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RESUMO

A sepse é uma resposta inflamatoria severa e potencialmente fatal do nosso
organismo que tem ligacdo com a ativagéo do inflamassoma NLRP3, que por sua vez
tem participacdo no processo inflamatdrio no quadro de sepse. Pesquisas recentes
apontam que o medicamento MCC950 tem o potencial de inibir o inflamassoma
NLRP3, diminuindo assim a clivagem de citocinas como a interleucina 13 (IL-1B) e
interleucina 18 (IL-18), tendo um papel importante na diminuicao das espécies reativas
de oxigénio (ERO), modulando a atividade inflamatéria inicial na sepse e diminuindo
um possivel dano cognitivo que se faz presente no quadro séptico. O estudo de novas
formas de manejar e tratar pacientes sépticos se faz importante frente a perspectiva
de diminuir a grande mortalidade e sequelas deixadas pela doenca, além reduzir os
custos gerados para a saude publica. Diante disso, esse projeto visou avaliar 0 uso
do medicamento MCC950 e seus efeitos na inibicdo do inflamassoma NLRP3 no
desenvolvimento do choque séptico e 0 seu envolvimento com as alteracdes
imunoquimicas em ratos Wistar adultos submetidos a modelo de choque séptico. Para
isso foram utilizados ratos wistar, machos, pesando entre 250-300g. Os animais foram
divididos em trés grupos experimentais, sham+salina, sepse+salina e sepse+inibidor
de NLRP3. Quando os animais atingiram 60 dias de vida (fase adulta), foram
submetidos ao choque séptico através do modelo de ligacéo e perfuracéo cecal (CLP),
também foi puncionado a veia jugular para a infusdo da salina e para a administracéo
do inibidor. Quando avaliado o estado de choque, foi realizado a reposicao de solucao
salina (0,9%, 3 mL / kg, 0,1 mL / min) em todos 0s grupos experimentais, sendo que
0 grupo CLP + inibidor NLRP3, recebeu uma unica injecdo intravenosa de MCC950
na dose de 3mg/Kg. Apos 72 horas, os animais foram eutanasiados e mortos para a
remocao das estruturas cerebrais, coracdo, rim, pulméo e figado para avaliacdo dos
niveis de citocinas, dano oxidativo, quantidade de ERO e a expressdo de NLRP3.
Como resultados, foi possivel observar a estabilizagdo hemodinamica no grupo
receptor do inibidor e também a diminuicdo dos niveis de lactato, intervindo na
situacdo de choque séptico previamente estabelecido. O inibidor foi capaz ainda de
diminuir os niveis de expressao do inflamassoma NLRP3 nos tecidos do hipocampo,
cortex pré-frontal, coracao, rim, pulméo e figado. Quanto a modulacéo da inflamacéao,
o0 MCC950 foi capaz de diminuir os niveis de IL-1B nos tecidos de cortex frontal,

hipocampo, coragdo, pulmao e rim, porém nao no figado; também diminuiu os niveis



de IL-18 no coracdo, pulmdo e figado, mas ndo nos tecidos de cortéx frontal,
hipocampo e rim. Também foi responsavel pela diminuicdo da IL-6 no hipocampo,
coracao, pulmao e rim, mas sem resultados significativos no cértex frontal e no figado.
Ja na IL-10, observou-se um aumento dessa citocina somente no pulmé&o do grupo
receptor do inibidor. Ja quanto a producao de espécies reativas do oxigénio, ocorreu
uma diminuicdo significativa nos tecidos de cortex frontal, hipocampo, coracéao,
pulm&o e rim, diferenca essa que néo foi observada no tecido hepético. Em concluséo,
a inibicdo do NLRP3 pelo medicamento MCC950 atenuou o dano inflamatério
ocasionado pelo choque séptico em multiplos 6rgaos, melhorando assim a resposta

fisioldgica do organismo, podendo assim ser usado como futuro alvo terapéutico.

Palavras-chave: sepse, choque séptico, inflamassoma, neuroinflamacao.
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1. INTRODUCAO

O inflamassoma NRLP3 é responsavel pela inducdo da resposta proé-
inflamatoria no organismo, que em seu funcionamento fisiolégico tem como objetivo
eliminar patdégenos e auxiliar no funcionamento do organismo. Porém, sua ativacao
exacerbada (feita através de microorganismos patogénicos e moléculas enddégenas
perigosas) € responsavel pela ocorréncia e desenvolvimento de uma variedade de
doencas relacionadas a inflamacdo, como aterosclerose, gota, doencas
neurodegenerativas e obesidade (LI et al., 2022).

Os mecanismos biologicos que impulsionam a sepse em dire¢cdo ao choque
séptico e causam diversas alteracdes no organismo ainda ndo estdo bem elucidados.
A sepse ndo apenas possui uma alta taxa de mortalidade, mas deixa sequelas
cognitivas e funcionais nos sobreviventes mesmo apos a alta hospitalar; a reducéo da
qualidade de vida dos sobreviventes também € perceptivel. Segundo uma pesquisa
feita por Coelho et al. (2019) com pacientes ap0s internacdo por sepse, as sequelas
percebidas foram alteracBes sensoriais, sensibilidade estomacal e transtornos
psicolégicos e psiquiatricos. Além disso, a doenca também deixa o sistema
imunolégico enfraquecido e mais suscetivel a doencas cardiacas, pulmonares e
renais.

Estudos vém apontando que a cascata inflamatdria presente na sepse,
causada pelo aumento das citocinas como IL-1B e IL-18 (que por sua vez séo
mediadas pelo inflamassoma NRLP3) causam disfuncéao cerebral aguda e de longo
prazo. Sendo assim, a inibicdo desse inflamassoma surge como uma nova estratégia
gue pode auxiliar no tratamento de diversas doencas, diminuindo a morbimortalidade
causada pelas mesmas e melhorando a qualidade de vida dos pacientes que foram
acometidos.

