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RESUMO 

 

A síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) é um estado de lesão pulmonar 
aguda (LPA) grave definido por início rápido, edema bilateral difuso e hipoxemia. 
Apesar de décadas de esforços, a taxa de mortalidade permanece elevada e não há, 
até o momento, um tratamento farmacológico definido. As evidências atuais 
sustentam um papel crítico da inflamação excessiva na LPA/SDRA, fazendo com que 
diversas citocinas e suas respectivas vias de sinalização sejam consideradas 
potenciais alvos terapêuticos. Contudo, devido à complexidade da síndrome, ensaios 
clínicos recentes apontam para a necessidade de combinação de fármacos e do uso 
de prescrição guiada por biomarcadores para que haja benefício clínico. Neste estudo, 
três combinações de fármacos anti-citocina foram comparadas com as respectivas 
monoterapias quanto à eficácia em um modelo experimental de LPA/SDRA induzido 
por lipopolissacarídeo (LPS) em camundongos. Para isso, foi utilizada a instilação 
intratraqueal de LPS em camundongos da linhagem CD-1 seguido da avaliação de 
alterações inflamatórias, hematológicas, fisiológicas e funcionais relevantes à triagem 
de fármacos na LPA. Primeiro, uma ampla caracterização do modelo foi realizada de 
modo a demonstrar efeitos tempo- (6, 24, 48 e 72 horas), dose- (7,5, 1,5, 0,75 e 0,3 x 
106 EU/kg) e sexo-dependentes e o perfil hiperinflamatório da LPA induzida por LPS. 
Esses resultados também guiaram a definição de dose do LPS (3,0 x 106 EU/kg), do 
tempo até a avaliação (três dias) e do sexo dos camundongos (machos) para os 
experimentos subsequentes. Na sequência, realizou-se um ensaio de farmacocinética 
seguido de uma prova de conceito, onde foi revelado que a adição do inibidor de Janus 
quinase (JAK) baricitinibe (10 mg/kg, v.o.) ao tratamento com o corticosteroide 
dexametasona (10 mg/kg, i.p.) aumenta consideravelmente a eficácia da intervenção. 
Isso inclui a redução ou abolição completa de aspectos da inflamação e consolidação 
pulmonar, mecânica respiratória disfuncional, expressão gênica pró-inflamatória e 
liberação de citocinas nos alvéolos. A partir desses resultados, outras duas 
combinações foram também avaliadas. Inicialmente, foi demonstrado que a 
neutralização simultânea de TNF e de IFN-γ com anticorpos monoclonais (500 μg 
cada por camundongo) apresentou eficácia comparável à combinação de 
dexametasona e baricitinibe, sendo mais eficaz que a neutralização individual e uma 
alternativa promissora aos imunossupressores não-seletivos. Depois, revelou-se que 
a combinação de dinaciclibe (inibidor de quinases dependentes de ciclina; 2,5 mg/kg, 
i.p.) e MCC950 (inibidor do inflamassoma NLRP3; 10 mg/kg, v.o.) também foi mais 
eficaz do que as monoterapias e resultou em ampla redução dos prejuízos, indicando 
que existem múltiplos alvos terapêuticos pelos quais combinações de fármacos 
podem resultar em melhor desfecho na LPA. Deste modo, conclui-se que 
combinações de fármacos anti-citocina reduzem a inflamação e alterações 
hematológicas, fisiológicas e funcionais de maneira superior às monoterapias na LPA 
induzida por LPS em camundongos. Estes achados apoiam de maneira enfática a 
continuidade das investigações da terapia combinada anti-citocina em cenários de 
hiperinflamação e LPA, e sugerem que no futuro diferentes combinações de fármacos 
poderiam ser aliadas à seleção de pacientes guiada por biomarcadores para um 
tratamento individualizado efetivo da SDRA. 
 

Palavras-chave: SDRA; terapia combinada; inflamação; insuficiência respiratória. 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is a state of severe acute lung injury (ALI) 
defined by rapid onset, bilateral diffuse edema and hypoxemia. Despite decades of 
efforts, mortality rate remains high and there is no defined pharmacological treatment. 
Current evidence supports a critical role for excessive inflammation in ALI/ARDS, 
resulting in several cytokines and their signaling pathways being putative therapeutic 
targets. However, due to the complexity of the syndrome, recent clinical trials point to 
the necessity of combination therapy and use of biomarker-guided prescription to 
achieve clinical benefit. In this study, the efficacy of three combinations of anti-cytokine 
drugs were evaluated and compared to their respective monotherapies in a model of 
ALI/ARDS induced by lipopolysaccharide (LPS) in mice. To this end, LPS was instilled 
intratracheally in male mice from the CD-1 strain followed by assessment of 
inflammatory, hematologic, physiologic and functional alterations that are relevant to 
drug screening in ALI. First, a broad characterization of the model was carried out to 
demonstrate time- (6, 24, 48 and 72 hours), dose- (7.5, 1.5, 0.75 e 0.3 x 106 EU/kg) 
and sex-dependent effects and the hyperinflammatory profile of LPS-induced ALI. 
These results also led to the informed selection of the dose of LPS (3,0 x 106 EU/kg), 
time until assessment (three days), and sex of mice (males) for further experiments.  
Then, a study of pharmacokinetics was followed by a proof-of-concept test, through 
which was revealed that adding the Janus kinase (JAK) inhibitor baricitinib (10 mg/kg, 
p.o.) to treatment with the corticosteroid dexamethasone (10 mg/kg, i.p.) considerably 
increases the efficacy of the intervention. This includes reducing or completely 
abrogating aspects of pulmonary inflammation and consolidation, dysfunctional 
respiratory mechanics, pro-inflammatory gene expression and cytokine release into 
the alveolus. Based on these results, two additional drug combinations were also 
evaluated. Initially, it was demonstrated that simultaneous neutralization of TNF and 
IFN-γ with monoclonal antibodies (500 μg each per mice) resulted in an efficacy that 
is comparable to that of the combination of dexamethasone and baricitinib, being more 
efficacious than individual neutralization and a promising alternative to non-selective 
immunossupressors. Then, it was revealed that combining dinaciclib (cyclin-
dependent kinase inhibitor; 2.5 mg/kg i.p.) and MCC950 (NLRP3 inflammasome 
inhibitor; 10 mg/kg, p.o.) was also more effective than the monotherapies and results 
in broad reduction of impairment, indicating that there are multiple therapeutic targets 
through which drug combinations may result in better outcome in ALI. Therefore, we 
conclude that combinations of anti-cytokine drugs are superior to monotherapies in 
reducing inflammation and hematologic, physiologic and functional changes in LPS-
induced ALI in mice. This findings emphatically support further investigation into 
combined anti-cytokine therapy in settings of hyperinflammation and ALI, and suggests 
that in the future different drug combinations could be coupled to biomarker-guided 
selection of patients for effective individualized treatment of ARDS. 
 
 

Keywords: ARDS; combination therapy; inflammation; respiratory failure. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  SÍNDROME DO DESCONFORTO RESPIRATÓRIO AGUDO 

 

O sistema respiratório é o conjunto de estruturas responsável pela condução 

do ar inalado até os pulmões e a troca de O2 e CO2 entre os alvéolos pulmonares e a 

circulação sanguínea. Em humanos, esse sistema é dividido em trato respiratório 

superior, constituído pela cavidade nasal, faringe e laringe, e o trato respiratório 

inferior, formado pela traqueia, brônquios, bronquíolos e alvéolos (Figura 1).  

 

 
Figura 1. Sistema respiratório humano. Fonte: adaptado de Silva et al. (2017). 

 

Pela natureza de sua função, o trato respiratório inferior é uma estrutura 

bastante delicada e a preservação de suas características é essencial à vida. Ao 

mesmo tempo em que paredes alveolares extremamente finas e vascularizadas são 

necessárias para a troca gasosa eficiente, o tecido precisa ser complacente e elástico 

o suficiente para permitir grandes variações de volume que promovem o fluxo de ar. 

Ainda, os pulmões precisam lidar com a exposição constante a partículas e patógenos 

carreados pelo ar inalado, cujo volume ultrapassa 10.000 litros por dia em humanos 

(Riches & Martin, 2018). Desse modo, tal exposição e vulnerabilidade faz dos pulmões 

um órgão susceptível a uma variedade de doenças, particularmente em ambientes 

com aglomerações de pessoas, pobreza, exposições ambientais e condições 

inadequadas de habitação e de cuidado à saúde (FIRS, 2021).  
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Enquanto a maioria dos estímulos nocivos ao sistema respiratório é 

naturalmente e prontamente resolvida pelo sistema imune, por vezes, lesões 

pulmonares causadas por infecção, inflamação e/ou outros estímulos agudos podem 

ultrapassar a capacidade do órgão em manter sua homeostase. Nesses casos, 

sintomas comuns e inicialmente brandos dão lugar a complicações graves, podendo 

evoluir a um quadro de disfunção respiratória chamada Síndrome do Desconforto 

Respiratório Agudo (SDRA). 

 

1.1.1. Etiologia 

 

A SDRA é uma síndrome respiratória heterogênea caracterizada por 

insuficiência respiratória aguda, edema bilateral difuso no tecido pulmonar e 

hipoxemia (ARDS Definition Task Force, 2012). Tipicamente, o desenvolvimento da 

SDRA acontece em ambiente hospitalar a partir de quadro não-resolvido de 

pneumonia ou sepse extrapulmonar, mas pode também derivar de causas menos 

frequentes como aspiração de conteúdo gástrico, trauma, overdose de drogas, 

transfusão de sangue, afogamento, pancreatite, entre outras. Embora a pneumonia 

seja o fator de risco inicial mais comum à SDRA, a grande maioria dos pacientes 

também apresenta sepse durante a evolução do quadro (Matthay et al., 2020; Figura 

2). 



21 
 

 
 

 
Figura 2. Etiologias da SDRA. O tamanho dos círculos representa uma aproximação da frequência 
relativa de cada condição (o círculo que corresponde à COVID-19 pode estar sujeito a imprecisão). 
EVALI = lesão pulmonar associada ao uso de produtos de cigarro eletrônico ou vaping. Fonte: adaptado 
de Matthay et al. (2020). 

 

No que diz respeito às infecções respiratórias, mais de 40 patógenos ou grupos 

de patógenos estão associados à SDRA (Matthay et al., 2019; 2020). Esses incluem 

principalmente vírus e bactérias, mas também fungos e protozoários. Dentre as 

bactérias, destacam-se as comumente associadas a infecções comunitárias, como 

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, 

Moraxella catarrhalis, Legionela pneumophila, Clamydophila pneumonia e 

Mycoplasma pneumoniae, além de Mycobacterium tuberculosis. Outras, como 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Acinetobacter 

spp., são mais importantes na SDRA associada a infecções hospitalares (Matthay et 

al., 2019; 2020). De maneira importante, várias das bactérias supracitadas estão 

classificadas como prioridade em um esforço de preocupação global da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) com o surgimento de bactérias resistentes a antibióticos 

(Tacconelli et al., 2018). 
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Quanto aos vírus, recebem destaque o Influenza A (e.g. H1N1, H5N1, H7N9) e 

Influenza B, metapneumovirus humano, vírus sincicial respiratório, rinovírus, 

coronavírus (e.g. MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2) e adenovírus (Matthay et 

al., 2019; 2020). Os vírus Influenza A, por exemplo, são um grupo de patógenos 

causadores de epidemias sazonais que, em geral, causam infecção branda marcada 

por sintomas gripais (e.g. tosse, febre, coriza, dor de cabeça) e inflamação do trato 

respiratório superior. Apesar disso, esses vírus foram responsáveis por 291 a 645 mil 

mortes por ano globalmente entre 1999 e 2015 (Iuliano et al., 2018). Isso acontece 

porque uma parcela dos infectados progride para um quadro de pneumonia viral que, 

se não resolvida, causa um ciclo de auto amplificação de dano inflamatório 

característico do desenvolvimento de SDRA (Short et al., 2014). Dessa forma, dada a 

ameaça constante de novas pandemias a partir de linhagens emergentes (Harrington 

et al., 2021), a SDRA induzida por Influenza A é particularmente preocupante em um 

contexto epidemiológico. 

Outro exemplo recente é o SARS-CoV-2, um vírus de RNA descoberto em 2019 

e causador da COVID-19. Esse vírus faz parte da família de coronavírus da qual dois 

outros patógenos zoonóticos – SARS-CoV e MERS-CoV – emergiram e causaram 

pandemias em 2002 e 2012, respectivamente (Hu et al., 2021). Com o surgimento e 

a rápida distribuição do SARS-CoV-2, uma nova pandemia foi reconhecida pela OMS 

em março de 2020 e resultou, até setembro de 2023, em cerca de 770 milhões de 

casos e quase 7 milhões de mortes (OMS, 2023). Segundo a OMS, entre os 

sintomáticos, casos leves e moderados equivalem a 80% dos indivíduos, seguido de 

15% de casos graves (que requerem suporte respiratório ou UTI) e 5% de casos 

críticos (Hu et al., 2021; OMS, 2021). Entre os pacientes com COVID-19 internados 

em UTI, a prevalência de SDRA é de 75% e sobe para 90% se considerados apenas 

os não-sobreviventes (Tzotzos et al., 2020). A taxa de mortalidade na UTI é 

tipicamente de 40 a 50%, sendo a SDRA a causa de morte em pouco menos de um 

terço dos casos, chegando a 95% na ausência de suporte adequado (Olivas-Martínez 

et al., 2021).  

A sepse, outra condição intimamente associada à SDRA, tem origem na 

complicação de um quadro de pneumonia ou a partir de um insulto extrapulmonar. 

Fontes comuns da sepse extrapulmonar incluem infecções do peritônio, do trato 

urinário, de tecidos moles e da pele (Matthay et al., 2019; 2020). Nesses casos, a 
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patogênese da SDRA advém da lesão pulmonar indireta, que é a manifestação 

pulmonar de um estado de inflamação e disfunção endotelial generalizado e 

previamente estabelecido (Shaver & Bastarache, 2014). 

 

1.1.2. Epidemiologia 

 

Dados epidemiológicos de SDRA variam bastante ao longo dos estudos, e 

diversos fatores dificultam a separação das diferenças biológicas entre populações 

daquelas que dizem respeito ao diagnóstico e serviços de saúde (Pham & Rubenfeld, 

2017). Isso foi confirmado por análise a posteriori do maior estudo epidemiológico 

internacional da SDRA em que se revelaram diferenças geoeconômicas importantes 

(Laffey et al., 2017). Na literatura, a incidência populacional da SDRA foi estimada 

entre 3,65 e 81 casos por 100.000 pessoas-ano (revisado em Pham & Rubenfeld, 

2017; Rezoagli et al., 2017). Grande variação é também observada no custo 

econômico da SDRA, tendo sido estimado entre 8 e 547 mil dólares por paciente, com 

a amplitude dos gastos parcialmente explicada pela população considerada e os 

diferentes sistemas de saúde (Boucher et al., 2022).  

De acordo com o estudo prospectivo internacional LUNG SAFE (Bellani et al., 

2016), o maior em dados epidemiológicos (459 UTIs em 50 países) realizado antes 

da pandemia de COVID-19, pacientes com SDRA corresponderam a 10,4% de todas 

as admissões em UTI e 23,4% de todos os que utilizaram ventilação mecânica. Este 

trabalho, realizado durante o inverno, também indicou que 59,4% dos pacientes 

apresentaram pneumonia como fator de risco, seguido de sepse extrapulmonar (16%), 

aspiração (14,2%) e outros com menores frequências. A mortalidade hospitalar geral 

ficou em 40%, sendo 34,9% em casos de SDRA leve, 40,3% em casos moderados e 

46,1% em casos graves (Bellani et al., 2016).   

Em outro estudo, o qual observou atestados de óbito gerados nos EUA entre 

1999 e 2013, foi revelado um decréscimo significativo de mortes relacionadas à SDRA 

ao longo do tempo (Cochi et al., 2016). Atualmente, uma revisão de vários estudos 

epidemiológicos sugere um platô da mortalidade em torno de 40% para SDRA 

independente da gravidade e 45% para casos moderados a graves (Rezoagli et al., 

2017). Cochi et al. (2016) também mostraram maior mortalidade ajustada por idade 
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em homens e na população negra, embora não seja possível discernir os fatores 

genéticos de potenciais determinantes sociais. 

No estudo retrospectivo realizado por Ketcham et al. (2020), 84% dos pacientes 

com SDRA apresentavam sepse nas 72 horas anteriores à morte, embora esse índice 

fosse de 43% no início do acompanhamento. Além da sepse, disfunção neurológica 

(46%), hematológica (41%), renal (37%), cardíaca (24%), hemorragia (12%) e 

disfunção hepática (9%) e gastrointestinal (6%) foram também observadas. No geral, 

60% dos pacientes com SDRA apresentaram disfunção de múltiplos órgãos nesse 

mesmo período, mas somente 9% foram caracterizados com disfunção pulmonar 

irreversível e não-suportável (Ketcham et al., 2020). No mesmo sentido, o estudo 

LUNG SAFE associou maior gravidade da SDRA a um maior escore do componente 

não-pulmonar no SOFA (do inglês Sequential Organ Failure Assessment), uma 

ferramenta para avaliar a incidência e a gravidade de disfunção de órgãos (Bellani et 

al., 2016). Em conjunto, essas evidências indicam que, apesar da disfunção pulmonar, 

a piora do quadro e a mortalidade na SDRA está fortemente associada à sepse e 

disfunção de múltiplos órgãos. 

 

1.1.3. Fisiopatologia 

 

A SDRA pode ter origem pulmonar (direta) ou extrapulmonar (indireta), e isso 

implica em diferenças no modo e local em que ocorre o início da lesão nos pulmões 

(Shaver & Bastarache, 2014). Na SDRA de origem pulmonar, a patogênese se dá nos 

alvéolos a partir de estímulos que direta ou indiretamente causam um insulto 

inflamatório e lesão epitelial (Figura 3). Assim, receptores de reconhecimento de 

padrão (PRRs) expressos em células epiteliais e macrófagos residentes reconhecem 

padrões moleculares associados a dano celular (DAMPs) e/ou patógenos (PAMPs), o 

que leva à ativação do sistema imune e produção de quimiocinas (e.g. MCP-1/CCL2, 

CCL7) e citocinas pró-inflamatórias (e.g. IL-1β, TNF, IL-6). Uma vez liberadas no 

espaço broncoalveolar, essas substâncias promovem o recrutamento e ativação de 

leucócitos, cujos produtos de sua atividade (e.g. espécies reativas, histonas, 

armadilhas extracelulares dos neutrófilos e mais citocinas) perpetuam a resposta 

inflamatória e causam danos ao tecido alveolar (Matthay et al., 2019; Thompson et al., 

2017).  
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Figura 3. Lesão alveolar aguda na SDRA. AECI = célula epitelial alveolar do tipo I. AECII = célula 
epitelial alveolar do tipo II. PRR = receptor de reconhecimento de padrão. PAMP = padrão molecular 
associado a patógenos. LPS = lipopolissacarídeo. DAMP = padrão molecular associado a dano. 
HMGB1 = proteína 1 do grupo de alta mobilidade. ENaC = canal epitelial de sódio. Na+/K+ ATPase = 
bomba ATPase de sódio e potássio. CD86 = grupamento de diferenciação 86. TNF = fator de necrose 
tumoral. IL-1β = interleucina 1β. IL-6 = interleucina 6. IL-8 = interleucina 8. NETs = armadilhas 
extracelulares de neutrófilos. LTB4 = leucotrieno B4. ROS = espécies reativas de oxigênio. MMPs = 
metaloproteinases de matriz. MPO = mieloperoxidase. Fonte: adaptado de Thompson et al. (2017). 

 

À medida que a integridade das barreiras epitelial e endotelial é comprometida, 

o interstício e o interior do alvéolo são preenchidos com mais células e conteúdo 

vascular, o que causa congestão do tecido. Em paralelo, a ativação de células 

endoteliais favorece a formação de microtrombos através da agregação de plaquetas 

(Matthay et al., 2019; Thompson et al., 2017). Além disso, a lesão do epitélio também 
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reduz a capacidade de produção de surfactante e de remoção de fluido, o que contribui 

ao agravamento do quadro (Huppert et al., 2019). Então, com a formação de edema 

e prejuízo à hematose, desenvolve-se hipoxemia e a necessidade de suporte 

ventilatório (Matthay et al., 2019; Thompson et al., 2017). O Quadro 1 ilustra a 

conexão entre mecanismos de patogênese e os diferentes aspectos da manifestação 

clínica da SDRA. 

 

Quadro 1. Relação entre os mecanismos patogênicos, as consequências fisiológicas 
e as manifestações clínicas na SDRA. 

Mecanismo Consequência fisiológica Manifestação clínica 

Lesão de barreira alvéolo-capilar com 
formação de edema intersticial e 
alveolar 

Redução de complacência 
pulmonar 

Aumento do esforço 
respiratório 

Preenchimento alveolar difuso 
Desequilíbrio da relação 
perfusão-ventilação e 
shunt 

Hipoxemia grave com 
opacidade radiográfica 
bilateral difusa 

Inativação e produção reduzida de 
surfactante 

Colapso alveolar no fim da 
expiração 

Resposta favorável à 
pressão expiratória final 
positiva (PEEP) 

Ativação endotelial e plaquetária com 
trombose microvascular nos pulmões, e 
destruição ou obstrução do leito 
vascular pulmonar 

Aumento da ventilação do 
espaço morto, hipertensão 
arterial pulmonar 

Aumento da ventilação 
minuto, hipercapnia, 
insuficiência cardíaca 
direita 

Extravasamento de mediadores 
inflamatórios para a circulação sistêmica 

Síndrome de resposta 
inflamatória sistêmica 

Disfunção múltipla de 
órgãos 

Fonte: adaptado de Bos & Ware (2022). 

 

Após os primeiros dias de inflamação aguda (fase exsudativa), o alvéolo 

prejudicado entra em fase proliferativa, caracterizada pela multiplicação de células e 

remodelação do alvéolo. Esta etapa é crítica para a recuperação de pacientes com 

SDRA (Matthay et al., 2019). Todavia, em alguns casos a fase proliferativa também 

resulta na formação de fibrose, uma resposta fortemente associada com maior 

dependência da ventilação mecânica e maior índice de mortalidade (revisado em 

Burnham et al., 2014). 

Por fim, embora seja amplamente aceito que a lesão pulmonar direta e indireta 

diferem em algumas características clínicas, os fatores subjacentes e como eles 

podem ser relevantes para a intervenção terapêutica na SDRA ainda são incertos (Bos 

& Ware, 2022). Nesse sentido, outra maneira interessante de diferenciar os pacientes 

é estratificá-los por subfenótipos biológicos com base no nível de resposta 
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inflamatória. Essa abordagem é referida na literatura como os subfenótipos 

hipoinflamatório e hiperinflamatório da SDRA (Sinha et al., 2022). Resumidamente, há 

evidências de que o subfenótipo hiperinflamatório — aproximadamente um terço dos 

pacientes — apresenta mortalidade significativamente maior, níveis mais elevados de 

citocinas pró-inflamatórias circulantes e resposta contrastante a intervenções 

farmacológicas e não farmacológicas (Calfee et al., 2014; 2018; Famous et al., 2017). 

Ensaios prospectivos utilizando estratégias baseadas em subfenótipos biológicos 

ainda não foram realizados, mas são promissores na identificação de terapias para a 

SDRA e de pacientes com maior probabilidade de se beneficiar (Wick et al., 2021). 

 

1.1.4. Diagnóstico 

 

A SDRA foi descrita pela primeira vez em 1967, a partir de 12 pacientes que 

desenvolveram um padrão similar de insuficiência respiratória aguda apesar de 

heterogeneidade de insultos primários (Ashbaugh et al., 1967). Um primeiro consenso 

da definição de SDRA foi estabelecido 27 anos mais tarde, em 1994 (Bernard et al., 

1994), e posteriormente revisado em 2012 dando origem a uma nova definição 

chamada “definição de Berlim” (ARDS Definition Task Force, 2012). Posta a 

inexistência de um teste diagnóstico, a presença e gravidade da SDRA é determinada 

pelo preenchimento dos critérios desta definição (Quadro 2).  

 

Quadro 2. Critérios da Definição de Berlim para diagnóstico da SDRA 

Tempo 
Insuficiência respiratória em 1 semana a partir de insulto clínico conhecido ou de 
sintomas respiratórios novos ou que se agravam 

Imaginologia 
Opacidade bilateral em radiografia do tórax ou tomografia computadorizada não 
totalmente explicada por efusões, colapso ou nódulos 

Origem do 
edema 

Insuficiência respiratória não totalmente explicada por insuficiência cardíaca ou 
sobrecarga hídrica. Necessita avaliação objetiva (e.g. ecocardiografia) para excluir 
edema hidrostático se na ausência de fator de risco 

Oxigenação 

Estabelecimento agudo de hipoxemia definida como PaO2/FiO2 ≤ 300 mmHg com 
PEEP ≥ 5 cm H2O 
- PaO2/FiO2 de 201-300 mmHg é SDRA leve 
- PaO2/FiO2 de 101-200 mmHg é SDRA moderada 
- PaO2/FiO2 ≤ 100 mmHg é SDRA grave 

SDRA = síndrome do desconforto respiratório agudo. PaO2 = pressão parcial de oxigênio arterial. FiO2 
= fração inspirada de oxigênio. PEEP = pressão expiratória final positiva. Fonte: adaptado de Matthay 
et al. (2019) e ARDS Definition Task Force (2012). 
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Após admissão hospitalar, pacientes com lesão pulmonar regularmente 

apresentam desconforto respiratório, aumento de frequência respiratória, taquicardia 

e podem apresentar cianose como consequência de hipoxemia (Matthay et al., 2019). 

Entre os que desenvolvem a SDRA, o preenchimento dos critérios diagnósticos tende 

a ocorrer rapidamente após a hospitalização, em até 48 horas na maioria dos casos 

(Matthay et al., 2019). No estudo LUNG SAFE, por exemplo, 93% dos pacientes 

admitidos em UTI e que apresentaram SDRA o fizeram nas primeiras 24 horas. 

Porém, o reconhecimento clínico da síndrome ocorreu em apenas 60,2% do total de 

casos, variando de 51,3% em casos leves a 78,5% em casos graves (Bellani et al., 

2016). Ainda, somente 34% dos diagnósticos ocorreram no momento do 

preenchimento dos critérios (Bellani et al., 2016), evidenciando que a SDRA não foi 

somente sub-reconhecida, mas que o diagnóstico, quando presente, aconteceu com 

atraso para a maioria dos pacientes. Entre os sobreviventes da SDRA, prejuízos 

físicos e mentais podem ser observados por muitos anos adiante (revisado em Mart 

& Ware, 2020). 

 

1.1.5. Manejo clínico 

 

Embora a pesquisa ao longo dos anos tenha promovido avanço expressivo em 

terapias de suporte, o desenvolvimento de farmacoterapias específicas para o 

tratamento da SDRA não obteve sucesso (Matthay et al., 2017). Logo, o manejo clínico 

permanece focado em suporte ventilatório e hemodinâmico, no tratamento de 

infecções e em práticas gerais de manutenção da saúde (Figura 4; Fan, Brodie & 

Slutsky, 2018, Matthay et al., 2019).  
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Figura 4. Manejo clínico da SDRA e potenciais práticas associadas. PEEP = pressão expiratória final 
positiva. PAV = pneumonia associada à ventilação. ECMO = oxigenação por membrana extracorpórea. 
Fonte: produzido pelo autor.  

 

Consideradas as condições de hipoxemia e estabilidade hemodinâmica, um 

paciente com SDRA leve pode ser submetido à ventilação mecânica não-invasiva 

através de ferramentas como cânula nasal, máscara facial ou capacete. Já em casos 

moderados a graves, em especial, se torna necessário o método de ventilação 

invasiva (i.e., intubação). Embora o suporte ventilatório seja crítico para a 

sobrevivência do indivíduo com SDRA, o esforço biomecânico aplicado ao tecido 

durante os ciclos da ventilação pode causar ou agravar a lesão pulmonar, além de 

contribuir para a disfunção de órgãos e mortalidade (Beitler, Malhotra & Thompson, 

2016; Fan, Brodie & Slutsky, 2018). Esse fenômeno foi definido como lesão pulmonar 

induzida por ventilador (LPIV) e levou à adoção de práticas conhecidas como 

“ventilação protetora”. Em 2017, com o objetivo de mitigar a LPIV, sociedades médicas 

da área publicaram conjuntamente um documento com diretrizes para a prática clínica 

da ventilação mecânica em adultos com SDRA (Fan et al., 2017). O Quadro 3 resume 

essas recomendações. 
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Quadro 3. Recomendações de diretriz de prática clínica para a ventilação mecânica 
em adultos com SDRA. 

Intervenção 
Gravidade da 

SDRA 
Recomendação 

Ventilação mecânica com 
volumes correntes e 
pressões inspiratórias 
baixos 

Todas 

Forte recomendação a favor do uso de 
estratégias que limitam o volume corrente (4-
8 ml/kg de peso corporal predito) e pressão 
inspiratória (pressão de platô < 30 cmH2O) 

Posição prona Grave 
Forte recomendação a favor do uso de 
posição prona por mais de 12 horas/dia em 
pacientes com SDRA grave 

Ventilação oscilatória de 
alta-frequência 

Moderada ou 
grave 

Forte recomendação contra o uso rotineiro de 
ventilação oscilatória de alta-frequência em 
pacientes com SDRA moderada ou grave 

Pressão positiva expiratória 
final (PEEP) mais alta 

Moderada ou 
grave 

Recomendação condicional a favor do uso de 
PEEP mais alta 

Manobras de recrutamento 
Moderada ou 
grave 

Recomendação condicional a favor  do uso 
de manobras de recrutamento 

Oxigenação por membrana 
extracorpórea (ECMO) 
venovenosa 

Grave 
Sem recomendação devido a evidência 
insuficiente. 

SDRA = síndrome do desconforto respiratório agudo. Fonte: traduzido de Fan et al. (2017). 

 

Embora seja assunto de uma atualização futura da diretriz, o uso de sedativos 

e bloqueadores neuromusculares também podem beneficiar pacientes em uso de 

ventilação mecânica. Essa é uma intervenção farmacológica complementar cujo 

objetivo é reduzir o risco de LPIV e de lesão autoinfligida pelo esforço respiratório 

espontâneo. Nesse sentido, uma meta-análise recente mostra redução de LPIV e de 

mortalidade (21-28 dias, mas não em 90 dias) em pacientes com SDRA moderada a 

grave sob uso de bloqueadores neuromusculares (Torbic et al., 2021). Além destes, 

outro risco importante do suporte ventilatório é a pneumonia associada à ventilação 

(PAV), definida como uma infecção adquirida após pelo menos 48 horas de ventilação 

mecânica. A PAV ocorre em 5 a 40% dos pacientes com SDRA ventilados e está 

fortemente ligada à intubação endotraqueal. Sendo um potencial agravante do quadro 

clínico, a PAV demanda um processo coordenado de diagnóstico, escolha do 

tratamento e evasão de resistência microbiana (Papazian, Klompa & Luyt, 2020).  

Uma das principais características da SDRA é o aumento da permeabilidade 

vascular e consequente formação de edema pulmonar. Por essa razão, maior pressão 

hidrostática vascular causada pela infusão de fluido tem o potencial de favorecer a 

formação de edema. Por outro lado, a administração de fluido também é importante 

para o aumento do débito cardíaco e oxigenação dos tecidos (Vignon et al., 2020). 
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Assim, esse dilema levou ao estudo de diferentes estratégias de administração de 

fluido, em geral definidas como “conservadoras” ou “liberais”. Em uma meta-análise, 

o uso de estratégias conservadoras aumentou o número de dias livre de ventilação e 

reduziu o tempo de permanência na UTI, mas não houve impacto sobre a mortalidade 

(Silversides et al., 2017). Por isso, embora algum nível de benefício tenha sido 

encontrado, há ainda incertezas sobre a estratégia conservadora. No mais, outras 

estratégias no tratamento da SDRA incluem o uso de vasodilatadores inalatórios e a 

oxigenação por membrana extracorpórea (ECMO) (Matthay et al., 2019). 

 

1.1.6. A busca por um tratamento farmacológico 

 

Ao longo de décadas de pesquisa, estudos clínicos para testar potenciais 

tratamentos para a SDRA acumularam muitos insucessos, incluindo-se anti-

inflamatórios e anticoagulantes, estatinas, surfactante, antioxidantes e outros 

(Quadro 4).  

 

Quadro 4. Compilado de insucessos em estudos clínicos destinados à investigação 
do potencial terapêutico de farmacoterapias na SDRA. 

Intervenção Potencial mecanismo 

Ácido graxos Omega-3 Anti-inflamatório 

Anticorpos anti-endotoxina Liga-se à endotoxina e reduz a resposta inflamatória 

Aspirina Anti-inflamatório via efeito antiplaquetário 

β-agonistas Melhora na depuração de fluido alveolar 

Cetoconazol Anti-inflamatório 

Estatinas (e.g. sinvastatina, 
rosuvastatina) 

Anti-inflamatório, estabilização endotelial 

Fator de crescimento de queratinócitos Promoção de reparo epitelial 

Ibuprofeno Anti-inflamatório via inibição de ciclooxigenase 

Interferon β-1a Melhora na função da barreira endotelial pulmonar 

Inibidor da elastase de neutrófilos (e.g. 
sivelestat) 

Anti-inflamatório 

Lisofilina Anti-inflamatório 

Óxido nítrico (inalado) 
Vasodilatação pulmonar, melhora no desequilíbrio da 
razão ventilação-perfusão 

Proteína C ativada Anticoagulante, anti-inflamatório 

Procisteína e N-acetilcisteína Redução da lesão oxidativa via restauração de glutationa 

Prostaglandina E1 
Vasodilatação pulmonar, melhora no desequilíbrio da 
razão ventilação-perfusão 

Surfactante Promoção de reparo epitelial, redução de atelectrauma 

Fonte: adaptado de Meyer et al. (2022). 
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Apesar de alguns avanços recentes, principalmente no contexto da SDRA 

associada à COVID-19, ainda não há um tratamento definido. Atualmente, as 

oportunidades de prevenção ou tratamento podem ser divididas em ao menos dois 

tipos: aquelas direcionadas ao insulto primário como, por exemplo, uma infecção por 

um patógeno, ou as direcionadas às consequências desse insulto, como a resposta 

imune desregulada, hipercoagulação, e a disfunção pulmonar (Figura 5). 

 

 
Figura 5. Modelo teórico das oportunidades de intervenção terapêutica na SDRA. Foi considerada a 
progressão da lesão pulmonar e o perfil temporal da presença de um patógeno, da inflamação e da 
sobrevivência do paciente. Acs = anticorpos. PC1 = ponto crítico 1, relativo ao atendimento hospitalar 
inicial. PC2 = ponto crítico 2, relativo ao uso de suporte ventilatório não-invasivo. PC3 = ponto crítico 3, 
relativo ao uso de suporte ventilatório invasivo. Ilustrações de paciente retiradas de Matthay et al. 
(2017). Fonte: produzido pelo autor. 

 

Nos casos de pneumonia viral ou bacteriana, farmacoterapias direcionadas ao 

patógeno como anticorpos, antibióticos ou antivirais são ferramentas importantes para 

evitar o desenvolvimento de SDRA. Contudo, esses tratamentos têm seu maior 

benefício quando administrados na fase inicial da infecção, o que requer acesso a 

diagnóstico rápido e específico, e deixam descobertos os pacientes que já 

desenvolveram lesão pulmonar (Cohen et al., 2021). Ademais, somente uma fração 

dos pacientes com SDRA associada a pneumonia têm o patógeno identificado (Kao 

et al., 2017).  Diante dessas limitações, grande parte da pesquisa clínica com SDRA 
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é direcionada a intervenções que visam mitigar as alterações fisiopatológicas 

secundárias ao insulto inicial. Essas intervenções incluem entre outros fármacos os 

imunomoduladores como corticosteroides, anticorpos neutralizantes e demais drogas 

anti-citocina, e tem por escopo um grupo maior de pacientes, incluindo-se aqueles 

com SDRA de diferentes etiologias, em estágios mais avançados ou com acesso 

limitado a identificação de patógenos. A contrapartida, como esperado, é que a 

intervenção em alterações patológicas já estabelecidas é uma tarefa difícil e, até 

momento recente, pouco produtiva. 

Dado o número expressivo de estudos que envolveram terapias anti-citocina 

durante a pandemia de COVID-19, diversas evidências foram produzidas, resultando 

inclusive em aprovações em agências regulatórias. Contudo, não há ainda um 

compilado atualizado das informações, ficando incerta a evolução geral dessa 

abordagem na SDRA e como estudos pré-clínicos e clínicos podem ser beneficiados. 

Desse modo, faz-se necessária uma revisão de literatura. 

 

1.2. AVANÇOS RECENTES E PERSPECTIVAS DA TERAPIA ANTI-CITOCINA 

NA LESÃO PULMONAR AGUDA: UMA REVISÃO DE LITERATURA 

 

Uma versão em inglês e adaptada desta revisão de literatura foi publicada no 

periódico científico Cytokine & Growth Factor Reviews, sob o título “Recent progress 

and prospects for anti-cytokine therapy in preclinical and clinical acute lung injury” 

(Fadanni & Calixto, 2023). 

 

1.2.1. Introdução 

 

Devido à gravidade e natureza inflamatória da SDRA, medicamentos anti-

inflamatórios são há muito tempo estudados como uma potencial terapia. Contudo, 

nenhum dos candidatos mais promissores demonstrou benefícios consistentes para 

os pacientes (Lewis et al., 2019). Recentemente, análises secundárias de estudos 

controlados e randomizados (ECRs) e uma melhor compreensão da heterogeneidade 

dos pacientes têm transformado a maneira como se espera que esses medicamentos 

sejam testados (Wick et al., 2021). Além disso, avanços recentes na compreensão da 

"tempestade de citocinas" em pacientes com COVID-19 grave, linfohistiocitose 
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hemofagocítica (HLH) e síndrome de liberação de citocinas (CRS, do inglês cytokine 

release syndrome) revelaram novos insights sobre inibição de citocinas que podem 

ter algum valor terapêutico na SDRA (Karki & Kanneganti, 2021). Dessa forma, por 

meio de uma análise abrangente da literatura, esta revisão fornece uma visão 

atualizada das evidências pré-clínicas e clínicas da inibição de citocinas importantes 

na LPA e na SDRA. Nela, discute-se o progresso recente com novos fármacos em 

desenvolvimento além de medicamentos previamente aprovados e sujeitos a 

reposicionamento. Por fim, também são discutidas as evidências atuais e as direções 

futuras do tratamento com combinações de fármacos anti-citocina. 

