promovendo
sua proliferacdo e aumentando o poder citotdxico na defesa do hospedeiro. Ja na sua
agao sobre linfécitos T CD4+, a IL-12 é considerada um potente agente
anticancerigeno por aumentar a diferenciagéo de células Th1, promovendo citdlise de
células tumorais. Além disso, essa citocina também estimula células Dendriticas,
promovendo um aumento no processo de apresentagao de antigenos (STERN et al.,
1990; ASTE-AMEZAGA et al., 1994; NGUYEN; GUZ-MONTGOMERY; SAHA, 2020;
JIA et al., 2022).

O IFN-y é citocina soluvel, secretada por diferentes células do sistema imune e
também por células epiteliais de mucosas. Seus efeitos se dao a partir da ativagao
dos receptores de IFN-y 1 e 2 (IFN-yR1 e IFN-yR2), e assim como a IL-6, ativa
proteinas transdutoras de sinal intracelular Janus Quinase como JAK1 e TyK2 e
consequentemente vias STAT (DING et al.,, 2022). O dimero STAT1, uma vez
fosforilado, se transloca para o nucleo e induz a transcrigdo dos genes estimulados
por interferon (ISGs), incluindo varios outros fatores de transcricao, como o fator de
resposta de interferon 1 (IRF1). A transcricao desses genes inflamatdrios, leva as
acoes principais dessa citocina, coordenando diferentes funcdes celulares, como
regulacdo imune, migracado leucocitaria, proliferagdo celular , apoptose, efeitos
antimicrobianos, antitumorais e pré-tumorais (SCHRODER et al., 2004; BHAT et al.,
2018; DING et al., 2022).

A proteina quimioatraente de monécitos (MCP-1), também conhecida como
CCL2, é uma citocina essencial na progressdao do processo inflamatério e nas

doencas associadas a inflamacao. Esta envolvida na resposta imune inata, recrutando
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mondcitos para o local da inflamagdo, podendo ser produzida e secretada por
diferentes tipos celulares como células endoteliais, mondcitos ativados, fibroblastos,
células musculares lisas vasculares (CMLVs), células epiteliais tubulares renais,
astrocitos, micréglia e neurdnios. A produgao dessa citocina ocorre apos a ligacao de
mediadores inflamatérios a receptores de membrana que levam a ativagado de
diferentes vias de sinalizagao intracelular, como as vias das MAPKs e NF-kB. Sao
inumeros mediadores que podem levar ao aumento da expressdo de MCP-1, como
IL-1, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y, fatores de crescimento (fator estimulador de colonias de
macrofagos (M- CSF), fator estimulador de colénias de granulécitos-macrofagos (GM-
CSF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)), lipopolissacarideos e
espécies reativas de oxigénio (EROs). Apds sua secrecdo, a MCP-1 ativa receptores
transmembrana de quimiocina acoplados a proteina G do tipo 2 (CCR2) que levam
principalmente a migracao de células mieloides e linfoides, como monécitos, linfécitos
T de memodria e células NK (LIN et al., 2023). Os diversos estimulos inflamatérios
podem ativar ainda mais a expressao de CCL2, o que leva a sustentacio do processo
inflamatorio, agravando o recrutamento de células Th17 e a produgado de citocinas
inflamatdrias e outras respostas sucessivas (RANJBAR et al., 2022; LIN et al., 2023).

Diferentes estudos sugerem que a MCP-1 também tem papel fundamental no
desenvolvimento de tumores, uma vez que a ligagao entre MCP-1 e o receptor CCR2
pode ser estimulado por citocinas como TNF-a provenientes das células tumorais e
que essa interagédo ocasiona um aumento de macrofagos associados a tumor (TAMs),
que contribuem para que essas ceélulas tumorais escapem do sistema imunoldgico e
possam entao induzir o desenvolvimento do tumor (ZHANG et al., 2015). Além disso,
devido a caracteristica intrinseca dessa citocina em recrutar leucécitos para os tecidos
inflamados, embora os macréfagos alveolares residentes sejam benéficos nos
estagios iniciais de doencas infecciosas virais ou bacterianas, os mondcitos e
macrofagos infiltrados que migram para o tecido apds o inicio do processo inflamatério
sdo essenciais na progressao de doengas infecciosas causadas por virus
respiratorios, como o SARS-CoV-2, secretando excessivamente citocinas e
quimiocinas no tecido pulmonar, levando a inflamacgao grave (NICHOLLS et al., 2003;
RANJBAR et al., 2022; LIN et al., 2023).

Em contraste as citocinas ja citadas, a Interleucina-10 (IL-10) figura entre os
principais mediadores de regulacdo e supressdo da resposta inflamatéria.

Inicialmente, quando descoberta, a IL-10 foi descrita como um fator inibidor da sintese
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de proteinas, uma vez que tinha a capacidade de suprimir e consequentemente
reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatoérias por células Th1. Assim que
identificada, imaginava-se que essa citocina era da gama de citocinas produzidas por
células Th2 e posteriormente verificou-se que a mesma pode ser produzida também
por células Th1, células B, plasmablastos malignos e n&o malignos, células
plasmaticas, células T citotdxicas, células NK, células T reguladoras e células
dendriticas (BISWAS; BIEBER; MANZ, 2022).

As citocinas pertencentes a familia da IL-10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24,
IL-26, IL-28A, IL-28B e IL-29), sdao categorizadas em subgrupos com base em suas
semelhangas em relagao a estrutura e localizagdo gendmica de genes, bem como a
forma como se ligam aos receptores. O primeiro grupo inclui apenas a IL-10, que é
uma citocina anti-inflamatoria e se liga as subunidades do receptor 1 de IL-10 (IL1-
10R1) e IL-10R2. A interacao da citocina com seus receptores lava a ativagao de vias
JAK1 e TyK2, com envolvimento de fatores de transcricdo STAT (STAT1, STAT3 e
STATS), principalmente STAT3 (XUAN et al., 2022).

A ativacdo de STAT3 por si sO, ndo € o suficiente para os efeitos anti-
inflamatdrios da IL-10. O STAT3 exerce seus efeitos a nivel nuclear, envolvendo a
transcricdo de diversos genes efetores da resposta anti-inflamatdria.
Subsequentemente, ocorre uma inibicao de genes proé-inflamatérios principalmente a
nivel transcricional (HUTCHINS; DIEZ; MIRANDA-SAAVEDRA, 2013). Dentre esses
genes, podemos citar aqueles ativados pela sinalizagéo via TLR4 estimulados apds a
agao do LPS. Incluidos nessa populacao de genes alvo da IL-10, podemos citar o
TNF-a, IL-6, IL-12 e outros mMRNAs de diversas quimiocinas (MURRAY, 2005).

Grande parte da resposta anti-inflamatéria que vemos em acometimentos
inflamatdrios se déao por conta da acdo dessa citocina. Apesar disso, por ter efeitos
imunossupressores potentes, sua atividade necessita ser rigorosamente controlada.
Respostas com produgdo exacerbada de IL-10, podem levar a efeitos
imunossupressores indesejados, com ativagdo imune exagerada, facilitando o
aparecimento de doengas graves, como linfomas associados ao Epstein-barr,
crescimento tumoral, Lupus eritematoso e etc (HUTCHINS; DIEZ; MIRANDA-
SAAVEDRA, 2013).

O sistema imunolégico € um componente critico dos varios processos
envolvidos na lesdo e reparo tecidual. Apdés a lesdo tecidual, com a presenca de

quimiocinas e citocinas inflamatdrias, em conjunto a presenca de restos celulares,
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ocorre o recrutamento de células inflamatérias do sistema imune inato para o local da
lesdo. Essas células migram pelo endotélio, através da parede vascular para diversos
tecidos através da barreira mucosa/epitelial. Dentre as células do sistema imune inato
que sao responsaveis pela producao de citocinas pro-inflamatoérias e que dao inicio
ao processo de defesa do organismo frente a agentes microbianos, podemos citar
principalmente os neutrofilos e macrofagos (SMIGIEL; PARKS, 2018).

Os neutrdfilos sdo formados na medula éssea a partir de precursores mieloides
e sdo, em humanos, os leucécitos mais abundantes na circulagdo sanguinea. Eles
sdo criticos no processo inflamatdrio, uma vez que € o primeiro tipo de célula imune
recrutada, através de quimiotaxia, para o sitio inflamatério, permanecendo em maior
propor¢cao durante a progressao da resposta inflamatéria. Em um estado fisiolégico
normal, neutréfilos possuem uma meia-vida relativamente curta, mas em processos
inflamatorios, neutrofilos ativados adquirem um periodo de vida consideravelmente
maior (ARIES; HENSLEY-MCBAIN, 2023).

Sendo uma das células mais importantes do sistema imune, os neutréfilos
defendem o organismo de patdégenos diretamente por fagocitose ou ainda pela
liberagao de enzimas granulares, como a mieloperoxidase (MPO), metaloproteinases
(MMP), elastase de neutréfilos e também a partir da produgcéo de EROs. Além disso,
neutréfilos conseguem formar redes, denominadas “armadilhas extracelulares de
neutréfilos” (NETs), que s&o capazes de aprisionar e eliminar patégenos com grande
eficiéncia (SHAO; XU; LIN, 2023). Esses NETs sao estruturas semelhantes a teias,
que sao produzidas a partir de fibras de cromatina em conjunto com enzimas
antimicrobianas e histonas, que servem como uma armadilha que imobiliza e elimina
micro-organismos, limitando a sua propagagao e aumento do processo infeccioso. A
liberacdo de NETs por neutréfilos ocorre principalmente por meio de um mecanismo
de morte celular denominado NETose, que nada mais € que um mecanismo de morte
celular programada. Este processo comega com a ativagao de neutrofilos por produtos
microbianos, incluindo endotoxinas, com o apoio de plaquetas e citocinas pro-
inflamatdrias. Varias dessas moléculas se ligam a receptores de neutréfilos (como
TLRs e receptores de complemento) podendo ativar neutréfilos a desencadear o
processo de NETose.

Embora as respostas inflamatoérias geradas pelos neutréfilos sejam de extrema
importancia no controle de processos infecciosos, uma resposta exacerbada pode

causar dano tecidual passivo ou nao intencional, devido a liberacdo de peptideos
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microbianos, enzimas liticas que sao originalmente destinadas a degradas a matriz
extracelular e também pela produ¢cao massiva de EROs. Dessa forma, os neutréfilos
podem contribuir pro desenvolvimento de diversas doengas de carater inflamatdrio,
como a doenga inflamatoria intestinal, artrite reumatoide, diabetes e doencas
cardiovasculares (ARIES; HENSLEY-MCBAIN, 2023).

Em conjunto aos neutrdéfilos, os macrofagos também desempenham papel
crucial na resposta inflamatéria imune inata. Essas células foram descobertas em
1892 como células que se moviam e tinham a capacidade de englobar micro-
organismos patogénicos. Essas ceélulas sao criticas tanto na manutengdo da
homeostase tecidual quanto na instauragdo do processo inflamatdrio,
desempenhando fungdes essenciais especificas do tecido, bem como protegendo o
organismo contra infeccbes (ORECCHIONI et al., 2019; KADOMOTO; IZUMI;
MIZOKAMI, 2022).

Sua origem tem sido amplamente debatida nos ultimos anos. Acredita-se que
0s monocitos surjam de precursores derivados da medula éssea atingindo o sistema
circulatério e migrando para os tecidos periféricos conforme necessario. Essa hipotese
tem sido acreditada por muito tempo, mas alguns macrofagos nativos de tecidos tem
sido relatados como originarios do saco vitelino durante a embriogénese e estao
presentes nos tecidos independentemente dos monécitos (KADOMOTO; IZUMI,
MIZOKAMI, 2022). Os Mondcitos correspondem a cerca de 5 a 10% dos globulos
brancos circulantes no sistema sanguineo. Eles possuem uma vida util de
aproximadamente dois dias, entretanto esse periodo pode se estender por meses a
partir do momento que eles migram aos tecidos e se transformam em macréfagos.
Apesar da importancia fisiolégica na manutengcdo da homeostase tecidual dessas
células, protegendo o organismo contra microrganismos e exercendo fungdes
imunoldgicas, essas células possuem uma relagao intima com o desenvolvimento de
doengas autoimunes e tumores malignos (SICA et al., 2015; SHAPOURI-
MOGHADDAM et al., 2018; KADOMOTO; 1IZUMI; MIZOKAMI, 2022).

Além das diferentes origens, macréfagos sao células extremamente
heterogéneas e podem se diferenciar em subtipos a depender do ambiente tecidual.
A polarizagdo dos mesmos e o fendétipo que adquirem dependem dos mediadores
inflamatdrios produzidos no local do tecido lesado e esses macrofagos, uma vez
polarizados, podem secretar diferentes fatores que promovem o processo inflamatorio

ou fatores resolutérios, responsaveis por cessar a inflamagao (HALDAR; MURPHY,
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2014). Apesar de ainda muito se estudar sobre os diferentes fenétipos de macréfagos,
atualmente os debates a respeito dessa polarizagdo sao restritos a macréfagos M1
(Ativacao classica) e M2 (Ativacao alternativa)(Figura 2). Essa nomenclatura indica
seu estado fenotipico e a depender da localizacdo e momento do processo
inflamatério, macréfagos M1 podem adquirir fenétipo M2 e vice-versa. Desde que a
discussao a respeito de polarizagao de macrofagos ganhou forga no mundo cientifico,
por volta dos anos 2000, entende-se que macrofagos M1 possuem caracteristicas proé-
inflamatorias, enquanto macréfagos M2 sdo de natureza anti-inflamatoria ou pré
resolutoria (MILLS et al., 2017; KADOMOTO; IZUMI; MIZOKAMI, 2022).

Figura 2 - Evolugéo do fenétipo de macréfagos durante o processo de resolugéo

Manécito
Ativagédo Cléssica Ativagao Alternativa
TNF-a, IFN-y, PAMPs, DAMPs , N IL-4, IL-13, IL-10, TGF-p
Macréfago M1 Macréfago M2
M@ pré-inflamatério M@ anti-inflamatério
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Nos estagios iniciais da resposta do hospedeiro a leséo ou infecgéo tecidual, os macréfagos respondem
a presenca de PAMPs, DAMPs e/ou mediadores Th1 e tornam-se células classicamente ativadas (M1),
que sao caracterizadas pela produgao de varios mediadores pré-inflamatérios e com potente atividade
antimicrobiana. Posteriormente, o microambiente inflamatério muda, com a presenca de IL-10, IL-13 e
outros mediadores, e estimula a ativagao alternativa de macrofagos (M2). As células M2 liberam varios
fatores, como IL-10 e TGF-f3, que promovem imunossupressao, cicatrizagédo e resolugdo do processo
inflamatério. Adaptado de Smigiel e Parks (2018).
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Componentes microbianos, como o préprio LPS, bem como DAMPs e citocinas
inflamatadrias, sdo capazes de direcionar a polarizagao de macrofagos para o fenétipo
M1, que como ja citado anteriormente, adquirem caracteristicas pré-inflamatérias, com
a producgao de citocinas como IL-6, IL-12 e TNF-a, além de induzirem o aumento da
expressao de enzimas do processo inflamatério, como ciclooxigenase-2 (COX-2) e
iINOS. Em contraste, a Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-13 (IL-13), IL-10 e o TGF-B,
induzem a polarizagdo de macrofagos para o fenotipo M2, com respostas anti-
inflamatorias e de reparo tecidual (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018; SMIGIEL,;
PARKS, 2018; YUNNA et al., 2020).

Macrofagos M1, em conjunto com outros fagocitos, sdo extremamente
importantes contra infecgdes, pois além do papel fagocitico de patégenos, sua agéao
também se da de forma indireta, com a produg¢ao de citocinas e quimiocinas, que
recrutam globulos brancos e outras células imunes para o local da inflamagéao. Sem
contar o fato de essas células ainda induzirem respostas imunes do tipo Thi,
apresentando antigenos pra células T naive, que se diferenciam e passam a produzir
IFN-y em grandes quantidades, que induz ainda mais a atividade fagocitica de
macrofagos M1 (KADOMOTO; IZUMI; MIZOKAMI, 2022). A atividade fagocitica e
consequente remocgao de patdgenos durante processos infecciosos por macréfagos
M1, se da através da ativagdo do sistema nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase e subsequente geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Também por esse motivo, respostas antimicrobianas e antitumorais produzidas por
esse tipo celular, causam dano tecidual induzido por EROs e prejudica a regeneracgao
tecidual e a cicatrizacdo de feridas. E justamente com o intuito de proteger o
organismo contra o dano tecidual exacerbado, a resposta inflamatéria é inibida por
mecanismos reguladores a partir da resposta de macréfagos M2 (SHAPOURI-
MOGHADDAM et al., 2018).

Macrofagos M2 sao células efetoras chave para a resisténcia a parasitas e nas
respostas Th2 e apresentam um perfil de producdo de citocinas anti-inflamatdrias,
principalmente IL-10 e TGF-B. Eles tém uma capacidade fagocitica mais acentuada,
eliminando detritos e células apoptdticas, promovendo assim o reparo tecidual e
cicatrizacao de feridas devido as suas propriedades pro-angiogénicas e pro-fibroticas.
Entretanto, devido suas caracteristicas de reparo, no contexto de tumores, essas
fungdes troficas teciduais e a falta de capacidade citotdxica contribuem para promover

a progressao de células cancerigenas (SICA et al.,, 2015). Além das citocinas
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caracteristicas produzidas por macrofagos M2, essas células ainda expressam a
enzima Arginase 1 (Arg-1), bem como as moléculas Fizz1 (do inglés, found in
inflammatory zone-1) e Ym1 (proteina semelhante a quitinase 3) (VERGADI et al.,
2017).

A proteina Ym1 foi inicialmente descrita como um fator quimiotatico de
eosindfilos, mas esses efeitos ainda ndo sao totalmente elucidados. Também parece
ter um papel protetor contra fungos e outros patdogenos contendo quitina, além de
poder mediar interagcdes célula-célula de maneira semelhante as selectinas. Ja a
Fizz1, parece ter fungdes ainda menos definidas, mas parece ter envolvimento direto
na inflamagao do epitélio pulmonar inibindo o fator de crescimento nervoso (FCN),
além de inibir a diferenciacdo de adipdcitos. Mais recentemente, esse proteina
também foi implicada na mediacédo da deposicdo de matriz extracelular em um modelo
animal de fibrose pulmonar (NAIR et al., 2005).

No contexto da Arg-1, € importante ressaltar que o metabolismo de
aminoacidos esta intimamente ligado ao fenétipo dos macréfagos. Macrofagos M1 séo
caracterizados pela expressao induzivel da sintase do oOxido nitrico (iINOS). A
producdo de NO é um efetor importante para a atividade antimicrobiana dos
macrofagos M1, enquanto os macrofagos M2 nao produzem NO. Macréfagos M2
expressam altos niveis de Arg-1 que ajudam na producédo de poliaminas que sao
necessarias para a sintese de colageno, proliferagao celular, fibrose e outras fungoes
de remodelagcdo tecidual (SHAPOURI-MOGHADDAM et al.,, 2018). Essas
caracteristicas tonam o metabolismo da arginina um dos fatores chave na
diferenciagao dos macrofagos. Isso porque a Arg-1, compete com a enzima iNOS na
metabolizagdo da arginina, evitando assim o aumento da produg¢ao de NO, produgéo
essa caracteristica de macréfagos M1 (MORRIS, 2007; PESCE et al., 2009).

2.1.2 OXIDO NITRICO

O Oxido nitrico (NO) passou a ter um destaque importante no cenario da
imunologia por volta dos anos 80 e seu papel foi inicialmente definido como um
mediador inflamatoério produzido por macréfagos ativados a partir de citocinas e
compostos microbianos. Esse mediador funcionaria como uma molécula tumoricida e
antimicrobiana, tanto in vitro quanto in vivo. Essa definicdo ainda é aceita, mas hoje

em dia ja se sabe que o NO desempenha inumeras fungdes nao s6 no sistema imune
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mas também em outros sistemas de 6rgaos, isso porque ja € sabido que esse
mediador é produzido por um vasto grupo de células e a nivel de sistema imunologico,
outras células além de macréfagos produzem e respondem ao NO (BOGDAN, 2001,
2015).

O NO é um radical livre muito reativo e labil, de curta duragdo, sendo um
importante mediador em varias fungdes bioldgicas, como a contratilidade cardiaca,
regulacdo do tdbnus vascular, transcricdo genica e outros. Em algumas condi¢des
patolégicas, com o aumento do estresse oxidativo, a produgéo e agcdes do NO sao
significativamente reduzidas, devido a rapida dissipagdao de EROs, como o anion
superoxido, que interagem com o NO produzindo espécies reativas de nitrogénio
(ERNs), cuja alta concentragdo contribui para a leséo tecidual, através do processo
de peroxidagéo lipidica, bem como a geragdo de danos estruturais a proteinas e ao
material genético (FORSTERMANN; SESSA, 2012; PREDONZANI et al., 2015; LIND
et al., 2017).

O NO é um mediador produzido a partir da metabolizacdo do aminoacido L-
arginina em L-citrulina, em um processo dependente da atividade da familia de
enzimas oxido nitrico sintase (NOS), que incluem 3 isoformas, a neuronal (nNOS ou
NOS1), endotelial (eNOS ou NOS3) e a induzida (iNOS ou NOS2). As isoformas
neuronal e endotelial sdo expressas constitutivamente, entretanto evidencias sugerem
que a expressao de nNOS e eNOS também pode ser regulada positivamente por
estimulos externos, como estrogénios, TGF-B1 e aumento dos niveis de glicose
(MATTILA; THOMAS, 2014; VANINI; KASHFI; NATH, 2015; PAUTZ; LI; KLEINERT,
2021).

A nNOS ¢ expressa principalmente em neurénios especificos do cérebro mas
ja foi identificada por imuno-histoquimica na medula espinhal, em ganglios simpaticos
e nas glandulas adrenais, em células epiteliais de varios érgaos, no rim, pancreas e
na musculatura lisa vascular (VANINI; KASHFI; NATH, 2015; SOLANKI et al., 2022).
O NO produzido a partir da acdo da nNOS é um importante neurotransmissor, que
tem importancia principalmente em eventos de sinalizagéo sinaptica. A nNOS tem sido
implicada na regulagdo de processos fisioldgicos relacionados a aprendizado,
memoria e neurogénese. Além disso, a produgdo de NO pela nNOS no sistema
nervoso central (SNC) esta envolvido na diretamente na regulacao da presséao arterial,
tendo em vista que o bloqueio da nNOS na medula e no hipotalamo causam uma
hipertensao sistémica. Essa regulacado se da, porque o 6xido nitrico a nivel de SNC
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diminui a pressao arterial sistémica através da supressao do impulso simpatico central
para a periferia (TODA; AYAJIKI; OKAMURA, 2009; FORSTERMANN; SESSA, 2012;
KOUROSH-ARAMI et al., 2020).

A eNOS, como o proprio nome sugere, esta expressa principalmente em
células endoteliais. No entanto, essa isoforma ja foi identificada em midcitos
cardiacos, plaquetas, células neuronais, placenta, células epiteliais tubulares renais,
macrofagos alveolares e células musculares lisas vasculares. Essa isoforma € um
regulador homeostatico de diversas fungdes cardiovasculares.

O NO produzido pela eNOS, liberado pelo endotélio como um gas ou ligado a
outras moléculas, estimula a guanilil ciclase soluvel, produzindo assim concentragoes
aumentadas de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) intracelular. O cGMP por
sua vez, pode interagir com diferentes tipos de proteinas receptoras intracelulares,
ocasionando diferentes efeitos bioldgicos a depender do local e das concentragdes do
NO. O NO em conjunto com o cGMP, compreendem um sistema de transdugao de
sinal amplo e complexo, uma vez que o cGMP possui inumeros papéis na regulagao
fisiologica como um todo. Dentre esses efeitos, podemos citar, relaxamento da
musculatura lisa, transporte idnico intestinal, funcdo plaquetaria, entre outros. O
relaxamento do musculo liso, por exemplo, que é um dos principais efeitos fisiolégicos
da producao de NO pela eNOS, ocorre por um aumento de GMP ciclico nas células
musculares lisas, decorrentes da acdo de NO, esse processo ativa quinases
intracelulares que diminuem as concentragdes de calcio intracelular, produzindo assim
o relaxamento da musculatura lisa subjacente ao endotélio vascular (RAPOPORT;
DRAZNIN; MURAD, 1983; FORSTERMANN; SESSA, 2012; TOUSOULIS et al.,
2012). Huang e colaboradores (1995) verificaram que a dele¢do do gene de eNOS
leva a um aumento significativo da pressao arterial em camundongos.

Além da acao vasodilatadora, o NO liberado para o lumem vascular a partir
da eNOS é um potente inibidor da agregacao plaquetaria e de adesao celular a parede
vascular. Dessa forma, além de ser um fator preventivo para desenvolvimento de
processos tromboticos, também impede a producao local de fatores de crescimento
derivados de plaquetas que estimulam a proliferacdo de musculatura lisa vascular. O
NO produzido no endotélio vascular & responsavel também pelo controle da
expressao de genes que estdo envolvidos na aterogénese. A despeito disso, sabe-se
que a migragao/adesdo leucocitaria é um dos eventos que antecede o

desenvolvimento de placas ateroscleréticas. O NO diminui a expressao da proteina
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quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e também pode inibir a adesdo de leucdcitos a
parede do vaso, seja interferindo na capacidade de adesao de leucécitos em se ligar
a superficie das células endoteliais ou até mesmo suprimindo a expressao de
moléculas de adesado nos proprios leucocitos (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Em somatério a migracdo leucocitaria, a perda da integridade da
monocamada endotelial na intima dos vasos é um dos eventos que iniciam processos
inflamatorios na aterogénese. O NO produzido pelo endotélio produz efeitos anti-
inflamatorios ao inibir a apoptose de células endoteliais induzida por citocinas pro-
inflamatdrias, EROs e angiotensina Il (DIMMELER; ZEIHER, 1999; PAUTZ; LI,
KLEINERT, 2021). Ou seja, o conjunto dos efeitos de reduzir a adesao leucocitaria e
inibir processos apoptoticos, bem como a inibigdo da agregagao/adesao plaquetaria e
consequente reducdo da exposicdo de células musculares lisas a fatores de
crescimento derivados de plaquetas, que previnem a etapa posterior da aterogénese
com a formacéo de placas fibrosas, conferem ao NO produzido por células endoteliais
uma agéo protetora no desenvolvimento da aterosclerose (FORSTERMANN, 2008).

Em contraste as isoformas neuronal e endotelial da NOS, que sao expressas
de maneira constitutiva. A INOS é a unica isoforma que é expressa quando
estimulada. Essa estimulacéo ocorre principalmente em processos inflamatérios e se
da principalmente por toxinas microbianas e citocinas pré-inflamatoérias, ocasionando
uma producao exacerbada de NO. Entretanto, algumas evidéncias sugerem que essa
isoforma também é expressa de maneira constitutiva, o que leva a crer que a mesma
possa ter papel importante em processos fisiolégicos e nao apenas em condigoes
patolégicas (TSUTSUI et al., 2015).

Com o passar dos anos, o NO tem sido reconhecido como um dos principais
atores envolvidos na imunidade e na inflamag¢do. Em condi¢des infecciosas, o NO
apresenta atividades antivirais e antimicrobianas, tanto citotéxicas (danificando os
tecidos) quanto citoprotetoras (preservando os tecidos), atuando como agente
imunoestimulador (pré-inflamatério) ou imunossupressor (anti-inflamatério). O
aumento da produgéo de NO pela iINOS, se da principalmente pela ativagao de genes
promotores da enzima, através da agao de citocinas pré-inflamatérias. Essas citocinas
induzem fatores de transcricdo que incluem o NF-kB, AP-1, STAT-1, IRF-1 e o fator
nuclear de interleucina-6 (NF-IL-6 ) (BOGDAN, 2001; PAUTZ et al., 2010).

A depender do tipo celular envolvido e do estimulo, seja ele por algum

componente microbiano ou citocina, diferentes vias de sinalizacdo podem promover
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ou inibir a expressao de iINOS. Por exemplo, o préprio NO exerce um efeito duplo na
transcricdo da enzima. Quando ele se encontra em baixas concentragbes, como no
inicio da estimulagdo de macrofagos por citocinas, tem o efeito de regular
positivamente a transcricdo de iINOS. Enquanto altas concentragdes tém o efeito
oposto, como um sistema de Feedback negativo, evitando a superprodugcdo de NO
(CONNELLY et al., 2001). Nesse processo, o NF-kB parece ser um alvo principal para
ativadores ou inibidores da expressao da iNOS. Produtos microbianos como o LPS e
citocinas inflamatérias como o TNF-a e a IL-1B3, bem como o estresse oxidativo,
induzem a expressao de iINOS em diferentes tipos de células imunes a partir da
ativagdo de NF-kB, enquanto diferentes agentes anti-inflamatérios, como
glococorticéides, TGF-B e antioxidantes promovem o efeito inverso, reduzindo a
expressao de iNOS a partir da inibigdo do NF-kB (JEON et al., 1998; PAUTZ et al.,
2010).