O investimento em pesquisas de novos tratamentos que possam agir mais
rapidamente no tratamento da sepse € crucial para reduzir o sofrimento e garantir que
a superacao da sepse signifique o retorno a uma vida plena e saudavel, auxiliando
também a diminuir o tempo de internagdo, as intervencdes realizadas e
consequentemente amortizando os impactos financeiros nos servicos de saude e

prevenindo a superlotacdo dos mesmos.
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Diante disso, levanta-se o questionamento de qual o impacto da inibicdo do
inflamassoma NLRP3 no desenvolvimento do choque séptico e nas alteracbes
imunoquimicas causadas pelo mesmo, de forma a estabelecer uma relagédo entre sua

inibicdo e um melhor progndstico perante o choque séptico.
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2. SEPSE

2.1. DEFINICAO E DIAGNOSTICO

Em uma retomada histdrica, o conceito de sepse tem suas origens na lingua
grega, com significado de putrefacdo. Foi tida como uma disperséo da infeccao pela
corrente sanguinea, sendo chamada inclusive de envenenamento do sangue na
lingua alema (SALOMAO et al., 2019). J4 em 2016, a Sociedade de Medicina Intensiva
e a Sociedade Europeia de Medicina Intensiva publicaram uma diretriz que revisava o
conceito de sepse, estabelecendo-a como uma disfun¢édo organica com risco de vida
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo (GAUER; FORBES;
BOYER, 2020).

Ainda sobre o conceito de sepse, Singer et al. (2016) expde que “a sepse nao
€ uma doenca especifica, mas sim uma sindrome que engloba uma patobiologia ainda
incerta”. Portanto, para realizar o seu diagndstico € necessario a analise de diversos
sinais clinicos e sintomas apresentados pelo paciente com suspeita de infec¢éo, visto
que ndo ha um teste especifico para a deteccdo da sepse, mas sim a juncao de
diversos critérios clinicos.

Quanto a fisiopatologia da doenca, € inerente da sepse a resposta exacerbada
do organismo frente a uma irritacdo causada por um patdgeno. Essa resposta
exagerada do organismo € caracterizada por uma producdo excessiva e
descontrolada de fatores inflamatorios, que causam modificacdes nos mais diversos
sistemas do organismo (ARAUJO et al., 2022). Dentre essas modificaces, ocorre o
aumento da permeabilidade do sistema cardiovascular que leva a reduc¢ao do volume
sanguineo disponivel para circulagdo, dificultando a perfuséo capilar e diminuindo o
débito cardiaco, que quando atinge o nivel de perfusdo tecidual insuficiente,
caracteriza um quadro de choque séptico (ARAUJO et al., 2022).

A sepse causa uma ativacdo desordenada de interleucinas, o que acaba
incapacitando a correta maturacdo de neutréfilos (a primeira linha de defesa do
organismo contra patdégenos), o que torna o paciente ainda mais suscetivel a outras
infecgOes e prolonga as lesdes teciduais (ARAUJO et al., 2022). Cabe ainda citar as
manifestagbes clinicas mais comuns da patologia, que s&do perceptiveis
principalmente nos sistemas cardiovascular, pulmonar e renal. Conforme citado por
Araujo et al. (2022):
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No primeiro sistema, geralmente se observa alteracdo do padréo
hemodinamico, o qual é percebido através de hipotensdo arterial e
taquicardia relevante. Em relagéo ao sistema respiratério, o quadro clinico
pode cursar com taquipneia e/ou dispneia e, principalmente em sepses de
foco pulmonar, pode evoluir para a sindrome do desconforto respiratorio
agudo, a qual inicia-se com edema e hemorragia alveolar e posteriormente
consolida-se na forma de microatelectasias e dano alveolar difuso. No que
toca ao sistema renal, o rim ndo suporta a intensa vasodilatacdo, o
extravasamento endotelial e a perfusdo deficiente, condicdo responsavel por
ocasionar uma distensédo peritubular edematosa e/ou lesdo renal aguda.

Outras manifestacdes que ndo estdo correlacionadas a sistemas especificos
sdo a dor intensa e difusa, febre ou hipotermia, alteracao do estado mental (confuséo,
rebaixamento sensorial), aumento de leucdcitos e glébulos brancos imaturos,
aumento do lactato, diminuicdo do pH sanguineo, coagulacdo intravascular
disseminada (que pode causar obstrucao) e hipotensdo (ARAUJO et al., 2022).

O diagndstico é feito através da utilizacdo do escore de Avaliacdo Sequencial
de Faléncia de Orgdos (SOFA), onde é necessario a pontuacdo de dois ou mais
critérios para que se estabeleca a disfuncdo, entre os itens analisados realiza-se a
avaliacao da funcao renal, hepatica, respiratéria, cardiovascular e também realizacdo
da escala de Glasgow para avaliar sistema nervoso central e andlise da coagulacéo
(SANTOS; NUNES, 2019). Para o diagnostico do choque séptico, foi estabelecido a
necessidade de utilizagdo de um vasopressor para a manutencéo da presséao arterial
média (PAM) acima de 65 mmHg ap06s infusdo de fluidos, associada a um nivel sérico
de lactato acima de 2 mmol/L, caracterizando uma hiperlactemia (SANTOS; NUNES,

2019).
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Figura 1: escala de SOFA para diagndstico da sepse.