 

1.2.2. Citocinas como alvos terapêuticos na LPA e SDRA 

 

O papel das citocinas na LPA/SDRA tem sido investigado há muitas décadas, 

embora sem resultar em avanços terapêuticos. No momento, evidências acumuladas 

sugerem uma forte associação entre o aumento da concentração de citocinas e o 

estabelecimento, a gravidade e a mortalidade da SDRA (Bauer et al., 2000; Matute-

Bello et al., 2000; Meduri et al., 1995a,b; Park et al., 2001; Wang J et al., 2021). A 

tempestade de citocinas, aqui referida de forma intercambiável como hipercitocinemia, 

é um termo amplo que descreve um estado de hiperativação imune no qual ocorre um 

envolvimento excessivo e simultâneo de múltiplos efetores imunológicos, 

especialmente citocinas e quimiocinas (Karki & Kanneganti, 2021). Embora a utilidade 

do termo seja objeto de debate, este tem sido amplamente utilizado para explicar a 

patogênese da COVID-19 grave, SDRA e outras condições, bem como para fornecer 

a fundamentação teórica para ensaios clínicos de terapias anti-citocina (Karki & 

Kanneganti, 2021). Nessa perspectiva, ensaios clínicos que combinem os avanços na 

subfenotipagem da SDRA com drogas anti-citocina utilizadas na COVID-19, HLH, 

CRS ou doenças autoinflamatórias, podem revelar um tratamento eficaz para a SDRA, 

especialmente para o subtipo hiperinflamatório. Drogas candidatas incluem, mas não 

se limitam, a fármacos e biofármacos aprovados pela U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) que têm por alvo as principais citocinas pró-inflamatórias, seus 

receptores, moléculas sinalizadoras ou fatores de transcrição downstream (Quadro 

5). 
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Quadro 5. Seleção de imunomoduladores com potencial terapêutico na 
hipercitocinemia associada à SDRA.  

Alvo Droga Indicação atual† 

IFN-γ Emapalumabe Linfohistiocitose hemofagocítica 

IL-1α, IL-1β 
ou IL-1R 

Anakinra, 
canaquinumabe, 
rilonacept 

Artrite reumatoide, síndromes periódicas associadas a 
criopirina, síndrome periódica associada ao fator de necrose 
tumoral, deficiência do antagonista do receptor de IL-1, e outras 

IL-6 ou IL-6R 
Sarilumabe, 
siltuximabe, 
tocilizumab 

Artrite reumatoide, artrite idiopática juvenil, síndrome de 
liberação de citocinas, doença pulmonar intersticial associada à 
esclerose sistêmica, Doença de Castleman, COVID-19, e 
outras 

IL-17A ou IL-
17RA 

Brodalumabe, 
ixequizumabe 
secuquinumabe 

Psoríase, artrite psoriásica, espondilite anquilosante, e outras 

Janus 
quinases 
(JAKs) 

Baricitinibe, 
ruxolinitbe, 
tofacitinibe 

Artrite reumatoide, artrite psoriásica, alopecia areata, COVID-
19, espondilite anquilosante, colite ulcerativa, doença do 
enxerto contra o hospedeiro, mielofibrose, e outras 

NF-κB 
Dexametasona, 
metilprednisolona 

Uso amplo, incluindo doenças endócrinas, reumáticas, 
hematológicas, oftálmicas, dermatológicas, gastrointestinais e 
respiratórias 

TNF 
Adalimumabe, 
etanercepte, 
infliximabe 

Artrite reumatoide, artrite psoriásica, artrite idiopática juvenil, 
espondilite anquilosante, colite ulcerativa, Doença de Crohn, 
psoríase, uveíte e outros 

†Basedo nas aprovações da U.S. Food and Drug Administration (FDA) até junho de 2023. Disponível 
em: https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm. Algumas das indicações podem não se 
aplicar a todas as drogas na mesma classe. 

 

1.2.2.1. Inibição da sinalização por IL-1 e o inflamassoma NLRP3 

 

O inflamassoma NLRP3 (do inglês NOD, LRR and pyrin domain-containing 

protein 3) é um complexo multiproteico intracelular que serve como plataforma para a 

produção das citocinas IL-1β e IL-18, e um tipo de morte celular inflamatória chamada 

piroptose (Figura 6). Considerando que a ativação excessiva do NLRP3 e a liberação 

de IL-1 têm sido associadas a lesões pulmonares e hiperinflamação, ensaios clínicos 

para testar a inibição direcionada na COVID-19 e na SDRA se tornaram um interesse 

lógico (Potere et al., 2022). 

 

https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm
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Figura 6. Estrutura e ativação do inflamassoma NLRP3. PYD = domínio pirina. NACHT = domínio 
NACHT. LRR = domínio de repetição rica em leucina. ASC = apoptosis-associated speck-like protein 
containing a CARD. NEK7 = NIMA-related kinase 7. CARD = domínio de recrutamento de caspase. 
NLRP3 = NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3. GSDMD = gasdermina D. NF-κB = fator 
nuclear κB. MPT = modificações pós-traducionais. mtDNA = DNA mitocondrial. ROS = espécies 
reativas de oxigênio. Fonte: adaptado de Mckee & Coll (2020). 

 

Em contraste com muitos estudos observacionais (Kyriazopoulou et al., 2021a), 

ECRs de agentes bloqueadores de IL-1 para pacientes com COVID-19 revelaram 

resultados predominantemente negativos (Ao et al., 2022; Dahms et al., 2023), 

embora com ressalvas. Argumenta-se que o potencial completo do bloqueio de IL-1 

surge na forma grave da doença, onde a prevalência de hiperinflamação e SDRA é 

maior (Cavalli & Dagna, 2021; Potere et al., 2022). Além disso, o momento da 

intervenção também é um fator crítico. Por exemplo, o ensaio SAVE-MORE utilizou 

os níveis de receptor do ativador de plasminogênio tipo uroquinase solúvel (suPAR) 

para identificação precoce de pacientes com risco de progredir para insuficiência 

respiratória grave ou óbito. Nesta população de estudo, a intervenção precoce com o 

padrão de cuidado (SoC, do inglês standard of care) e anakinra, um antagonista 

recombinante do receptor de IL-1 humano (rhIL-1Ra), foi associado a um benefício 

clínico em todos os desfechos predefinidos em comparação ao SoC isolado 
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(Kyriazopoulou et al., 2021b). Com base nesses resultados, a European Medicines 

Agency (EMA) recomendou a extensão da indicação do anakinra para incluir o 

tratamento da COVID-19 guiado por suPAR em pacientes adultos sob suplementação 

de oxigênio (EMA, 2021). Na mesma direção, a FDA concedeu uma autorização de 

uso emergencial (FDA, 2022). De todo modo, embora tenha suporte teórico tanto do 

ponto de vista clínico quanto pré-clínico (Frank et al., 2008), ainda não se sabe se o 

anakinra poderia ser útil para mitigar outras formas de LPA além da COVID-19 e 

prevenir a SDRA. Nesse sentido, ensaios futuros podem se beneficiar de 

biomarcadores para a estratificação ou seleção de pacientes, conforme apoiado pelo 

ensaio SAVE-MORE (Kyriazopoulou et al., 2021b) e uma análise de subgrupos em 

um ensaio de rhIL-1Ra para a sepse (Meyer et al., 2018). 

Além do anakinra, uma meta-análise recente de pacientes com COVID-19 

tratados com canaquinumabe, um anticorpo monoclonal (mAb) cujo alvo é a IL-1β, 

sugere maior sobrevivência bem como diminuição dos níveis de proteína C-reativa 

(CRP) (Ao et al., 2022). No entanto, o tamanho da amostra é pequeno e os dois ECRs 

incluídos não mostraram um benefício claro. Rilonacept, um receptor “chamariz” 

solúvel de IL-1, não foi testado na COVID-19 ou outras formas de LPA em humanos. 

Em relação aos inibidores do NLRP3, um ECR open-label de fase II do DFV890 em 

pacientes com função respiratória comprometida por COVID-19 não atingiu o 

desfecho primário (Madurka et al., 2022). Além disso, um ensaio clínico da 

dapansutrila foi interrompido precocemente devido à evolução do SoC e da vacinação 

(NCT04540120). Assim, embora bem fundamentada, a premissa da inibição seletiva 

do inflamassoma NLRP3 na LPA/SDRA ainda depende exclusivamente de evidências 

preliminares, como estudos de associação genética (Maes et al., 2022), relevância do 

mecanismo para a evolução da doença (Grailer et al., 2014; Potere et al., 2022) e 

eficácia em modelos experimentais (Corcoran et al., 2021; Zeng et al., 2022). 

 

1.2.2.2. Inibição da sinalização por IL-6 

 

A IL-6 é uma citocina pleiotrópica que exerce seus efeitos ligando-se a 

receptores de IL-6 ligados à membrana (IL-6R) ou solúveis (sIL-6R) em processos 

denominados sinalização clássica e trans-sinalização, respectivamente. Ambos os 

processos envolvem interação com a glicoproteína 130 (gp130) e a sinalização por 
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Janus quinase (JAK) e transdutor de sinal e ativador de transcrição (STAT), conhecida 

como a via JAK-STAT. No entanto, enquanto a sinalização clássica está 

principalmente associada a respostas homeostáticas, a trans-sinalização medeia a 

atividade patogênica da IL-6 (McElvaney et al., 2021). 

O aumento da expressão de IL-6 tem sido observado em pacientes sob risco 

ou com SDRA estabelecida, especialmente entre os não sobreviventes (Meduri et al., 

1995a,b; Park et al., 2001; Wang J et al., 2021) e aqueles que se enquadram no 

subfenótipo hiperinflamatório (Leisman et al., 2020). Tocilizumabe, um anticorpo 

monoclonal humanizado contra IL-6R, tem sido usado para tratar várias condições, 

incluindo artrite reumatoide e CRS. Em um primeiro momento, estudos preliminares 

em pacientes com COVID-19 indicaram um benefício na sobrevida que não foi 

consistentemente relatado em ECRs subsequentes (McElvaney et al., 2021). Porém, 

considerado o acúmulo de evidências, uma meta-análise recente de ECRs sugere que 

o tratamento com tocilizumabe está associado a redução da mortalidade e menor 

progressão para ventilação mecânica em casos moderados a graves de COVID-19 

(Yu et al., 2022). Sarilumabe, um segundo anticorpo monoclonal anti-IL6R, não foi 

capaz de melhorar o desfecho clínico, embora sejam necessários estudos adicionais 

(Yu et al., 2022). Nesse contexto, a FDA aprovou em dezembro de 2022 o 

tocilizumabe como o primeiro anticorpo monoclonal para o tratamento de COVID-19 

em indivíduos hospitalizados que estejam recebendo corticosteroides e necessitando 

de oxigênio suplementar, ventilação mecânica não invasiva ou invasiva, ou ECMO 

(FDA, 2022). 

Da mesma forma que para o anakinra, não se sabe se o tocilizumabe pode 

modificar a SDRA não relacionada à COVID-19. Modelos animais de LPA 

experimental mostraram que a sinalização por IL-6 é importante para a defesa do 

hospedeiro durante infecções respiratórias (Gou et al., 2019; Lauder et al., 2013) e 

que pode ser protetora ou patogênica após estímulos estéreis (Goldman et al., 2014; 

Kobayashi et al., 2015; Voiriot et al., 2017). Além disso, foi recentemente relatado que 

a administração de tocilizumabe reduziu a inflamação e aumentou a sobrevivência em 

modelo de sepse induzido por ligadura e punção do ceco (Ibrahim et al., 2020) e na 

LPA induzida por ácido oleico (Terzi et al., 2022). No entanto, o tocilizumabe não se 

liga ao IL-6R de ratos ou camundongos (Lokau et al., 2020; Ueda et al., 2013), 

sugerindo que a eficácia observada nesses estudos provavelmente não é mediada 
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pelo mecanismo de ação previsto. Por fim, o tratamento com sgp130Fc, que inibe 

especificamente a trans-sinalização da IL-6 ao atuar como uma armadilha para o 

complexo IL-6/sIL-6R, foi eficaz em modelos murinos de sepse e fibrose pulmonar 

(Barkhausen et al., 2011; Le et al., 2014). Essa é uma estratégia promissora e que 

poderia ser uma alternativa seletiva à inibição global da IL-6 no futuro, mas cujo 

potencial terapêutico na LPA/SDRA ainda precisa ser demonstrado. 

 

1.2.2.3. Inibição da sinalização por IL-8 e CXCR1/2 

 

A IL-8, também conhecido como CXCL8, é uma quimiocina cuja sinalização 

ocorre por meio dos receptores CXCR (do inglês C-X-C motif chemokine receptors) 1 

e 2, e atua como um potente atrativo e ativador de neutrófilos. A ativação excessiva 

do eixo IL-8-CXCR1/2 e a resultante neutrofilia têm sido postuladas como um 

componente crítico da hiperinflamação na LPA/SDRA (revisado em Cesta et al., 

2021), tornando-a um potencial alvo terapêutico. Embora existam alguns inibidores de 

sinalização de IL-8 ou CXCR1/2 em desenvolvimento para asma e doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC), apenas três foram testados preliminarmente na LPA 

humana. 

BMS-986253, um anticorpo monoclonal anti-IL-8, foi testado para a COVID-19 

grave em um estudo pequeno de fase II que foi encerrado devido a uma análise 

provisória que sugeriu provável ineficácia (NCT04347226). O danirixin, um 

antagonista competitivo e seletivo de CXCR2, foi investigado como tratamento de 

influenza. Contudo, não foi possível traçar conclusões relativas à eficácia devido ao 

recrutamento insuficiente de pacientes (Madan et al., 2019). A terceira droga é o 

reparixin, um antagonista dual não competitivo de CXCR1/2 atualmente em 

desenvolvimento para múltiplas indicações, incluindo-se COVID-19 e SDRA. Um 

pequeno ECR open-label de fase II com pacientes com pneumonia grave por COVID-

19 mostrou desfechos melhores durante tratamento com SoC e reparixin em 

comparação ao SoC isoladamente (Landoni et al., 2022a). Já um estudo consecutivo 

de fase III não atingiu o desfecho primário de eficácia, embora a interpretação 

completa dos resultados exija que mais dados sejam divulgados (Landoni et al., 

2022b). De maneira importante, outros ensaios estão em andamento para testar a 

eficácia e a segurança do reparixin. Estes incluem pacientes hospitalizados com 
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pneumonia adquirida na comunidade, incluindo COVID-19, e SDRA não específica 

moderada a grave (NCT05254990, NCT05496868). Além disso, em uma meta-análise 

de ECRs com diferentes grupos de pacientes sob alto risco de mortalidade hospitalar, 

o tratamento com reparixin resultou em maior sobrevivência sem alterar o risco de 

infecções. Todavia, o número limitado de pacientes incluídos e a alta heterogeneidade 

clínica entre as populações-alvo ainda impedem uma interpretação definitiva (Landoni 

et al., 2022c). 

Resultados interessantes também foram observados em modelos 

experimentais. Por exemplo, a expressão transgênica de IL-8 humana em 

camundongos proporcionou proteção contra infecção pulmonar por Pseudomonas 

aeruginosa, mas foi associada a inflamação pulmonar, fibrose e comprometimento da 

função em animais não infectados (Reynolds et al., 2018). Um estudo com 

camundongos deficientes em CXCR2 mostrou mortalidade acentuada após infecção 

por Streptococcus pneumoniae, e o pré-tratamento de camundongos tipo-selvagem 

com um antagonista de CXCR2 resultou em redução da neutrofilia e aumento da carga 

bacteriana (Herbold et al., 2010). Em oposição, outro estudo associou o antagonismo 

de CXCR1/2 a desfechos mais favoráveis durante a infecção por IAV/H1N1, 

Streptococcus pneumoniae ou pneumonia pós-influenza (Tavares et al., 2017). Em 

relação à inflamação pulmonar causada por estímulos estéreis, camundongos 

nocaute para cxcr2-/- apresentaram migração reduzida de neutrófilos para os pulmões 

e melhor desfecho em relação ao controle selvagem (Reutershan et al., 2006). De 

maneira importante, efeito similar foi observado em camundongos, ratos, macacos e 

humanos tratados com antagonistas de CXCR1/2 (Chapman et al., 2007; Lazaar et 

al., 2011; Mattos et al., 2020; Zarbock et al., 2008). 

Em resumo, apesar de ter um bom suporte pré-clínico, o benefício clínico da 

inibição do eixo IL-8-CXCR1/2 na LPA/SDRA e a relação risco-benefício ainda são 

incertos. Estudos em andamento ou concluídos (mas não publicados) do reparixin na 

COVID-19, pneumonia adquirida na comunidade, e SDRA, podem trazer melhor 

entendimento ao tema. Ao mesmo tempo, outros ECRs de anticorpos monoclonais 

anti-IL-8 para SDRA e hiperinflamação também são de grande interesse. 
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1.2.2.4. Inibição da sinalização por IL-17 

 

A família da IL-17 é composta por seis membros: IL-17A (comumente referida 

como IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) e IL-17F. A IL-17A sinaliza através 

do receptor A de IL-17 (IL-17RA) e IL-17RC, e está fortemente envolvida tanto na 

inflamação patogênica quanto na defesa do hospedeiro. Em pacientes com SDRA, há 

correlação positiva entre o nível de IL-17 e medidas de inflamação, função pulmonar 

e gravidade do quadro clínico (Li et al., 2016; Mikacenic et al., 2016). 

Considerando-se a LPA experimental, a inibição de IL-17 foi investigada em 

vários cenários. Em um estudo pioneiro, Ye et al. (2001) demonstraram que a 

sinalização por IL-17 é crucial para a defesa do hospedeiro durante a infecção 

pulmonar por Klebsiella pneumoniae. Em discordância, camundongos nocaute Il-17a-

/- ou Il-17ra-/- infectados com IAV/H1N1 apresentaram taxas de sobrevivência 

aumentadas e redução da inflamação pulmonar e lesão tecidual, assim como animais 

tratados com anticorpo neutralizante de IL-17 (Crowe et al., 2009; Li et al., 2012). Em 

outro estudo, camundongos deficientes em IL-17RA com pneumonia induzida 

apresentaram taxas de sobrevivência aumentadas ou diminuídas dependendo da 

cepa de pneumococo (Ritchie et al., 2018). Com base nesses resultados, se a inibição 

da IL-17 é benéfica ou prejudicial durante infecções pulmonares em camundongos 

parece variar com o tipo e a cepa do patógeno. Na ausência de infecção, Li et al. 

(2016) demonstraram que o nível de IL-17 no FLBA (fluido do lavado broncoalveolar) 

de camundongos com LPA induzida por lipopolissacarídeo (LPS) está positivamente 

correlacionado com perda de peso corporal, acúmulo de proteína no FLBA e lesão do 

tecido pulmonar. Além disso, o pré-tratamento com IL-17 exógena aumentou ainda 

mais esses parâmetros, além de favorecer a infiltração de neutrófilos e a liberação de 

citocinas (Li et al., 2016). Por fim, os autores mostraram que camundongos nocaute 

Il-17-/- e camundongos pré-tratados com um anticorpo neutralizante de IL-17 tiveram 

a inflamação e a lesão tecidual significativamente reduzidas em resposta ao LPS (Li 

et al., 2016). 

Atualmente, os inibidores de IL-17 amplamente aprovados incluem quatro 

anticorpos monoclonais, dois cujos alvos são a própria proteína IL-17A 

(secuquinumabe e ixequizumabe), um que visa tanto a IL-17A quanto a IL-17C 

(bimequizumabe), e outro que tem por alvo o receptor IL-17RA (brodalumabe). Neste 
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contexto, um estudo pequeno da adição do secuquinumabe ao SoC em pacientes com 

COVID-19 não encontrou benefícios (Resende et al., 2022). Contudo, o netaquimabe, 

um anticorpo monoclonal anti-IL-17A aprovado na Rússia, foi associado a níveis mais 

baixos de CRP e lactato desidrogenase (LDH), pontuação mais baixa no National 

Early Warning Score 2 (NEWS2) e maior frequência de alta hospitalar precoce (5-7 

dias) em um estudo observacional de pacientes com COVID-19 leve a moderada 

(Bryushkova et al., 2022). Além disso, em um estudo retrospectivo de pacientes com 

COVID-19 e níveis de CRP acima de 60 mg/L, aqueles que receberam netaquimabe 

(em adição ao SoC) apresentaram mortalidade significativamente reduzida, menor 

necessidade de ventilação mecânica e menor admissão à UTI quando comparados 

ao tratamento com tocilizumabe ou apenas SoC (Maslennikov et al., 2021). No geral, 

apesar do bom suporte pré-clínico e evidências preliminares de benefício clínico, 

ainda são necessários ECRs e estudos com maior tamanho amostral para validar o 

potencial terapêutico do netaquimabe e outros inibidores de IL-17 na LPA/SDRA. 

 

1.2.2.5. Inibição da sinalização por GM-CSF 

 

O fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) é um 

fator de crescimento hematopoiético e uma citocina pró-inflamatória com efeitos 

pleiotrópicos na inflamação e homeostase pulmonar. Maior mortalidade de 

camundongos nocaute gm-csf-/- com pneumonia bacteriana (Ballinger et al., 2006) e 

um efeito protetivo da superexpressão ou administração de GM-CSF nas vias aéreas 

durante infecção por IAV/H1N1 (Halstead et al., 2018; Subramaniam et al., 2015) 

sugerem um papel benéfico do GM-CSF na LPA induzida por patógenos. No mesmo 

sentido, a presença de GM-CSF no FLBA de pacientes com SDRA inicial foi mais 

elevada entre os sobreviventes do que entre os não sobreviventes (Matute-Bello et 

al., 2000). No entanto, o GM-CSF também pode atuar como um impulsionador da 

hiperinflamação por meio do recrutamento e ativação excessivos de células mieloides 

nos pulmões (Lang et al., 2020). Em conformidade, o bloqueio da sinalização por GM-

CSF limitou o influxo de neutrófilos e a liberação de citocinas em camundongos com 

LPA induzida por LPS (De Alessandris et al., 2019; Puljic et al., 2007). Portanto, tanto 

a inibição quanto a administração de GM-CSF estão sendo investigadas como 

estratégias terapêuticas na LPA/SDRA (Lang et al., 2020). 
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Atualmente, não existem inibidores específicos de GM-CSF sendo 

comercializados, mas alguns são objetos de pesquisas concluídas ou em andamento. 

Esses fármacos incluem seis anticorpos monoclonais que têm como alvo a proteína 

GM-CSF (namilumabe, gimsilumabe, lenzilumabe, otilimabe e plonmarlimabe) ou seu 

receptor GM-CSFR (mavrilimumabe). O estudo LIVE-AIR, desenhado para testar o 

lenzilumabe na COVID-19, revelou aumento da sobrevida livre de ventilação em 

pacientes com hipoxemia que não recebiam ventilação mecânica (Temesgen et al., 

2022a). Esse efeito foi particularmente notável entre os indivíduos com níveis iniciais 

de CRP abaixo de 150 mg/L (Temesgen et al., 2022b). Em oposição, um estudo com 

número maior de pacientes e o fármaco otilimabe (OSCAR trial) não revelou benefício 

adicional em comparação com o SoC (Patel et al., 2023). Além disso, um estudo do 

gimsilumabe (Criner et al., 2022) e um ensaio menor com o mavrilimumabe (Cremer 

et al., 2022) apresentaram resultados negativos, enquanto que um estudo open-label 

de fase II com o namilumabe apoia uma investigação mais aprofundada (Fisher et al., 

2022).  

Diante da controvérsia nos resultados, argumentou-se que alguns dos dados 

atuais carecem de robustez e que o raciocínio por trás da inibição do GM-CSF na 

COVID-19 não tem clareza suficiente entre associação e causalidade (Kohler & 

Morris, 2023). Em um estudo de meta-análise recente (com cinco ECRs e dois estudos 

de coorte inclusos), concluiu-se que a administração de anticorpos anti-GM-CSF pode 

ser eficaz e segura, mas que ainda são necessários mais estudos (Xi et al., 2023). 

Deste modo, no presente momento, permanece altamente incerto se a neutralização 

do GM-CSF tem utilidade no tratamento da COVID-19 e, por extensão, qualquer outra 

causa de LPA ou SDRA. 

 

1.2.2.6. Inibição da sinalização por TNF 

 

A liberação de TNF é um fenômeno central da inflamação aguda e está 

aumentada no soro e/ou FLBA de pacientes com SDRA, pneumonia grave e COVID-

19 grave (Bauer et al., 2000; Meduri et al., 1995a,b; Wang et al., 2021). Produzido 

principalmente por macrófagos, o TNF atua em outras células por meio de dois 

receptores, TNFR1 (p55) e TNFR2 (p75). Enquanto a ativação do TNFR1 está 

amplamente associada a efeitos patogênicos, as evidências atuais sugerem que o 
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TNFR2 - cuja ativação é menos compreendida - possui uma função protetora 

(Kalliolias & Ivashkiv, 2016). 

Historicamente, o potencial terapêutico da inibição do TNF foi extensivamente 

testado em ensaios clínicos de pacientes com sepse/choque séptico, mas sem 

sucesso (Abraham et al., 2001). Quando a evidência acumulada foi considerada em 

uma meta-análise, observou-se uma diminuição global pequena no risco relativo de 

morte, porém de forma consistente entre os estudos e estatisticamente significativa 

(Qiu et al., 2013). Atualmente, os medicamentos anti-TNF disponíveis comercialmente 

incluem quatro anticorpos monoclonais (adalimumabe, certolizumabe pegol, 

golimumabe e infliximabe) e uma proteína de fusão TNFR2-Fc (etanercept).  

Em um pequeno ECR em pacientes com COVID-19 grave, nenhum benefício 

do tratamento com adalimumabe foi encontrado (Fakharian et al., 2021). Da mesma 

forma, Fisher et al. (2022) não relataram benefício adicional do tratamento com 

infliximabe em um estudo pequeno de fase II. No entanto, os resultados de um estudo 

muito maior (estudo ACTIV-1 IM) sugerem o contrário (O'Halloran et al., 2023 - 

preprint). Embora nenhuma diferença estatisticamente significativa tenha sido 

observada no desfecho primário (tempo médio de recuperação; taxa de recuperação 

= 1,13, p = 0,063), pacientes hospitalizados com COVID-19 moderada a grave tiveram 

menor mortalidade em 28 dias sob tratamento com infliximabe, especialmente aqueles 

que necessitavam de ventilação não invasiva ou dispositivos de oxigênio de alto fluxo 

no início do estudo (O'Halloran et al., 2023). Os pacientes em ventilação mecânica ou 

ECMO não se beneficiaram do tratamento com infliximabe. Além disso, a mortalidade 

e o tempo de recuperação entre aqueles com CRP > 75 mg/L no início do estudo 

mostraram uma maior tendência de melhora (O'Halloran et al., 2023), mais uma vez 

sugerindo que a identificação de pacientes com uma inflamação sistêmica mais 

proeminente poderia aumentar o sucesso terapêutico com inibidores de citocinas. Em 

paralelo, uma meta-análise realizada antes da publicação dos resultados do estudo 

ACTIV-1 sugere menor risco de hospitalização ou doença grave em pacientes com 

COVID-19 que recebem terapia anti-TNF (Kokkotis et al., 2022). 

Em estudos não clínicos, a administração de um anticorpo específico contra o 

TNFR1 mitigou as alterações na inflamação, mecânica respiratória e oxigenação em 

modelos murinos de LPIV com e sem LPS (Bertok et al., 2012). Por outro lado, a 

neutralização direta do TNF não mostrou nenhum benefício, embora tenha sido 
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testada apenas no modelo “puro” de LPIV, que possui inflamação limitada (Bertok et 

al., 2012). Utilizando um modelo de inalação de LPS, Proudfoot et al. (2018) 

mostraram que a inalação prévia de um anticorpo anti-TNFR1 (GSK1995057) reduziu 

a infiltração de neutrófilos e marcadores de inflamação pulmonar em primatas não 

humanos e voluntários saudáveis. Além disso, Morris et al. (2020) demonstraram que 

o tratamento com anti-TNFR1, mas não com anti-TNFR2, acelera o reganho de peso, 

reduz a liberação de citocinas nos pulmões e melhora a função respiratória em 

camundongos infectados pelo vírus sincicial respiratório. Diante dos resultados 

favoráveis em relação à inibição seletiva do TNFR1, essa pode ser uma estratégia de 

tratamento promissora cuja eficácia na LPA aguarda investigação (Sinha & Ware, 

2018). 

 

1.2.2.7. Inibição da sinalização por IFN-γ 

 

O IFN-γ é o único membro da família de interferons do tipo II e é um mediador 

central da imunidade inata e adaptativa do hospedeiro. A ligação do IFN-γ ao seu 

receptor (IFN-γR) leva à ativação das JAKs 1 e 2, seguido da fosforilação da molécula 

de STAT1. A STAT1 então forma dímeros e transloca-se para o núcleo, onde induz 

transcrição gênica por meio de genes estimulados por interferon (ISGs; Figura 7). 

Além disso, é importante ressaltar que o IFN-γ polariza os macrófagos para um estado 

pró-inflamatório hiperresponsivo, e possui funções reguladoras importantes em várias 

células imunes (como células T) e não imunes (Ivashkiv, 2018). 
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Figura 7. Sinalização por IFN-y. ILC1 = célula linfoide inata tipo I. Th1 = célula T helper tipo I. CTL = 
linfócitos T citotóxicos. TCR = receptor de célula T. IFN-γ = interferon gama. IFN- γR1 = subunidade 1 
do receptor de interferon gama. IFN- γ R2 = subunidade 2 do receptor de interferon gama. JAK1 = 
Janus quinase 1. JAK2 = Janus quinase 2. STAT1 = transdutor de sinal e ativador da transcrição 1. 
GAS = sítio de ativação por interferon gama. ISGs = genes estimulados por interferon. IRFs = fatores 
reguladores de interferon. Fonte: adaptado de Ivashkiv (2018). 

 

Comparado às outras citocinas, a correlação entre IFN-γ e os desfechos da 

LPA/SDRA está só recentemente sendo mais explorada, resultando em poucos dados 

relativos às concentrações teciduais e cinética. Contudo, o IFN-γ foi incluído em uma 

seleção de biomarcadores plasmáticos usados para definir o subfenótipo "reativo" 

associado a uma maior mortalidade na UTI (Bos et al., 2017). Além disso, um estudo 

recente encontrou aumento da expressão de ISGs e ativação de células T no 

subfenótipo hiperinflamatório comparado ao hipoinflamatório (Sarma et al., 2023 - 

preprint). Em uma análise que incluiu pacientes com SDRA associada a adenovírus 

humano (HAdV), SARS-CoV-2, IAV/H1N1 ou pneumonia bacteriana, a expressão de 

IFN-γ (além de várias outras citocinas) estava aumentada em comparação aos 

controles saudáveis (Li et al., 2021). Mais importante, uma maior expressão de IFN-γ 

foi identificada entre os pacientes infectados por HAdV que desenvolveram SDRA em 
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comparação àqueles que não desenvolveram, e os níveis de IFN-γ foram 

negativamente correlacionados com a razão PaO2/FiO2 (Li et al., 2021). 

No cenário pré-clínico, camundongos nocaute Ifng-/- submetidos a modelos de 

LPA induzidos por LPS, IAV/H1N1 ou Streptococcus pneumoniae tiveram uma 

resolução acelerada da lesão (Mock et al., 2020). Da mesma forma, outros estudos 

mostraram diminuição da inflamação pulmonar e aumento significativo da sobrevida 

em camundongos deficientes em IFN-γ durante a infecção por IAV/H1N1 ou 

pneumonia bacteriana pós-influenza (Schmit et al., 2022; Verma et al., 2021). Um 

estudo subsequente revelou ainda que o IFN-γ foi capaz de aumentar a expressão de 

genes pró-inflamatórios em células mieloides das vias aéreas para induzir uma 

hiperprodução de TNF e IL-6 que foi associada à mortalidade (Verma et al., 2022). 

Um papel prejudicial do IFN-γ na LPA/SDRA também é apoiado pelo uso de anticorpos 

neutralizantes (Liu et al., 2021; Mock et al., 2020; Verma et al., 2021). Vale ressaltar, 

ainda, que a inibição genética ou farmacológica da sinalização do IFN-γ em 

camundongos não teve um efeito significativo na eliminação de patógenos (Liu et al., 

2021; Mock et al., 2020; Schmit et al., 2022; Verma et al., 2021; 2022). 

Atualmente, tanto os dados clínicos quanto os não clínicos sugerem 

predominantemente que o IFN-γ é um importante fator de hiperinflamação na SDRA 

e um alvo terapêutico promissor. No entanto, o potencial terapêutico da inibição do 

IFN-γ na LPA/SDRA humana ainda não foi investigado. O emapalumabe, um 

anticorpo monoclonal neutralizante de IFN-γ aprovado para HLH, teve um ensaio 

clínico registrado para a COVID-19 (NCT04324021), mas o recrutamento de pacientes 

foi encerrado precocemente devido à evolução do SoC. 

 

1.2.2.8. Inibição da via de sinalização JAK-STAT 

 

A via de sinalização JAK-STAT é uma via intracelular de transdução de sinal 

que permite com que a interação entre quase 60 citocinas e seus respectivos 

receptores resulte em uma resposta transcricional (Figura 8; Philips et al., 2022). A 

família JAK possui quatro membros, JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2, enquanto a família 

de fatores de transcrição STAT compreende STAT1 à STAT4, STAT5A, STAT5B e 

STAT6 (Philips et al., 2022). Inibidores de STAT estão sendo avaliados em ensaios 

clínicos, mas nenhum foi aprovado até o momento. Por outro lado, vários inibidores 
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de JAK chegaram ao mercado, sendo o ruxolitinibe, o tofacitinibe e o baricitinibe os 

exemplos mais estudados. 

 

 
Figura 8. Sinalização pela via JAK-STAT. Traduzido de Luo et al. (2020). 
 

Atualmente, dados conclusivos sobre a capacidade dos inibidores de JAK de 

modificar a LPA/SDRA ainda estão se acumulando. Uma exceção, porém, é o 

baricitinibe, que foi aprovado para o tratamento da COVID-19 em adultos 

hospitalizados que necessitem de oxigênio suplementar, ventilação mecânica não 

invasiva ou invasiva, ou ECMO (Rubin, 2022). Uma meta-análise que avaliou quatro 

ECRs do baricitinibe destaca uma redução na mortalidade em 28 dias quando este é 

usado em associação com o SoC, especialmente dexametasona e/ou inibidores de 

IL-6 (Selvaraj et al., 2022). Em uma segunda meta-análise que também incluiu três 

ECRs com ruxolitinibe e dois com tofacitinibe, as evidências combinadas sugerem que 

os três inibidores de JAK reduzem a mortalidade em pacientes hospitalizados com 

COVID-19 (RECOVERY Collaborative Group, 2022). Um estudo do nezulcitinibe (TD-

0903), um inibidor de JAK inalatório e não seletivo em desenvolvimento para a LPA 

associada à COVID-19, não atingiu o desfecho primário de eficácia (Singh et al., 2021; 
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NCT04402866). Entre os estudos pré-clínicos, a eficácia dos inibidores de JAK foi 

demonstrada em macacos infectados com SARS-CoV-2 (Hoang et al., 2021) e em 

modelos murinos de asma induzida por alérgeno (Subramanian et al., 2021), fibrose 

pulmonar induzida por bleomicina (Gu et al., 2023), sepse e choque tóxico (Jarneborn 

et al., 2020), CRS e HLH (Albeituni et al., 2019; Huarte et al., 2021), e LPA induzida 

por LPS (Calama et al., 2017). A inibição de STAT3 foi testada na LPA induzida por 

LPS e apresentou resultados positivos (Zhao et al., 2016). 

De maneira importante, a ativação da via JAK-STAT induz sistemas de 

feedback negativo, como a família de supressores da sinalização de citocinas (SOCS, 

do inglês supressor of cytokine signalling) (Philips et al., 2022). Essas proteínas são 

conhecidas por promover a ubiquitinação e proteólise de moléculas de sinalização, 

bem como inibir diretamente a atividade das JAKs limitando assim a inflamação (Liau 

et al., 2018). Devido ao papel protetor das SOCS na lesão pulmonar e na inflamação 

(Karki P et al., 2021; Zhao et al., 2016), os peptidomiméticos de SOCS são uma 

potencial estratégia terapêutica para a LPA/SDRA. No entanto, a expressão de 

SOCS1 foi associada à limitação da eliminação viral e aumento da mortalidade 

durante a infecção por IAV/H1N1 em camundongos (Sun et al., 2014). Em 

consonância, estudos com um antagonista de SOCS1 revelaram uma ampla atividade 

antiviral (Ahmed et al., 2015). Portanto, os miméticos de SOCS podem oferecer riscos 

de imunossupressão — como todo fármaco anti-citocina — que são pouco 

compreendidos. No geral, com base nos resultados positivos de pesquisas clínicas e 

pré-clínicas, a inibição de JAK é uma estratégia terapêutica promissora para a SDRA 

e possui evidências relativamente robustas para apoiar ensaios clínicos. Em 

contrapartida, a inibição de STATs ou o uso de peptidomiméticos de SOCS também 

podem ser importantes no futuro, mas ainda carecem de investigação suficiente no 

âmbito não-clínico. 

 

1.2.2.9. Uso de corticosteroides 

 

Os corticosteroides sintéticos são uma classe de medicamentos anti-

inflamatórios que atuam principalmente ligando-se ao receptor de glicocorticoides 

(GR) e ativando vias de sinalização genômicas, não genômicas e mitocondriais 

(revisado em Escoter-Torres et al., 2019; Meduri et al., 2020). Os efeitos genômicos 
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ocorrem por meio da translocação do GR para o núcleo celular, seguida pela interação 

com elementos de resposta a glicocorticoides e com fatores de transcrição, como NF-

κB e AP-1 (Figura 9). Essa interação leva à modulação de múltiplos genes envolvidos 

na resposta imune inata e adaptativa e resulta em um amplo antagonismo da 

inflamação (Escoter-Torres et al., 2019). 

 

 
Figura 9. Mecanismos de ação do receptor de glicocorticoide. Hsp = heat shock protein. IκB = inibidor 
do fator nuclear κB. NF-κB = fator nuclear κB. Fonte: adaptado de Landolf et al. (2022). 