De uma maneira ampla, ainda é valido o conceito de que o NO é produzido
por macrofagos a partir da atividade de iNOS, e que a indugéo dessa enzima decorre
da atividade de diferentes mediadores inflamatérios e produtos microbianos, que
levam a ativagao de vias de sinalizagao intracelular, até a transcricao de genes a nivel
nuclear (PREDONZANI et al., 2015). Esse NO desempenha um papel fundamental
em numerosos e diversos processos fisiopatoldgicos, particularmente como o principal
mediador das a¢des microbicidas e tumoricidas dos macrofagos. Entretanto, os efeitos
dicotdmicos do NO continuam a ser um ponto de confusdo para pesquisadores que
dedicam esforcos em entender as agbes do NO no processo inflamatério. O
entendimento de que o NO é sempre produzido em altos niveis no sistema
imunoldgico, que tem efeitos protetores no hospedeiro durante infecgdes e efeitos
prejudiciais em respostas autoimunes, séo simplificacées que ndo se enquadram mais
nos dias de hoje (BOGDAN, 2001; PREDONZANI et al., 2015).

Outro entendimento consensual em relagcao ao NO, é o de que as isoformas
“constitutivas” da NOS podem apresentar um aumento de sua expressao a depender
do estado metabdlico, mudando a ideia de que a nNOS e eNOS sio expressas
meramente para exercer fungdes fisioldgicas habituais. Da mesma maneira, ja
existem evidéncias de que a isoforma induzivel da NOS nao é expressa apenas em
processos inflamatérios, mas que também parece exercer efeitos fisioldgicos
constitutivamente (MATTILA; THOMAS, 2014; PAUTZ; LI; KLEINERT, 2021).
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2.1.3 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO: METODOLOGIA DE GRIESS

Como abordado no topico anterior, o NO € um mediador endégeno produzido
por um conjunto de enzimas conhecidas como Oxido Nitrico sintase, que participa de
processos fisiologicos em diversos tecidos e 6rgaos do corpo humano, mas
principalmente no sistema cardiovascular, sistema nervoso e imune. Com o passar
dos anos, apesar das dificuldades inerentes a dosagem desse mediador, a
importancia e o entendimento do comportamento do NO in vivo vem aumentando,
dado que a localizagdo e concentragcdo desse mediador determina sua atividade
biologica (GIUSTARINI et al., 2004; HUNTER et al., 2013).

O 6xido nitrico é um gas soluvel e extremamente reativo, com metabolizagéo
rapida, tendo um tempo de vida na ordem de segundos a poucos minutos e seu
coeficiente de difus&o proximo a 3.300 ym?.s-' em tamp3o fisioldgico. Por esse motivo,
as metodologias para dosagem de NO utilizam na verdade uma dosagem indireta
desse mediador, a partir de seus metabdlitos. A molécula de 6xido nitrico, no
organismo, sofre uma oxidagdo produzindo ions nitrato e nitrito, e a medi¢do dos
mesmos que permite avaliar a acdo do NO no organismo. Assim, ferramentas
analiticas sensiveis para medir NO em diferentes faixas de concentragdo se tornam
cada vez mais necessarias, por isso, diferentes metodologias ou adaptagdes das
mesmas tem sido propostas para determinar as concentragées dos metabdlitos do NO
em diferentes fluidos bioldgicos (LANCASTER J. R., 1997; HUNTER et al., 2013).

Métodos de detecgdo espectrofotométrica e eletroquimica sdo os mais
utilizados, sendo que diversos deles ja sdo executados por sistemas automatizados
(KAZEMZADEH; ENSAFI, 2001; CASELLA; GATTA, 2004), meétodos de
quimiluminescéncia, absorgao atémica, fluorimétricos e a cromatograficos, apesar de
menor frequéncia, também s3o utilizados (SINGH et al., 1999; MIKUSKA; VECERA,
2003; FERNANDEZ-ARGUELLES et al., 2004; NOROOZIFAR et al., 2007). Dentre as
metodologias citadas, as espectrofotométricas ainda sdo as mais utilizadas e a reagao
classica de Griess (GREEN et al., 1982) é a que mais se destaca, pela facil execugéo
e boa sensibilidade.

A técnica se baseia com o fato do nitrito reagir com aminas aromaticas
primarias para formar o sal de diazbnio. Posteriormente, esse sal reage com um
composto organico aromatico contendo grupos amina ou fenol. O produto formado

dessa reagcdo possui uma cor que possui absorcdo maxima em aproximadamente
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540nm e é quantificada por espectrometria. No teste de Griess tradicional a formacgéao
do sal de diazbnio se da na reagao entre nitrito e acido sulfanilico, e em seguida o
azo-acoplamento ocorre com a utilizagdo da 1-naftilamina (GREEN et al., 1982).

Lemos (2008) realizou um levantamento de trabalhos em que diferentes
autores utilizaram métodos espectrofotométricos empregando a reagao de Griess,
obtendo diferentes limites de deteccdo e faixas de linearidade, o que mostra a
versatilidade da técnica e a disseminagdo de seu emprego. Lapa e colaboradores
(2000), por exemplo, ao fazer a determinagdo simultanea de nitrato/nitrito, sulfato e
compostos fendlicos utilizando analise por injecao sequencial (AIS) em efluentes,
atingiu um limite de detecgéo para nitrito de até 0,01 mg.L™".

Evidentemente, o aumento do interesse de pesquisadores em entender os
mecanismos de participacdo do NO em diferentes condi¢des fisioldgicas ocasiona
consequentemente uma busca por melhores metodologias de quantificagdo, que
sejam cada vez mais sensiveis e estaveis, permitindo menores variagdes e aumento

da reprodutibilidade de resultados experimentais.

2.1.4 CELULAS RAW 264.7: CULTURA E CARACTERISTICAS

A cultura de células, a muito tempo, € um método bem estabelecido e uma
ferramenta util de pesquisa basica nos ramos da biologia e medicina. O
desenvolvimento de novas metodologias e a descoberta de novos tipos de células
para cultivo in vitro, abriu e continua a abrir diversas possibilidades no campo da
biologia celular e estudos médicos. Entretanto, o principal desafio no desenvolvimento
dessas técnicas sempre foi e continua sendo a grande discrepancia entre a cinética
celular in vivo e in vitro. A principal razdo para essa discrepancia € a grande dificuldade
em reproduzir um microambiente artificial onde as células se comportem como se
estivessem em seu ambiente fisiolégico natural (AOKI et al., 2016).

Pensando em um ambiente artificial, varios sao os fatores complicadores para
reproduzir o comportamento natural das células, semelhantes aos observados
fisiologicamente. Dentre eles, padrdo de citocinas, material de cultura (meio,
suplementacdo e etc), interacbes entre células e estresse fisico ambiental séo
exemplos de geradores de discrepancia entre esse comportamento celular. Ainda é

importante salientar que, células em organismos vivos, em diversas condigcdes
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patologicas, sao submetidas a uma combinagao de condi¢gdes ainda mais aberrantes
e fortes, com presencga de toxinas, edema, aumento de temperatura, além de ter
producdo de citocinas e interacbes celulares diferentes das observadas em um
ambiente artificial (AOKI et al., 2016).

Apesar de técnicas de cultura celular serem extremamente difundidas por
laboratérios ao redor do mundo e serem fundamentais para pesquisa biomédica e pré-
clinicas, o rapido crescimento em areas como terapia génica, genémica e protedmica
ocasionou um aumento da utilizagcdo desses sistemas com pouco rigor nas boas
praticas laboratoriais, impactando diretamente os resultados experimentais, com
aumento de dados erréneos e dificuldade na reprodutibilidade dos experimentos
(BAUST et al., 2017). Somado a esse fator, diversos autores estdo cada vez mais
cautelosos quanto a interpretagcdo dos dados obtidos a partir de experimentos
conduzidos em linhagens celulares ja estabelecidas devido as caracteristicas
inerentes as células e a comparabilidade ou estabilidade entre os laboratorios,
principalmente por conta de mudangas genotipicas e fenotipicas que podem ocorrer
quando essas sao cultivadas por muito tempo. A falta de informag¢des dos autores
quanto ao numero de passagens utilizadas para a realizagdo dos experimentos, bem
como sobre as caracteristicas fenotipicas encontradas nas células tem sido
recorrente, inclusive em trabalhos publicados em periddicos renomados. Evidéncias
sugerem mudancgas significativas nas caracteristicas de morfologia, crescimento e
capacidade de diferenciagéo entre células de passagens inferiores em comparagéo a
células de passagens superiores (BAUST et al., 2017; TACIAK et al., 2018).

As Células RAW 264.7 (ATCC TIB-71) sdo uma linhagem celular de
monadcitos/macréfagos que foram estabelecidas a partir de tumores em camundongos
BALB/c machos induzido com o virus da leucemia murina Abelson. No contexto de
estudo do processo inflamatério como um todo, células RAW 264.7 sao amplamente
utilizadas por mais de 40 anos e sao descritas como um modelo apropriado de
macrofagos por fornecerem informagdes preliminares importantes, que ajudam a
selecionar ou triar produtos naturais e compostos quimicos sintéticos quanto a sua
bioatividade (anti-inflamatéria ou imunomoduladora), permitindo prever seu efeito
potencial em experimentos subsequentes utilizando modelos in vivo ou células
primarias (MERLY; SMITH, 2017; ELISIA et al., 2018; TACIAK et al., 2018).

Por serem uma linhagem celular de macréfagos, essas células produzem uma

resposta inflamatéria robusta quando desafiadas por um estimulante inflamatério
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como o LPS, que como ja citado anteriormente, trata-se de um agonista de receptores
do tipo Toll-Like, principalmente TLR-4 que ativa vias de sinalizagao intracelulares
com recrutamento de fatores de transcricdo nuclear e transcricdo de genes
inflamatdrios, com producéo e secrecao de mediadores, como citocinas e NO, além
de aumentar sua capacidade fagocitica (ELISIA et al., 2018; TACIAK et al., 2018).

A vasta utilizagado desse modelo, pode ser atribuido a dois fatores principais. O
primeiro é que a linhagem de células RAW264.7 esta disponivel comercialmente em
diversos bancos de células e o segundo motivo € o de ser uma célula extremamente
facil de se cultivar, podendo ser rapidamente expandida e utilizada em larga escala,
algo que nao é inerente a grande maioria dos modelos celulares (ELISIA et al., 2018).
Entretanto, as dificuldades decorrentes da falta de padronizacédo de técnicas para a
utilizacao dessas células tornam a interpretacao de resultados cada vez mais dificeis
e menos reprodutiveis, tornando-se necessario e urgente a elaboracédo de manuais
que alinhem os processos laboratoriais de pesquisadores que trabalhem com essa

plataforma experimental.

2.1.5 REVISOES SISTEMATICAS E META-ANALISE

As revisdes sistematicas surgiram principalmente como uma ferramenta para
obter subsidios ou mais embasamento a respeito de temas em especifico, visando
aumentar a qualidade de praticas ou acbes em saude. Isso ocorre porque na
atualidade, devido ao alto numero de publicacbes cientificas sobre tematicas
semelhantes, possibilitar a captacao e sintese de evidéncias cientificas é essencial
pro melhor entendimento de assuntos especificos e melhoria das praticas em saude
(VALENTIM, 2021).

Dessa forma, as revisdes sistematicas nada mais sdo que uma metodologia
que permite englobar um conjunto de estudos, para responder perguntas especificas
e dar suporte a pesquisadores e clinicos para que os mesmos entendam melhor e de
maneira mais clara e rapida o desfecho a respeito de diferentes estudos. Ou seja,
revisdes sistematicas podem gerar e avaliar teorias sobre como ou por que alguns
fendmenos ocorrem e, por vezes, ajudar a abordar questdes que n&do podem ser
respondidas por estudos individuais e identificar problemas em pesquisas primarias,
podendo dessa forma, corrigi-los em estudos futuros (PAGE et al., 2021).
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A justificativa e metodologia de toda revisao sistematica, devem ser
determinadas antes do inicio do processo de revisdo e a mesma sempre se inicia com
uma pergunta de pesquisa bem definida. Isso € essencial para facilitar justamente a
sistematizacdo da pesquisa e orientar os autores quanto aos trabalhos que serao
incluidos. Por isso a utilizagdo do acronimo PICOs é extremamente difundida por
pesquisadores que trabalham na elaboragao de revisdes sistematicas, pois leva em
consideragao pontos chave para a realizagdo do trabalho, que s&o a populacédo de
interesse do estudo (P), qual o tipo de intervengéao (1), quais os comparadores a serem
utilizados (C) e os resultados de interesse (O, do inglés, outcome).

A elaboragcdo de uma pergunta especifica, bem como o uso de métodos
sistematicos e critérios de elegibilidade rigorosos para selegéo dos estudos que seréo
incluidos na revisdo sao fatores preponderantes para que o trabalho seja bem
elaborado e fornecga seguranca e qualidade na tomada de decisbes ou mudancgas de
protocolos. Dessa forma, existem checklists especificos para orientar o processo de
elaboracao de uma revisao sistematica, esses checklists podem variar bastante nas
etapas a serem cumpridas no processo de elaboragdo da revisdo sistematica,
entretanto, os ltens de relatdrio preferidos para revisdes sistematicas e meta-analises
(do inglés, Preferred Reporting ltems for Systematic reviews and Meta- Analyses), ou
declaracdo PRISMA (PAGE et al.,, 2021) é o documento mais utilizado por
pesquisadores em revisdes sistematicas (OWENS, 2021). A declaracdo PRISMA
surgiu como uma diretriz de relatorios projetada para lidar justamente com a
dificuldade de padronizagédo das revisdes. Esse documento conta com uma lista de
verificacdo de 27 itens recomendados a serem cumpridos durante o processo da
revisao, sendo que o documento fornece orientagdes especificas de como cada item
deve ser contemplado no trabalho (PAGE et al., 2021).

Varias organiza¢des internacionais dedicam seus conhecimentos no
desenvolvimento de metodologias e protocolos de revisdes sistematicas para que a
sintese da evidéncia seja valida e confiavel. Dentre eles, podemos citar o Campbell
Collaboration, Center for Reviews and Dissemination, Cochrane Collaboration,
Institute of Medicine e Joanna Briggs Institute. Essas organizagbes fornecem
orientagdes, treinamentos e software para facilitar a sintese de varios tipos de
evidéncias, incluindo evidéncias quantitativas, qualitativas e econdmicas (BAKER;
WEEKS, 2014).
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Ainda, as revisdes sistematicas devem ter seus protocolos registrados em
base de dados com o intuito de reduzir risco de viés ou duplicidade de publicagao
sobre um mesmo assunto/tema. Esse registro também permite que outros
pesquisadores consigam verificar o andamento de estudos que estdo sendo
realizados, tendo em vista que por vezes o0 processo de elaboragdo de revisdes
sistematicas pode ser demorado. Desde 2011 a PROSPERO (International
Prospective Register of Systematic Reviews) figura como a principal plataforma de
registro de protocolos para revisdes sistematicas.

Uma revisao sistematica deve relatar explicitamente os métodos, ser rigorosa
e reprodutivel para minimizar o viés de publicagdo. Além da elaboragao da pergunta,
como ja citado anteriormente, a revisdo deve definir critérios especificos de incluséo
e exclusao de estudos a serem incluidos na analise e a busca abrangente e exaustiva
deve ser realizada utilizando etapas. Para isso a escolha dos “Medical Subject
Headings” (MeSH terms) a serem utilizados para resgatar o maior numero de
trabalhos possiveis e o cruzamento de blocos de MeSH terms, tem o intuito de incluir
no trabalho artigos que possuem todos os termos de interesse pra responder a
questao da pesquisa. O processo de aplicagao dos critérios de inclusdo ou exclusao
¢é feito na grande maioria em duas etapas, com critérios menos especificos e mais
abrangentes na leitura de titulo e resumo dos trabalhos. Apds esse processo, 0s
trabalhos selecionados devem passar para a segunda etapa onde ocorre a leitura dos
artigos completos e aplicagao de critérios mais especificos (BAKER; WEEKS, 2014).

Sempre apos a selegao dos estudos, os autores devem fazer uma analise
extremamente minuciosa dos artigos incluidos, buscando extrair os dados da maneira
mais fidedigna possivel e de maneira padronizada, para possibilitar a analise dos
desfechos de maneira conjunta. Essas etapas ocorrem sempre com um par de
revisores a cegas, justamente para maior transparéncia e evitar tendenciosidades no
trabalho. Quando ocorre alguma divergéncia entre os pesquisadores, seja na etapa
de selegcdo e elegibilidade dos trabalhos, quanto na coleta de dados, um terceiro
pesquisador € acionado para a resolugao da discrepancia (BAKER; WEEKS, 2014;
HIGGINS et al., 2019; DE LUCA CANTO et al., 2020).

A depender da caracteristica da revisdo sistematica € possivel realizar uma
meta-analise, que nada mais € do que a aplicacdo de métodos estatisticos que tem
por finalidade agrupar resultados de diferentes estudos, aumentando assim o poder

estatistico, pois € possivel calcular uma estimativa combinada da magnitude e direcéo
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dos efeitos do tratamento. Essa combinagdo permite que a precisao da estimativa
aumente e a amplitude dos intervalos de confiangca diminuam (MCKENZIE; BELLER;
FORBES, 2016; L FERREYRO; M PATINO; CARVALHO FERREIRA, 2020).

Por esse motivo, a meta-analise é muito utilizada em ensaios clinicos
randomizados, pois esses ensaios fornecem um alto nivel de evidéncia se analisados
em conjunto. As revisdes sistematicas, combinadas com meta-analises sao a base da
medicina baseada em evidéncias, pois oferecem uma estimativa mais precisa do
tamanho do efeito de uma determinada intervengdo. Entretanto, a qualidade da
evidéncia é diretamente relacionada com a qualidade dos estudos que sao incluidos
na revisdo. Por exemplo, uma caracteristica muito comum em revisdes sistematicas €
a inclusdo de estudos com caracteristicas distintas, o que leva a heterogeneidade
clinica, metodologica e estatistica. Diferengas nos participantes dos estudos ou
diferengas na intervencao utilizada e trabalhos com avaliadores cegos ou n&o, sao
exemplos de causas de heterogeneidade clinica e metodoldgica respectivamente (L
FERREYRO; M PATINO; CARVALHO FERREIRA, 2020).

Em meta-analises, a heterogeneidade é verificada pela utilizagao do teste 12,
a grosso modo, os resultados desse teste variam em uma escala percentual de 0 a
100, sendo que valores acima de 50% indicam alta heterogeneidade. Assim sendo,
identificar as possiveis causas de heterogeneidade a partir de testes de meta-
regressao e realizar analises estratificadas de subgrupos € essencial para a qualidade
do estudo. Ou seja, realizar uma meta-analise por subgrupos permite tirar conclusdes
validas de meta-analises em que estudos heterogéneos foram incluidos, pois o
reagrupamento de estudos individuais que tenham apresentado resultados
semelhantes, retira a heterogeneidade verificada inicialmente (HIGGINS et al., 2019;
SANTOS; CARDOSO; APOSTOLO, 2022)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a racionalidade de medir varios biomarcadores inflamatérios nos
estagios iniciais do processo de triagem de atividades anti-inflamatéria e

imunomoduladora no modelo in vitro utilizando células RAW264.7 induzidas por LPS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir a pergunta de pesquisa e as palavras-chave de busca nas bases de dados;
- Registrar a revisdo sistematica na plataforma colaborativa da Open Science
Framework (OSF);

- Realizar busca em bases de dados de artigos com trabalhos realizados in vitro
utilizando células RAW 264.7 estimuladas com LPS;

- Selecionar os artigos que respondam a pergunta da pesquisa, através da leitura do
titulo, resumo e posteriormente o texto completo, seguindo critérios especificos de
elegibilidade;

- Analisar os dados e desfecho dos artigos selecionados;

- Realizar analise da qualidade dos artigos incluidos e risco de viés utilizando como
base o Documento de Orientacdo para Descrever Métodos de Testes In Vitro Nao
padronizados da OCDE e na adaptacdo da ferramenta SciRAP para avaliacdo de
estudos de toxicidade in vitro;

- Propor um checklist de padronizacido de etapas e itens a serem levados em
consideragao por pesquisadores que trabalhem com a plataforma experimental in vitro
utilizando células RAW 264.7.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta revisdo sistematica e meta-analise foi conduzida de acordo com o
Preferred Reporting of Systematic Reviews and Meta-Analysis (PAGE et al., 2021) e
o Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Intervention (HIGGINS et al., 2019).
Esta revisdo foi registrada no Open Science Framework (DOI
10.17605/0OSF.IO/8C3HT). A questdo da revisdo foi formulada de acordo com o
acrénimo PICOS (populagéo, intervengao, controle, resultados e desenho do estudo):
Qual a eficacia da dosagem do Fator de Necrose Tumoral-alfa, Interleucina-1-beta e
Interleucina-6, como biomarcadores inflamatoérios, comparados ao oOxido nitrico
(padréo ouro) em células RAW 264.7 induzidas por LPS? (Tabela 1).

Tabela 1 - Estratégia PICOS

PICOS Descrigao

Populagao Macrofagos RAW 264.7 cultivados em meio DMEM

Intervengao Inducao/estimulagao/ativagao com lipopolissacarideo
(LPS)

Comparadores Producgao de 6xido nitrico ou seus metabdlitos

Resultados Eficacia do TNF-alfa, IL-1-beta e IL-6 (produg¢do) como

biomarcadores de ensaio inflamatério in vitro*

Tipos de estudos In vitro
incluidos
Pergunta da revisao: Qual a eficacia da dosagem do Fator de Necrose

Tumoral-alfa, interleucina-1-beta e interleucina-6,
como biomarcadores inflamatérios, comparados ao
oxido nitrico (padrédo ouro) em células RAW 264.7
induzidas por LPS?

Baseado na estratégia PICO para estudos de intervengéo (Needleman IG, 2002; Higgins JPT, Green
S. Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions Verséo 5.1.0 [atualizado em margo
de 2011]. Inglaterra: John Wiley & Sons, Ltd; 2011). *Parametros das citocinas inflamatorias e
produgao de oxido nitrico/nitrito.
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4.1 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura foi realizada utilizando as bases de dados PubMed,
EMBASE, Scopus e Web of Science (Web of Knowledge) e Google Scholar,
recuperando artigos publicados no periodo que compreendia entre janeiro de 2015 a
abril de 2020. A primeira fase estabeleceu uma investigagdo de acordo com as
caracteristicas e estratégias de cada base de dados eletrénica (Tabela 2). Todos os
pesquisadores realizaram buscas independentes para definir termos MeSH (Medical
Subject Headings) e estratégias de busca, que foram validadas por trés especialistas
(IGD, IFK, EMD). Os pesquisadores primeiro examinaram os titulos e depois os
resumos (BMF; GOR; ETBM; GNV). Para recuperar as publicagées no PubMed, os
termos MeSH foram organizados em quatro blocos: Bloco 1 (marcadores de
mediadores da inflamagao): "Interleukin-1" OR "Interleukin-6" OR "Inflammation" OR
"Nitric Oxide" OR " Nitric Oxide Synthase Type II" OR "Nitrites" OR "Tumor Necrosis
Factor-alpha"; Bloco 2 (células): "Cells, Cultured" OR "Macrophages" OR
"Macrophages, Peritoneal" OR "Mice"; Bloco 3 (lipopolissacarideo): "Endotoxins”;
Bloco 4 (agentes anti-inflamatdrios): "Anti-Inflammatory Agents" OR "Anti-
Inflammatory Agents, Non-Steroidal" OR "Anti-Inflammatory Agents" [Pharmacological
Action] OR "Anti-Inflammatory Agents, Non-Steroidal" [Pharmacological Action]. Nas
demais bases de dados, buscamos os termos que recuperassem potenciais estudos,
e utilizamos a estratégia de topicos para Web of Science (topico), Scopus
(titulo/palavra-chave/abstract) e bases de dados Embase (termos Emtree), aplicando
filtros para idioma (inglés), periodo de tempo (janeiro de 2015 a Abril de 2020) e
apenas artigos cientificos. No Google Académico, usamos a seguinte estratégia:
"inflammation” OR "cytokines" AND “RAW 264.7” AND "lipopolysaccharide" AND
"Agentes anti-inflamatoérios" (arquivos em PDF e periodo 2015-2020). As referéncias
recuperadas das pesquisas foram organizadas no EndNote Reference Manager e no

aplicativo Rayyan QCRI web e maével.
4.2 SELECAO DE ESTUDOS
Os artigos duplicados foram removidos utilizando o EndNote Reference

Manager e manualmente no Rayyan QCRI web e moével. Na primeira fase, quatro

autores cegados e independentes (BMF, GOR, ETBM e GNV) selecionaram os artigos
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por titulo e resumo, aplicando os critérios de elegibilidade de acordo com a questao
PICOS (acima) (Tabela 1). Qualquer discordancia entre os revisores foi resolvida por
um revisor especialista (IGD e JSR). Em seguida, os textos completos dos estudos
selecionados foram recuperados e avaliados independentemente quanto a
elegibilidade por quatro revisores novamente (BMF, GOR, ETBM e GNV). Qualquer
desacordancia foi resolvido por meio de discussdo entre o0s revisores € um
especialista independente (IGD, JSR, IFK e EDM).

421 CRITERIOS DE INCLUSAO

Aplicamos a estratégia PICOS para estabelecer os critérios de inclusao.
Populacao (P): macréfagos RAW 264.7 derivados de murino/Mus musculus em meio
de cultura celular Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM). A utilizacdo desse meio de
cultura celular nos estudos foi escolhida como critério de elegibilidade, de acordo com
a recomendagdo da ATCC para essa linhagem celular (American Type Culture
Collection - ATCC, 2018). Intervencao (I)/Exposicao: Qualquer forma de intervencéao
com LPS na concentragdo de 1 pg/mL (indutor inflamatério de macréfagos RAW
264.7), e tempo de exposi¢ao entre 12 a 48 horas. Comparador(es)/controle (C):
Macrofagos RAW 264.7 nao induzidos por LPS (grupo de controle basal). Resultado
(O)/medida(s): Niveis ou concentracdo de NO ou metabdlitos (uM) e pelo menos uma
das seguintes citocinas: TNFa, IL-1B e IL-6 (pg.mL™"). Apenas estudos que mostraram
producao de NO acima de 20 uM por macréfagos RAW 264.7 induzidos por LPS foram
incluidos. Essas condicdes foram estabelecidas com base em estudos anteriores
publicados por nosso laboratério usando esse modelo experimental (DUARTE et al.,
2018; MOHR et al., 2019; BILUCA et al., 2020) . Outras referéncias importantes da
area também usaram o mesmo protocolo experimental (YOON et al., 2009; JUNG et
al., 2013; ALTAN et al., 2020). Os desenhos de estudo (S) incluiram: Apenas artigos
originais de estudos in vitro (macréfagos RAW 264.7), com células de controle
separadas. Artigos escritos em inglés, publicados nos ultimos cinco anos (de 1° de
janeiro de 2015 a 31 de maio de 2020).



