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RESUMO

A doenca pulmonar aguda € uma das maiores causas de mortalidade no mundo.
Nesses casos € indicado o uso de tratamentos anti-inflamatérios ou estratégias
terapéuticas que reduzam a inflamacgao. Os estudos experimentais com ratos tém
sido desenvolvidos para a busca de novos agentes flogisticos em modelos animais
de doencga pulmonar aguda, como o estimulo com lipopolissacarideo (LPS) e sepse
(bactérias ou outro). Na literatura, existem inumeros estudos pré-clinicos publicados,
no entanto, muitas sao as lacunas encontradas nas experimentacdes animais, desde
a padronizagao do modelo até a confiabilidade nos resultados desses estudos. O
presente estudo teve como objetivo verificar a eficacia de tratamentos
anti-inflamatérios em ratos com inflamagcéo pulmonar aguda (ALIl), e avaliar a
qualidade da evidéncia gerada em revisdes sistematicas da literatura. Para isso,
desenvolveu-se um protocolo de revisdo de escopo da literatura. A pergunta
cientifica, a estratégia de busca e de selecdo dos estudos foram realizadas de
acordo com o acrénimo PICOS. A analise do risco de viés nas revisdes sistematicas
e meta-analises revelou lacunas metodologicas que podem comprometer a
qualidade das evidéncias, destacando a necessidade de randomizacdo adequada,
cegamento e padronizagdo dos métodos. Os estudos secundarios foram buscados
no PubMed, e a selecdo dos estudos foi realizada por seis pesquisadores no
Rayyan, com extracao de dados em tabelas padronizadas. A revisao incluiu seis
estudos pré-clinicos em ratos, focados em ALI induzidas por lipopolissacarideo e
sepse, sendo a maioria revisdes sistematicas com meta-analise. Foram investigadas
diferentes intervengcbes anti-inflamatorias, incluindo carvacrol, tratamentos
anti-inflamatérios, terapia fibrinolitica, células estromais mesenquimais (CTMs) e
curcumina, utilizando varias vias de administragdo, com a intravenosa sendo a mais
comum. Os resultados demonstraram potencial terapéutico dos agentes flogisticos
estudados em reduzir mediadores inflamatérios e melhorar os resultados
histolégicos em modelos de ALI para cada intervengdo. No entanto, a transigao
desses achados para ensaios clinicos humanos enfrenta desafios significativos
devido as diferengas entre modelos animais e humanos. Conclui-se que, embora os
tratamentos anti-inflamatérios demonstrem promessas em modelos animais, mais
estudos rigorosos sdo necessarios para garantir a confiabilidade e a aplicagao
clinica desses tratamentos em humanos.

Palavras-chave: Ratos; Tratamentos anti-inflamatdrios; Inflamacdo; Reviséo
sistematica.



ABSTRACT

Acute lung disease is one of the leading causes of mortality worldwide. In such
cases, the use of anti-inflammatory treatments or therapeutic strategies that reduce
inflammation is recommended. Experimental studies with rats have been developed
to search for new phlogistic agents in animal models of acute lung disease, such as
lipopolysaccharide (LPS) stimulation and sepsis (bacteria or other). There are
numerous published preclinical studies in the literature; however, many gaps are
found in animal experimentation, ranging from model standardization to the reliability
of study results. The present study aimed to verify the efficacy of anti-inflammatory
treatments in rats with acute lung inflammation (ALI) and to evaluate the quality of
the evidence generated in systematic literature reviews. For this, a scoping review
protocol of the literature was developed. The scientific question, search strategy, and
study selection were carried out according to the PICOS acronym. The risk of bias
analysis in systematic reviews and meta-analyses revealed methodological gaps that
could compromise the quality of the evidence, highlighting the need for proper
randomization, blinding, and method standardization. Secondary studies were
searched in PubMed, and study selection was performed by six researchers using
Rayyan, with data extraction in standardized tables. The review included six
preclinical studies in rats focused on LPS-induced and sepsis-induced ALI, most of
which were systematic reviews with meta-analysis. Different anti-inflammatory
interventions were investigated, including carvacrol, anti-inflammatory treatments,
fibrinolytic therapy, mesenchymal stromal cells (MSCs), and curcumin, using various
administration routes, with intravenous being the most common. The results
demonstrated the therapeutic potential of the studied phlogistic agents in reducing
inflammatory mediators and improving histological outcomes in ALI models for each
intervention. However, the transition of these findings to human clinical trials faces
significant challenges due to differences between animal and human models. It is
concluded that, although anti-inflammatory treatments show promise in animal
models, more rigorous studies are necessary to ensure the reliability and clinical
application of these treatments in humans.

Keywords: Rats; Anti-inflammatory treatments; Inflammation; Systematic
review.
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1INTRODUGAO

Na experimentagao animal, os ratos tém sido amplamente reconhecidos como
um dos modelos preferenciais para a pesquisa de novos farmacos, imunobioldgicos
e estudos de patogenicidade de microrganismos (Smith et al., 2018). Essa
preferéncia se deve a varias caracteristicas intrinsecas dos ratos que os tornam
particularmente adequados para esses tipos de estudos. Dentre as vantagens desse
modelos, os ratos sdo mamiferos de tamanho relativamente pequeno, o que os torna
mais faceis de manusear e alojar em comparagéo com outros animais de laboratério
maiores, como porcos ou macacos (Smith et al., 2018). Além disso, eles tém um
ciclo de vida curto e uma taxa de reprodugdo rapida, permitindo que os
pesquisadores conduzam estudos longitudinais e obtenham resultados em um
periodo de tempo relativamente curto. Em suma, a utilizacdo de ratos como modelos
animais em pesquisas pré-clinicas oferece uma plataforma robusta e confiavel para
investigar uma ampla gama de questdes relacionadas a saude humana (Smith et al.,
2018).

Os modelos animais em ratos mimetizam muitas condigbes humanas, sendo
um dos estudos pré-clinicos no desenvolvimento de novos farmacos, como por
exemplo medicamentos para o tratamento do cancer e outras doengas (Atkins et al.,
2020; Ruggeri et al., 2014). Os ensaios pré-clinicos correspondem as pesquisas
conduzidas com o objetivo de descobrir ou confirmar os efeitos farmacoldgicos e
identificar os efeitos toxicos de farmacos, compostos, extratos, 6leos essenciais, em
experimentacéo realizadas em animais (in vivo e ex vivo), em células (in vitro) e in

silico (computacional) (Anvisa, 2013) (Figura 1).


https://mooc.campusvirtual.fiocruz.br/rea/medicamentos-da-biodiversidade/ensaios_prclinicos.html#t31ad9d85-4ef2-f81c-ea6c-36f8343b34bc
https://mooc.campusvirtual.fiocruz.br/rea/medicamentos-da-biodiversidade/ensaios_prclinicos.html#t234457d1-ab99-21fc-5d09-93dd404b4988
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Figura 1 - Processo de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de farmacos: fases
pré-clinica e clinica, e o processo de revisdo e aprovagao do novo medicamento

# Alvo molecular

# Triagem biolégica # Fase 1: seguranga em

# Moléculas bioativas voluntirios sauddvels ¢ Revisdo pela agéncia

# Otimizagdo molecular # Fase 2: eficdcia, dosagem, reguladora

& Farmacocinstica seguranca e toxicidade # Fase 4: impacto e reagées

’ # Fase 3: eficdcia em larga adversas inesperadas
Toxicologia escala, formulagéo e ;

# Avaliagdo in vivo escalonamento

Fase Pré-clinica Fase Clinica Revisdo
Descoberta Desenvolvimento Aprovacao

2 a6 anos 1a2anos

Fonte: Ferreira L. et al. (2020)

No Brasil, a realizagdo de ensaios clinicos e nao clinicos é regulamentada
pela RDC n° 9, de 20 de fevereiro de 2015. E importante ressaltar que existem
cédigos de ética em experimentagao animal e humana e que sao regulados pelos
respectivos conselhos: O Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
(CONCEA) normatiza o uso de animais em ensino ou pesquisa cientifica,
principalmente, no que concerne ao controle das instituicdes que criam, mantém ou
utilizam animais para ensino ou pesquisa cientifica no Pais. A Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) implementa as normas e diretrizes regulamentadoras
de pesquisa envolvendo seres humanos, aprovadas pelo Conselho Nacional de
Saude. Em outros paises do mundo, como os Estados Unidos da América, existem
orgaos federativos especificos para o controle do uso e pesquisa de farmacos, como
o Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América (FDA, 2023).

Na literatura, existem inumeros estudos pré-clinicos publicados sobre
pesquisa de farmacos, no entanto, um numero reduzido de substancias chegam ao

uso em seres humanos (Figura 2). Muitas sdo as lacunas encontradas nas


https://mooc.campusvirtual.fiocruz.br/rea/medicamentos-da-biodiversidade/DOU_03_03_2015.pdf
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experimentagdes animais, como falha na randomizacdo dos animais, padronizagao
de métodos de intervengao e avaliagdo de resultados. Ainda, muitas pesquisas séo

descontinuadas por falta de incentivo financeiro (Costa-Lotufo, 2009).

Figura 2 - Esquema ilustrativo das etapas envolvidas no processo de P&D de novos

farmacos
Desenvolvimento ., . -
Descoberta . Estudos Clinicos Aprovacio
Pré-Clinico
1 Farmaco
Teste In vitro
5000 substincias Farmacod.m’ar'.nlca Fase 1 Fase 2 Fase 3
Farmacocinética
Toxicologia
(Protétipo) (Protétipo Otimizado)
3-5 anos 3 anos 6 anos 3 anos

Fonte: Costa-Lotufo (2009)

Nas experimentagcdes para pesquisa de novos agentes terapéuticos, o rato
(Rattus norvegicus) € um dos modelos mais utilizados, entre eles wistar e albinus
(Tabela 1), uma das razbées é a similaridade genética com os seres humanos, no
qual cerca de 6% de genes sado ortdlogos (Szpirer et al., 2020) Gene ortélogo é
definido como genes em espécies diferentes que surgem a partir de um unico gene
do ancestral comum da espécie por um processo de especiacdo. Os genes que
divergem por especiacdo tendem a conservar a fungdo, nesse caso cada
descendente possui uma cépia do gene original. Os ratos podem ser utilizados como
modelo de doengas para pesquisa de farmacos com diferentes alvos bioldgicos
(Koonin, 2005; Makowski et al., 1998).
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Tabela 1 - Taxonomia de ratos

Rato
Classe Mamifera
Ordem Rodentia
Familia Muridae
Género Raftus
Espécie Rattus norvegicus
Macho
Peso ao nascer 6-4 g
Peso ao desmame 45-60g
Peso adulto 350-500g
Adulto jovem (idade) 8 semanas
Idade reprodutiva 8-10 semanas
Final idade reprodutiva 10-12 meses
Idade do desmame 21 dias
Fémea
Peso ao nascer 6-4 g
Peso ao desmame 45-60g
Peso adulto 250-350g
Adulto jovem (idade) 8 semanas
Idade reprodutiva 8 - 10 semanas
Final idade reprodutiva 10-12 meses
Ciclo estral 4-5 dias
Periodo da gestagao 20-22 dias
Idade do desmame 21 dias

Fonte: Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de Laboratério, 2003. Institute of Laboratory Animal
Resources. Neves et al. (2013)

Nos estudos experimentais com ratos, diferentes modelos de inflamagao tém
sido desenvolvidos para a busca de novos medicamentos. Como exemplo, a doenga
pulmonar aguda, diabetes, lesdo medular, sistema respiratorio, dor e outros
(Carvalho et al., 2020).