Pontuagao

Sistema

(Parametro)
0 1 2 3 4

Respiratorio >400 mmHg | <400 mmHg | <300mmHg < 200 mmHg <100 mmHg com

Pa0Q2/Fi02 com suporte suporte
ventilatdrio ventilatdrio
Coagulagao =150 x 10° <150x10° <100x10* <50x10° <20x10°
(Plaguetas)
Hepatico <1,2 mg/dL 1,219 259 6-11.9 mg/dL =12 mg/dL
(Bilirrubina) mg/dL mg/dL
z 70 mmHg <70 mmHg | dopamina < | dopamina 5,1-15 dopamina >15
5 pa/kg/min pa/kg/min pg/kg/min
ou ou ou
Cardiovascular epinefrina >
(PAM) qualquer epinefrina = 0,1 0,1pg/kg/min
dose de pg/kg/min ou
dobutamina norepinefrina
=0, 1pg/kg/min
SNC 15 14-13 12-10 9-6 <6
(Glasgow)
Crsérica 3,549 Cr sérica =5
Renal Cr sérica Cr sérica Cr sérica mg/d mg/dL
(Creatinina/fluxo <1,2 mg/dL 1,219 234
urinério) mg/dL mg/dL Fluxo urinano Fluxo urindrio

< 500 mL/24h < 200 mL/24h

PAM: Pressdo arterial. SNC: sistema nervoso central. Cr. creatinina. Fonte Coelho BFL, Murad LS, Braganga RD. Manual
de Uirgéncias e Emergéncias. Rede de Ensino Terzi, 2020

Fonte: Coelho BDL, Murad LS, Braganca RD. Manuel de Urgéncias e Emergéncias, 2020.

Um novo escore também foi adicionado para utilizacdo, a fim de estabelecer
um sinal de alerta sobre o estado de saude do paciente, mas ndo para de fato
estabelecer o diagndstico de sepse: o “quisck sofa” (QSOFA), que apresenta
parametros como frequéncia respiratoria, mudancas no nivel de consciéncia e
pressao arterial sistélica, também com resultado positivo quando o paciente possui
dois critérios estabelecidos na escala (SANTOS; NUNES, 2019).

Figura 2: escala gSOFA para diagnéstico da sepse.

Parametro Valor
Presséao arterial sistdlica < 100mmHg
Frequéncia respiratoria > 22 irpm
Nivel de consciéncia Glasgow < 15

Fonte: Coelho BDL, Murad LS, Braganca RD. Manuel de Urgéncias e Emergéncias, 2020.
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2.2.EPIDEMIOLOGIA DA SEPSE

Segundo um levantamento feito por Lins et al. (2022), entre os anos de 2017 a
2021 foram registradas 615.805 internacdes associadas ao CID de septicemia no
Brasil. O ano com maior registro de casos foi 2019 com total de 106.617 internagdes,
e 0 ano com menor numero de registros foi 2021 com 40.906 notificacées. Em relacdo
aos Obitos hospitalares causados pela sepse, foram registrados um total de 279.765
casos, sendo que entre 2019 a 2020 as taxas aumentaram.

Em relacdo ao impacto financeiro causado, Da Silva et al. (2023) realizou um
estudo descritivo com levantamento de dados por meio do Sistema de Informagdes
Hospitalares (SIH/DATASUS) entre os anos de 2011 a 2020. Segundo o estudo,
durante esse periodo foi gasto o montante de R$3.917.479.007,05 com internacdes
de pacientes afetados pela sepse, sendo que 0 ano de 2019 corresponde ao ano com
maiores gastos (cerca de 26,8%) e 2011 ao ano com menores gastos (cerca de 23%).

Ainda de acordo com o levantamento feito por Da Silva et al. (2023), a tendéncia
de crescimento de gastos ao longo dos anos ndo ocorreu em 2020, possivelmente
estando relacionado a pandemia de COVID-19. Esses gastos acabam
sobrecarregando a saude publica e prejudicando o orcamento dos servigos de saude,
visto que 0S mesmos precisam investir em tratamentos curativos e o investimento em
saude preventiva pode acabar ficando em segundo plano (DA SILVA et al., 2023;
NASCIMENTO et al., 2023; CARVALHO et al., 2024)

Englobando a sepse, o choque séptico apresenta uma das maiores taxas de
mortalidade entre condi¢des criticas, superando até mesmo infarto agudo do
miocéardio e o acidente vascular cerebral (ABREU et al., 2023). Estudos recentes
indicam que a mortalidade associada ao choque séptico pode variar amplamente, com
algumas instituicdes relatando taxas superiores a 60% e com uma permanéncia média
em UTI de aproximadamente 14 dias a 20 dias (MACIAS et al., 2024; SANTOS et al.,
2024).

2.3.CHOQUE SEPTICO

O choque séptico é entendido como o ultimo estagio de evolucdo da sepse,
sendo que ele é uma sindrome severa marcada pela ma perfusao capilar, que por sua
vez € causada por uma disfuncéo funcional das células (SINGER et al., 2016). Junto

a isso, acrescenta-se as disfuncbes organicas e sistémicas que ndo puderam ser
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reparadas anteriormente, levando a um quadro nomeado de Sindrome de Disfunc¢éo
de Multiplos Orgédos (SDMO) e aumentando severamente a mortalidade da doenca
(PASCHOAL, 2021). Ele é identificado quando ocorre uma hipotensdo que leva a
necessidade do uso de vasopressores para manutencdo da pressao arterial média
(PAM) acima ou igual a 65 mmHg; também é necessario que os niveis de acido latico
estejam acima de 2 mmol/L, persistindo mesmo apos protocolo de reposicéo volémica
(REIS et al., 2021),

As manifestagfes clinicas contam com a inadequada perfusdo de 6rgaos e
tecidos periféricos e a necessidade prolongada de administracdo de drogas
vasoativas que mantém a PAM em niveis adequados. Conforme abordado por Araujo

et al. (2022):

O choque séptico caracteriza-se clinicamente pela vasodilatacéo arteriolar
grave, a qual se desenvolve paralelamente a um quadro de hipocalcemia,
hiperlactatemia, acidose metabdlica, hipodxia, redugdo do retorno venoso e do
débito cardiaco, diminui¢cdo acentuada da presséo venosa central, taquicardia
e gueda subita da presséao arterial.