Tabela 2 - Estratégias de busca nas bases de dados
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Search Pubmed Web of Science Scopus Embase/Emtree
Bloco 1 ("Interleukin-6"[Mesh]) OR "Interleukin-  TS=(Interleukin-1 OR Interleukin-6  TITLE-ABS-KEY (“Interleukin-1” OR 'interleukin 1" OR 'interleukin 6'/exp OR
“Interleukin-6” OR “Inflammation” OR ‘interleukin 6' OR ‘inflammation'/exp OR

Mediadores da

inflamagao #1

1"[Mesh]) OR OR
"Tumor Necrosis Factor-alpha"[Mesh]) OR

"Inflammation"[Mesh])

OR Inflammation OR Nitric Oxide OR
Nitric Oxide Synthase Type Il OR

“Nitric  Oxide” OR *“Nitric Oxide
Synthase Type II” OR “Nitrite” OR

'inflammation’ OR 'nitric oxide'/exp OR 'nitric
oxide' OR 'inducible nitric oxide synthase'/exp

"Nitrites"[Mesh]) OR ("Nitric Oxide"[Mesh] OR  Nitrite$ OR Tumor Necrosis Factor- “Tumor Necrosis Factor-alpha” OR OR ‘inducible nitric oxide synthase' OR
"Nitric Oxide Synthase Type II"Mesh]) OR alpha OR Cytokine$) “Cytokine”) ‘nitrite’/exp OR 'nitrite’ OR 'tumor necrosis
“Cytokines[Mesh]) factor'/exp OR ‘'tumor necrosis factor' OR
y ‘cytokine'/exp OR 'cytokine'
Bloco 2 ("Mice"[Mesh]) OR "Cells, Cultured"[Mesh]) TS=("Cell$, cultured" OR RAW 264.7 TITLE-ABS-KEY("RAW 264.7" OR 'mouse'/exp OR 'mouse' OR 'cell culture'/exp OR
Células #2 OR ("Macrophages'[Mesh] OR OR Macrophage$ OR Peritoneal "Macrophage" OR "Peritoneal 'cell culture’ OR 'macrophage/exp OR
. . .\ . macrophage”) 'macrophage’ OR 'peritoneum macrophage'/exp
Macrophages, Peritoneal"[Mesh]) macrophage$ OR Mice) OR 'peritoneum macrophage' OR 'raw 264.7 cell
line'
Bloco 3 "Endotoxins"[Mesh] TS=(Lipopolysaccharide$ OR TITLE-ABS-KEY (Lipopolysaccharide* 'lipopolysaccharide'/exp OR 'lipopolysaccharide’

Lipopolissacari

Endotoxin$)

or “LPS” OR “Endotoxin”)

OR 'endotoxin'/exp OR 'endotoxin’

deo #3
Bloco 4 ("Anti-Inflammatory Agents"[Mesh] OR "Anti-  TS=(drug effect$ OR anti- TITLE-ABS-KEY (“Anti inflammatory ‘antiinflammatory agent'/exp OR
Agentes anti- Inflammatory Agents, Non-Steroidal"[Mesh]  inflammatory effect$) effect” OR “Anti inflammatory agent”) ‘antiinfammatory  agent’ OR  'nonsteroid
. L A antiinflammatory agent/exp OR 'nonsteroid
inflamatérios OR Anti Inflammatory antiinflammatory agent
#4 Agents"[Pharmacological Action] OR "Anti

Inflammatory Agents, Non-Steroidal"

[Pharmacological Action])
Combo #5 (#1 AND #2 AND #3 AND #4) (#1 AND #2 AND #3 AND #4) #1 AND #2 AND #3 AND #4 combine AND

Google Scholar (Literatura cinzenta): "inflammation" OR "cytokines" AND “RAW 264.7" AND "lipopolysaccharide" AND "Anti-inflammatory agents" (PDF file and period

2015-2020).
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4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Tambeém foram aplicados os critérios de exclusédo levando em consideragao a
estratégia PICOS. Esses critérios foram selecionados com base nas principais
diretrizes para cultura de células (American Type Culture Collection - ATCC, 2018).
Na primeira fase de elegibilidade, o titulo e o resumo foram lidos e os seguintes
critérios de excluséo foram aplicados: 1) Macrofagos ndo RAW 264.7; 2) Macrofagos
RAW 264.7 nao induzidos por LPS; 3) Nao informar “6xido nitrico ou nitritos” E “TNF-
alfa ou IL-1-beta ou IL-6”; 4) Desenho do estudo: estudos experimentais usando
exclusivamente modelos animais, ensaios clinicos ou outros estudos envolvendo
humanos, revisdes, Diretrizes, Cartas, Editoriais, Comentarios, Noticias, resumos de
congressos, teses e dissertagdes; 5) Nao escrito no idioma inglés; 6) textos completos
indisponiveis. Na segunda fase, o texto completo foi lido e alguns outros critérios de
exclusao foram adicionados, além dos ja citados na primeira fase: 5) concentragéo de
LPS diferente de 1 ug/mL; Tempo de exposi¢cado ao LPS diferente de 12, 24 e/ou 48
horas; 6) “6xido nitrico ou nitritos” e medidas de TNF-alfa e/ou IL-1 beta e/ou IL-6
apresentadas como expressao génica ou razdo de expresséo ou outras medidas (%,
ICs0); 7) Producdo de 6xido nitrico ou nitrito igual ou menor que 20 uM no grupo
controle (LPS); 8) Estudos que né&o utilizaram grupo controle basal (comparador:
macrofagos RAW 264.7 nao induzidos por LPS ou induzido por outra substancia); 9)
DMEM néo utilizado como meio de cultura celular; 10) Textos completos indisponiveis;
11) NOx ndo medido pelo método de Griess; 12) condigdo atmosférica diferente de
5% de COz2; 13) Nao utilizar 10% de suplementacdo do meio com Soro Fetal Bovino
(SFB); 14) Densidade celular # ~10° mL; 15) NO e citocinas ndo medidos na mesma
condicao experimental; 16) Niveis de NO>300 pM (o limiar de reatividade); 17)

Estudos duplicados.

4.3 EXTRACAO DE DADOS

Os artigos foram distribuidos aleatoriamente entre quatro autores, que
extrairam os dados de forma independente (BMF, GOR, ETBM e GNV) (URBANIAK;
PLOUS, 2013). Os dados foram extraidos do texto, figuras ou tabelas e inseridos em
uma tabela padronizada. Quando apenas o grafico estava disponivel e ndo os valores
totais, os dados foram extraidos usando uma régua de tela digital. Os dados extraidos
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foram validados por um par de revisores. Quaisquer discrepancias foram resolvidas
por meio de discussdo ou consulta a um terceiro revisor (IGD, IFK, JSR e EMD).
Posteriormente, o grupo de especialistas validou os dados extraidos de forma
padronizada. Quando os dados n&o foram bem relatados, ou estavam pouco claros,

contatamos os autores por e-mail com o0 maximo de 3 tentativas.

Dados a serem extraidos: 1° autor, ano de publicagao, pais, objetivos, células RAW
264.7 cultivadas (macrofago; virus da leucemia murina Abelson transformado - Mus
musculus, camundongo), numero/densidade de células plagueadas, suplementagao
de meio, temperatura de incubacgao, atmosfera de diéxido de carbono (%), antibidticos,
numero de passagens celulares, placa utilizada para o teste, confluéncia celular,
numero de repeticdes técnicas e repeticio de experimentos independentes.
Concentragao de LPS (fabricacdo, 1 pg/mL), veiculo utilizado, concentragcdo de
dimetilsulféxido (DMSO), tempo de incubagao/exposicao (12, 24 ou 48h). Mediadores
da producgao de inflamagao, variaveis continuas: Oxido nitrico/nitritos (UM, média, DP)
e TNF-qa, IL-1B ou IL-6 (pg.mL"", média, DP). Se o tipo de erro nao fosse claro, era
registrado como Erro Padrao da Média. Esses dados foram convertidos em desvios
padrao (25). As conclusdes dos autores e os riscos/limitagdes relatados pelos autores
dos estudos originais também foram extraidas. Fornecemos uma sintese narrativa das
descobertas dos estudos incluidos, estruturada em torno do tipo de intervencao,
caracteristicas alvo, tipo de resultado, conteudo da intervengao e células de controle.
Resumimos os efeitos da intervengdo para cada estudo calculando as diferengas

meédias padronizadas em uma meta-analise.

4.4 META-ANALISE

Um minimo de 3 estudos foi utilizado para realizar uma meta-analise. Quando
os estudos apresentaram o mesmo tipo de intervencdo (LPS) e controle, com a
mesma medida de resultado, os mesmos foram entdo agrupados usando uma meta-
analise de efeitos aleatdrios, com diferengas médias padronizadas para resultados
continuos, calculando os intervalos de confianga de 95% e dois valores de P de dois
lados para cada resultado. Nos estudos em que os efeitos do agrupamento ndo foram
levados em consideragao, foi feito o ajuste dos desvios padrdao para o efeito do

desenho.
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A significancia estatistica foi definida como valor de p<0,05 (teste Z).
Enquanto o teste Q de Cochran e I? foram utilizados para avaliar a heterogeneidade.
Um valor p pode ser calculado para o teste Q, indicando se todos os estudos
compartilharam um tamanho de efeito comum (p<0,05) ou ndo (p>0,05), enquanto
para o teste I3, valores de 1>>50% foram utilizados como ponto de corte para considerar
os estudos heterogéneos.

Uma meta-regressao univariada foi realizada onde havia dados suficientes
(>10 comparacdes por variavel). Apds a estratificacdo dos estudos, foi realizada a
meta-analise estratificada para explorar a causas de heterogeneidade nas estimativas
de efeito de acordo com os subgrupos, enquanto a verificagdo de presenca de viés de
publicagao foi avaliada utilizando a analise de grafico de funil.

Para as analises estratificadas, foram realizadas analises de subgrupos. As
seguintes caracteristicas do estudo foram examinadas como fonte potencial de
heterogeneidade: tempo de exposicao ao LPS (24 horas); intervalo de concentragao
de 6xido nitrico/nitritos em um grupo de controle positivo (20-50 yM/ > 50 uM) (estudos
mostrando mM/mL ou outra escala foram convertidos para uM); e o método usado
para determinar a densidade celular (células por pog¢o ou células por mL). Os
resultados dos estudos relatados como zero foram usados 0,1 para realizar uma meta-
analise. A remocao de outliers foi realizada de acordo com a faixa de ensaio dos kits
de ELISA das citocinas estudadas: TNF: 10 - 6.000 pg mL-1, IL-1: 3 - 3.000 pg mL-1
e IL-6: 5 -2.000 pg mL-1.

4.5 AVALIACAO DA QUALIDADE

O risco de viés foi avaliado com base no Documento de Orientagcdo para
Descrever Métodos de Testes In Vitro Nao padronizados da OCDE e na ferramenta
SciRAP para avaliacado de estudos de toxicidade in vitro (BERONIUS et al., 2018).
Dois revisores avaliaram independentemente a qualidade de cada estudo (BMF e
ETBM). Quaisquer discrepancias foram resolvidas por revisores especialistas (IGD e
EMD). Avaliamos os trabalhos em 3 topicos separadamente: Qualidade dos relatérios,
qualidade metodoldgica e relevancia dos estudos. Para a qualidade dos relatérios e
qualidade metodoldgica, as op¢des de respostas para cada questdo aplicada foram

“Nao determinado, cumpriu parcialmente, cumpriu” ou “Ndo cumpriu”. Para os critérios
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de relevancia, as opg¢des de resposta para os itens do relatério foram “Nao
determinado, Diretamente relevante, Indiretamente relevante ou Nao relevante”.

As caracteristicas dessas respostas foram especificadas por cores em
planilhas especificas para cada topico. Os perfis de cores, facilmente visualizados em
planilhas, sdo especialmente uteis para determinar onde estdo os pontos fortes e
fracos de um estudo ou de um grupo de estudos em especifico. Uma pontuacgéo
numeérica para a qualidade de relatorios e para a qualidade metodoldgica foi calculada.
O calculo das pontuagcdes pode ser simplesmente explicado como a pontuacao
SciRAP: {[F + (PF*0,5)])/T]*100} (onde F é o numero de critérios atendidos multiplicado
por seus pesos individuais, PF € o numero de critérios parcialmente atendidos
multiplicado por seus pesos individuais e T € o numero total de critérios multiplicado
por seus pesos individuais). Ou seja, a pontuacdo € a percentagem de critérios
cumpridos e parcialmente cumpridos incluidos na avaliagdo, tendo em conta o peso
dos critérios individuais, sendo que os critérios parcialmente cumpridos (analise
subjetiva) contribuem com metade do valor dos critérios cumpridos.

A pontuagao SciRAP pode ter um valor que varia de 0 (todos os critérios sdo
julgados como “ndao cumpridos”) a 100 (todos os critérios sao julgados como
“‘cumpridos”). O resultado da avaliagdo do SciRAP foi baseado na classificacdo dos
estudos de acordo com sua confiabilidade relativa e dividindo os estudos em
diferentes categorias de confiabilidade, por exemplo, as categorias Klimisch “confiavel
sem restricoes”, “confiavel com restricbes” e “ndo confiavel”’. A classificagcado e a
categorizagao sao feitas caso a caso. O SciRAP nao dita valores de corte ou

categorizagao com base em pontuagdes SciRAP ou perfis de cores.

5 RESULTADOS

Apos uma busca exaustiva nas cinco bases de dados utilizadas, recuperamos
um total de 13.073 artigos. Esse numero foi reduzido apds a aplicagao automatica de
um filtro para remover duplicatas (Endnote) e apds a remogédo manual utilizando o
aplicativo web e mével Rayyan QCRI (27), restando assim um total de 7.868 artigos a
serem submetidos a primeira fase de aplicagdo dos critérios de elegibilidade (Figura

3). Apos a aplicagao da primeira rodada de critérios de exclusao (titulo e resumo), um
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Figura 3 - Processo de busca e selegédo dos estudos com base na declaragdo PRISMA

Trabalhos adicionais identificados por

Artigos selecionados a partir da busca nas triagem de referéncias dos artigos

bases de dados

originais
(n=13.079) (n=0)
Artigos selecicnados apds a remogao
de duplicatas
(n =7.868)
T
y
Primeira fase (titulo e resumo) Razoes de exclusao:
(Somados aos critérios mencionados
Artigos incluidos (n = 1.326) anteriormente)
Artigos excluidos (n = 6.542) ~
7.Concentracdo de LPS # 1 pg/mL (486);
i 8.Tempo de exposicdo ao LPS # 12, 24 e/ou 48 horas (175);
9. “NO ou nitritos” e medidas de TNF-a efou IL-1p e/ou IL-6
Razoes de exclusio: apresentados como expressdo génica ou razdo de

expressdo ou outras medidas (278);
1. Macréfagos ndo RAW 264.7 (4.607);

10. Produgio de NO ou nitrito < 20 pM (101);

2. Macréfagos RAW 264.7 nado induzidos por o )
LPS (91); 11. Estudos que nao utilizaram grupo controle basal (5);
3. Nio informar “6xido nitrico ou nitritos” E 12. DMEM né&o utilizado como meio de cultura celular (31);
“TNF-alfa ou IL-1-beta ou IL-68" (1.718); 13. Textos completos indisponiveis (9);
4. Desenho de estudo (120); 14. NOx nao medido pelo método de Griess (7);
5. Nao escrito no idioma Inglés (1); 15. Condigdo atmosférica diferente de 5% de CO:z (0);
6. Textos completos indisponiveis (5). 16. Nao utilizar Soro Fetal Bovino a 10% (9);

/ 17. Densidade celular # ~10%mL (69);

19. Niveis de NO>300 uM (3).

Critérios mencionados anteriormente e verificados na
segunda fase

Segunda fase (textos completos)

18. NO e citocinas ndo mensurados na mesma condicdo
Artigos excluidos (n = 1.309)
1. Macréfagos ndo RAW 264.7 (14);

experimental (26);
2. Macrofagos RAW 264.7 ndo induzidos por LPS (24);

3. Nao informar “6xido nitrico ou nitritos” E “TNF-alfa ou IL-
1-beta ou IL-68" (64);

4. Desenho de estudo (5);

5. N&o escrito no idioma Inglés (1).

.

Artigos incluidos na revisdo e
meta-analise

(n=17)

Legenda: PRISMA: itens de relatdrio preferidos para revisdes sistematicas e meta-analises.
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total de 6.542 artigos foram excluidos, restando 1.326 artigos para serem lidos na
integra (textos completos). Nesta segunda fase de selegao, critérios mais especificos
foram aplicados para refinar ainda mais a busca, levando a exclusdo de mais de 1.309
artigos. Os 17 artigos restantes foram enviados para extragdo de dados (Figura 3).

O objetivo da maioria dos estudos (15) foi avaliar a atividade bioldgica de
plantas, extratos ou compostos quimicos deles isolados. Um estudo trabalhou com
uma fragc&o de levitinas de gema de ovo (MERAM; WU, 2017) e outro com Celecoxib
(PANG et al., 2019), um anti-inflamatorio ndo esteroidal da classe dos inibidores
especificos da enzima ciclooxigenase-2. Treze dos estudos foram realizados na Asia;
cinco na China (ZHANG; YAN; HU, 2015; GUO et al., 2016; SUN et al., 2017; HE et
al., 2019; PANG et al., 2019), seis na Coreia do Sul (LIM et al., 2015b, 2015a; KIM;
AHN; JE, 2016; LEE et al., 2017a, 2017b; KIM et al., 2019), um na india (GHATE et
al., 2018) e um na Indonésia (LAKSMITAWATI et al., 2016). Trés foram realizados no
continente americano, dois no Brasil (DA SILVA et al., 2019; MOHR et al., 2019) e um
no Canada (MERAM; WU, 2017). Apenas um dos estudos incluidos foi realizado na
Europa (Turquia) (KARATOPRAK et al., 2019). Ao todo, dez autores realizaram a
dosagem de NO mais trés das citocinas incluidas em nossa pesquisa (TNF-a, IL-13 e
IL-6), quatro os autores mediram o NO e duas das citocinas e apenas trés estudos
incluiram o NO e apenas uma citocina (Tabela 3). Como dito acima, todos os estudos
incluidos nesta revisdo tiveram como objetivo avaliar a possivel atividade anti-
inflamatoria de compostos isolados, extratos de plantas ou drogas. Em alguns
estudos, os autores relacionaram essa atividade ndo apenas a reducédo na produgao
de mediadores pro-inflamatorios, mas também a inibicdo de fatores de transcricao
nuclear como NF-kB e proteinas quinases ativadas por mitogeno (JNK, ERK e P38
MAPKSs).

Todos os estudos incluidos em nossa pesquisa (17) foram considerados para
realizar a meta-analise do NO. Em todos os trabalhos, o NO foi produzido
significativamente a favor das células induzidas por LPS quando comparado com as
células ndo induzidas (diferengca média: 32,22 uM, 1C95%: 25,81-38,63; p<0,001;
i2=100%) (Figura 4a). Para avaliar se a diferenca entre a densidade celular dos
estudos poderia interferir nos niveis de NO, realizamos uma analise de subgrupo.
Semelhante aos resultados de NO, a producao dos niveis de TNF-q, IL-1 e IL-6 foi
significativamente aumentada por células LPS induzidas, em comparag¢ao com células

nao induzidas (Figura 4b, 4c e 4d).



Tabela 3 - Sintese de resultados dos trabalhos incluidos
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Citocinas
Autor/Ano/Pais Celulas/m Resumo dos resultados Conclusoes
L dosadas*
. . . . . . O Glaucolideo B foi investigado por suas propriedades
Da Silva et al., O composto 1 de Lepidaploa chamissonis a 1, 3 e 10M inibiu a produgéo de o o ) .
. 3.3x10° IL-6 / IL-1B - . . anti-inflamatérias, apresentando um efeito inibitorio
2019 - Brasil NOx e a secregéo de IL-6 em células RAW 264.7 estimuladas com LPS. o .
significativo na secregcao de NO e IL-6.
. ) o o L SPE2 reduziu a secrec¢ao e a expressao de NO, COX-2, IL-
7-hidroxi-6-metoxiquinolin-2(1H)-ona (SPE2) suprimiu de maneira significativa a . .
Lo . . . . 6, IL-1B8 e TNF-a em macréfagos RAW264.7 induzidos por
superproducgédo induzida por LPS de mediadores proé-inflamatérios, como NO, o ] .
Ghate et al., 2018 TNF-a / IL- o . o LPS, tanto a niveis de proteina quanto de mRNA. Além
. 2.0x10° TNF-a, IL-6 e IL-18 e ROS. Os niveis de expressdo da enzima iNOS, COX-2, . . -
— India 6/IL-1B . . disso, SPE2 inibiu a translocagéo nuclear de NF-kB, o que
TNF-a, IL-6 e IL-1B também retornaram ao valor normal apés o tratamento com ) )
SPE2 pode regular negativamente genes responsaveis pela
resposta inflamatéria.
Os experimentos in vitro mostraram que o TFA estimulou a produgdo de NO,
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y em macréfagos RAW 264.7 nao estimulados e inibiu o
Guo et al., 2016 - TNF-a / IL- ~ . ) . . Os resultados deste estudo indicam que o TFA tem
) 4.0x 10° a superproducé@o desses mesmos mediadores inflamatérios em células RAW N o ) B »
China 6/IL-1B . . potenciais efeitos imunoestimulantes e anti-inflamatorios.
264.7 estimuladas com LPS de maneira dose-dependente, sem exercer
citotoxicidade.
~ . o o . O efeito anti-inflamatério dos extratos investigados esta
A fragdo de acetato de etila de Kitaibelia balansae Boiss. inibiu de maneira ) . L o
Karatoprak et al., o intimamente relacionado a sua composi¢do quimica. Os
. 5.0x10° TNF-a significativa a produgdo de NO e TNF-a (37,26 pM e 1781,524 pg/mL, L o o
2019 - Turquia . ) . . compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas
respectivamente, 6 h) em células RAW264.7 induzidas por LPS. . .
relatadas séo os polifendis.
GK é um inibidor eficaz da produgéo de NO induzida por LPS em células RAW ) . »
o . . ) - As propriedades anti-inflamatérias da GK podem ser
264.7 e citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-6, IL-1B e TNF-a. A produgdo ) e . -
o . - o . . devidas a inibi¢cdo das vias do NF-kB e MAPKSs, que estédo
. dessas citocinas pro-inflamatdérias foi significativamente reduzida nos intervalos . . ~ - o
Kim et al., 2019 — TNF-a / IL- o associadas a atenuagéo da secrecdo de citocinas. Esses
) 2.5x10° de dose de 0,1-100 pg/mL de tratamento com GK (p <0,05). GK inibiu de forma o )
Coréia do Sul 6/I1L-1B o - i . resultados sugerem que a GK possui atividade anti-
significativa e dose-dependente da expressédo das proteinas iNOS e COX-2. » o
o ) ) ) . . . inflamatdria e contribui para o tratamento de doengas
Além disso, foi demonstrado que a GK induz efeitos anti-inflamatérios ao inibir )
. inflamatorias.
a fosforilagdo de MAPKSs (ERK, JNK e p38) e NF-kB p65.
Tanto o extrato de Gendarusa vulgaris (GVE) quanto o de Annona muricata Esta pesquisa revelou que os extratos etandlicos de GVE
Laksmitawati et al., 25 x 10° TNF-a/IL- (AME) de 50 e 10 pg/mL apresentaram alta viabilidade (>90%) e ndo foram e AME possuem um potencial efeito anti-inflamatério pela
5 x
2016 - Indonésia 6/I1L-18 significativamente diferentes em relagdo ao controle, tornando-os adequados inibigdo de mediadores inflamatérios, incluindo IL-18, TNF-

para tratamento. GVE e AME reduziram o nivel de TNF-a em RAW264.7, bem

a, NO e IL-6.
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como o nivel de IL-1B e IL-6. Além disso, GVE e AME de 75 pg/mL reduziram

os niveis de NO em comparagao com células nao tratadas.

Lee et al., 2016 —

O extrato de acetato de etila de Asparagus cochinchinensis (EaEAC) suprimiu

significativamente as respostas inflamatérias através da inibicdo da produgéo

EaEAC pode suprimir respostas inflamatérias em

macrofagos através da estimulacdo de efeitos anti-

2.0x10° IL-6
Coréia do Sul de NO, expressdo de COX-2 e producdo de ROS, bem como regulagdo inflamatdrios, diminuicdo da expresséo de citocinas pro-
diferencial de citocinas inflamatdrias e ciclo celular em células RAW264.7. inflamatérias e inibicdo da producéo de ROS.
Este estudo confirmou que ST reduz os niveis de
mediadores inflamatérios, como NO e citocinas proé-
inflamatorias, via inibicdo da expressdo de NF-kB em
o . L células RAW 264.7 estimuladas por LPS, e que ST
No estudo in vitro, a Sceptridium ternatum (ST) inibiu significativamente a - o _
. ~ . . » ~ aumenta a produgao de IFN-y e diminui a produgéo de IL-
Lim et al., 2015a — TNF-a/IL-  produgdo de mediadores pro-inflamatérios e a expresséo de NF-kB, um fator de . )
. 5.0x10° ) ) ) . 4 em esplendcitos de camundongos estimulados com
Coréia do Sul 6/IL-1B transcrigdo que regula a produgdo de mediadores inflamatérios, em células o .
. conA. Além disso, este estudo demonstrou que ST reduziu
RAW 264.7 estimuladas por LPS. ) ) . .
a hiperplasia da pele causada por respostas inflamatérias
alérgicas, regulando os niveis séricos de IgE e a produgéo
de citocinas relacionadas a respostas inflamatérias do tipo
Th2.
O extrato de ST reduziu a produgdo de mediadores proé-
inflamatoérios em macrofagos RAW 264.7 estimulados por
O tratamento com extrato de Stemona tuberosa (ST) reduziu a produgdo de NO LPS e suprimiu a inflamagdo pulmonar induzida por
. por meio do bloqueio da expressao da proteina COX-2 e INOS em macréfagos fumaga de cigarro em modelos de camundongos. Novos
Lim et al., 2015b — TNF-a / IL- ) o ) ) o
Cordia do Sul 5.0 x 10° 6/1L1p RAW 264.7. Além disso, o tratamento com extrato de ST diminuiu as secrecdes estudos devem ser conduzidos a fim de distinguir o
oréia do Su -
de citocinas inflamatdrias e regulou a ativagdo de NF-kB inibindo a fosforilagdo composto mais importante no extrato aquoso ST, o que
de IkB e a via da proteina quinase ativada por mitégeno. levaria a descobrir novos agentes terapéuticos para a
inflamagao pulmonar induzida por fumaga de cigarro, como
cancer de pulméo, DPOC e enfisema.
o o As livetinas de gema de ovo e seus hidrolisados com
Os resultados revelaram que o tratamento com livetinas e seus hidrolisados o B . )
o ) . ) ) atividade anti-inflamatéria podem ser potencialmente
Meran and Wu, TNF-a/IL-  (peptideos) reduziu significativamente as respostas inflamatérias, evidenciadas . o .
i 2.0x10° o o . » utilizadas na industria de alimentos
2017 - Canada 6/IL-1B pela inibigdo da produgéo de NO e citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL- L L L )
saudaveis/nutracéuticos/farmacéuticos para  diversas

1B e IL-6.

aplicagdes.
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Macrofagos RAW 264.7 foram ativados por PH-EPS, com efeito ligeiramente
inferior ao LPS, evidenciado pela secregdo de IL-18, TNF-a e NO, e por
fagocitose significativamente aumentada nas células tratadas com PH-EPS. O
fator nuclear NF-kB p65 foi significativamente translocado para o nucleo nas

PH-EPS possui capacidade imunoestimulante de ativar
células RAW 264.7, conforme evidenciado pela expressao
aumentada de NO, IL-1B e TNF-a, e pela capacidade

aumentada de fagocitose. Além disso, os resultados

He et al., 2019 - 5.0 x 10° TNF-a/IL-  células tratadas com PH-EPS. Além disso, a expressdo de INOS e adegradagdo indicaram que a Dectina-1 e TLR4 podem ser dois
.0x
China 1B de IkB-a foram aumentadas em células tratadas com PH-EPS. Os niveis de potenciais receptores em que o PH-EPS pode se ligar
fosforilagcdo de p38, JNK e ERK também aumentaram significativamente nas diretamente, ativando assim as vias de sinalizagdo NF-«kB
células tratadas com PH-EPS. Além disso, a produgdo de IL-18 e TNF-a e MAPK. O presente estudo demonstrou que o PH-EPS
diminuiu acentuadamente nas células tratadas com PH-EPS quando as vias pode ser um promissor agente adjuvante ou antitumoral
MAPK foram bloqueadas pelo inibidor Dectina-1 e por anticorpos anti-TLR4. com atividade imunomoduladora.
A fracéo peptidica >5 kDa de Mytilus edulis exerceu a maior atividade inibitéria
sob o0 NO e inibiu a secre¢cdo de PGE2 em macréfagos RAW264.7 estimulados A fragdo peptidica de alto peso molecular (>5 kDa) dos
por LPS. O pré-tratamento com a fragéo peptidica >5 kDa inibiu marcadamente  hidrolisados de Mytilus edulis obtida por hidrélise péptica
Kim. Ah 1) a iNOS estimulada por LPS e a expressdo génica e da proteina COX-2. A exibiu agédo anti-inflamatéria em macréfagos RAW264.7
im, Ahn, and Je,
2016 3.0 x 10° TNF-a/IL- estimulagdo por LPS induziu a produgdo de citocinas pré-inflamatérias, como estimulados por LPS através da modulagdo de mediadores
- .0x
Cordia do Sul 6/IL-1B TNF-q, IL-6 e IL-18, enquanto o co-tratamento com a fragédo peptidica >5 kDa  pro-inflamatérios. Os efeitos da modulagéo séo atribuidos
oréia do Su
suprimiu a produgéo de citocinas pré-inflamatérias. A fragdo peptidica >5 kDa a sua inibicdo da expressdo de genes inflamatérios por
inibiu a translocagdo de NF-kB através da prevengdo da fosforilagdo e meio do bloqueio das vias de sinalizagdo de NF-kB e
degradacao de IkB-a e também inibiu a via de sinalizagdo MAPK em macréfagos MAPK.
RAW264.7 estimulados por LPS.
o ) o ) ) O composto rubiadin1-metil éter possui significativa
A rubiadin-1-metil éter inibiu os parametros pré-inflamatérios estudados nos . B » )
o atividade anti-inflamatéria, apresentando perfil
ensaios in vitro (NOx, IL-6 e IL-1B) e, ao mesmo tempo, aumentou a taxa de
) o . imunomodulador. Este composto pode, portanto, ser um
Mohr et al., 2019 - TNF-a/IL- apoptose dos macréfagos. Nos experimentos in vivo, esse composto foi capaz . . .
. 5.0x10° o ~ . - o potencial candidato para o desenvolvimento de
Brasil 6/I1L-1B de diminuir a infiltrag&do de leucdcitos; exsudagao; NOXx; niveis de IL-6, IL-12p70, L » )
. . . . . o tratamentos para condigdes inflamatdrias nas quais o LPS
IFN-y, TNF-a e MCP-1; e atividade da mieloperoxidase. Além disso, Rubiadin- o . _
) ) esta intimamente relacionado, como a lesdo pulmonar
1-metil éter aumentou os niveis de IL-10 no BALF.
aguda (LPA).
i ) i O inibidor seletivo da COX-2, celecoxib, pode agravar a
Em macréfagos RAW264.7 estimulados por LPS, o pré-tratamento com 8 R ) ) .
Pang et al., 2019 - ) o ) aterogénese, um efeito que pode estar relacionado a
4.0x10° TNF-a umol/L de celecoxib por 1 h reduziu significativamente os niveis de TNF-a, NO

China

e PGE2, mas aumentou os niveis de LTB4 e CysLTs.

regulacéo positiva de LTs por meio de um desvio da via 5-

Lipooxigenase.
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Neste estudo, demonstramos que a Vaccaria hypaphorine reduziu

Pela primeira vez, a Vaccaria hypaphorine desempenhou

um papel essencial na resposta de acédo antiinflamatéria

Sun etal., 2017 - TNF-a/IL- drasticamente a liberagdo de 6xido nitrico (NO) induzida por LPS e a produgao . L .
. 5.0x 10° o . - . ) ao LPS através da inibicdo das vias NFkB e ERK, o que
China 6/IL-1B de citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10, MCP-1 e . L
pode fornecer uma nova estratégia terapéutica para o
PGE2 em células RAW 264.7.
tratamento de doencgas associadas a inflamagéo.
O pré-tratamento com OMT inibiu significativamente a secregao de NO, IL-1B e ) . .
. . . A  OMT exerce propriedade anti-inflamatéria em
Yu et al., 2014 — TNF-a/IL- TNF-q, atenuou os niveis de mMRNA de iNOS, IL-13, TNF-a e receptor toll-like 4 .
) 4.0x10° o o ) L macrofagos  estimulados por LPS, regulando
China 1B (TLR4), fosforilagéo de inibidor de kappa B-alfa (p-IkBa) no citosol, e diminuiu o ) )
. . negativamente a via TLR4/NF-«B.
nivel nuclear de NF-kB p65 em macrofagos RAW 264.7 induzidos por LPS.
A xantotoxina exerce efeitos antiinflamatérios suprimindo a
expressédo de iINOS, COX-2, IL-6 e TNF-a em macréfagos
Lee et al., 2017 — 5.0 x 10° TNF-a/IL- A xantotoxina inibiu a produgédo de NO, PGE2, TNF-a e IL-6 pelos macréfagos RAW 264.7 induzidos por LPS. Esses efeitos inibitérios
.0x
Coréia do Sul 6 induzidos por LPS de maneira dependente da concentragao. sdo mediados em parte pela inibicdo cooperativa de

AP-1, NF-kB e STAT1/3,
juntamente com a inativagéo da via ERK e p38 MAPK.

fatores de transcrigao,

Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-1-beta (IL-1B), Oxido Nitrico (NO) Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS), Lipopolissacarideo (LPS),
Interferon gama (IFN-y), ciclooxigenase-2 (COX-2), proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK), fator nuclear kappa B (NF-«kB), 7-hidroxi-6-metoxiquinolin-2(1H)-ona. (SPE2),
flavonoides totais de Astragalus (TFA), gafanhoto cetona (GK), Gendarussa vulgaris ness (GVE), Annona muricata L. (AME), fumaca de cigarro (CS), doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), exopolissacarideos de Paecilomyces lilacinus (PH-EPS), Toll-like receptor 4 (TLR4), Prostaglandina E2 (PGE2), Interleucina-12p70 (IL-12p70), Proteina
quimioatraente de monécitos 1 (MCP-1), Mieloperoxidase (MPO), fluido de lavagem broncoalveolar (BALF), Interleucina 10 (IL-10), Leucotrieno B4 (LTB4), Cisteinil LTs (CysLTs),
Leucotrienos (LTs), Lipoxigenase (5-LO), Oximatrina (OMT), Proteina ativadora 1 (AP-1), Sinal transdutor e ativador de transcri¢gdo 1/3 (STAT1/3),

*Todos os estudos realizaram a medigcao de NO.