Para este projeto, consideramos os estudos experimentais em ratos com
inflamacédo pulmonar aguda para a pesquisa de tratamentos anti-inflamatérios. O
toépico da pesquisa trata-se de um objeto de estudo do Laboratorio de Pesquisa em
Imunologia (LAPI) da UFSC (coordenado pelo professor Dr.° Eduardo Dalmarco em
colaboragdo com a orientadora desse projeto). No LAPI, foi padronizado o modelo
de inflamagéo pulmonar aguda em camundongos Swiss para a pesquisa de eficacia
de farmacos, compostos sintéticos ou semi-sintéticos e extratos de plantas, a partir

da dosagem de mediadores inflamatorios (citocinas, exsudagéo, 6xido de nitrico,
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mieloperoxidase, contagem de leucdcitos e outros) e expressdo génica de
receptores celulares e mediadores. Estudantes de graduacgéo e pds-graduagao e os
professores tém desenvolvido a técnica no laboratério, seus projetos de pesquisas, e
os resultados de eficacia dos tratamentos anti-inflamatoérios tém sido promissores
(Mohr et al., 2019; Facchin et al., 2020; Vicente et al., 2020; Nascimento et al.,
2019).

Para camundongos, o grupo de pesquisa do LAPI ja esta desenvolvendo uma
revisdo sistematica com uma doutoranda do Programa de Pés-graduagdo em
Farmacia (PgFAR) da UFSC. No presente momento, a nossa proposta foi realizar a
sintese da evidéncia de estudos em ratos para o modelo de doenca pulmonar
aguda. Os ratos sdo animais capazes de desenvolver a doenga pulmonar aguda
apos indugao com agentes flogisticos (como por exemplo, o lipopolissacarideo de
bactérias Gram negativas) e mimetizam os efeitos terapéuticos encontrados em
seres humanos, como por exemplo, alteracdes no nivel de producédo de citocinas,
mediadores inflamatorios, recrutamento de neutréfilos e redugdo de edema
(Nascimento et al., 2019).

1.1 INFLAMACAO PULMONAR AGUDA (ALI)

O processo inflamatério € decorrente de um estimulo lesivo e busca a
eliminagcdo de agentes estranhos e posterior restauracdo da homeostase do tecido.
A inflamacéao, ou resposta inflamatéria, pode ser caracterizada como uma cascata
complexa de eventos fisioldgicos, os quais promovem protecéo aos tecidos e érgaos
do corpo. Tal cascata atua restringindo os danos no local da agressdo, embora

possa ter efeitos deletérios quando ocorre de forma exacerbada (Araujo et al., 2013).

Sabe-se que nesse mecanismo multiplice e necessario a nossa sobrevivéncia
(Mitchell et al., 2006) a resposta desencadeada por microorganismos e tecidos
danificados nao serve somente para eliminar esses agentes lesivos, como também,

para a estimulagao dos processos de reparo (Abbas et al., 2008).
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Em algumas doengas, como na inflamag¢do pulmonar aguda (ALI, do inglés
acute lung injury), esse processo se torna desregulado, resultando em uma resposta
inflamatoria persistente e patolégica, causando a perda funcional do tecido.
Patologicamente, ALl € um tipo de lesdo pulmonar causada por diversos fatores
patogénicos externos como choque, sepse, pneumonia, pancreatite, transfuséo,

overdose, traumas severos e cirurgias (Oliveira et al., 2021) (Figura 3).

Figura 3 - Historia Natural de ALI/Sindrome respiratéria aguda grave

Infeccao Pulmonar PULMAO )
_— Resolugao do edema;
reparo da membrana
Injaria parod b
Aspiracao Pulmonar alvéolo-capilar
Aguda
(ALI)
Sepse

Maltiplos traumas, |

choque 3 -
Persisténcia e progressao
;s « Injliria da membrana da lesao;
Outras injarias alvéolo-capilar * Falha multipla de orgaos
« Inflamacgao +* Fibrose Pulmonar
+ Aumento da permeabilidade + Destruicéo Vascular Pulmonar

pulmonar ao edema

Fonte: Adaptado de Johnson et al., (2010) e Kumar (2020)

A ALl é um objeto de estudo nos laboratérios de pesquisa para novos
farmacos, pois consiste na principal causa de insuficiéncia respiratéria € uma
desafiadora condi¢cdo clinica em pacientes hospitalizados, e ainda com reduzido
arsenal terapéutico (Li et al., 2021). ALI em humanos € caracterizada pela rapida e
intensa resposta imune inflamatdria devido a ativagdo de cascatas de citocinas
proé-inflamatérias e mediadores oxidativos que resultam no acumulo de neutrdfilos,
edema intersticial, danos no epitélio alveolar do tecido pulmonar e consequente
alteracdo na matriz extracelular pulmonar, o que acarreta reducdo da capacidade

funcional pulmonar (Li; et al., 2021).



22

ALl é uma forma menos severa da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SRAG), porém tem grau de hipoxemia menos acentuado. A ALI pode evoluir para
SRAG (Mokra et al., 2015). ALI/SRAG séao responsaveis por 10% das internagdes
em unidades de terapia intensiva, representando mais de 3 milhdes de pacientes por
ano e sua mortalidade ainda apresenta uma taxa elevada, cerca de 40% (Brodie,
2018). ALI/SRAG representam altas taxas de morbidade no mundo, e por isso sao
grandes os esforgos para a descoberta dos mecanismos fisiopatolégicos e de novas
abordagens farmacologicas mais eficientes para seu tratamento. Destaca-se ainda
que a sua patogénese ndo foi completamente elucidada (Tang et al., 2021).
Atualmente, o tratamento deve ser baseado na causa primaria, oxigenoterapia
(quando necessario) e ventilagdo mecanica (Brochard et al., 2017). O uso da
dexametasona, agente anti-inflamatério, tem sido indicado em muitos quadros de
doenga pulmonar aguda (Schuh, et al., 2002; Ahmed et al., 2020). N&o ha um
consenso no uso desse anti-inflamatério na pratica clinica, sendo necessaria a

pesquisa de novas substancias com esse potencial (Villar et al., 2020).

A infeccao por bactérias Gram negativas € a causa mais comum de ALl,
sendo desencadeada pelo lipopolissacarideo, principal componente de membrana
externa destas bactérias (Li et al., 2021) (Figura 4). O LPS se liga nos receptores de
superficie celular, que podem regular a sinalizagdo de receptores TLR4 e de fatores
transcricionais (exemplo, o fator NF-kB), ativando células imunes inatas e induzindo
a infiltragcdo de neutrofilos nos pulmdes, aumentando a inflamacgdo, o estresse

oxidativo e as cascatas de inflamagéo na ALI (Kumar, 2020; Tang et al., 2021).
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Figura 4 - Bactérias Gram positivas e negativas

Paredes celulares e estruturas associadas de bactérias gram-positivas e gram-negativas
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Fonte: Adaptado de Tortora et al. (2017)

A cascata inflamatéria desencadeada pela ALl envolve a ativacdo de células
inflamatorias e liberacdo de mediadores (Figura 5). Niveis alterados de citocinas
pré-inflamatérias como as interleucinas (IL- 1, IL-6 e IL-8 e o TNF-a) e
anti-inflamatérias (por exemplo, IL-10 e IL-13) podem ser detectados no plasma/soro
ou localmente no fluido broncoalveolar (BALF, do inglés bronchoalveolar lavage
fluid) de humanos e animais (Mokra et al., 2015; Kumar, 2020). As citocinas s&o
produzidas pelas células imunes ativadas que se concentram nas vias aéreas,
dentre essas células estdo os neutréfilos que desencadeiam importantes respostas
microbicidas como elevada produgao de mieloperoxidase (MPO) e 6xido de nitrico
(NO). Embora possua acgédo benéfica no que diz respeito ao combate de
microrganismos, a atividade continua desta enzima esta relacionada ao dano
tecidual no local da inflamagdo, sendo que a enzima encontra-se com a sua

atividade elevada em doengas como a asma (Chen et al., 2020).
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Figura 5 - Alvéolo normal (esquerda) e alvéolo com injuria pulmonar aguda (ALI)
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Fonte: Adaptado de Johnson et al. (2010). Legenda: O alvéolo normal (lado esquerdo) e o alvéolo
lesionado na fase aguda da lesdo pulmonar aguda (ALI) e da sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA). Na fase aguda da sindrome (lado direito), ha desprendimento das células epiteliais
bronquicas e alveolares, com a formag¢do de membranas hialinas ricas em proteinas na membrana
basal desnudada. Neutréfilos sdo mostrados aderindo ao endotélio capilar lesionado e margeando
através do intersticio para o espaco aéreo, que esta preenchido com liquido edematoso rico em
proteinas. No espago aéreo, um macréfago alveolar esta secretando citocinas, interleucina (IL)-1,
IL-6, IL-8, IL-10 e fator de necrose tumoral (TNF)-a, que agem localmente para estimular quimiotaxia
e ativar neutrdfilos. A interleucina-1 também pode estimular a produgéo de matriz extracelular por
fibroblastos. Neutrofilos podem liberar oxidantes, proteases, leucotrienos e outras moléculas
pré-inflamatérias, como fator ativador de plaquetas (FAP).Uma série de mediadores anti-inflamatérios
também esta presente no ambiente alveolar, incluindo antagonistas do receptor de IL-1, receptores
soluveis de TNF, autoanticorpos contra IL-8 e citocinas como IL-10 e IL-11 (ndo mostrados). O influxo
de liquido edematoso rico em proteinas no alvéolo levou a inativagdo de um surfactante. (ALIl) lesao
pulmonar aguda; (FIM) fator inibidor de macréfagos.
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Neste contexto, alguns farmacos tém mostrado eficacia anti-inflamatéria em
estudos pré-clinicos recentes de lesdo pulmonar aguda. Os farmacos foram capazes
de reduzir a inflamagdo nos modelos animais utilizados, inibindo cascatas
inflamatédrias, reduzindo danos pulmonares e melhorando a sobrevivéncia de
animais (Li et al., 2021). Diante dos inumeros estudos primarios pré-clinicos para
pesquisa de tratamentos anti-inflamatérios, € fundamental a analise critica da
qualidade da evidéncia gerada, para subsidiar o uso na pratica clinica e na

conducao de experimentacdes futuras.

Como explicitado anteriormente, os estudos primarios pré-clinicos séo
fundamentais para a descoberta de novos farmacos, no entanto, os desenhos de um
projeto de experimentagcdo e demais etapas do processo de pesquisa podem ser
enviesados comprometendo a qualidade da evidéncia do estudo (Aguilar et al.,
2005). Isto pode implicar na falta de confiabilidade nos resultados, uso indevido de
substancias, efeitos adversos graves ou fatais, e até mesmo o uso desnecessario de
animais em experimentacdo. Uma pesquisa quando bem desenhada e definida
permitira a reprodutibilidade dos resultados, diminuindo os custos, eliminando vieses
e permitindo o uso mais apropriado dos modelos animais (Aguilar et al., 2005). Na
industria, bem como na academia, as decis6es sdo baseadas em evidéncias, € a
tradugcdo de pesquisas pré-clinicas podem ser facilitadas pela revisao sistematica
(Hooijmans et al., 2014).