Nos servigos de terapia intensiva, uma grande preocupacdo dos profissionais
€ manter a boa perfuséo e funcionamento dos 6rgaos do paciente a fim de se prevenir
lesGes nos mesmos, também € uma prioridade a estabilidade hemodinamica e oferta
adequada de oxigénio aos tecidos. Contudo, como abordado por Reis et al. (2021), o
ambiente de terapia intensiva também é um lugar estressor que pode causar gerar
respostas fisioldgicas autondmicas, o que pode dificultar no diagnéstico e manejo do
quadro séptico, incluindo a geracao do delirium.

O choque séptico pode ainda ser dividido entre choque frio (devido a
vasoconstricdo, com baixa frequéncia cardiaca e presséo arterial) e choque quente
(caracterizado por vasodilatacdo, com baixa pressdo arterial e alta frequéncia
cardiaca). Conforme abordado por Garcia, Tonial e Piva (2019), a maior parte dos
pacientes que apresentam choque séptico frio sdo advindos de infeccbes comunitarias
(extra hospitalares) e pacientes que apresentam choque séptico quente sao
decorrentes de infec¢des intra hospitalares, como causada pelo uso de cateteres e
outros.

Héa ainda o choque séptico refratario, que € aquele que persiste mesmo apo6s
tratamento com drogas vasoativas. Nesses casos, é possivel que haja outra causa

subjacente que cause a nao responsabilidade ao tratamento, como hipotireoidismo,
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pneumotodrax, perda continua de sangue, presenca de tecido necroético, coagulopatia
(GARCIA; TONIAL; PIVA, 2019).

Conforme um estudo conduzido por Biasio (2019) com o propdsito de tracar o
perfil de pacientes com sepse e choque séptico em uma Unidade de Terapia Intensiva,
cerca de 54,1% dos pacientes eram do sexo feminino; pessoas com mais de 60 anos
somaram 60,4% das admissdes. A pré-existéncia de comorbidades também foi um
fator presente no maior numero de internacdes, somando cerca de 96,7% dos casos
de internagbes, como a maior parte dos pacientes analisados eram idosos, a
diminuicao da resposta imune pode explicar esses quantitativos.

O microrganismo mais predominante nas culturas foi bacilo gram positivo
Staphylococcus, e apo6s alguns bacilos gram negativos, como Escherichia coli e
Klebsiella. E quanto ao desfecho do quadro clinico, 70% dos pacientes evoluiram para
Obito, o que demonstra a alta mortalidade e letalidade da doenca, reforcando ainda a
importancia de estudos experimentais acerca de novos tratamentos para a mesma
(BIASIO, 2019).

2.4. TRATAMENTO DO CHOQUE SEPTICO

O manejo do choque séptico segue a mesma linha de tratamento de outras
doencas que ameacam a vida dos acometidos, com garantia de um suporte adequado
de oxigénio aos tecidos, reposicdo volémica em grandes quantidades visando a
estabilizacdo hemodinamica, bem como o uso de drogas vasoativas que aumentem a

contratilidade do coragéo. Segundo Garcia, Tonial e Piva (2019):

O objetivo € manter a oxigenacao, a ventilacao, a circulacéo e a frequéncia
cardiaca nos limites da normalidade e restaurar as condi¢Bes clinicas do
paciente, melhorar a perfusdo (enchimento capilar menor do que 2
segundos), com pulsos cheios e extremidades quentes, débito urinario maior
do que 1 mL/kg/h, estado mental adequado e presséo arterial normal para a
idade.

O tratamento preconiza o inicio rapido e usa uma estratégia de cinco pilares
que utiliza o mnemédnico de 5 “Cs”: coleta de lactato, culturas, correr o antibiético,
cristaldides e constritores. O lactato atua como um importante indicador de que os
tecidos estao recebendo pouco oxigénio e tendo que recorrer a respiracao anaerobica,

gue produz muito lactato como subproduto. Quando se apresenta alto, é de suma
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importancia realizar nova medicdo a cada duas ou quatro horas, porqgue 0 mesmo é
um indicativo de choques como cardiogénico e hemorragico (SILVA; MELO, 2023).

A coleta de hemocultura deve ser feita para proporcionar um correto tratamento
com antibioticos, possibilitando o direcionamento correto do tratamento para que o
mesmo seja compativel com o patégeno presente no individuo. Sendo assim, outro
pilar importante € a administracdo de antibidticos potentes, mas que sejam
corretamente relacionados ao foco da infeccdo, por exemplo se é comunitaria ou
decorrente de hospitalizacao (SILVA; MELO, 2023).

Os cristaloides sao infusdes com eletrdlitos para protocolo de ressuscitacao
volémica. De acordo com Silva e Melo (2023), o protocolo deve ser feito usando
principalmente solugao balanceada (ringer lactato) e néo salina, bem como o uso de
albumina deve ser resguardado a pacientes que precisem de grandes volumes de
infusdo. Por dltimo, o uso de constritores (drogas vasoativas) deve ser feito se o
paciente apresentar PAM menos que 65 mmHg apds a ressuscitacdo volémica.

O tratamento antimicrobiano veio como uma revolugdo terapéutica para
diversas doencas, porém o seu uso indiscriminado ao longo dos anos tornou os
microrganismos capazes de adaptar ao meio, 0 que 0s torna resistentes a diversas
terapias microbianas existentes, dificultando assim o tratamento da sepse (GAZEL,
2023). Sendo assim, se faz cada vez mais necessario o desenvolvimento de drogas
gue atuem nos complexos mecanismos envolvidos no processo de sepse e choque

séptico.

2.5.FISIOPATOLOGIA DO CHOQUE SEPTICO

A fisiopatologia do choque séptico envolve uma complexa rede de eventos
bioguimicos e celulares que culminam na disfungéo e faléncia de multiplos érgéos.
Esse processo patolégico tem origem na ativacdo do sistema imune inato,
desencadeada pelo reconhecimento de padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPSs) e padroes moleculares associados a danos (DAMPS) por receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs) (HUANG et al., 2020).