Figura 4 - Forest plot das diferengas médias de produgéo de NO e citocinas estudadas
entre o grupo controle e o grupo intervencao (LPS) dos estudos incluidos

A

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight , Rand! 95% CI , Rand 95% CI
Ghate etal, 2018 22.03 031 200000 1046 022 200000 5.9% 11.87[11.57,11.57] -
Fangetal, 2019 20.32 0.2 400000 694 05 400000 5.9% 13.38[13.35,13.38] -
Leeetal, 2017h 21.27 0.89 200000 342 044 200000 5.9% 1r.85[17.8517.85 -
Sunetal, 2017 24 015 5S00000 353 0.3 500000 5.9% 2047 [20.47, 20.47] "
Leeetal, 2016 2007 0.27 200000 01 01 200000 5.9% 20.60 [20.60, 20.60] "
Lim et al., 2015h 235 0.35 500000 24 045 500000 9.9% 21.10([21.10,21.10] "
Kim, Ahn, and Je, 2016 28 0.4 300000 63 09 300000 9.9% 21.70[21.70,21.70] -
Lim et al., 2015a 23.08 032 500000 058 021 500000 5.9% 22.50([22.50,22.50] -
Mohr et al,, 2019 29.4 352 500000 58 243 500000 5.9% 23.60[23.59, 23.61] -
Laksmitawati etal, 2016  33.23 1.04 250000 671 03 250000 5.9% 26.52[26.92, 26.52] -
Yuetal, 2014 a7.14 342 400000 971 171 400000 9.9% 27.43[27.42 27 44] -
He etal., 2019 95.6 3.5 500000 92 1.4 500000 5.9% 46.40[46.39, 46.41] -
Guoetal, 2016 B5.6 3.7 400000 1621 1.4 400000 5.9% 409.39[49.38, 49.40] -
Meran and Wu, 2017 54.09 777 200000 1.594 032 200000 8.9% 52155212, 52.18] -
Da Silvaetal, 2019 87.71 2.86 330000 3345 1.98 330000 5.9% 54.26([54.25 54.27] -
Kimetal., 2019 595.5 0.26 250000 054 025 250000 5.9% 54.96[54.96, 54 96] -
Karatoprak et al., 2019 73.48 1.81 500000 958 029 500000 5.9% B3.90[63.89, 63.91] -
Total (95% CI) 6130000 6130000 100.0% 32.22[25.81, 38.63] ‘
Heterogeneity: Tau®=181.70; Chi*= 2698488115.74, df= 16 (P = 0.00001}; F=100% _550 _255 215 550

Testfor averall effect Z=9.86 (P = 0.00001})

Favors [Contralg]

Favors [LPS]

B
LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean sD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Ghate etal,, 2018 100.9 584 200000 18.68 425 200000 B.7% 81.30[81.27,81.33] .
Laksmitawali etal , 2016 492.86 2896 250000 23628 17.25 250000 B.7% 246 .68 [296.45, 256.71] .
Kim, Ahn, and Je, 2016 3706 143 300000 735 2 300000 GB.7% 306.10 [306.05, 306.15] "
Guoetal, 2016 866.91 26.9 400000 2971 1255 400000 6.7% 569.81 [569.72, 569.90] -
Yuetal, 2014 895,16 96.77 400000 4839 806 400000 G.7% B46.77 [246.47,847.07] -
Maohretal, 2019 32236 14618 500000 1,5359 7784 500000  GT% 1687.70 [1657.24, 1638.16] 4
Karatoprak etal., 2019 2,654.82 7977 400000 86341 16.47 500000 6.7% 179141 [1791.18, 1791 64] 4
Kimetal, 2019 2,404.85 2521 250000 4368 8.4 250000 B.7% 2461.17 [2461.07, 2461.27] 4
Heetal, 2019 4,286.1 45857 500000 8317 126.6 500000 B.7% 4354 .40 [4252.00, 4355.71] 4
Limetal, 2015h 10,3289 28586 500000 01 01 500000  G.7% 10328.80[10328.06, 10329.54] 4
Leeetal, 2017h 12,538.46 38461 200000 10 3 200000 GB.T7% 1242846 [12426.77,12430.149] 4
Meran and Wi, 2017 22,594.14 75314 200000 75314 12552 200000 G.T7% 21841.00[21837.65, 21844.39] 4
Lim etal, 2015a 27,882.35 40754 500000 352941 142638 500000 6.7% 2435204 [24348.83, 24357.04] 4
Pangetal, 2019 39,297.66 154474 400000 1170457 9.65 400000 B.7% 3812709 [38122.30, 38131.88] 4
Sunetal, 2017 870,000 15000 &00000 280,000 25000 500000 B.7% 590000.00 [489919.19, 530080.81] 4
Total (95% CI) 5600000 5600000 100.0% 47233.59 [46729.90, 47737.28] 3
Heterogeneity. Tau®= 99053581, Chi®= 3751681250.28, df=14 (P = 0.00001); F=100% t + + {
Test for overall effect: Z= 183,60 (P < 0.00001) -tom Fav-nswgu[cnmrme] Favors [ng]” 1000
C
LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% C| IV, Random, 95% CI
Leeetal, 2016 658 245 200000 01 0100000 TI% 5,70 [65.59, 65.81] "
Ghate etal,, 2018 245 52 200000 393 26 200000 Y% 205,70 [205.67, 205.73] -
Guoetal, 2016 34388 1083 400000 G066 531 400000 Y% 253.02 [252.98, 263.06] .
Kim, Ahn, and Je, 2016 306.1 39 200000 40 65 200000 7% 266.10 [266.07, 266.13] -
Kimetal, 2013 40533 11.2 240000 242 125 280000 7Y% 402.91 (402 87, 402.95] "
Laksmitawati etal, 2016 599.83 7.95 2490000 1718 1205 250000 7.7% 428,33 [428.27, 428.39] -
Sunetal, 2017 68217 386 A&00000 12277 3096 &00000 Y% 459,40 (453,38, 469.42] "
Da Silva etal, 2019 221014 3J6.6 330000 1,340058  31.37 330000 V% 869.96 [869.40, 869.72] -
Mohretal, 2019 15603 9457  &00000 5172 448 600000 7% 104310 [1042.81, 1043.39] 4
Limetal, 20150 64279 24202 a00000 01 0.1 a000on Y% B427.80 [6427.13, 6428.47] L4
Leeetal,2017b TA17.88 27472 200000 54.94 0.1 200000 T7% TI62.64 [T361.44, T363.84] 4
Meran and VW, 2017 8,632.81 89844 200000 39.06 1953 200000 Y% 999375 [8589.81, 8597.6Y] L4
Limetal, 20152 1217647 B11.31 500000 79411 15282 800000  7.7% 1138236 (1138061, 11384.11] 4
Total (95% Cl) 4330000 4330000 100.0% 2904.59 [2788.27, 3020.91] 3
- z . iz — £ ; } + |
Heterogeneity: Tau = 45787.01; Chi*= 1085308623.88, df= 12 (P < 0.00001}); F=100% o0 500 500 1000
Testfor overall effect: 7= 48.94 (P = 0.00001) Favors [Controle] Favors [LPS]
D
LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean sD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% C1
Meran and Wi, 2017 2212 1.28 200000 1234 1.68 200000 8.3% ArB (977,979
i, Ahn, and Je, 2016 201 1.2 300000 s 1.2 300000 8.3% 43.40[48.39, 48.47] -
Kimetal, 2019 6912 0.27 250000 6.79 083 250000 8.3% 62.33[62.33,52.33) -
Lim etal, 20145a 63.62 1.64 500000 423 1.1 &00000 8.3% 69.20 [59.28, 59.30] -
Mohretal, 2019 a3 381 500000 19.2 4.4 &A00000 8.3% 7380([73.78,73.87) -
Ghate etal, 2018 2725 14.4 200000 56.3 6.6 200000  8.3% 216.20 [216.13, 216.27] -
Laksmitaweati et al, 2016 1,111.93 4.67 250000 888.53 811 250000  8.3% 223.40[223.36,223.44]
Heetal, 2019 430.4 401 500000 36 148 500000  8.3% 309.80 [398.68, 398.92] -
Guoetal, 2018 624.19 17.5 400000 191.3 10,04 400000  8.3% 432.89[432.83,432.99) -
Yuetal, 2014 1,822.58 104.83 400000 B4.52 8.06 400000  8.3% 1758.06 [1757.73,1758.34] 4
Limetal, 2015h 2,8821  BOBS 500000 1223 101 500000 8.3% 2759.80 [2759.57, 2760.03] 4
Sunetal, 2017 3587628 20618 500000 19587.62 20618 500000 8.3% 16298.66 [16287.85 16299.47) 4
Total (95% CI) 4500000 4500000 100.0% 1860.09 [1812.99, 1907.18] 3
o - _ . 4 , 4 ,
Heterogeneity: Tau®= 928 .57, Chi®= 2585921226.05, df= 11 (P = 0.00001); F= 100% 500 250 250 500

Testfor averall effect: Z= 77.41 (P < 0.00001)

Favors [Controle]  Favors [LPS]
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Legenda: A) NO, B) TNF-q, C) IL-6, D) IL-1B. IC, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagéo
Tau de Kendall; 12, Teste 1% df, graus de liberdade.
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Verificou-se que a densidade celular ndo contribuiu para o aumento ou
diminuicao dos niveis de NO produzidos pelas células RAW 264.7 induzidas por LPS
(1 - 2,5 x 105 células.mL": 30,61 uM; 1IC95%: 13,54 -47,68; 3 - 5 x 105 células.mL™":
33,10 uM; CI95%: 28,77 - 37,43; p>0,05, i>=0%) (Figura 5). Como o intervalo de
colocag3o é de 10° células.mL"', independentemente da placa utilizada (6-96 pogos),
os niveis de NO aumentaram significativamente quando induzidos por 1 ug mL-1 de

LPS em comparagédo com células n&o induzidas.

Figura 5 - Forest plot das diferengas médias na produgéo de NO entre o grupo controle e o grupo
intervengao (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de densidade celular

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.2.1(1- 2.5 x 10*5 cells/mL)
Ghate et al, 2018 2203 031 200000 1046 0.22 200000 59% 11.57[11.57,11.57]
Lee etal, 2017k 2127 089 200000 342 044 200000 59% 1785[17.85 17.69]
Lee etal, 2016 207 0.2¥ 200000 01 01 200000 5.8% 20.60([20.60, 20.60]
Laksmitaweati et al., 2016 33.23 1.04 250000 671 0.3 250000 59% 2652[2652 26.52]
Meran and \Wu, 2017 5408 7F7 200000 1.94 032 200000 59% 5215[5212 52.148]
Kirm etal, 2019 555 025 250000 054 025 250000 5.9% 54.96[54.96, 54.96]
Subtotal (95% CI) 1300000 1300000 35.3% 30.61[13.54, 47.68] — i

Heterogeneity: Taw®= 455.03; Chi*= 1963143842 48, df= 5 (P = 0.000013; F=100%
Test for overall effect £= 3.1 (P = 0.0004)

1.2.2(3 - 5.0 x 1025 cells/mL)

Fang etal, 2019 20032 022 400000 694 045 400000  59% 13.38[13.38 13.34]
Sunetal, 2017 24 015 500000 3583 032 500000  5.9% 20.47[20.47 20.47]
Lim etal, 2015k 235 035 500000 2.4 045 500000  5.9% 21.10([21.10, 21.10]
Kirm, Ahn, and Je, 2016 28 04 300000 6.3 08 300000 59% 21.70[21.70, 21.70]
Limetal, 20153 2308 032 4500000 048 021 500000 549% 22.40([22.40, 22.50]
Mohretal., 2019 29.4 352 500000 5.8 243 500000 5.9% 23.60([23.99, 23.61]
Yuetal, 2014 3714 342400000 871 171 400000  59% 27 43[27.42 27.44]
Heetal, 2019 556 3.5 500000 9.2 1.4 500000 5.9% 46.40[46.28 46.41]
Guoetal, 2016 B56 3.7 400000 16.21 1.4 400000  5.9% 49.39[49.328 40.40]
Da Silva et al., 2014 87.71 256 330000 33.45 1.98 330000 5.9% 54.26[54.25 64.27]
Karatopraketal, 2019 7348 181 4500000 948 029 500000 59% 63.90[63.89 63.91]
Subtotal (95% CI) 4330000 4830000 64.7% 33.10[28.77,37.43] L 2

Heterogeneity: Taw®= 53.67; Chi*= 433820218.87, df=10(P = 0.000013; F=100%
Test for overall effect: £=14.99 (P = 0.00001)

Total (95% CI) 6130000 6130000 100.0% 32.22 [25.81, 38.63] <

Heterogeneity: Tau®=181.70; Chi®= 2698498115.74, df= 16 (F = 0.00001); F=100%
Test for overall effect 2= 9.86 (P = 0.00001)
Test for subaroup differences: Chi*= 0.08, df=1 (P =0.78), F= 0%

, , ,
-50 -25 0 25 an
Favors [Controle] Favors [LPS]

Legenda: Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagdo Tau de Kendall; |12, Teste 1% df,
graus de liberdade.

O TNF-a foi a citocina com o maior numero de estudos incluidos para meta-
analise, 15 no total. Os niveis de TNF-a foram significativamente maiores nas células
RAW 264.7 induzidas por LPS em comparagao as células néo induzidas (diferenga
média: 47233 pg.mL"', 1C95% 46729-47737; p<0,001, i2=100%)(Figura 4b).
Removendo os resultados outliers (que excedem os limites de detecgado dos testes),
ainda assim a producdo de TNF-a foi maior nas células induzidas por LPS em
comparagao as células nao induzidas (diferenga média: 1373 pg mL-1, CI95% 884-
1862; valor p:<0,001, i#=100%) (Figura Suplementar 1a).



72

Na meta-analise de subgrupos, buscando avaliar o efeito da densidade celular
nesse parametro, a producao de TNF-a foi favorecida pelo aumento da densidade
celular (1 - 2,5 x 105 células.mL-': 8546 pg mL-1; 1C95%: 8007-9086; 3 - 5 x 10°
células.mL™": 105412 pg.mL-"; 1C95%: 102006 - 108818; p<0,001, i>=100%) (Figura 6).
Esse comportamento também foi observado ao remover os outliers (1 - 2,5 x 10°
células.mL: 754 pg.mL™"; IC95%: 178 - 1329; 3 - 5 x 10° células.mL": 2611 pg.mL-";
IC95% : 1856 - 3367; p<0,001, i*=93,2%) (Figura Suplementar 2a).

Figura 6 - Forest plot das diferengas médias na produgédo de TNF-a entre o grupo controle e o grupo
intervengao (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de densidade celular
LPS

Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean sD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% C1
4.2.1 TNF {1 -2.5 ¥ 1045 cells/mL)
Ghate etal, 2018 100.9 5.84 200000 19.6 4.25 200000 B.7% 81.301[81.27,81.33]
Laksmitawati etal, 2018 492.86 2896 250000 236.28 17.25 250000 B.7% 266.58 [256.45, 256.71]
Kim, Ahn, and Je, 2018 3796 143 300000 735 2 300000 B7% 306.10 [306.05, 306.15]
Guoetal, 2016 866.91 26.9 400000 2971 12.55 400000 B.7% A69.81 [569.72, 569.90]
Yuetal, 2014 89516 96.77 400000 4838 8.06 400000 B.7% 84677 [B46.47, 847.07]
Kim etal., 2019 2,504.85 2521 250000 4368 8.4 250000 B7% 246117 [2461.07, 24B61.27] 4
Leeetal, 2017h 12,538.46 38461 200000 110 3 200000 B.7% 1243846 [12436.77,12430.19] '
Meran and Wiy, 2017 2259414 76314 200000 75314 12542 200000 B.7% 21841.00 [21837.65, 21844 .35] 4
Pangetal, 2019 3929766 154474 400000 1,170.57 965 400000 B.7% 38127.09 [38122.30, 38131.89] 4
Subtotal (95% CI) 2600000 2600000 60.0% 8546.44 [B007.38, 9085.50] 3
Heterogeneity: Tau®= 620788.26; Chi*= 247951449312, df= 8 (P < 0.00001); F=100%
Testfor overall effect: £=31.07 (P = 0.00001})
4.2.2 TNF (3 -5 x 1025 cells/mL)
Mohretal., 2013 33,2236 14618 500000 1,5359 77.94 500000 B.7% 1687.70[1687.24, 1688.16] 4
Karatoprak et al., 2019 265482 T9.77 500000 86341 16.47 500000 B.7% 178141 [1791.18, 1791 64] 4
Heetal, 2019 4,886.1 4557 500000 a31.7 126.6 500000 B.7% 4354.40[4353.09, 4355.71] 4
Limetal, 20140 10,328.9 26586 500000 0.1 0.1 a00000 B.7% 10328.80 [10328.06, 10329.544] 4
Limetal, 2015a 2788235 40754 500000 352941 142639 500000 B.7% 24352.94 [24348.83, 24357.09] 4
Sunetal, 2017 av0,000 15000 A00000 280,000 25000  &00000 B.7% 690000.00 [589919.19, 590080.81] 4
Subtotal (95% CI) 3000000 3000000 40.0% 105411.64 [102005.49, 108817.78] 3
Heterogeneity: Tau®= 18120677.77, Chi® = 802537575.44, df = 5 (P = 0.00001}; F=100%
Test for overall effect: 2= 60.66 (P = 0.00001)
Total (95% CI) 5600000 5600000 100.0% 47233.59 [16729.90, 47737.28] 3
Heterogeneity: Tau®= 9305345.81; Chi* = 375168125028, df= 14 (P = 0.00001); F=100% }—1EIEIEI 75500 ) 560 ‘WEIEIEI=

Testfor overall effect: Z=183.80 (P = 0.00001)

Favors [Controle]  Favors [LPS]
Testfor subaroup diferences: Chi*= 2030083, df=1 (P = 0.00001%. F=100.0%

Legenda: Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagdo Tau de Kendall; 12,
Teste 12; df, graus de liberdade.

Na analise da relagdo dos niveis de NO com o aumento ou diminuigdo dos
niveis das citocinas, o grupo com produgéao de NO entre 20-50 yM apresentou uma
maior produgéo de TNF-a (67704 pg.mL"; IC95%: 67207 —68201; p<0,001; 1>=100%)
quando comparados ao grupo com produgdo de NO acima de 50 uyM (6204 pg.mL";
IC95%: 5045-7363; p<0,001, 1>=100%) (subgrupo: p<0,001, 1>=100%) (Figura 7).
Apesar disso, ao remover os outliers, a producdo de TNF-a foi maior nas células com
produgdo de NO acima de 50 uM (20-50 uM: 636 pg.mL-"; IC95%: 445-826; >50 uM:
1373 pg.mL-"; IC95%: 884-1862; p<0,01, 12=86,3%) (Figura Suplementar 3a).
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Figura 7 - Forest plot das diferencas médias na produgéo de TNF-a entre o grupo controle e o
grupo intervencéo (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de niveis de produgéo de Oxido

Nitrico

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
4.3.1 TNF (NO 20-50 uM)
Ghate etal, 2018 100.9 584 200000 19.8 425 200000 B.7% 81.30[81.27,81.33] -
Laksmitawati et al, 2016 49286 28496 250000 23628 17.25 250000 B.7% 256.58 [256.45, 256.71] -
Kim, Ahn, and Je, 2016 3796 143 300000 735 2 300000 B.7% 306.10 [306.05, 306.145] -
Yuetal, 2014 89516 96.77 400000 48.39 8.06 400000 B.7% 846.77 [B46.47, 847.07] -
Mahretal, 2019 32236 14618 500000 1,535.8 77.94 500000 B.7% 1687.70[1687.24, 1688.16] 4
Limetal, 20150 10,328.3  265.86 500000 0.1 0.1 500000 B.7% 10328.80 [10328.06, 10329.54] 4
Leeetal, 2017h 12,3846 384.61 200000 110 3 200000 B.7% 1242846 [12426.77,12430.14] 4
Limetal, 2015a 2788235 40754 500000 3,529.41 1,426.39 500000 B.7% 24353.94 [24348.83, 24357.04] 4
Pangetal, 2019 38,297.66 154474 400000 147057 g.65 400000 B.7% 38127.09 [38122.30, 38131.889] 4
Sunetal, 2017 870000 15000 500000 280,000 25000 500000 B.7% 590000.00[589919.19, 590080.81] 4
Subtotal (95% Cl) 3750000 3750000 66.7% 67703.89 [67206.87, 68200.91] 3
Heterogeneity: Tau®= 642891 49, Chi*=1631900017.37, df=9 (P = 0.00001); F=100%
Testfor overall effect: 2= 266,99 (F = 0.00001)
4.3.2 TNF (NO > 50 uM)
Guaoetal, 2016 86691 268 400000 2971 1245 400000 B.7% 46981 [569.72, 569.90] -
Karatoprak etal, 2019 265482 79.77 a00000 86341 16.47 500000 B.7% 1791.41 [1791.18, 1791.64] 4
Kimetal, 2019 2,504.85 2521 240000 43.68 2.4 Za0000 B.7% 246117 [2461.07, 2461.27] 4
Heetal, 2019 4,886.1 45587 500000 531.7 126.6 500000 B.7% 4354.40[4353.09, 4355.71] 4
Meran and Wu, 2017 2259414 75314 200000 75314 125452 200000 6.7% 21841.00 [21837.65, 21644.346] 4
Subtotal (95% Cl) 1850000 1850000 33.3% 6203.55 [5044.37, 7362.73] 3
Heterogeneity: Tau®= 1743936.94; Chi®= 883895348.02, df=4 (P = 0.00001); F=100%
Testfor overall effect. Z=10.49 (P = 0.00001)
Total (95% CI) 5600000 5600000 100.0% 47233.59 [46729.90, 47737.28] 3
Heterogeneity: Tau®= 990535.81; Chi®= 3751681250.29, df= 14 (P = 0.00001); F=100% =-1DDD -5=DD 560 1DDD=

Testfor overall effect: 2= 183,80 (F = 0.00001)

- Favors [Gontrole] Favors [LPS]
Testfor subgroup difierences: Chi*= 3133.90, df=1 (P < 0.000013, F=100.0%

Legenda: Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagdo Tau de Kendall; 12,
Teste 12; df, graus de liberdade.

Para a analise da correlagao entre os niveis de NO e a IL-6, um total de 13
estudos foram incluidos na meta-analise. Inicialmente, observamos que a producgao
de IL-6 foi significativamente maior nas células induzidas por LPS (diferenga média:
2.905 pg.mL™"; IC95%: 2788-3021; p<0,001; i2=100%) (Figura 4c). O mesmo foi

Figura 8 - Forest plot das diferengas médias na produgao de IL-6 entre o grupo controle e o grupo
intervengao (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de densidade celular

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Rand 95% CI IV, Rand 95% CI
3.2.11L-6 (1-2.5x 10*5 cellsimL)
Leeetal, 2018 65.8 24.6 200000 0.1 01 200000 TI% 65.70 [65.59, B5.81] "
Ghate etal, 2018 245 6.2 200000 393 26 200000 T7% 20570 [206.67, 206.73] -
Kim etal., 2019 40533 11.2 250000 242 125 250000 T7% 402.91 [402.67, 402.95] "
Laksmitawati etal, 2018 59983 795 250000 1715 1208 250000 7.7% 420,33 [428.27, 428.39] "
Leeetal, 2017h 7417.58 27472 200000 54.94 04 200000 7% 7I62.64 [T361.44, 7363.84] 4
Meran and Wu, 2017 8,632.81 89344 200000 39.06  19.53 200000 T77% 8593.75 [3589.81, 8997.69] 4
Subtotal (95% CI) 1300000 1300000 46.2% 2843.09 [2665.13, 3021.04] 3
Heterogeneity: Tau®= 4346137, Chi®= 253509340.84, df= 5 (P < 0.00001); F=100%
Testfor overall effect 2= 31.31 {F = 0.00001)
3.2.2 IL-6 (3 - 5 x1045 cells/imL)
Guoetal, 2016 34368 1083 400000 90.66 5.31 400000 TI% 253.02[252.98, 253.06] -
Kim, &hn, and Je, 2016 306.1 3.8 300000 40 6.5 300000 TI% 26610 [266.07, 266.13] "
Sunetal, 2017 48217 386 500000 12277 3.86 500000 T7% 459 40 [460.38, 459.42] "
Da Silvaetal, 2019 2210014 36.6 330000 1,340.88  31.37 330000 T7% 869 56 [260.40, B69.72] "
Mohretal, 2019 1,560.3 9457 500000 8172 448 500000 7% 1043.10[1042.81,1043.39] 4
Limetal, 2015k B,427.9 24202 500000 0.1 04 500000 7% G427.80 [6427.13, 6420.47] 4
Limetal, 2015a 12176.47 61131 500000 79411 15282 500000 7.7% 1138236 [11360.681,11384.11] 4
Subtotal (95% CI) 3030000 3030000 53.8% 2957.32 [2776.60, 3138.03] 3
Heterogeneity: Tau®= 53511.12; Chi®= 721484489.39 df=6 (P < 0.00001); F=100%
Test for owverall effect 2= 32.07 (P = 0.00001)
Total (95% CI) 4330000 4330000 100.0% 2904.59 [2788.27, 3020.91] 3
Heterogeneity: Tau®= 45787.01; ChiF= 1085308623.88, df= 12 (F < 0.000013; 1= 100% P e 000

Testfor overall effect Z=48.94 (P = 0.00001)

] Favors [Controlg] Favors [LPS]
Testfor subaroup diferences: Chi®= 0.78, df=1 (F =038, F=0%

Legenda: Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagdo Tau de Kendall; 12,
Teste I2; df, graus de liberdade.
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observado com a remogédo dos outliers (diferenga média: 391 pg.mL™"; IC95%: 296-
485; p<0,001; i>=100%) (Figura Suplementar 1b). Em relacao a densidade celular, ndo
houve diferencga entre os subgrupos (1 - 2,5 x 10° células.mL': 2843 pg.mL™"; IC95%:
2665 -3021; 3 - 5 x 10° células.mL": 2957 pg.mL"" ; IC95%: 2777-3138; p>0,05, i>=0%)
(Figura 8).