1.2 REVISAO SISTEMATICA

A revisao sistematica (RS) € um método de pesquisa cientifica que reune os
resultados dos estudos primarios a partir da elaboragcao de uma pergunta especifica,
utilizando métodos sistematicos para agrupar as informagdes, avaliar criticamente e
a qualidade da evidéncia (Luca Canto et al., 2020) (Figura 6). Quanto melhor for o
desenho do estudo, melhor a evidéncia e mais fortes sédo os resultados. Na piramide
da pesquisa em seres humanos, tem-se diretrizes e principios metodoldgicos bem
definidos para a avaliagdo do nivel de evidéncia publicados na literatura pelas

revisdes sistematicas ha alguns anos (Guyatt et al., 2011 e 2013; Higgins et al., 2011
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e 2021; Schinemann et al., 2013). No entanto, para as pesquisas em animais, as
ferramentas para a avaliacdo do nivel de evidéncia nas revisdes sistematicas ainda
estdo sendo desenvolvidas ou estdo sendo pouco aplicadas (National Toxicology
Program, 2015; Rooney et al., 2014). A maioria dos protocolos de avaliagao do nivel
da evidéncia utilizados para animais sao ferramentas baseadas nos estudos em
seres humanos da Cochrane (Higgins et al., 2011 e 2021), e a estratégia adotada
tem sido o GRADE (Recommendations, Assessment, Development and Evaluation)
(Schinemann et al., 2006)

Figura 6 - Piramide da evidéncia cientifica

Fonte: Nunes (2021)
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Nos paises da Europa como Inglaterra, Holanda, Alemanha, entre outros e
nos Estados Unidos da América , as acdes decisérias sdo baseadas em evidéncias,
principalmente, nos centros governamentais de saude (National Health Institute,
NIH). Desde 2003, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a utilizag&o
de RS (preferencialmente no modelo Cochrane), como parte do processo de
producao das suas publicagdes (OMS, 2003). Em 2007, pesquisadores observaram
a escassa utilizacdo das RS para os protocolos e diretrizes clinicas e a OMS
publicou um novo manual (Oxman et al, 2007). Nao alcangando o impacto
desejado, em 2012, houve uma atualizagdo deste manual que foi instituido
internacionalmente (World, 2014). Em 2015, no Brasil, o Ministério da Saude
incorporou as recomendacdes para a utilizacdo da analise baseada em evidéncia
para a elaboracdo dos documentos clinicos, a Lei 12.401/2011 que altera a Lei
Organica da Satde 8.080/1990 que regulamenta o Sistema Unico de Saude do pais
(Nacional, 2015). Nesse documento, as diretrizes internacionais foram utilizadas
como referéncia, no entanto, ndo se tém disponivel sobre a utilizagdo de estudos

pré-clinicos primarios e secundarios para a pratica clinica e experimental.

Em 2012, alguns pesquisadores brasileiros estabeleceram parceria com
instituicdes internacionais a fim de ampliar a utilizagdo da saude baseada em
evidéncia e a experimentacdo animal. Essa iniciativa € conhecida como BRISA
(Iniciativa brasileira de reprodutibilidade em revisdo sistematica pré-clinica e
metanalise), que visa incentivar a aplicagcado de revisdes sistematicas e metanalises
para a contribuicdo cientifica brasileira. (Brisa, 2018). Nesse sentido, as revisdes
sistematicas com estudo de animais fornecem evidéncias do impacto dos resultados
experimentais sobre os futuros ensaios clinicos, e ainda sao consideradas um driver
para melhorar a validade interna, a qualidade dos relatorios e reduzir o viés de

publicacdo dos estudos experimentais (Silva, 2012).

Por isso, neste estudo mapeamos as publicagdes em ratos com modelos de
ALl para a pesquisa de anti-inflamatérios a partir de uma revisao de escopo. Uma
revisdo de escopo (scoping study ou scoping review) é definida como um tipo de
estudo que busca explorar os principais conceitos do tema em questéo, averiguar a

dimensao, o alcance e a natureza do estudo, condensando e publicando os
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resultados, dessa forma apontando as lacunas de pesquisas existentes (Sanches et
al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Verificar a eficacia de tratamentos anti-inflamatérios em ratos com inflamacéao
pulmonar aguda (ALI) e a qualidade da evidéncia gerada em revisdes sistematicas

da literatura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar os intervengdes ou estratégias anti-inflamatorias promissoras para o

tratamento de ALI em modelos de ratos;

2. Descrever os principais alvos terapéuticos estudados;
3. Relatar os resultados dos estudos secundarios;
4. Identificar as ferramentas de avaliagao do risco de viés dos estudos utilizados

na revisao sistematica;
5. Destacar as principais lacunas encontradas na qualidade dos estudos

experimentais incluidos nas revisdes sistematicas.
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3 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisdo de escopo da literatura de estudos
secundarios sobre eficacia de farmacos para ALI induzida em ratos. Além disso, este
trabalho faz parte do projeto de Pesquisa Institucional “Overview de Revisdes
Sistematicas sobre estudos experimentais utilizando modelos animais e
desenvolvimento de checklists para avaliagao critica e recomendacgoes”, coordenado
pela professora Dr.2 Izabel G. Demarchi (registro no SIGPEX n°202116780).

O protocolo deste estudo seguiu as recomendagdes PRISMA Extension for
Scoping Reviews (PRISMA-ScR) (Tricco et al., 2018), e nao foi registrado. A
pergunta cientifica foi elaborada de acordo com o acronimo PICOS (P:
populacao/population; |. intervencaolintervention; C: comparador/comparator; O:

resultado/outcome; S: tipo de estudo/study design) (Tabela 2).

Tabela 2 - Estratégia PICOS e pergunta cientifica dessa revisao

PICOS Critério de inclusao Critério de exclusao
Populagcao Ratos com ALI (induzida com LPS, Camundongos, células,
sepse com bactéria ou outros humanos, in silica, outros
agentes patoldgicos) organismos Vivos
sem ALI
Intervencgao Experimentagdo animal com Nao se trata de
produtos naturais, sintéticos ou experimentacdo em
semi-sintéticos ou outros modelo animal

intervencionista
Ecotoxicological studies

Comparador Nao se aplica Nao se aplica

Resultado Producao de mediadores Efeito extrapulmonair,
inflamatorios (exemplo citocinas, efeito cronico. Nao
reativos de oxigénio e outras realizou analise critica da
espécies associadas a estresse qualidade do estudo
oxidativo) (relatério ou metodologia)

Nivel/escore da lesdo pulmonar
(exemplo: resultados histolégicos e
outros)

Qualidade do relatério e da
metodologia do estudo




31

Tipo de estudo Revisao sistematica Outros tipos de revisdes,
com ou sem meta-analise manuais, relatos ou série
de casos, estudos
observacionais; estudos
nao experimentais

Perguntas 1) O que se sabe sobre eficacia de tratamentos
cientificas: anti-inflamatérios em ratos com inflamagao pulmonar
aguda?

2) Como esta sendo avaliado e os resultados da analise do
risco de viés das revisdes sistematicas e meta-analises de
estudos em modelos animais de rato?

Nessa revisdo, incluimos os estudos secundarios buscados na base de dados
eletrébnica do PubMed (NIH dos EUA, Medline) utilizando os descritores exatos e
termos livres combinados com operadores booleanos (OR, AND) (Tabela 2). A
selecdo dos estudos foi realizada por um autor, desde que atenda aos critérios de
inclusdo e exclusado (Tabela 1). Foram recuperados artigos completos sobre o tema,
e professores experientes na experimentagcdao animal foram consultados para
indicacao de referéncias bibliograficas sobre o assunto. Houve restricdo dos idiomas

portugués e inglés.

Tabela 3 - Estratégia de busca piloto no PubMed

Busca Pubmed/Medline
(05/09/2023)
Bloco 1 ("Rats"[Mesh] OR "Rodentia"[Mesh] OR rodents OR rattus OR

(Populagao) rattus norvegicus OR "Models, Animal"[Mesh])

AND ("Anti-Inflammatory Agents"[Mesh] OR "Acute Lung injury"[Mesh])
Bloco 2

(Intervencga

0)

AND ("Treatment Outcome"[Mesh] OR "Therapeutic Uses"[Mesh] OR
Bloco 3 "Pharmaceutical Preparations"[Mesh])

(Tipo

resultado)




32

AND ("Systematic review" OR "Meta-analysis")
Bloco 4

(Tipo

estudo)

Combinagado n= 102
Total de
referéncias

Caracteristicas dos estudos que foram extraidas pelos autores dessa revisao:
ano, autor, objetivo, registro do protocolo na PROSPERO, bases de dados
consultadas, numero de estudos incluidos na revisdo, nome do farmaco, dose,
veiculo, forma e via de administracdo, numero de animais envolvidos na
experimentacao (idade, sexo), tempo de tratamento, métodos para avaliar eficacia
terapéutica, resultados encontrados; limitagbes e conclusdo. Os dados foram
extraidos para uma tabela padronizada do Excel. Os resultados foram sintetizados
de forma narrativa contextualizando a intervencgao e os resultados obtidos. Também
foi fornecida uma sintese sobre o risco de viés dos estudos primarios incluidos nas

revisoes sistematicas.



33

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram recuperados 102 estudos como resultado a pesquisa nas
bases de dados Medline/PubMed. Em seguida, de acordo com a leitura dos titulos e
resumos, foram excluidos 96 artigos, conforme a aplicagao dos critérios de inclusao
e exclusdo. As razdes de exclusao foram a populacao, por ndo ser rato ou nao ser
modelo de ALI (89); tipo de publicagéo (3), intervengao (3), idioma (1). Um total de
seis estudos foram incluidos nesta revisdo (Carvalho et al., 2020; Eichacker et al.,
2002; Liu et al., 2018; Mclintyre et al., 2016; Vieira et al., 2023; Wang et al., 2020)
(Quadro1). O fluxograma da selegéo e aplicagao dos critérios esta apresentado na
(Figura 7). Os resultados foram apresentados na forma de quadros e se encontram

no final desta secao.
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Figura 7 - Resultado utilizada para a sele¢ao dos artigos
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Fonte: Elaborada pela autora

Nos seis estudos de revis&o sistematica analisados, a maioria foi constituida
por revisdes sistematicas com meta-analise (4/6), incluindo os trabalhos de Carvalho
et al. (2020), Liu et al. (2018), Mcintyre et al. (2016) e Vieira et al. (2023) (Quadro 1).

Os artigos selecionados discutiram estudos pré-clinicos realizados em ratos,
sendo um em ALl/sepse (Carvalho et al., 2020), dois em sepse (Eichacker et al.,
2002; Vieira et al., 2023) e trés em ALI (Liu et al., 2018 ; Mclintyre et al., 2016; Wang
et al., 2020). As espécies de ratos utilizadas nestes estudos foram Sprague-Dawley
e Wistar albino (Quadro 1).