As células dendriticas (CDs) e os macrofagos, atuando como células
apresentadoras de antigenos (APCs), desempenham um papel central nessa

fisiopatologia (BARICHELLO et al., 2022). Essas células expressam uma variedade
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de PRRs, incluindo os receptores do tipo Toll (TLRs), que reconhecem moléculas
como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas (TLR4) e lipoproteinas
e peptidoglicanos de bactérias gram-positivas (TLR2) (LIU et al., 2022; JACOBI et al.,
2022).

A ativacdo desses PRRs nas CDs e macrofagos desencadeia uma cascata de
sinalizacdo intracelular complexa, envolvendo a ativacdo de quinases, como as
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) e a fosfoinositideo 3-quinase
(PI3K) (BARICHELLO et al.,, 2022). Essas vias de sinalizagdo convergem na
translocacao do fator de transcricdo NF-kB para o nucleo, onde ele induz a expressao
de genes que codificam citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-1p (IL-18), fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) (LIU et al., 2022).

As citocinas proé-inflamatérias desempenham papeis fundamentais na
fisiopatologia do choque séptico. A IL-13 e o TNF-a, ao se ligarem a seus respectivos
receptores, ativam a via do NF-kB em outras células, amplificando a resposta
inflamatdria (ZHU et al., 2022). Esses mediadores também estimulam a producéo de
outras citocinas, como a interleucina-8 (IL-8) e quimiocinas, que sdo responsaveis
pelo recrutamento e ativacdo de células efetoras, como os neutrdéfilos (ZHU et al.,
2022).

Além disso, as citocinas pro-inflamatorias ativam as células endoteliais,
desencadeando uma série de eventos bioquimicos que contribuem para a disfuncéo
vascular. Essas células, ao serem estimuladas por IL-1B e TNF-a, aumentam a
expressdo de moléculas de adesdo, como as selectinas (P-selectina e E-selectina) e
as integrinas (ICAM-1 e VCAM-1), facilitando a migracdo de leucécitos para os tecidos
(JACOBI et al., 2022).

As citocinas pro-inflamatérias também induzem a ativagdo da enzima oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS), resultando em aumento da produgéo de 6xido nitrico
(NO). Esse vasodilatador potente contribui para a hipotenséo caracteristica do choque
séptico, por meio da ativacdo da guanilato ciclase soltuvel e do consequente aumento
dos niveis intracelulares de GMPc (ZHU et al., 2022). Adicionalmente, a ativacédo das
células endoteliais leva a expressdo de fator tecidual, ativando a cascata de
coagulagéo. Isso resulta na formagcéo de microtrombos, que agravam a disfuncao
vascular e a lesdo de 6rgaos (BARICHELLO et al., 2022).
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Paralelamente a esses eventos, ocorre a ativacdo do sistema complemento,
uma via enzimatica que desempenha um papel importante na fisiopatologia do choque
séptico (HUANG et al., 2020; ZHU et al., 2022). A ativagdo do complemento, via
cldssica (anticorpos), via alternativa (PAMPS) ou via das lectinas, gera peptideos
vasoativos, como o C3a e Cbha, que contribuem para a vasodilatacdo, o aumento da
permeabilidade vascular e o recrutamento de leucocitos (MUNROE et al., 2023). Além
disso, a ativacao do sistema complemento leva a formagédo do complexo de ataque a
membrana (MAC), que pode causar lise celular direta, agravando a disfung&o vascular
e a lesdo de orgaos. Essa ativacdo do complemento esta intimamente relacionada a
ativacdo da cascata de coagulacdo, observada no choque séptico (BARICHELLO et
al., 2022; ZABOCK et al., 2023).

Outro aspecto fundamental na fisiopatologia do choque séptico é o estresse
oxidativo. A ativacdo do sistema imune inato leva a um desequilibrio entre a producao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (RNS), como o anion superoxido
(O2--), o perbxido de hidrogénio (H202) e o 6xido nitrico (NO), e os mecanismos de
defesa antioxidante, como as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidase (JABOCI et al., 2022). Esse estresse oxidativo causa danos
diretos a estruturas celulares, como lipidios, proteinas e acidos nucleicos, contribuindo
para a disfuncdo organica (LIU et al., 2022). As ROS e RNS podem inativar enzimas-
chave, como as enzimas da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
prejudicando a producdo de ATP (HUANG et al., 2020; ZARBOCK et al., 2023). Além
disso, 0 estresse oxidativo ativa vias de sinalizacéo intracelulares, como o fator de
transcricdo Nrf2, que regula a expressdo de genes relacionados a resposta
antioxidante, em uma tentativa de contra regulagéo desse desequilibrio (DOMINGUINI
et al., 2022).

A resposta inflamatéria exacerbada, juntamente com o estresse oxidativo,
contribui para o desenvolvimento de disfungdo mitocondrial. As mitocondrias, que sao
essenciais para a producédo de energia celular, tornam-se disfuncionais devido ao
ataque das ROS e RNS, resultando em uma producdo inadequada de ATP
(DOMINGUINI et al., 2022). Essa disfuncdo energética € um dos fatores chave para a
faléncia de mudltiplos 6rgdos observada no choque séptico (LIU et al.,, 2022;
BARICHELLO et al., 2022).
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A permeabilidade vascular aumentada, induzida pelas citocinas proé-
inflamatorias e pelo estresse oxidativo, resulta na perda de fluidos e proteinas do
compartimento intravascular para o intersticio, levando a hipovolemia relativa
(MUNROE et al., 2023; ZHU et al., 2022). Essa perda de fluidos é agravada pela
vasodilatacdo generalizada mediada pelo NO, contribuindo para a hipotenséo e

choque circulatério caracteristicos do choque séptico (MUNROE et al., 2023).
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3. INFLAMASSOMA NLRP3

Inflamassomas sdo complexos multiproteicos que trabalham na regulacéo da
imunidade inata por via de sinaliza¢des. Sdo compostos pela proteina NLR, proteina
adaptadora ASC e a enzima pro-caspase-1, que trabalham em conjunto como um
mecanismo de defesa do organismo. Atuam como sentinelas vigilantes no interior das
células, prontos para defender o corpo contra invasores e células danificadas.
(FERREIRA et al., 2020).