 

Devido à potência, baixo custo e amplitude dos efeitos anti-inflamatórios, os 

corticosteroides sintéticos são fármacos de primeira escolha para muitas condições 

clínicas. No entanto, quando são considerados pacientes com infecções respiratórias 

e/ou SDRA, há uma controvérsia histórica em termos de benefício, dano ou ausência 

de efeito, e o debate sobre a segurança e eficácia dos corticosteroides é contínuo há 

décadas (Landolf et al., 2022; Matthay & Wick, 2020). Revisões sistemáticas e meta-

análises recentemente publicadas sugerem um provável benefício do tratamento com 

corticosteroides em pacientes em estado crítico com COVID-19 ou SDRA não 

específica (Chang et al., 2022; Feng et al., 2022; Landolf et al., 2022). No entanto, o 

debate provavelmente continuará ativo, uma vez que muitos aspectos, como o 

momento adequado, a dosagem e a elegibilidade do paciente, requerem investigação 
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adicional (Landolf et al., 2022; Matthay & Wick, 2020). Além disso, foi proposto que os 

subfenótipos hipo- e hiperinflamatório entre os pacientes com COVID-19 podem estar 

associados a uma resposta contrastante aos corticosteroides (Sinha et al., 2021). Isso 

sugere que uma exploração adicional desses subgrupos na SDRA (associada ou não 

à COVID-19) também poderia revelar melhores oportunidades para intervenção 

direcionada. Por fim, o potencial para a combinação de corticosteroides com outros 

fármacos tem recebido mais atenção nos últimos anos. Vale ressaltar que a adição 

dos fármacos emapalumabe ou tocilizumabe ao tratamento com corticosteroides é 

agora uma terapia aprovada para a HLH ou COVID-19, respectivamente (Al-Salama, 

2019; FDA, 2022). Portanto, é possível que a combinação de corticosteroides com 

inibidores seletivos de citocinas também tenha utilidade na SDRA, especialmente no 

subfenótipo hiperinflamatório. 

 

1.2.3. O potencial da combinação de drogas anti-citocina 

 

Embora a liberação excessiva de citocinas seja uma das características 

centrais da SDRA, os ensaios clínicos de drogas capazes inibir citocinas ou suas vias 

de sinalização não atenderam às expectativas. Na verdade, condições associadas à 

hipercitocinemia, como sepse e SDRA, têm um histórico de resposta inadequada a 

inibidores de citocinas, enquanto doenças com níveis mais baixos de citocinas 

circulantes, como artrite e psoríase, têm disponíveis ao uso imunomoduladores 

altamente eficazes. Essa controvérsia — o fato de que muitas vezes não há benefício 

na inibição de citocinas em condições em que a concentração de citocinas é muito 

mais alta — pode ser parcialmente atribuída à incapacidade de uma única droga 

modificar um mecanismo patogênico mais complexo. Teoricamente, uma maior 

concentração e diversidade de citocinas resulta em uma rede de citocinas mais ativa 

e intrincada, na qual a redundância funcional se torna um problema maior (Ozaki et 

al., 2002). Portanto, considerando o histórico em geral malsucedido das monoterapias 

na SDRA, talvez o engajamento de múltiplos alvos seja um passo necessário para 

alcançar avanços terapêuticos (Sun et al., 2016). A seguir, discute-se o estado da arte 

da terapia combinada para a SDRA, com foco exclusivo no tratamento unimodal e 

multialvo usando fármacos anti-citocina. Informações sobre a combinação multimodal 

podem ser encontradas no trabalho de outros autores (Raghavendran et al., 2008). 
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1.2.3.1. Evidências a partir de estudos observacionais e ensaios clínicos 

 

No primeiro ano da pandemia de COVID-19, resultados encorajadores de 

ensaios clínicos com a dexametasona rapidamente fizeram do tratamento com 

corticosteroides a terapia de primeira linha para pacientes hospitalizados. Como 

consequência, o SoC atual inclui a administração de corticosteroides sistêmicos em 

até 95% da população de pacientes com COVID-19 (Selvaraj et al., 2022). Portanto, 

nesse contexto, um potencial benefício associado a uma droga de interesse é 

provavelmente mais representativo de efeito aditivo ou sinérgico da combinação com 

corticosteroides do que a monoterapia com a droga específica. Em concordância, 

dados da adição do tocilizumabe ao SoC no estudo RECOVERY mostraram que a 

redução geral de mortalidade em relação ao SoC isolado (31% vs. 35%) não é 

observada entre aqueles que não receberam corticosteroides sistêmicos (39% vs. 

35%; 18% do total de pacientes). Em vez disso, os pacientes que receberam 

tocilizumabe, mas não corticosteroides, apresentaram um aumento absoluto de 4% 

na taxa de mortalidade, sugerindo que o tocilizumabe não teve efeito benéfico per se, 

e que apenas a combinação das drogas resultou em um desfecho superior ao SoC 

(RECOVERY Collaborative Group, 2021). 

Notavelmente, o estudo do baricitinibe mostrou um efeito semelhante. Nesse 

caso, a adição de baricitinibe ao SoC resultou em uma diminuição geral na mortalidade 

de 14% para 12%. No entanto, em pacientes que não receberam corticosteroides 

sistêmicos (4-5% do total de pacientes), o uso do baricitinibe resultou em um aumento 

absoluto de 3% na taxa de mortalidade (14% vs. 11% no SoC). Ao contrário do estudo 

com tocilizumabe, essa heterogeneidade na resposta ao baricitinibe não atingiu 

significância estatística, embora um tamanho amostral muito menor de pacientes não 

tratados com corticosteroides possa ter afetado a análise (RECOVERY Collaborative 

Group, 2022). Independentemente disso, ambos os estudos sugerem coletivamente 

que uma maior sobrevida é observada em pacientes tratados com a combinação das 

drogas anti-citocina, o que apoia uma investigação adicional dessa abordagem 

(Quadro 6). 
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Quadro 6. Ensaios clínicos em andamento voltados à combinação de drogas anti-
citocina para o tratamento da LPA/SDRA.  

Combinação de drogas† 
Condição ou 

doença 
Tipo de 
estudo 

Status 
Número de 

registro 

Anakinra e ruxolitinibe COVID-19 grave 
ECR 

open-label 
Desconhecido NCT04424056 

Colchicina e tocilizumabe COVID-19 grave 
ECR 

open-label 
Em 

recrutamento 
NCT05118737 

Celecoxibe e rosuvastatina 
Trauma torácico 
contuso, SDRA 

ECR com 
cegamento 

Desconhecido NCT01623921 

Dexametasona, heparina de 
baixo peso molecular e 

anakinra 
COVID-19 grave 

Não 
randomizado 
e open-label 

Em 
recrutamento 

NCT05279391 

Dexametasona, heparina de 
baixo peso molecular e 

tocilizumabe 
COVID-19 grave 

Não 
randomizado 
e open-label 

Em 
recrutamento 

NCT05279391 

Dexametasona, heparina de 
baixo peso molecular, 

baricitinibe, tocilizumabe e 
DNase inalada 

COVID-19 grave 
Não 

randomizado 
e open-label 

Em 
recrutamento 

NCT05279391 

Dexametasona e baricitinibe 
Tratamento de 

resgate na 
COVID-19 

ECR 
open-label 

Em 
recrutamento 

NCT04890626 

Dexametasona e baricitinibe 
COVID-19 e 

tempestade de 
citocinas 

ECR 
open-label 

Desconhecido NCT04832880 

Tocilizumabe e ruxolitinibe COVID-19 grave 
ECR 

open-label 
Desconhecido NCT04424056 

Baseado no ClinicalTrials.gov até junho de 2023. Disponível em: clinicaltrials.gov. †Os desenhos dos 
estudos podem incluir drogas adicionais e combinações das mesmas. As combinações listadas na 
tabela se referem a braços de estudo específicos que incluem drogas anti-inflamatórias com o menor 
número possível de drogas adicionais. ECR = estudo controlado randomizado. 

 

Atualmente, a combinação mais estudada de inibidores de citocinas na LPA 

envolve pacientes com COVID-19 e a administração de corticosteroides e 

tocilizumabe. Uma meta-análise recente (apenas cinco estudos incluídos, nenhum 

ECR) mostra uma tendência de maior benefício com a combinação de drogas em 

comparação ao tocilizumabe sozinho, mas o efeito não atingiu significância estatística 

(Moosazadeh & Mousavi, 2022). Da mesma forma, um ECR open-label publicado 

posteriormente não encontrou benefício adicional do tocilizumabe em pacientes com 

COVID-19 moderada a grave tratados com corticosteroides. No entanto, com base 

nos amplos intervalos de confiança para a estimativa de efeito, os autores afirmaram 

que uma interpretação definitiva não poderia ser feita (Hermine et al., 2022). Desse 

modo, ainda há a necessidade de ECRs adequadamente dimensionados (da 

https://clinicaltrials.gov/ct2/home
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perspectiva do poder estatístico) e de incluir estudos adicionais em uma meta-análise 

para obter-se clareza no tema. Atualmente, ensaios clínicos com corticosteroides em 

andamento incluem o teste da dexametasona em combinação com o anakinra, o 

tocilizumabe, o baricitinibe, ou o tocilizumabe e o baricitinibe simultaneamente 

(NCT04832880; NCT04890626; NCT05279391). 

O fármaco anakinra, como mencionado anteriormente, foi reposicionado para 

tratar um subconjunto de pacientes com COVID-19 que necessitam de oxigênio 

suplementar e estão sob risco de evoluir para insuficiência respiratória grave (EMA, 

2021). No estudo SAVE-MORE, que estabeleceu a base para a recomendação da 

EMA, 85,9% dos participantes estava sob tratamento com dexametasona como parte 

do SoC, sugerindo que o benefício observado para o anakinra foi adicional aos 

corticosteroides (Kyriazopoulou et al., 2021b). Estudos preliminares não controlados 

também indicavam que a combinação de anakinra com outros inibidores de citocinas, 

como metilprednisolona ou ruxolitinibe, poderia ser útil no tratamento de casos graves 

ou críticos de COVID-19 sem riscos óbvios à segurança (Bozzi et al., 2021; Kaplanski 

et al., 2021). Em um ECR open-label fatorial e multicêntrico, nem o anakinra, a inibição 

de IL-6 (sarilumabe/tocilizumabe) ou a combinação desses tratamentos resultaram em 

melhora clínica (Declercq et al., 2021). No entanto, com base nas limitações do 

desenho do estudo e no tamanho relativamente pequeno da amostra, a eficácia e 

segurança da combinação de anakinra com tocilizumabe ou sarilumabe ainda 

precisam ser exploradas mais a fundo. Nesse sentido, considerados os estudos que 

investigaram esses medicamentos separadamente, o uso de biomarcadores para a 

seleção de pacientes elegíveis para a terapia combinada pode ser uma abordagem 

interessante em estudos futuros. Além disso, um estudo em andamento está 

investigando o uso do inibidor não seletivo de NLPR3 colchicina em combinação com 

o tocilizumabe (NCT05118737), o que pode fornecer mais informações sobre o 

potencial da inibição simultânea das sinalizações por IL-1 e IL-6. 

Potenciais candidatos para a terapia combinada também incluem estatinas, 

posto que alguns estudos mostraram que essa classe de drogas pode aliviar a SDRA 

(Calfee et al., 2018; Pienkos et al., 2023). Por exemplo, uma combinação de colchicina 

e rosuvastatina foi investigada em pacientes com COVID-19 não crítica em um 

pequeno ECR open-label, o qual não encontrou alteração no risco de progressão da 

doença ou eventos tromboembólicos em comparação com o SoC isolado (Shah et al., 
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2023). Em concordância, um estudo anterior não havia encontrado benefício 

significativo da combinação de colchicina e rosuvastatina (Gaitán-Duarte et al., 2022). 

Em contrapartida, os autores mostraram uma redução significativa na mortalidade em 

28 dias ou na necessidade de ventilação mecânica com uma combinação de quatro 

fármacos, sendo emtricitabina, tenofovir disoproxil, colchicina e rosuvastatina. De 

maneira importante, quase todos os pacientes envolvidos tinham SDRA no início do 

estudo (Gaitán-Duarte et al., 2022). No mais, uma combinação de rosuvastatina e 

celecoxibe está incluída em um ECR em pacientes com trauma torácico contuso, 

embora o registro tenha sido atualizado pela última vez há mais de uma década e o 

status de recrutamento atual seja desconhecido (NCT01623921). 

Inibidores da via JAK-STAT são talvez os candidatos mais promissores para a 

terapia combinada na SDRA. Como mencionado anteriormente, ensaios clínicos 

grandes como os estudos COV-BARRIER e RECOVERY apoiam o benefício adicional 

do baricitinibe em populações de pacientes com alta taxa de uso de corticosteroides 

sistêmicos no início do tratamento (78-80% e 95-96%, respectivamente) (Marconi et 

al., 2021; RECOVERY Collaborative Group, 2022). Uma conclusão semelhante foi 

obtida em um estudo que demonstrou a eficácia do tofacitinibe, no qual 89,3% de 

todos os participantes receberam corticosteroides durante a hospitalização 

(Guimarães et al., 2021). Ainda, nenhum desses estudos levantou questões de 

segurança associadas à imunossupressão excessiva, o que encoraja a continuação 

dos testes com a combinação de corticosteroides e um inibidor da JAK. Em um estudo 

pioneiro que combina ruxolitinibe e eculizumabe, um anticorpo monoclonal anti-C5a 

do complemento, pacientes com SDRA associada à COVID-19 mostraram melhora 

ou uma tendência de melhora em vários parâmetros, incluindo oxigenação (Giudice et 

al., 2020). Atualmente, combinações do ruxolitinibe com anakinra ou tocilizumabe 

estão sendo investigadas em pacientes com COVID-19 grave em estágio 2b 

(pneumonia hipoxêmica e CRP > 150 mg/L) ou estágio 3 (SDRA) da doença 

(NCT04424056). No mais, o tratamento combinado com ruxolitinibe e sinvastatina não 

resultou em maior benefício a pacientes com COVID-19 quando comparado ao SoC 

isolado, o qual incluiu corticosteroides (77%), tocilizumabe (29%) e anticoagulantes 

(97%) (Garcia-Donas et al., 2023). 

A combinação de mais de dois inibidores de citocinas com o SoC também é 

uma possibilidade, embora a relação risco-benefício seja amplamente desconhecida. 
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Um exemplo é um estudo prospectivo de coorte que investigou 103 pacientes graves 

com COVID-19 que receberam simultaneamente o SoC, baricitinibe e secuquinumabe 

(n = 49) ou SoC, baricitinibe, secuquinumabe e tocilizumabe (n = 54). É importante 

destacar que todos os pacientes também receberam dexametasona como parte do 

SoC, o que aumenta o total de imunossupressores em cada grupo para três e quatro, 

respectivamente (Hasan et al., 2022). A vacinação contra a COVID-19 e a evidência 

de coinfecção bacteriana ou fúngica no início do estudo foram critérios de exclusão. 

Em comparação com aqueles que receberam o SoC, baricitinibe e secuquinumabe, 

os pacientes que receberam todos os medicamentos investigados tiveram uma 

recuperação mais rápida para SpO2 ≥ 94% em ar ambiente, menor necessidade de 

oxigênio suplementar, menor necessidade de UTI, menor necessidade de ventilação 

mecânica, menor risco de desenvolver SDRA, menor tempo de internação hospitalar 

e menor taxa de reinternação (Hasan et al., 2022). Em relação à segurança, aqueles 

que receberam mais inibidores de citocinas mostraram uma tendência de aumento na 

taxa de infecções secundárias bacterianas (12,2% vs. 18,5%, p = 0,079) e aumento 

significativo na taxa de infecções fúngicas (6,1% vs. 14,8%) ou eventos adversos, 

principalmente diarreia grave (4,1% vs. 14,8%). A mortalidade por todas as causas 

em 60 dias foi nominalmente menor no grupo tratado com o SoC, baricitinibe, 

secuquinumabe e tocilizumabe, embora não tenha atingido significância estatística 

(Hasan et al., 2022). Com base nesses resultados, é possível que a combinação de 

múltiplos inibidores de citocinas seja uma abordagem viável na SDRA. No entanto, 

estudos com maior qualidade de evidência e avaliações detalhadas de segurança são 

necessários antes que essa estratégia possa ser considerada fora de ensaios clínicos. 

Como já mencionado, ensaios clínicos robustos que incluíram corticosteroides 

sistêmicos (principalmente dexametasona) em combinação com tocilizumabe ou 

baricitinibe no tratamento da COVID-19 não identificaram sinais de imunossupressão 

prejudicial (RECOVERY Collaborative Group, 2021; 2022). No entanto, em algumas 

circunstâncias, o uso de corticosteroides per se pode estar associado a danos 

(Matthay & Wick, 2020), e inibidores de citocinas são comumente associados a um 

aumento na incidência de infecções graves (Rose-John et al., 2017). Nesse sentido, 

a segurança da terapia anti-citocina combinada deve ser analisada caso a caso, dado 

que diferentes combinações podem apresentar riscos diferentes que afetam, em 

última análise, a relação risco-benefício. Além disso, é necessário considerar com 
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cautela variáveis como doses, frequência e momento da intervenção, além da 

etiologia, presença de infecções e gravidade do quadro. Na SDRA, a identificação de 

subgrupos específicos que têm maior probabilidade de se beneficiar dessa 

abordagem (e.g. hiperinflamatório vs. hipoinflamatório) também ajudaria a evitar a 

exposição indevida a imunossupressores. No entanto, dependendo da estratégia de 

estratificação, a subfenotipagem em tempo real de pacientes continua sendo um 

desafio a ser superado (Wick et al., 2021). 

 

1.2.3.2. Insights de estudos experimentais 

 

A inibição combinada de citocinas é uma tendência de pesquisa em muitas 

áreas. Recentemente, um estudo interessante investigou se diferentes combinações 

de ruxolitinibe, anakinra, anticorpos anti-IFN-γ, anti-IL-6R e anti-IL-18 poderiam 

melhorar a resposta em relação à monoterapia com anti-IFN-γ em um modelo de HLH 

(Joly et al., 2023). Utilizando camundongos nocaute para perforina infectados com o 

vírus da coriomeningite linfocítica, os autores mostraram que a combinação de um 

anticorpo monoclonal anti-IFN-γ e ruxolitinibe, mas nenhuma das outras combinações 

testadas, foi significativamente superior à neutralização do IFN-γ isoladamente. 

Inclusive, a monoterapia com anakinra ou anti-IL-6R teve alguns efeitos prejudiciais 

(Joly et al., 2023). Através do mesmo modelo experimental, Meyer et al. (2020) 

relataram que a adição de ruxolitinibe ao tratamento com dexametasona leva a um 

melhor controle da hiperinflamação (Meyer et al., 2020). Em resumo, esses estudos 

apoiam fortemente a superioridade do tratamento combinado para a HLH, 

particularmente para as combinações envolvendo neutralização do IFN-γ, um inibidor 

de JAK e/ou corticosteroides. No entanto, é incerto se e como esses resultados são 

relevantes para a SDRA e se diferem nos modelos clássicos de LPA. 

Paralelamente, combinações investigadas nos modelos de LPS ou LPS e 

ventilação mecânica incluem budesonida e N-acetilcisteína (Li et al., 2022), 

dexametasona e um anticorpo monoclonal anti-G-CSF (fator estimulador da colônia 

de granulócitos; Banuelos et al., 2017), dexametasona e halofuginona (Du et al., 

2022), e MCC950 e anakinra (Wang et al., 2021). Prednisolona, outro corticosteroide, 

foi combinada com etoposídeo em um modelo de LPA hiperinflamatória induzida por 

α-galactosilceramida e LPS, e resultou em maior benefício em comparação com cada 
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monoterapia (Aoyagi et al., 2019). Dois estudos também investigaram os efeitos da 

monoterapia com fármacos inovadores capazes de inibir simultaneamente citocinas 

específicas. Por exemplo, Yang et al. (2017) mostraram efeitos anti-inflamatórios de 

uma proteína de fusão bispecífica anti-IL-17/anti-TNF em camundongos com 

inflamação sistêmica induzida por LPS, mas a investigação é limitada a poucos 

parâmetros. Outro fármaco interessante é o CSL311, um anticorpo monoclonal capaz 

de inibir a sinalização por GM-CSF, IL-5 e IL-3 através da interação com a subunidade 

beta comum (βc) do receptor humano. Os autores utilizaram camundongos 

transgênicos que expressam o βc humano como uma plataforma de testes, e o 

CSL311 mostrou ser eficaz na LPA induzida por LPS intranasal, infecção pelo 

IAV/H3N2 e exposição aguda à fumaça (Fung et al., 2022; Wang et al., 2022). Por fim, 

Karki et al. (2021) mostraram que a neutralização simultânea de TNF e IFN-γ reduz 

significativamente a mortalidade em modelos de sepse induzida por LPS, HLH 

induzida por Poly I:C e LPS, e infecção por SARS-CoV-2 (Karki et al., 2021). 

Embora limitados em sua capacidade individual de generalização, esses 

estudos apoiam coletivamente a hipótese de que a combinação de drogas anti-

citocina desempenha um papel relevante na terapêutica da SDRA. Além disso, eles 

apontam para os corticosteroides como um dos candidatos imediatos para tais 

combinações, o que pode servir como ponto de partida para pesquisas clínicas e não 

clínicas futuras. Ainda assim, seria altamente benéfico explorar abordagens mais 

seletivas, como a inibição direta de citocinas ou de receptores específicos. Em 

comparação com fármacos cujos alvos são fatores de transcrição ou quinases, ter 

citocinas ou receptores como alvos terapêuticos contribui à redução de efeitos 

colaterais e do risco de imunossupressão. De fato, uma limitação das evidências 

experimentais disponíveis é que as diferentes combinações de drogas foram 

predominantemente estudadas em modelos de inflamação estéril, como o do LPS. 

Compreender como a terapia combinada afeta a defesa do hospedeiro durante ou 

após uma infecção é crucial, e deve ser especificamente avaliado em pesquisas 

futuras. Também vale a pena investigar se a terapia combinada anti-citocina pode ser 

efetivamente pareada a drogas que atuam contra patógenos. Não 

surpreendentemente, evidências acumuladas sugerem que agir simultaneamente 

contra a inflamação e a infecção é uma estratégia melhor do que apenas uma ou outra 

abordagem (Pandey et al., 2023). 
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Por fim, modelar uma síndrome complexa, heterogênea e parcialmente 

incompreendida é um desafio por si só, e nenhuma abordagem experimental é 

representativa de toda a complexidade da SDRA. Assim, à medida que aprendemos 

mais sobre os subfenótipos da SDRA, descobrir como os modelos experimentais 

podem melhorar a partir desse conhecimento pode ajudar no desenvolvimento de 

terapias direcionadas a um subfenótipo específico. Nesse sentido, se os modelos de 

LPA/SDRA atuais são capazes de expressar ou representar subfenótipos distintos 

ainda é desconhecido e assunto de pesquisa em andamento (Carla et al., 2020). 

 

1.2.4. Conclusões e perspectivas 

 

Quase todas as citocinas têm efeitos homeostáticos e patogênicos, fazendo da 

inibição da sinalização em doenças críticas, como a SDRA, um desafio. O tratamento 

precoce com fármacos anti-citocina pode facilitar infecções primárias ao mesmo 

tempo em que aumenta o risco de infecções secundárias. Por outro lado, a 

imunomodulação tardia em uma lesão pulmonar de rápida evolução pode ser difícil de 

se provar eficaz devido ao estabelecimento da lesão tecidual e do comprometimento 

da função respiratória. Com base no conhecimento atual, os efeitos da terapia anti-

citocina na LPA e SDRA são provavelmente citocina- e patógeno-dependentes, e 

identificar o momento adequado para a intervenção em cada caso continua sendo um 

desafio importante que deve ser abordado no desenho de ensaios clínicos e não 

clínicos. É importante ressaltar que, para muitos casos, ainda não está claro se um 

aumento inicial ou tardio de uma citocina circulante constitui um alvo passível de 

intervenção terapêutica, uma consequência menos importante de eventos anteriores, 

ou simplesmente um “espectador”. 

Em maior ou menor grau, todas as principais citocinas e os efeitos de sua 

inibição foram investigados. Dessa forma, na Figura 10, apresenta-se uma visão geral 

do tratamento anti-citocina para a LPA/SDRA dividida por tipo de pesquisa e nível de 

evidência. Notavelmente, apenas alguns fármacos têm dados suficientes para 

sustentar seu status como terapias promissoras (representados em azul). Entre eles, 

anakinra, tocilizumabe, e baricitinibe são os exemplos mais proeminentes, e os dados 

atuais apoiam a necessidade da seleção de pacientes guiada por biomarcadores e/ou 

da combinação com corticosteroides para se obter benefício clínico. De fato, um papel 



60 
 

 
 

emergente dos corticosteroides reside nas terapias combinadas, particularmente em 

associações com drogas capazes de reduzir a ativação da via JAK-STAT, como 

inibidores de IL-6, IFN-γ ou JAK. No entanto, a soma das evidências clínicas está 

fortemente enviesada para pacientes com pneumonia grave por infecção com SARS-

CoV-2. Portanto, uma droga ou combinação de drogas considerada eficaz nesse 

contexto específico pode não se traduzir em tratamento eficaz da SDRA de outras 

fontes. Outra observação interessante é que, com exceção da inibição do 

inflamassoma NLRP3, todas as estratégias terapêuticas emergentes com bom 

suporte pré-clínico (vermelho claro na Figura 10) são atualmente representadas por 

um ou mais fármacos com pelo menos algum nível de suporte clínico (azul e amarelo). 

Isso sugere que, embora falíveis, os modelos animais de LPA são úteis na 

identificação de terapias anti-citocina candidatas, e que melhorar a pesquisa pré-

clínica em termos de validade deve também fortalecer a pesquisa translacional. 

 

 
Figura 10. Visão geral do tratamento anti-citocina para a LPA/SDRA de acordo com as evidências 
atuais. Fármacos e estratégias terapêuticas revisados foram categorizados de acordo com o tipo de 
pesquisa (pré-clínica ou clínica) e nível de evidência (aumenta no sentido anti-horário e em direção ao 
centro, conforme indicado pelas cores). Um breve resumo para cada categoria é fornecido na figura. 
Inclusões na categoria "altamente incerto" (em laranja) não foram subagrupadas por evidências, posto 
que todos tiveram apenas um estudo revisado e os resultados são negativos ou preliminares. 
Referências e informações de apoio são encontradas no texto. Criado com BioRender. 
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No geral, apesar de alguns avanços potencialmente importantes, vários 

impedimentos relacionados às terapias anti-citocina na LPA/SDRA ainda persistem. 

Na visão do autor, esforços futuros devem investigar se a terapia combinada anti-

citocina é eficaz na SDRA não associada à COVID-19, quais combinações de drogas 

devem ser priorizadas para testes, quais subgrupos de pacientes têm maior 

probabilidade de se beneficiar ou de ser prejudicados, e como o uso de modelos 

experimentais pode ser aprimorado para acomodar a evolução no entendimento dos 

subfenótipos. 

 

1.3.  MODELAGEM EXPERIMENTAL DA LPA/SDRA EM CAMUNDONGOS 

 

1.3.1. Estratégias e validade translacional 

 

Humanos e camundongos diferem consideravelmente quanto à estrutura do 

sistema respiratório (Quadro 7). Somadas a outros fatores, divergências entre as 

espécies impõem uma dificuldade natural na pesquisa translacional da SDRA (Matute-

Bello et al., 2008) que é comum à maioria, se não todos, os modelos animais de 

condições humanas.  

 

Quadro 7. Comparação do trato respiratório de humanos e camundongos. 
Característica Humano Camundongo 

Respiração nasal Opcional Obrigatória 

Postura corporal Bípede Quadrúpede 

Capacidade pulmonar total 6000 ml 1 ml 

Taxa respiratória 12-16/min (adulto) 250-300/min (adulto) 

Lobação pulmonar 
Direito: 3 lobos 
Esquerdo: 2 lobos 

Direito: 4 lobos 
Esquerdo: 1 lobo 

Ramificação das vias 
aéreas condutoras 

17 a 21 gerações, padrão 
de ramificação dicotômico 

13 a 17 gerações, padrão de 
ramificação monopodial 

Espessura da barreira 
sangue-gás 

0.62 µm 0.32 µm 

Diâmetro alveolar 
210 µm de interceptação 
linear média 

80 µm de interceptação linear média 

Células em clava Presente Maior número em relação ao humano 

BALT 
Amplamente ausente em 
humanos saudáveis 

Variável mas quantidade significativa 
presente em camundongos saudáveis 

BALT = tecido linfoide associado ao brônquio. Fonte: traduzido de Aeffner et al., 2015. 
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Diante de muitas limitações e, por enquanto, nenhum sucesso translacional em 

termos de farmacoterapia, grande esforço tem sido realizado para dar consistência à 

definição da SDRA experimental e guiar a pesquisa pré-clínica em termos de validade. 

Na verdade, posto que a definição da SDRA depende exclusivamente de critérios 

clínicos específicos, o equivalente pré-clínico é mais precisamente referido como 

somente LPA. Assim, para que se verifique a validade de um modelo animal de LPA, 

a American Thoracic Society (ATS) sugere a confirmação da presença de ao menos 

três das quatro características principais: a) evidência histológica de lesão tecidual; b) 

alteração da integridade da barreira alvéolo-capilar; c) presença de resposta 

inflamatória; e d) disfunção fisiológica (Matute-Bello et al., 2011; Kulkami et al., 2022). 

Sob essa perspectiva, diferentes modelos experimentais podem ser utilizados para o 

estudo da LPA e a triagem de novas terapias (revisado em Matute-Bello et al., 2008). 

De maneira parecida com a condição em humanos, modelos experimentais de 

LPA podem ser gerados a partir de insultos diretos ou indiretos. Modelos indiretos 

promovem lesão pulmonar através de um insulto extrapulmonar e incluem modelos 

ligados à sepse e isquemia-reperfusão. Já os modelos diretos baseiam-se na 

administração local (i.e., no trato respiratório) de um ou mais insultos, incluindo-se 

bleomicina, ácido, bactérias, vírus e produtos bacterianos ou virais, além de hiperóxia 

e ventilação mecânica (Matute-Bello et al., 2008). Há diferenças consideráveis entre 

estratégias diretas e indiretas (Chimenti et al., 2020; Menezes et al., 2005) e nenhum 

dos modelos é considerado o “padrão-ouro”. Portanto, a escolha deve estar baseada 

nas características e nos objetivos particulares da pesquisa (Matute-Bello et al., 2011). 

A administração de LPS, um glicolipídeo altamente imunogênico que compõe a 

membrana externa de bactérias gram-negativas, é um dos modelos de LPA mais 

comuns atualmente (Matute-Bello et al., 2008; 2011). 

 

1.3.2. Modelo experimental de LPA induzido por LPS 

 

Há pelo menos três décadas de utilização, o modelo experimental de LPA 

induzido por LPS é uma ferramenta importante no entendimento dos mecanismos de 

hiperinflamação e dano associados à disfunção respiratória (Chen et al., 2010). 

Destaca-se, ainda, que doses seguras de LPS são usadas para testar hipóteses 

diretamente em humanos, e podem servir como uma prova de conceito preliminar para 
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o desenvolvimento de medicamentos (Janssen et al., 2013). De maneira geral, é um 

modelo experimental versátil, reprodutível e de rápida indução, além de ser capaz de 

atender todos os critérios sugeridos pela ATS (Matute-Bello et al., 2011; Kulkarni et 

al., 2022). 

 

1.3.2.1. Mecanismos de reconhecimento e resposta ao LPS 

 

A resposta imune ao LPS envolve ao menos dois mecanismos principais: a 

ativação de receptores do tipo Toll 4 (TLR4) e a ativação de caspase-11. Na 

sinalização mediada por TLR4, monômeros de LPS são transferidos pela proteína 

ligante de LPS (LBP) à proteína CD14 ancorada na membrana celular. Esse processo 

requer a formação de um complexo intermediário LBP/LPS/CD14. Em seguida, o LPS 

é transferido à MD-2, uma proteína ligada ao TLR4, e induz a formação de 

homodímeros do complexo TLR4/MD-2/LPS (Zamyatina & Heine, 2020). 

A partir dessa estrutura, duas vias de sinalização intracelular são ativadas. Na 

primeira, o complexo (TLR4/MD-2/LPS)2 ancorado à membrana promove o 

recrutamento da proteína MyD88 (do inglês myeloid differentiation primary response 

protein 88), seu adaptador TIRAP (do inglês Toll/interleukin-1 receptor domain-

containing adaptor protein) e quinases da família IRAK (do inglês IL-1R-associated 

kinase). A estrutura resultante, o midossoma, leva à ativação dos fatores de 

transcrição gênica NF-κB (fator nuclear kB) e AP1 (proteína ativadora 1) que, por fim, 

induzem rápida expressão de genes inflamatórios (Kieser & Kagan, 2017; Zamyatina 

& Heine, 2020). Na segunda via de sinalização, o complexo (TLR4/MD-2/LPS)2 sofre 

endocitose mediada por CD14 e recruta um outro conjunto de proteínas, a TRIF (do 

inglês TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNβ) e seu adaptador TRAM 

(do inglês TRIF-related adaptor molecule). O resultado é, embora ainda incerto, a 

formação no endossoma de uma estrutura supramolecular chamada trifossoma 

(Kieser & Kagan, 2017). A montagem dessa estrutura induz novamente a ativação de 

NF-κB e AP1, além de resposta mediada pelo fator regulador de interferon 3 (IRF3) 

que resulta na produção de interferons do tipo I (Kieser & Kagan, 2017, Zamyatina & 

Heine, 2020).  

Em oposição à detecção no ambiente extracelular, o segundo mecanismo 

principal de resposta ao LPS envolve o reconhecimento da molécula no ambiente 
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intracelular. Neste caso, a resposta ocorre por ligação direta do LPS à caspase-11 em 

camundongos (Kayagaki et al., 2011) ou caspase-4 e 5 em humanos (Shi et al., 2014). 

Embora este seja um processo independente de TLR4, o aumento da expressão de 

procaspase-11 (cuja presença constitutiva é baixa) é induzido pela ativação do eixo 

TLR4-TRIF e de receptores de interferon (Napier et al., 2016). Isso evidencia uma 

importante convergência entre o reconhecimento extra- e intracelular de LPS que 

promove a amplificação da resposta (Zamyatina & Heine, 2020). Uma vez que o LPS 

intracelular é reconhecido, a ligação resulta na oligomerização e ativação da caspase-

11, que por sua vez cliva a proteína (GSDMD) e libera o fragmento N-terminal 

(GSDMDN-term), causando piroptose (Kayagaki et al., 2015). Por fim, o efluxo de K+ 

gerado pela piroptose atua como gatilho para o processamento e liberação de IL-1β e 

IL-18 através de um processo conhecido como ativação não-canônica do 

inflamassoma NLRP3 (Rivers-Auty & Brough, 2015). Os mecanismos de 

reconhecimento e resposta ao LPS descritos acima estão ilustrados na Figura 11. 

 
Figura 11. Vias de sinalização celular pró-inflamatória induzidas por LPS. LBP = proteína ligante de 
LPS. TLR4 = receptor do tipo Toll 4. MD2 = fator de diferenciação mieloide 2. AP1 = proteína ativadora 
1. NF-κB = fator nuclear κB. IRF3 = fator regulatório de interferon 3. Fonte: adaptado de Kieser & Kagan 
(2017).  
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1.3.2.2. Visão geral e aspectos práticos 

 

No estudo da LPA/SDRA em animais de laboratório, a administração do LPS 

pode ser local (inalatória, intranasal ou intratraqueal) ou sistêmica (intravenosa ou 

intraperitoneal), e há variação considerável nos protocolos. Em camundongos, se 

considerada somente a via intratraqueal, as doses utilizadas variam entre 0,1 e 25 

mg/kg dependendo do objetivo (Calkins et al., 2002; Xu et al., 2015), e têm por 

consequência uma grande amplitude no grau de alterações celulares, moleculares e 

fisiológicas. A LPA induzida por LPS também sofre influência genética (Alm et al., 

2010a; 2010b) e do sexo dos camundongos, com machos sendo em geral mais 

responsivos do que fêmeas (Card et al., 2006; Carey et al., 2007). Outro fator crítico 

é o tempo entre o insulto e a avaliação, posto que a resposta imune induzida é 

bastante dinâmica (Domscheit et al., 2020). Por exemplo, enquanto a expressão local 

de algumas citocinas tende a ter um pico logo nas primeiras horas, a infiltração de 

leucócitos no espaço broncoalveolar tem uma ascendente menos abrupta e que pode 

durar várias horas ou dias (Alm et al., 2010b; Domscheit et al., 2020; Jeyaseelan et 

al., 2004; Mock et al., 2020; Verjans et al., 2018). A disfunção pulmonar, por sua vez, 

é observada em fases mais tardias da resposta, mas pode ser limitada ou ausente a 

depender do protocolo (Bittencourt-Menark et al., 2017; Devos et al., 2017, Kastis et 

al., 2013; Khadangi et al., 2021; Verjans et al., 2013; 2018). Portanto, na LPA induzida 

por LPS, é esperado que diferentes indicadores de inflamação e lesão pulmonar 

tenham perfis dose- e tempo-dependentes também diferentes. 

Nesse contexto, e com base nas recomendações da ATS (Matute-Bello et al., 

2011; Kulkami et al., 2022), este trabalho teve como objetivo adicional a 

caracterização in loco do modelo experimental de LPA induzido por LPS. Com isso, 

objetivou-se assegurar a validade do modelo experimental para o teste da hipótese, 

além de se investigar o perfil da resposta inflamatória que subsidia a interpretação dos 

resultados. 

 

1.4. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 

 

Infecções respiratórias graves e sepse são problemas de saúde pública global 

com alta prevalência. Uma das principais complicações clínicas é o desenvolvimento 
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de SDRA, cujo tratamento dispõe de instrumentos e procedimentos avançados mas 

carece de farmacoterapia específica. Dada a crescente preocupação com bactérias 

resistentes à antibióticos e a iminência de novas pandemias virais como a de COVID-

19, é imperativo que o desenvolvimento de medicamentos para a SDRA seja incluído 

nos esforços de preparação dos sistemas de saúde global.  

Com base na literatura científica atual, uma vertente importante de pesquisa no 

campo da LPA/SDRA trata da patogênese mediada por citocinas pró-inflamatórias e 

a capacidade de fármacos inibidores de modificar este processo. Como apresentado 

na introdução desta tese, estudos recentes têm revelado novas perspectivas no uso 

desses fármacos, incluindo-se a elegibilidade ao tratamento baseada em 

biomarcadores e a combinação de duas ou mais drogas. Contudo, devido às lacunas 

nos dados de eficácia terapêutica, é necessário que mais pesquisas pré-clínicas 

sejam realizadas para subsidiar os estudos clínicos. Deste modo, este trabalho busca 

contribuir para a investigação do potencial terapêutico de drogas anti-citocina na 

LPA/SDRA e para a identificação de combinações dessas drogas que podem justificar 

a avaliação aprofundada em estudos pré-clínicos e clínicos futuros. 

 

1.5. HIPÓTESE 

 

Ante ao exposto na Introdução deste documento de tese, postulou-se a 

hipótese de que as combinações de dexametasona e baricitinibe, de anticorpos 

neutralizantes de TNF e IFN-γ, e de dinaciclibe e MCC950, são superiores à 

monoterapia no controle da inflamação e de alterações hematológicas, fisiológicas e 

funcionais em um modelo experimental de LPA induzido por administração 

intratraqueal de LPS em camundongos. 