Os estudos pré-clinicos selecionados discutiram caracteristicas de diferentes
intervencgdes, incluindo carvacrol (Carvalho et al., 2020), farmacos n&o esteroidais e
esteroidais (Eichacker et al., 2002), terapia fibrinolitica (Liu et al., 2018;), células
estromais mesenquimais (CTMs) (Mcintyre et al., 2016) e (Wang et al., 2020) e
curcumina (Vieira et al., 2023) (Quadro 2). As vias de administragao utilizadas nos
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estudos foram: oral, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intrapleural e
nebulizagdo, sendo a intravenosa a mais utilizada (Quadro 2).

Ao comparar os parametros avaliados por Carvalho et al., (2020), Eichacker
et al., (2002), Liu et al., (2018), Mclintyre et al.,(2016), Wang et al., (2020) e Vieira et
al., (2023), é possivel observar uma diversidade de enfoques na investigacdo da
inflamacao pulmonar e nas estratégias terapéuticas adotadas.

Carvalho et al. (2020) ofereceram uma visdo ampla sobre os efeitos
flogisticos do carvacrol para ALI e sepse em ratos (Quadro 1). Incluiram 3 estudos
pré-clinicos, e adicionaram as doses de 73 mg/kg e 80 mg/kg administrados de
diferentes formas (nebulizagdo, via oral e intraperitoneal) (Quadro 2). Foram
avaliados uma grande variedade de marcadores de inflamacdo, que incluiram
analise histologica, medicdo de enzimas antioxidantes e inflamatorias, além de
avaliacdo hematolégica (Quadro 3). Houve reversdo na produgao de TNF-a, IL-6, e
IL-1B. Ainda, lipossomas contendo carvacrol minimizam o estresse oxidativo e os
danos histoldgicos gerados pela inalacdo de fumacga em roedores. O tratamento com
carvacrol reduziu a sepse devido aos seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios.
Em ALIl, os efeitos antioxidantes do carvacrol o tornam um produto eficaz na
prevencao e reversao de danos no tecido pulmonar (Quadro 4,5).

Carvacrol € um monoterpeno fendlico isopropilico de ocorréncia natural
isolado de orégano, tomilho, erva-pimenta, manjerona e bergamota selvagem.
Possui atividades farmacoldgicas, incluindo anticAncer, antigenotoxico e
anti-inflamatério associado a propriedades antioxidantes (Singh et al., 2023 ). O
carvacrol ja tem sido testado em ensaios clinicos em seres humanos para algumas
condi¢gdes como: caries dentais (trial ISRCTN 27780232, Cochrane) (Tadakamadla
et al., 2021), doengas respiratorias como as pulmonares (Khazdair et al., 2019),
dores (Nancy et al., 2024), asma (até de Fase Il) (Alavinezhad et al., 2018; Ghorani
et al., 2021), SARS-CoV2 (OJEDA et al., 2022), entre outros. A segurangca e
tolerabilidade do carvacrol também foi investigada em individuos saudaveis em um
estudo de fase 1 (Ghorani et al., 2021).

Corroborando com os resultados dos estudos pré-clinicos, os estudos em
seres humanos também evidenciaram redugcdo dos mediadores inflamatorios e
mostraram efeito antioxidante, sendo promissor para pacientes asmaticos e com

injuria pulmonar, assim como, apresentou boa tolerabilidade e seguranga em
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pessoas saudaveis. Sendo assim, trata-se de uma substancia com grande potencial
para ser utilizada em doencgas inflamatérias.

Eichacker et al. (2002) investigaram a relagao entre risco de morte e efeito
de tratamentos anti-inflamatérios na sepse (Quadro 1). Para isso, reuniram 22
estudos pré-clinicos, com a utilizacdo de diferentes bactérias para inducido da sepse
em ratos (Quadro 1). Foram testados diferentes farmacos n&o esteroidais e
esteroidais, como antagonista do receptor soluvel de TNF P-80, e inibidores de
tirosina quinase e outros, pela via intraperitoneal, endovenosa e intra brénquica
(Quadro 2). Os estudos primarios investigaram a resposta inflamatéria mediada por
citocinas e a atividade de enzimas envolvidas no processo (Quadro 3). No geral, os
animais apresentaram taxas de mortalidade mais altas do que os humanos para os
agentes investigados (mediana [25°-75° quartil] 88% [79 -96%] versus 39% [32
-43%], p = 0,0001) (Quadro 4). Independentemente do tipo de desafio, momento ou
dose de tratamento, espécie estudada ou duracdo da observacdo, a razdo de
probabilidade de sobrevivéncia com todos os tratamentos anti-inflamatoérios
especificos de mediador diminuiu a medida que o risco de morte (taxa de
mortalidade) diminuiu (p = 0,0001). Notavelmente, os anticorpos anti-TNF (P-80
receptor de TNF-soluvel e tirfostina AG556), foram considerados significativamente
prejudiciais em dois estudos (Quadro 4). Os autores concluiram que em uma analise
retrospectiva de ensaios clinicos e pré-clinicos e estudos confirmatérios em animais,
descobrimos que o risco de morte alterou a eficacia dos tratamentos
anti-inflamatérios durante a sepse (Eichacker et al., 2002). Essa relagdo fornece
uma explicagdo para os resultados contraditorios observados com essa abordagem
terapéutica em ensaios clinicos pré-clinicos e clinicos de sepse na ultima década.
Os tratamentos anti-inflamatorios tiveram maiores efeitos do tratamento em modelos
animais em comparagao com 0s ensaios clinicos, pois os estudos pré-clinicos foram
feitos com riscos significativamente maiores de morte. (Quadro 4).

Na ALI, o TNF-a € um dos mediadores mais importantes para o
desenvolvimento da lesdo, sendo assim, se torna um alvo interessante para as
pesquisas cientificas com imunomoduladores. Embora esta revisdo em estudo
pré-clinico evidenciou alto risco de morte com o uso de anti-TNF para sepse, os
imunomoduladores anti-TNF ja estdo sendo utilizados para o tratamento de doengas

autoimunes. O Infliximabe, Golimumabe, Adalimumabe, Certolizumabe-pegol e
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Etanercepte sao indicados para doengas como artrite reumatoide, artrite psoriasica,
artrite idiopatica infantil, espondilite anquilosante, crohn, retocolite ulcerativa e
uveites (Moraes JC., 2021) (Kayser C. et al., 2007).

Liu et al. (2018) avaliaram os efeitos da terapia fibrinolitica (tPA) em ALI
(Quadro 1). Ao todo foram incluidos 22 estudos pré-clinicos, que induziram ALI por
LPS, bactéria pseudomonas/ P. aeruginosa ou outros (Quadro 1). A maioria testou
ativador de plasminogénio do tipo tecidual (tPA) em 250 mg por diferentes vias, a
maioria nebulizagdo, mas também foi testada via intraperitoneal e intravenosa
(Quadro 2). Foi também testada plasmina a 0,5 mg, mas a via nao foi reportada
pelos estudos primarios (Quadro 2). Vérios parametros de inflamagdo foram
investigados e resumidos no (Quadro 3). A terapia fibrinolitica restaurou a fibrindlise
disfuncional e a coagulagdo na ALl (Liu et al., 2018). Esse beneficio foi
independente das vias e regimes fibrinoliticos. A deposicéo de fibrina alveolar atraiu
neutrofilos e fibroblastos, e diminuiu a depuracdo de liquido do edema pulmonar
(Quadro 3). Os resultados identificam que a melhor via é o parto intratraqueal, e o
regime mais eficaz é o tPA. Terapias fibrinoliticas aprovadas pelo FDA para doencgas
cardiovasculares e pleurais, incluindo hemorragia intraventricular
hipertensiva,derrames pleurais loculados, derrames parapneuménicos, empiema
pleural, derrames malignos, hemotérax e infarto do miocardio,demonstram a
tolerancia e a viabilidade desse tratamento. Concluiu-se que a terapia fibrinolitica
pode ser uma estratégia farmacéutica eficaz para ALl em modelos animais (Liu et
al., 2018) (Quadro 4).

Mcintyre et al. (2016) examinaram o potencial terapéutico das CTMs em
modelos de ALI (Quadro 1). Para isso, foram reunidos 33 estudos pré-clinicos, que
induziram a ALI por LPS (Quadro 1). Para o tratamento a maioria dos experimentos
testou CTMs singénico (54%), xenogénicas (37%), alogénico (9%) e autdlogo (3%)
em diferentes vias de administragcdo intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intrapleural e intratraqueal.(Quadro 2). As CTMs foram mais frequentemente
administradas em dose unica e por via intravenosa. (Quadro 2). Examinaram uma
variedade de marcadores inflamatérios e de lesao tecidual para avaliar a eficacia
dessas células na modulagédo da inflamagao pulmonar (Quadro 3). Os parametros
mais utilizados nos estudos incluem a razdo peso umido/seco do pulmao, escore

histologico pulmonar padronizado, presenga de neutréfilos no espago intersticial, e
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mediadores inflamatérios como citocinas no LBA (Liquido de lavagem
broncoalveolar). Segundo (Mcintyre et al., 2016), os resultados da meta-analise
indicam que as células-tronco mesenquimais (CTMs) reduzem significativamente as
chances de morte em modelos animais de lesdo pulmonar aguda (ALI), embora a
qualidade do relato dos estudos tenha sido subdtima, limitando a forgca das
conclusées (Quadro 3). Em conclusdo, as células-tronco mesenquimais (CTMs)
parecem reduzir significativamente a mortalidade em modelos pré-clinicos de lesao
pulmonar aguda (ALI) e em diversos subgrupos. A reviséo indica que essa terapia
tem o potencial de se tornar um tratamento futuro para diferentes tipos de ALI e
justifica sua avaliagdo em ensaios clinicos em humanos. No entanto, identificou-se
que elementos de relato, especialmente relacionados aos dominios de risco de viés
e a caracterizagdo das CTMs, eram inadequados. Melhorias nesses aspectos
poderiam ser alcancadas com a adocao de diretrizes de relato pré-clinico, como o
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Quadro 4).

Wang et al. (2020) realizaram uma meta-analise que examinou a eficacia
das terapias derivada de CTM (PQTs) no tratamento da lesdo pulmonar aguda (ALI)
e da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) em modelos animais
(Quadro 1). Um total de 17 estudos que compararam a PQT com o grupo controle
ALI foram incluidos em nosso estudo. (Quadro 1). A administragao intratraqueal de
LPS ou E. coli para induzir ALI foi a abordagem mais popular entre os estudos
incluidos. (Quadro 1,2). Foram avaliados uma grande variedade de marcadores de
inflamacao dentre eles estdo vesiculas extracelulares, microvesiculas, exossomos
derivados de CTM, células estromais mesenquimais no meio condicionante
(MSC-CM) e (NCSCs-CM) (Quadro 2). No estudo realizaram metanalises para
diversos parametros, incluindo escore de lesdo pulmonar (LIS), sobrevida, contagem
de neutrdéfilos no lavado broncoalveolar, niveis de proteina no lavado broncoalveolar,
relacdo P/D e mediadores inflamatérios (Quadro 3). Além disso, o estudo revelou
que a PQT pode diminuir os niveis de fatores inflamatérios como IL-1, IL-6 e TFN-a
enquanto aumenta o nivel de IL-10, um fator anti-inflamatério bem conhecido
(Quadro 3). A PQT reduziu a lesdo pulmonar e melhorou a sobrevida em modelos
animais de ALI/SDRA ao melhorar a permeabilidade pulmonar, reduziu o infiltrado de

células inflamatérias, diminuiu os mediadores pré-inflamatérios e aumentou os
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mediadores anti-inflamatérios. Contudo, mais estudos em animais maiores e testes
em humanos sao necessarios (Quadro 4).