Um dos inflamassomas mais estudados tem sido o NLRP3, que tem se
mostrado como um grande ativador de caspases alternativas que levam a piroptose,
gue é a morte celular induzida por infeccdo (DOMINGUINI et al., 2022). Apesar do seu
importante papel no sistema imune, sua ativacdo exagerada pode levar ao
aparecimento de doencas autoimunes, inflamacéo crdnica, danos teciduais e morte
celular (FERREIRA et al., 2020).

Este inflamassoma esta ligado a diversas condicfes clinicas, como tumores,
doencas neurodegenerativas e inflamacdes. Ele vem se tornado um alvo de estudos
principalmente pela possibilidade de ser ativado de diferentes maneiras, e a busca é
por elucidar todos os seus meios de estimulos, que até entdo nao foram totalmente
esclarecidos (KELLEY et al., 2019). A maior parte dos inflamassomas séo ativados
por meio de mecanismos especificos, mas o0 NLRP3 pode ser ativado devido a varios
estimulos nédo correlacionados, como K+, Cl -, Ca 2+, destrui¢cdo lisossomal, disfuncéo
mitocondrial e alteracBes metabdlicas (ZHANG et al., 2023).

A ativacdo canodnica desse inflamassoma na sepse ocorre em duas etapas:
priming e ativagdo. S&o liberados padrées moleculares associados a patdogenos
(PAMPs) e padrbes moleculares associados a danos (DAMPS), estes séo percebidos
por receptores de reconhecimento de padroes (PRRs). Isso ativa as vias de
sinalizagédo do NF-kB (VIGNERON et al., 2023).

Apés isso vem o0 estagio de ativacdo, onde fatores como efluxo de K +,
sinalizacao de Ca 2+, espécies reativas de oxigénio (ERO), disfungdo mitocondrial e
dano lisossomal podem ativar o inflamassoma NLRP3. Apds ativado, o NLRP3 recruta
a proteina adaptadora, que por sua vez recruta a pro-caspase-1. Posteriormente, a
pro-caspase-1 ativa a clivagem de pro-IL-18 e pré-1L-18 em IL-1p e IL-18 e também a

gasdermina citoplasmatica D (que permite a criacdo de poros na membrana),
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desencadeando a morte celular por meio da piroptose; dessa forma, ha liberacdo de

citocinas e inicio da cascata inflamatoria (ZHANG, 2023).

Figura 3: mecanismos de ativacédo do inflamassoma NLRP3 (vias canénicas, ndo canbnicas e

alternativas).
Canonical activation pathway Noncanonical AlteiTialive
activation pathway activation pathway
Prisning Mlage 5 Activation slage
PP i
e o K" ATF K* cr L_.}' Gram:negative LPE
p : ; : batleria SE,
| [ww oo f N
: nsd |} sesss sssssssousse L
TLR THFR IR TRIF
L TR ca® o !
Jiis Mat l
Ll S5 s
| mDHA
g e T | RIFK1
4o Iysasemal !
s HLAE " -— damage - FADS
m 1T pro caspase-11 [mice) caspase-B
ABC| o0 pro caspase-415 (humans)
I ‘e (o] /
= | ¥
. MLAP3 ll
RN . inflammasame attr é% '{:-ﬁh# g da
HLRP3 : S caspased I
pre BL-1p ; g | caspase-11 ;
pro L8 Coprell-p mmme & I CHSpESH-4S activa 3
peolls [EH NLRP3 e
inflammasoma
I GEDND “‘L GEOMOMNT i
I ) | I
""" - 2 - i B . e ’ . pas P
din 1 K otz 1 il
ol =a il % ~pyroplosis
_n'ml_tt.oll_l_ :s . pyraptosiu- g * v

Fonte: Med. Quimica. 2023.

A ativacdo ndo canbnica é feita diretamente pelas caspases-4 e -5 que
reconhecem os lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas e ja inicia a clivagem
de gasdermina D; a criacao de poros na membrana leva a piroptose e liberacao de IL-
18 e IL-18 (VIGNERON et al.,, 2023). Ja a via alternativa de ativacdo deste
inflamassoma é especifica de mondcitos humanos e suinos, e ativa por meio de TLR4
— TRIF — RIPK1 — FADD — CASP8, ndo dependendo do fluxo de potassio ou da
piroptose; sendo que esse mecanismo ainda é um intenso alvo de pesquisas, visto

que nao é totalmente compreendido (ZHANG, 2023).
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3.1.PAPEL DO INFLAMASSOMA NLRP3 NO CHOQUE SEPTICO

O inflamassoma NLRP3 é ativado durante a fase aguda da sepse por meio de
mondcitos, neutrofilos e em alguns subconjuntos de células dendriticas. Apesar do
seu papel protetor ao organismo, quando presente em altos niveis no mesmo, o
inflamassoma possui um papel nocivo. Conforme citado por Vigneron et al. (2023)
apud Lu et al. (2017), conforme observado a reducdo da expressdo de NLRP3,
ocorreu também a diminuicdo de niveis sanguineos de IL-1B e TNF, além de
demonstrar uma parada de progressao da sepse para chogue séptico.

Outro dano causado por essa cascata inflamatéria € a quebra das barreiras
intersticiais e endoteliais no pulméao, o que diminui a complacéncia pulmonar. Também
ocorre o aumento da permeabilidade da camada interna da mucosa do trato
gastrointestinal, o que leva ao extravasamento de bactérias do mesmo, causando
disfuncéo gastrointestinal. Além da lesao renal causada pela diminuicdo da perfusao,
a necrose tubular aguda e o dano microvascular (SHI; TAN; TAN, 2021).

Outro dano perceptivel é a perturbacdo da barreira hematoencefalica,
permitindo com que toxinas e células inflamatérias permeiem no cérebro e causem
estresse oxidativo e neurodegeneracdo. Portanto, ao inibir essa resposta inflamatoria
€ possivel proteger o organismo dos diversos danos celulares causados pela mesma
(SHI; TAN; TAN, 2021).