 

1.6.  OBJETIVOS 

 

1.6.1. Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos da monoterapia e coadministração de dexametasona e 

baricitinibe, de anticorpos neutralizantes de TNF e IFN-γ, e de dinaciclibe e MCC950, 

sobre parâmetros associados à inflamação, lesão e disfunção pulmonar, em 
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camundongos da linhagem CD-1 submetidos ao modelo experimental de LPA 

induzido por instilação intratraqueal de LPS. 

 

1.6.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar os efeitos tempo-dependentes da instilação intratraqueal de LPS e o 

perfil de alterações de peso corporal, de indicadores de inflamação e lesão 

pulmonar, e alteração hematológica em camundongos machos e fêmeas; 

 Avaliar o perfil de liberação de citocinas no espaço broncoalveolar e os efeitos 

sexo-dependentes em camundongos submetidos a instilação intratraqueal de 

LPS; 

 Avaliar o perfil de alteração da mecânica respiratória basal e os efeitos sexo-

dependentes em camundongos submetidos a instilação intratraqueal de LPS; 

 Avaliar os efeitos dose-dependentes da instilação intratraqueal de LPS sobre o 

peso corporal, indicadores de inflamação, lesão e função pulmonar, e alteração 

hematológica em camundongos machos; 

 Avaliar a farmacocinética da dexametasona e do baricitinibe no plasma e 

pulmões de camundongos machos naive após coadministração única. 

 Avaliar os efeitos da monoterapia e do cotratamento com dexametasona e 

baricitinibe sobre o peso corporal, indicadores de inflamação, lesão e função 

pulmonar, e alteração hematológica, em camundongos machos submetidos à 

instilação intratraqueal de LPS; 

 Avaliar os efeitos da monoterapia e do cotratamento com dexametasona e 

baricitinibe sobre a expressão gênica pulmonar em 24 horas após a instilação 

intratraqueal de LPS em camundongos machos 

 Avaliar os efeitos do tratamento com controle isotípico (IgG1 de hamster 

armênio) sobre o peso corporal, indicadores de inflamação e lesão pulmonar, 

e alteração hematológica, em camundongos machos submetidos à instilação 

intratraqueal de LPS 

 Avaliar os efeitos da monoterapia e do cotratamento com anticorpos 

neutralizantes de TNF e de IFN-γ sobre o peso corporal, indicadores de 

inflamação, lesão e função pulmonar, e alteração hematológica, em 

camundongos machos submetidos à instilação intratraqueal de LPS; 
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 Avaliar os efeitos da monoterapia e do cotratamento com dinaciclibe e MCC950 

sobre o peso corporal, indicadores de inflamação, lesão e função pulmonar, e 

alteração hematológica, em camundongos machos submetidos à instilação 

intratraqueal de LPS. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1.  ANIMAIS E PROCEDIMENTOS GERAIS 

 

Neste estudo foram utilizados camundongos machos e fêmeas adultos da 

linhagem não-isogênica CD-1. Esta linhagem foi selecionada por ter sido 

demonstrada, dentre outras sete linhagens, como uma das mais susceptíveis à LPA 

induzida por instilação intratraqueal de LPS (Alm et al., 2010; 2010b). Fêmeas foram 

avaliadas especificamente na fase inicial dos experimentos de padronização (primeiro 

bloco experimental) e posteriormente, com base nos resultados, somente machos 

foram utilizados. A idade dos animais no início dos experimentos foi de oito a doze 

semanas, a menos que especificado, e o peso aproximado foi de 30 ± 5 g para fêmeas 

e 40 ± 5 g para machos. Os camundongos foram criados em condições livres de 

patógenos específicos (SPF, do inglês specific-pathogen-free) no biotério de criação 

do Centro de Inovação e Ensaios Pré-Clínicos (CIEnP) e transportados ao biotério de 

manutenção sete dias antes do início dos experimentos. Uma vez obtidos, os 

camundongos foram mantidos em gaiolas medindo 23,5 x 42,5 x 17,5 cm (L x C x A) 

conectadas a racks microisoladoras com, no máximo, cinco animais por gaiola, em 

ambiente com temperatura de 22 ± 2°C e umidade entre 45 e 70%. Foi utilizado ciclo 

claro/escuro de 12 horas (luzes acesas às 06:30) com acesso livre a água e ração. A 

ração (Nuvilab CR1®, Nuvital) foi autoclavada e a água foi filtrada, clorada e embalada 

no equipamento Hydropac® (Lab Products) antes de serem disponibilizados. O CIEnP 

realiza mensalmente a avaliação da potabilidade da água fornecida aos animais. 

Todas as gaiolas tiveram forração do tipo maravalha aspen (Souralit®), material para 

nidificação e um pequeno bloco de madeira aspen para enriquecimento ambiental. A 

maravalha utilizada foi previamente autoclavada e renovada periodicamente.  

 

2.2.  RANDOMIZAÇÃO, CEGAMENTO E BOAS PRÁTICAS CIENTÍFICAS 

 

A fim de reduzir ao máximo os desvios que possam interferir na confiabilidade, 

rastreabilidade e reprodutibilidade dos resultados do estudo, foram empregados 

critérios propostos pelo guia ARRIVE (Kilkenny et al., 2010; Lilley et al., 2020; Percie 

du Sert et al., 2020). Para isso, os seguintes procedimentos foram rigorosamente 
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aplicados: a) nenhum dado válido foi omitido para o cálculo das médias e análise 

estatística; b) os animais foram distribuídos aleatoriamente nos grupos experimentais; 

c) os experimentos foram realizados de forma cega, ou seja, o experimentador não 

teve conhecimento prévio sobre o grupo experimental a que pertenceu o animal ou 

material analisado; d) os experimentos que foram conduzidos em blocos tiveram 

sempre todos os grupos experimentais representados; e) os métodos de análise 

estatística foram definidos em planejamento prévio. 

A distribuição aleatória dos animais foi realizada por meio de ferramenta de 

randomização online (random.org). Em experimentos em que não há uma intervenção 

de interesse (padronização/caracterização), ou que incluíram apenas tratamento 

prévio, ou no estudo de farmacocinética, os animais foram randomizados antes do 

início do protocolo. Em experimentos em que o tratamento iniciou somente após a 

aplicação do modelo, a randomização foi realizada em um processo de duas etapas. 

Primeiro, os indivíduos foram distribuídos entre controles negativos (sham) e de 

indução (LPS). Depois, após as instilações intratraqueais de LPS ou salina, os animais 

que receberam LPS foram novamente randomizados entre os grupos experimentais 

com um ou mais fármacos de interesse e os respectivos veículos. 

 

2.3.  BEM-ESTAR ANIMAL E PONTO FINAL HUMANITÁRIO 

 

As avaliações de peso corporal e bem-estar dos animais ocorreram ao menos 

uma vez por dia em todos os dias durante os experimentos. O ponto final humanitário 

foi definido por um escore de sinais clínicos ≥ 4, sendo atribuído escore de 1 para 

cada uma das cinco características a seguir: a) piloereção, posição curvada e olhos 

semifechados; b) respiração abdominal laboriosa com redução de taxa respiratória 

e/ou cianose; c) letargia ou decúbito prolongado; d) relutância a mover-se frente a 

estímulo; e e) perda de peso ≥ 20% em relação ao basal. Se detectado um escore 

igual a 3, a frequência de avaliação foi aumentada para duas vezes por dia (no início 

da manhã e final da tarde). Verificado o atingimento do ponto final humanitário, o 

animal foi eutanasiado imediatamente por sobredose de anestésico barbitúrico 

(pentobarbital, 200 mg/kg i.p.). Todos os procedimentos deste estudo foram 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do CIEnP (protocolo nº 

302/00 e adendo 001). 

https://www.random.org/
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2.4.  MODELO EXPERIMENTAL DE LPA INDUZIDO POR LPS 

 

O modelo experimental de LPA foi induzido a partir de uma única instilação 

intratraqueal (i.t., método transtraqueal) de LPS (E. coli O127:B8; L3129, Sigma-

Aldrich) em doses variadas, conforme indicado em cada seção e descrito a seguir. A 

potência do LPS (em unidades de endotoxina [EU] por mg) foi obtida no certificado de 

análise fornecido pela fabricante. Para a padronização inicial (primeiro bloco 

experimental) utilizou-se 7,5 x 106 EU/kg e, posteriormente, foi realizada uma curva 

dose-resposta com as doses 0,3, 0,75, 1,5 e 7,5 x 106 EU/kg (segundo bloco 

experimental). A partir destes ensaios, a dose de 3,0 x 106 EU/kg foi selecionada para 

a subsequente avaliação das drogas de interesse e suas respectivas combinações.  

A preparação da solução de LPS foi realizada em solução salina estéril (NaCl 

0,9%) na concentração de 5 mg/ml com auxílio de agitação e aquecimento (10 minutos 

em banho-maria a 50ºC). Alíquotas de uso único foram mantidas congeladas (-20ºC) 

em microtubos de baixa-retenção e sonicadas por 5 minutos antes da diluição para a 

concentração de trabalho.  As concentrações de trabalho de LPS foram preparadas 

imediatamente antes do início do experimento e a solução foi homogeneizada antes 

de cada instilação. A doses de LPS e os procedimentos de administração foram 

adaptados de protocolos publicados (Ehrentraut et al., 2019; Helms et al., 2010). 

Para aplicação do modelo experimental (Figura 12), os animais foram 

inicialmente anestesiados com associação de ketamina (100 mg/kg, i.p.; Syntec) e 

xilazina (10 mg/kg i.p.; Ceva) e fixados em posição supina a 45º em plataforma de 

intubação (ETI-MSE-01, Kent Scientific). A fim de expor com clareza a região do 

pescoço, uma linha cirúrgica foi utilizada para tracionar os incisivos superiores no 

sentido oposto ao corpo. A assepsia da região da incisão foi realizada com solução 

de clorexidina 0,5% (Rioquímica), e solução salina foi utilizada para umedecer os 

olhos dos animais durante o procedimento e evitar danos por ressecamento à visão. 

Para anestesia local, foi utilizada uma injeção subcutânea sob a linha de incisão com 

volume fixo de 60 μL de uma mistura de lidocaína 0,5% (sem broncoconstritor; Bravet) 

e bupivacaína 0,25% (Cristália), baseado em Durst et al. (2021). Após cerca de 2 

minutos, uma incisão longitudinal de aproximadamente 1 cm foi realizada na região 

do pescoço seguido da separação do tecido subjacente e exposição da traqueia. Em 

seguida, foi realizada instilação intratraqueal de LPS ou salina (sham), em volume de 
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1 µL/g, através de perfuração do ligamento cricotraqueal (região imediatamente acima 

do primeiro anel traqueal) com agulha G26 acoplada a uma seringa.  

Após o procedimento de administração, a incisão foi suturada e os animais 

foram mantidos em gaiolas separadas, aquecidos, em posição supina e em inclinação 

positiva (aproximadamente 30°) até a recuperação da anestesia. Quando capazes de 

retornar para a posição prona, os animais foram devolvidos à caixa-moradia original e 

periodicamente monitorados conforme descrito no tópico anterior. Não foi utilizado 

analgesia sistêmica. 

 
Figura 12. Procedimento de instilação intratraqueal de LPS (método transtraqueal) utilizado na indução 
do modelo de LPA. Pontos vermelhos na imagem à direita ilustram a distribuição da solução instilada 
para o trato respiratório inferior. Fonte: adaptado de Hong et al. (2021). 

 

2.5.  DROGAS E TRATAMENTOS 

 

A dexametasona (Decadron Injetável, Aché Laboratórios Farmacêuticos) foi 

diluída em solução salina estéril (NaCl 0,9%) e administrada na dose de 10 mg/kg pela 

via intraperitoneal (i.p.; 10 ml/kg) uma vez ao dia por três dias (exceto quando 

especificado), conforme trabalho prévio (Sefik et al., 2022). O baricitinibe (HY-15315, 

MedChemExpress) foi preparado em solução 5% DMSO + 45% PEG400 + 10% 

KOLLIPHOR® RH 40 (2,5% em água ultrapura tipo I) + 40% salina e administrado na 

dose de 10 mg/kg por gavagem (v.o.; 10 ml/kg) duas vezes ao dia por três dias (exceto 

quando especificado), conforme trabalho publicado (Fridman et al., 2010). O 

dinaciclibe (HY-10492, MedChemExpress) foi preparado em solução de 20% 

hidroxipropil-β-ciclodextrina (Sigma-Aldrich) em salina estéril e administrado na dose 

de 2,5 mg/kg por injeção i.p. (10 ml/kg) duas vezes no primeiro dia e uma vez ao dia 

nos dois dias subsequentes, com base em estudo publicado (Wu et al., 2022). O 

MCC950 (PZ0280, Sigma-Aldrich) foi preparado em solução salina estéril e 
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administrado na dose de 10 mg/kg por gavagem (10 ml/kg) duas vezes no primeiro 

dia e uma vez ao dia por mais dois dias, com base em estudo publicado (Zeng et al., 

2022). Para os casos descritos, animais controle receberam por gavagem e/ou injeção 

i.p. os mesmos volumes proporcionais contendo apenas as soluções veículo. 

Nos experimentos de neutralização com anticorpos monoclonais, foi realizada 

administração única via i.p com volume fixo de 300 µl de solução salina estéril 

contendo 500 µg de anticorpo contra TNF murino (T-703, Leinco Technologies), 500 

µg de anticorpo contra IFN-γ murino (I-1190, Leinco Technologies) ou 500 µg de cada 

um dos anticorpos em combinação. Animais controle receberam 500 µg (ou 1000 µg, 

quando indicado) de controle isotípico (IgG1 de hamster armênio; P376, Leinco 

Technologies). A capacidade neutralizante in vivo dos anticorpos anti-TNF e anti-IFN-

γ foi previamente testada por Karki et al. (2021), trabalho no qual foi baseado o 

protocolo de tratamento. Os anticorpos foram adquiridos no formato pathogen-free 

(IDEXX Impact), divididos assepticamente em alíquotas de uso único em microtubos 

de baixa-retenção e mantidos em ultrafreezer (-80ºC) até o uso. 

As soluções de trabalho das drogas foram preparadas no início ou durante o 

experimento. O tratamento com dexametasona, baricitinibe, dinaciclibe ou MCC950 

foi iniciado 2 horas após a instilação i.t. de LPS. Os anticorpos neutralizantes ou 

controle isotípico foram administrados 1 hora antes do LPS.  

 

2.6. LAVADO BRONCOALVEOLAR E CONTAGEM DE CÉLULAS 

 

O procedimento para obtenção de FLBA foi adaptado de Van Hoecke et al. 

(2017). Foram utilizados três ciclos de injeção e aspiração (com “massagem” no tórax) 

de 1 mL de PBS autoclavado e gelado contendo 0.1 mM EDTA. O fluido foi 

centrifugado (500 x g, 10 minutos a 4ºC) e o sobrenadante foi separado e armazenado 

em ultrafreezer (-80ºC) até posterior análise. O pellet com células remanescente foi 

ressuspendido na mesma solução de PBS/EDTA 0.1 mM e processado conforme 

descrito a seguir. Nos experimentos de padronização (primeiro e segundo blocos 

experimentais) a contagem total de total de células foi realizada por meio da análise 

da suspensão em analisador hematológico automático veterinário (BC-5300Vet, 

Mindray). Para todos os experimentos subsequentes, a contagem de células foi 

realizada manualmente através de diluição em reagente de Turk (Dinâmica) e um 
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hemocitômetro. Para análise diferencial de leucócitos, uma segunda parte da 

suspensão de células foi submetida à citocentrifugação (1000 rpm por 5 minutos) e 

coloração de Romanowsy (Panóptico Rápido, LaborClin), seguida da contagem de 

200 células por amostra. 

 

2.7.  QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL NO FLBA 

 

A quantificação de proteína em amostras de sobrenadante do FLBA foi 

realizada pelo método de Bradford (B6916, Sigma-Aldrich) em placas translúcidas de 

96 poços e leitura de absorbância em 595 nm, conforme instruções do fabricante. A 

concentração proteica nas amostras foi determinada a partir da interpolação de curva-

padrão de sete pontos (0,1 – 1,4 mg/ml) com solução de albumina sérica bovina 

(A9418, Sigma-Aldrich). 

 

2.8.  QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS NO FLBA 

 

As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17, IFN-γ, MCP-1 e TNF foram 

quantificadas por citometria de fluxo através de kits de cytometric bead array (CBA) 

da BD Biosciences (560485, Mouse Th1/Th2/Th17 Kit; 552364, Mouse Inflammation 

Kit) conforme instruções do fabricante. A quantificação de TNF (especificamente no 

primeiro bloco experimental) e de IL-1β foi realizada por meio de ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) com kits DuoSet ELISA (DY401 e DY410, R&D 

Systems) conforme instruções do fabricante. 

 

2.9.  ANÁLISE HEMATOLÓGICA 

 

O sangue foi coletado por punção cardíaca imediatamente após a eutanásia. 

Em seguida, uma amostra de 90 µL de sangue foi misturada a 10 µL de solução 5% 

EDTA (em água deionizada) e submetida a analisador hematológico automático 

veterinário (BC-5300Vet, Mindray). Para os resultados foi considerada a porcentagem 

de neutrófilos e/ou linfócitos encontrados na amostra.  
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2.10. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DOS PULMÕES 

 

Somente foram utilizadas para a análise histopatológica amostras de animais 

não submetidos ao procedimento de lavado broncoalveolar. Após eutanásia, os 

pulmões foram removidos, inflados e fixados em solução 10% de formalina 

tamponada, emblocados em parafina e depois seccionados em cortes longitudinais (3 

μm) do órgão inteiro. Em seguida, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina 

(H&E) e 10 fotomicrografias por amostra (único corte; magnificação de 200 vezes) 

foram obtidas de campos não-redundantes utilizando-se uma câmera acoplada ao 

microscópio (Eclipse E200, Nikon). As imagens obtidas foram analisadas de maneira 

digital e quantitativa através do software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/), conforme 

adaptado de publicação prévia (Bermudez et al., 2022). A aquisição e análise das 

imagens foi realizada de maneira cega por um único observador. Para análise, as 

imagens foram segmentadas por limiar de cor e a área relativa às regiões não-

marcadas (fundo branco) foi medida (Figura 13). A fração de área corada foi então 

calculada pela fórmula 100 − (
Área não−marcada

Área total
∗ 100). Para cada animal, a 

porcentagem de área marcada por H&E foi calculada a partir da média das 10 

fotomicrografias.  

 

 

Figura 13. Análise histopatológica por imagem. Exemplo de segmentação (contorno amarelo à direita) 
entre a área corada por H&E e o fundo branco em fotomicrografia de tecido pulmonar (72 horas após 
7,5 x 106 EU/kg de LPS i.t) por meio de análise de imagem pelo software ImageJ. Magnificação de 200 
vezes. Fonte: acervo do autor. 

 

2.11. ANÁLISE DE MECÂNICA RESPIRATÓRIA 

 

A avaliação da mecânica respiratória basal foi realizada por meio da técnica de 

oscilação forçada e da medição da relação pressão-volume, conforme descrito a 

seguir. Inicialmente, os animais foram anestesiados com injeção de 8 mg/kg (i.p.) de 

https://imagej.nih.gov/ij/
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xilazina (Ceva) seguida, após cinco minutos, de injeção de 50 mg/kg (i.p.) de 

pentobarbital (Sigma-Aldrich). Após sedação, foi realizada a traqueostomia (com tórax 

fechado) e canulação com agulha de baixa resistência 18G (XS-CK18, SCIREQ) 

inserida por uma distância de cinco anéis traqueais e fixada com fio de algodão. Em 

seguida, os indivíduos foram conectados pela cânula ao sistema flexiVent (SCIREQ), 

um ventilador mecânico controlado por computador capaz de executar manobras 

(perturbações) e mensurar propriedades do sistema respiratório de pequenos 

roedores (Figura 14A; Ahookhosh et al., 2023). Para a ventilação mecânica foi 

utilizado volume corrente de 10 ml/kg, frequência respiratória de 150 

respirações/minuto, razão de inspiração e expiração de 2:3 e PEEP de 3 cmH2O. Após 

acoplamento do animal e início da ventilação, foi aplicada uma injeção de 0,8 mg/kg 

(i.p.) do bloqueador neuromuscular pancurônio (P1918, Sigma-Aldrich) a fim de obter 

paralisia muscular e passividade respiratória. Um aquecedor elétrico foi utilizado para 

manter os animais aquecidos durante o experimento. 

As manobras respiratórias foram executadas de maneira automatizada através 

de software proprietário flexiWare (versão 8.0, pacote de serviços 4) e um script 

padrão (mechanics scan) contendo quatro perturbações descritas a seguir e ilustradas 

na Figura 14B. A inflação profunda (Deep Inflation) infla gradualmente os pulmões 

por um período de 3 segundos até uma pressão de 30 cmH2O e mantém um platô por 

mais 3 segundos. Essa perturbação foi utilizada como manobra de recrutamento e 

para obtenção da capacidade inspiratória. A perturbação SnapShot-150 é uma 

oscilação forçada de frequência única (2.5 Hz) cujos dados adquiridos são ajustados 

ao modelo de compartimento único para fornecer as medidas de resistência sistêmica 

e elastância sistêmica. Quick Prime-3 é uma oscilação forçada de múltiplas 

frequências (1 - 20.5 Hz) que mede a impedância de entrada do sistema respiratório 

e utiliza o modelo de fase constante para calcular a resistência newtoniana, 

amortecimento tecidual e a elastância tecidual. Por fim, curvas pressão-volume foram 

construídas com a aplicação de pressão em um formato de escada até 30 cmH2O 

seguido de deflação na mesma maneira (manobra PVs-P). A complacência quase-

estática, o parâmetro k (formato da porção superior do braço de deflação) e a área 

entre os braços de inflação e deflação foram extraídos pelo software através da 

equação Salazar-Knowles.  
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Para cada animal, a sequência de manobras foi realizada em triplicata e 

somente foram utilizados dados para os quais o coeficiente de determinação do ajuste 

ao modelo matemático foi superior ao limite padrão pré-definido (maior que 0,95 para 

SnapShot-150 e maior que 0,9 para Quick Prime-3 e PVs-P). 

 

 
Figura 14. Método de avaliação da mecânica respiratória. (A) Ilustração do funcionamento do ventilador 
mecânico (flexiVent), (B) representação gráfica (volume vs. tempo) das quatro perturbações utilizadas 
durante a avaliação e os respectivos parâmetros. IC = capacidade inspiratória, Rrs = resistência 
sistêmica, Ers = elastância sistêmica, Crs = complacência dinâmica, RN = resistência Newtoniana, G = 
amortecimento tecidual, H = elastância tecidual, k = parâmetro k, Cst = complacência quase-estática. 
Fonte: adaptado de documentação de suporte da SCIREQ. 

 

2.12. ESTUDO DE FARMACOCINÉTICA 

 

Para o ensaio de farmacocinética, camundongos machos naive da linhagem 

CD-1 com 14 a 16 semanas de idade receberam coadministração única de 

dexametasona (10 mg/kg, i.p.) e baricitinibe (10 mg/kg, v.o.) seguido de coleta de 

sangue (por punção cardíaca) e pulmões após 0,5, 1, 2, 4, 8 e 24 horas. Cada tempo 

refere-se a um grupo independente de animais. Após coleta, as amostras foram 

processadas e analisadas conforme descrito nas seções a seguir.  

 

2.12.1. Quantificação de dexametasona e baricitinibe por LC-MS/MS 

 

Para determinação do baricitinibe e de dexametasona nas amostras de plasma 

e de pulmão foram utilizados métodos analíticos validados e um equipamento do tipo 

LC-MS/MS (do inglês, liquid chromatography-tandem mass spectrometry). O sistema 

é composto por um espectrômetro de massas com analisador de massas tipo 
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triploquadrupolo acoplado a um cromatógrafo a líquido de alta eficiência equipado com 

desgaseificador, sistema de bombas quaternário, forno para coluna cromatográfica, 

amostrador com controle de temperatura e injetor automático. Para a análise do 

baricitinibe foi utilizado o sistema Xevo TQS - Acquity H-Class (Waters), e a aquisição 

e o tratamento dos dados foram realizados com o software MassLynx versão 4.1. Para 

a análise de dexametasona foi utilizado o equipamento LCMS-8050 (Shimadzu), e a 

aquisição e o tratamento dos dados foram realizados com o software LabSolutions 

versão 5.118. As condições instrumentais dos espectrômetros de massas e os 

parâmetros da cela de colisão estão descritas no Quadro 8. 

 

Quadro 8. Condições instrumentais dos espectrômetros de massas e os parâmetros 
da cela de colisão. 

Parâmetro/Analito Baricitinibe Dexametasona 

Fonte de ionização Electrospray Electrospray 

Gás nebulizante Nitrogênio (150 L/hora) Nitrogênio (120 L/hora) 

Gás secante Nitrogênio (800 L/hora) Nitrogênio (600 L/hora) 

Tensão do capilar 3.000 V 4.000 V 

Temperatura da fonte 400°C 526°C 

Voltagem do cone 30 V 18 V 

Gás de colisão Argônio (0,15 mL/min) Argônio (0,15 mL/min) 

Energia de colisão 30 V 9 eV 

 

Utilizando-se as condições otimizadas foram encontradas as seguintes 

transições de massas para as substâncias analisadas: baricitinibe – íon precursor: 

372,20 m/z, fragmento majoritário: 251,03 m/z; dexametasona – íon precursor: 393,10 

m/z, fragmento majoritário: 373,20 m/z; midazolam (padrão interno) – íon precursor: 

326,20 m/z, fragmento majoritário: 291,00 m/z.  

Para a separação cromatográfica dos analitos dos demais componentes da 

matriz foram utilizadas as seguintes colunas cromatográficas de fase reversa: Kinetex 

C18 (2,1 mm x 50 mm, tamanho da partícula de 2,6 µm; Phenomenex) para o 

baricitinibe e Cortecs T3 (2,1 mm x 50 mm, tamanho da partícula de 2,7 µm; Waters) 

para a dexametasona. Os solventes constituintes da fase móvel para o baricitinibe 

consistem em água ultrapura tipo I contendo 0,1% de ácido fórmico (solvente A) e 

acetonitrila (solvente B). No caso da dexametasona, utilizou-se água ultrapura tipo I 

contendo 0,1% de ácido fórmico (solvente A) e acetonitrila também contendo 0,1% de 

ácido fórmico (solvente B). Para a separação dos analitos de outros interferentes da 

matriz foi aplicado o modo de eluição por gradiente linear. O Quadro 9 apresenta a 

programação do gradiente utilizado nos métodos analíticos. A taxa de fluxo da fase 
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móvel foi ajustada para 300 µL/min. Em todas as corridas, o volume injetado foi de 1 

µL. A temperatura do forno foi ajustada para 30 °C e a do amostrador foi mantida em 

5 °C sempre que amostras, controles de qualidade ou calibradores permaneceram no 

interior do equipamento.  

 

Quadro 9. Composição da fase móvel e gradiente dos métodos analíticos 
desenvolvidos. 

Baricitinibe Dexametasona 

Tempo 
(min) 

% Água com 0,1% 
de ác. fórmico 

% 
Acetonitrila 

Tempo 
(min) 

% Água com 0,1% 
de ác. fórmico 

% Acetonitrila com 
0,1% de ác. fórmico 

0,00 95 5 0,00 95 5 

1,00 30 70 1,00 50 50 

2,00 0 100 5,00 5 95 

5,50 0 100 6,00 5 95 

6,00 95 5 6,10 95 5 

7,00 95 5 7,00 95 5 

 

2.12.2. Extração dos compostos em amostras de plasma 

 

Para obtenção do plasma, o sangue coletado foi centrifugado por 17 minutos a 

4.000 rpm em temperatura de 10°C, seguido da separação do sobrenadante e 

congelamento das amostras em ultrafreezer (-80°C) até o uso. Então, o procedimento 

de extração de dexametasona e baricitinibe do plasma, descrito a seguir, foi aplicado 

no preparo dos calibradores, controles de qualidade (CQs) e nas amostras de plasma 

de animais tratados no estudo de farmacocinética.  

Inicialmente, para confecção dos calibradores e controles de qualidade de 

validação do método, a fortificação das amostras de plasma com os fármacos de 

interesse foi realizada adicionando-se 5 µL de calibrador a 45 µL de plasma “branco”, 

nas concentrações estipuladas para a curva de calibração e para os CQs. Depois, em 

50 µL de volume de cada amostra (plasma + solução de trabalho, no caso dos 

controles de validação) foi adicionado 150 µL da solução de padrão interno em 

acetonitrila. As amostras foram agitadas em vórtex por 10 segundos. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas (5 minutos a 14.000 rpm e 10°C) e 150 µL do 

sobrenadante foi transferido para o vial de injeção. Por fim, foi injetado 1 µL no sistema 

de LC-MS/MS. 
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2.12.3. Extração dos compostos em amostras de tecido pulmonar 

 

Para processamento das amostras de tecido pulmonar, os pulmões foram 

coletados, lavados em solução salina, pesados e posteriormente homogeneizados no 

equipamento Precellys 24 (Bertin Technologies) utilizando-se três ciclos de 4.000 rpm 

por 30 segundos. Depois, foi adicionado 1 mL de acetonitrila aos homogenatos 

seguido de agitação em vórtex por 3 minutos e de centrifugação (4.000 rpm por 10 

minutos a 10°C). Então, foi feita a separação do sobrenadante seguido de nova 

centrifugação a 14.000 rpm por 5 minutos em 10°C. Por fim, o sobrenadante foi 

novamente coletado e as amostras foram armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até o 

uso.  

Para os calibradores e controles de validação, pulmões de camundongos CD-

1 não-tratados foram coletados, homogeneizados e aliquotados em frações individuais 

de 100 mg. Em seguida, a fortificação com os compostos foi realizada adicionando-se 

25 µL de calibrador preparado em acetonitrila a 100 mg de homogenato de pulmão 

“branco” nas concentrações estipuladas para a curva de calibração e para os CQs. 

Depois, os controles foram agitados em vórtex por 10 segundos e deixados em 

repouso por 1 minuto. Nessa mistura (pulmão + solução de trabalho) foi então 

adicionado 600 µL de acetonitrila contendo o padrão interno e os controles foram 

novamente agitados em vórtex por 3 minutos. Depois, as amostras foram 

centrifugadas por 5 minutos a 14.000 rpm em 10°C. Por fim, para todas as amostras 

(amostras do estudo e os controles), 200 µL do sobrenadante foi transferido para o 

vial de injeção e 1 µL foi injetado no sistema de LC-MS/MS. 

 

2.13. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA PULMONAR 

 

Para análise de expressão gênica pulmonar, camundongos machos da 

linhagem CD-1 foram submetidos à instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) 

ou solução salina e depois tratados com veículo (10 ml/kg, i.p./v.o.), dexametasona 

(10 mg/kg, i.p., uma administração), baricitinibe (10 mg/kg, v.o., duas administrações), 

ou dexametasona e baricitinibe simultaneamente (protocolos de tratamento idênticos 

à monoterapia). O tratamento com as drogas de interesse foi iniciado duas horas após 

a instilação de LPS. Após aproximadamente 24 horas, os pulmões foram coletados e 
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armazenados em ultrafreezer (-80ºC) até posterior processamento. Então, utilizou-se 

a técnica de RT-qPCR (do inglês reverse transcription quantitative polymerase chain 

reaction) para quantificar a expressão de oito genes de interesse associados à 

resposta imune (Il1b, Nlrp3, Il6, Tnf, Ifng, Nos2, Icam1 e Il10), conforme descrito a 

seguir. 

Inicialmente, o tecido do pulmão de cada animal foi triturado e homogeneizado 

utilizando os tubos BeadBug (Sigma-Aldrich) e o equipamento Precellys 24 (Bertin 

Technologies) a 4000 rpm por 30 segundos em temperatura ambiente. A lise do tecido 

e o isolamento do RNA total foi realizada conforme protocolo do PureLink RNA Mini 

kit (Thermo Fisher). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando 850 ng 

totais de RNA e os reagentes do High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Thermo Fisher), de acordo com instruções do fabricante. O RT-qPCR foi realizado de 

acordo com sistema TaqMan (Thermo Fisher), utilizando o TaqMan Fast Advanced 

Master Mix (Thermo Fisher) e os iniciadores com sonda FAM-MGB (primers forward 

e reverse) dos genes murinos Icam1 (Mm00516024_g1), Nos2 (Mm013098998_m1), 

Tnf (Mm00443258_m1), Nlrp3 (Mm00840904_m1), Ifng (Mm99999071_m1), Il10 

(Mm00439614_m1), Il6 (Mm00446190_m1), Il1b (Mm01336189_m1) e o controle 

endógeno Gapdh (Cat.4352932E) (Thermo Fisher). 

 A solução de cDNA, iniciadores e TaqMan master mix foi pipetada em placas 

de ciclagem rápida de 96 poços (MicroAmp™ Fast 0,1 mL), totalizando 10 μl por poço. 

As reações de PCR foram realizadas no equipamento StepOne Plus (Thermo Fisher) 

de acordo com o Quadro 10. Para o cálculo da expressão relativa dos genes, utilizou-

se a fórmula 2^-∆∆Ct (Fold Change), onde: ∆Ct = Ct do gene alvo na amostra - Ct do 

gene endógeno Gapdh na amostra; e ∆∆Ct = ∆Ct do gene alvo da amostra para o 

grupo tratado - ∆Ct do gene alvo da amostra do grupo controle (sham). Assim, as 

alterações na expressão do RNAm nos grupos tratados são relativas à expressão do 

RNAm no grupo controle. 

 

Quadro 10. Configuração dos ciclos da reação de RT-qPCR. 

- Incubação Ativação da poliimerase PCR (40 ciclos) 

Estágio Incubação 1 Incubação 2 Desnaturação Anelamento 

Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C 

Tempo 2 minutos 20 segundos 1 segundo 20 segundos 
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2.14. ANÁLISE ESTATÍSTICA E TAMANHO AMOSTRAL 

 

Para os ensaios de padronização e caracterização do modelo experimental, o 

tamanho amostral foi definido de maneira empírica com base em testes pilotos e 

dados disponíveis na literatura. Ambos os sexos foram incluídos em experimentos 

iniciais (primeiro bloco experimental), mas somente machos foram utilizados em 

análises subsequentes. Para os experimentos envolvendo a triagem de fármacos, o 

número de animais foi calculado a partir da análise a priori de poder estatístico 

(Charan & Kantharia, 2013) através do software G*Power (versão 3.1.9.7). Esta 

análise mostrou um tamanho amostral de 10 animais por grupo de forma a obter-se 

um poder > 90% de detectar um tamanho de efeito estimado de 0,6 (ANOVA de uma 

via com 5 grupos), assumindo-se um nível de significância de 5%. Os experimentos 

foram planejados com tamanho amostral igual entre os grupos, mas, em ocasiões 

específicas, falha técnica na coleta ou processamento de amostras foi responsável 

por leve disparidade. 

Todos os métodos de análise estatística foram definidos a priori durante o 

planejamento dos experimentos. Dados de peso corporal (exceto para a curva tempo-

resposta) foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguido 

por teste post hoc de Tukey. Nesses casos, a esfericidade da amostra não foi 

assumida, tendo sido aplicada a correção de Geisser-Greenhouse. Para a análise de 

peso corporal durante a curva tempo-resposta foi utilizada ANOVA de duas vias sem 

medidas repetidas, visto que os grupos para cada tempo são independentes. Para 

ensaios com uma única variável e mais de dois grupos, dados paramétricos foram 

analisados por ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey quando 

aplicável. Em caso de dados não-paramétricos, estes foram analisados por teste de 

Kruskal-Wallis seguido de teste post hoc de Dunn quando aplicável. Para 

comparações entre apenas dois grupos utilizou-se o teste t não-pareado para dados 

paramétricos e o teste de Mann-Whitney para dados não-paramétricos. Em todos os 

casos, o nível de significância considerado foi p < 0,05, sendo representado nos 

gráficos através do número crescente de símbolos os valores de p < 0,05, p < 0,01, 

p< 0,001 e p < 0,0001. 

Quanto a parâmetros específicos, os dados de contagem total de células e 

quantificação de proteína foram analisados e representados na forma de log10. De 
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modo similar, alguns dos dados da quantificação de citocinas foram transformados em 

log2 para garantir a distribuição Gaussiana dos valores, mas representados em sua 

forma natural por questão de consistência ao longo do trabalho. Cada caso está 

descrito na respectiva seção de resultados e na legenda dos gráficos. Dados de 

expressão gênica foram analisados e representados na forma de log2. Por fim, o 

método de Grubbs (alfa = 0,001) foi utilizado para remover um único outlier na 

quantificação de IL-6 e MCP-1 no bloco experimental 8. Ambos os resultados (com e 

sem o outlier) foram representados. A análise estatística e a construção dos gráficos 

foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 8 (versão 8.2.0, GraphPad 

Software). 

 

2.15. DESCRIÇÃO DOS EXPERIMENTOS 

 

A fim de facilitar a compreensão deste trabalho, os blocos experimentais foram 

ilustrados e detalhados imediatamente antes da apresentação dos respectivos dados 

na seção “Resultados”. O Quadro 11 mostra um resumo desses experimentos.  

 

Quadro 11. Resumo dos blocos experimentais. 

Nº Dose de LPS 
Tempo de 
avaliação 

Sexo dos 
animais 

Descrição resumida 

1 7,5 x 106 EU/kg 
6 a 72 
horas 

M e F 
Caracterização da LPA e avaliação tempo-
resposta em machos e fêmeas 

2 
0,3, 0,75, 1,5 e  
7,5 x 106 EU/kg 

3 dias M Avaliação dose-resposta do LPS  

3 Não se aplica 
0,5 a 24 
horas 

M 
Ensaio de farmacocinética da combinação 
“dexametasona + baricitinibe” 

4 3,0 x 106 EU/kg 3 dias M 
Avaliação dos efeitos da combinação 
“dexametasona + baricitinibe” sobre a LPA 
induzida por LPS 

5 3,0 x 106 EU/kg 24 horas M 
Avaliação dos efeitos do LPS e da combinação 
“dexametasona + baricitinibe” sobre a 
expressão gênica pulmonar 

6 3,0 x 106 EU/kg 3 dias M 
Avaliação dos efeitos do controle isotípico IgG1 
sobre a LPA induzida por LPS 

7 3,0 x 106 EU/kg 3 dias M 
Avaliação dos efeitos da combinação “anti-TNF 
+ anti-IFN-γ” sobre a LPA induzida por LPS 

8 3,0 x 106 EU/kg 3 dias M 
Avaliação dos efeitos da combinação 
“dinaciclibe + MCC950” sobre a LPA induzida 
por LPS 

M = machos. F = fêmeas. LPS = lipopolissacarídeo. LPA = lesão pulmonar aguda 
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3. RESULTADOS 

 

3.1.  PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

No primeiro bloco de experimentos, camundongos machos e fêmeas da 

linhagem CD-1 foram submetidos à instilação intratraqueal de solução salina (sham) 

ou LPS (7,5 x 106 EU/kg) e avaliados após 6, 24, 48 e 72 horas (grupos 

independentes). Os parâmetros analisados incluem o peso corporal, a contagem total 

de células no FLBA, a quantificação de proteína no FLBA, a porcentagem de linfócitos 

no sangue e a histopatologia pulmonar. Além disso, também foi realizada a 

quantificação de citocinas no FLBA (em 6 horas após a instilação) e a avaliação de 

mecânica respiratória (após 72 horas).  Exceto quando indicado (peso corporal e 

hematologia), os controles saudáveis para cada período de tempo foram agrupados 

em um único grupo “sham”. Isso se deve à constatação da ausência de efeito tempo-

resposta da instilação de solução salina nos parâmetros em questão e a necessidade 

de otimização do uso de animais. A Figura 15 ilustra o delineamento experimental. 