Removendo outliers, o aumento da densidade celular acarretou em um
aumento na produgio de IL-6 (1 - 2,5 x 105 células.mL": 276 pg.mL™"; IC95%: 137-
415; 3 - 5 x 105 células.mL": 505 pg.mL™"; 1C95%: 370-641; p<0,05, i2=81,4%) (Figura
Suplementar 2b). Em relagédo aos subgrupos de NO, a producgao de IL-6 foi maior no
grupo 20-50 pyM (3071 pg.mL"; 1C95%: 2916-3227; p<0,001, 1>=100%) quando
comparado ao grupo com produgédo de NO acima de 50 uM (2530 pg.mL-"; 1C95%:
2349-2710; p<0,001, I>=100%) (Figura 9), mas com a remog¢ao dos outliers ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (subgrupo: p=0,39, I?=0%) (Figura Suplementar
3b).

Figura 9 - Forest plot das diferencas meédias na produgéo de IL-6 entre o grupo controle e o grupo
intervengao (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de niveis de produg¢ao de Oxido Nitrico

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean sD Total Mean sD Total Weight IV, Rand 95% CI IV, Rand 95% CI
3.3.11L-6 (NO 20 - 50 uM)
Leeetal, 2018 65.8 246 200000 0.1 0.1 200000 T.7% B5.70 [B5.59, 65.81]
Ghate et al, 2018 245 5.2 200000 39.3 2.6 200000 7% 20870 [205.67, 205.73]
Kim, &hn, and Je, 2016 306.1 3.9 300000 40 6.5 300000 7% 266.10 [266.07, 266.13]
Laksmitawati et al., 2016 599.83 7485 250000 1716 1206 250000 T 428,33 [428.27,428.39]
Sunetal, 2017 58217 386 500000 12277 386 500000 T 450,40 [459.38, 459.42]
hohretal, 2019 1,560.3 9457 500000 517.2 44.8 500000 T7% 104310 [1042.81,1043.39] L4
Lim etal., 2015k 6,427.9 24202 500000 0.1 0.1 500000 T 642780 [6427.13, 6428.47] 4
Leeetal, 2017h 741758 27472 200000 54.94 0.1 200000 T T362.64 [T361.44, 7363.84] 4
Limetal, 2015a 1217647 61131 500000 79411 1452.82 500000 T.T% 1138236 [11380.61,11384.11] L4
Subtotal (95% CI) 3150000 3150000 69.2% 3071.22 [2915.82, 3226.62] 3
Heteroneneity: Tau®= 86675.03; Chi®= 994426300.09, df= 8 (P < 0.00001); F= 100%
Testfor overall effect £=38.74 (P < 0.00001)
3.3.2IL-6 (NO > 50 um)
Guoetal, 2016 34368 1083 400000 90.66 5.31 400000 T 263.02 [252.98, 253.06]
Kimetal., 2019 405.33 11.2 250000 242 1.26 250000 T 402.91 [402.87, 402.95]
Da Silvaetal., 2019 221014 366 330000 1,34058  31.37 330000 T7% 069.56 [869.40, B69.72]
Meran and Wu, 2017 863281 89344 200000 39.06  19.53 200000 T 8593.75[85589.81, 8597.69] 4
Subtotal (95% CI) 1180000 1180000 30.8% 2529.63 [2349.086, 2710.20] 3
Heterogeneity: Tau®= 33950.88, Chi®= 84991536.70, df= 3 (P = 0.00001); F=100%
Testfor overall effect Z= 27 46 (P < 0.00001)
Total (95% CI) 4330000 4330000 100.0% 2904.59 [2788.27, 3020.91] 3
Heterogeneity: Tau®= 45787.01; Chi*= 1085308623.88, df= 12 (P < 0.000013; F= 100% [1000 -5’00 7 560 1000’

Test for averall effect Z=48.94 (P = 0.00001)

A ) Favors [Controle] Favars [LPS]
Test for subaroup differences: Chi*=19.85, df= 1 (P = 0.000013, F=95.0%

Legenda: Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagdo Tau de Kendall; |12, Teste I2; df,
graus de liberdade

Para a meta-analise da IL-183, 12 estudos foram inicialmente incluidos. Como
mencionado anteriormente, a produgdo de IL-1B foi significativamente maior nas
células induzidas por LPS em comparagdo com as células nao induzidas (diferenga
média: 1860 pg.mL"; IC95%: 1813-1907; p<0,001; i2=100%) (Figura 4d). Apds a

remogao de outliers, ainda assim os niveis de IL-1B aumentaram a favor das células
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induzidas por LPS (diferenga média: 548 pg.mL™"; 1C95%: 517-580; p<0,001; iz =
100%) (Figura Suplementar 1c).

Na analise por subgrupos de densidade celular, a produc¢ao de IL-13 foi maior
no grupo com maior densidade celular (1 - 2,5 x 10° células.mL"": 125 pg.mL™"; IC95%:
79-172; 3-5x10% células.mL": 2727 pg.mL"; IC95%: 2636 - 2819; p<0,001, i2=100%)
(Figura 10). Mesmo com a remoc¢ao dos outliers, os niveis de IL-1B aumentaram
significativamente com o aumento da densidade celular (1 - 2,5 x 10° células.mL":
125 pg.mL"; 1C95%: 79 - 172; 3 - 5 x 105 células.mL-": 790 pg.mL"; IC95%: 732 - 848;
p<0,001, i#=99,7%) (Figura Suplementar 2c).

Figura 10 - Forest plot das diferengas médias na produgéo de IL-18 entre o grupo controle e o grupo
intervengao (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de densidade celular

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Ri 95% CI IV, R 95% CI
2.2.11L-1(1-2.5 % 1085 cells/imL)
Meran and u, 2017 2212 1.28 200000 12,34 168 200000 8.3% 9.78[9.77, 9.79)
Kimetal, 2019 6812 0.27 250000 B.79 0.99 250000 8.3% §2.33[652.33,52.33]
Ghate etal, 2018 2725 14.4 200000 96.3 6.6 200000 8.3% 216.20 [216.13, 216.27]
Laksmitawrati et al., 2016 1,111.83 4.67 250000 §88.53 .11 250000 9.3% 223.40[223.36, 223.44) "
Subtotal (95% CI) 900000 900000 33.3% 125.43[79.39, 171.47] L

Heterogeneity: Tau® = 2207.22; Chi*=180304999.23, df= 3 (P = 0.00001); F=100%
Testfar overall effect Z= 534 (P = 0.00001})

2.2.21L-1(3 -5 x 105 cellsimL)

Kim, Ahn, and Je, 2016 a0 1.2 300000 nr 1.2 300000 8.3% 48.40 [48.39, 48.41]

Lim etal, 2015a 63.52 1.64 500000 4.23 1.1 500000 9.3% 59.29 [59.28, 59.30

Mohretal, 2019 93 3.81 500000 18.2 4.4 500000 8.3% T380[r3.78,73687

Heetal, 2019 4304 401 500000 3.6 14.8 500000 8.3% 308.80 [399.68, 398.092)

Guoetal, 2016 62419 17.5 400000 191.3  10.04 400000 89.3% 43289 [432.83, 432.95)

Yuetal, 2014 1,822.58 104.83 400000 B4.52 8.06 400000 8.3% 1768.06 [1767.73,1768.38] 4
Lirm etal, 20150 28821 8065 500000 1223 10.1 500000 8.3% 275980 [2759.57, 2760.03] 4
Sunetal, 2017 3587628 20618 500000 19587.62 20818 500000 09.3% 16G200.66 [16287.85, 16289.47] 4
Subtotal (95% CI) 3600000 3600000 66.7% 2727.45[2636.04, 2818.85] 3
Heterogeneity: Tau®=17399.91; Chi®= 2389403781.80, df= 7 (P < 0.00001}; F=100%

Test far overall effect Z= 58.48 (P = 0.00001)

Total (95% CI) 4500000 4500000 100.0% 1860.09 [1812.99, 1907.18] 3
Heterogeneity: Tau® = 6928.57, Chi®= 2585821225805, df=11 (P < 0.00001); F=100% [1000 75500 560 1DDD}

Test far overall effect Z=77.41 (P = 0.00001)

" i Favors [Controle] Favars [LPS]
Testfor suboroun differences: Chi®= 248295, df=1 (P = 0.000013, F=100.0%

Legenda: Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagdo Tau de Kendall; 12, Teste I2; df,
graus de liberdade.

Para a analise de subgrupo dos niveis de NO, a produgao de IL-1p foi maior
nas células que produziram menos NO (20-50 uM) (2678 pg.mL™"; IC95%: 2590-2767;
p<0,001; i#=100%) em comparagao ao grupo com produg¢ao de NO acima de 50 yM
(223 pg.mL-"; IC95%: 168 - 279; p<0,001; i2=100%) (Figura 11). Observamos que um
estudo com produgdo de IL-1B acima de 3.000 pg.mL" (SUN et al., 2017) foi o
responsavel por essa diferenga. Este estudo foi, portanto, tratado como um outlier e

removido da analise.
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Figura 11 - Forest plot das diferencas medias na produgéo de IL-1f entre o grupo controle e o
grupo intervengéo (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de niveis de produgéo de Oxido

Nitrico

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
2.3.11L-1(NO 20 - 50 uM)
Kim, &hn, and Je, 2016 801 1.2 300000 ny 1.2 3200000 8.3% 48.40 [48.29, 48.41]
Limetal, 2015a 63.52 1.64 500000 4.23 1.1 400000 8.3% 60.29 [59.28, 59.30]
Mohretal, 2019 893 381 500000 19.2 44 500000 8.3% 73.80(73.78,73.82]
Ghate etal, 2018 2725 144 200000 56.3 GG 200000  8.3% 216.20 [216.13, 216.27]
Laksmitawati et al, 2018 1111.93 467 250000 888.53 811 250000 8.3% 22340 [223.36, 223.44]
Yuetal, 2014 1,822.58 104.83 400000 G4.52  8.06 400000 8.3% 17598.06 [1757.73,1758.39] 4
Limetal, 2015k 2,8821 BOGS 500000 1223 101 500000 8.3% 2759.80 [2759.57, 2760.03] 4
Sunetal, 2017 35876.28 20618 500000 19,587.62 20618 500000 8.3% 1628B.66 [16287.85, 16280.47] 4
Subtotal (95% CI) 3150000 3150000 66.7% 2678.43 [2589.52, 2767.35] 3
Heterogeneity: Tau®= 16463.94; Chi®= 2317242770.07 df=7 (P = 0.00001); F=100%
Testfor overall effect Z=55.04 {(F = 0.00001)
2.3.21IL-1 (NO > 50 uM)
Meran and Wy, 2017 2312 1.28 200000 12.34 1.68 200000 8.3% 978 [9.77, 9.79]
Kimetal, 2019 5912 0.27 250000 6.79 0.899 250000 8.3% 62.33[52.33,52.33]
He etal, 2019 430.4 40.1 500000 Al 148  &00000 8.3% 388.90 [398 .68, 398.92]
Guoetal, 2016 62419 17.5 400000 191.3  10.04 400000 8.3% 433.99[432.83, 432.99]
Subtotal (95% CI) 1350000 1350000 33.3% 223.45[167.93, 278.97] <
Heterogeneity: Tau®= 320945, Chi®= 249038705.74, df= 2 (P = 0.00001}); F=100%
Testfor overall effect £=7.89 (P = 0.00001)
Total (95% CI) 4500000 4500000 100.0% 1860.09 [1812.99, 1907.18] 3
Heterogeneity: Tau®= 6928.57; Chi*= 2585921225.05, df= 11 (P < 0.00001); F=100% -SIDD 25 b 2%0 5050

Testfor overall effect Z2=F7.41 (P = 0.00001)

a0
. [Controle] Favors [LPS]
Testfor subaroup differences: Chi®= 2107.06, df=1{F = 0.00001), F=100.0%

Favor:

Legenda: Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de correlagdo Tau de Kendall; 12,
Teste 12; df, graus de liberdade

Observamos que um estudo com producéo de IL-1B acima de 3.000 pg.mL-"
(SUN et al., 2017) foi o responsavel por essa diferenca. Este estudo foi, portanto,
tratado como um outlier e removido da analise. Apesar disso, ainda assim os niveis
de IL-1B foram maiores no grupo com produgao de NO entre 20-50 uM (20-50 uM:
734 pg.mL"; 1C95%: 679-789; >50 uM: 223 pg.mL"; 1C95%: 168 - 279; p<0,01,
i2=100%) (Figura Suplementar 3c).

Nossa selecdo de estudos envolveu critérios de inclusdo rigidos, pois
resultados especificos dos marcadores estudados foram necessarios para a inclusao
ou exclusao dos estudos nesta revisdo. Por esse motivo, e como esperado, as
analises tanto para o NO quanto para as citocinas estudadas, apresentaram viés de
publicagdo de forma ndo heterogénea (assimétrica), conforme demonstrado pela

analise dos graficos de funil (Figura 12).



7

Figura 12 - Graficos de funil da relagao da diferenga média (MD) entre o grupo de intervengéo
(LPS) e o grupo de controle, e erro padrao [SE (MD)] de cada grupo de dados dos estudos
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Legenda: A) Oxido Nitrico (NO); B) Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a); C) Interleucina-6 (IL-6); D)
Interleucina-1-beta (IL-1B). Diferenca média: MD; Erro padrao: SE(MD) Lipopolissacarideo: LPS.

5.1

AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS INCLUIDOS

A concordancia entre os revisores quanto a Qualidade de relatorios e Qualidade

Metodolégica foi de 82,35% e 94,12%, respectivamente. Todas as discrepancias

foram removidas por dois especialistas. Em relagdo a qualidade metodoldgica, a

maioria dos estudos (15) apresentou baixo risco de viés e dois tiveram risco moderado

de viés. Nenhum estudo teve um alto risco de viés. Em relacdo a qualidade dos
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relatérios, oito dos 17 estudos tiveram risco moderado, enquanto 9 tiveram baixo risco
de viés (Planilha 1 — Material Suplementar).

Em todos os critérios de avaliacdo do SCIRAP, houve um item que nao foi
contemplado por quase nenhum dos estudos, mas que consideramos fundamental
para a qualidade dos artigos. Por exemplo, na sessdo de compostos de teste e
controles, apenas um autor (LEE et al., 2017a) descreveu o veiculo usado para diluir
os compostos. Da mesma forma, na sessao do sistema de teste, apenas dois autores
(KIM et al., 2019; MOHR et al., 2019) relataram o numero de passagens celulares
utilizadas para realizar os experimentos € nenhum autor forneceu informagdes sobre
as medidas tomadas para rastrear ou evitar contaminagdes por micoplasma,
bactérias, fungos ou virus. Além disso, apenas dois autores (GUO et al., 2016; LEE et
al., 2017a) forneceram informagdes completas sobre a toxicidade do composto de
teste, bem como do agente flogistico (LPS), que foi o principal motivo de reducao da
qualidade dos relatérios dos estudos incluidos na sessao de coleta e analises dos
dados. (Figura 13).

Figura 13 - Resumo do risco de viés dos estudos incluidos — Qualidade de relatérios
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Na qualidade metodoldgica, a falta de informacdes sobre o veiculo utilizado,
bem como a falta de testes para verificar a interferéncia de possivel citotoxicidade dos
compostos nos resultados, foram os aspectos negativos que estiveram presentes em
praticamente todos os estudos. Além disso, nove estudos ndo forneceram

informacdes sobre réplicas ou repeticdes dos experimentos para verificar a
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reprodutibilidade/confiabilidade dos resultados, fator que reduziu o cumprimento de
critérios na qualidade metodolégica no quesito de coleta e analise de dados. E
importante notar que todos os estudos forneceram informagdes completas e foram
extremamente confiaveis em relagdo a administracdo do composto de teste. Isso era

esperado, dado o rigor dos critérios de elegibilidade pré-estabelecidos (Figura 14).

Figura 14 - Resumo do risco de viés dos estudos incluidos — Qualidade metodolégica.
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Em relagdo ao agente flogistico (LPS), consideramos os efeitos do LPS com
relevancia indireta para todos os estudos que nio forneceram informacgdes sobre os
fabricantes ou fontes das cepas de LPS utilizadas. Os demais itens (sistemas de teste,
endpoint e concentragdes) foram considerados de relevancia direta. Para o sistema
testado, como esperado, todos os estudos tiveram relevancia direta, pois 0 modelo
experimental em células RAW 264.7 induzidas por LPS foi o mais utilizado para
mimetizar o processo inflamatério in vitro, e foi um dos critérios de elegibilidade
utilizados para a inclusao de estudos. Da mesma forma, em termos de endpoint e
concentracéo, todos os artigos também tiveram relevancia direta, pois os estudos
deveriam atender a critérios de elegibilidade especificos no momento da

coleta/tratamento e uma determinada concentracao de LPS (Figura 15).



80

Todos os estudos foram considerados confiaveis, com restricdes (Figura 16),
pois nenhum atendeu totalmente as diretrizes quanto a qualidade de relatérios e
qualidade metodoldgica. Em resumo, os estudos apresentaram algumas restrigdes
quanto a origem das cepas celulares, numero de passagens realizadas no
experimento, bem como o controle microbiolégico (Todos os estudos). Além disso, a
falta de informacgbes sobre testes de toxicidade, bem como de réplica e repeti¢cdes

experimentais, foi observado na grande maioria dos trabalhos.

Figura 15 - Resumo do risco de viés dos estudos incluidos — Relevancia dos estudos
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Figura 16 - Resumo do risco de viés dos estudos incluidos — Confiabilidade dos estudos
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6 DISCUSSAO

Nesta revisao sistematica e meta-analise, conseguimos demonstrar a eficacia
da utilizagdo das citocinas pré-inflamatorias TNF-qa, IL-13 e IL-6 como biomarcadores
inflamatdrios in vitro no modelo celular RAW 264.7 induzido por LPS, além disso foi
demonstrado que a dosagem dos niveis de NO ainda pode ser considerado o ensaio
padrao para testar agentes anti-inflamatorios.

Como esperado, os niveis de NO aumentaram significativamente quando as
células RAW 264.7 foram inflamadas a partir da indugdo com LPS em comparagao
com células nao inflamadas, isso ocorreu independentemente da densidade celular,
porém os niveis de citocinas demonstraram uma mudanca de acordo com a
variabilidade da densidade celular nesses experimentos.

ApOs essa triagem inicial, constatou-se que todas as citocinas estudadas séo
excelentes biomarcadores inflamatérios, tendo em vista que em todos os estudos
onde os niveis de NO produzido pelas células RAW 264.7 induzidas por LPS foram
superiores a 20 yM, as citocinas também estavam significativamente aumentadas em
relagdo ao grupo controle. Além disso, todos os niveis de citocinas apresentaram
correlagao positiva com a densidade celular utilizada nos experimentos. No entanto,
uma significativa heterogeneidade foi encontrada entre os estudos, principalmente
devido as diferentes metodologias apresentadas pelos autores. Portanto, é essencial
padronizar o modelo de inflamagcdo em células RAW 264.7, seguindo algumas
diretrizes especificas para experimentacao in vitro.

Considerando nossos resultados, é importante destacar que devido ao modelo
escolhido para a revisao e as caracteristicas dos estudos incluidos, uma meta-analise
pdde ser realizada. O modelo de estudo, utiliza o LPS como agente flogistico, que é
um dos principais componentes da membrana de bactérias gram-negativas
(ROMERIO; PERI, 2020). Esse agente tem como caracteristica, ativar os receptores
Toll-like, principalmente o receptor Toll-like 4, presentes nas células do sistema
imunoldgico, incluindo os macréfagos. Dessa forma, nas infecgées por bactérias
Gram-negativas, nas fases iniciais do processo de sepse, essa interacao entre o LPS
e 0s receptores celulares leva a ativacao de cascatas de sinalizagao intracelular,
ativando diversos fatores de transcricdo nuclear. Isso resulta em secrecdo macica de
varios mediadores pro-inflamatérios, como NOx, TNF-a, IL-1( e IL-6, marcadores foco
de nossa pesquisa (POLTORAK et al, 1998; CIESIELSKA; MATYJEK;
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KWIATKOWSKA, 2021). Por esta razao, ja € esperado que ocorra um aumento
paralelo de NO e as citocinas estudadas quando as células em cultura sao
estimuladas com LPS (DAI et al., 2018). Porém, um detalhe técnico importante na
cultura de células RAW 264.7 deve ser levado em consideragao, que é o tempo de
incubacéao das células apds a indugao com LPS. Isso por que embora a agao do TLR4
pelo LPS culmine na produgao de diversos mediadores inflamatérios, sua liberagao
pelas células apresenta um tempo de secrecgéo diferente (HOBBS et al., 2018). Esse
fato pode produzir resultados diferentes nas dosagens dos niveis desses mediadores
inflamatadrios, inviabilizando a comparacéao direta entre eles (RAHMAN; MCFADDEN,
2011; LIU et al., 2017).

Conforme comentado anteriormente na secéo de introducédo, esse modelo é
amplamente difundido entre os laboratérios de pesquisa em todo o mundo, pois
fornece informacgdes ricas sobre a resposta inflamatéria e ajuda a iniciar a busca por
novos agentes anti-inflamatérios e imunomoduladores (ELISIA et al., 2018; TACIAK
et al., 2018). No entanto, ainda ha falta de padronizagdo em relagéo as doses de LPS,
tempo de inducdo celular, densidade celular utilizada, entre outros. Para resolver
essas deficiéncias na padronizagao desse modelo inflamatério, a revisao sistematica
foi extremamente rigorosa e criteriosa na aplicagao dos critérios de elegibilidade e na
extracdo dos dados, a fim de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

Nossos resultados demonstram, como esperado, que ha um aumento na
producdo de NO quando células RAW 264.7 sdo induzidas por LPS (MOORE et al.,
2019; RANAWEERA et al., 2020). Assim, considerando as caracteristicas dos estudos
incluidos na meta-analise, é plausivel afirmar que a dosagem de NO no modelo em
questdo € suficiente para fins de triagem inflamatoria inicial, considerando que a
produgcao das citocinas pro-inflamatérias TNF-qa, IL-6 e IL-1f acompanha o mesmo
comportamento observado com a determinagcdo dos niveis de NO, pelo menos,
quando o tempo de incubacgao celular apos estimulagdo com LPS esta entre 12 e 24
horas. Esse dado é importante porque, até onde se sabe, ndo ha padronizagao entre
0s pesquisadores quanto a escolha dos mediadores inflamatérios iniciais a serem
medidos nesse modelo, na triagem de uma possivel atividade anti-inflamatéria ou
imunomoduladora de compostos provenientes de sintese, semi-sintese ou extratos de
produtos naturais. Além disso, também constatamos que ndo ha consenso entre os

pesquisadores quanto aos biomarcadores inflamatérios utilizados para essas triagens,
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bem como a densidade celular a ser utilizada, concentragao de LPS, tempo de indugao
e uso de suplementagao do meio de cultura.

Assim, levando em consideracdo as informacdes coletadas, aconselhamos
fortemente que a utilizagdo das dosagens de NO seja padronizada quando utilizadas
para triagem de possiveis compostos com atividade anti-inflamatéria. Obviamente,
levar em consideragado as particularidades de cada laboratorio € extremamente
importante, porém, o uso de LPS na dose de 1 yg.mL"", densidade celular entre 1 e
9,9x105 celulas.mL"" e tempo de incubagéo entre 12 e 24 horas a 37°C , parecem ser
0s requisitos minimos para esta padronizacéo.

Finalmente, em relagdo ao risco de viés e heterogeneidade dos estudos
incluidos nesta meta-analise, € plausivel afirmar que, justamente devido a essa falta
de padronizacdo, os pesquisadores selecionaram uma variedade diferente de
marcadores para seus experimentos individualmente. Além disso, pontos bem
especificos tiveram destaque em relacdo a avaliagcdo da qualidade dos estudos
incluidos em nosso trabalho. Apesar da grande maioria dos trabalhos apresentarem
informagdes bem completas, alguns quesitos importantes como veiculo utilizado e
testes de citotoxicidade, foram fatores bastante negligenciados por quase todos os
autores e que consideramos que sejam cruciais para qualquer estudo que utilize
cultura de células como plataforma experimental.

Por fim, em nosso estudo foi demonstrado que, quando utiliza-se o cultivo de
células RAW 264.7 induzido por LPS como plataforma experimental inicial, apenas a
medicao dos niveis de NO s&o suficientes para tirar as conclusdes iniciais quando se
busca determinar se algum composto deve ou nao ser submetido as proximas etapas
de experimentacdo para avaliagdo das suas atividades anti-inflamatérias. Ainda é
importante salientar que, a utilizacdo de um unico marcador €& extremamente
interessante, tendo em vista a viabilidade econémica, uma vez que a técnica é de facil
execugao, com boa reprodutibilidade e com baixo custo, além de ser mais rapida do

que a utilizagao de varios marcadores em conjunto.
7 CONCLUSAO
A medicado dos niveis de NO é uma opcao suficiente e racional para iniciar

ensaios de triagem no intuito de verificar a acédo anti-inflamatéria e imunomoduladora

de qualquer composto ou produto utilizando o modelo in vivo com células RAW 264.7
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induzidas por LPS como plataforma experimental. No entanto, experimentos futuros
precisam seguir algumas regras de padronizagao, buscando evitar essas diferentes
abordagens experimentais, facilitando o entendimento e interpretagao de resultados,
bem como a comparagao entre trabalhos de diferentes autores. Nesse contexto,
nosso estudo sugere um checklist basico de 30 itens a serem contemplados por
pesquisadores em futuros experimentos com NO e citocinas utilizando macréfagos
RAW 264.7, que podem ajudar a prevenir o uso desnecessario de animais e o

desperdicio de tempo e recursos (Material Suplementar - Tabela Suplementar 1).
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CAPITULO 2

ESTUDO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DE DERIVADOS DA 1,4-
DIHIDROPIRIDINA EM MODELOS EXPERIMENTAIS IN VITRO E IN VIVO.

86
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8 DESENVOLVIMENTO

8.1 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO AGUDA PULMONAR

A sindrome do desconforto respiratorio (SDRA) foi descrita pela primeira vez
em 1967 e trata-se de um processo complexo que normalmente se desenvolve apos
uma injuria tecidual, que nesse caso é referida como les&o pulmonar aguda (LPA).
Essa condigdo possui diversas etiologias, podendo evoluir para insuficiéncia
respiratoria e em muitos casos a morte. O tratamento é focado em suporte, com ajuda
de ventilacdo mecénica e uso de -corticosteroides (ACUTE RESPIRATORY
DISTRESS SYNDROME NETWORK, 2000; BUTT; KURDOWSKA; ALLEN, 2016).

As pesquisas atuais tem o enfoque em entender os biomarcadores
plasmaticos causadores da SDRA e que ajudem também no prognéstico, tendo como
objetivo diagnosticar a LPA antes que a mesma evolua para o desenvolvimento de
SDRA. Isso porque na maioria dos casos, a SDRA se desenvolve cerca de 2 a 5 dias
apos a hospitalizagdo e desenvolver terapias que interrompam a progresséo da LPA
pode contribuir pra diminuigdo da mortalidade desses pacientes (RUTHMAN; FESTIC,
2015).

A evolucgao clinica da LPA/SDRA se divide didaticamente em dois estagios. O
primeiro é caracterizado por exsudagao, com aumento da permeabilidade vascular e
aumento de fluido pulmonar apés um dano excessivo a células endoteliais e
comprometimento da funcdo tecidual. Posteriormente, ocorre uma fase de
regeneracao tecidual, com proliferacdo de fibroblastos e aumento da capacidade
fagocitica de macrofagos, com o intuito de remover restos celulares e demais células
inflamatdrias. Nesse momento se inicia a restauragao do ténus vascular e o tecido
reestabelece a capacidade de oxigenacdo. Em algumas situagdes, esse estagio de
deposicao de tecido fibrético pode persistir, 0 que leva a um aumento de deposi¢cao
de colageno e aumento de fibrose no tecido pulmonar (FAN; BRODIE; SLUTSKY,
2018; MOKRA, 2020).