Durante o choque séptico, observa-se uma reprogramacdo metabdlica
dramatica nos macréfagos, incluindo aumento da glicélise e reducéo do ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) (LUO et al., 2022). Essa desregulacdo metabodlica esta
intimamente relacionada a ativacdo do inflamassoma NLRP3. Enzimas-chave da
glicolise, como HK1 e PKM2, promovem a ativagdo do inflamassoma NLRP3. Além
disso, metabalitos do ciclo de TCA, como citrato e succinato, também modulam a
atividade do inflamassoma NLRP3 (LUO et al., 2022).

Por sua vez, a IL-1p, ativada pelo inflamassoma NLRP3, também desempenha
um papel importante na cardiomiopatia séptica. Camundongos com delecdo de
NLRP3 apresentam menores niveis séricos de IL-1B e sdo protegidos contra a
disfuncdo cardiaca sistélica e diastolica induzida pela sepse (DOMINGUINI et al.,
2022). Além disso, a IL-1B prejudica diretamente a contragdo e relaxamento dos

cardiomidcitos, contribuindo para a disfuncéo miocardica (BUSCH et al., 2021).
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3.2.USO DE INIBIDORES DO INFLAMASSOMA NLRP3 EM SITUACOES DE
CHOQUE SEPTICO

Muitos estudos atuais estdo demonstrando a importancia da inibicdo do
inflamassoma NLRP3, como uma pesquisa referenciada por Vigneron et al. (2023),
‘camundongos tratados com inibidores de NLRP3 apds varios insultos sépticos
exibiram menos lesGes organicas, como lesdo renal aguda, disfungéo cardiaca, leséo
pulmonar aguda, falha hepatica e encefalopatia associada a sepse”.

Alguns tratamentos para condi¢cdes clinicas relacionadas ao inflamassoma
NLRP3 séo direcionados a IL-1B, mas existem consideracbes sobre o possivel
aumento de risco de infec¢cdo que os mesmos causam. Portanto, considera-se mais
interessante utilizar os inibidores que visam especificamente o inflamassoma NLRP3.

Conforme citado por Zhang (2023):

Nos Ultimos anos, os pesquisadores suprimiram o inflamassoma NLRP3
através de vérios alvos, explorando suas complexas vias de sinalizacao,
incluindo a etapa inicial da ativagdo do inflamassoma NLRP3, o contetdo de
K +, Ca 2+, Cl - e EROS no microambiente, a montagem de NLRP3 o
inflamassoma e clivagem de GSDMD.

Entre os inibidores que sé&o alvos frequentes de estudos estéo os inibidores de
TLR4, uma importante proteina que, combinada com seu respectivo ligante, pode
iniciar a cascata de sinalizacédo intracelular que estimula as citocinas pro-inflamatérias,
portanto € responsavel também pela modulacédo da inflamacdo e a expressao de
NLRP3. Como exemplos de medicamentos inibidores de TLR4, temos o TAK-242 ou
resatorvid. Porém, MCC950 tem sido alvo de inimeros estudos por conseguir inibir e
diminuir a expresséao do inflamassoma de diferentes maneiras (ZHANG, 2023).

Uma etapa muito importante no processo de ativacdo desse inflamassoma € o
efluxo de potassio, que faz com que NEK7 e NLRP3 formem um complexo; além de
também ser responsavel pela oligomerizacdo de ASC, que cria particulas de ASC.
S&do nessas particulas que o NLRP3 se associa, juntamente com a pro-caspase-1, a
fim de formar o inflamassoma. Alguns estudos relatam que o medicamento MCC950
pode ter potencial de inibir a interacéo entre NEK7 e NLRP3, apesar dessa informacao
nao estar completamente confirmada ainda (LI et al., 2022).

Uma das fungBes do MCC950 é inibir a oligomerizagdo do ASC; sendo que ele

também € responsavel por interagir diretamente com as conformacfes ativas e

inativas do NLRP3, sendo que seu alvo é a particula de sequenciamento Walker B. O



29

medicamento também é um antagonista de IL-1B e antagonista de liberagdo de
citocinas, diminuindo a inflamacéo presente na sepse e em outras doencas (LI et al.,
2022).

Segundo Li et al. (2022), o medicamento também vem sido apontado por
pesquisas como responsavel por reduz a maturacao e a liberacéo de IL-1B ao inibir a
ativacdo do inflamassoma NLRP3, sendo que sua eficacia no combate de outras
patologias como doencas autoimunes, doencas cardiovasculares e doengas
metabolicas também vém sido comprovada. Além disso, a inibicdo de NLRP3 por
MCC950, bem como a deficiéncia de NLRP3 ou ASC diminuiu os niveis de TAT, PAI-
1, PT, dimero D e TF no sangue, prejudicando a formacao de trombos e deposicdo de
fibrina, bem como diminuiu a expressédo de TF no figado e pulmédo na coagulacdo
induzida por endotoxina, mas nao na deficiéncia de caspase-11, o que pode ser bom

durante o choque séptico (SHI et al, 2022)
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4. OBJETIVOS

4.1.OBJETIVO GERAL

Avaliacdo dos efeitos da inibicdo do inflamassoma NLRP3 no processo de
desenvolvimento do choque séptico e o seu envolvimento com as alteracbes

imunoquimicas em ratos Wistar adultos submetidos a modelo de choque séptico.