 

 
Figura 15. Delineamento do primeiro bloco experimental. Camundongos machos e fêmeas da linhagem 
CD-1 receberam instilação intratraqueal de solução salina (sham) ou LPS (7,5 x 106 EU/kg) e foram 
avaliados após 6, 24, 48 e 72 horas quanto ao peso corporal e indicadores de inflamação, lesão e 
função pulmonar, e alteração hematológica. †Animais controle para cada um dos tempos foram 
agrupados em um único grupo sham, exceto para as medidas de peso corporal e hematologia. i.t. = 
intratraqueal. FLBA = fluido de lavado broncoalveolar. 
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3.1.1. Perfil tempo-resposta das alterações de peso corporal, de 

indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração 

hematológica em camundongos machos e fêmeas submetidos à 

instilação intratraqueal de LPS 

 

A avaliação inicial do efeito tempo-resposta da instilação de LPS foi conduzida 

de maneira independente em machos e fêmeas. Por isso, os resultados para cada 

sexo foram analisados separadamente. Dados de peso corporal foram analisados por 

meio de ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc de Tukey, considerando-se 

as variáveis independentes “tratamento” (sham vs. LPS) e “tempo” (6, 24, 48 e 72 

horas). A contagem de células, a quantificação de proteína e parte dos dados de 

porcentagem de linfócitos no sangue foram analisados por ANOVA de uma via 

seguida de teste post hoc de Tukey. A porcentagem de linfócitos no sangue para o 

tempo de 6 horas foi analisada por teste t não-pareado. 

Em machos, o monitoramento do peso corporal revelou efeito de tratamento 

(F(1,72) = 438,8; p < 0,0001), tempo (F(3, 72) = 46,84; p < 0,0001), e interação entre ambos 

os fatores (F(3,72) = 77,29; p < 0,0001). Análise post hoc da interação mostrou forte 

redução de peso em relação ao controle saudável nos tempos de 24, 48 e 72 horas 

(p < 0,0001), além de progressividade constante da redução no grupo “LPS” (6 vs. 24 

horas, p < 0,0001; 24 vs. 48 horas, p < 0,0001; e 48 vs. 72 horas, p = 0,0004), 

chegando a uma perda média superior a 20% do peso inicial no último ponto (Figura 

16A). A análise da infiltração de células no FLBA (F(4,50) = 130,0; p < 0,0001) revelou 

efeito significativo do LPS a partir de 24 horas em relação ao controle (p < 0,0001), 

com maior aumento seguido de platô em 48 e 72 horas (p = 0,0271 e 0,0200, 

respectivamente, comparado a 24 horas) (Figura 16B). Diferença significativa na 

quantificação de proteína no FLBA (F(4,50) = 61,09; p < 0,0001) foi encontrada em 6 (p 

= 0,0076), 24 (p = 0,0002), 48 (p < 0,0001) e 72 horas (p < 0,0001), com perfil 

crescente da alteração (24 vs. 48 horas, p = 0,0002; 48 vs. 72 horas, p = 0.0010) e 

sem sinal aparente de estabilização (Figura 16C).  

Por fim, análise da porcentagem de linfócitos no sangue (Figura 16D) revelou 

ausência de efeito do LPS em 6 horas após a instilação (t(18) = 1,222; p = 0,2373). 

Porém, neste tempo, uma menor porcentagem de linfócitos é observada no próprio 

grupo “sham” (em relação ao padrão esperado de 70-80%), possivelmente como uma 
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consequência transitória do procedimento cirúrgico utilizado para a instilação 

intratraqueal. Por essa razão, a análise para o tempo de 6 horas foi realizada 

separadamente. Nos tempos posteriores (F(3,36) = 107,8; p < 0,0001), foi encontrado 

efeito estatisticamente significativo do LPS em 24, 48 e 72 horas (p < 0,0001, 

comparado ao controle), além de recuperação parcial no último tempo (p = 0,0027 e 

0,0092 comparado a 24 e 48 horas, respectivamente). 
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Figura 16. Perfil tempo-resposta das alterações de peso corporal, de indicadores de inflamação e lesão 
pulmonar, e alteração hematológica em machos. Camundongos CD-1 machos receberam instilação 
intratraqueal de solução salina (sham) ou LPS (7,5 x 106 EU/kg) e foram avaliados após 6, 24, 48 e 72 
horas. (A) Peso corporal. ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey, onde p < 0,05 em 
a = LPS vs. sham, b = LPS 24 horas vs. 6 horas, c = LPS 48 horas vs. 24 horas, d = LPS 72 horas vs. 

48 horas. n = 10/grupo. (B) Contagem total de células e (C) quantificação de proteína no FLBA. ANOVA 
de uma via seguido de teste post hoc de Tukey. n = 15 (sham) ou 10/grupo. (D) Porcentagem de 
linfócitos no sangue. Teste t não-pareado (6 horas; n = 10/grupo) ou ANOVA de uma via (24-72 horas; 
n = 10/grupo) seguido de teste post hoc de Tukey.  **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado 
ao grupo sham. #p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001 comparado ao grupo 24 horas. §p < 0,05 e §§§p < 
0,001 comparado ao grupo 48 horas. Dados representados como média + E.P.M. 
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Em fêmeas, resultados similares foram obtidos, mas com algumas diferenças. 

No peso corporal, foi encontrado efeito significativo para os fatores tratamento (F(1,68) 

= 211,5; p < 0,0001), tempo (F(3, 68) = 41,69; p < 0,0001), e interação entre tratamento 

e tempo (F(3,68) = 41,03; p < 0,0001). Análise post hoc da interação mostrou o mesmo 

padrão observado em machos, onde há forte redução de peso em relação ao controle 

saudável nos tempos de 24 (p = 0,0049), 48 (p < 0,0001) e 72 horas (p < 0,0001), 

além de progressividade constante da redução no grupo “LPS” (6 vs. 24 horas, p = 

0,0004; 24 vs. 48 horas, p = 0,0003; e 48 vs. 72 horas, p = 0,0004), chegando a uma 

perda média superior a 20% ao fim do protocolo (Figura 17A).  

Em relação à infiltração de células no FLBA (F(4,49) = 85,93; p < 0,0001), foi 

identificado aumento estatisticamente significativo em 24 horas (p < 0,0001) , com 

manutenção do efeito em 48 e 72 horas, mas sem um segundo aumento (progressão) 

como observado em machos (Figura 17B). Para a quantificação de proteína, (F(4,48) = 

29,67; p < 0,0001) foi encontrada diferença significativa a partir de 24 horas (p < 

0,0001) e, assim como em machos, com um perfil crescente da alteração (6 vs 24 

horas, p = 0,0264; 24 vs 72 horas, p = 0,0074). Porém, em fêmeas, não houve 

diferença estatística entre os dois últimos tempos (p = 0,1113), embora os dados não 

sejam perfeitamente compatíveis com um platô (Figura 17C).  

Por último, análise da porcentagem de linfócitos no sangue revelou ausência 

de efeito do LPS em 6 horas após a instilação (t(12) = 0,852; p = 0,4087). Já nos tempos 

de 24, 48 e 72 horas (F(3,26) = 7,203; p = 0,0011) há um efeito uniforme e 

estatisticamente significativo do LPS (p < 0,01, comparado ao “sham”), porém o 

impacto sobre a porcentagem de linfócitos é menor do que o observado em machos 

(47,15% vs. 22,72%, respectivamente, em 24 horas) e não há um perfil tempo-

resposta evidente (Figura 17D).  
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Figura 17. Perfil tempo-resposta das alterações de peso corporal, de indicadores de inflamação e lesão 
pulmonar, e alteração hematológica em fêmeas. Camundongos CD-1 fêmeas receberam instilação 
intratraqueal de solução salina (sham) ou LPS (7,5 x 106 EU/kg) e foram avaliados após 6, 24, 48 e 72 
horas. (A) Peso corporal. ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Tukey, onde p < 0,05 em 
a = LPS vs. sham, b = LPS 24 horas vs. 6 horas, c = LPS 48 horas vs. 24 horas, d = LPS 72 horas vs. 

48 horas. n = 8 (sham 72 horas), 9 (sham 48 horas e LPS 6 horas) ou 10/grupo. (B) Contagem total de 
células. ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey. n = 15 (sham), 9 (LPS 6h) ou 10/grupo 
(C) quantificação de proteína no FLBA. ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey. n = 15 
(sham), 8 (LPS 6h) ou 10/grupo. (D) Porcentagem de linfócitos no sangue. Teste t não-pareado (6 
horas; n = 6 para o grupo controle e 8 para o LPS) ou ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de 
Tukey (24-72 horas; n = 7 para o grupo controle e 48 horas, n = 8 para 24 e 72 horas).  **p < 0,01 e 
****p < 0,0001 comparado ao grupo sham. &p < 0,05 comparado ao grupo 6 horas. #p < 0,05 comparado 
ao grupo 24 horas. Dados representados como média + E.P.M. 

 

Para análise histopatológica, foi mensurada a área relativa do tecido pulmonar 

marcada por H&E como um indicador de consolidação pulmonar (i.e., perda de espaço 

aerado). Nesta análise de tamanho amostral reduzido, machos e fêmeas foram 

agrupados. De uma perspectiva qualitativa, análise macroscópica dos pulmões 

revelou sinais de hemorragia, descoloração e endurecimento de partes do tecido em 

48 e 72 horas, em especial no último tempo (não mostrado). Em análise microscópica 

(Figura 18A), foi observado um efeito progressivo do LPS de maneira similar ao 
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observado anteriormente, a exemplo do peso corporal e infiltração de células ou 

proteína no FLBA. Nenhuma mudança significativa foi encontrada em animais controle 

ou em 6 horas após a instilação de LPS. Já em 24 horas, foi observada grande 

heterogeneidade no tecido (lesões multifocais), com partes pouco ou moderadamente 

afetadas e o restante em aparente normalidade. Em 48 e 72 horas a lesão tecidual se 

tornou mais evidente e espalhada, com destaque à extensa infiltração de células 

(sobretudo neutrófilos) no espaço alveolar e notável perda de espaço aerado. 

Na análise quantitativa, uma ANOVA de uma via revelou diferença 

estatisticamente significativa na porcentagem de área marcada por H&E entre pelo 

menos dois grupos (F(4,19) = 32,34; p < 0,0001). O teste post hoc de Tukey apontou 

aumento de área marcada em 48 (p < 0,001) e 72 horas (p < 0,0001) comparado ao 

grupo controle, além de diferença entre os dois últimos tempos (48 vs. 72 horas, p < 

0,01), indicando progressividade da lesão (Figura 18B).  Diferença entre 24 e 48 horas 

não atingiu significância estatística (p = 0,0731), provavelmente em razão do tamanho 

amostral reduzido no primeiro tempo. 
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Figura 18. Perfil tempo-resposta das alterações histopatológicas nos pulmões. Camundongos CD-1 
machos e fêmeas receberam instilação intratraqueal de solução salina (sham) ou LPS (7,5 x 106 EU/kg) 
e foram avaliados após 6, 24, 48 e 72 horas. (A) Imagens representativas da histopatologia pulmonar 
e (B) porcentagem de área alveolar marcada por H&E.  ANOVA de uma via seguido de teste post hoc 
de Tukey. n =  4 (sham, 6 horas e 24 horas) ou 6 (48 e 72 horas) por grupo. ***p < 0,001 e ****p < 
0,0001 comparado ao grupo sham. §§p < 0,01 comparado ao grupo 48 horas. Dados representados 
como média + E.P.M. Magnificação de 40x (superior) e 200x (inferior). 
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3.1.2. Liberação de citocinas no espaço broncoalveolar de 

camundongos machos e fêmeas após 6 horas da instilação 

intratraqueal de LPS 

 

Feitas as avaliações tempo-resposta, objetivou-se caracterizar a liberação de 

citocinas no espaço broncoalveolar durante a fase inicial da lesão. Para isso, machos 

e fêmeas de camundongos CD-1 receberam instilação intratraqueal de LPS (7,5 x 106 

EU/kg, i.t.) e, após 6 horas, o FLBA foi coletado para posterior análise por ELISA (IL-

1β e TNF) ou CBA (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17, IFN-γ e MCP-1). Os 

resultados da quantificação de IL-1β, IL-6 e MCP-1 foram transformados em log2 para 

a análise estatística. 

Resultados de quantificação das citocinas IL-2 (Figura 19B), IL-4 (Figura 19C), 

IL-17A (Figura 19G) e IFN-γ (Figura 19H) ficaram abaixo do limite inferior da faixa de 

confiabilidade do ensaio (20 pg/ml), sugerindo que essas não estão presentes em 

quantidades relevantes na amostra. Para esses casos, não foi realizada análise 

estatística. Dados referentes às outras citocinas foram analisados por ANOVA de duas 

vias (fator “sexo” e “tratamento”), sendo encontrado unicamente um efeito estatístico 

para o fator tratamento: IL-1β (F(1,16) = 189,0; p < 0,0001; Figura 19A), IL-6 (F(1,16) = 

198,7; p < 0,0001; Figura 19D), IL-10 (F(1,16) = 9,403; p = 0,0074; Figura 19E), IL-12p70 

(F(1,16) = 4,788; p = 0,0438; Figura 19F), MCP-1 (F(1,16) = 66,41; p < 0,0001; Figura 

19I) e TNF (F(1,16) = 160,5; p < 0,0001; Figura 19J). Desse modo, observou-se 

aumento simultâneo de múltiplas citocinas na fase inicial da inflamação induzida pelo 

LPS, principalmente IL-1β, IL-6, MCP-1 e TNF. Maior presença dessas citocinas, além 

de IL-10 e IL-12p70, foi encontrada de maneira similar em machos e fêmeas.  
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Figura 19. Liberação de citocinas no espaço broncoalveolar na fase inicial da LPA. Camundongos CD-
1 machos e fêmeas receberam instilação intratraqueal de solução salina (sham) ou LPS (7,5 x 106 
EU/kg) e o FLBA foi coletado após 6 horas. Quantificação de (A) IL-1β, (B) IL-2, (C) IL-4, (D) IL-6, (E) 
IL-10, (F) IL-12p70, (G) IL-17, (H) IFN-γ, (I) MCP-1 e (J) TNF por ELISA (A e J) ou CBA (B-I). ANOVA de 
duas vias. n = 5/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01 e ****p < 0,0001 comparado ao respectivo grupo sham. 
Dados representados como média + E.P.M. 
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3.1.3. Alterações de mecânica respiratória basal em camundongos 

machos e fêmeas após 72 horas da instilação intratraqueal de LPS 

 

A fim de expandir a caracterização do modelo para a função pulmonar, machos 

e fêmeas de camundongos CD-1 foram avaliados paralelamente quanto à mecânica 

respiratória basal após 72 horas da instilação de LPS (7,5 x 106 EU/kg, i.t.). Este tempo 

foi escolhido a partir das análises tempo-resposta, com base na maior magnitude de 

alterações e na menor dispersão dos dados em relação à média central. A análise 

estatística dos resultados foi realizada por meio de ANOVA de duas vias seguida de 

teste post hoc de Tukey quando aplicável, considerando-se as variáveis 

independentes “tratamento” (sham vs. LPS) e “sexo” (machos vs. fêmeas).  

Nesta análise, foi encontrado um efeito significativo e isolado do fator 

tratamento (F(1,16) = 127,2; p < 0,0001) no parâmetro de resistência sistêmica, 

indicando um aumento da resistência induzido pelo LPS que é equivalente em machos 

e fêmeas (Figura 20A). Para a elastância sistêmica, contudo, foi encontrado efeito 

significativo dos fatores tratamento (F(1,16) = 108; p < 0,0001), sexo (F(1,16) = 5,968; p 

= 0,0265) e da interação entre ambos (F(1,16) = 12; p = 0,0032). Análise post hoc 

revelou que a instilação de LPS aumentou a elastância sistêmica tanto em machos (p 

= 0,0008) quanto em fêmeas (p < 0,0001), mas que a alteração é maior em fêmeas (p 

= 0,0036; Figura 20B). Em relação à resistência newtoniana, foi observado efeito 

significativo e isolado do fator tratamento (F(1,16) = 6,316; p = 0,0231), demonstrando 

um aumento da resistência nas vias aéreas condutoras induzido pelo LPS de maneira 

semelhante em ambos os sexos (Figura 20C). Se considerado o amortecimento 

tecidual, relativo à resistência tecidual, foi encontrado efeito significativo do fator 

tratamento (F(1,16) = 129,2; p < 0,0001) e da interação entre tratamento e sexo (F(1,16) 

= 7,543; p = 0,0143). A análise post hoc mostrou que o aumento induzido pelo LPS 

neste parâmetro está presente em ambos machos e fêmeas (p< 0,0001), com maior 

prejuízo relativo em fêmeas (p = 0,0331; Figura 20D). De maneira similar, análise da 

elastância tecidual revelou efeito significativo para o fator tratamento (F(1,16) = 60,49; 

p < 0,0001) e interação entre tratamento e sexo (F(1,16) = 10,09; p < 0,0059). Análise 

post hoc indicou que o aumento de elastância tecidual induzido por LPS em machos 

(p = 0,0232) e fêmeas (p < 0,0001) é também mais pronunciado em fêmeas (p = 

0,0118; Figura 20E). Na capacidade inspiratória, a instilação de LPS está associada 
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a uma redução do volume pulmonar máximo (medido a 30 cmH2O de pressão) em 

ambos os sexos, tendo sido encontrado um efeito significativo e isolado do fator 

tratamento (F(1,16) = 50,67; p < 0,0001; Figura 20F).  

Além da avaliação do sistema respiratório como um todo (Figuras 20A-B) e do 

particionamento da resposta em vias aéreas condutoras (Figura 20C) e parênquima 

pulmonar (Figura 20D-F), informações importantes podem ser obtidas a partir da 

construção da curva pressão-volume. Essa curva avalia a distensibilidade do sistema 

respiratório do fim da expiração até a capacidade total do pulmão. Por essa razão, a 

representação gráfica de cada grupo contém dois “braços”, sendo o inferior e o 

superior representativos da inflação e deflação dos pulmões, respectivamente (Figura 

20J). Nessa análise, foi observado um deslocamento para baixo da curva pressão-

volume dos grupos “LPS” em relação aos respectivos controles, sugerindo menor 

distensibilidade do sistema respiratório. Notadamente, a curva pressão-volume de 

fêmeas se destaca por estar mais abaixo da dos machos, sugerindo heterogeneidade 

entre os sexos no desenvolvimento de rigidez do sistema respiratório. Análise do 

parâmetro K, que representa o formato da porção superior do braço de deflação da 

curva pressão-volume, revelou efeito significativo da interação entre sexo e tratamento 

(F(1,16) = 7,364; p = 0,0153). Neste caso, a análise post hoc mostrou que um efeito do 

LPS no formato da curva de deflação foi somente detectado em fêmeas (p = 0,0436; 

Figura 20G).  

Por fim, na complacência quase-estática, foi observado efeito significativo e 

isolado de tratamento (F(1,16) = 62,14; p < 0,0001), com forte redução induzida pelo 

LPS em ambos os sexos (Figura 20I). Não foi encontrada diferença estatística 

significativa na área da curva pressão-volume (Figura 20H), relativo à histerese, ou 

diferenças basais (grupos controle) entre machos e fêmeas em quaisquer parâmetros. 
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Figura 20. Alterações de mecânica respiratória basal. Camundongos CD-1 machos e fêmeas 
receberam instilação intratraqueal solução salina (sham) ou LPS (7,5 x 106 EU/kg) e foram avaliados 
após 72 horas. (A) Resistência sistêmica, (B) elastância sistêmica, (C) resistência Newtoniana, (D) 
amortecimento tecidual, (E) elastância tecidual, (F) capacidade inspiratória, (G) parâmetro K, (H) 
histerese, (I) complacência quase-estática, (J) curva pressão-volume. ANOVA de duas vias seguido de 
teste post hoc de Tukey (A-I). n = 5/grupo. *p < 0,05 e ****p < 0,0001 comparado ao grupo sham. #p < 
0,05 e ##p < 0,01 comparado ao grupo LPS em machos. Dados representados como média + E.P.M. 
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Após conclusão da avaliação tempo-resposta, definiu-se 72 horas como o 

tempo padrão para avaliação de desfechos. Além disso, com base nos perfis de 

resposta, optou-se por utilizar apenas camundongos machos nos experimentos 

subsequentes. Por fim, dada a gravidade da LPA obtida nesses experimentos, uma 

análise dose-resposta para o LPS foi realizada. O objetivo foi otimizar o protocolo e 

obter um grau de lesão compatível com o objetivo translacional, mas que não 

resultasse em mortalidade, ainda que reduzida, durante a execução do estudo. 

 

3.2. SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

No segundo bloco de experimentos, camundongos machos da linhagem CD-1 

foram submetidos à instilação intratraqueal de solução salina (sham) ou doses 

decrescentes de LPS (7,5, 1,5, 0,75 ou 0,3 x 106 EU/kg) e avaliados após três dias. 

Os parâmetros analisados incluem o peso corporal (uma vez ao dia), a contagem total 

e diferencial (polimorfonucleares, ou PMN) de células no FLBA, a quantificação de 

proteína no FLBA, a porcentagem de linfócitos no sangue, a histopatologia pulmonar 

e a mecânica respiratória basal. A Figura 21 ilustra o delineamento experimental. 

 

 
Figura 21. Delineamento do segundo experimental. Camundongos machos da linhagem CD-1 
receberam instilação intratraqueal de solução salina (sham) ou doses decrescentes de LPS (7,5, 1,5, 
0,75 ou 0,3 x 106 EU/kg) e foram avaliados uma vez ao dia quanto ao peso corporal e após três dias 
para os indicadores de inflamação, lesão e função pulmonar, e alteração hematológica. i.t. = 
intratraqueal. PMN = células polimorfonucleares. FLBA = fluido de lavado broncoalveolar. 
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3.2.1. Perfil dose-resposta das alterações de peso corporal, de 

indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração 

hematológica em camundongos machos submetidos à instilação 

intratraqueal de LPS 

 

Dados de peso corporal foram analisados por meio de ANOVA de duas vias 

com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse seguido de teste post hoc 

de Tukey, considerando-se as variáveis independentes “tratamento” (sham e 

diferentes doses de LPS) e “tempo” (dias 1, 2 e 3). Todos os outros parâmetros foram 

analisados por ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey, considerando-

se apenas a variável independente “tratamento”. 

A análise do peso corporal revelou efeito significativo de tempo (F(1,511, 83,13) = 

131.6; p < 0,0001), tratamento (F(4,55) = 41,85; p < 0,0001) e interação entre os fatores 

tempo e tratamento (F(8,110) = 20.52; p < 0,0001). Análise subsequente da interação 

mostrou que todos as doses de LPS causaram redução de peso similar em relação 

ao controle saudável no primeiro dia (p < 0,01). Contudo, a partir do segundo dia, 

diferenças entre os grupos tornam-se visíveis (Figura 22A). Por exemplo, a redução 

de peso foi significativamente menor na dose de 0,3 x 106 EU/kg do que nas doses de 

1,5 ou 7,5 x 106 EU/kg (p = 0,0353 e p = 0,0195, respectivamente), e essa diferença 

fica ainda mais evidente no dia seguinte (p < 0,01). No terceiro dia, há também uma 

diferença estatisticamente significativa entre as doses de 0,75 e 7,5 x 106 EU/kg (p = 

0,0248). No geral, os resultados mostram uma relação tempo e dose-dependente 

entre o LPS e o peso corporal, sendo que as duas doses mais elevadas foram 

associadas a uma redução equivalente e progressiva de 19,5-20,5%, enquanto as 

doses mais baixas resultaram em aparente estabilidade do peso corporal do segundo 

para o terceiro dia e um provável início de recuperação. 

Se considerada a contagem total de células no FLBA (F(4,55) = 103,9; p < 

0,0001), todas as doses de LPS foram associadas a um aumento significativo do 

número de células se comparado ao grupo “sham” (p < 0,0001). Menor infiltração de 

células no espaço broncoalveolar é observada à medida em que se reduz a dose 

(Figura 22B), tendo sido observada diferença estatística entre a dose mais baixa (0,3 

x 106 EU/kg) e as duas mais altas (7,5 ou 1,5 x 106 EU/kg; p = 0,0366 e p = 0,0038, 

respectivamente). Resultados similares foram observados na porcentagem de PMN 
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(F(4,55) = 448,7; p < 0,0001; Figura 22C), onde há diferença significativa entre todas 

as doses de LPS e o grupo controle (p < 0,0001) e entre a dose de 0,3 e a doses de 

7,5 (p < 0,0001), 1,5 (p = 0,0005) e 0,75 x 106 EU/kg (p = 0,0036). Na quantificação 

de proteína (F(4,55) = 48,66; p < 0,0001; Figura 22D),  mais uma vez todas as doses 

geraram alteração significativa em relação ao grupo controle (p < 0,0001), sendo que 

há menor comprometimento da barreira alvéolo-capilar nas duas doses mais baixas 

(0,75 e 0,3 x 106 EU/kg) em relação à dose de 7,5 x 106 EU/kg (p < 0,0001 e p = 

0,0005, respectivamente) ou na dose mais baixa em relação à dose de 1,5 x 106 EU/kg 

(p = 0.0066).  

Na análise hematológica (Figura 22E), menor porcentagem de linfócitos 

circulantes foi observada nas doses de 7,5, 1,5 e 0,75 x 106 EU/kg em relação ao 

controle “sham” (p < 0,0001) e à dose mais baixa de LPS (p < 0,01). Neste parâmetro, 

não foi encontrada diferença significativa entre animais que receberam a dose de 0,3 

x 106 EU/kg e os controles saudáveis, embora haja uma tendência de redução (p = 

0,0639). Efeito similar foi observado na análise histopatológica, onde as duas doses 

mais baixas não foram associadas a um grau estatisticamente significativo de 

consolidação pulmonar, embora o tamanho amostral seja pequeno (n = 3, Figura 

22F). Em contrapartida, as doses de 1,5 (p = 0,0017) e 7,5 x 106 EU/kg (com base no 

primeiro bloco experimental) mostram maior porcentagem da área alveolar marcada 

por H&E. Este resultado é concordante com os outros indicadores de inflamação e 

lesão avaliados e apoia um menor grau de alteração pulmonar em animais que 

receberam doses menores de LPS. Contudo, fica também evidente pelo conjunto de 

resultados que, com poucas exceções, diferenças estatísticas são em geral apenas 

observadas na comparação entre as doses em extremos opostos da resposta (7,5 e 

1,5 vs. 0,3 x 106 EU/kg). 
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Figura 22. Perfil dose-resposta das alterações de peso corporal, de indicadores de inflamação e lesão 
pulmonar, e alteração hematológica. Camundongos CD-1 machos receberam instilação intratraqueal 
de solução salina (sham) ou LPS em doses decrescentes (7,5, 1,5, 0,75 ou 0,3 x 106 EU/kg) e foram 

avaliados após 72 horas.  (A) Peso corporal, onde p < 0,05 em a = todos os grupos vs. sham, b = 0,3 

vs. 1,5 e 7,5 x 106 EU/kg, c = 0,75 vs. 7,5 x 106 EU/kg. n = 12/grupo. (B) Contagem total de células, (C) 

porcentagem de PMN e (D) quantificação de proteína no FLBA, (E) porcentagem de linfócitos no 
sangue e (F) porcentagem de área alveolar marcada por H&E (linha pontilhada indica a média obtida 
para a dose de 7,5 x 106 EU/kg em experimento anterior). ANOVA de duas vias com medidas repetidas 
e correção de Geisser-Greenhouse (A) ou ANOVA de uma via (B-F) seguido de teste post hoc de 
Tukey. n = 12/grupo (B-D), 10/grupo (E) e 3/grupo (F). **p < 0,01 e ****p < 0,0001 comparado ao grupo 
sham. #p < 0,05, ###p < 0,001 e ####p < 0,0001 comparado à dose de 7,5 x 106 EU/kg. §p < 0,05, §§p < 
0,01, §§§p < 0,001 e §§§§p < 0,0001 comparado à dose de 1,5 x 106 EU/kg. &&p < 0,01 comparado à dose 
de 0,75 x 106 EU/kg. Dados representados como média + E.P.M. 

 

3.2.2. Perfil dose-resposta das alterações de mecânica respiratória basal 

em camundongos machos submetidos à instilação intratraqueal de 

LPS 

 

Em continuidade da investigação do perfil dose-resposta, animais submetidos 

à instilação intratraqueal de doses decrescentes de LPS foram também avaliados 

quanto às alterações de mecânica respiratória basal. Os resultados foram analisados 

por ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey. 
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Neste estudo, diferenças estatisticamente significativas entre pelo menos dois 

grupos foram encontradas em todos os parâmetros (Figura 23), sendo: resistência 

sistêmica (F(4,55) = 19,84; p < 0,0001), elastância sistêmica (F(4,55) = 17,40; p < 0,0001), 

resistência Newtoniana (F(4,55) = 5,846; p = 0,0005), amortecimento tecidual (F(4,55) = 

18,23; p < 0,0001), elastância tecidual (F(4,55) = 17,46; p < 0,0001), capacidade 

inspiratória (F(4,55) = 34,31; p < 0,0001), parâmetro K (F(4,55) = 5,242; p < 0,0012), 

histerese (F(4,55) = 7,582; p < 0,0001) e complacência quase-estática (F(4,55) = 42,86; p 

< 0,0001). De maneira independente da dose, efeitos da instilação de LPS foram 

encontrados em quase todos os parâmetros quando comparado ao grupo “sham” (p 

< 0,05). Isso sugere que mesmo doses pequenas de LPS são capazes de causar 

alterações quantificáveis na mecânica respiratória. As exceções são resistência 

Newtoniana e parâmetro K (Figuras 23C e 23G), nas quais somente animais que 

receberam as doses de 7,5 e 1,5 x 106 EU/kg de LPS diferenciaram-se dos controles 

saudáveis (p = 0,0003 e p = 0,0076, respectivamente).  

Também foram observadas diferenças nas doses entre si, o que apoia a 

extensão para a mecânica respiratória do efeito dose-resposta observado no 

experimento anterior. A dose de 7,5 x 106 EU/kg foi associada a maior aumento de 

resistência sistêmica em comparação com todas as outras doses (p = 0,0343 vs. 1,5 

x 106 EU/kg; p = 0,0001 vs. 0,75 x 106 EU/kg; p < 0,0001 vs. 0,3 x 106 EU/kg; Figura 

23A), e maior elastância sistêmica, amortecimento tecidual e elastância tecidual do 

que nas duas doses mais baixas (p < 0,05; Figuras 23B, 23D e 23E). Além disso, 

uma diferença não-significativa entre as doses de 7,5 e 1,5 x 106 EU/kg de LPS foi 

observada na elastância sistêmica e amortecimento tecidual (p = 0,0581, p = 0,0864, 

respectivamente). 

Nos parâmetros associados à capacidade inspiratória e à curva pressão-

volume (parâmetro K, histerese e complacência quase-estática), apenas efeitos mais 

modestos da variação da dose foram encontrados. Há diferenças limítrofes entre as 

doses de 7,5 e 0,3 x 106 EU/kg ou 7,5 e 0,5 x 106 EU/kg na capacidade inspiratória (p 

= 0,0684; Figura 23F) e complacência quase-estática (p = 0,0728; Figura 23I), 

respectivamente, além de uma diferença significativa entre a dose mais alta e mais 

baixa neste último parâmetro (p = 0,0359). Por fim, análise da curva pressão-volume 

mostra que todas as doses causaram deslocamento para baixo e achatamento da 

curva (Figura 23J), corroborando a observação inicial de que houve um prejuízo 
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associado ao LPS mesmo quando este foi administrado em doses baixas. É também 

possível observar um perfil dose-resposta nesta curva, sendo que os grupos de 

animais que receberam doses mais altas de LPS estão, na ordem crescente, mais 

distantes do grupo “sham”. 
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Figura 23. Perfil dose-resposta das alterações de mecânica respiratória basal. Camundongos CD-1 
machos receberam instilação intratraqueal de solução salina (sham) ou LPS em doses decrescentes 
(7,5, 1,5, 0,75 ou 0,3 x 106 EU/kg) e foram avaliados após 72 horas. (A) Resistência sistêmica, (B) 
elastância sistêmica, (C) resistência Newtoniana, (D) amortecimento tecidual, (E) elastância tecidual, 
(F) capacidade inspiratória, (G) parâmetro K, (H) histerese, (I) complacência quase-estática, (J) curva 
pressão-volume. ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey (A-I). n = 12/grupo. *p < 0,05, 
**p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado ao grupo sham. #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 
e ####p < 0,0001 comparado à dose de 7,5 x 106 EU/kg. Dados representados como média + E.P.M. 
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Com base nos resultados de mecânica respiratória e na análise anterior de 

peso corporal, de indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e da alteração 

hematológica, uma dose de 3,0 x 106 EU/kg de LPS foi selecionada para a 

continuidade dos experimentos. 

 

3.3. TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

3.3.1. Estudo simplificado da farmacocinética do cotratamento com 

dexametasona e baricitinibe 

 

No terceiro bloco de experimentos, camundongos machos naive da linhagem 

CD-1 receberam coadministração única de dexametasona (10 mg/kg, i.p.) e 

baricitinibe (10 mg/kg, v.o.) seguido de coleta de sangue e dos pulmões em 0,5, 1, 2, 

4, 8 e 24 horas após o tratamento (grupos independentes por tempo). As amostras 

foram então processadas e as concentrações plasmática e pulmonar dos fármacos foi 

determinada por LC-MS/MS. A Figura 24 ilustra o delineamento experimental. 

 

 
Figura 24. Delineamento do terceiro bloco experimental. Camundongos machos da linhagem CD-1 
receberam coadministração única de dexametasona (10 mg/kg, i.p,) e baricitinibe (10 mg/kg, v.o). 
Sangue e pulmões foram coletados após 0,5, 1, 2, 4, 8 e 24 horas da administração (n = 5/tempo) e a 
concentração plasmática e pulmonar dos fármacos foi determinada por LC-MS/MS. 

 

O ensaio de farmacocinética revelou que, após coadministração única de 

dexametasona e baricitinibe, ambos os fármacos atingiram e mantiveram 

concentrações relevantes por pelo menos 8 horas no plasma (Figura 25A) e nos 

pulmões (Figura 25B) dos camundongos. Nos dois casos, o pico da concentração 
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ocorreu entre 0,5 e 2 horas, e este tempo foi semelhante entre os compartimentos. 

Notavelmente, a dexametasona foi detectada em concentrações muito maiores do que 

o baricitinibe durante o período de 0,5 a 4 horas após o tratamento, tanto no plasma 

quanto nos pulmões. Já em 8 horas, essa diferença é bastante reduzida (plasma) ou 

desaparece (pulmões), demonstrando que a maior concentração inicial de 

dexametasona é também acompanhada de menor tempo de meia-vida. Em 24 horas, 

os dois fármacos apresentaram concentrações próximas ou abaixo do limite de 

quantificação do método, definido como 10 ng/ml (plasma) ou 100 ng/g (pulmões) para 

a dexametasona e 3 ng/ml (plasma) ou 30 ng/g (pulmões) para o baricitinibe. 
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Figura 25. Avaliação da farmacocinética da dexametasona e baricitinibe após coadministração. 
Camundongos machos da linhagem CD-1 receberam coadministração única de dexametasona (10 
mg/kg, i.p,) e baricitinibe (10 mg/kg, v.o). Sangue e pulmões foram coletados após 0,5, 1, 2, 4, 8 e 24 
horas da administração e a concentração dos fármacos foi determinada. (A) Concentração plasmática 
e (B) pulmonar. n = 5/tempo. Dados representados como média ± E.P.M. 

 

Com base nestes resultados e na literatura, definiu-se o regime de 

administração repetida dos fármacos para o estudo de eficácia. No caso da 

dexametasona, o protocolo foi mantido em 10 mg/kg uma vez ao dia, conforme Sefik 

et al. (2022). Para o baricitinibe, a administração foi mantida em 10 mg/kg, mas com 

frequência de duas vezes ao dia, conforme Fridman et al. (2010). Neste caso, foi 

considerada a concentração plasmática e pulmonar média aproximadamente 6 e 4 

vezes menor que a dexametasona, respectivamente, além do caráter reversível da 

interação com os alvos JAK1 e JAK2 (Jorgensen et al., 2020). Há também a 

possibilidade de interação farmacocinética via indução da CYP3A4 pela 



104 
 

 
 

dexametasona (Jacobs et al., 2022; Jorgensen et al., 2020), embora este fenômeno 

seja provavelmente pouco relevante ao protocolo utilizado devido (ver discussão).  

 

3.4. QUARTO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

No quarto bloco de experimentos, camundongos machos da linhagem CD-1 

foram submetidos à instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina 

e depois tratados por três dias com veículo (10 ml/kg, i.p./v.o.), dexametasona (10 

mg/kg, i.p., uma vez ao dia), baricitinibe (10 mg/kg, v.o., duas vezes ao dia), ou 

dexametasona e baricitinibe simultaneamente (protocolos de tratamento idênticos à 

monoterapia). O tratamento com as drogas de interesse foi iniciado duas horas após 

a instilação de LPS. O peso corporal foi registrado diariamente durante o protocolo e, 

após o terceiro dia, foi avaliada a contagem total e diferencial de células no FLBA, a 

quantificação de proteína total e de citocinas no FLBA, a porcentagem de linfócitos e 

neutrófilos no sangue, a histopatologia pulmonar, e a mecânica respiratória basal. A 

Figura 26 ilustra o delineamento experimental. 