Vieira et al. (2023) reportaram que os estudos abordaram sistematicamente
as evidéncias sobre o impacto do efeito anti-inflamatério da curcumina na sepse
(Quadro 1). Foram incluidos 12 estudos que utilizaram LPS para induzir sepse em
33,33% dos casos e ligadura e perfuracédo cecal (CLP) em 66,67% dos estudos
selecionados (Quadro 1). A curcumina foi administrada por injecao intraperitoneal na
maioria dos estudos, em doses variando entre 10 mg/kg a 200 mg/kg (Quadro 2). Os
parametros mais utilizados nos estudos para avaliar a eficacia de tratamentos contra
a sepse incluem a relagao pulméo molhado/peso seco, o lavado broncoalveolar
(LBA), a atividade de MPO, MDA e SOD, os niveis de citocinas inflamatdrias (como
TNF-a e IL-1B8), o exame histopatoldgico, a fungado cardiaca por ultrassom e os
niveis de biomarcadores cardiacos (como cTnl), e o conteudo de hidroxiprolina
(Hyp) para avaliar fibrose pulmonar (Quadro 3). Os resultados dos estudos indicam
que a curcumina exerce efeito anti-inflamatério ao inibir a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, regulando a produgao de citocinas e bloqueando o processo de
oxidagao, o que reduz a inflamagéo. Além disso, a curcumina diminui a infiltragcao de
células inflamatdrias em diversos orgaos e tecidos, como pulmdes, figado, rins,
cérebro, coragdo, baco e intestino. Essa acdo anti-inflamatéria da curcumina
promove a melhora da sobrevida, com taxas de 90% nos grupos tratados com
curcumina em comparagao a 40% nos grupos de controle (Quadro 3).

Os estudos analisados demonstraram que a curcumina possui efeitos
positivos ao inibir fatores oxidativos e inflamatérios através da modulacdo da
resposta imune. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para entender os
mecanismos pelos quais a curcumina regula e neutraliza compostos antioxidantes e
inflamatorios, além de sua protecao tecidual em diferentes estagios da sepse e suas
complicagdes, visando investigar seu efeito em humanos (Quadro 4). A curcumina é
um polifenol amarelo derivado do rizoma da Curcuma com propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes cientificamente comprovadas, condigdo que
permitiu seu uso como ferramenta no tratamento da sepse. A curcumina ja foi
avaliada em ensaios clinicos com seres humanos para varias condi¢des, tais como:
enfisema pulmonar (Suzuki et al., 2009), cancer de bexiga (Rutz et al., 2020),

prostatite cronica/sindrome da dor pélvica cronica tipo Il (Morgia G. et al., 2024 ),
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cardiomiopatia (Chen et al., 2023), entre outros. A curcumina tem sido objeto de
estudos clinicos em seres humanos devido as suas potenciais propriedades
terapéuticas. Esses estudos tém explorado uma variedade de condi¢gdes de saude,
incluindo disturbios inflamatorios, doengas neurodegenerativas, cancer, doengas
cardiovasculares, entre outras. Os ensaios clinicos buscam entender melhor a
eficacia da curcumina, sua seguranga e 0s possiveis mecanismos de agdo em
humanos.

Os estudos revisados pelos seis autores foram submetidos a uma avaliagcao
detalhada do risco de viés utilizando ferramentas como a Cochrane Risk of Bias tool
e a SYRCLE's risk of bias (RoB) tool. Os principais vieses identificados incluiram
falta de randomizacdo adequada, auséncia de cegamento e variabilidade na
padronizacao dos métodos de intervengdo e avaliacdo dos resultados. Esses
desafios s&o criticos para a interpretacéo correta dos resultados e para garantir a
robustez dos achados. A aplicacdo dessas ferramentas robustas destacou a
necessidade de diretrizes mais especificas e rigorosas para estudos pré-clinicos em
animais, visando melhorar a qualidade e a reprodutibilidade dos resultados. Esse
enfoque é essencial para mitigar vieses potenciais e fortalecer a confiabilidade das

conclusdes obtidas em pesquisas pré-clinicas (Quadro 4).



41

Quadro 1. Caracteristicas gerais e do modelo de ALI dos estudos incluidos na revisao (n=06)

8 ALl em rato

CTMs em ALI/SDRA.

Referéncia Tipo de | Numero de estudos | Objetivo Modelo de ALI
(Autor, ano) Estudo primarios incluidos (LPS/bactéria/virus e espécie de
animal)
Carvalho et al., 2020 RS e MA 12 estudos pré-clinicos Avaliar atividades anti-inflamatérias e | 3 ALl em ratos ratos (NR)
antioxidantes do carvacrol em disturbios | 1 Sepse em ratos
3 ALl em rato respiratorios.
1 Sepse em rato
Eichacker et al., 2002 MA 95 estudos pré-clinicos Examinar a relagdo entre risco de morte e efeito | Bactérias: Escherichia coli, Staphylococcus
22 sepse em animais de tratamentos anti-inflamatérios na sepse. aureus, endotoxina E. coli;
ratos (Sprague-Dawley) (n=1.296)
Liu et al., 2018 RS e MA 22 estudos pré-clinicos Avaliar efeitos da terapia fibrinolitica em ALI. 1 estudos: (ALI):LPS ratos (NR)
10 ALI em rato 2 estudos: (ALl):bactéria( pseudomonas/P.
aeruginosa)
ratos (NR)
7 estudos: (ALl):outros
ratos (NR)
Mclntyre et al., 2016 RS e MA 70 estudos pré-clinicos Examinar a eficacia de células estromais | 9 estudos (ALI): LPS
33 Ratos mesenquimais em comparagdo com grupos | ratos: 31 (Sprague-Dawley) e 2 (Wistar albino)
controle em modelos de ALI.
Vieira et al., 2023 RS e MA 12 estudos pré-clinicos Descrever efeitos antiinflamatérios da curcumina | 2 (Sepse): LPS em (Ratos) albinos suigos/Wistar
7 Sepse em rato na sepse. albino.
5 (Sepse): CLP em (ratos): Sprague-Dawley e
albinos suigos.
Wang et al., 2020 MA 17 estudos pré-clinicos Investigar eficacia de terapias derivadas de | 6 estudos:(ALI): Outros

Ratos (Sprague—Dawley SD)
2 estudos: (ALI): E.coli
Ratos(Sprague—-Dawley-
SD)

Definigdo de abreviaturas: ALI= inflamacgao pulmonar aguda; CLP= ligadura e perfuragédo cecal; CTMs= células estromais mesenquimais; FLP: ligadura e pungéo cecal; LPS:
Lipopolissacarideos; SDRA= Sindrome do Desconforto Respiratdrio Agudo.




Quadro 2- Caracteristicas do modelo experimental de anti-inflamatério

Referénci
a (Autor,
ano)

Agente anti-inflamatério

Via de administragao (tempo de tratamento)

Carvalho et
al., 2020

ALl

1) Onal et al. (2011) - carvacrol (73 mg/kg)

2) Sen et al. (2014) - carvacrol (73 mg/kg)

3) de Carvalho et al. (2019) - carvacrol encapsulado em nanoparticula lipidica
sélida

Sepse

1)Ozer et al. (2017) - carvacrol (80 mg/kg)

ALl

1) intraperitoneal (1 dia)
2) oral (1 dia)

3) nebulizagéo (1 dia)

Sepse
1) oral (7 dias)

Eichacker et
al., 2002

Sepse

antiinflamatério ndo esteroidais e esteroidais (anticorpos anti-TNF , P-55 e
receptor soluvel P-80 TNF, TNF 75, antagonista de receptor de interleucina 1,
antagonista de receptor de fator de ativagdo plaquetaria, anti-bradiquinina, e
antiprostaglandina)

solugdo salina normal (20 mL)

Sepse
via intravenosa ( 3 dias; 24h)
intraperitoneal ( imediatamente e 6h)

Todos os animais receberam antibiéticos diariamente por 3 dias.
via intravenosa ou intra bréonquica com doses variaveis de
Escherichia coli 0111:B4, Staphylococcus aureus (0,25 a 100 x 109
UFC - Kg—-1 peso corporal), ou endotoxina E. coli 0111:B4 (0,75 a 2

Mg - kg-1)

Liu et al,
2018

ALI

1)Choi et al.(2007) - rtPA (250 mg)

2)Choi et al.(2007) - rtPA (250 mg)

3)Huang et al.(2012) - tPA (250 mg)
4)Stringer et al.(1988) - tPA (250 mg)

5) Hofstra et al.(2013) - rtPA (250 mg)
6)Conhaim et al.(2014) - tPA (250 mg)

7) Veress et al.(2013) - tPA (250 mg)

8) Veress et al.(2015) - tPA (250 mg)
9)Motoyama et al.(2013) - Plasmina (0,5 mg)
10) Motoyama et al.(2014) - Plasmina (0,5 mg)

ALlI

1) intravenosa (4h ou 16h)
2) NR (6h ou 16h)

3) NR( n&o reportado)(2h)
4) intraperitoneal (5h)

5) nebulizagéo (16h)

6) nebulizagio (24h)

7) intratraqueal (48)

8) NR

9) NR (1h)

10) NR (3,5h)

Mcintyre et
al., 2016

1) 2 Zhao et al. (2008) - CTMs Singénico (5.0 x10%5)
2) Lee etal. (2010) - Singénico (1.0 x10”6)
3)2 Yagi etal. (2010) - Xenogénicas (2.0 x10"6)

1) Intravenosa (12h)
2) Intravenosa (96h)
3) Intramuscular (0Oh)
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4) Hannoush et al. (2011) - Alogénico (5.0x10"6)

5) Liang et al (2011) - Singénico (1.0x10%6)

6) Sun et al (2011) - Autdélogo e Xenogénico (3 doses: 1.5x10"6)

7) Chang et al (2012) - Autdlogo (3 doses: 1.2x10%6) 0.5e 6 e 18, IP)

8) Chen et al (2012)- Singénico(1.0x106)

9) 3 Curley et al (2012) - Singénico (2.0x106) e (4.0x106)

10) Huang et al (2012) - Singénico(1x105);(1x10"6);(1x107);(1x10"8);
(1x1077); (1x1077); (1x1077) (1x1077)

11) 2 Li et al (2012) -xenogénicas (5x1015)

12) Qin et al (2012) -Singénico (1.0x10"6)

13) Wang et al (2012) - Singénico (1.0x10"6)

14) 2 Wu et al (2012) - Singénico (5.0x10"5 — 1.0x10”6/ mL (10 mL/kg)

15)2 Wu et al (2012) - Singénico a)(1 dose: ~5.0x105 — 1.0x106/ mL
(10mL/kg)); b)(2 doses:(~5.0x105 — 1.0x1026/ mL (10 mL/kg)

16) Xu et al (2012) - Singénico ((2.0x10"6)