Ao longo das ultimas décadas, muitos esforgos e recursos foram investidos
no entendimento da LPA em experimentos, mas apesar disso, ndo existe ainda um
consenso universal quanto as caracteristicas do desenvolvimento da LPA em modelos
experimentais animais. Isso se deve em parte ao fato de n&o existir um unico marcador

ou parametro que tenha sensibilidade e especificidade para identificar a ocorréncia e
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gravidade da LPA, o que torna muito dificil para pesquisadores entender se atingiram
ou preveniram a lesao pulmonar em modelos experimentais. Além disso, os critérios
utilizados para a definicdo de LPA em humanos dificilmente podem ser traduzidos
diretamente para animais em modelos experimentais. (MATUTE-BELLO et al., 2011).

Entretanto, os modelos experimentais em animais que visam mimetizar a LPA
de humanos, sdo ferramentas extraordinarias para entender os diferentes
mecanismos da doenga e conseguem em parte reproduzir os eventos celulares e
moleculares que ocorrem em humanos, permitindo uma analise, mesmo que
preliminar, a respeito de candidatos a agente anti-inflamatérios que possam ajudar no
controle da doengca (DOMSCHEIT et al.,, 2020). Dentre esses modelos animais,
aqueles que utilizam LPS em roedores, tém sido amplamente utilizados, por conta da
facil disponibilidade, logistica e custos relativamente baixos. Entretanto, pouco volume
de sangue e sensibilidade mais baixa a endotoxemia, sdo algumas desvantagens
quando comparado a outras espécies. O uso de carneiros, por exemplo, € destaque
em estudos envolvendo fisiopatologia microvascular e permeabilidade pulmonar
devido ao facil acesso ao sistema linfatico pulmonar e aumento do fluxo linfatico em
resposta a pequenas doses de endotoxinas. Enquanto o uso de suinos apresenta
algumas vantagens por ser uma espécie que possui semelhangas no que diz respeito
a anatomia, genética e fisiologia em relagdo a humanos (WIENER-KRONISH et al.,
1991; WYNS et al., 2015; DOMSCHEIT et al., 2020).

A LPA induzida por LPS em camundongos € um dos modelos mais utilizados e
difundidos para o entendimento da SDRA, principalmente por mimetizar muito bem a
resposta neutrofilica aguda apresentada por humanos. Essa lesdo pode ser induzida
a partir de instilacdo traqueal ou por inalagdo, onde o epitélio alveolar € a principal
estrutura danificada. Ocorre uma migragéao excessiva de células inflamatérias para o
tecido pulmonar, que tende a cessar apds 72 horas, apresentando posteriormente
uma fase de fibrose (MENEZES et al., 2005; MATUTE-BELLO et al., 2011;
DOMSCHEIT et al., 2020).

Os modelos experimentais de LPA utilizando LPS costumam ser de facil
padronizacao e execucao. Além disso, sdo extremamente eficientes para avaliar a
atividade farmacoldgica de compostos sobre as vias intracelulares que envolvem a
ativagdo do TLR-4 e seus respectivos mediadores (CHEN; BAI; WANG, 2010). Como
ja abordado no capitulo anterior, a resposta inflamatéria ao LPS se inicia apds a

ligacdo ao receptor TLR-4 e em decorréncia, proteinas adaptadoras intracelulares se
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ancoram ao receptor e ativam cascatas de sinalizagao intracelular, como a via das
MAPKs e NF-kB, regulando a expressao de diversos genes envolvidos no processo
inflamatorio. Por esse motivo, a utilizagdo do LPS como agente flogistico em modelos
de LPA é extremamente difundido, pois ativa de maneira significativa o sistema imune
inato, estimulando a migracao de leucdcitos, com pico de migragao de neutréfilos em
24 horas ap6és a indugao, e produgao de mediadores inflamatoérios, como citocinas e
NO (MATUTE-BELLO et al., 2011; ALTEMEIER; HUNG; MATUTE-BELLO, 2017;
DOMSCHEIT et al., 2020).

8.2 DIHIDROPIRIDINAS

A quimica heterociclica € e continuara sendo por muito tempo a espinha dorsal
da quimica medicinal. E dificil pensar em estruturas quimicas de drogas, sejam elas
de origem sintética ou de fontes naturais, que nao estejam ancoradas nessas
estruturas. Dentre essa gama de compostos heterociclicos, a 1,4-Dihidrpiridina (1,4-
DHP) tem desempenhado um papel importante na quimica sintética, medicinal e
bioorganica para o desenvolvimento de novas moléculas com atividades bioldgicas
importantes (MISHRA; BAJPAI; RAI, 2019).

O quimico alemao Arthur Hantzsch, descreveu a preparagcédo da 1,4-
Dihidropiridina (figura X) ha mais de um século. Os derivados dihidropiridinicos (DHPs)
representam um grupo de pequenos compostos organicos baseados em um nucleo
de piridina. A principal caracteristica da 1,4-dihidropiridina € que um ou mais dos seus
6 atomos podem ser substituidos para obter diferentes derivados (KHEDKAR; AUTI,
2014).

Figura 17 - Estrutura quimica da 1,4-Dihidropiridina

N
H

Fonte: Adaptado de Mishra et al., 2019
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As DHPs representam um grupo de pequenos compostos organicos baseados
em um nucleo de piridinico. Teoricamente, podem existir cinco isbmeros de DHPs,
entretanto, a maioria dos DHPs reconhecidos tem a sua estrutura baseada na 1,2-
dihidro ou 1,4-dihidropiridina. Esses compostos possuem uma gama de acgdes
farmacolégicas ja descritas, como vasodilatadores, broncodilatadores,
hepatoprotetores, neuro protetores, anti-ateroscleroticos, antidiabéticos, antitumorais,
antimutagénicos, antioxidantes, antimicrobianos, anti-hipertensivo, antimalarico,
anticonvulsivantes e anticoagulantes (SAFAK; SIMSEK, 2006; EDRAKI et al., 2009;
KHEDKAR; AUTI, 2014).

No corpo humano o calcio € um segundo mensageiro em diversos tecidos e
desempenha papel chave em diversas fungdes fisioldgicas. Esses efeitos se dao a
partir da sua entrada nas células por meio dos canais de calcio, produzindo diferentes
efeitos fisioldgicos a depender do tipo de canal envolvido na resposta. Esses canais
sao importantes ndo s6é no funcionamento normal de diversos tecidos, mas também
em patologias que afetam diretamente células neuronais, neuro-secretoras e células
musculares. Esses canais foram classificados como N, L, P, Q e R. Canais do tipo L,
estao presentes na musculatura lisa dos vasos coronarianos, no coragao € nos vasos
arteriais periféricos. Medicamentos derivados da 1,4-DHP, como o nifedipino e o
amlodipino, tem sido utilizado para tratamento de angina miocardica e hipertensao,
devido a sua capacidade de bloquear esses canais de calcio tipo L. Seu mecanismo
de acao baseia-se na inibicao da corrente desses canais no musculo liso, diminuindo
assim a concentracdo de calcio intracelular e induzindo o relaxamento do musculo
liso, causando assim, protecdo vascular tanto no musculo liso quanto no endotélio
(CRESPI, 2005; EDRAKI et al., 2009).

Além da sua conhecida acdo vasodilatadora, recentemente, compostos ou
medicamentos derivados da 1,4-DHP tem apresentado significativa atividade anti-
inflamatoéria em diversos estudos, e tem se mostrado importante no manejo de
algumas doencas. A exemplo disso, é evidente o efeito pleiotrépico do nifedipino, que
além de exercer seus efeitos vasodilatadores no tratamento da hipertensao arterial,
ainda apresenta efeito na inibicdo da inflamagdo vascular e subsequentemente
melhora da fungdo endotelial em doengas cardiovasculares, retardando o
desenvolvimento e progressao da aterosclerose (TOYODA et al., 2018).

Outros estudos, também demonstraram que o azelnidipino reduz a inflamacéao

no endotélio a partir de suas propriedades antioxidantes, além de inibir a produgao de
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IL-8, uma citocina com papel importante na quimiotaxia de neutrdfilos e
consequentemente nas respostas inflamatdrias agudas. Somado a isso, 0 azelnidipino
também inibe a proliferagdo de células musculares lisas vasculares, etapa importante
no desenvolvimento de placas aterosclerdticas (YAMAGISHI et al.,, 2004). O
azelnidipino também parece ter um efeito anti-aterosclerético devido a sua capacidade
de inibir a expressao de receptores de LDL e moléculas de adesdo em mondcitos
humanos (THP-1), desempenhando um papel importante na redugdo da
aterosclerose, n&o apenas pela regulacédo da pressédo sanguinea, mas também pela
prevencao da ativacao/diferenciacdo de mondcitos/macrofagos humanos (KOMODA
et al., 2018).

Devido o constante aumento do interesse nas atividades anti-inflamatorias de
derivados da 1,4-DHP, alguns mecanismos estdo sendo sugeridos para esses efeitos.
Em alguns modelos experimentais, a inibigdo de vias que ativam fatores de transcricéo
nuclear, como o NF-kB, parece estar diretamente relacionado a atividade desses
compostos, ocasionando uma reducao da producdo de EROs, inibindo fatores
quimiotaticos de mondcitos e reduzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
(MATSUMORI; NUNOKAWA; SASAYAMA, 2000; SARADA et al., 2012).

Como citado no inicio desse topico, a 1,4-DHP é uma molécula versatil, que
pode gerar inumeros derivados e consequentemente compostos que podem
apresentar diferentes caracteristicas quanto a sua atividade biolégica. Devido
justamente a essa versatilidade, além dos medicamentos existentes no mercado
baseados na sua estrutura, as DHPs continuam e provavelmente continuardo sendo
compostos extremamente estudados, o que pode gerar a medio e longo prazo, novas
opcoes terapéuticas de interesse para a industria farmacéutica na produgao de novos

medicamentos.
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9 OBJETIVOS

9.1  OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito anti-inflamatério dos compostos derivados da 1,4-

dihidropiridina (1,4-DHP) selecionados, através de estudos in vitro e in vivo.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

9.2.1 EXPERIMENTOS IN VITRO (CELULAS RAW 264.7 INDUZIDAS POR LPS)

- Avaliar a citotoxicidade dos derivados da 1,4-DHP selecionados sobre macréfagos
RAW 264.7;

- Investigar acdo dos compostos selecionados sobre a produgao de éxido nitrico (NOx)
por macrofagos RAWA 264.7 induzidos por LPS;

- Investigar a acdo dos compostos selecionados sobre a produgao das citocinas:
Interleucina-12p70 (IL-12p70), Fator de necrose tumoral- alpha (TNF-a), interferon-
gamma (INF-y), Proteina Quimioatraente de Monécitos-1 (MCP-1), interleucina-6 (IL-
6), e interleucina-10 (IL-10) por macrofagos RAWA 264.7 induzidos por LPS;

- Investigar a agcdo dos compostos selecionados sobre o aumento/redugao da

atividade fagocitica de macrofagos RAW 264.7.

9.2.2 EXPERIMENTOS /N VIVO (MODELO DE LESAO AGUDA PULMONAR
INDUZIDA POR LPS EM CAMUNDONGOS)

- Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre a migragao de leucécitos e
exsudagao no lavado bronco alveolar dos camundongos;

- Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) e concentragdes dos metabdlitos do Oxido Nitrico (NOXx);

- Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre a produgao das citocinas pré-

inflamatoérias TNF-a e IL-6.
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10  MATERIAIS E METODOS

10.1 IN VITRO

10.1.1 OBTENGAO DOS COMPOSTOS

Os derivados da 1,4-DHP utilizados neste estudo foram produzidos e fornecidos
pelo aluno de Doutorado Luiz Antonio Escorteganha Pollo do PGFar/UFSC, sob
orientagao do Prof. Dr. Louis Pergaud Sandjo do Departamento de Quimica da UFSC.

Os compostos foram sintetizados e caracterizados conforme publicagao realizada
previamente pelo estudo de Pollo et al., (2017). A partir da molécula de 1,4-DHP, outros
15 novos compostos foram sintetizados. Todos eles foram utilizados neste estudo para

avaliagcao das suas propriedades anti-inflamatérias/imunomodulatérias (Figura 18).

Figura 18 - Estruturas quimicas de derivados de 1,4-diidropiridina (1-15)
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10.1.2 CULTURA CELULAR

Para os experimentos in vitro, foi utilizada a linhagem celular de macréfagos
RAW 264.7. As células foram cedidas pela Professora Dr?. Claudia Maria Oliveira
Simdes do Laboratdrio de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). As células foram mantidas em estufa a 5% de CO, com umidade e
temperatura (37°C) controladas. O meio de cultura utilizado foi preparado com
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com Soro Fetal Bovino
(10%) e Penicilina a 1%. Todos os experimentos foram realizados entre a 3% e a 8°
passagem celular e com confluéncia de aproximadamente 80%. Todo o material
utilizado foi devidamente esterilizado e utilizado em local apropriado e isento de

microrganismos contaminantes.

10.1.3 VIABILIDADE CELULAR COM AZUL DE TRIPAN

Os experimentos foram conduzidos apos verificagdo prévia da viabilidade
celular. A verificacdo se realizou pela quantificacdo das células viaveis através da
técnica de azul de Tripan. Essa técnica se baseia na capacidade que o corante
apresenta em atravessar o citoplasma de células mortas (ndo viaveis), corando-as de
azul. Sendo assim, antes de cada experimento, as células foram descoladas das
garrafas, centrifugadas e ressuspendidas em 5mL de meio de cultura. Uma aliquota
desta suspensao foi separada em um eppendorf, onde foi acrescentado o corante azul
de Tripan, em uma diluicao 1:2. Apds homogeneizacgao, 10uL foram transferidos para
uma camara de Neubauer. Todas as células ndo coradas (viaveis) foram contadas
nos 4 quadrantes com o auxilio de um microscépio 6ptico comum (aumento de 400x).
O numero obtido foi utilizado para realizacdo dos plagueamentos em placas de 96

pOcos nas concentragdes necessarias.

10.1.4 ENSAIO DE CITOTOXIDADE

Os compostos derivados da 1,4-DHP em estudo passaram pela avaliacéo
do potencial de citotoxicidade. Nesse caso, a viabilidade celular dos macréfagos RAW

264.7 foi mensurada apos o tratamento dos mesmos com as diferentes concentragdes
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dos compostos estudados (10-1000 pM). Para isto, utilizou-se o teste de MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]). O ensaio baseia-se em
um composto amarelo que, ao entrar em contato com mitocdndrias ativas tem seu
anel tetrazdlico clivado, transformando-se em um composto de coloragéo azul escuro,
denominado  formazan  {E,Z-1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan}.
Sendo assim, este teste colorimétrico mensura a quantidade de células viaveis a partir
da formagao de cristais de formazan pelas desidrogenases mitocondriais.

Em uma placa de 96 pogos, macréfagos RAW 264.7 foram plaqueados em
uma concentragao estimada de 5x10* célulaspogo. Apds o plaqueamento, as células
foram incubadas durante 24 horas (temperatura 37°C e CO, a 5%) para a adeséo e
proliferacdo das mesmas. Posteriormente, cada poco foi tratado com as
concentragdes estipuladas para os compostos (1000, 300, 100, 30, e 10 uM). A placa
contendo as células com os compostos em diferentes concentracbes passou
novamente por um periodo de incubacdo de 24 horas e apds esse periodo o
sobrenadante foi descartado e substituido pela solugdo de MTT. Decorridas duas
horas, o MTT foi retirado e os cristais ressuspendidos com DMSO, para a leitura da
densidade oOptica em 540nm em leitor de microplacas, modelo ELISA MB-580
(HEALES, Gouwei Road, SZN, CN).

A partir deste teste, foi possivel determinar as concentragdes de CC1o de
cada composto, ou seja, a concentragao do composto que mata 10% das células, e
consequentemente mantém uma viabilidade celular de 90%. Estas concentragdes
foram calculadas por regressao nao linear utilizando o logaritmo da concentragdo em
funcao da resposta normalizada (porcentagem da viabilidade celular). Estes calculos
foram realizados com auxilio do programa GraphPad Prism® versao 6.0 (San Diego,
CA, EUA).

10.1.5 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE INTERLEUCINA-6

Para analise das concentracbes de IL-6, macréfagos RAW 264.7 foram
plagueados em uma concentragdo estimada de 5x10* célulasfogco. Apds o
plagueamento, as células foram incubadas durante 24 horas (temperatura 37°C e CO,
a 5%) para a adeséo e proliferagdo das mesmas. Posteriormente as células foram
tratadas com derivados da 1,4-DHP em suas respectivas CC1o0 (Apenas compostos

com CC10> 60uM) e apds 1 hora todos os grupos (exceto o branco) foram estimulados
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com LPS (1ug/MmL), por mais 24 horas. Os grupos foram divididos em: Controle
negativo (branco/veiculo), controle positivo (LPS 1ugML), controle de referéncia
(Dexametasona 7uM) e tratamento com os compostos. Apds o periodo de tratamento,
aliquotas do sobrenadante das culturas celulares foram coletadas para determinagao
das concentragdes de IL-6. Neste protocolo foi utilizado um kit commercial com
anticorpos monoclonais especificos para IL-6. Uma curva-padrao com concentragdes
conhecidas de IL-6 foi utilizada para a quantificacdo dos valores desconhecidos com
auxilio da equacéao da reta. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com
as instru¢des do fabricante (IL-6, eBioscience, Inc., San Diego, CA, USA, Cat 13-7062-
81). As leituras da citocina nas amostras e suas respectivas curvas-padrao foram
estimadas por meio de suas medidas colorimétricas (450 nm), realizadas em leitor de
placas de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Os valores foram

expressos em pg/ml.

10.1.6 DETERMINAGAO DAS CONCENTRAGOES DE OXIDO NIiTRICO

A partir da dosagem de IL-6, foi selecionado o composto que apresentou a
melhor taxa de inibicdo dessa citocina. Esse composto foi entdo utilizado para
experimentos subsequentes. Nesse caso, a dosagem de NO foi realizada para
estabelecer a ICso desse composto, ou seja, a menor dose necessaria para inibir em
até 50% a producdo desse mediador em comparagao ao grupo de controle positivo
(Células induzidas apenas com LPS).

A producao de NO, foi mensurada indiretamente, sendo quantificada pela
formacao de seus metabdlitos em nitrito (NO,-), através da reagao de Griess (GREEN
et al., 1982).

Para o experimento, foram utilizadas placas de 96 pocos com concentracao
celular de 5x10* células/pogco e incubacdo por 24 horas até que as placas
apresentassem confluéncia celular adequada, de aproximadamente 80%.
Posteriormente, os macrofagos foram pré-tratados com as doses de 0.3, 1, 3, 10 e 30
MM do compostos selecionado a partir dos ensaios de viabilidade celular e dosagem
de IL-6, e apds 1 hora, todos os grupos (exceto o branco) foram estimulados com LPS

(1ugML) por mais 24 horas. Os grupos foram divididos em: Branco (veiculo), controle
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positivo (LPS 1ug/MmL), controle de referéncia (Dexametasona 7uM) e tratamento com
os compostos (0.3, 1, 3, 10 e 30uM).

Apés a incubacgao de 24 horas em estufa (5% de CO, e temperatura de 37°C),
0 sobrenadante foi coletado para a realizagdo da dosagem dos metabdlitos do NOx.
Em uma placa de 96 pocgos, foram adicionados 50 pl do sobrenadante coletado e 50yl
do reagente de Griess, seguido por incubacao durante 40 minutos (em temperatura
ambiente e ao abrigo de luz). Os reagentes empregados na reagdo apresentam a
capacidade de reduzir nitrito, produzindo um composto de tonalidade résea que
representa a soma de todos os metabdlitos presentes na amostra, quantificada
através de densidade optica a 540nm (DIRSCH et al., 1998). A leitura da densidade
Optica foi realizada com o auxilio do leitor de ELISA MB-580 (HEALES, Gouwei Road,
SZX, CN).

10.1.7 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE CITOCINAS

Para a quantificagdo de citocinas por citometria de fluxo, foram utilizadas
placas de 96 pogcos em uma concentragao celular de 5x10* células/pogo e incubadas
durante 24 horas para confluéncia celular adequada. Posteriormente, os macréfagos
foram tratados previamente com a ICso do composto selecionado e apés uma espera
de 1 hora, todos os grupos (exceto o branco) foram estimulados com LPS (1ug/MmL),
pelo periodo de 24 horas. Os grupos foram divididos em: Controle negativo
(branco/veiculo), controle positivo (LPS 1ugML), controle de referéncia
(Dexametasona 7uM) e grupo de tratamento (composto selecionado na sua melhor
concentragéo (ICso0)). Apos a incubacado de 24 horas em estufa (5% de CO, e
temperatura de 37°C), todo o sobrenadante foi coletado para a determinagdo das
concentragdes das citocinas pesquisadas.

As citocinas Interleucina-12p70 (IL-12p70), fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), interferon-gama (INF-y), proteina quimioatraente de mondécitos-1 (MCP-1),
interleucina-6 (IL-6), e interleucina-10 (IL-10) foram dosadas utilizando o kit Cytometric
Bead Array (CBA)-Cell Inflammation (BD) (Biosciences, San Diego, CA, EUA),
usando o FacsVerse® Flow Cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA , EUA).

Esta metodologia demonstra a captura de um ou mais analitos soluveis, com

tamanho e fluorescéncia conhecida, podendo ser utilizado em citometria de fluxo,
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sendo que a fluorescéncia varia de acordo com cada citocina marcada e
pesquisada. O kit utilizado neste estudo, apresenta seis beads (esferas marcadas)
de populacdes diferentes e com diferentes intensidades de fluorescéncia que estao
marcadas com anticorpos de captura especificos para cada citocina a ser pesquisada.

A intensidade da fluorescéncia formada ao longo do processo de conjugagao
da amostra com o anticorpo, revela a concentragao final de cada citocina pesquisada.
Para a quantificacdo de cada uma das citocinas foi utilizado o software FCAP Array®

(BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) e, os valores foram expressos em pg/mL.

10.1.8 DETERMINACAO DO EFEITO DO COMPOSTO SOBRE A ATIVIDADE
FAGOCITICA DOS MACROFAGOS RAW 264.7 (ENSAIO DO VERMELHO NEUTRO)

O ensaio do vermelho neutro € um teste colorimétrico, que se baseia na
capacidade dos macrofagos fagocitarem o corante apds tratamento com
Dexametasona ou compostos de escolha. Macréfagos com fenétipo M2 apresentam
maior capacidade de fagocitar o corante, apresentando maior coloragao apés a lise
celular.

Para o teste de fagocitose por vermelho neutro, foram utilizadas placas de
96 pogos em uma concentracgao celular de 1x10* células/poco e incubadas durante 24
horas para confluéncia celular adequada. Posteriormente, os macréfagos foram pré-
tratados com melhor concentracdo do composto selecionado e apds uma espera de 1
hora, todos os grupos (exceto o branco) foram estimulados com LPS (1ug/mL), pelo
periodo de 24 horas. Os grupos foram divididos em: Controle negativo
(Branco/veiculo), controle positivo (LPS 1pgMmL), controle de referéncia
(Dexametasona 7uM) e grupo tratamento (composto selecionado na sua melhor
concentragao (ICxso)).

Apods a incubacao de 24 horas em estufa (5% de CO, e temperatura de 37°C),
adicionou-se 100uL/pogo da solugao corante de vermelho neutro (0,075%) e incubou-
se a placa por mais 1 hora (37°C). Em seguida, as células foram lavadas com solugao
de PBS. Adicionou-se 100uL/pogo do tampao de lise celular (1% de acido acético
glacial: etanol; 1:1) e incubou-se a placa por mais 1 hora (temperatura ambiente). A
leitura da absorbancia foi realizada em leitor ELISA MB-580 (HEALES, Gouwei Road,
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SZN, CN) a 540nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de aumento dos

niveis de fagocitose celular.

10.2 INVIVO

10.2.1 ANIMAIS

Para os experimentos foram utilizados camundongos (Mus musculus) f€meas,
com um més de idade (18 e 259), do tipo albinos Swiss, todos fornecidos pelo Biotério
Central da UFSC. Os animais receberam alimentacao adequada e foram acomodados
em gaiolas plasticas com serragem em ambiente apropriado (temperatura: 20 + 2 °C;
ciclos de luz/escuro: 12/12 horas). Os protocolos utilizados neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (Protocolos N°
6363260718/CEUA e N° 6118110417/CEUA).

10.2.2 PROCEDIMENTO ANESTESICO

Os animais foram anestesiados com xilasina (15 mg/kg) e cetamina (75
mg/kg), administrado por via intraperitoneal. Para posterior avaliagdo dos parametros
inflamatoérios os animais foram submetidos a morte indolor assistida utilizando
novamente de xilasina e cetamina, nas doses de 45 mg/kg e 225 mg/kg,

respectivamente.

10.2.3 MODELO DE LESAO AGUDA PULMONAR (ALI) INDUZIDA POR LPS

O modelo se baseia nos protocolos descritos por ALTEMEIER; HUNG,;
MATUTE-BELLO (2017). Os animais receberam tratamento prévio com o composto
testado e os controles para o teste. O tratamento foi realizado via oral (gavagem) e
apds uma hora os animais foram anestesiados para a instilacdo de LPS via intranasal
(5 mgkg em 50 uL de PBS). Apds 12 horas, os camundongos sofreram eutanasia por
overdose de cetamina e xilasina para a coleta de lavado bronco-alveolar (LBA).
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10.2.4 QUANTIFICAGAO DE LEUCOCITOS E EXSUDAGAO

Apos a morte indolor assistida dos animais, o liquido do lavado bronco-
alveolar foi coletado para mensuragao da contagem total e diferencial de leucdcitos e
concentracao proteica do exsudato. A contagem total de leucdcitos foi realizada por
microscopia em camara de Neubauer, na diluicao 1:4 das amostras em liquido de Turk
e contagem dos 4 quadrantes. Para a contagem diferencial dos leucdcitos, 50 pyL das
aliquotas dos LBAs foram centrifugados em citocentrifuga (Cytopro® cytocentrifuge
Wescor, modelo: 7620 EUA) e as laminas foram coradas utilizando corante Pandético
(Laborclin). A contagem celular diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi
realizada em microscopio Optico comum, com auxilio de objetiva de imersao (aumento
de 1000 vezes), contando-se 100 células por Idamina. O grau de extravasamento de
proteina (exsudacgao) nas amostras de LBA foi determinado utilizando a metodologia
de Lowry (LOWRY; RANDALL, 1951) (18). Para tanto, foi utilizada uma curva padrao
com concentragdes conhecidas de albumina seérica bovina. As contagens de
leucdcitos totais e diferenciais foram expressas como células x 105/mL, e a exsudacao

foi expressa em ug/mL.

10.2.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO) E
CONCENTRACOES DE OXIDO NIiTRICO (NOx)

Para a determinacdo da atividade da MPO, foram realizados ensaios de acordo
com metodologia ja descrita na literatura (RAO et al., 1993). A determinacdo da
atividade enzimatica foi realizada em um leitor de placas de ELISA, utilizando para
isso uma curva padrao de MPO (0.7 — 140 mU/mL) para a interpolagao dos resultados.
Os resultados foram expressos em mU/mL. A determinagdo das concentracbes de
NOx presente em cada amostra foi mensurada pela presenca de seus metabdlitos
nitrato (NO--) e nitrito (NO.-), seguindo a reacao de Griess (GREEN et al., 1982). Da
mesma forma que a determinacédo da atividade da MPO, para a determinagao das
concentracdes de NO, também foi realizada uma curva-padrdo com concentragdes
conhecidas de NO.- (0 -150 uM), permitindo a determinagéo dos valores de NOx (uM)

a partir da interpolacao dos resultados.
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10.2.6 DETERMINACAO DAS CONCENTRAGCOES DE CITOCINAS (TNF-a e IL-6)

Para determinar as concentragcdes de TNF-a e IL-6, foram utilizados kits
ELISA. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as instrugdes do
fabricante (TNF-a, eBioscience, Inc., San Diego, CA, USA, Cat 88-7342-29; IL-6,
eBioscience, Inc., San Diego, CA, EUA, Cat 13-7062-81). As leituras dasitocinas nas
amostras e suas respectivas curvas-padrdo foram estimadas por meio de suas
medidas colorimétricas (450 nm), realizadas em leitor de placas de ELISA (Organon-

Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Os valores foram expressos em pg/ml.

10.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism® versao 8.0 (San Diego, CA, EUA). Os resultados das avaliagbes
biolégicas foram expressos como meédiaterro padrao da média (S.E.M). Todos os
dados foram considerados homocedasticos paramétricos e foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste post hoc de Tukey. A significancia foi
estabelecida em p<0,05. Os valores de ICs0 para NOx foram calculados por analise
de regressdao nao linear usando o logaritmo da concentragdo versus resposta
normalizada (porcentagem de inibigdo de NOx), com o auxilio do programa de
software GraphPad Prism®, versao 9.1.1 (San Diego, CA, EUA).