 
Figura 26. Delineamento do quarto bloco experimental. Camundongos machos da linhagem CD-1 
receberam instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou salina, seguido de tratamento por três 
dias com veículo (10 ml/kg, i.p./v.o.), dexametasona (10 mg/kg, i.p, uma vez ao dia), baricitinibe (10 
mg/kg, v.o., duas vezes ao dia) ou cotratamento com dexametasona e baricitinibe. Os animais foram 
avaliados quanto ao peso corporal e indicadores de função, inflamação e lesão pulmonar, e alteração 
hematológica. FLBA = fluido de lavado broncoalveolar. PMN = células polimorfonucleares. 
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3.4.1. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dexametasona e 

baricitinibe sobre o peso corporal, indicadores de inflamação e 

lesão pulmonar, e alteração hematológica em camundongos 

submetidos à instilação intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de peso corporal foi realizada por meio de 

ANOVA de duas vias com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse 

seguido de teste post hoc de Tukey, considerando-se as variáveis independentes 

“tempo” (dias 1, 2 e 3) e “tratamento” (sham, veículo, dexametasona, baricitinibe ou 

dexametasona + baricitinibe). Todos os outros parâmetros foram analisados por 

ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey quando aplicável, 

considerando-se apenas a variável independente “tratamento”. 

Na análise de peso corporal, foi encontrado efeito significativo do fator tempo 

(F(1,654, 90,99) = 13,99; p < 0,0001), tratamento (F(4, 55) = 64,56; p < 0,0001) e interação 

entre os fatores tempo e tratamento (F(8, 110) = 30,98; p < 0,0001).  Análise 

subsequente da interação mostrou que o LPS causou redução progressiva do peso 

em animais do grupo “veículo”, e que esse efeito foi limitado pelos três tratamentos 

estudados (p < 0,0001), mas de maneira diferente (Figura 27A). No caso do 

tratamento com dexametasona, há uma recuperação parcial no segundo dia, mas uma 

nova redução ao fim do protocolo. No dia 3, a média de peso corporal em relação ao 

basal no grupo “dexametasona” é significativamente maior que no grupo “veículo” (p 

< 0,0001) mas menor do que nos grupos “baricitinibe” (p < 0,0001) e “dexametasona 

+ baricitinibe” (p = 0,0003). Isso indica que a dexametasona é capaz de mitigar a perda 

inicial de massa corpórea, mas que o efeito terapêutico é menor e mais curto do que 

o observado na presença de baricitinibe (sozinho ou combinado). Já para o tratamento 

com baricitinibe, animais deste grupo somente diferenciam-se do grupo “sham” no 

primeiro dia, indicando neutralização do efeito do LPS sobre o peso em 48 horas após 

o insulto. O efeito da terapia combinada acompanhou o benefício individual do 

baricitinibe, com a diferença de que a recuperação de peso é menos expressiva na 

presença da dexametasona e está associada a uma redução em relação ao grupo 

“sham” (p = 0,0160 no dia 2; p = 0,0021 no dia 3). 

Na contagem total de células no FLBA (F(4,55) = 140,9; p < 0,0001), todos os 

grupos que receberam LPS apresentaram aumento da celularidade no espaço 
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broncoalveolar (p < 0,0001) e nenhum tratamento reverteu este efeito (Figura 27B). 

Quanto à comparação entre os tratamentos, foi observada uma tendência de aumento 

para a dexametasona e uma tendência de redução na terapia combinada, o que 

resultou em diferença estatística entre estes dois grupos (p = 0,0406). Para a 

contagem diferencial de células (F(4,53) = 676,4; p < 0,0001; Figura 27C), como 

esperado, todos grupos apresentaram aumento da porcentagem de PMNs em relação 

ao grupo “sham” (p < 0,0001). Contudo, em relação ao veículo, há um aumento não-

significativo nos animais que receberam apenas dexametasona (p = 0,1249) e uma 

redução significativa naqueles que receberam apenas baricitinibe (p < 0,0001). Este 

efeito do baricitinibe foi neutralizado quando na presença do corticosteroide, uma vez 

que a associação dos fármacos resultou em porcentagem significativamente maior de 

PMNs em relação ao baricitinibe sozinho (p = 0,0001) e ausência de diferença em 

relação ao veículo. Em paralelo, há uma redução limítrofe entre a terapia combinada 

e a monoterapia com dexametasona (p = 0,0583), que é similar à diferença na 

contagem total de células e sugere um antagonismo entre os fármacos nesses 

parâmetros. 

Em relação à quantificação de proteína (F(4,55) = 46,85; p < 0,0001; Figura 27D), 

o prejuízo associado à instilação de LPS em relação aos controles saudáveis (p < 

0,0001) foi reduzido tanto pelas monoterapias (p = 0,0212 vs. dexametasona; p = 

0,0005 vs. baricitinibe) quanto pela terapia combinada (p < 0,0001). Todavia, o efeito 

terapêutico é mais proeminente quando há o cotratamento, sendo observada 

diferença estatística em relação à monoterapia com dexametasona (p = 0,0070).  

Na análise hematológica, diversos efeitos foram observados para a 

porcentagem de neutrófilos (F(4,55) = 38,99; p < 0,0001) e de linfócitos (F(4,55) = 45.89; 

p < 0,0001), e assemelham-se ao exposto na contagem diferencial de células no 

FLBA. Primeiro, um aumento na proporção de neutrófilos circulantes foi observado no 

grupo “LPS + veículo” (p < 0,0001), e essa alteração é ainda maior sob o tratamento 

com dexametasona (p = 0,0040 vs. veículo; Figura 27E). A mesma relação na direção 

oposta foi observada na porcentagem de linfócitos, onde a redução esperada em 

resposta ao LPS é acentuada pelo corticosteroide (p = 0,0069 vs. veículo; Figura 

27F). Este padrão da dexametasona foi também estendido ao cotratamento, embora 

neste caso não haja significância estatística em relação ao tratamento com veículo (p 

= 0.1076 para neutrófilos, p = 0,0916 para linfócitos). Por fim, a monoterapia com o 
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baricitinibe foi o único tratamento associado ao reestabelecimento parcial do perfil 

hematológico, sendo este associado a menor porcentagem de neutrófilos em relação 

aos outros tratamentos (p < 0,01), embora ainda maior do que no grupo “sham” (p = 

0,0331). De maneira complementar, camundongos que receberam baricitinibe 

apresentam contagem de linfócitos próxima à de controles saudáveis (p = 0,0204), e 

significativamente maior do que o tratamento com veículo (p = 0,0003), dexametasona 

(p < 0,0001) ou dexametasona + baricitinibe (p < 0,0001). Em resumo, o LPS gerou 

as alterações hematológicas esperadas, mas os tratamentos tiveram efeitos opostos: 

enquanto a presença da dexametasona (sozinha ou combinada) acentua as 

alterações, a monoterapia com baricitinibe promove reversão parcial do quadro. 

Na análise histopatológica (F(4,25) = 23,42; p < 0,0001), todos os animais que 

receberam LPS tiveram presença significativa de congestão do tecido pulmonar 

(indicado pela cobertura da marcação por H&E) em relação ao controle “sham” (p < 

0,001), exceto para a combinação de fármacos onde há um efeito limítrofe (p = 

0,0581). Animais tratados somente com dexametasona não obtiveram benefício 

terapêutico evidente. Em contrapartida, a monoterapia com baricitinibe e a terapia 

combinada foram associados à redução da congestão pulmonar em relação ao veículo 

(p = 0,0088 e p < 0,0001, respectivamente), em especial na combinação dos fármacos 

onde também há uma diferença em relação à dexametasona (p = 0,0011) e maior 

proximidade aos animais saudáveis. Esses resultados estão alinhados a outros 

parâmetros avaliados e, dada a importância da análise histopatológica, contribuem 

fortemente à evidência de superioridade da combinação dos fármacos. 
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Figura 27. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dexametasona e baricitinibe sobre o peso 
corporal, indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração hematológica. Dexametasona (10 
mg/kg, i.p., uma vez ao dia), baricitinibe (10 mg/kg, v.o., duas vezes ao dia) e/ou solução veículo (10 
ml/kg i.p./v.o.) foram administrados a camundongos CD-1 machos por três dias a partir de duas horas 
após a instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina. (A) Peso corporal, onde p < 

0,05 em a = todos vs. sham, b = todos vs. sham, exceto baricitinibe, c = veículo vs. dexametasona, 

baricitinibe ou dexametasona + baricitinibe, d = dexametasona vs. baricitinibe, e = dexametasona vs. 
dexametasona + baricitinibe. (B) Contagem total de células e (C) porcentagem de PMN no FLBA. (D) 
Quantificação de proteína no FLBA. (E) Porcentagem de neutrófilos e (F) linfócitos no sangue. (G) 
Porcentagem de área alveolar marcada por H&E e (H) imagens representativas da histopatologia 
pulmonar (200x). ANOVA de duas vias com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse (A) 
ou ANOVA de uma via (B-G) seguido de teste post hoc de Tukey. n = 12/grupo (A, B, D-F), 11 (sham 
e baricitinibe) ou 12/grupo (C), ou 6/grupo (G). *p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 comparado ao 
grupo sham. #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ####p < 0,0001 comparado ao grupo veículo. §p < 0,05, 
§§p < 0,01, §§§§p < 0,0001 comparado ao grupo dexametasona. &&&&p < 0,0001 comparado ao grupo 
baricitinibe. Dados representados como média + E.P.M. 
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3.4.2. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dexametasona e 

baricitinibe sobre a mecânica respiratória de camundongos 

submetidos à instilação intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de mecânica respiratória foi realizada por meio 

de ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey quando aplicável, 

considerando-se apenas a variável independente “tratamento”. Nesta análise, foi 

encontrada significância estatística em quase todos os parâmetros avaliados (Figura 

28), incluindo-se resistência sistêmica (F(4,45) = 20,15; p < 0,0001), elastância 

sistêmica (F(4,45) = 18,40; p < 0,0001), amortecimento tecidual (F(4,45) = 17,09; p < 

0,0001), elastância tecidual (F(4,45) = 13,65; p < 0,0001), capacidade inspiratória (F(4,45) 

= 20,15; p < 0,0001), histerese (F(4,45) = 20,15; p < 0,0001) e complacência quase-

estática (F(4,45) = 20,15; p < 0,0001). Nestes casos, animais que receberam LPS e 

apenas solução veículo tiveram prejuízo significativo em relação aos controles “sham” 

(p < 0,0001). Também em todos os casos citados, com a única exceção do tratamento 

com dexametasona no parâmetro amortecimento tecidual (p = 0,1019; Figura 28D), 

tanto a monoterapia quanto a combinação das drogas de interesse reduziram os 

prejuízos induzidos pelo LPS (p < 0,05). Contudo, há diferenças potencialmente 

relevantes entre os tratamentos.   

Primeiro, ao longo dos diferentes parâmetros, há uma tendência constante de 

menor prejuízo relativo em animais que receberam baricitinibe ou, principalmente, 

dexametasona + baricitinibe. Da perspectiva estatística, a terapia combinada teve um 

resultado diretamente superior à monoterapia com dexametasona nos parâmetros de 

resistência sistêmica (p = 0,0174; Figura 28A) e amortecimento tecidual (p = 0,0039; 

Figura 28D). O tratamento com baricitinibe foi superior ao tratamento com 

dexametasona apenas no amortecimento tecidual (p = 0,0403). Ainda, animais 

tratados com baricitinibe ou com a combinação das drogas se diferenciam dos 

controles saudáveis em apenas um (capacidade inspiratória, Figura 28F) ou nenhum 

parâmetro, respectivamente, sugerindo proteção quase total contra as alterações de 

mecânica respiratória. Em contraste, embora em melhor condição que animais do 

grupo “LPS + veículo”, animais tratados com dexametasona mantiveram alterações 

significativas em relação aos controles “sham” (p < 0,05), sugerindo um benefício 

apenas parcial. 
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Na resistência newtoniana e no parâmetro K, não foi observado diferença 

estatística. Há, contudo, a mesma tendência geral de maior prejuízo em animais que 

apenas receberam os veículos em comparação àqueles que receberam os 

tratamentos de interesse (Figura 28C e 28G). No gráfico de curva pressão-volume, 

todas as curvas pertencentes a grupos que receberam LPS estão deslocadas para 

baixo em relação aos animais saudáveis, corroborando o perfil restritivo da LPA 

induzida por LPS (Figura 28J). Porém, as curvas relativas ao tratamento somente 

com dexametasona ou com baricitinibe estão sobrepostas e possuem menor 

deslocamento em relação ao veículo. Isso indica uma mitigação do prejuízo à 

distensibilidade do sistema respiratório além de uma equivalência entre os 

tratamentos nesta avaliação. A curva relativa ao cotratamento, por sua vez, destaca-

se por estar ainda mais próxima da dos animais do grupo “sham”, sugerindo assim 

uma superioridade em relação às monoterapias. Essa interpretação é condizente com 

a menor congestão pulmonar em animais que receberam os dois fármacos, conforme 

descrito na seção anterior. 
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Figura 28. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dexametasona e baricitinibe sobre a mecânica 
respiratória. Dexametasona (10 mg/kg, i.p., uma vez ao dia), baricitinibe (10 mg/kg, v.o., duas vezes ao 
dia) e/ou solução veículo (10 ml/kg i.p./v.o.) foram administrados a camundongos CD-1 machos por 
três dias a partir de duas horas após a instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução 
salina. (A) Resistência sistêmica, (B) elastância sistêmica, (C) resistência Newtoniana, (D) 
amortecimento tecidual, (E) elastância tecidual, (F) capacidade inspiratória, (G) parâmetro K, (H) 
histerese, (I) complacência quase-estática, (J) curva pressão-volume. ANOVA de uma via seguido de 
teste post hoc de Tukey (A-I). n = 10/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 comparado 
ao grupo sham. #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ####p < 0,0001 comparado ao grupo veículo. §p < 
0,05, §§p < 0,01 comparado ao grupo dexametasona. Dados representados como média + E.P.M. 
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3.4.3. Efeitos do cotratamento com dexametasona e baricitinibe sobre a 

liberação de citocinas no espaço broncoalveolar de camundongos 

submetidos à instilação intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de liberação de citocinas no espaço 

broncoalveolar foi realizada por meio de teste t não-pareado comparando-se os 

grupos “LPS + veículo” e “LPS + dexametasona + baricitinibe”. Com a exceção de IL-

10 (que inclui diversas amostras para as quais não houve detecção da citocina), os 

dados foram transformados em log2 na análise estatística a fim de garantir a 

distribuição Gaussiana dos valores. Para a representação gráfica, foi utilizada a forma 

natural dos dados. 

Nesta análise, foi encontrada diferença estatística significativa na quantificação 

de IL-6 (t(18) = 10,34; p < 0,0001; Figura 29A), IL-12p70 (t(16) = 3,428; p = 0,0035; Figura 

29C), IFN-γ (t(18) = 7,419; p < 0,0001; Figura 29D), MCP-1 (t(18) = 3,290; p = 0,0041; 

Figura 29E) e TNF (t(18) = 9,150; p < 0,0001; Figura 29F), com redução clara das 

citocinas em animais tratados com dexametasona e baricitinibe. Teste t para os níveis 

de IL-10 revelou apenas um efeito limítrofe (p = 0,0762), com tendência de redução 

sob a terapia combinada (Figura 29B). No geral, esses são resultados concordantes 

com os resultados obtidos nos experimentos anteriores e mostram amplo efeito anti-

inflamatório da combinação de fármacos. De particular importância, apesar de não ter 

sido detectado no FLBA em 6 horas após a instilação de LPS, os níveis de IFN-γ 

apresentaram a maior média entre as citocinas avaliadas em 72 horas, sugerindo 

liberação tardia. Juntamente à IL-6, a presença de IFN-γ foi fortemente estimulada 

pela instilação de LPS, e quase totalmente suprimida pela combinação de 

dexametasona e baricitinibe.  
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Figura 29. Efeitos do cotratamento com dexametasona e baricitinibe sobre a liberação de citocinas no 
espaço broncoalveolar. Dexametasona (10 mg/kg, i.p., uma vez ao dia), baricitinibe (10 mg/kg, v.o., 
duas vezes ao dia) ou solução veículo (10 ml/kg i.p./v.o.) foram administrados a camundongos CD-1 
machos por três dias a partir de duas horas após a instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg). 
Quantificação de (A) IL-6, (B) IL-10, (C) IL-12p70, (D) IFN-γ, (E) MCP-1 e (F) TNF por CBA. Os dados 
foram transformados em log2, exceto para IL-10, e analisados por teste t não-pareado. n = 10/grupo, 
exceto na análise de IL-12 onde ndex+bar = 8 após transformação em log2. **p < 0,01 e ****p < 0,0001 
comparado ao grupo veículo. Dados representados como média + E.P.M. 

 

3.5. QUINTO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

No quinto bloco de experimentos, camundongos machos da linhagem CD-1 

foram submetidos à instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina 

e depois tratados com veículo (10 ml/kg, i.p./v.o.), dexametasona (10 mg/kg, i.p., uma 

administração), baricitinibe (10 mg/kg, v.o., duas administrações), ou dexametasona 

e baricitinibe simultaneamente (protocolos de tratamento idênticos à monoterapia). O 

tratamento com as drogas de interesse foi iniciado duas horas após a instilação de 

LPS. Após aproximadamente 24 horas, os pulmões foram coletados e armazenados 

até posterior processamento. Em seguida, utilizou-se a técnica de RT-qPCR para 

quantificar a expressão de oito genes de interesse associados à resposta imune. A 

Figura 30 ilustra o delineamento experimental. 
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Figura 30. Delineamento do quinto bloco experimental. Camundongos machos da linhagem CD-1 
receberam instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou salina, seguido de tratamento com 
veículo (10 ml/kg, i.p./v.o.), dexametasona (10 mg/kg, i.p, administração única), baricitinibe (10 mg/kg, 
v.o., duas administrações) ou cotratamento com dexametasona e baricitinibe. Após aproximadamente 
24 horas da instilação de LPS, os pulmões foram coletados e posteriormente processados para análise 
de expressão gênica por RT-qPCR. 

 

3.5.1. Efeitos da monoterapia ou cotratamento com dexametasona e 

baricitinibe sobre a expressão pulmonar de oito genes de interesse 

em camundongos submetidos à instilação intratraqueal de LPS 

 

Os genes selecionados para análise de expressão codificam as citocinas IL-1β, 

IL-6, IL-10, TNF e IFN-γ, além das proteínas NLRP3 (PRR constituinte do 

inflamassoma NLRP3), a óxido nítrico sintase induzível (iNOS; gene Nos2) e a 

molécula de adesão celular 1 (ICAM-1). A análise estatística dos dados foi realizada 

por meio de ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey quando aplicável. 

Na análise de Il10, especificamente, o grupo controle foi desconsiderado na 

comparação estatística visto que quatro das cinco amostras analisadas não tiveram 

expressão quantificável deste gene. 

No ensaio de RT-qPCR, foi observada superexpressão dos genes Il1b (F(4,21) = 

15,70; p < 0,0001; Figura 31A), Nlrp3 (F(4,21) = 15,94; p < 0,0001; Figura 31B), Il6 

(F(4,21) = 9,685; p = 0,0001; Figura 31C), Tnf (F(4,21) = 21,01; p < 0,0001; Figura 31D), 

Ifng (F(4,21) = 20,92; p < 0,0001; Figura 31E), Nos2 (F(4,20) = 10,65; p < 0,0001; Figura 

31F) e Icam1 (F(4,21) = 12,42; p < 0,0001; Figura 31G). Em todos os casos, há um 
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aumento estatisticamente significativo de RNAm no grupo “LPS + veículo” em relação 

ao controle saudável (p < 0,001), evidenciando um perfil pró-inflamatório multialvo da 

transcrição pulmonar em 24 horas após a instilação de LPS. A expressão de Il10 

seguiu o mesmo padrão e mostra-se também aumentada, a despeito da ausência de 

comparação estatística com o grupo “sham” (Figura 31H). 

Quanto ao efeito dos tratamentos, a expressão de Il1b, Nlrp3 e Tnf não foi 

afetada significativamente pelos fármacos, apesar de tendências (comparado ao 

veículo) envolvendo um aumento na monoterapia com dexametasona e redução sob 

o baricitinibe ou terapia combinada (Figuras 31A, 31B e 31D). A análise da expressão 

relativa de Il6 também não mostrou diferença estatística entre os tratamentos (Figura 

31C), porém há efeitos limítrofes para o baricitinibe ou a combinação dos fármacos 

em relação ao veículo (p = 0,0543 e p = 0,0603, respectivamente) ou à dexametasona 

(p = 0,0693 e p = 0,0776, respectivamente).  

A expressão de Ifng e Nos2, por outro lado, mostram resultados claros de efeito 

farmacológico. No primeiro caso (Figura 31E), há uma redução parcial associada à 

dexametasona (p = 0,0130), além de efeito do baricitinibe (p = 0,0002) e redução total 

com a combinação dos fármacos (p < 0,0001 vs. veículo, p = 0,0042 vs. 

dexametasona).  No caso do Nos2 (Figura 31F), não houve efeito do corticosteroide 

e há redução total da expressão na monoterapia com o baricitinibe (p = 0,0005 vs. 

veículo, p = 0,0048 vs. dexametasona), assim como redução significativa na 

combinação de ambos (p = 0,0149). Quanto ao Icam1, não houve diferença entre os 

fármacos e o veículo, porém há novamente uma tendência da ampliação do efeito do 

LPS pela dexametasona, mesmo na combinação dos fármacos (Figura 31G). O efeito 

do baricitinibe é oposto, apresentando um efeito limítrofe à significância estatística no 

que diz respeito à comparação com a dexametasona (p = 0,0673). De maneira 

semelhante, se comparado ao veículo, há tendências na expressão de Il10 que 

sugerem aumento induzido pela dexametasona e redução na monoterapia com 

baricitinibe (p = 0,1081 vs. dexametasona; Figura 31H). 

 Em resumo, em 24 horas após o LPS, uma única administração de 

dexametasona foi associada à ausência de efeito sobre a expressão dos genes 

avaliados, com exceção de uma redução parcial da expressão de Ifng. Um ponto 

interessante é a tendência consistente de aumento na expressão dos outros genes, o 

que inclui os associados a citocinas pró-inflamatórias e morte celular (Il1b, Nlrp3, Tnf), 
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molécula de adesão importante para a infiltração de neutrófilos nos pulmões (Icam1), 

e a citocina anti-inflamatória IL-10 (Il10). Em paralelo, o baricitinibe e a combinação 

de fármacos tiveram efeitos semelhantes entre si, e forte supressão da expressão de 

Ifng e Nos2 sugerem envolvimento importante destes genes na eficácia sobre a LPA. 
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Figura 31. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dexametasona e baricitinibe sobre a expressão 
pulmonar relativa de oito genes de interesse. Dexametasona (10 mg/kg, i.p., administração única), 
baricitinibe (10 mg/kg, v.o., duas administrações) e/ou solução veículo (10 ml/kg i.p./v.o.) foram 
administrados a camundongos CD-1 machos por 24 horas a partir de duas horas após a instilação 
intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina. Expressão relativa de RNAm para os genes 
(A) Il1b, (B) Nlpr3, (C) Il6, (D) Tnf, (E) Ifng, (F) Nos2, (G) Icam1 e (H) Il10. Os dados foram normalizados 
pela expressão do gene de referência Gapdh e posteriormente pela média do grupo controle (sham) 
para cada gene. ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey. n = 5 ou 6 (dexametasona + 
baricitinibe) por grupo, exceto em (F) onde nLPS+veículo = 4. A expressão de Il10 (H) só foi quantificável 
em um único indivíduo do grupo sham, sendo este grupo desconsiderado na análise estatística. *p < 
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 comparado ao grupo sham. #p < 0,05, ###p < 0,001, ####p 
< 0,0001 comparado ao grupo veículo. §p < 0,05, §§p < 0,01 comparado ao grupo dexametasona. Dados 
representados como média + E.P.M. 
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3.6. SEXTO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

Apesar de solução salina ser comumente utilizada como um controle negativo 

em estudos com administração de anticorpos in vivo, existem falhas essenciais a este 

uso que podem comprometer a interpretação dos dados. Isso se deve ao fato de que 

a solução salina não reproduz o efeito da ativação generalizada e não-específica de 

receptores Fc (expresso em células do sistema imune) que é gerada pela 

administração de um anticorpo exógeno. Por isso, para um controle apropriado deve 

ser utilizado um controle isotípico, que é um anticorpo que detém as mesmas 

características, mas sem a capacidade neutralizante. Logo, posto que este estudo 

investiga a eficácia de anticorpos neutralizantes, primeiro foi avaliado se a presença 

do controle isotípico poderia afetar parâmetros de interesse na LPA. 

No sexto bloco de experimentos, camundongos machos da linhagem CD-1 

receberam administração única (i.p.) de solução veículo (300 µl) ou duas doses 

independentes de controle isotípico (IgG1 de hamster armênio; 500 ou 1000 μg). Uma 

hora após o tratamento, os animais foram submetidos à instilação intratraqueal de 

LPS (3,0 x 106 EU/kg) e monitorados por três dias. O peso corporal foi registrado 

diariamente durante o protocolo e, após o terceiro dia, foi avaliada a contagem total 

de células no FLBA, a quantificação de proteína no FLBA, e a porcentagem de 

linfócitos no sangue. A Figura 32 ilustra o delineamento experimental. 
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Figura 32. Delineamento do sexto bloco experimental. Camundongos machos da linhagem CD-1 
receberam administração única (i.p.) de solução veículo (300 µl) ou duas doses de controle isotípico 
(500 ou 1000μg). Uma hora após o tratamento, os animais foram submetidos à instilação intratraqueal 
de LPS (3,0 x 106 EU/kg) e monitorados por três dias, sendo avaliados quanto ao peso corporal, 
indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração hematológica. FLBA = fluido de lavado 
broncoalveolar. 

 

3.6.1. Efeitos do tratamento com controle isotípico sobre o peso corporal, 

indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração 

hematológica em camundongos submetidos à instilação 

intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de peso corporal foi realizada por meio de 

ANOVA de duas vias com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse, 

considerando-se as variáveis independentes “tempo” (dias 1, 2 e 3) e “tratamento” 

(LPS seguido de veículo, 500 µg ou 1000 µg de controle isotípico).  Nesta análise, foi 

encontrado efeito significativo e isolado do fator tempo (F(1,485, 31,19) = 325,4; p < 

0,0001), indicando que o LPS induziu perda progressiva de peso corporal ao longo 

dos dias de maneira independente da presença ou da dose de controle isotípico (p < 

0,0001; Figura 33A – efeito não apontado no gráfico). 

O restante dos dados foi analisado por ANOVA de uma via. Neste caso, não foi 

observada significância estatística na contagem total de células no FLBA (F(2,21) = 

0,01003; p = 0,9900; Figura 33B), na quantificação de proteína no FLBA (F(2,21) = 

0,1784; p = 0,8379; Figura 33C) ou na porcentagem de linfócitos no sangue (F(2,21) = 

1,132; p = 0,3412; Figura 33D). Logo, de maneira alinhada ao peso corporal, a 
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ausência de efeito nestes dados indica que a administração de controle isotípico não 

afeta significativamente parâmetros importantes da LPA induzida por LPS. 
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Figura 33. Efeitos do tratamento com controle isotípico sobre o peso corporal, indicadores de 
inflamação e lesão pulmonar, e alteração hematológica. Controle isotípico (500 ou 1000μg) ou solução 
veículo (300 µl) foram administrados a camundongos CD-1 machos (injeção única, i.p.) uma hora antes 
da instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg). (A) Peso corporal, (B) contagem total de células 
no FLBA, (C) quantificação de proteína no FLBA e (D) porcentagem de linfócitos no sangue. ANOVA 
de duas vias com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse seguido de teste post hoc de 
Tukey (A) ou ANOVA de uma via (B-D). n = 8/grupo. Dados representados como média + E.P.M. 

 

3.7. SÉTIMO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

No sétimo bloco de experimentos, camundongos machos da linhagem CD-1 

receberam administração única (i.p.) de solução veículo (300 µl), controle isotípico 

(500 μg), anti-TNF (500 μg), anti-IFN-γ (500 μg) ou anti-TNF e anti-IFN-γ 



120 
 

 
 

simultaneamente (500 μg cada). Aproximadamente uma hora após o tratamento, os 

animais foram submetidos à instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) e 

monitorados por três dias. O peso corporal foi registrado diariamente durante o 

protocolo e, após o terceiro dia, foi avaliada a contagem total e diferencial de células 

no FLBA, a quantificação de proteína total e citocinas no FLBA, a porcentagem de 

linfócitos e neutrófilos no sangue, a histopatologia pulmonar, e a mecânica respiratória 

basal. O delineamento experimental está ilustrado na Figura 34. 

 

 
Figura 34. Delineamento do sétimo bloco experimental. Camundongos machos da linhagem CD-1 
receberam administração única (i.p.) de solução veículo (300 µl), controle isotípico (500 μg), anti-TNF 
(500 μg), anti-IFN-γ (500 μg) ou anti-TNF e anti-IFN-γ simultaneamente (500 μg cada). Uma hora após 
o tratamento, os animais foram submetidos à instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou 
solução salina e monitorados por três dias, sendo avaliados quanto ao peso corporal, indicadores de 
função, inflamação e lesão pulmonar, e alteração hematológica. FLBA = fluido de lavado 
broncoalveolar. PMN = células polimorfonucleares. 

 

3.7.1. Efeitos da monoterapia e cotratamento com anticorpos 

monoclonais neutralizantes de TNF e IFN-γ sobre o peso corporal, 

indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração 

hematológica em camundongos submetidos à instilação 

intratraqueal de LPS 
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A análise estatística dos dados de peso corporal foi realizada por meio de 

ANOVA de duas vias com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse 

seguido de teste post hoc de Tukey, considerando-se as variáveis independentes 

“tempo” (dias 1, 2 e 3) e “tratamento” (sham, controle isotípico, anti-TNF, anti-IFN-γ, 

anti-TNF + anti-IFN-γ). Todos os outros parâmetros foram analisados por ANOVA de 

uma via seguida de teste post hoc de Tukey quando aplicável. 

Na análise de peso corporal, foi encontrado efeito significativo do fator tempo 

tratamento (F(4, 45) = 19,08; p < 0,0001) e da interação entre os fatores tempo e 

tratamento (F(8, 90) = 7,451; p < 0,0001).  Análise subsequente da interação mostrou 

que, entre os grupos que receberam LPS, só os tratados com controle isotípico ou 

monoterapia neutralizante tiveram redução de peso diferente do controle sham no 

primeiro (p < 0,001) e no segundo dia (p < 0,05; Figura 35A). Ao terceiro dia, todos 

os grupos, inclusive o que recebeu a combinação de anticorpos neutralizantes, 

apresentaram redução significativa de peso em relação ao basal se comparado aos 

controles saudáveis (p < 0,05). Porém, o cotratamento foi associado a uma perda de 

peso significativamente menor do que no grupo “controle isotípico” (dias 2 e 3, p < 

0,0001), além de menor perda de peso do que no tratamento com anti-TNF (dia 3; p 

= 0,0383). Ambas as monoterapias tiveram um efeito heterogêneo sobre o peso 

corporal, com uma maior (anti-IFN-γ) ou menor (anti-TNF) porção dos animais 

demonstrando algum benefício e o restante alinhado ao tratamento com controle 

isotípico.  

Na contagem total de células no FLBA (F(4,45) = 121,8; p < 0,0001), todos os 

grupos que receberam LPS apresentaram aumento da infiltração de células no espaço 

broncoalveolar (p < 0,0001; Figura 35B) e nenhum efeito dos tratamentos de interesse 

foi observado. Já na porcentagem de PMN (F(4,42) = 260,6; p < 0,0001; Figura 35C), 

camundongos tratados com anti-IFN-γ ou, em especial, com a combinação anti-TNF 

+ anti-IFN-γ, apresentaram menor frequência de PMNs em relação a células 

mononucleares se comparados ao grupo “controle isotípico” (p = 0,0386 e p < 0,0001, 

respectivamente). Há também uma redução significativa de PMN sob o tratamento 

combinado em comparação com a monoterapia com anti-TNF (p = 0,0016) e uma forte 

tendência se comparado ao anti-IFN-γ (p = 0,0507). Esses resultados sugerem que, 

embora não tenha sido identificada alteração no influxo total de células, há muito 
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menos PMNs (majoritariamente neutrófilos) no espaço broncoalveolar de animais que 

receberam a combinação de anticorpos neutralizantes. 

Superioridade do cotratamento é também observada na quantificação total de 

proteína no FLBA (F(4,45) = 45,20; p < 0,0001; Figura 35D),  onde todos os grupos têm 

um aumento associado à instilação de LPS (p < 0,0001) mas este efeito é 

significativamente limitado no grupo com terapia combinada em relação ao controle 

isotípico (p < 0,0001) ou anti-IFN-γ (p = 0,0009). A neutralização única do TNF também 

reduziu a concentração de proteína no espaço broncoalveolar (p = 0,0071 vs. controle 

isotípico), e esse efeito é nominalmente menor do que no cotratamento, mas 

estatisticamente equivalente (p = 0,3053). 

Na análise hematológica (Figura 35E), dados da frequência de neutrófilos 

(F(4,45) = 5,398; p = 0,0012) mostram um aumento estatisticamente significativo em 

animais tratados com controle isotípico em relação ao controle saudável (p = 0,0008). 

Este aumento não foi observado nas monoterapias, mas é limítrofe para o anti-TNF (p 

= 0,0546). Além disso, em animais tratados com a combinação de anticorpos 

neutralizantes, o número de neutrófilos é menor do que no grupo “controle isotípico” 

(p = 0,0209). Em relação à contagem de linfócitos (F(4,45) = 7,636; p < 0,0001), houve 

redução em animais que receberam controle isotípico (p < 0,0001), anti-TNF (p = 

0,0075) e anti-IFN-γ (p = 0,0464), mas não no grupo com o cotratamento (p = 0,6851). 

Para este grupo, há uma maior porcentagem de linfócitos em relação ao controle 

isotípico (p = 0,0049), indicando um benefício direto do tratamento. No geral, os dados 

indicam que a neutralização simultânea de TNF e IFN-γ, mas não individual, reduz de 

maneira estatisticamente significativa as alterações hematológicas induzidas pelo 

LPS. Ainda, esta redução do efeito ocorre ao ponto em que o grupo que recebeu o 

cotratamento tem valores próximos e estatisticamente equivalentes aos controles 

saudáveis. 

Na análise histopatológica (F(2,15) = 32,86; p < 0,0001), foi encontrado aumento 

da marcação por H&E tanto no grupo “controle isotípico” (p < 0,0001) quanto no grupo 

“anti-TNF + anti-IFN-γ” (p = 0,0124), indicando prejuízo nos dois casos em relação ao 

“sham”. Todavia, a congestão pulmonar é significativamente menor nos animais que 

receberam os anticorpos neutralizantes (p = 0,0007), em conformidade com os outros 

indicadores de inflamação e lesão pulmonar avaliados no FLBA, além do peso 

corporal e hematologia. Assim, tem-se que a neutralização específica das citocinas 
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TNF e IFN-γ foi capaz de mitigar o prejuízo em todas as análises realizadas, incluindo-

se a histopatologia. 
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Figura 35. Efeitos da monoterapia e cotratamento com anticorpos monoclonais neutralizantes de TNF 
e IFN-γ sobre o peso corporal, indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração hematológica. 
Controle isotípico (500 μg), anti-TNF (500 μg), anti-IFN-γ (500 μg), anti-TNF + anti-IFN-γ (500 μg cada) 
ou solução veículo (300 µl) foram administrados a camundongos CD-1 machos (injeção única, i.p.) uma 
hora antes da instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina. (A) Peso corporal, 

onde p < 0,05 em a = todos vs. sham, exceto anti-TNF + anti-IFN-γ, b = controle isotípico vs. anti-TNF 

+ anti-IFN-γ, c = todos vs. sham, d = anti-TNF + anti-IFN-γ vs. anti-TNF. (B) Contagem total de células 

e (C) porcentagem de PMN no FLBA. (D) Quantificação de proteína no FLBA. (E) Porcentagem de 
neutrófilos e (F) linfócitos no sangue. (G) Porcentagem de área alveolar marcada por H&E e (H) 
imagens representativas da histopatologia pulmonar (200x). ANOVA de duas vias com medidas 
repetidas e correção de Geisser-Greenhouse (A) ou ANOVA de uma via (B-G) seguido de teste post 
hoc de Tukey. n = 10 (A, B, D-F), 9 a 10 (C; anti-TNF, anti-IFN-γ e anti-TNF + anti-IFN-γ = 9) ou 6 
animais por grupo (G). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 comparado ao grupo sham. 
#p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ####p < 0,0001 comparado ao grupo veículo. §§p < 0,01 comparado 
ao grupo anti-TNF. &&&p < 0,001 comparado ao grupo anti-IFN-γ. Dados representados como média + 
E.P.M. 
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3.7.2. Efeitos do cotratamento com anticorpos monoclonais 

neutralizantes de TNF e IFN-γ sobre a mecânica respiratória de 

camundongos submetidos à instilação intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de mecânica respiratória foi realizada por meio 

de ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey quando aplicável, 

considerando-se apenas a variável independente “tratamento”. Nesta análise, foi 

encontrada significância estatística em quase todos os parâmetros avaliados (Figura 

36), incluindo-se resistência sistêmica (F(2,27) = 28,70; p < 0,0001), elastância 

sistêmica (F(2,27) = 43,41; p < 0,0001), amortecimento tecidual (F(2,27) = 29,55; p < 

0,0001), elastância tecidual (F(2,27) = 46,78; p < 0,0001), capacidade inspiratória (F(2,27) 

= 56,61; p < 0,0001), histerese (F(2,27) = 18,25; p < 0,0001) e complacência quase-

estática (F(2,27) = 39,41; p < 0,0001). Nestes casos, animais que receberam LPS e o 

controle isotípico tiveram prejuízo significativo em relação aos controles saudáveis (p 

< 0,0001). Já os animais previamente tratados com anticorpos neutralizantes de TNF 

e IFN-γ apresentaram, nos mesmos parâmetros, prejuízo significativamente menor do 

que os que receberam controle isotípico. Ainda, apenas foi detectada diferença 

significativa (p < 0,05) entre o grupo “anti-TNF + anti-IFN-γ” e o grupo “sham” nos 

parâmetros de elastância sistêmica (Figura 36B), elastância tecidual (Figura 36E), 

capacidade inspiratória (Figura 36F) e complacência quase-estática (Figura 36I), 

sendo os valores do grupo tratado bastante próximos àqueles do controle negativo. 