17) Curley et al (2013) - Singénico ((4.0x106)

18) Gao et al (2013) - xenogénicas(5.0x1075)

19) Hannoush et al (2013) -Singénico (5.0x10"6)

20) Shin et al (2013) - xenogénicas((2x10%6)

21) 4 Yang et al (2013) - xenogénicas (1.0x10%7); (5.0x10”6); (1x1017, 5x10"6
,5x10%5, 5x10”4); (5.0x10"6)

22) Yilmaz et al (2013) - Singénico(7.5x10"5)

23) Zhao et al (2013) - Singénico(2.5x10"6)

4) Intravenosa (Oh)

5) Intravenosa (2h)

6) Intravenosa (1h,6h e 24h)

7) Intraperitoneal F 0,5h,6h,18h)

8) Intravenosa (0Oh)

9) Intravenosa ( Oh e 24h) e Intravenosa/intratraqueal (0.25-0.5)
10) Intravenosa) (6h);(6h); (6h); (6h);(1h); (6h); (12h) (24h)
11) Intravenosa (1h)

12) Intrapleural (0)

13) Intravenosa (2h)

14) Intravenosa (1h)

15) Intravenosa (1h) e (1h a 7h)

16) Intravenosa (0.17h)

17) Intratraqueal(0.25) e Intravenosa(0.5)

18)Intravenosa

19) Intravenosa (0.08h)

20) Intravenosa (0.5h)

21) Intravenosa (6h);(0);(1);(oh,1h,6h,12h)

22) Intratraqueal (2h)

23) Intravenosa (2h)

Vieira et al., | Sepse Sepse

2023 1)Xu et al.(2013) - CUR (200 mg/kg) 1) intraperitoneal (2 dias)
2)Xiao et al. (2012) - CUR (50 mg/kg ou 200 mg/kg) 2) intraperitoneal (2h e 12h)
3)Kumari et al.(2017) - CUR (20 mg/kg+10 mg/kg) 3) intraperitoneal + intranasal (1h)
4)Memis et al.(2008) - CUR estéril (1,2 g/kg) 4) intraperitoneal (7dias)
5)Savcun et al.(2013) - CUR (200 mg/kg) 5) intraperitoneal (12h)
6)Yang et al.(2013) - CUR (200 mg/kg) 6) intraperitoneal (3 dias)
7)Liu et al.(2017) - CUR (50 mg/kg ou 100 mg/kg) 7)oral (45 dias)

Wang et al, | ALl ALI

2020 1)Varkouhi et al.(2019)- CTMs Vesiculas extracelulares(100*1076/kg) 1)intratraqueal (48h)

2)Chen W. et al.(2019)-CTMs Microvesiculas

3)Devaney J,et al.(2015)-hCTMs-MC

4)Li QC, et al.(2019)-Exossomos derivados de CTMs(25 ug/100 pl)
5)Liu J, et al.(2019)-Exossomos derivados de CTMs(5-10 ug/500 pl)
6)Hayes M,et al.(2015)-MSC-CM (4 x 1076 células/500 pl)

2)intratraqueal (48 h ou 1 semana)
3)intratraqueal (48h)
4)intravenosa (7 dias)
5)intravenosa (20 h)

6)intravenosa (4 h)
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7)Peng CK, et al.(2017)-NCSCs-CM (5 x 10”6 células/250 ul) 7))intravenosa (90 min)
8) Xu N, et al.(2019)-Exossomos derivados de CTMs (50 mL) 8)intratraqueal (6, 24 e 48 h)

Definicao de abreviaturas: CUR: curcumina; CTMs/MSC: células estromais mesenquimais; hCTMs-MC: meio condicionado de células - tronco mesenquimais humanas
IL-1ra:interleucina um antagonista do receptor; MC/CM:meio condicionado; NCSCs-CM: meio condicionado de células-tronco do sistema nervoso central; NR:ndo reportado;
PAFra :antagonista do receptor do fator ativador de plaquetas; PAI-1:inibidor do ativador do plasminogénio-1; rhtPA/rhuPA:humano recombinante tPA/uPA; TNF: fator de
necrose tumoral; tPA:ativador de plasminogénio do tipo tecidual; tirosina quinase (75-81) (tyrphostin AG556); TNF P-80: receptor soluvel ; uPA: ativador de plasminogénio
uroquinase.
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Quadro 3- Parametros estudados e resultados

Referéncia Parametros avaliados para inflamagao Resultados
(Autor, ano)
Carvalho et al., 2020 | ALI ALI

1) Histolégico do tecido pulmonar, superéxido SOD e citocinas IL-6,
IL-10, TNF-a e G-CSF.

2) (MDA) indice de estresse oxidativo, TOS(oxidante total) , TAC
(capacidade antioxidante total) e OSl(indice de estresse oxidativo).

3) Histolégico do tecido pulmonar. Analise hematoldgica. Concentragéo
de MPO e MDA.

Sepse
1)Histolégico do tecido pulmonar, niveis de MDA tecidual e GSH. e,
através do soro, niveis de IL-1-B, IL-6 e TNF-a.

1) Os efeitos do carvacrol foi similar ao acido oleico em reduzir os danos
teciduais e na produgéo de citocinas inflamatérias.

2)A pré-administragédo de carvacrol foi relacionada a diminui¢cao dos
niveis de MDA, TOS e OSI| e aumento dos niveis de TAC, em
comparagao com ratos nao tratados com lesdo pulmonar induzida por
metotrexato.

3)O LS contendo carvacrol minimizou a les&o inalatéria, pois reduziu
significativamente o malondialdeido em relagéo ao grupo controle e
minimizou as alteracdes histolégicas.

Sepse

1)O tratamento com carvacrol preveniu as elevagdes dos niveis de
citocinas inflamatdrias (TNF-a, IL-13 e IL-6) e elevagdes do MDA no
tecido pulmonar, mas néo preveniu as redugdes da GSH nos tecidos
pulmonares sépticos. Além disso, efeitos histopatoldgicos protetores
sobre lesdes de multiplos 6rgaos.

Eichacker et
2002

al.,

1) Citocinas do lavado broncoalveolar (MCP-1)

2) Neutrdfilos no espaco intersticial, Relagdo peso umido/seco do
pulmao, neutréfilos broncoalveolarizados; Citocinas do lavado
broncoalveolar (IL6, TNFa, IL18), Mortalidade

3) Escore histoldgico pulmonar padronizado

4) Escore histologico pulmonar padronizado

5) Parede alveolar espessada; Relagdo peso umido/seco do pulmao;
proteina total do lavado broncoalveolar; neutrdfilos
broncoalveolarizados; Atividade de MPO pulmonar; Mortalidade

6) Parede alveolar espessada; Hipoxemia; Citocinas do tecido pulmonar
(TNFa); Citocinas de RNAm do tecido pulmonar (IL13, TNFa, IL10).

7) Mortalidade; Relagédo peso umido/seco do pulméo; Hipoxemia

8) Escore histolégico pulmonar padronizado; Neutréfilos no espago
intersticial; Agua extravascular pulmonar; Relagéo peso timido/seco do
pulmao; Hipoxemia; Atividade de MPO pulmonar; Citocinas de RNAm do
tecido pulmonar (TNFa, IL10)

Os animais apresentaram taxas de mortalidade muito mais altas do que
os humanos (mediana [25°-75° quartil] 88% [79-96%] versus 39%
[32—-43%], p = 0,0001) (Figuras 1B e 1C). Independentemente do tipo de
desafio, momento ou dose de tratamento, espécie estudada ou duracao
da observacéo, a razdo de probabilidade de sobrevivéncia com todos os
tratamentos anti inflamatérios especificos de mediador diminuiu a
medida que o risco de morte (taxa de mortalidade de controle estudada)
diminuiu (p = 0,0001 ) (Figura 1). Notavelmente, os anticorpos anti-TNF
foram considerados significativamente prejudiciais em dois estudos em
animais citados com taxas de mortalidade de controle muito baixas
(menos de 15%) que estavam abaixo daquelas estudadas na maioria
dos ensaios clinicos e pré-clinicos de sepse (17, 18). Cada um destes
dois estudos aumentou significativamente a inclinagao da relagdo entre
risco de morte e tratamento. Embora mostrados com outros dados, por
serem excessivamente influentes, esses dois estudos foram excluidos
da analise; no entanto, a incluséo tornaria esta relagéo ainda mais forte.
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9) neutrdfilos broncoalveolarizados; Citocinas do lavado broncoalveolar
(TNFa, IL6)

10) Relagdo pulméao umido/seco

11) Relagéo pulmao umido/seco; proteina total do lavado broncoalveolar;
Atividade de MPO pulmonar; neutrdfilos broncoalveolarizados;
Neutréfilos no espaco intersticial; Parede alveolar espessada

12) Escore histologico pulmonar padronizado; proteina total do lavado
broncoalveolar; Relagdo peso umido/seco do pulméao; citocinas do
lavado broncoalveolar (TNFa, IL10); Citocinas do tecido pulmonar
(TNFa, IL10); Citocinas de RNAm do tecido pulmonar (TNFa, IL10);
neutréfilos broncoalveolarizados; Atividade da MPO pulmonar
13)Parede alveolar espessada; Relagdo peso Umido/seco do pulméo;
Atividade de MPO pulmonar; As citocinas de RNAm do tecido pulmonar
(TNFa)

14) e 15) Escore histolégico pulmonar padronizado; Relagdo pulméo
molhado/peso seco

16) Escore histolégico pulmonar padronizado; Relagao peso Umido/seco
do pulméo; Citocinas do tecido pulmonar (TNFa, IL10, KC); Neutrdfilos
no espaco intersticial

17) - Parede alveolar espessada; Relagao peso umido/seco do pulmao;
proteina total do lavado broncoalveolar; Hipoxemia; Diferenga
alvéolo-arterial de oxigénio; neutréfilos broncoalveolarizados; Citocinas
do lavado broncoalveolar (TNFa, IL6, IL10)

18)Relagéo pulmao molhado/peso seco

19)Escore histolégico pulmonar padronizado

20) Citocinas do tecido pulmonar (TNFa, IL6, IL10); Parede alveolar
espessada; Neutrdfilos no espaco intersticial; Escore histologico
pulmonar padronizado

22) Escore histolégico pulmonar padronizado; Mortalidade
22)Membrana hialina; Agua extravascular pulmonar; Neutréfilos no
espaco intersticial; Atividade de MPO pulmonar; Citocinas do tecido
pulmonar (IL1B, IL6, Cxcl2)

23) Escore histolégico pulmonar padronizado; Hipoxemia; citocinas do
lavado broncoalveolar (TNFa, IL1B, IL6, IL10); neutréfilos
broncoalveolarizados; Mortalidade

Entre todos os fatores examinados, o risco de morte explicou a maior
parte da variabilidade (70%) nos efeitos do tratamento dos tratamentos
anti-inflamatérios comparando estes 95 experimentos.

Liu et al., 2018

1)Pa02: a pressao parcial do oxigénio no sangue arterial.