11 RESULTADOS

11.1 RESULTADOS IN VITRO

11.1.1 CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS DA 1,4-DHP

Todos os 15 compostos derivados da 1,4-DHP foram avaliados quanto a sua
citotoxicidade utilizando cultura de células RAW264.7. A partir de uma curva de
viabilidade celular, foi possivel determinar os valores de concentragao (uM) de cada
composto capaz de matar apenas 10% das células viaveis nas placas de cultura
(CHAN et al., 2017). Avaliando a viabilidade celular de cada um dos 15 compostos

testados individualmente, verificou-se que apenas 6 destes apresentaram alto indice



103

de viabilidade celular, quando comparados ao grupo controle negativo (grupo nao
tratado - veiculo) (Tabela 4). A concentragao de 60uM foi utilizada como ponto de
corte para definir a toxicidade maxima significativa e para garantir a viabilidade das
células nos experimentos seguintes, os compostos que apresentaram IC1o abaixo
desta concentragcdo foram eliminados dos experimentos subsequentes. Assim,
apenas quatro moléculas, denominadas 1, 4, 6, 7, 12 e 13 apresentaram baixa
toxicidade aos macrofagos RAW 264.7, apresentando CC10>60 uM. Dessa forma,

estes compostos foram selecionados para os experimentos subsequentes.

Tabela 4 - Valores CC1o de derivados da 1,4-DHP em macréfagos RAW 264.7.

Composto CC1o(pM) Decisao

1 61.94 Selecionado
2 8.23 Eliminado

3 26.88 Eliminado

4 82.00 Selecionado
5 15.01 Eliminado

6 60.62 Selecionado
7 61.88 Selecionado
8 18.93 Eliminado

9 31.61 Eliminado
10 43.21 Eliminado
11 10.45 Eliminado
12 198.73 Selecionado
13 104.76 Selecionado
14 12.18 Eliminado
15 16.89 Eliminado

Os valores de CC1o foram calculados por analise de regresséo nao linear utilizando o logaritmo da
concentracdo versus a resposta normalizada (percentagem de viabilidade celular). Realizado com o
programa GraphPad Prism® versao 6.0 (San Diego, CA, EUA).

11.1.2 EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS SOBRE  AS
CONCENTRAGOES DE INTERLEUCINA-6

Nestes experimentos, os compostos selecionados a partir da triagem nos
experimentos prévios (CC10>60 yM - Composto: 1 (61,94 uM), 4 (82,00 uM), 6 (60,62
MM), 7 (61,88 uM), 12 (198,73 uM) , 13 (104,76 uM)) foram avaliados quanto a sua
capacidade de inibir a producéo de IL-6 no sobrenadante das culturas celulares. Para
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esses experimentos as células RAW 264.7 foram tratadas com esses compostos em
suas respectivas CC10 nas mesmas condi¢gdes experimentais.

Observou-se que todos os compostos selecionados foram capazes de inibir a
producdo de IL-6 pelas células RAW264.7, quando comparados ao grupo controle
positivo (% de inibigdo: 1: 72,6 + 6,6%; 4: 85,4 + 5,1%; 6: 58,2 + 6,7%; 7: 47,2 + 8,4%;
12: 46,8 £ 5,2%; 13: 30,0 £ 9,3; Dex: 91,1 £ 1,6%) (P<0,05) (Figura 19).

Figura 19 - Efeito dos derivados da 1,4-diidropiridina na produgéo de IL-6 em células RAW
264.7 induzidas por LPS
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Compostos derivados (1,4-DHP)
O branco representa o controle negativo: células RAW264.7 tratadas apenas com solugéo salina estéril; LPS
representa o controle positivo: Células RAW 264.7 tratadas apenas com LPS (1ug/mL); Dexa representa o controle
de referéncia: Células RAW 264.7 tratadas com Dexametasona (7uM) 1 hora antes da indugdo com LPS; Os
derivados da 1,4-DHP representam os compostos testados em suas respectivas CC1o: Células RAW 264.7 tratadas

com os compostos 1, 4, 6, 7, 12 e 13, 1 hora antes da indugdo com LPS. Os resultados foram expressos como
média * desvio padrao *p <0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Ao observar os resultados anteriores, vé-se que o Composto 4 apresentou a
melhor taxa de inibicao de IL-6 (85,4 + 5,1%). Este composto foi, portanto, selecionado

para os experimentos subsequentes.

11.1.3 EFEITO DO COMPOSTO SELECIONADO SOBRE AS CONCENTRACOES
DE OXIDO NIiTRICO E DETERMINAGAO DE ICso
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O desenho dos experimentos subsequentes foi pensado para definir o perfil
do composto na inibicdo dos niveis de NO. Nestes experimentos, o Composto 4
selecionado foi testado em diferentes concentragdes (0,3, 1, 3, 10 e 30 yM) para
determinar sua ICs0. Nesses experimentos, o composto nao foi capaz de inibir a
producao de NOx nas concentracdes 0,3, 1 e 3 uM (p<0,05) (Figura 20). Nas doses
de 10 e 30uM, o composto inibiu significativamente a produgdo de NOx nas culturas
celulares (% de inibigdo: 10 pyM: 31,05+11,98%; 30 uM: 52,39+8,37%) (P<0,001)
(Figura 19). A partir desses resultados, foi possivel calcular o ICso do Composto 4, que
foi de aproximadamente 9uM (Figura 21). Portanto, esta foi a concentragao utilizada
para os experimentos subsequentes, com o objetivo de avaliar os efeitos do composto
na produgao de citocinas, bem como no aumento ou redugéo da taxa de fagocitose

de macrofagos.

11.1.4 EFEITO DO COMPOSTO SELECIONADO NOS NIVEIS DAS CITOCINAS

Utilizando o Composto 4 na concentragao de 9uM (ICso para NO), observou-
se que o composto foi capaz de inibir os niveis das citocinas IL-12p70, IFN-y, MCP-1
e IL-6 (% de inibigao: IL-12p70: 36,10+4,39; IFN-y: 91,84+4,99; MCP-1: 58,41+12,69;
e IL-6: 95,30£1,03) (p<0,05). No entanto, este composto nao foi eficaz na inibi¢do dos
niveis de TNF-alfa nos sobrenadantes da cultura celular (p>0,05) (Tabela 5).

Outro resultado interessante observado foi a capacidade do Composto 4 em
aumentar os niveis de interleucina IL-10, uma interleucina com perfil anti-inflamatério
(% de aumento: 147,2 £ 67,16) (P<0,05) (Tabela 5).
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Figura 20 - Efeito do composto 4 na produgdo de NOx em células RAW264.7 induzidas
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O branco representa o controle negativo: células RAW264.7 tratadas apenas com solugéo salina estéril; LPS
representa o controle positivo: Células RAW264.7 tratadas apenas com LPS (1ug/mL); Dexa representa o controle
de referéncia: células RAW264.7 tratadas apenas com Dexametasona (7uM) 1 hora antes da indugdo com LPS;
composto 4: células tratadas com composto 4 em diferentes concentragdes (0,3, 1, 3, 10 e 30 uM) 1 hora antes da
inducao por LPS. Os resultados foram expressos como média + desvio padrado *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Figura 21 - Curva sigmoide mostrando a resposta normalizada do composto selecionado
sobre os niveis de metabdlitos do NO em macréfagos RAW 264.7
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O eixo X representa, em escala logaritmica, as concentragdes do composto 4 utilizadas nos experimentos (0,3, 1,
3, 10 e 30 uM) e o eixo Y a resposta normalizada de NOx. Os resultados de ICso para o composto testado foram
calculados por andlise de regressao néo linear usando o logaritmo de concentragéo versus resposta normalizada.
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11.1.5 EFEITO DO COMPOSTO 4 SOBRE A FAGOCITOSE DE MACROFAGOS
RAW 264.7

Para avaliar o efeito do composto 4 sobre a atividade fagocitica dos
macrofagos, realizamos o teste do vermelho neutro. Neste experimento, observamos
que a atividade fagocitica dos macrofagos apds o tratamento com o Composto 4

aumentou significativamente (% de aumento: 14,84 + 4,24) (p<0,01) (Figura 22).

Figura 22 - Efeito do composto 4 no aumento da atividade fagocitica de células RAW
264.7 induzidas por LPS
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O Branco representa o controle negativo: células RAW264.7 tratadas apenas com solugdo salina estéril; LPS
representa o controle positivo: Células RAW264.7 tratadas apenas com LPS (1ug/mL); Dexa representa o controle
de referéncia: células RAW264.7 tratadas com Dexametasona (7uM) 1 hora antes da indugdo com LPS; Composto
4: células tratadas com composto 4 (9 uM) 1 hora antes da indugdo por LPS. Os resultados foram expressos como
média * desvio padrao. ***p<0,001.

11.2 RESULTADOS IN VIVO

11.2.1 EFEITO DO COMPOSTO 4 SOBRE A INFILTRACAO DE LEUCOCITOS E
EXSUDAGCAO NA LESAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LPS

Os resultados dos experimentos mostram que o tratamento prévio dos
animais com doses de 10 e 30 mg/kg do Composto 4, inibiu significativamente a
migragao de leucdcitos para o tecido pulmonar, em 70,13£10,14% e 63,04+£12,44%,
respectivamente (p<0,001) (Tabela 6). Essa inibicdo foi associada diretamente a
reducoes significativas na migragao de neutréfilos, em 54,1 £32,65% e 22,06+£19,56%,
respectivamente (p<0,001) (Tabela 6).
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Embora o Composto 4 na dose de 3mg/kg nao tenha sido eficaz na inibigao
da migracao de leucdcitos (p>0,05) (Tabela 6), esta dose ainda assim foi capaz de
inibir a exsudagao (% de inibigdo: 3mg/kg: 48,96+8,51) (P< 0,001) (Tabela 6). As
doses de 10 e 30mg/kg também inibiram esse parametro inflamatorio (10mg/kg:
48,30+7,75 e 30mg/kg: 51,0415,59) (p<0,001) (Tabela 6).

11.2.2 EFEITO DO COMPOSTO 4 SOBRE A ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE
E A PRODUGAO DE OXIDO NiTRICO NO LBA DE CAMUNDONGOS COM LESAO
AGUDA PULMONAR INDUZIDA POR LPS

Da mesma forma que os achados para migragao leucocitaria e exsudagao, o
composto 4 foi eficaz em inibir significativamente a atividade da MPO no LBA dos
animais, nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg (% de inibicdo: 3mg/kg: 65,51+5,65; 10mg
/kg: 83,46+8,60; 30mg/kg: 77,62+10,17) (p<0,001) (Figura 23). Da mesma forma, o

Figura 23 - Efeito do composto 4 sobre a atividade de MPO lavado bronco-alveolar
de animais com lesdo pulmonar aguda induzida por LPS
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O branco representa o grupo controle negativo: animais tratados apenas com solugao salina estéril; LPS representa
o grupo controle positivo: animais induzidos apenas com LPS (5mg/kg); Dexa representa o grupo controle de
referéncia: animais tratados com Dexametasona (5mg/kg) 1 hora antes da indugdo com LPS; O composto 4
representa o grupo testado com diferentes doses: animais tratados com o composto 4 (3, 10 e 30 mg/kg) 1 hora
antes da indugdo com LPS. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao; n=6. ***p<0,001.
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tratamento prévio dos animais com o composto 4, nas mesmas doses, foi capaz
deinibir significativamente a producdo de NO no LBA (% de inibigdo: 3mg/kg:
31,41+14,73; 10mg/kg: 38,42+6,43; 30mg/kg: 50,38 £13,30) (P<0,05) (Figura 24).

Figura 24 - Efeito do composto 4 sobre as concentra¢des de NOx no lavado bronco-
alveolar de animais com les&do pulmonar aguda induzida por LPS
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O branco representa o grupo controle negativo: animais tratados apenas com solugao salina estéril; LPS representa
0 grupo controle positivo: animais induzidos apenas com LPS (5mg/kg); Dexa representa o grupo controle de
referéncia: animais tratados com Dexametasona (5mg/kg) 1 hora antes da indugdo com LPS; O composto 4
representa o grupo testado com diferentes doses: animais tratados com o composto 4 (3, 10 e 30 mg/kg) 1 hora
antes da indugdo com LPS. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao; n=6. *p<0,05 ***p<0,001.
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Tabela 5 -Efeito do composto 4 nos niveis de citocinas.

Grupo Concentragao IL-12p70 TNF-a IFN-y MCP-1 IL-6 IL-10

In vitro

Veiculo - 10,8 £ 2,9 1878 + 360 6,45+ 0,74 491,1 £ 29,47 117,7 £ 17,03 8,98 + 4,07
LPS 1 ug/mL 23,19+ 3,95 14747 + 1100 9,55+ 0,45 7203 + 1347 28560 + 4518 6,55 £ 1,94
Dexa 7 uM 12,15+ 0,617 23016 + 2928 6,85+ 14" 5279 + 816,3" 4842 + 2554 30,99 +517
C4 9 uM 14,82 £ 1,02” 14690 + 888,1 <25" 2889 +£881,77 1320+290,5~ 16,2+44

Valores absolutos (média * erro padrao) do composto 4 nos niveis das citocinas IL-12p70, TNF-a, IFN-y MCP-1, IL-6 e IL-10 (pg/mL). O veiculo representa o controle
negativo: células RAW264.7 tratadas apenas com solugdo salina estéril; LPS representa o controle positivo: Células RAW264.7 tratadas apenas com LPS (1ug/mL); Dexa
representa o controle de referéncia: células RAW264.7 tratadas com Dexametasona (7uM) 1 hora antes da indugdo com LPS; C4 representa o composto 4 testado na melhor
concentragdo: células RAW264.7 tratadas com composto 4 (9uM) 1 hora antes da indugao com LPS. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo *p<0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001.

Tabela 6 - Efeito do composto 4 na migracdo de Leucécitos, Neutrofilos e concentragdo de proteinas (exsudagéo)

Grupo Concentragao Leucécitos (x105/mL) Neutrofilos (x10°%/mL) Proteinas (ug/mL)
Veiculo - 0,36 £ 0,13 0,003 + 0,001 3,41+ 0.41
LPS 5mg/kg 559+23 3,68 £ 0,55 10,11 £ 1,69
Dexa 5mg/kg 1,280,417 0,55+ 0,23™ 5,31 +0,43™
Cc4 3mg/kg 4,20 + 0,59 3,562+ 0,58 5,15+ 0,86
10mg/kg 1,11+ 0,377 0,55+ 0,35 5,22 +0,787
30mg/kg 1,25+0,32” 0,97+ 0,377 4,94+ 0,56

Valores absolutos (média * erro padrao) de compostos na migragao de leucécitos, neutrofilos e concentragcio de proteinas (exsudagao). O veiculo representa o grupo
de controle negativo: animais tratados apenas com solugdo salina estéril; LPS representa o grupo controle positivo: animais induzidos apenas com LPS (5mg/kg); Dexa
representa o grupo controle de referéncia: animais tratados com Dexametasona (5mg/kg) 1 hora antes da indugcado com LPS; C4 representa o grupo composto 4 testado com
diferentes doses: animais tratados com composto 4 (3, 10 e 30 mg/kg) 1 hora antes da indugdo com LPS. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo; n=6. *p

<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001
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11.2.3EFEITO DO COMPOSTO 4 SOBRE A SECRECAO DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS NO LBA DE CAMUNDONGOS COM LESAO AGUDA PULMONAR
INDUZIDA POR LPS

O composto 4 foi capaz de reduzir significativamente a secrec¢ao de IL-6 apenas
na dose de 30mg/kg, (% de inibicdo: 30mg/kg: 47,71+8,93)(p<0,05)(Figura 25),
enquanto as concentragdes de TNF-a foram significativamente reduzidas nas doses
de 3, 10 e 30 mg/kg (% de inibicdo: 3mg/kg: 35,30+£19,90; 10mg/kg: 40,93+13,61;
30mg/kg: 76,07+2,08)(Figura 26)(p<0,05).

Figura 25 - Efeito do composto 4 nas concentragdes de IL-6 no lavado bronco-alveolar de
animais com lesdo pulmonar aguda induzida por LPS
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branco representa o grupo controle negativo: animais tratados apenas com solugéo salina estéril; LPS representa
0 grupo controle positivo: animais induzidos apenas com LPS (5mg/kg); Dexa representa o grupo controle de
referéncia: animais tratados com Dexametasona (5mg/kg) 1 hora antes da indugdo com LPS; O composto 4
representa o grupo testado com diferentes doses: animais tratados com o composto 4 (3, 10 e 30 mg/kg) 1 hora
antes da indugdo com LPS. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao; n=6. *p<0,05.
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Figura 26 - Efeito do composto 4 nas concentragdes de TNF-a no lavado bronco-alveolar de
animais com lesdo pulmonar aguda induzida por LPS
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O branco representa o grupo controle negativo: animais tratados apenas com solugdo salina estéril; LPS representa
0 grupo controle positivo: animais induzidos apenas com LPS (5mg/kg); Dexa representa o grupo controle de
referéncia: animais tratados com Dexametasona (5mg/kg) 1 hora antes da indugdo com LPS; O composto 4
representa o grupo testado com diferentes doses: animais tratados com o composto 4 (3, 10 e 30 mg/kg) 1 hora

antes da indugdo com LPS. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao; n=6. *p<0,05; **p<0,01
e ***p<0,001.

12  DISCUSSAO

Nosso estudo confirmou um importante efeito anti-inflamatério dos compostos
derivados da 1,4-DHP, tanto nos experimentos in vitro quanto in vivo. Dois resultados
de nossos experimentos in vitro merecem destaque, levando em consideragao as
caracteristicas das células utilizadas para os experimentos. Primeiramente, foi
verificado que o composto 4 (dietil 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,6-dimetil-1,4-
dihidropiridina-3,5dicarboxilato), selecionado a partir de triagens iniciais, foi capaz de
aumentar a atividade fagocitica dos macrofagos, esse achado é caracteristico de
macrofagos M2, fenétipo de carater anti-inflamatorio e resolutério que macréfagos
adquirem de acordo com o ambiente no qual estdo inseridos. Em somatério a esse
resultado, o tratamento das células com esse composto também foi capaz de induzir
um aumento significativo na secrecao de IL-10 pelas células RAW264.7, uma
importante citocina anti-inflamatdéria, que € outra caracteristica comum em macréfagos
M2. Sirmagul e colaboradores (2006) verificaram que o nifedipino reduziu os niveis de
IL-10 no soro de animais em um modelo de choque séptico induzido por LPS em ratos

(SIRMAGUL et al., 2006). De maneira semelhante, o amlodipino, foi eficaz em inibir
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os niveis de IL-10 no soro de pacientes com hipertensao arterial, e esse efeito foi
melhorado na terapia combinada com a olmesartana, um antagonista dos receptores
de angiotensina (DEROSA et al., 2013). Isso reforga a hipétese de que essa classe
de compostos realmente favorece a mudanga da polarizagdo dos macréfagos de M1
para M2 em modelos inflamatérios induzidos por LPS (YUNNA et al., 2020; CHOE et
al., 2021).

Inicialmente, apds selecionarmos o composto 4, que se mostrou
extremamente seguro para experimentos subsequentes, foi possivel verificar seu
efeito inibitério marcante na producdo de IL-6 pelas células RAW 264.7, uma
importante citocina pro-inflamatéria (HOGE et al., 2013). Resultados semelhantes
foram demonstrados por Klegeris e colaboradores (2002), que verificaram em células
monociticas humanas (THP-1) induzidas por LPS, uma reduc&o significativa na
secrecao de IL-1B e IL-6, apds o tratamento prévio dessas células com Cerebrocrast,
um derivado da 1,4-DHP (KLEGERIS et al., 2002). Também em monécitos THP-1
induzidos por PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate), o azelnidipino foi capaz de inibir
a ativacao/diferenciacado dessas células, bem como reduzir a expressao de moléculas
de adesdo, diminuindo assim a deposicdo de células inflamatérias nas placas
aterosclerdticas, mostrando que os efeitos desse medicamento na aterosclerose se
dao ndo apenas pela redugao da pressao sanguinea, mas também pelos seus efeitos
anti-inflamatérios diretos (KOMODA et al., 2018).

Em nosso estudo, o Oxido Nitrico, outro importante mediador inflamatério,
também foi inibido pelo composto 4 no modelo experimental in vitro. O NO possui
inumeros efeitos bioldgicos importantes nas respostas imunes, que incluem o controle
de processos infecciosos, regulagao de fatores de transcri¢do, migragao de leucdcitos
e estimulagéo da producao de citocinas (MAO et al., 2013). Em um estudo recente, o
nifedipino, um bloqueador dos canais de calcio, importante representante dessa
classe de compostos, também demonstrou atividade semelhante, inibindo a produgéao
de NO em células RAW 264.7 e macréfagos peritoneais derivados de camundongos
BALB/c estimulados por LPS (CHOE et al., 2021). Da mesma forma, Chen e Kitts
(2015) demonstraram que derivados dihidropiridinicos possuem a capacidade de inibir
a producéo intracelular de NO em cultura de células RAW 264.7 (CHEN; KITTS, 2015).

Nos experimentos seguintes, foi possivel observar a capacidade do composto
selecionado em inibir a producao de diferentes citocinas pro-inflamatoérias, como IL-

12p70, MCP-1, IFN-y e IL-6. Por outro lado, o composto nao foi capaz de reduzir a
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secrecao de TNF-a, importante citocina envolvida no inicio da resposta imune inata
contra invasores ao hospedeiro (BABU et al., 2011; YANG et al., 2023). A gama de
citocinas inibidas em nossos experimentos, sao responsaveis por diferentes efeitos
biolégicos no organismo, contribuindo para o desenvolvimento e progressao das
respostas inflamatérias, aumentando a resposta das células envolvidas no sistema
imune a partir da ativagao de vias de sinalizagao intracelular, bem como no aumento
do recrutamento celular (HOGE et al., 2013; DING et al., 2022; JIA et al., 2022; LIN et
al., 2023). Outros estudos ja demonstraram a capacidade de diferentes derivados da
1,4-DHP em inibir a produgcdo dessas mesmas citocinas pro-inflamatérias em
diferentes modelos experimentais. A MCP-1, por exemplo, teve seus niveis reduzidos
em pacientes que iniciaram o tratamento para hipertensdo com lercanidipina.
Entretanto, nesses mesmos pacientes, os niveis de TNF-a ndo foram reduzidos.
Apesar das particularidades do modelo experimental, esses achados guardam certa
semelhanga com nossos resultados, uma vez que o tratamento dos macréfagos RAW
264.7 com os derivados de 1,4-DHP também nao foi eficaz em reduzir os niveis de
TNF-a (KOMODA; INOUE; NODE, 2010; MATSUMORI; NISHIO; NOSE, 2010;
CIUCEIS et al., 2016).

Recentemente, uma nova estratégia para o tratamento de doencas
inflamatdrias ganhou importancia na comunidade cientifica, que é a tentativa de mudar
a polarizagdo dos macrofagos no sitio inflamatério (SMIGIEL; PARKS, 2018;
ORECCHIONI et al., 2019). Nesse sentido, ja estd bem estabelecido a “digital” de
producao de citocinas de cada fenotipo de macréfagos, com os macréfagos de
fendtipo M1 (pré-inflamatério) tendo a caracteristica de aumentar a produgcao de TNF-
a, IL-6 e IL-12 além de apresentar uma redugéo paralela da atividade fagocitaria. Em
contraste, os macrofagos de fenotipo M2 sao eficazes na produgao de respostas anti-
inflamatdrias, aumentando a producéo de IL-10, CCL17 e CCL22 com aumento da
atividade fagocitica, que esta diretamente relacionada as caracteristicas de reparo
tecidual e angiogénese (GHAHREMANI PIRAGHAJ et al., 2018; YUNNA et al., 2020).
Choe et al., (2021), verificaram que macréfagos murinos estimulados com LPS e
tratados com nifedipino, apresentaram um aumento significativo na expresséo de
mRNA de Arg-1, Ym-1, FIZZ1 e TGF-3, marcadores caracteristicos de polarizagao de
macrofagos do tipo M2 (CHOE et al., 2021). Nossos resultados mostram, além da
diminuicdo dos niveis de citocinas caracteristicas das respostas M1, aumento da

atividade fagocitica das células, bem como aumento da produgao de IL-10, citocina
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anti-inflamatéria caracteristica de respostas M2, como ja citado anteriormente. Dois
achados que apontam para uma possivel polarizagao da resposta dessas células para
um fendtipo anti-inflamatorio (DOS REIS et al., 2022; MOHR et al., 2022).

Além dos importantes achados in vitro que mostram a potencial atividade anti-
inflamatoria do composto 4, também avaliamos a atividade do composto selecionado
no contexto de um modelo in vivo, utilizando o modelo de lesdo pulmonar aguda
induzida por LPS. Esse modelo, por caracteristica, causa uma inflamacao pulmonar
aguda, resultando em aumento do influxo de neutrofilos para o tecido pulmonar, além
de edema e espessamento do septo alveolar (SZARKA et al., 1997). Nossos
resultados mostram que o composto 4 reduz o influxo de leucécitos para o tecido
pulmonar inflamado e que essa redugdo € devida principalmente a diminuicdo do
recrutamento de neutréfilos. A redugao da atividade da enzima mieloperoxidase pode
ser um indicio da diminui¢cao da atividade dos neutréfilos no tecido inflamado, uma vez
que esta enzima esta presente nos granulos primarios dos neutrofilos e é parcialmente
responsavel pela atividade fagocitica dessas células (BORREGAARD, 2010; OLZA et
al., 2012). Nossos achados também mostram a capacidade do composto 4 em reduzir
os niveis de NO no LBA de animais inflamados. Leonova et al., (2016) também
descobriram que diferentes derivados dihidropiridinicos reduziram a super-expressao
de NO nos rins de ratos com Diabetes mellitus e que essa diminui¢ao foi devido a uma
diminuicdo na expressao da enzima éxido nitrico sintase induzivel (iINOS), que é
expressa principalmente em processos inflamatérios (TSUTSUI et al., 2015; VANINI;
KASHFI; NATH, 2015; LEONOVA et al., 2016).

Os efeitos inibitérios sobre as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 também
foram observados em nossos experimentos. Outros estudos ja observaram em
diferentes modelos experimentais o efeito de derivados dihidropiridinicos na inibigao
da produgao de citocinas pro-inflamatérias. Em um modelo de hepatotoxicidade
induzida por paracetamol em ratos, o amlodipino, um derivado dihidropiridinico,
reduziu a expressao do mRNA do TNF-a no soro dos animais, além da verificagao por
imuno-histoquimica da reducao da expressao do TNF-a no citoplasma dos hepatdcitos
(KAYA et al., 2018). Outro estudo também mostrou que o nifedipino reduz os niveis
de TNF-a e IL-6 no soro de animais em um modelo de frieira, esse modelo causa uma
inflamacao localizada pela exposicdo da pele a baixas temperaturas e alta
temperatura ambiente (ZHOU et al., 2022). Além disso, a intervengdo com amlodipina

em conjunto com atorvastatina mostrou uma redugéo significativa nos niveis de TNF-
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a e IL-18 no miocardio de ratos hipertensos e que essa redugao se deu a partir da
capacidade do tratamento em inibir a ativacdo do NF-kB, via de sinalizagdo que
funciona como um ‘interruptor” na cascata da resposta inflamatoria e regula a
expressao de diversas citocinas (LU et al., 2016). Anteriormente, outro estudo ja havia
observado a capacidade do nifedipino, em inibir a via do NF-kB em células A549, uma
linhagem celular de carcinoma pulmonar semelhante ao epitélio humano
(MATSUMORI; NUNOKAWA; SASAYAMA, 2000)(MATSUMORI; NUNOKAWA,;
SASAYAMA, 2000). Da mesma forma, observaram que o nifedipino reduz
significativamente o extravasamento transvascular e estresse oxidativo no pulméo de
ratos submetidos a hipdxia e que esse efeito foi devido a capacidade do mesmo em
inibir a regulacgao positiva do NF-kB no tecido pulmonar dos animais (SARADA et al.,
2012).

13 CONCLUSAO

Em conclusdo, é possivel afirmar que o composto 4 (4-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,6-dimetil-1,4-diidropiridina-3,5dicarboxilato de dietila) apresentou
importante atividade anti-inflamatéria nos modelos experimentais avaliados. Os
achados reforcam estudos prévios de verificaram que o efeito anti-inflamatoério dessa
classe de compostos € possivelmente mediado pela sua capacidade de alterar a
polarizagdo de macrofagos, alterando-os do fenotipo M1 para M2.

Além disso, é importante que estudos futuros avaliem a capacidade desse
composto em inibir a ativagdo de vias de sinalizacado intracelular e fatores de
transcricdo nuclear envolvidos no processo inflamatério, a fim de melhor entender os

mecanismos responsaveis por sua atividade anti-inflamatéria/imunomoduladora.