No mais, um efeito marginal foi observado na medida da histerese (Figura 36H, p = 

0,0515). Dessa forma, considerada toda a análise, demonstra-se que o tratamento 

não somente reduz os efeitos do LPS como também está associado à prevenção 

quase completa dos prejuízos em relação aos animais saudáveis. 

Por fim, no gráfico de curvas pressão-volume, observa-se que a curva referente 

ao grupo “controle isotípico” está achatada e deslocada para baixo, enquanto a do 

grupo tratado com a associação de anticorpos aproxima-se da do grupo “sham” 

(Figura 36J).  Assim, em acordo com a avaliação de capacidade inspiratória, entende-

se que a distensibilidade do sistema respiratório é muito maior no grupo “anti-TNF + 

anti-IFN-γ” do que entre os que apenas receberam o controle isotípico, embora ainda 

exista um prejuízo observável em relação aos animais saudáveis para valores de 

pressão maior ou igual a 15 cmH2O. 
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Figura 36. Efeitos da monoterapia e cotratamento com anticorpos monoclonais neutralizantes de TNF 
e IFN-γ sobre a mecânica respiratória. Controle isotípico (500 μg), anti-TNF (500 μg), anti-IFN-γ (500 
μg) ou solução veículo (300 µl) foram administrados a camundongos CD-1 machos (injeção única, i.p.) 
uma hora antes da instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina. (A) Resistência 
sistêmica, (B) elastância sistêmica, (C) resistência Newtoniana, (D) amortecimento tecidual, (E) 
elastância tecidual, (F) capacidade inspiratória, (G) parâmetro K, (H) histerese, (I) complacência quase-
estática, (J) curva pressão-volume. ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey (A-I). n = 
10/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001 comparado ao grupo sham. ##p < 0,01, ####p < 0,0001 
comparado ao grupo controle isotípico. Dados representados como média + E.P.M. 
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3.7.3. Efeitos do cotratamento com anticorpos monoclonais 

neutralizantes de TNF e IFN-γ sobre a liberação de citocinas no 

espaço broncoalveolar de camundongos submetidos à instilação 

intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de liberação de citocinas no espaço 

broncoalveolar foi realizada por meio de teste t não-pareado (IL-6, IL-10, IL-12, MCP-

1 e TNF) ou teste de Mann-Whitney (IFN-γ) comparando-se os grupos “LPS + controle 

isotípico” e “LPS + anti-TNF e anti-IFN-γ”. Os resultados de IL-6, IL-12 e MCP-1 foram 

transformados em log2 na análise estatística a fim de garantir a distribuição 

Gaussiana. Para a representação gráfica, foi utilizada a forma natural dos dados. 

Nesta análise, foi encontrada diferença estatística significativa na presença de 

IL-6 (t(18) = 5,541; p < 0,0001; Figura 37A), IL-12p70 (t(17) = 4,145; p = 0,0007; Figura 

37C), IFN-γ (U = 7; p = 0,0005; Figura 37D) e TNF (t(18) = 9,258; p < 0,0001; Figura 

37F) no FLBA, sendo que há forte redução em animais que receberam os anticorpos 

neutralizantes se comparado ao controle isotípico. O efeito terapêutico é comparável 

ao da combinação de dexametasona e baricitinibe, com a exceção de que não há 

efeito dos anticorpos anti-TNF e anti-IFN-γ sobre a liberação de MCP-1. Assim, como 

sugerido pelos outros parâmetros inflamatórios, hematológicos e fisiológicos 

avaliados, a combinação dos anticorpos neutralizantes de TNF e IFN-γ mostra-se 

eficaz na atenuação da hipercitocinemia associada à LPA induzida por LPS. 
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Figura 37. Efeitos do cotratamento com anticorpos monoclonais neutralizantes de TNF e IFN-γ sobre 
a liberação de citocinas no espaço broncoalveolar. Controle isotípico (500 μg) ou anti-TNF (500 μg) e 
anti-IFN-γ (500 μg) foram administrados a camundongos CD-1 machos (injeção única, i.p.) uma hora 
antes da instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg). Quantificação de (A) IL-6, (B) IL-10, (C) IL-
12p70, (D) IFN-γ, (E) MCP-1 e (F) TNF por CBA. Teste t não-pareado (A-C, E e F) ou teste de Mann-
Whitney (D). Os dados de IL-6, IL-12 e MCP-1 foram transformados em log2 para análise estatística. n 
= 10/grupo, exceto na análise de IL-12 onde nanti-TNF+anti-IFNγ = 9 após transformação em log2. ***p < 
0,001 e ****p < 0,0001 comparado ao grupo controle isotípico. Dados representados como média + 
E.P.M. 

 

3.8. OITAVO BLOCO EXPERIMENTAL 

 

No oitavo bloco de experimentos, camundongos machos da linhagem CD-1 

foram submetidos à instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou salina e 

depois tratados por três dias com soluções veículo (10 ml/kg, i.p./v.o.), dinaciclibe (2,5 

mg/kg, i.p.), MCC950 (10 mg/kg, v.o), ou dinaciclibe e MCC950 simultaneamente 

(protocolos de tratamento idênticos à monoterapia). O tratamento com as drogas de 

interesse foi iniciado duas horas após a instilação de LPS, sendo que os animais 

receberam duas administrações de cada droga no primeiro dia e uma administração 

ao dia nos dois dias subsequentes. O peso corporal foi registrado diariamente durante 

o protocolo e, após o terceiro dia, foi avaliada a contagem total e diferencial de células 

no FLBA, a quantificação de proteína total e citocinas no FLBA, a porcentagem de 

linfócitos e neutrófilos no sangue, e a mecânica respiratória basal. Amostras para a 
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histopatologia pulmonar também foram coletadas, mas estão em processamento no 

momento da escrita deste trabalho. A Figura 38 ilustra o delineamento experimental. 

 

 
Figura 38. Delineamento do oitavo bloco experimental. Camundongos machos da linhagem CD-1 
receberam instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina, seguido de tratamento 
por três dias com veículo (10 ml/kg, i.p./v.o.), dinaciclibe (2,5 mg/kg, i.p.), MCC950 (10 mg/kg, v.o) ou 
cotratamento com dinaciclibe e MCC950. Os animais foram avaliados quanto ao peso corporal e 
indicadores de função, inflamação e lesão pulmonar, e alteração hematológica. * = refere-se à análise 
em andamento. FLBA = fluido de lavado broncoalveolar. PMN = células polimorfonucleares. 

 

3.8.1. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dinaciclibe e MCC950 

sobre o peso corporal, indicadores de inflamação e lesão pulmonar, 

e alteração hematológica em camundongos submetidos à 

instilação intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de peso corporal foi realizada por meio de 

ANOVA de duas vias com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse 

seguido de teste post hoc de Tukey, considerando-se as variáveis independentes 

“tempo” (dias 1, 2 e 3) e “tratamento” (sham, veículo, dinaciclibe, MCC950 ou 

dinaciclibe + MCC950). Todos os outros parâmetros foram analisados por ANOVA de 

uma via seguida de teste post hoc de Tukey quando aplicável, considerando-se 

apenas a variável independente “tratamento”. 
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Na análise de peso corporal, foi encontrado efeito significativo do fator tempo 

(F(1,545, 69,53) = 65,24; p < 0,0001), tratamento (F(4, 45) = 23,40; p < 0,0001) e interação 

entre os fatores tempo e tratamento (F(8, 90) = 8,201; p < 0,0001).  Análise subsequente 

da interação mostrou que, independente de tratamento, os grupos que receberam LPS 

tiveram redução de peso a partir do primeiro dia e assim mantiveram-se até o fim do 

protocolo (p < 0,05; Figura 39A). Divergências de efeito entre os tratamentos 

aparecem apenas no terceiro dia, onde aqueles que receberam apenas MCC950 ou 

o cotratamento com dinaciclibe e MCC950 apresentaram menor perda de peso em 

relação ao grupo “LPS + veículo” (p = 0,0090 e p = 0,0015, respectivamente). O 

tratamento com dinaciclibe parece também ter amenizado a perda de peso, mas o 

efeito é limitado e não alcançou significância estatística (p = 0,1286). 

Em relação à contagem total de células no FLBA (F(4,45) = 66,48; p < 0,0001), 

todos os grupos que receberam LPS apresentaram aumento da infiltração de células 

no espaço broncoalveolar (p < 0,0001; Figura 39B). Todavia, este aumento foi 

reduzido em aproximadamente 68,1%, 51,3% e 69,1% ante a administração de 

dinaciclibe, MCC950 ou ambos, respectivamente, quando comparado ao veículo (p < 

0,001). Não houve diferença entre os tratamentos de interesse. Resultados similares 

foram observados na porcentagem de PMN (F(4,44) = 392,0; p < 0,0001; Figura 39C), 

onde as três intervenções utilizadas resultaram em redução semelhante em 

comparação ao veículo (p = 0,0016 para o dinacicibe; p < 0,0001 para MCC950 ou 

combinação). Na quantificação de proteína (F(4,45) = 29,98; p < 0,0001; Figura 39D), 

todos os grupos que receberam LPS apresentaram prejuízo em relação aos controles 

saudáveis (p < 0,0001). Contudo, em camundongos sob cotratamento com dinaciclibe 

e MCC950, houve uma redução estatisticamente significativa da presença de proteína 

no espaço broncoalveolar (p = 0,0002). Aqueles que receberam somente dinaciclibe 

ou MCC950 também tiveram uma redução notável, porém sem atingir significância 

estatística (p = 0,1377 e p = 0,0624, respectivamente).  

Na análise hematológica (Figura 39E), a instilação intratraqueal de LPS foi 

associada a alterações opostas na porcentagem de neutrófilos (F(4,45) = 19,91; p < 

0,0001) e linfócitos (F(4,45) = 29,30; p < 0,0001) em todos os grupos quando comparada 

ao grupo “sham”. Porém, novamente, ambas as alterações induzidas pelo LPS são 

amenizadas pelo tratamento combinado com dinaciclibe e MCC950 (p = 0,0138 e p = 

0,0009, respectivamente).  As monoterapias, por sua vez, tiveram um efeito 
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intermediário que se situa abaixo do limiar de significância estatística, assim como 

observado em outros parâmetros deste experimento e em parte dos experimentos 

com os outros fármacos investigados.  
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Figura 39. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dinaciclibe e MCC950 sobre o peso corporal, 
indicadores de inflamação e lesão pulmonar, e alteração hematológica. Dinaciclibe (2,5 mg/kg, i.p.), 
MCC950 (10 mg/kg, v.o.) e/ou solução veículo (10 ml/kg i.p./v.o.) foram administrados a camundongos 
CD-1 machos por três dias a partir de duas horas após a instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 

EU/kg) ou solução salina. (A) Peso corporal, onde p < 0,05 em a = todos vs. sham, b = MCC950 ou 

dinaciclibe + MCC950 vs. veículo. (B) Contagem total de células e (C) porcentagem de PMN no FLBA. 
(D) Quantificação de proteína no FLBA. (E) Porcentagem de neutrófilos e (F) linfócitos no sangue. 
ANOVA de duas vias com medidas repetidas e correção de Geisser-Greenhouse (A) ou ANOVA de 
uma via (B-F) seguido de teste post hoc de Tukey. n = 10/grupo, exceto para a porcentagem de PMN 
(C) onde nMCC950 = 9. Dados representados como média + E.P.M. 

 

3.8.2. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dinaciclibe e MCC950 

sobre a mecânica respiratória de camundongos submetidos à 

instilação intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de mecânica respiratória foi realizada de duas 

maneiras, considerando-se apenas a variável independente “tratamento”.  Para dados 

paramétricos, foi realizada uma ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de 

Tukey quando aplicável. No caso de dados não-paramétricos, foi realizado o teste de 



131 
 

 
 

Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn. Nesta análises, foi encontrada 

diferença estatística entre pelo menos dois grupos em quase todos os parâmetros 

avaliados (Figura 40), incluindo-se resistência sistêmica (F(4,45) = 8,207; p < 0,0001), 

elastância sistêmica (H(4) = 16,82; p = 0.0021), amortecimento tecidual (H(4) = 20,18; 

p = 0.0005), elastância tecidual (H(4) = 14,28; p = 0.0065), capacidade inspiratória 

(F(4.45) = 3,668; p = 0,0114), histerese (F(4,45) = 2,729; p = 0,0407), parâmetro K (F(4,45) 

= 5,583; p = 0,0010) e complacência quase-estática (F(4,45) = 5,621; p = 0,0009). No 

único parâmetro restante, resistência Newtoniana (F(4,45) = 2,202; p = 0,0839), não 

houve diferença estatisticamente significativa, embora haja tendência assim como em 

experimentos anteriores. 

Na resistência sistêmica e no amortecimento tecidual, animais que receberam 

LPS e solução veículo ou dinaciclibe tiveram prejuízo significativo em relação aos 

controles saudáveis (p < 0,05). Em contrapartida, aqueles que receberam LPS e 

depois MCC950 parecem ter tido um benefício intermediário, pois tendem à redução 

dos valores e não há diferença estatística para qualquer um dos grupos. Já os animais 

tratados com a combinação de dinaciclibe e MCC950 apresentaram alteração 

significativamente menor nesses parâmetros do que animais tratados apenas com 

veículo, evidenciando um benefício do cotratamento (Figura 40A e 40D). A elastância 

sistêmica (Figura 40B) e tecidual (Figura 40E), em relativo acordo, mostram prejuízo 

significativo no grupo “LPS + veículo”, e uma tendência de redução no que recebeu o 

cotratamento (p = 0,0663 e p = 0,0872, respectivamente). 

Apesar do efeito geral na ANOVA, a análise post hoc para a capacidade 

inspiratória mostra apenas efeitos marginais entre os grupos. Isso sugere que a 

alteração deste parâmetro foi menor para este experimento, embora as tendências 

usuais sejam observadas no sentido de menor capacidade inspiratória no grupo “LPS 

+ veículo” e de mitigação do prejuízo sob o cotratamento (Figura 40F). No parâmetro 

K, uma variável independente de volume, foi observado um prejuízo significativo em 

animais que receberam veículo ou apenas MCC950 em relação aos controles 

saudáveis (p = 0,0007 e p = 0,0255, respectivamente). Em contraste, os tratados 

simultaneamente com dinaciclibe e MCC950 não se diferenciam do grupo “sham” e 

mostram menor alteração em relação ao veículo (p = 0,0416; Figura 40G). Dados 

para a histerese mostram uma redução apenas para os animais que receberam 

MCC950 (p = 0,0293), provavelmente em consequência da maior variabilidade e da 
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menor amplitude da diferença entre animais saudáveis e que receberam LPS (Figura 

40H). Na complacência quase-estática, por fim, foi observada redução significativa em 

todos os grupos em relação ao controle (p < 0,05), exceto para o que recebeu o 

cotratamento. Ainda, uma diferença estatística direta entre o cotratamento e a 

administração de solução-veículo, dinaciclibe ou MCC950 sozinhos também foi 

observada (p = 0,0174, p = 0,0290 e p = 0,0262, respectivamente), evidenciando uma 

superioridade da terapia combinada (Figura 40I). Esta superioridade é replicada na 

curva pressão-volume, a qual mostra forte sobreposição das curvas referentes aos 

camundongos saudáveis e aos tratados com a combinação de fármacos. Em 

oposição, as curvas para as monoterapias ou veículo estão deslocadas para baixo, 

de maneira uniforme e em conformidade com o padrão restritivo do LPS observado 

nos outros experimentos (Figura 40J). 
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Figura 40. Efeitos da monoterapia e cotratamento com dinaciclibe e MCC950 sobre a mecânica 
respiratória. Dinaciclibe (2,5 mg/kg, i.p.), MCC950 (10 mg/kg, v.o.) e/ou solução veículo (10 ml/kg 
i.p./v.o.) foram administrados a camundongos CD-1 machos por três dias a partir de duas horas após 
a instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg) ou solução salina. (A) Resistência sistêmica, (B) 
elastância sistêmica, (C) resistência Newtoniana, (D) amortecimento tecidual, (E) elastância tecidual, 
(F) capacidade inspiratória, (G) parâmetro K, (H) histerese, (I) complacência quase-estática, (J) curva 
pressão-volume. ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey (A, C e F-I) ou teste de 
Kruskal-Wallis seguido de teste post hoc de Dunn (B, D e E). n = 10/grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 
0,001, ****p < 0,0001 comparado ao grupo sham. #p < 0,05, ##p < 0,01 comparado ao grupo veículo. §p 
< 0,05, comparado ao grupo dinaciclibe. &p < 0,05 comparado ao grupo MCC950. Dados representados 
como média + E.P.M. 
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3.8.3. Efeitos do cotratamento com dinaciclibe e MCC950 sobre a 

liberação de citocinas no espaço broncoalveolar de camundongos 

submetidos à instilação intratraqueal de LPS 

 

A análise estatística dos dados de liberação de citocinas no espaço 

broncoalveolar foi realizada por meio de teste t não-pareado comparando-se os 

grupos “LPS + veículo” e “LPS + dinaciclibe e MCC950”. Dados de IL-6, IL-12 p70 e 

IFN-γ foram transformados em log2 na análise estatística a fim de garantir a 

distribuição Gaussiana. Além disso, o método de Grubbs (alfa = 0,001) foi utilizado 

para remover um outlier do grupo “LPS + dinaciclibe e MCC950” nas quantificações 

de IL-6 e MCP-1. Os resultados foram expressos com e sem o outlier.  

Nesta análise, foi encontrada diferença estatisticamente significativa na 

liberação de IL-6 com (t(18) = 2,448; p = 0,0248; Figura 41A – painel esquerdo) e sem 

o outlier (t(17) = 3,465; p = 0,0030; Figura 41A – painel direito), além de IFN-γ (t(18) = 

4,052; p = 0,0007; Figura 41D) e TNF (t(18) = 5,679; p < 0,0001; Figura 41F). Os 

resultados também mostram uma tendência limítrofe de redução de IL-10 em animais 

que receberam a terapia combinada (p = 0,06; Figura 41B), e uma redução 

significativa de MCP-1 foi encontrada após remoção do outlier (t(17) = 4,929; p = 

0,0001; Figura 41E). No geral, os resultados deste experimento aproximam-se do 

observado anteriormente para as outras combinações de fármacos. Nesta ordem, a 

presença de IFN-γ, IL-6, TNF e MCP-1 continuou predominante no FLBA em resposta 

ao LPS, e foi fortemente suprimida pelo tratamento com dinaciclibe e MCC950. 
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Figura 41. Efeitos do cotratamento com dinaciclibe e MCC950 sobre a liberação de citocinas no espaço 
broncoalveolar. Dinaciclibe (2,5 mg/kg, i.p.), MCC950 (10 mg/kg, v.o.) ou solução veículo (10 ml/kg 
i.p./v.o.) foram administrados a camundongos CD-1 machos por três dias a partir de duas horas após 
a instilação intratraqueal de LPS (3,0 x 106 EU/kg). Quantificação de (A) IL-6, (B) IL-10, (C) IL-12p70, (D) 
IFN-γ, (E) MCP-1 e (F) TNF por CBA. Teste t não-pareado. Dados de IL-6, IL-12 e IFN-γ foram 
transformados em log2 para análise estatística. Os resultados de IL-6 e MCP-1 estão apresentados 
com e sem a remoção de um mesmo outlier (método de Grubbs). n = 10/grupo, exceto na análise 
estatística de IL-12 onde ndin+mcc = 9 após transformação em log2. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e 
****p < 0,0001 comparado ao grupo veículo. Dados representados como média + E.P.M. 
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4. DISCUSSÃO 

 

4.1. CARACTERIZAÇÃO DO MODELO EXPERIMENTAL DE LPA PARA O 

ESTUDO DO POTENCIAL TERAPÊUTICO DE FÁRMACOS ANTI-

CITOCINA 

 

Modelos experimentais de LPA constituem uma importante ferramenta para o 

estudo da SDRA e, ao longo dos anos, fundamentaram avanços críticos no manejo 

clínico de pacientes. Exemplos dessas contribuições incluem o advento das práticas 

de ventilação protetiva e a adoção da posição prona durante a ventilação mecânica 

(Kulkarni et al., 2022). Contudo, nenhum deles é capaz de representar toda a 

complexidade da síndrome, além do fato de que modelos diferentes ou variações em 

um mesmo modelo podem resultar em grande diversidade do que é uniformemente 

denominado “LPA” (Matute-Bello et al., 2008; 2011). Por isso, a LPA é hoje entendida 

como um continuum de alterações, e não uma definição categórica (Kulkarni et al., 

2022).  Assim, para a avaliação da eficácia terapêutica de fármacos, a ATS sugere 

que sejam demonstrados no mínimo os quatro domínios da LPA experimental: 

presença de resposta inflamatória, alteração da barreira alvéolo-capilar, evidência 

histológica de lesão pulmonar, e disfunção fisiológica. Além disso, a partir da análise 

de consenso entre especialistas, foram feitas recomendações sobre quais métodos 

ou indicadores são mais importantes na avaliação de cada um desses domínios 

(Kulkarni et al., 2022).  

Com base nas recomendações da ATS, a primeira parte deste estudo teve 

como objetivo a caracterização e padronização in loco do modelo experimental de 

LPA induzido por instilação intratraqueal de LPS. Para isso, foram executadas 

avaliações tempo-resposta, dose-resposta e de dimorfismo sexual em camundongos 

da linhagem CD-1, considerando-se os parâmetros relevantes à modelagem 

experimental da LPA/SDRA (Matute-Bello et al., 2011; Kulkarni et al., 2022). Em 

conjunto, essas informações proveem a estrutura teórica e prática a partir da qual 

foram testados os fármacos na segunda parte deste estudo, e delimitam o escopo e a 

abrangência da interpretação dos resultados em uma perspectiva translacional.  

Neste trabalho, efeitos em 6 horas após a instilação intratraqueal de LPS (7,5 

x 106 EU/kg) se caracterizam pelo aumento concomitante e acentuado de múltiplas 
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citocinas, além de um aumento modesto da concentração de proteína no FLBA. A 

histopatologia, um método menos sensível a essas alterações (Matute-Bello et al., 

2011), não revelou comprometimento tecidual em 6 horas, reafirmando juntamente à 

contagem de células que perturbações da homeostase pulmonar neste momento 

estão ainda na fase mais inicial do continuum da LPA. Por outro lado, a presença 

elevada de IL-1β, IL-6, IL-12, MCP-1 (CCL2) e TNF reflete um ambiente alveolar 

altamente pró-inflamatório e evidencia alguns dos principais marcadores de 

inflamação pulmonar, em concordância com trabalhos anteriores da LPA em 

camundongos e em pacientes com SDRA (Bauer et al., 2000; Goldman et al., 2014; 

Goodman et al., 1996; Grailer et al., 2014; Matute-Bello et al., 2000; Meduri et al., 

1995a,b; Park et al., 2001; Sarma et al., 2023; Stapleton et al., 2019; Wang J et al., 

2021). Desse modo, sugere-se que o tempo de 6 horas após o insulto com LPS se 

aproxima de um estado subclínico da LPA/SDRA, no qual há sinais leves de dano e 

alta competência inflamatória para desenvolver complicações, embora sem preencher 

ainda os critérios diagnósticos. 

Nos tempos de 24, 48 e 72 horas, por sua vez, observa-se um aumento 

progressivo e acentuado em todos os demais parâmetros. O efeito é particularmente 

notável ao fim do protocolo, em 72 horas, quando se observa grande acúmulo de 

células e de fluido rico em proteína nos alvéolos e um grave comprometimento do 

parênquima pulmonar, além de perda de peso média superior a 20%. A julgar pelos 

perfis das curva tempo-resposta nos diferentes parâmetros avaliados, não há sinais 

de recuperação no terceiro dia.  A única exceção é a porcentagem de linfócitos 

circulantes, a qual tem em machos uma reversão parcial da redução em 72 horas, 

indicando uma compensação ou o início de um retorno à homeostase.  Entretanto, o 

perfil de recuperação ou sobrevivência não foi investigado neste estudo. Para fins de 

referência, trabalhos com protocolos relativamente semelhantes em camundongos 

C57BL/6J (mais resistentes; Alm et al., 2010a; 2010b) mostraram perda de peso 

máxima entre o segundo e o quarto dia após o LPS, seguido de recuperação parcial 

até 7 ou 10 dias (Mock et al., 2020; Verjans et al., 2018). De todo modo, consideradas 

as observações em 72 horas, sugere-se que este tempo representa a fase mais tardia 

e grave da LPA, sendo alusivo à condição observada em pacientes com a SDRA 

estabelecida. 
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Se comparados os resultados de machos e fêmeas, a forma como a resposta 

ao LPS evoluiu ao longo do tempo foi bastante similar, mas há algumas 

particularidades. Mesmo que a comparação seja indireta e, portanto, inconclusiva, 

fêmeas apresentaram ausência de efeito tempo-resposta (24-72 horas) e menor 

magnitude de alteração do influxo de células e da porcentagem de linfócitos 

circulantes.  Junto à tendência de maior presença de algumas citocinas no FLBA de 

machos (IL-1β, IL-6, IL-10 e MCP-1), estes podem ser indicativos do dimorfismo 

sexual na resposta ao LPS já descrito na literatura (Card et al., 2006; Carey et al., 

2007; Meneses et al., 2018). A confirmação das diferenças, todavia, requer mais 

experimentos, além da comparação direta em um número maior de parâmetros. 

De maneira independente do sexo, a redução clara e sustentada da 

porcentagem de linfócitos circulantes em resposta ao LPS é um aspecto importante a 

ser considerado. Com essa alteração, evidencia-se que as consequências da lesão 

pulmonar não ficaram restritas ao sistema respiratório, o que é característico da SDRA 

em humanos (Ketcham et al., 2020) e só raramente demonstrado nos modelos 

experimentais. Por exemplo, redução no número/frequência de linfócitos circulantes 

foi observada em modelo de infecção por SARS-CoV-2 (Winkler et al., 2020) ou 

choque induzido por TNF e IFN-γ (Karki et al., 2021). Quanto à administração 

intratraqueal de LPS, especificamente, Gotts et al. (2017) descrevem tanto um efeito 

dose-resposta sobre o número de leucócitos no sangue quanto uma correlação 

inversa entre o número de leucócitos e o edema pulmonar. Na clínica, por sua vez, a 

linfopenia é um preditor de prognóstico na COVID-19 (Tan et al., 2020), e maior razão 

neutrófilo-linfócito foi associada com pior desfecho na COVID-19 (Liu et al., 2020) e 

na SDRA (Zhang et al., 2021). Quanto ao mecanismo, atribui-se a supressão de 

linfócitos à morte celular induzida por citocinas pró-inflamatórias, aos efeitos da 

inflamação sobre a hematopoiese, e à migração de células aos sítios de inflamação 

(Fagjenbaum & June, 2020; Karki & Kanneganti, 2021). Por essas razões, entende-se 

que a utilização deste parâmetro é uma importante adição ao protocolo da LPA 

experimental, servindo como um indicador celular de inflamação sistêmica que é 

também utilizado e validado na clínica. 

Para além da inflamação e dano, a presença de disfunção respiratória – a 

característica mais importante na condição humana – é analisada com muito menos 

frequência em modelos animais. Isso acontece, provavelmente, em razão da falta de 



139 
 

 
 

acesso a equipamento especializado e da complexidade geral desse tipo de 

experimento (Ahookhosh et al., 2023; Bates, 2017; Biselli et al., 2019). Porém, ainda 

que a inflamação leve ao comprometimento do tecido pulmonar e, presumivelmente, 

da função dos pulmões, esta não é sempre uma relação direta (Anciães et al., 2011; 

Biselli et al., 2019) e, portanto, deve ser demonstrada. Atualmente, o “padrão-ouro” na 

avaliação da mecânica respiratória em roedores é a utilização da técnica de oscilação 

forçada e da medição da relação pressão-volume (Ahookhosh et al., 2023), métodos 

empregados neste trabalho através do dispositivo flexiVent®. Estudos prévios já 

avaliaram a função pulmonar basal no modelo de LPA induzida por LPS, mas diferem 

consideravelmente do presente trabalho em relação a dois ou mais fatores 

(Bittencourt-Menark et al., 2017; Devos et al., 2017, Kastis et al., 2013; Khadangi et 

al., 2021; Verjans et al., 2013; 2018). São exemplos a linhagem dos camundongos, a 

dose e a via de administração de LPS, o tempo da avaliação após o insulto, os 

parâmetros considerados, e o grau de lesão obtido. Além disso, não há nesses 

trabalhos a inclusão da comparação entre sexos ou uma avaliação dose-resposta 

detalhada  

Aqui, a análise da mecânica respiratória em animais que receberam LPS 

revelou alterações em todos os parâmetros avaliados (nas doses de 7,5 e 1,5 x 106 

EU/kg), o que é indicativo de disfunção respiratória ampla e grave. De particular 

importância, o particionamento da análise em vias aéreas condutoras (traqueia, 

brônquios e bronquíolos) e em tecido pulmonar mostrou que os prejuízos induzidos 

pelo LPS não são distribuídos igualmente na mecânica respiratória. Na verdade, ainda 

que tenha sido observado aumento do amortecimento tecidual (um parâmetro ligado 

à resistência tecidual), da elastância tecidual (um índice de rigidez alveolar) e da 

resistência Newtoniana (a qual reflete especificamente a resistência das vias aéreas 

condutoras; Hartney & Robichaud, 2013), o efeito do LPS sobre a resistência 

Newtoniana é bem menos evidente. Dessa forma, um aumento neste parâmetro 

apareceu diversas vezes nos experimentos deste trabalho, mas nem sempre atingiu 

significância estatística. Por isso, entende-se que o prejuízo respiratório no modelo 

padronizado, tal como foi observado em modelos de fibrose induzida por bleomicina 

(Devos et al., 2017; Headley et al., 2018; Vanoirbeek et al., 2010) e de infecção por 

SARS-CoV-2 (Winkler et al., 2020), está primariamente associado à disfunção do 

parênquima pulmonar e somente em menor extensão às vias aéreas condutoras.  
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Entre os outros parâmetros analisados, a instilação de LPS também promoveu 

forte redução da complacência quase-estática (avaliada na ausência de fluxo de ar e, 

portanto, sem a contribuição das vias condutoras), redução da capacidade 

inspiratória, redução do parâmetro K e da histerese, e deslocamento para baixo da 

curva pressão-volume. Em conjunto, essas alterações apontam menor 

distensibilidade dos pulmões e estão em conformidade com a mecânica respiratória 

na SDRA, que se caracteriza por redução do volume pulmonar acessível, menor 

complacência pulmonar, deslocamento para baixo da curva pressão-volume e 

presença de heterogeneidade da ventilação (Harris, 2005; Henderson et al., 2017; 

Reddy et al., 2022; Russoto et al., 2018). É válido também destacar que os resultados 

aqui demonstrados sugerem uma disfunção pulmonar mais grave e mais abrangente 

do que a “média” da literatura para o modelo em questão (Bittencourt-Menark et al., 

2017; Devos et al., 2017, Kastis et al., 2013; Khadangi et al., 2021; Verjans et al., 

2013; 2018). Isso se deve, possivelmente, a uma combinação de fatores, incluindo-se 

o maior detalhamento da avaliação, as doses de LPS, uma maior latência para 

realização do ensaio (72 horas), o uso de animais SPF, e a maior susceptibilidade de 

camundongos CD-1 (Alm et al., 2010a; 2010b).  

Notadamente, algumas das alterações de função pulmonar em resposta ao 

LPS (7,5 x 106 EU/kg) foram mais proeminentes em fêmeas, de maneira inversa ao 

sugerido por alguns parâmetros de inflamação local e sistêmica neste trabalho ou na 

literatura (Card et al., 2006; Carey et al., 2007, Meneses et al., 2018). Não há, contudo, 

comparação prévia entre os sexos quanto à mecânica respiratória basal no modelo 

em questão. Para outros modelos experimentais, um maior prejuízo à função 

pulmonar em fêmeas foi demonstrado na infecção por IAV/H3N1 (Larcombe et al., 

2011) e sob exposição crônica à fumaça (Tam et al., 2016). No mesmo sentido, 

estudos em humanos mostraram que mulheres têm maior chance de desenvolver 

SDRA após trauma (Heffernan et al., 2011), além de maior risco de mortalidade na 

SDRA grave (McNicholas et al., 2019). Logo, o maior prejuízo funcional em fêmeas 

observado aqui está em relativo acordo com a literatura, ainda que permaneça incerto 

o componente biológico subjacente. A esse respeito, são necessários mais estudos 

sobre o dimorfismo sexual na LPA. Para fins deste trabalho, e em vista das diferenças 

observadas, optou-se por utilizar um único sexo nos experimentos subsequentes. Em 

particular, machos foram escolhidos por ter sido demonstrado neste sexo maior 
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clareza de progressão contínua da lesão na avaliação tempo-resposta e maior grau 

de alteração em leucócitos circulantes. 

Quando consideradas as diferentes doses de LPS em camundongos machos, 

a magnitude das alterações diminuiu à medida que a dose do LPS foi reduzida, 

evidenciando um efeito dose-resposta. Nesse contexto, as duas doses mais altas (7,5 

e 1,5 x 106 EU/kg) testadas resultaram em alteração significativa em todos os 16 

parâmetros avaliados, incluindo-se os indicadores locais de inflamação e lesão 

tecidual, a porcentagem de linfócitos circulantes, e todas as métricas de mecânica 

respiratória. Contudo, mesmo com a dose mais baixa de LPS, ainda houve alteração 

significativa na maioria dos parâmetros se comparado aos controles saudáveis. 

Assim, apesar da diferença de 25 vezes entre a dose mais baixa e a mais alta, os 

respectivos efeitos biológicos – embora diferentes – não refletiram tal amplitude. 

Portanto, os resultados sugerem que a relação dose-resposta na LPA induzida por 

LPS não é linear, e que mesmo doses baixas de LPS são suficientes para causar 

alterações pulmonares quantificáveis. Da mesma forma, as duas doses mais altas 

avaliadas não resultaram em diferenças expressivas entre si, e alguns parâmetros 

parecem atingir uma “saturação”, como por exemplo o influxo de células e a perda de 

peso corporal. Em parcial acordo, um estudo anterior mostrou que dobrar a dose do 

LPS (i.t.) de 50 μg para 100 μg por animal não causou maior aumento da 

permeabilidade pulmonar (Rittirsch et al., 2008).  

Em paralelo, alterações extrapulmonares não foram detectadas após 

administração da dose mais baixa de LPS. Isto é evidenciado pela ausência de 

diferença em relação ao controle saudável na análise hematológica e apoiado pela 

forte recuperação de peso no terceiro dia de experimento. Por fim, observou-se que 

as duas doses mais baixas de LPS não foram suficientes para causar alteração 

mensurável na histopatologia, deixando inalterado um dos domínios da LPA 

recomendados para o teste da eficácia de fármacos (Kulkarni et al., 2022). Por 

conseguinte, com base no perfil dose-resposta em camundongos machos, concluiu-

se que uma dose intermediária (3,0 x 106 EU/kg) entre as duas mais altas avaliadas 

seria adequada à continuidade do trabalho.  

Nesse contexto, posto que a hipótese do estudo gira em torno da combinação 

de drogas anti-citocina, deve-se também dar atenção para o perfil de citocinas 

encontrado no modelo. Como já apontado, a fase inicial da LPA (6 horas) foi marcada 
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por liberação local de múltiplas citocinas, incluindo-se IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, MCP-

1 (CCL2) e TNF.  Em sua maioria, essas citocinas têm influência conhecida sobre a 

LPA e são consideradas potenciais alvos terapêuticos (Bhatia et al., 2018; Fadanni & 

Calixto, 2023; Zhu et al., 2022). Contudo, aquelas para as quais não foi detectado 

aumento na análise inicial não são, necessariamente, irrelevantes à lesão. Na 

verdade, IFN-γ e IL-17 por exemplo, são sabidamente importantes na LPA 

experimental e na SDRA (Fadanni & Calixto, 2023). Nesta condição, deve-se 

considerar que, inicialmente, apenas foi analisado um único tipo de amostra (FLBA) 

em um único tempo (6 horas), sendo que as citocinas costumam divergir em sua 

cinética temporal e em relação à distribuição tecidual.   

A título de exemplo, a concentração de IFN-γ na SDRA é maior no plasma do 

que nos pulmões (Heijnen et al., 2021), e a presença no FLBA de camundongos só 

foi detectada mais tardiamente ao estímulo com LPS (Bricher Choque et al., 2021; 

Ingenito et al., 2001). Neste sentido, análises subsequentes neste trabalho mostraram 

aumento da expressão pulmonar de ifng em 24 horas, além de presença expressiva 

de IFN-γ no FLBA em 72 horas e efeitos benéficos (ainda que limitados) do anticorpo 

neutralizante.  Assim, diferentemente de outras citocinas como IL-6, TNF e MCP-1, o 

IFN-γ tem presença crescente ao longo do tempo, sugerindo maior impacto na 

sustentação da LPA do que na sua iniciação (Mock et al. 2020). Ao mesmo tempo, a 

presença de IL-12 e altas concentrações de IL-6 e IFN-γ nos alvéolos evidenciam forte 

engajamento da via JAK-STAT, o que é condizente com a eficácia observada para o 

inibidor de JAKs 1 e 2 baricitinibe (discutido posteriormente). 

Ainda quanto ao modelo, é digno de atenção que a média da expressão 

pulmonar relativa de todos os genes analisados está aumentada entre 4 e 64 vezes 

no grupo “LPS” (log2 entre 2 e 6), indicando um aumento intenso da atividade 

transcricional. No mais, além dos já mencionados IL-1β, IL-6, TNF, IFN-γ e IL-10, 

outros elementos cuja expressão gênica foi induzida incluem a proteína NLRP3, a qual 

é o PRR central ao inflamassoma de mesmo nome, a molécula de adesão ICAM1, 

cuja expressão é essencial para a migração de neutrófilos às vias aéreas (Chong et 

al., 2019), e a enzima iNOS (gene nos2), que produz óxido nítrico (NO) e cuja 

superexpressão está associada ao agravamento da LPA (Golden et al., 2022; Gross 

et al., 2015; Peng et al., 2005; Wang et al., 2012). Conjuntamente à análise de 

citocinas, esses resultados reforçam a noção de um envolvimento intenso e amplo de 
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múltiplas vias de inflamação no modelo de LPA padronizado, de maneira compatível 

com o observado na clínica (Fadanni & Calixto, 2023; Sarma et al., 2023) e análises 

prévias em camundongos (Altemeier et al., 2005; Güngör et al., 2010; Jeyaseelan et 

al., 2004). 