2)PaCQO2: a pressao parcial do diéxido de carbono no sangue arterial.
3)Neutrofilos

4)Atividade ativadora do plasminogénio (PAA)

A metanalise demonstra que a terapia fibrinolitica restaura a fibrindlise
disfuncional e a coagulagao na ALI. Esse beneficio independe de vias e
regimes fibrinoliticos. A deposicao de fibrina alveolar atraiu neutréfilos e
fibroblastos, e diminuiu a depuragao de liquido do edema pulmonar.
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5)BALF PAI-1 (Fluido do lavado broncoalveolar -BALF) / inibidor de
ativador de plasminogénio- PAI-1)

6)Plasma TATc - (Complexo trombina antitrombina-TATc)

7) Conteudo de agua nos pulmdes

8) Pontuacéo de lesédo pulmonar

Identificou-se que a fibrinolisina tPA e a via i.v. sdo as mais potentes
para reduzir a infiltragdo neutrofilica.

Além disso, descobriu-se que a plasmina pode ser a melhor fibrinolisina
para melhorar o escore de lesdo pulmonar.

Mclntyre et al., 2016

1) Zhao et al. (2008) - Citocinas no LBA (MCP-1) e parede alveolar
espessada.

2) Lee et al. (2010) - Neutrdfilos no espago intersticial, Razdo peso
umido/seco do pulméo, Neutrofilos no LBA; Citocinas no LBA (IL6,
TNFa, IL18), Mortalidade).

3) Yagi et al. (2010) - Escore histoldgico pulmonar padronizado e
Neutrdéfilos no espaco intersticial.

4) Hannoush et al. (2011) - Escore histolégico pulmonar padronizado.

5) Liang et al (2011) - Parede alveolar espessada; Raz&o peso
Umido/seco do pulmé&o; Proteina total no LBA; Neutréfilos no LBA;
Atividade de MPO no pulmé&o; Mortalidade.

6) Sun et al (2011) - Parede alveolar espessada; Hipoxemia; Citocinas
no tecido pulmonar (TNFa); Citocinas mRNA no tecido pulmonar (IL1p,
TNFa, IL10)

7) Chang et al (2012) - Mortalidade; Raz&o peso Umido/seco do pulmé&o;
Hipoxemia

8) Chen et al (2012) - Escore histolégico pulmonar padronizado;
Neutréfilos no espaco intersticial; Agua pulmonar extravascular; Razao
peso umido/seco do pulméo; Hipoxemia; Atividade de MPO no pulmao;
Citocinas mRNA no tecido pulmonar (TNFa, IL10).

9) Curley et al (2012) - Parede alveolar espessada; Razdo peso
Umido/seco do pulmao; Proteina total no LBA; Diferenga de oxigénio
alveolar-arterial; Neutréfilos no LBA; Citocinas no LBA (TNFa, IL6, IL10)
e Neutrofilos no LBA; Citocinas no LBA (TNFa, IL6).

10) Huang et al (2012) - Raz&o peso umido/seco do pulmao.

11) Li et al (2012) - Razao peso umido/seco do pulméo; Proteina total no
LBA; Atividade de MPO no pulmao; Neutrdfilos no LBA; Neutrofilos no
espaco intersticial; Parede alveolar espessada e Escore histologico
pulmonar padronizado; Mortalidade.

12) Qin et al (2012) - Escore histologico pulmonar padronizado; Proteina
total no LBA; Razdo peso Umido/seco do pulmao; Citocinas no LBA
(TNFa, IL10); Citocinas no tecido pulmonar (TNFa, IL10); Citocinas
MRNA no tecido pulmonar (TNFa, IL10); Neutréfilos no LBA; Atividade
de MPO no pulmao.

Os resultados da meta-analise apoiam que as CTMs reduzem
substancialmente as chances de morte em modelos animais de ALI, mas
elementos importantes de relato foram subdtimos e limitaram a forca de
nossas conclusdes.
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13) Wang et al (2012) - Parede alveolar espessada; Razdo peso
Umido/seco do pulmao; Atividade de MPO no pulmao; Citocinas mRNA
no tecido pulmonar (TNFa).

14) Wu et al (2012) - Escore histologico pulmonar padronizado; Razao
peso umido/seco do pulmé&o.

15) Wu et al (2012) - MPO no pulméo, Citocinas no tecido pulmonar
(TNFa, IL1B)

16) Xu et al (2012) - Escore histologico pulmonar padronizado; Razéo
peso umido/seco do pulmao; Citocinas no tecido pulmonar (TNFa, IL10,
KC); Neutrofilos no espaco intersticial

17) Curley et al (2013) - Parede alveolar espessada; Raz&do peso
Umido/seco do pulméo; Proteina total no LBA; Hipoxemia; Diferenca de
oxigénio alveolar-arterial; Neutréfilos no LBA; Citocinas no LBA (TNFaq,
IL6, IL10).

18) Gao et al (2013) - Razao peso umido/seco do pulmao.

19) Hannoush et al (2013) - Escore histolégico pulmonar padronizado.
20) Shin et al (2013) - Citocinas no tecido pulmonar (TNFa, IL6, IL10);
Parede alveolar espessada; Neutrofilos no espacgo intersticial; Escore
histolégico pulmonar padronizado.

21)Yang et al (2013) - Neutréfilos no espago intersticial; Escore
histolégico pulmonar padronizado; Mortalidade; Agua pulmonar
extravascular.

22)ilmaz et al (2013) - Membrana hialina; Agua pulmonar
extravascular; Neutréfilos no espacgo intersticial; Atividade de MPO no
pulmao; Citocinas no tecido pulmonar (IL18, IL6, Cxcl2).

23)Zhao et al (2013) - Score histolégico pulmonar padronizado;
Hipoxemia; Citocinas no LBA (TNFa, IL1B3, IL6, IL10); Neutrofilos no
LBA; Mortalidade.

Vieira et al., 2023

Sepse

1) Relagdo pulm&o molhado/peso seco Microscopia eletrénica de
transmissdo Exame histopatolégico Isolamento e analise de RNA
Reacédo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa em tempo
real Ensaio imunoenzimatico Determinagdo de proteinas Analise de
Western blot.

2) Mensuragédo da relagdo P/D pulmonar Medida da lesdo pulmonar no
lavado broncoalveolar (lavado broncoalveolar); Exame histopatoldgico
do pulméo; Medida da atividade da MPO, MDA e SOD; Mensuragao de
citocinas inflamatdrias, taxa de sobrevida.

Sepse

1)Descobriu-se que o tratamento com CUR reduziu significativamente a
relagdo peso umido/seco pulmonar na lesdo pulmonar aguda induzida
por sepse em ratos em 24 e 48 h. 24 h apds o tratamento inicial, a PCR
em tempo real e a andlise de Western blot mostraram que a expresséo
da via de sinalizagdo dependente de TGF-f 1 e SMAD3 foi
significativamente reduzida no grupo tratado com CUR do que em outros
grupos controle.No grupo CUR, a exsudagdo de fibrina no espaco
alveolar e a necrose celular foram menos proeminentes, ndo havendo
exsudacdo de heméacias. O tratamento com CUR preveniu alguns danos
induzidos pela sepse.
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3) Dosagem de ERO induzida por LPS no lavado broncoalveolar;
Dosagem de nitrito; Determinagao do nivel de TNF-a; Atividade da MPO
nos pulmdes; Avaliagdo do extravasamento capilar. Determinagdo da
inflamacdo do conteudo de hidroxiprolina (Hyp) como marcador de
colageno nos pulmdes; Determinacgéo histopatolégica da fibrose
pulmonar, Taxa de sobrevida.

4) Exame histopatoldgico.

5) Analises histopatolégicas; Dosagem de TNF-a e IL-1B nos tecidos
hepatico e renal; niveis de MDA e glutationa (GSH); Atividades da MPO
e da Na+/K+-ATPase.

6) Determinagdo da funcéo cardiaca por ultrassom cardiaco, alteragdes
morfoldgicas dos tecidos miocardicos e conteddo de cTnl, SOD e MDA
no plasma.

7) Mensuragdo da relagdo P/D pulmonar, Mensuragdo da leséo
pulmonar no lavado broncoalveolar; Exame histopatolégico do pulméo;
Mensuracéo das atividades das enzimas MPO, MDA, SOD e catalase;
Dosagem de citocinas inflamatérias.

2)O tratamento com CUR atenuou significativamente o edema e a
inflamagdo  pulmonar induzidos pelas FLP, pois diminuiu
significativamente a relagcdo P/D pulmonar, a concentragéo de proteinas
e o acumulo de células inflamatérias no lavado broncoalveolar, bem
como a atividade da mieloperoxidase pulmonar (MPO). A CUR
aumentou significativamente a atividade da superoxido dismutase (SOD)
com uma diminuig&o significativa no conteudo de malondialdeido (MDA)
no pulméo. Causou downregulation das citocinas inflamatérias TNF-a,
IL-8 e niveis de MIF no pulmdo, e CUR melhorou a taxa de
sobrevivéncia de ratos em 40%-50% com les&o pulmonar aguda (ALI)
induzida por CLP.

3)O CUR melhora os danos oxidativos causados pelas ROS induzidas
por LPS e pelo nivel de nitrito. O nivel de TNF-a induzido por LPS foi
melhorado pela CUR. A CUR suprime a infiltragdo neutrofilica e a
inflamacao pulmonar. O CUR protege contra histopatologia induzida por
LPS e dano capilar. O CUR melhora a deposi¢do de colageno induzida
por LPS nos pulmdes e no figado. A CUR melhorou a expressdo de
TGF-B 1, TLR-4 e iNOS induzida por LPS nos pulmdes. A CUR protege
contra letalidade induzida por LPS.

4)A PCR atenuou a degeneracdo hepatica hidropica, a dilatagédo
sinusoidal, as areas de necrose e a infiltragcdo inflamatdria no figado;
reducdo da inflamagéo, hiperemia e ulceragdo da mucosa no intestino
delgado; inflamagéo atenuada e necrose dos tubulos proximais no rim.
5)Os valores séricos de TNF-a e IL-13 e MDA e MPO tecidual foram
maiores, enquanto os valores de GSH tecidual e Na+/K+-ATPase foram
menores, no grupo FLP em comparagdo com o grupo sham. Esses
valores no grupo FL/PCR foram inversos daqueles no grupo FLP. Em
comparagdo com o grupo sham, a avaliacdo histopatolégica do grupo
FLP mostrou hepatdcitos, glomérulos e tubulos danificados, enquanto o
dano foi significativamente reduzido no grupo FL/FLP em comparacéo
com o grupo FLP.

6)O tratamento de ratos com CUR diminuiu significativamente os niveis
elevados de troponina | cardiaca (cTnl) e MDA no plasma e aumentou
os niveis de SOD apos FLP. Além disso, a CUR aumentou a
contratilidade miocardica por aumentar a fragdo de ejecdo (FE) e a
fragdo de encurtamento (FS) diminuidas em ratos com sepse induzida
por FLP. Além disso, a CUR poderia aliviar a inflamag¢ao miocardica e o
dano estrutural das células miocardicas na sepse induzida por FLP
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7)A administragdo de CUR reduziu significativamente a inflamagao
induzida por FLP, o edema pulmonar e a lesdo pulmonar crénica (CLI).
O tratamento com CUR reduziu significativamente a atividade da MPO e
o acumulo de células inflamatérias no lavado broncoalveolar, e também
o nivel de proteina, MDA, SOD e relacdo W/D foram significativamente
reduzidos nos tecidos pulmonares. Além disso, a CUR reduziu a
expressao dos niveis de IL-1b, TNF-a e nos tecidos pulmonares.