Figura 27 - Resumo dos efeitos anti-inflamatérios do composto 4 em experimentos in vitro e in

vivo
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Abstract

Introduction Several experimental models have been designed to promote the development of new anti-inflammatory drugs.
The in vitro model using RAW 264.7 cells has been widely used. However, there is still no consensus on which inflamma-
tory mediators should imtially be measured (o sereen for possible anti-inflammatory effects. To determine the rationality of
measuring inflammatory mediators together with NO, such as the levels of tumor necrosis factor (THF)-a, and interlenking
(IL) 1 and 6, we carried out this systematic review (SR) and meta-analysis (MA).

Methodology We conducted this SR and MA in accordance with the Preferred Reporting of Systematic Reviews and Meta-
Analysis and the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Intervention. This review was registered in the Open Science
Framework (hutps://doi.org/10.17605/05F IO/8C3HT).

Results LPS-induced cells produced high NO levels compared o non-LPS induced. and this production was not related to
cell density. TNF-w, IL-1f, and IL-6. also showed high levels after cells had been stimulated with LPS. Though with some
restrictions, all studies were reliable, as the risk of bias was detected in the test compounds and systems.

Conclusion Measurement of NO levels may be sufficient o screen for possible anti-inflammatory action in the context of
LPS-induced RAW 264.7 cells.

Keywords Lipopolysaccharide - In vitro techmigues - Macrophages - RAW 264.7 cells - Nitriede - Tumor necrosis factor-
alpha - Interleukin-1 beta - Interleukin- &

Introduction involvement, with activation of modulation pathways that
depend on the type of harmful agent and the stimulus gener-
Inflammation is a physiological process that ocours in ated [1—4]. If successful. the inflammatory response tends
response o an infectious agent or lissue injury, o restore 10 progress (o the post-resolution phase, through a coordi-
the homeostasis of the affected nssue. This response mvolves  nated series of molecular and cellular events that restore
a cascade of events characterized by vascular and cellular  tissue structure, organ function, and “adapted homeostasis’
[5]. However, uncontrolled inflammation can lead o tissue
damage that gives rise to chronic inflammatory diseases,
Responsible Editor: John Di Bartista. sich as Alzhenmer's disease, atherosclerosis, cardiovascular
diseases, and cancer [6, 7).
In this context, there is a continuous search for new
anti-inflammatory drogs, and many experimental models
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B plex development, and millions of potential compounds
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animals [ 10]. For this purpose, in vitro models using RAW
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Figura Suplementar 1 - Forest plot das diferengas médias na produgédo de TNF-q, IL-6 e IL-1B entre
0 grupo controle e o grupo intervengao (LPS) dos estudos incluidos apds a retirada de outliers.

A

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Stugdy or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% C1 IV, Random, 95% C1
Ghate etal,, 2018 100.9 5.84 200000 19.6 425 200000 111% 81.30[81.27,81.33] .
Laksmitawati etal., 2016 492 .86 28.896 250000  236.28 17.25 250000 11.1% 256 .58 [256.45, 256.71] =
Kitm, Ahn, and Je, 2016 3796 143 300000 Eck) 2 300000 11.1% 306.10 [206.05, 206.158] .
Guoetal, 2016 A66.91 269 400000 2971 12.85 400000 11.1% 569.81 [569.72, 569.90] .
Yuetal, 2014 89516 96.77 400000 48.39 8.06 400000 111% 84677 [B46.47, 847.07] =
Mohretal, 2019 3,2236 14618 500000 1,5354 7794 500000 11.1% 1687.70 [1687.24, 1688.16] 4
Karatoprak et al., 2019 266482 7977 500000 BRI 16.47 500000 11.1% 1791.41 [1791.18,1791.64] 4
Kimetal, 2019 2,404.85 2521 250000 43.68 9.4 250000 111% 246117 [2461.07, 2461.27] 4
Heetal, 2019 4,886.1 4557 500000 a3.7 1268 500000 11.1% 4354.40 [4353.09, 4355.71] L4
Limetal., 20150 10,3289 265.86 500000 0.1 0.1 500000 0.0% 10328.80 [10328.06, 10329.54]
Leeetal, 2017h 12,538.46 38461 200000 110 3 200000 0.0% 1242846 [12426.77,12430.18]
Meran and Wu, 2017 2259414 75314 200000 75314 12552 200000 0.0% 21B841.00 [21837 65, 21844.35]
Limetal, 2015a 2788235 40754 500000 3,529.41 1,426.33 500000 0.0% 24352.94 [24348.83, 24357.05]
Fang etal, 2019 39,297.66 154474 400000 1,170.57 9.65 400000 0.0% 3B127.09[38122.30, 38131.88]
Sunetal, 2017 avo,0o00 15,000 500000 280,000 25,000 500000 0.0% 530000.00[589919.19, 590080.81]
Total (95% CI) 3300000 3300000 100.0% 1372.80 [883.73, 1861.88] —
Heterogeneity: Tau== 560403.57; Chi®= 2115200363.88, of = § (P = 0.00001) F=100% I t } |
Testfor overall effect: £= 5.50 (P < 0.00001) -1o00 Fav-nsrgn[(;c-ntrnle] Favors [ng]n 1000
B
LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Rand 95% Cl1 IV, Rand 95% CI
Lee etal, 2016 658 246 200000 0.1 01 200000 12.5% 65.70 [65.59, 65.81] -
Ghate etal, 2018 245 52 200000 393 2.6 200000 12.5% 205.70 [205.67, 205.73] =
Guo etal, 2016 34368 1083 400000 90.66 .31 400000 12.4% 253.02 [252.98, 253.06] -
Kim, Ahn, and Je, 2016 306.1 3.9 300000 40 6.5 300000 12.5% 266.10 [266.07, 266.13] -
Kimetal., 2019 405.33 11.2 250000 242 1.256 250000 12.5% 402.61 [402.87, 402.95] -
Laksmitawati et al., 2016 599.83 7485 250000 1718 1206 250000 12.5% 428,33 [428.27,428.39] =
Sunetal, 2017 58217 386 500000 12277 386 500000 12.5% 450,40 [459.38, 459.42] -
Da Silvaetal., 2019 221014 366 330000 1,34058  31.37 330000 0.0% 069.56 [869.40, B69.72]
hohretal, 2019 1,560.3 9457 500000 917.2 44.8 500000 12.5% 104310 [1042.81,1043.39] 4
Lim etal., 2015h 64279 24202 500000 0.1 0.1 500000 0.0% 642780 [6427.13, B428.47]
Leeetal, 2017h TA1TAEE 2F472 200000 54.94 0.1 200000 0.0% T362.64 [T361.44, 7363.84]
heran and wu, 2017 863281 89344 200000 39.06  19.53 200000 0.0% 8593.75[8589.81, 8597.69]
Limetal, 2015a 1217647 E11.31 500000 79411 142.82 500000 0.0% 1138236 [11380.61,11384.11]
Total (95% CI) 2600000 2600000 100.0% 390.53 [296.26, 484.81] <
Heterogeneity: Tau®=18509.63; Chi®= 435046074.87 df=7 (P < 0.00001); F=100% I t t i
Test for overall effect Z= 8.12 (P < 0.00001) -1000 Fa.\,ﬁj.gulwml.me] UFMI.S [ng]” 1000
C
LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean sD Total Mean sD Total Weight IV, R 95% CI IV, R 95% Cl
Meran and Wu, 2017 2212 1.28 200000 1234 188 200000 9.1% 9.78[9.77,9.79] r
Kim, Ahn, and Je, 2016 80.1 1.2 300000 3.7 1.2 300000  91% 48.40 [48.39, 48.41] -
Kimetal, 2019 89.12 0.27 250000 6.79 089 250000 91% 62.33[52.23,52.37] "
Lim et al,, 2015a B3.52 1.64 500000 4.23 1.1 &00000 9.1% 59.20 [59.28, 59.30] -
Mohr et al., 2015 93 3.81 500000 19.2 4.5 a00000 9.1% 73.80[F3.78, 7382 =
Ghate etal, 2018 2725 14.4 200000 56.3 6.6 200000 9.1% 216.20[216.13, 216.27] -
Laksmitawati et al., 2016 1,111.893 467 250000 88853 811 250000 H.1% 223.40[223.36, 223.44] -
Heetal, 2019 430.4 40.1 500000 ey 14.8 500000 9.1% 398.60 [398.68, 398.92]
Guoetal, 2016 62419 17.5 400000 191.3 1004 400000 91% 432.89 [432.83, 432.95]
Yuetal, 2014 1,822,428 10483 400000 64.52 .06 400000 91% 1768.06 [1767.73,1758.39] 4
Lim et al., 2015k 28821 8065 500000 1223 101 500000 9.1% 2759.80 [2759.57, 2760.03] 4
Sunetal, 2017 35,876.28 20618 500000 19587.62 20618 500000 0.0% 16288.66 [16287.85, 16289.47]
Total (95% CI) 4000000 4000000 100.0% 548.43 [517.30, 579.56] ‘
R Cpa _ . \ \ \ |
Heterogeneity: Tau®= 2775.05; Chi®= 1035698815.25, df= 10 {F < 0.00001}, F=100% 500 250 ) 250 00

Testfor overall effect: Z= 34 53 (P = 0.00001)

Favors [Controle] Favors [LPS]

Legenda: A) TNF-a; B) IL-6; C) IL-1B. Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de
correlagdo Tau de Kendall; 12, Teste 12; df, graus de liberdade.
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Figura Suplementar 2 - Forest plot das diferengas médias na produgédo de TNF-q, IL-6 e IL-1B entre
0 grupo controle e o grupo intervencao (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos de densidade
celular, apés a retirada de outliers.

A

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean sD Total  Mean sD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
4.2.1TNF (1-2.5 x 1045 cells/mL)
Ghate etal, 2018 1008 4.84  Z200000 196 426 200000 11.1% B1.30[81.27,81.33] -
Laksmitawati etal, 2016 492.86 28.96 290000 23628 17.25 250000 11.1% 296,58 [256.49, 256.71] -
Kirn, Ahn, and Je, 2018 3796 143 300000 T35 2 300000 11.9% 306,10 [306.09, 306.18] .
Guoetal, 2016 866.91 26.9 400000 2971 1245 400000 11.1% 669,81 [369.72, 569.900 .
Yuetal, 2014 89516 96.77 400000 4839 .06 400000 114% BAG.TT [346.47, 847.07] .
Kim etal, 2019 2,504.85 26.21 250000 4368 8.4 250000 11.1% 2461.17 [2461.07, 2461.27] 4
Leeetal, 2017k 12,53846  384.61 200000 "o 3 Z00000 0.0% 1242846 [12426.77,12430.15]
Meran and wu, 2017 22,9414 7534 200000 FA314 12542 200000 0.0% Z1841.00 [21837.69, 21844.35]
Pang etal, 2019 39,297.66 154474 400000 117057 9.65 400000 0.0% 38127.00 [38122.30, 38131.88]
Subtotal (95% CI) 1800000 1800000 66.7% 753.62 [178.16, 1329.08] e N

Heterogeneity. Tau®= $17226.29; Chi®= 1882427928.49, df= 5 (P < 0.00001); *=100%
Testfor overall effect 2= 2.57 (P=0.01)

4.2.2TNF (3 -5 x 1045 cellsimL)

Mohretal, 2019 3,2236 14818 500000 15359 7794 500000 11.1% 1B87.70 [1687.24,1688.16] 4
Karatoprak et al., 2019 2,654.82 79.77 500000 96341 16.47 500000 11.1% 1791.41 [1791.18,1791.64] 4
Heetal, 2019 4,886.1 4557 500000 a7 1266 500000 11.1% 4354.40[4352.09, 4355.71] 4
Limetal., 20150 10,3289  2659.86 500000 01 0.1 500000 0.0% 10328.80 [10328.06, 10329.54]
Limetal., 20153 27,88235  407.54 500000 352941 1,42839 500000 0.0% 24352.94 [24348.83, 24357.08]
Sun etal, 2017 870,000 15000 500000 280,000 25000 500000 0.0% 530000.00 [589919.19, 580080.81]
Subtotal (95% CI) 1500000 1500000 33.3% 2611.17 [1855.58, 3366.76] 4

Heterogeneity: Tau®= 445862 96; Chi®= 1472520425, df= 2 (P = 0.00001); F=100%
Testfor overall effect Z=6.77 (P = 0.00001)

Total (95% CI) 3300000 3300000 100.0% 1372.80 [883.73, 1861.88] -
Heterogeneily: Tau®= 560403.57; Chi*= 2115280363.88, df = & (P = 0.00001); I*= 100% ; ;

000 -500 500

1000

Testfor overall effect: Z=5.50 (P = 0.00001) Favors [Controle] Favors [LPg]
Testfor subaroun differences: Chi*= 14 69, df=1 (P = 0.0001). F=93.2%

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
3.211L-6 (1-2.5x 1045 cellsimL)
Leeetal, 2016 B58 246 200000 o1 01 Z200000 12.5% B5.70 [65.59, 65.81] -
Ghate etal, 2018 245 42 200000 393 26 200000 125% 20470 [205 67, 205.73] -
Kim etal, 2018 40533 112 250000 242 1.25 250000 12.5% 402.91 [402 87, 402.95] -
Laksmitawati etal., 2016 599.83 7.85 250000 1714 1205 250000 12.5% 427833 [428.27 428.34] -
Leeetal, 2017h 741758 27472 200000 64.94 01 z000oo 0.0% 7362 64 [F361 .44, T363.84]
Meran and Wiy, 2017 8,632.81 89844 200000 39.06 1853 200000 0.0% B493.75 [8589.81, 8597 Y]
Subtotal (95% CI) 900000 900000 50.0% 275.66 [136.61, 414.71] L
Heterogeneity: Tau®= 20132.43; Chi*= 103101851 41, df= 3 (P = 0.00001}; F=100%
Test for overall effect Z= 3.88 (P =0.0001)
3.2.2IL-6 (3 - 5 x1045 cells/mL)
Guoetal, 2016 343.62 10.82 400000 90.66 6.31 400000 12.5% 25202 [252.98, 253.08) -
Kirm, Ahn, and Je, 2016 3061 39 300000 40 6.5 300000 125% 266.10 [266.07, 266.13] -
Sunetal, 2017 58217 3.96 500000 12297 3.96 500000 12.5% 450,40 45938, 450.42] -
DaGilvaetal, 2019 2,210.14 366 230000 1,340.58  31.37 320000 0.0% 860,56 [269.40, 860.72)
Maohretal, 2019 1,560.3 9457 500000 517.2 448 500000 12.5% 104210[1042.81,1043.39) 4
Limetal, 2015h 6,427.0 24202 500000 o1 01 500000 0.0% 642720 [6427.13, 6428.47]
Limetal, 20152 12176.47 611.31 500000 79411 152.82 500000  0.0% 1138236 [11380.61,11324.11]
Subtotal (95% Cl) 1700000 1700000  50.0% 505.40 [369.90, 640.91] -
Heterogeneity: Tau®=19120.07; Chi* = 22746703417, df= 3 (P = 0.00001}; F=100%
Testfor overall effect Z=7.31 (P = 0.00001)
Total (95% CI) 2600000 2600000 100.0% 390.53 [296.26, 484.81] <
Heterogeneity, Tau®= 18509.63; ChiF = 43504607487, df= 7 (P = 0.00001); F= 100% ' + + |
Testfor overall effect Z= 8.12 (P < 0.00001) -1000 Fa\‘jgml(‘.mmmé] Favors [Lsg]D 1000
Testfor subaroup differences: Chi*= 538, df=1({P=002), F=81.4%

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
2.2.11L-1(1-2.5 x 1045 cellsimL)
Meran and Wu, 2017 2212 1.28 200000 12.34 168 200000 1% a78[9.77,9.79]
Kimetal, 2019 69.12 0.27 250000 6.79 099 250000 91% 62.33[62.23,52.37] .
Ghate etal, 2018 2728 14.4 200000 56.3 6.6 200000 Q1% 216.20[216.13, 216.27] -
Laksmitawati etal, 2016 111183 467 250000 888.43 811 250000 1% 223 40[223.36, 223 .44] .
Subtotal (95% CI) 900000 900000 36.4% 125.43 [79.39, 171.47] +
Heterogeneity: Tau? = 2207.22; Chi*= 180304989.23, df=3 (P < 0.00001}; F=100%
Testfor overall effect: 2= 534 (P = 0.00001)
22.21L-1(3 -5 x 10*5 cellsimL)
Kim, Ahn, and Je, 2016 a1 1.2 200000 T 1.2 300000 Q1% 48404829, 402.41] -
Lim etal, 2015a 63.52 1.64 500000 4123 1.1 500000 91% H09.28 [59.28, 59.30] -
Mohretal, 2019 93 3.81 500000 192 45 500000 1% 73.80[F378,7382] .
Heetal, 2019 4304 401 500000 6 148 500000 91% 308.80[302.68, 208.92] -
Guoetal, 2016 62419 17.5 400000 1913 1004 400000 1% 432.89[432.83, 432.85] .
Yuetal, 2014 1,822,589 10423 400000 64.52 2.06 400000 91% 175806 [1767.73,1758.39] 4
Limetal, 2015h 2,8821 2065 500000 1223 101 500000 91% 2750.80 [2759.57, 2760.03] 4
Sunetal, 2017 3587628 20618 4500000 1958762 20618 500000 00% 1628866 [16287 85, 16289 47]
Subtotal (95% CI) 3100000 3100000 63.6% 790.15 [732.20, 848.10] L
Heterageneity: Tau®= B119.47; Chi®= 840280914.27, df= 6 (P < 0.00001}; F= 100%
Testfor overall effect: Z= 26.72 (P = 0.00001)
Total (95% CI) 4000000 4000000 100.0% 548.43 [517.30, 579.56] +
Heterageneity: Tau® = 2775.05; Chi*= 1035698815.25, df= 10 (P < 0.00001); F=100% =—1DUU 75100 560 WUUD}

Testfor overall effect 7= 34.53 (P = 0.00001)

Favors [Controle] Favors [LPS]
Testfor subgroup differences: Chi®= 308.85, df=1 (P = 0.00001), F=88.7%

Legenda: A) TNF-a; B) IL-6; C) IL-1B. Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de
correlagdo Tau de Kendall; 12, Teste 12; df, graus de liberdade.
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Figura Suplementar 3 - Forest plot das diferengas médias na produg¢édo de TNF-q, IL-6 e IL-1B entre
0 grupo controle e o grupo intervengao (LPS) dos estudos incluidos por subgrupos producao de 6xido
Nitrico, ap6ds a retirada de outliers.

A

LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
4.3.1 TNF (NO 20-50 uM)
Ghate etal, 2018 1009 5.84 200000 198 4.25 200000 11.1% 81.30[81.27, 81.33] .
Laksmitawati et al, 2016 492.86 2896 250000 236.28 17.25 250000 11.1% 256.58 [256.45, 296.71] -
Kim, Ahn, and Je, 2016 IF0.6 143 200000 T35 2300000 1MA% 306,10 [206.05, 206.15) .
Yuetal, z014 89516 96.77 400000 4833 .06 400000 11.1% 84677 [B46.47, 847.07] -
Mohr etal, 2018 32236 14618 500000 15358 7794 500000 11.1% 1687.70 [1687 24, 1688.16] 4
Lim et al,, 2015h 10,3289 26586 500000 01 01 500000 0.0% 10328.80 [10328.06, 10329.54]
Leeetal, 2017h 12,538.46 38461 200000 110 3200000 0.0% 1242846 [12426.77,12430.15]
Limetal, 2015a 2788235 407.54  G00000 252041 1,426.39 500000 0.0% 24352.04 [24348.83, 24357.05]
Fang etal, 2013 39,297.66 154474 400000 117057 965 400000 0.0% 38127.09 [38122.30, 38131.88]
Sunetal, 2017 870,000 15000 500000 280000 25,000 500000 0.0% 580000.00 (58881418, A90080.681]
Subtotal (95% CI) 1650000 1650000 55.6% 635.60 [445.39, 825.99] e
Heterogeneity, Tau®=47136.83; Chi*= 11900920240, df= 4 (P = 0.00001), F=100%
Testfor overall effect Z=6.55 (P = 0.00001)
4.3.2 TNF (NO > 50 uM)
Guoetal, 2016 866.91 26.9 400000 2871 1255 400000 111% 569.81 [560.72, 569.90] .
Karatoprak etal., 2019 2,654.82 TO.FT 500000 8E34T 16.47 500000 11.1% 179141 [1791.18, 1791.64] 4
Kim etal, 2019 2,504.85 2521 250000 42,68 2.4 250000 1A% 2467117 [2461.07, 2461.27] 4
Heetal, 2019 4,886.1 4557 A00000 5317 1266 500000 11.1% 4354 40 [4353.08, 4355.71] 4
Meran and Yu, 2017 2259414 75314 200000 75314 12552 200000 0.0% 21841.00 [21837 65, 21844 35]
Subtotal (95% CI) 1650000 1650000 44.4% 2294.20 [1106.86, 3481.54] 4
Heterogeneity, Tau®= 146796243, Chi*= 74125775435, df= 3 (P = 0.00001}; F=100%
Testfor overall effect 2= 379 (F=00002)
Total (95% CI) 3300000 3300000 100.0% 1372.80[883.73, 1861.88] -
Heterogeneity: Tau? = 560403.57, Chi*= 2115200363.88, df= 8 (P =0.00001), F=100% 1 ; + |
Testior overall effect Z= 5,50 (P < 0.00001) ~1000 Fav‘j?{(;nlwtl‘nle] Favors [ng]n 1000
Testfor subaroup differences: Chit= 7.31, df= 1 (P=0.007), IF= 86.3%
LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
3.3.11L-6 (NO 20 - 50 uM)
Lee etal, 2016 B5.8 248 200000 01 01 200000 125% 656.70 [65.59, B5.81] -
Ghate etal, 2018 245 6.2 200000 393 26 200000 12.5% 205,70 [205.67, 205.73] -
Kim, Ahn, and Je, 2016 3061 3.9 300000 40 6.5 300000 125% 266.10 [266.07, 266.13] -
Laksmitawati etal, 2016 69983 .85 250000 1715 1208 250000 12.5% 428.33 [428.27, 428.39] -
Sunetal, 2017 58217 3868  &00000 12277 3868 500000 12.5% 459.40 [459.38, 459.42] =
Mohr etal,, 2018 1,8680.3  94.57 500000 817.2 448 &00000 12.5% 104310104281, 1043.34] r
Lim etal,, 2015h 64279 24202 500000 01 0.1 500000  0.0% 642780 [6427.13, 6428.47]
Leeetal, 2017h 7.417.58 27472 200000 54.94 0.1 200000  0.0% 7362.64 [7361.44, 7363.84]
Lim etal, 2015a 121768.47 B11.31 500000 73411 15282 500000  0.0% 1138236 (1138061, 11384.11]
Subtotal (95% CI) 1950000 1950000 75.0% 411.39 [290.83, 531.94] -
Heterogeneity: Tau®= 22699.58; Chi*= 398601597.53, df=5 (P = 0.00001), F=100%
Testfor overall effect 7= 6.69 (P = 0.00001)
3.3.21L-6 (NO > 50 uM)
Guoetal, 2016 343.68  10.83 400000 90.66 531 400000 12.5% 263.02 [252.98, 253.06] -
Kimetal, 2019 405.33 11.2 250000 242 1.25 250000 125% 402.91 [402.87, 402.95] =
Da Silva etal, 2019 2,210.14 366 330000 1,34068  31.37 330000 0.0% BE9.56 [B69.40, B69.72]
Meran and Wu, 2017 8,632.81 898.44 200000 3908 1953 200000  0.0% 8593.75[8569.81, 8597.69]
Subtotal (95% CI) 650000 650000 25.0% 327.96 [181.08, 474.85] -
Heterogeneity: Tau®=11233.91; Chi*= 2677312402, df=1 (P = 0.00001); F=100%
Testfor overall effect: Z=4.38 (P = 0.0001)
Total (95% Clj 2600000 2600000 100.0% 390.53 [296.26, 484.81] L 2
Heterogeneity: Tau®= 18509.63; Chi*= 435046074.97, df="7 (P = 0.00001), F=100% t L t |
Testfor overall effect Z= 812 (F < 0.00001) oo Fac’nﬁrgﬂ[onmrnle] Favors [ng]n oo
Testfor subaroup differences: Chif= 074, df=1 (P =039, F=0%
LPS Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean sSD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% C1 IV, Random, 95% CI
2.3.11L-1 (NO 20 - 50 uM)
Kim, Ahn, and Je, 2016 801 1.2 300000 N7 1.2 300000 Q1% 48.40[48.39, 48.41] -
Lim etal, 20153 B3.52 1.684 500000 4.23 1.1 500000 91% 59.29[59.28, 59.30] -
Mohretal, 2019 93 3.81 500000 19.2 45 500000 91% 73.80[F3.78, 73.82] -
Ghate etal,, 2018 2725 144 200000 56.3 B.E 200000 9.1% 2620 21613, 216.27) -
Laksmitawati et al., 2018 1111.93 487 230000 898.53 811 250000  91% 223.40 [223.36, 223.44] -
Yuetal, 2014 1,822.58 104.83 400000 64.52 8.06 400000  91% 1758.06 [1757.73, 1758.39] »
Limetal,, 2015k 28821 2085 500000 1223 101 500000 94% 2750.80 [2750.57, 2760.03] 4
Sunetal, 2017 35,876.28 20618 500000 19,587.62 20618 500000 0.0% 16288.66([16287.85, 16280.47]
Subtotal (95% CI) 2650000 2650000 63.6% 734.13[679.40, 788.87]
Heterogeneity: Tau® = 6448 60; Chi®= FAE232725.10, df= 6 (P = 0.00001); F=100%
Testfor overall effect: 2= 2629 (P = 0.00001)
2.3.21IL-1 (NO > 50 uM)
Meran and YWu, 2017 2212 1.28 200000 1234 1.68 200000 9.1% 878 [9.77,9.79]
Kimetal, 2013 5812 027 240000 6.79 0499 250000 9.1% 62.33[62.33,52.37] -
Heetal, 2019 430.4 401 &00000 3B 148 500000 9.1% 398.80 [393 68, 398.92] -
Guo etal, 2016 62418 174 400000 181.3  10.04 400000 91% 432,88 [432.83, 432.95] -
Subtotal (95% Clj 1350000 1350000 36.4% 223.45 [167.93, 278.97] *
Heterogenaity: Tau®= 3209.45 Chi*= 249038705.74, df= 3 (P < 0.00001); F= 100%
Testfor overall effect £=7.89 (F < 0.00001)
Total (95% Cl) 4000000 4000000 100.0% 548.43 [517.30, 579.56] [ ]
Heterogeneity. Tau™= 2775.05; Chi*= 1035698815.25, df=10 (P =< 0.00001); F=100% t ; + d
Test for overall effect; Z= 34.53 (P < 0.00001) oo Fa'v-nslgu[(:nntmle] Favors [nglo oo

Testfor subaroup differences: Chi*= 164684, df=1 (P = 0.00001%, F=99.4%
Legenda: A) TNF-a; B) IL-6; C) IL-1B. Cl 95%, intervalo de confianga de 95%; Tau?, coeficiente de
correlagdo Tau de Kendall; 12, Teste I2; df, graus de liberdade.



Tabela Suplementar 1. Checklist of 30 items - Inflammation model in RAW 264.7.

ltems

Criteria

Cell culture

Reported in page:

The test system (cell line) was described/ Cellular density ~105 cells mL-1

The source of the test system was stated.

Cell viability of the test system was described.

The number of cell passages of the cell line used, was stated.

Composition of media was described, including use of serum, antibiotics, etc.

Incubation temperature, humidity, and CO2 concentration were described.

Measures taken for avoiding or screening for contamination by mycoplasma, bacteria, fungi and virus were

described.

LPS intervention

The microrganism name, ID or CAS-number of the LPS was given.

The purity of the test compound was stated or is traceable according to information given regarding

manufacturer and lot/batch number.

10

The administered dose levels or concentrations were stated (LPS: 1 uyg/mL and drugs)

11

The vehicle was described (saline, e.g.)

12

It was stated that an untreated or vehicle control was included.

13

Incubation time (12-48h)

14

Stock solution prepation was described.
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6

NO assay

15

Sample volume

16

Cell density or number of cells used during treatment was described.

17

The duration of treatment was stated.

18

The number of replicates per dose level/concentration or the number of times the experiment was repeated

was stated.

19

Outcome levels (UM, minimum - maximum)

20

Statistical analysis

10

Cytokines assay

21

Volume sample

22

Reagents / Kit (manufacture)

23

Plate

24

Cell density

25

Unit measurement described (e.g. pg mL-1)

26

Kit limits/assay range was described, Min-Max (e.g. pg mL-1)

27

Incubation time

28

Microplate type (wells)

29

Outomes (level)

30

Statistical analysis
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Hiperlink Planilha 1 — Material suplementar:
https://drive.qoogle.com/drive/folders/17FIzW4C vOxYO0TJIz2AV5hEYyGAZA4D
E?usp=sharing



https://drive.google.com/drive/folders/17FlzW4C_vOxY0TJlz2AV5hEYyGAZA4DE?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/17FlzW4C_vOxY0TJlz2AV5hEYyGAZA4DE?usp=sharing
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