 

4.2. EFICÁCIA DAS COMBINAÇÕES DE FÁRMACOS ANTI-CITOCINA NA LPA 

INDUZIDA POR LPS E A FARMACOLOGIA TRANSLACIONAL 

 

A inflamação excessiva é uma das principais características da SDRA, fazendo 

com que diversas citocinas, receptores e demais proteínas das vias de sinalização se 

tornem potenciais alvos terapêuticos. Entretanto, ao decorrer de décadas de pesquisa, 

fármacos promissores acabaram se acumulando em uma longa lista de insucessos 

clínicos (Meyer et al., 2022). Isso contribuiu a um relativo esvaecimento dos estudos 

clínicos com anti-inflamatórios na SDRA, mas também motivou o refinamento das 

abordagens de pesquisa. 

Um desses refinamentos é a subdivisão de pacientes com base em 

biomarcadores, o que resultou, por exemplo, no advento dos subfenótipos hipo e 

hiperinflamatório e em novas interpretações acerca de fármacos antes considerados 

ineficazes (Calfee et al., 2014; 2018). Com a pandemia de COVID-19, outro 

refinamento também ganhou notoriedade, este voltado à intervenção farmacológica 

em si e não ao paciente. Trata-se da intervenção anti-citocina multialvo, fundamentada 

no estudo de combinações de fármacos em busca de efeito aditivo ou sinérgico 

(Fadanni & Calixto, 2023). Conforme essa abordagem evolui, cresce também a 

perspectiva de que a terapia combinada seja acoplada ao primeiro refinamento, a 

prescrição baseada em biomarcadores. Assim, na prática, a depender do conjunto de 

biomarcadores alterados em um dado paciente, este poderia receber uma 

combinação de drogas que melhor se adequa ao quadro clínico específico. Essa co-

evolução da terapia multialvo e da medicina personalizada representa, atualmente, o 

principal foco da farmacologia translacional na LPA/SDRA (Fadanni & Calixto, 2023). 

O estado-da-arte desse conceito foi extensivamente descrito no início deste 

estudo durante a revisão de literatura e posteriormente publicado em periódico 

científico (Fadanni & Calixto, 2023). Em resumo, a aplicabilidade é promissora, mas 

ainda incerta ante um crivo mais rigoroso da medicina baseada em evidência. Isso 
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parece ser fortemente influenciado pelo caráter recente das investigações, o que levou 

ao foco em COVID-19 e a um conhecimento limitado de quais combinações de drogas 

ou de biomarcadores têm de fato utilidade terapêutica (Fadanni & Calixto, 2023). 

Contudo, especificamente para a COVID-19, diversas evidências de alta qualidade 

fundamentam o avanço nas investigações. Como já apontado, estudos do baricitinibe 

e do tocilizumabe mostraram redução na mortalidade quando há combinação com 

corticosteroides, mas ausência de efeito ou possivelmente um malefício quando 

usados isoladamente (RECOVERY Collaborative Group, 2021; 2022). Em paralelo, o 

uso de anakinra guiado por níveis plasmáticos de suPAR foi aprovado em caráter 

definitivo ou emergencial por agências regulatórias (EMA, 2021; FDA, 2022), e a alta 

prevalência de uso de corticosteroides tanto no grupo placebo quanto experimental 

(85,9%) sugerem um efeito aditivo na terapia combinada. Outra combinação bem-

sucedida de drogas foi aprovada para a HLH, na qual o anticorpo neutralizante de 

IFN-γ emapalumabe é adicionado ao tratamento com dexametasona em pacientes 

com refratariedade, recorrência ou progressão da doença, ou intolerância ao 

tratamento convencional (Al-Salama, 2019). Por ora, as principais limitações do 

avanço residem na incerteza da generalização dos achados (para além da COVID-

19) e na pouca evidência de quais combinações são mais promissoras, parte que é 

diretamente dependente de estudos não-clínicos (Fadanni & Calixto, 2023). 

Neste contexto, e fundamentado na estratégia de triagem fenotípica in vivo, a 

segunda parte deste estudo utilizou-se do modelo murino de LPA induzido por LPS 

para investigar seis fármacos anti-citocina cujos alvos são relevantes à 

hiperinflamação e SDRA. Estas foram divididas em três combinações (duas a duas) 

com base em um racional teórico, e comparadas de maneira sistemática com as 

respectivas monoterapias quanto à eficácia terapêutica na LPA. De maneira geral, os 

resultados demonstraram que a terapia combinada é mais eficaz do que a 

monoterapia no controle da inflamação, da lesão e da disfunção pulmonar induzidas 

por LPS, o que corrobora a hipótese central do trabalho. No mais, os resultados 

demonstram a importância da continuidade das investigações clínicas e não-clínicas, 

além de sugerir alguns direcionamentos em relação aos alvos e fármacos específicos.  

Inicialmente, em uma prova de conceito, buscou-se investigar a eficácia da 

combinação de dexametasona e baricitinibe, cujos efeitos envolvem a ampla 

supressão da resposta pró-inflamatória através da inibição do fator de transcrição NF-
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κB e das tirosinas quinase JAK1 e JAK2, respectivamente. Como já citado, a 

dexametasona é um corticosteroide de interesse histórico na LPA/SDRA e 

considerado eficaz no tratamento da COVID-19 (Chang et al., 2022; Feng et al., 2022; 

Landolf et al., 2022), mas com efeitos controversos que levam continuamente à 

reavaliação (Landolf et al., 2022; Matthay & Wick, 2020). O baricitinibe, por sua vez, é 

um fármaco mais recente cuja eficácia foi demonstrada no tratamento da COVID-19 

em combinação com o corticosteroide (RECOVERY Collaborative Group, 2022). 

Porém, não há estudo pré-clínico anterior que utilize ambas as drogas em modelos de 

LPA, hiperinflamação ou similares. Além disso, dados para o baricitinibe mesmo em 

monoterapia também não incluem modelos de LPA.  

Diante da escassez de estudos prévios, o início dos testes foi precedido por um 

ensaio simplificado de farmacocinética. Neste ensaio, demonstrou-se que a 

coadministração única de dexametasona (10 mg/kg, i.p.) e baricitinibe (10 mg/kg, v.o.) 

resultou em presença relevante destes fármacos nos pulmões, de forma a confirmar 

a atuação sobre o tecido-alvo. Além disso, ficou demonstrado que a dexametasona 

atingiu concentração plasmática e pulmonar muito maior do que o baricitinibe, o que 

pode ser atribuído a diferenças na via de administração e nas propriedades físico-

químicas das moléculas. De maneira interessante, sabe-se que a dexametasona é 

capaz de induzir de maneira dependente da dose a enzima CYP3A4 (Jacobs et al., 

2022), a qual participa da biotransformação do baricitinibe (Jorgensen et al., 2020). 

Porém, somente uma pequena fração do baricitinibe é metabolizada (FDA, 2017), e o 

impacto clínico da dexametasona sobre substratos da CYP3A4 permanece incerto 

(Jacobs et al., 2022). Logo, ainda que não seja possível descartar uma interação 

farmacocinética, é provável que esta não ocorra de maneira relevante entre esses 

fármacos. 

 Na prova de conceito, tanto a combinação de dexametasona e baricitinibe 

quanto as respectivas monoterapias resultaram em algum nível de proteção ao longo 

dos diferentes parâmetros da LPA. De maneira importante, o baricitinibe foi superior 

à dexametasona, e demonstrou ter maior contribuição à eficácia da associação do que 

o corticosteroide (discutido posteriormente). Ainda assim, a terapia combinada 

mostrou maior magnitude de efeito em diversos parâmetros, com destaque a 

diferenças importantes para as monoterapias na menor congestão do tecido pulmonar 

(histopatologia) e na proteção contra alterações de mecânica respiratória. Nestes 
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casos, animais tratados com ambos os fármacos não se diferenciaram dos controles 

saudáveis, sugerindo que o cotratamento tem alta eficácia em suprimir consequências 

críticas da LPA como a disfunção respiratória. Portanto, assim como indicado por 

estudo clínico (RECOVERY Collaborative Group, 2022), os dados aqui obtidos 

mostram que a adição do inibidor de JAK baricitinibe ao tratamento da LPA com a 

dexametasona resulta em aumento considerável do benefício da intervenção. 

Algumas particularidades, entretanto, enfatizam a complexidade da 

combinação de fármacos e principalmente do uso de corticosteroides na LPA. Por 

exemplo, em resposta ao LPS, a dexametasona foi associada a uma tendência de 

aumento na contagem total de células e da frequência de PMNs no espaço 

broncoalveolar, o que está na direção oposta à resolução do processo inflamatório. 

Ainda, este aumento contrapôs-se à redução significativa de PMNs observada na 

monoterapia com o baricitinibe, culminando em um antagonismo entre os fármacos e 

na ausência de benefício da terapia combinada para este parâmetro. Há também uma 

tendência consistente de ampliação do efeito do LPS pela dexametasona na 

expressão de IL1b, Nlrp3, Tnf, Icam1 e Il10 nos pulmões, ainda que não seja 

estatisticamente significativa. De particular interesse, a expressão de Icam1, cuja 

função está proximamente relacionada à migração de neutrófilos para as vias aéreas 

(Chong et al., 2021), tende à indução pela dexametasona mesmo quando combinada 

com o baricitinibe. Por conseguinte, é possível que maior expressão deste gene 

contribua ao antagonismo observado na presença de PMNs nos alvéolos. 

Outra possível contribuição é um efeito inibitório da dexametasona sobre a 

remoção de PMNs infiltradas. Este é um processo essencial para o retorno à 

homeostase pulmonar que está prejudicado na SDRA (Grégoire et al., 2018). Neste 

sentido, trabalhos anteriores mostraram que corticosteroides de fato inibem a 

apoptose de neutrófilos (Cox, 1995; Liles et al., 1995; Meagher et al., 1996), e que 

isso ocorre possivelmente via liberação de G-CSF (Wakayama et al., 1996). Em 

acordo, um estudo com LPA induzida por LPS mostra que a administração de 

dexametasona resultou em aumento da neutrofilia pulmonar, efeito que foi atribuído à 

indução de G-CSF e revertido pelo cotratamento com anticorpo neutralizante da 

citocina (Banuelos et al., 2017). De maneira similar, em pacientes com SDRA, a 

presença de G-CSF foi também associada a maior sobrevivência de neutrófilos e 

maior gravidade da neutrofilia (Aggarwal et al., 2000; Matute-Bello et al., 1997). 
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Portanto, essas informações justificam pelo menos parcialmente o benefício limitado 

da dexametasona neste estudo, além de sugerir que a combinação com o baricitinibe 

poderia se beneficiar da inibição adicional de G-CSF.  

Efeitos indesejados do corticosteroide também foram observados na análise 

hematológica, a qual evidenciou ampliação do desequilíbrio de neutrófilos e linfócitos 

para além da alteração induzida pelo LPS. Esta é uma resposta conhecida à 

dexametasona (Ohkaru et al., 2010; Peng et al., 1999), e é provável que esteja ligada 

às alterações descritas para o espaço broncoalveolar. Novamente, o efeito foi mantido 

na combinação com o baricitinibe, cuja capacidade de mitigar significativamente as 

alterações hematológicas foi silenciada. Logo, de maneira bastante similar à infiltração 

de PMNs nos alvéolos, a combinação dos fármacos foi inferior ao baricitinibe isolado 

no que diz respeito às alterações hematológicas. Porém, é importante destacar que 

os dois casos de antagonismo entre os fármacos não comprometeram a eficácia da 

combinação sobre os outros parâmetros. Isso pode sugerir que o antagonismo 

observado não é biologicamente relevante, ou que é compensado por outras 

interações funcionais, como o efeito aditivo entre os fármacos no controle da 

expressão pulmonar de Ifng. Neste caso, a expressão induzida pelo LPS foi 

parcialmente reduzida pelas monoterapias e totalmente suprimida (tão logo quanto 

em 24 horas e ao nível dos controles “sham”) sob o cotratamento. Portanto, este 

resultado é particularmente importante, visto que menor produção de IFN-γ (como 

confirmado no FLBA em 72 horas) poderia justificar a superioridade da terapia 

combinada.  

A esse respeito, discute-se duas possibilidades. Primeiro, menor presença de 

IFN-γ resulta na ativação reduzida da via JAK-STAT e de ISGs (Ivashkiv, 2018), o que 

por si só contribuiria à atenuação do estímulo pró-inflamatório e, presumivelmente, da 

LPA. Em segundo lugar, há evidências na literatura de que a presença elevada de 

IFN-γ na inflamação pulmonar está associada à resistência a corticosteroides 

(Ivashkiv, 2018; Li et al., 2010; Southworth et al., 2012), especialmente na presença 

concomitante de TNF (Britt et al., 2019; Jackson et al., 2022). Logo, aqui, onde há 

forte expressão de IFN-γ e TNF nos alvéolos, uma eventual resistência à 

dexametasona poderia ser diretamente combatida pela inibição da via JAK-STAT com 

o baricitinibe. Inclusive, o fato de que uma alta concentração pulmonar de 

dexametasona foi incapaz de alterar a expressão gênica de Il1b, Nlrp3, Il6, Tnf e Nos2 
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(genes modulados pelo NF-κB) é mais um indicativo desta resistência. Desse modo, 

a eficácia da coadministração dos fármacos pode resultar não somente da somação 

dos efeitos individuais, mas também da capacidade do baricitinibe em sensibilizar a 

resposta inflamatória ao mecanismo da dexametasona. Embora apoiado pela 

literatura e pelos dados, mais estudos são necessários para confirmar este efeito 

sinérgico em potencial. 

Em paralelo, foi também identificado um efeito farmacológico sobre o gene 

Nos2, cuja expressão pulmonar foi reduzida pelo baricitinibe ou pela combinação, mas 

não pela dexametasona isoladamente. Considerado o papel importante da iNOS e do 

NO na hipercitocinemia (Karki et al., 2021; 2022) e na LPA (Golden et al., 2022; Gross 

et al., 2015; Peng et al., 2005; Wang et al., 2012), é razoável considerar que este 

efeito também tem participação nos benefícios observados. Porém, o baricitinibe 

reduziu a expressão de Nos2 a nível nominalmente menor do que a terapia 

combinada, o que sugere ser um efeito específico do inibidor de JAKs. Como sugerido 

por análise in vitro, a dexametasona também pode inibir a expressão de Nos2/iNOS 

após estimulo por LPS, mas esse efeito é perdido ante coestimulação com IFN-γ 

(Korhonen et al., 2002). Por conseguinte, seria importante quantificar diretamente os 

níveis de iNOS e NO em um estudo futuro, a fim de entender melhor como cada 

fármaco e a combinação deles impactam nesses parâmetros. 

Independente do mecanismo, deve ser notado que a monoterapia com 

dexametasona foi capaz de melhorar parcialmente aspectos importantes da mecânica 

respiratória. Isso aconteceu mesmo com tendências de acentuação da inflamação 

local e com aumento da alteração hematológica, além de não ter sido encontrado 

efeito do fármaco sobre a consolidação pulmonar. Assim, como já mencionado, nem 

sempre há uma relação direta entre alterações teciduais e prejuízo respiratório 

(Anciães et al., 2011; Biselli et al., 2019). Ademais, a coexistência de efeitos negativos 

e positivos dos corticosteroides é um fenômeno recorrente na LPA. Por exemplo, 

pacientes com SDRA que receberam metilprednisolona apresentaram maior 

mortalidade em 60 e 180 dias mesmo com melhora na fisiologia cardiopulmonar aos 

28 dias (The NHLBI ARDS Network, 2006). Outro estudo mostra resultados 

semelhantes para a SDRA derivada da COVID-19, na qual maior sobrevivência de 

curto prazo associada aos corticosteroides foi substituída por aumento da mortalidade 

ao longo da hospitalização (Moreno et al., 2021).  Da perspectiva experimental, a 
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inconsistência observada neste estudo quanto à dexametasona é uma característica 

positiva do modelo utilizado, e favorece a validade preditiva dos resultados por 

reproduzir a ambiguidade presente na clínica. Entretanto, também indica que seria 

importante uma avaliação mais longa do que a utilizada aqui, posta a possibilidade de 

que impactos negativos da terapia combinada apareçam durante a fase pós-aguda da 

LPA.  

Considerando que tanto o baricitinibe quanto a dexametasona mostraram 

algum nível de eficácia sozinhos, é possível inferir que ambos os efeitos individuais 

(além de um potencial sinergismo, como já mencionado) contribuem para a eficácia 

da combinação. Contudo, essa adição de efeitos é evidentemente desigual, dado que 

os efeitos do baricitinibe são relativamente próximos (em alguns casos equivalentes 

ou superiores) aos da combinação das drogas e tendem a ser maiores do que os da 

dexametasona. Portanto, para este tipo de efeito aditivo, cunha-se aqui o termo 

“aditivo assimétrico”. Deste conceito deriva-se a hipótese de que, em iterações futuras 

da terapia combinada, seria possível substituir a dexametasona por outras drogas 

anti-citocina, a fim de se obter efeito aditivo simétrico —  ou quase-simétrico — e com 

melhor relação risco-benefício. Todavia, apesar da controvérsia ao redor da droga, as 

evidências clínicas apontam a dexametasona como a principal candidata a terapias 

combinadas na LPA/SDRA (Fadanni & Calixto, 2023), o que reforça a importância de 

estudos com fármacos alternativos.  

Assim, a partir da prova de conceito, duas combinações foram selecionadas. A 

primeira envolve a neutralização direcionada e simultânea de TNF e IFN-γ, para as 

quais há um número crescente de evidências de sinergismo em contextos 

inflamatórios, incluindo-se a LPA e a hipercitocinemia (Bastarache et al., 2011; Karki 

et al., 2021; Verma et al., 2021; 2022; Qiao et al., 2013; Zhang et al., 2021). De 

particular importância, um trabalho recente demonstrou que TNF e IFN-γ atuam de 

forma sinérgica na indução de morte celular inflamatória por meio da ativação do eixo 

JAK/STAT1/IRF1 e produção de NO (Karki et al., 2021). Este achado é concordante 

com os resultados da prova de conceito aqui reportada, dado que: a) a inibição da via 

JAK-STAT é o principal mecanismo de ação do baricitinibe e, por consequência, da 

combinação; e b) a terapia combinada resultou em forte redução dos níveis de TNF e 

IFN-γ assim como da expressão do gene Nos2, o que sugere menor liberação de NO. 

Isto posto, Karki et al. (2021) também demonstraram que a neutralização simultânea 
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dessas citocinas reduz significativamente a mortalidade em modelos associados a 

hipercitocinemia, como o choque por citocinas induzido por TNF e IFN-γ, sepse 

induzida por LPS, HLH induzida por Poly I:C e LPS, e infecção por SARS-CoV-2 (Karki 

et al., 2021). Desse modo, somadas as evidências, hipotetizou-se que a eficácia da 

combinação de dexametasona e baricitinibe sobre a LPA poderia ser reproduzida pela 

neutralização concomitante de TNF e IFN-γ. 

Neste estudo, camundongos tratados preventivamente com anticorpos anti-

TNF e anti-IFN-γ manifestaram alterações locais, sistêmicas e de função pulmonar 

muito menos intensas quando submetidos à LPA induzida por LPS. De maneira geral, 

os resultados obtidos seguem o mesmo padrão observado na prova de conceito 

anterior, onde há efeito positivo em quase todos os parâmetros avaliados, com poucas 

exceções. Contudo, no caso dos anticorpos neutralizantes, as monoterapias tiveram 

um impacto muito menos expressivo se comparadas à dexametasona ou ao 

baricitinibe, limitando-se quase na totalidade dos casos a efeitos menores e não-

significativos. Em uma análise mais detalhada, percebe-se que há tendência de 

melhor desfecho sob a neutralização de IFN-γ, porém só a presença de PMNs foi 

significativamente afetada. De maneira similar, a neutralização do TNF só mitigou o 

dano à barreira alvéolo-capilar, o que é indicado pela menor presença de proteína no 

FLBA. A partir desse perfil, conclui-se que a eficácia da combinação anti-TNF e anti-

IFN-γ surge de um sinergismo entre os fármacos, sendo necessária a coadministração 

para que se obtenha eficácia terapêutica na LPA. Em conformidade, Karki et al. (2021) 

observaram que a neutralização isolada de TNF ou IFN-γ foi significativamente menos 

eficaz do que a neutralização conjunta em modelos de HLH e “sepse”.  

Simultaneamente, fica também demonstrado que a coinibição de TNF e IFN-γ 

resulta em efeitos bastante similares à combinação de dexametasona e baricitinibe. 

Uma das diferenças refere-se à ausência de efeito sobre a quimiocina CCL2/MCP-1, 

a qual detém efeitos pleiotrópicos na resposta imune (Gschwandtner et al., 2019) e 

cuja ausência de inibição não parece ter impactado os resultados. Outro contraste 

envolve a ausência de impacto negativo sobre linfócitos circulantes ou a infiltração de 

PMNs, efeitos previamente descritos para a dexametasona. Comparado aos 

mecanismos de inibição ampla da primeira combinação, sugere-se que a 

neutralização simultânea de TNF e IFN-γ pode ser uma alternativa direta e mais 

seletiva para o tratamento da hiperinflamação na LPA, oferecendo menor risco de 
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imunossupressão excessiva e de efeitos adversos sem comprometer a eficácia. 

Todavia, aspectos importantes surgem desta comparação, conforme discutido a 

seguir.  

Primeiramente, é importante salientar que o protocolo de neutralização 

empregado neste estudo envolve um tratamento preventivo, o qual não pode ser 

diretamente extrapolado para a situação clínica. Portanto, ainda que a liberação dos 

alvos TNF e IFN-γ só ocorra após o LPS, o benefício do tratamento a posteriore não 

foi aqui investigado. Em segundo lugar, destaca-se que os mAbs testados são 

específicos para camundongos, ao contrário da primeira combinação que inclui 

medicamentos já aprovados para uso clínico. Neste contexto, não há, até o momento, 

provas de eficácia da combinação de anticorpos equivalentes na LPA humana, como 

o adalimumabe/infliximabe (anti-TNF) e o emapalumabe (anti-IFN-γ). No entanto, os 

resultados deste estudo oferecem forte apoio à pesquisa nessa direção. Em terceiro 

lugar, é importante mencionar que o elevado custo dos mAbs implica em limitações 

significativas em seu uso, o que comumente os torna uma escolha impraticável em 

diversos contextos clínicos (Morin et al., 2023). Por esse motivo, alternativas para 

tratamento da LPA/SDRA entre os fármacos sintéticos continuam a ser uma 

necessidade. Por último, é razoável considerar que a inibição seletiva de TNF e IFN-

γ pode não ser a estratégia mais adequada para populações altamente heterogêneas, 

onde uma abordagem mais abrangente com dexametasona e baricitinibe ainda pode 

ser preferível. 

Neste contexto, a fim de se expandir a investigação, uma segunda combinação 

alternativa de fármacos foi avaliada. Esta envolveu o dinaciclibe, um inibidor de 

quinases dependentes de ciclina (CDK1, CDK2, CDK5 e CDK9; Parry et al., 2010), e 

o MCC950, um potente inibidor do inflamassoma NLRP3 (Coll et al., 2015). Em um 

estudo recente de grande impacto, publicou-se que o tratamento com dinaciclibe foi 

capaz de reduzir a hipercitocinemia e a mortalidade em modelos de sepse em 

camundongos (Wu et al., 2022). O mecanismo proposto foi a inibição do eixo CDK2-

JUN-ACOD1 e consequente infrarregulação da via de sinalização do TNF (Wu et al., 

2022), sendo JUN uma subunidade do fator de transcrição AP-1, e ACOD1 (aconitato 

descarboxilase 1) uma enzima altamente expressa em macrófagos ativados e 

responsável pela produção de itaconato (Michelucci et al., 2013). Além disso, em outro 

estudo, a administração do inibidor multi-CDK AT7519 foi associada à diminuição da 
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inflamação e da lesão tecidual na LPA induzida por LPS (Song et al., 2022). Diante 

desses achados, optou-se por explorar o dinaciclibe como um potencial candidato 

para a terapia combinada anti-citocina na LPA. 

Não obstante, por suprimir a presença da ACOD1, a inibição de CDK2 também 

reduz a disponibilidade de itaconato (Wu et al., 2022), o qual possui efeitos anti-

inflamatórios (Mills et al., 2018), aumenta em resposta ao LPS e na sepse (Mills et al., 

2018; Wu et al., 2022), e é capaz de limitar a ativação do inflamassoma NLRP3 (Olona 

et al., 2022). Em relativo acordo, a ausência de itaconato por nocaute genético de 

Acod1 (também conhecido por Irg1) causou agravamento da LPA induzida por injeção 

intraperitoneal de LPS (Qiu et al., 2023). Assim, especulou-se que a adição de um 

inibidor do inflamassoma NLRP3 ao dinaciclibe poderia compensar parcialmente a 

ausência de itaconato e a consequente menor supressão do inflamassoma.  Ainda, 

somado a isso estão as evidências de que há a participação direta do inflamassoma 

NLRP3 na LPA/SDRA (Potere et al., 2022; Sefik et al., 2022) e na resposta ao LPS 

(Grailer et al., 2014), e que o inibidor MCC950 foi eficaz em estudos prévios com 

modelos de LPA (Corcoran et al., 2021; Zeng et al., 2022). Por fim, foi demonstrado 

neste estudo que a resposta ao LPS incluiu aumento da expressão pulmonar de Il1b 

e Nlrp3 e liberação de IL-1β nos alvéolos, corroborando a participação do 

inflamassoma. Sobre este racional teórico, postulou-se a hipótese de que o 

cotratamento com dinaciclibe e MCC950 seria superior às respectivas monoterapias 

no modelo de LPA induzido por LPS. 

De maneira similar aos outros experimentos, tanto as monoterapias quanto a 

combinação do dinaciclibe e MCC950 mostraram algum nível de benefício. Porém, 

novamente, o efeito individual das duas drogas foi no geral intermediário em relação 

ao veículo e a combinação, e não atingem diferença estatística para quaisquer um 

dos extremos na maioria dos casos. Uma exceção inclui o peso corporal, onde o tanto 

o MCC950 quanto a combinação de fármacos limitam significativamente a perda de 

peso, mas sem promover uma recuperação. Outra exceção diz respeito ao influxo de 

células no espaço broncoalveolar e frequência de PMNs, onde os três tratamentos 

foram igualmente capazes de mitigar a resposta. Em evidente contraste, o 

cotratamento com dinaciclibe e MCC950 está associado a melhor desfecho em todos 

os parâmetros avaliados quando comparado ao veículo, com exceção de IL-10 e IL-

12 no FLBA e poucas métricas da mecânica respiratória onde há efeito sugestivo. 
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Além disso, nenhum parâmetro da função pulmonar mostrou diferença entre os 

animais saudáveis e os que receberam o cotratamento, em oposição às duas 

monoterapias. Portanto, entende-se que os resultados corroboram a hipótese de 

superioridade da combinação. 

De maneira importante, ainda que predominantemente não-significativos na 

análise estatística, os efeitos biológicos “intermediários” do dinaciclibe e do MCC950 

tendem sistematicamente a uma equivalência entre si. Isso contrasta com a 

combinação de dexametasona e baricitinibe, onde há um efeito aditivo assimétrico e 

liderado pelo inibidor de JAKs. Contudo, também difere do sinergismo entre anti-TNF 

e anti-IFN-γ, posto que há mais parâmetros para os quais as monoterapias com 

dinaciclibe ou MCC950 têm impacto sobre o desfecho. Em concordância, uma análise 

secundária individual das monoterapias (Anexo A) mostra efeito significativo ou 

limítrofe em todos os parâmetros de inflamação local e sistêmica no tratamento com 

dinaciclibe ou MCC950, mas somente em alguns com o anti-TNF ou anti-IFN-γ. Assim, 

pode ser inferido que essa combinação tem efeito do tipo aditivo e quase-simétrico, 

ainda que haja eventuais pontos de sinergismo (e.g. na complacência quase-estática 

e curva pressão-volume) ou efeito assimétrico (e.g. no peso corporal). No mais, seria 

interessante investigar no futuro se a compensação parcial da ausência de itaconato 

pelo inibidor do inflamassoma NLPR3 tem de fato papel relevante na eficácia da 

combinação. 

 Se comparada à dexametasona e baricitinibe ou aos anticorpos neutralizantes, 

a combinação de dinaciclibe e MCC950 exibiu um conjunto de efeitos ligeiramente 

distinto, provavelmente devido à implicação de outros mecanismos de ação. Um 

contraste notável foi a incapacidade do cotratamento em questão de promover 

recuperação de peso, ainda que tenha sido observada atenuação da perda. Além 

disso, foi constatada uma forte redução do influxo alveolar de células em resposta ao 

tratamento, efeito benéfico que não havia sido encontrado nos experimentos 

anteriores. Isso demonstra que há múltiplos caminhos para a eficácia terapêutica na 

LPA, e que combinações anti-citocina com alvos moleculares distintos podem 

convergir em efeitos relativamente semelhantes.  

A esse respeito, é importante ressaltar que uma eficácia “equivalente” no 

modelo de LPA em camundongos não implica necessariamente em uma proposta de 

intercambialidade entre as estratégias na clínica. Neste caso, há o desafio da 
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heterogeneidade dos pacientes. Por isso, através da prescrição orientada por 

biomarcadores, diferenças nos mecanismos de ação podem justificar a utilização das 

diferentes combinações em subgrupos específicos de pacientes (Fadanni & Calixto, 

2023). Por exemplo, a neutralização simultânea de TNF e IFN-γ pode ser mais 

indicada àqueles com níveis mais elevados dessas citocinas (e.g. subfenótipo 

hiperinflamatório), ou ante evidência de ativação excessiva da via JAK-STAT ou 

marcador associado. Por outro lado, a combinação de MCC950 e dinaciclibe poderia 

se beneficiar da prescrição guiada por suPAR, como o anakinra (Kyriazopoulou et al., 

2021b), ou sob evidência de inflamação excessiva associada a IL-1, IL-1Ra (Meyer et 

al., 2018) ou o inflamassoma NLRP3. Já a combinação de dexametasona e 

baricitinibe, por possuir um mecanismo não-seletivo, poderia ser preferencialmente 

utilizada em casos onde não há dados laboratoriais ou evidência suficiente para 

justificar outra combinação específica. 
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5. CONCLUSÕES 

 

A partir de extensa caracterização, este estudo demonstrou que o modelo 

experimental padronizado induz alterações robustas nos quatro domínios da LPA, 

satisfazendo assim as recomendações da ATS para a triagem pré-clínica de fármacos. 

Além disso, foi identificado um perfil transcriptômico e de liberação de citocinas 

compatível com um estado de hiperinflamação pulmonar, de forma a permitir a 

investigação apropriada da combinação de fármacos anti-citocina. 

Em seguida, em uma prova de conceito, foi revelado que a adição do 

baricitinibe ao tratamento com dexametasona aumentou consideravelmente a eficácia 

da intervenção. Os resultados aqui obtidos são consoantes a estudos clínicos 

anteriores, e apontam para o potencial imediato de se investigar a combinação de 

corticosteroides e inibidores de JAK em outras formas da LPA/SDRA. Porém, foi 

identificado que a eficácia da combinação parece resultar de uma adição assimétrica 

de efeitos, e que a monoterapia com dexametasona está também associada a efeitos 

indesejados. Assim, este estudo aponta para a importância de se investigar 

combinações alternativas.  

Nesse sentido, este trabalho também demonstrou que a neutralização 

simultânea de TNF e IFN-γ na LPA induzida por LPS foi igualmente eficaz à primeira 

combinação, mas potencialmente mais segura. Dessa forma, os resultados aqui 

obtidos somam-se aos de Karki et al. (2021), e sugerem que a combinação de 

anticorpos anti-TNF e anti-IFN-γ pode ser uma alternativa promissora aos 

imunossupressores não-seletivos no tratamento da SDRA. Em paralelo, ao 

demonstrar que a combinação de dinaciclibe e MCC950 é mais eficaz do que as 

respectivas monoterapias, este estudo também indica que há múltiplos alvos 

terapêuticos pelos quais combinações de fármacos podem resultar em melhor 

desfecho na LPA.  

Em conclusão, as combinações de fármacos anti-citocina reduzem a 

inflamação e as alterações hematológicas, fisiológicas e funcionais, de maneira 

superior às monoterapias na LPA induzida por LPS em camundongos. Este achado 

confirma a hipótese central do estudo, e apoia de maneira enfática a continuidade das 

investigações da terapia combinada anti-citocina em cenários de hiperinflamação e 

LPA.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As conclusões deste trabalho devem ser consideradas sob ciência de suas 

particularidades e das limitações de seus métodos. Entre elas, incluem-se os tempos 

de intervenção farmacológica, que são representativos do tratamento preventivo 

(anticorpos neutralizantes) ou terapêutico precoce (outros) e podem diferir do 

tratamento tardio, quando há dano estabelecido. Outra questão relevante a ser 

considerada é a ausência de fêmeas nos testes de eficácia terapêutica, o que faz com 

que as interpretações subsequentes não se apliquem, necessariamente, a ambos os 

sexos. Além disso, a eficácia da combinação de fármacos anti-citocina foi 

demonstrada na LPA de origem local e estéril, sendo desconhecidos os efeitos na 

LPA de origem extrapulmonar e/ou na presença de agentes infecciosos.  

Em contrapartida, há também aspectos que impactam positivamente no estudo. 

Um deles é a ampla caracterização do modelo experimental, a qual abrange respostas 

tempo-, dose- e sexo-dependentes, e assegura conformidade com as recomendações 

da ATS para a triagem de fármacos na LPA. Além disso, este trabalho utilizou 

múltiplos parâmetros celulares, moleculares e fisiológicos para o teste da hipótese, o 

que aumenta a confiabilidade dos resultados. Além disso, optou-se por utilizar 

desfechos clinicamente relevantes e métodos de quantificação análogos ou 

homólogos à clínica, o que também contribui para a validade translacional. No mais, 

duas das três combinações de fármacos utilizadas são inéditas na pesquisa pré-

clínica da LPA/SDRA, e todas elas (incluindo-se duas das seis monoterapias) são 

inéditas no modelo de LPA induzido por LPS. Por essas razões, este é um trabalho 

pioneiro em seu campo. Por fim, além do uso de animais com elevado padrão sanitário 

(SPF), este estudo foi realizado em ambiente condicionado ao sistema de Boas 

Práticas de Laboratório. Dessa forma, para todos os experimentos, há dados 

rastreáveis e auditáveis acerca dos controles de qualidade e registros operacionais 

que envolvem os animais de experimentação, as análises, os reagentes, os 

equipamentos, e a estrutura física da instituição. 
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7. DO PROGRAMA DE DOUTORADO ACADÊMICO PARA INOVAÇÃO  

 

Como parte do Programa de Doutorado Acadêmico para Inovação (chamada 

pública nº 23/2018), este trabalho advém de iniciativa do CNPq voltada a fortalecer a 

pesquisa, o empreendedorismo e a inovação nas instituições científicas, tecnológicas 

e de inovação (ICTs) brasileiras. Neste contexto, firmou-se a parceria entre a 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e o Centro de Inovação e Ensaios 

Pré-clínicos (CIEnP), a qual possibilitou o desenvolvimento deste projeto. Assim, para 

além da produção científica referente à esta tese e já descrita nos resultados, destaca-

se a formação de capital humano nas áreas de Farmacologia e de Inovação, 

fundamentada por:   

 

 Treinamento em boas práticas cientificas (e.g. planejamento experimental e 

planos de estudo, cegamento, randomização, análise e interpretação dos dados); 

 Treinamento em aspectos regulatórios para desenvolvimento e registro de 

medicamentos, e treinamento formal em Boas Práticas de Laboratório (BPL); 

 Oportunidade de participar de preparo e depósito de patentes; 

 Oportunidade de realizar cursos e treinamentos de interesse profissional 

promovidos pela instituição ou parceiros; 

 Oportunidade de discutir e praticar a ciência translacional; 

 Vivência em ambiente empresarial e de relação estreita com indústrias 

farmacêuticas e startups; 

 Vivência em prestações de serviços e contato com clientes; 

 Vivência em projetos de inovação multidisciplinares e com grandes equipes; 

 Vivência em infraestrutura de excelência para a pesquisa, com laboratórios bem 

equipados e apoio de pesquisadores, bolsistas de pós-doutorado e técnicos, além 

de animais de elevado padrão sanitário, controle de qualidade dos processos 

internos e disponibilidade de recursos para aquisição de reagentes e 

equipamentos. 

 

No âmbito do exposto acima, conclui-se que foram bem-sucedidos os objetivos da 

parceria UFSC-CIEnP no que se refere ao Doutorado Acadêmico em Inovação em 

Farmacologia deste autor. 
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ANEXO A – Análise secundária e individual das monoterapias com anti-TNF, 

anti-IFN-γ, dinaciclibe e MCC950 em parâmetros da LPA induzida por LPS 

 

 

Peso corporal 

(dia 3)

log10 [células 

totais]
PMN (%)

log10 [proteína 

em µg/ml]

Linfócitos no 

sangue (%)

"Sham" vs. "LPS + anti-TNF"  p = 0,0003*** p < 0,0001**** p < 0,0001**** p < 0,0001****  p = 0,003**

"LPS + controle isotípico" vs. "LPS + anti-TNF" p = 0,1105 p = 0,3727 p = 0,0164* p = 0,0014** p = 0,3061

Peso corporal 

(dia 3)

log10 [células 

totais]
PMN (%)

log10 [proteína 

em µg/ml]

Linfócitos no 

sangue (%)

"Sham" vs. "LPS + anti-IFN-γ" p = 0,0081** p < 0,0001**** p < 0,0001**** p < 0,0001**** p = 0,0318*

"LPS + controle isotípico" vs. "LPS + anti-IFN-γ" p = 0,0415* p = 0,9996 p = 0,0139* p = 0,3752 p = 0,1289

Peso corporal 

(dia 3)

log10 [células 

totais]
PMN (%)

log10 [proteína 

em µg/ml]

Linfócitos no 

sangue (%)

"Sham" vs. "LPS + dinaciclibe" p < 0,0001**** p < 0,0001**** p < 0,0001**** p = 0,0073** p < 0,0001****

"LPS + veículo" vs. "LPS + dinaciclibe" p = 0,0528 p < 0,0001**** p = 0,0004*** p = 0,0573 p = 0,0390*

Peso corporal 

(dia 3)

log10 [células 

totais]
PMN (%)

log10 [proteína 

em µg/ml]

Linfócitos no 

sangue (%)

"Sham" vs. "LPS + MCC950" p = 0,0005*** p < 0,0001**** p < 0,0001**** p = 0,0082** p < 0,0001****

"LPS + veículo" vs. "LPS + MCC950" p = 0,0032** p < 0,0001**** p < 0,0001**** p = 0,0179* p = 0,0624

ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey

Negrito e vermelho: efeito estatisticamente significativo que é observado na análise secundária e individiual da 

monoterapia, mas não quando todos os grupos são considerados (análise primária)

Negrito: efeito estatisticamente significativo (p < 0,05)

LPS + dinaciclibe

LPS + MCC950

LPS + anti-TNF

LPS + anti-IFN-γ
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