Wang et al., 2020

IL-1B, IL-6 e TNF-q, fator anti-inflamatoério IL-10, relagéo peso
Uumido/peso seco (relagéo P/D) do pulmao, proteina total no lavado
broncoalveolar e contagem de neutréfilos no lavado broncoalveolar.

Os resultados da reviséo sistematica indicam que as células estromais
mesenquimais (CTMs) séo benéficas em diversos modelos animais e
condigbes experimentais. Os efeitos protetores das CTMs
mantiveram-se mesmo em modelos animais clinicamente relevantes,
reduzindo a mortalidade em comparagao com controles doentes, mesmo
quando a terapia com CTMs foi iniciada mais de 6 horas apés a inducao
da lesdo pulmonar aguda (ALI). Embora a redug&o na mortalidade ndo
tenha sido estatisticamente significativa, houve uma tendéncia de menor
eficacia com o atraso na administragao de CTMs. Além disso,
antibidticos foram usados em apenas 3 dos 11 experimentos com
modelos infecciosos de ALI. A importancia de realizar experimentos
clinicamente relevantes é destacada para a avaliagao eficaz das CTMs,
especialmente quando a terapia esta sendo considerada para avaliacéo
clinica.

Definigado de abreviaturas: ALP: fosfatase alcalina; ALT: alanina transaminase; AST: aspartato transaminase; BALF: Fluido do lavado broncoalveolar; CAT: catalase; CLP/FLP:
ligadura e pungéo cecal; CLI: lesdo pulmonar crénica; CUR: curcumina; CTMs:células estromais mesenquimais; cTnl: troponina | cardiaca; Cxcl2: ligante de quimiocina motif
2; BHE: barreira hematoencefalica; EB: evans azul; EF: fragdo de encurtamento; FE: fragao de ejecdo; FLP:ligadura e pungéo cecal; GSH:glutationa reduzida; G-CSF: fator
estimulador de colbnias de granulécitos; GSH-px: glutationa peroxidase; ICP: lesdo pulmonar crénica; IFNy:interferon gama; IL:interleucina; i.n.: intranasal; iNOS: 6xido
nitrico sintase induzivel; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenosa; KC quimidlogo de queratindcitos; LBABROSO: lavado broncoalveolar; LBA: liquido de Lavagem Broncoalveolar;
ALL: lesdo pulmonar aguda; LPS: lipopolissacarideo; LS:nanoparticulas lipidicas sélidas; MCP-1:Citocinas do lavado broncoalveolar; MDA: malondialdeido; MIF/FIM: fator
inibidor de macréfagos; MPO: mieloperoxidase; O.A.: administragéo oral; OSl:indice de estresse oxidativo; PCR: reagdo em cadeia da polimerase; P/D: relacdo peso
umido/peso seco pulmonar; PAA: atividade ativadora do plasminogénio; PAI: inibidor de ativador de plasminogénio; RNAm:acido ribonucleico mensageiro; ROS: espécies
reativas de oxigénio; SMAD3:proteina essencial na via de sinalizagdo do TGF-3; SOD: superdxido dismutase; TAC:capacidade antioxidante total; TGF-[3: fator transformador
de crescimento beta; TLR4: Receptor Toll-like 4;
TNF-a:fator de necrose tumoral alfa;TOS: oxidante total.
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Quadro 4. Qualidade dos estudos e conclusées do modelo experimental de tratamentos anti-inflamatérios em ALI

Referéncia
(Autor, ano)

Risco de viés
metodoldgico
(ferramenta e resultado)
NO GERAL

Vieses encontrados
NO GERAL

Conclusbdes dos estudos primarios

Carvalho et al,
2020

SYRCLE's risk of bias (RoB)
tool (baixo, incerto e alto).

Alocagao dos animais, randomizagao
dos grupos, cegamento do pesquisador
que fez a intervengéo e dos avaliadores.

ALl

1) Os efeitos antioxidantes do carvacrol no tecido pulmonar o tornam
um produto eficaz na prevencgéo e reversdo de danos no tecido
pulmonar.

2)Leséao pulmonar induzida por metotrexato em ratos (dano oxidativo),
parcialmente neutralizada pelo pré-tratamento com carvacrol.

3)LS contendo carvacrol minimizam o estresse oxidativo e os danos
histologicos gerados pela inalagdo de fumaga em roedores.

Sepse

1)O tratamento com carvacrol reduz a sepse devido aos seus efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios.

Eichacker et al.,

2002

SYRCLE's risk of bias (RoB)
tool (baixo, incerto e alto).

N&o reportado

Em uma analise retrospectiva de ensaios clinicos e pré-clinicos e
estudos confirmatérios em animais, descobrimos que o risco de morte
alterou a eficacia dos tratamentos anti-inflamatérios durante a sepse.
Essa relagéo fornece uma explicagao para os resultados contraditérios
observados com essa abordagem terapéutica em ensaios clinicos
pré-clinicos e clinicos de sepse na Ultima década. Os agentes
anti-inflamatérios tiveram maiores efeitos do tratamento em modelos
animais em comparagao com 0s ensaios clinicos, pois os estudos
pré-clinicos foram feitos com riscos significativamente maiores de
morte.

Liu et al., 2018

O risco de vieses foi avaliado
por meio do Cochrane
Handbook for Systematic
Reviews of Interventions.

Dados de desfecho incompletos e relato
seletivo de desfechos em todos os
estudos foram de baixo risco. A
randomizagéo, o cegamento do pessoal,
o sigilo da alocagéo e o cegamento dos
resultados em 11 projetos foram de baixo
risco, enquanto o risco nos demais

Os resultados identificam que a melhor via é o parto intratraqueal, e o
regime mais eficaz é o tPA. Terapias fibrinoliticas aprovadas pelo FDA
para doengas cardiovasculares e pleurais, incluindo hemorragia
intraventricular hipertensiva,derrames pleurais loculados, derrames
parapneumonicos, empiema pleural, derrames malignos, hemotoérax e
infarto do miocardio,demonstram a tolerancia e a viabilidade desse
tratamento. A terapia fibrinolitica pode ser uma estratégia
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projetos nao foi claro.

farmacéutica eficaz para ALI em modelos animais.

Mcintyre et al.,
2016

Risk of bias was assessed
using the Cochrane Risk of Bias
tool( baixo,alto e incerto)

Geragao de sequéncia, Ocultagdo de
alocagéo, Cegamento de participantes e
pessoal, Cegamento de avaliadores de
resultados, Dados de desfecho
incompletos, Relatério seletivo de
resultados.

Em conclusao, as CTMs parecem reduzir substancialmente a morte
em modelos pré-clinicos de ALl e em muitos subgrupos. Nossa
revisdo sugere que essa terapia poderia fornecer um potencial
tratamento futuro para muitos tipos diferentes de leséo pulmonar
aguda e fornece evidéncias de suporte para avancar em diregdo a sua
avaliagdo em ensaios clinicos em humanos. No entanto, também
descobrimos que certos elementos de relato relacionados aos
dominios de risco de viés e a caracterizagdo das CTM eram
inadequados, o que poderia ser melhorado substancialmente com o
uso de uma diretriz de relatério pré-clinico, como o ARRIVE (Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments).

Vieira et al., 2023

SYRCLE's risk of bias
(CLE) tool (sim, ndo, incerto)

Todos os 12 estudos foram considerados
com risco incerto de viés de acordo com
a analise de risco de viés. As
informacdes sobre randomizagao,
alocagdo e cegamento ndo foram
claramente descritas nos artigos, que
s30 necessarios para a avaliagdo do
SYRCLE.

Sepse

1)A CUR desempenhou um papel protetor na ALl induzida por sepse,
possivelmente pela inibicdo da expresséo da via TGF- 1/SMAD3

2)A CUR protege contra a lesdo pulmonar aguda induzida por sepse
em ratos, reduzindo a infiltragdo de células inflamatodrias, a geragéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e regulando os efeitos das
citocinas.

3)A CUR em dose mais baixa (20 mg/kg, i.p.) pode inibir a inflamagéao,
o dano oxidativo e as alteragdes fibroticas em modelos murinos.

4)A CUR reduziu disfungdo organica em ratos com sepse
experimental.

5)A CUR tem efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios contra o dano
tecidual provavelmente causado por EROS e peroxidagao lipidica
induzida por sepse experimental em ratos.

6)CUR tem efeitos protetores sobre a fungdo cardiaca em ratos com
sepse.

7)CUR pode melhorar CLP induzida por CLP em ratos albinos
machos.

Wang et al., 2020

SYRCLE's risk of bias (RoB)
tool (baixo, moderado e alto)

Referéncias e data de publicagéo;
espécie animal; modelo de lesédo
pulmonar; descri¢bes da fonte da CME;
a dose e a via da terapia derivada das
CTM; e os momentos de avaliagao.

A PQTs reduziu a lesdo pulmonar e melhorou a sobrevida em modelos
animais de ALI/SDRA por meio dos seguintes mecanismos: melhora
da permeabilidade pulmonar, diminui¢do do infiltrado de células
inflamatorias, diminuigdo da regulagdo de mediadores
pré-inflamatérios e regulagdo positiva de mediadores
anti-inflamataérios.
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Definigao de abreviaturas: CLP: Ligadura e perfuragéo cecal; CUR: curcumina; CTM:células estromais mesenquimais; ALI/SDRA:lesdo pulmonar aguda/sindrome do
desconforto respiratério agudo; FDA: Food and Drug Administration; PQTs:terapias derivadas de CTM; tPA: Ativador de plasminogénio do tipo tecidual; TGF-B 1/SMAD3:Fator
de Crescimento Transformador-beta 1/proteina essencial na via de sinalizagdo do TGF-{.



54

5 CONCLUSAO

Com relagao a eficacia de tratamentos anti-inflamatérios em ratos com ALI,
os estudos revisados demonstraram resultados promissores, principalmente o
carvacrol, curcumina e terapia fibrinolitica. Estes achados ressaltam o potencial
terapéutico dos agentes investigados, confirmando que os ratos sdo modelos
relevantes para a pesquisa de novas terapias para ALI. No entanto, & importante
destacar que a extrapolagcdo desses resultados para uso em estudos em seres
humanos ainda exige cautela e existe a necessidade por mais estudos pré-clinicos,
considerando as diferencas entre modelos animais e humanos.

A analise do risco de viés nas revisdes sistematicas e meta-analises revelou
diversas lacunas metodoldgicas que podem comprometer a qualidade da evidéncia
gerada, principalmente no que se refere a randomizagdo e cegamento. Portanto,
este trabalho reforga a importancia de uma analise critica e rigorosa dos estudos
pré-clinicos em ratos para garantir a confiabilidade e a translacdo dos resultados
para a pratica clinica. A adogédo de metodologias sistematicas e bem definidas,
aliadas a uma avaliagdo constante do risco de viés, sdo passos fundamentais para
avancar no desenvolvimento de novos tratamentos eficazes para doengas como a
inflamacao pulmonar aguda. A continuidade da pesquisa e a implementacao de
melhores praticas podem contribuir significativamente para a melhoria das terapias

disponiveis e, consequentemente, para a saude humana.
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