4.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliacdo da pressao arterial média e sua oscilacdo em 0, 3, 6, 12, 48 e 72h apos
a inducao do choque séptico de ratos Wistar adultos submetidos ao choque séptico
pelo modelo de CLP e tratados com inibidor de NLRP3 e reposi¢éo volémica;

B) Andlise dos niveis de lactato em 0, 3, 6, 12, 48 e 72h ap6s a inducao do choque
séptico de ratos Wistar adultos submetidos ao choque séptico pelo modelo de CLP e
tratados com inibidor de NLRP3 e reposicéo volémica;

C) Avaliacao dos niveis de IL-1pB, IL-18, IL-6 e IL-10 apds 72 horas de choque séptico
nos tecidos do hipocampo, cortex pré-frontal, coracéo, rim, pulmao e figado de ratos
Wistar adultos submetidos ao choque séptico pelo modelo de CLP e tratados com
inibidor de NLRP3 e reposi¢éo volémica,

D) Quantificacdo dos niveis intracelulares de espécies reativas ao oxigénio apds 72
horas de choque séptico nos tecidos do hipocampo, cértex pré-frontal, coracao, rim,
pulméo e figado de ratos Wistar adultos submetidos ao choque séptico pelo modelo
de CLP e tratados com inibidor de NLRP3 e reposicéo volémica;

E) Avaliagdo da expressdo de NLRP3 apos 72 horas de choque séptico nos tecidos
do hipocampo, cortex pré-frontal, coracdo, rim, pulméo e figado de ratos Wistar
adultos submetidos ao choque séptico pelo modelo de CLP e tratados com inibidor de

NLRP3 e reposi¢éo volémica.
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5. METODOLOGIA

5.1.TIPO DE ESTUDO

A abordagem da pesquisa foi quantitativa, sendo esse um meétodo que se
caracteriza pelo emprego da quantificacdo tanto nas modalidades de coleta de
informacdes, quanto no tratamento delas por meio de técnicas estatisticas, também
representa a intencdo de garantir a precisao dos resultados, evitando distor¢des de
andlise e interpretacdo (RICHARDSON et al., 1999).

A pesquisa realizada foi do tipo exploratéria, que permite ao investigador
aumentar sua experiéncia em torno de um determinado problema. Consiste em
explorar tipicamente a primeira aproximagcdo de um tema e visa criar maior
familiaridade em relagéo a um fato ou fenémeno (LEOPARDI, 2002, p.119). A mesma
se deu de forma experimental, que esta relacionado diretamente a variaveis
relacionadas com o objeto de estudo e tem como finalidade testar hipoteses, gerando

um controle laboratorial sobre as variaveis.

5.2. LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Fisiopatologia Experimental da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, UNESC, Criciima, Santa Catarina, Brasil.
Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica em Pesquisa no
Uso Animal (CEUA/UNESC), sobre o numero 53/2021.

5.3.AMOSTRA EXPERIMENTAL

O modelo animal é imprescindivel neste estudo visto a necessidade de
compreensao dos mecanismos fisioldgicos envolvidos do choque séptico, tanto no
sistema nervoso central como também nos Orgaos vitais, o que nao poderia ser
reproduzido na sua complexidade de interacdo entre células e estruturas em culturas
de células ou outros métodos alternativos. Nosso conhecimento sobre as alteragfes
fisiopatolégicas que ocorrem no sistema nervoso central e em certos 6rgaos vitais

apos o choque sepse ainda sao poucas (MEMIS et al., 2007; YANG et al., 2015).
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Os animais foram submetidos ao modelo de sepse por ligacédo e perfuracao
cecal (CLP), pois esse modelo é tido como padrdo ouro dos modelos atualmente
validados para inducdo de sepse, por reproduzir tipicamente as mudancas
fisiopatoldégicas observadas em pacientes sépticos (DEJAJER et al.,, 2011). A
utilizacao deste modelo é indispensavel para a elucidacéo da fisiopatologia da sepse,
sendo requisito indispensavel ao desenvolvimento da pesquisa, visto que o estudo
propde a avaliagdo da resposta sistémica do individuo, a doenca e ao tratamento
proposto, o que ndo viabiliza a utilizagdo de modelos in vitro. Optamos pelo uso de
ratos baseado nas similaridades dos sistemas fisioldégicos dessa espécie aos seres
humanos, e, portanto, a substituicdo desses animais por outros ndo vertebrados nao
€ capaz de responder as perguntas propostas nesse tipo de experimentacao.

Dar-se-a preferéncia a ratos Wistar machos da espécie (Rattus norvegicus), por
seu maior peso corporal tornando possivel a coleta de uma quantidade maior de
material biolégico e pouca alteracéo no ciclo hormonal, quando comparados a fémeas,
visto que estudos anteriores com modelos de inflamacéo aguda mostram que fémeas
de Wistar possuem contagens de leucdcitos totais, neutrofilos, e mondcitos
diminuidas, indicando uma possivel acdo supressora e imunomodulatoéria do estradiol
(LAZZARETTI et al., 2008), caracteristica essa que pode interferir diretamente nos
resultados obtidos. Deu-se preferéncia a ratos de 2 a 3 meses de idade e provenientes
de lotes que apresentem tamanho uniforme, produzidos em colbnias fechadas,
procedimento este feito pelo biotério da instituicdo, na tentativa de se obter melhores
resultados para esta pesquisa mantendo o conforto dos mesmos.

Para o calculo amostral foram analisados estudos prévios em modelos animais,
para uma diferenca de até 20% nos parametros a serem analisados entre 0s grupos,
com uma variancia de no maximo 10% entre as médias. Calculou-se um tamanho de
amostra de 7 animais por grupo para os testes bioquimicos. Um fator que deve ser
levado em conta no célculo amostral é que a induc¢do do choque séptico pode causar
a morte de 50% dos animais, entdo no grupo sepse, foi acrescentado essa
porcentagem no n amostral dos grupos. Sendo assim, um n total de 30 ratos wistar,

machos com 60 dias, pesando entre 250-300g.
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5.4.DESENHO DO ESTUDO

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais, sham+salina,
sepse+salina e sepse+inibidor de NLRP3. Ao completarem 60 dias de vida, os animais
foram anestesiados e submetidos ao choque séptico através do modelo de ligacdo e
perfuracdo cecal (CLP), com extravasamento de grande quantidade de conteludo
intestinal na cavidade peritoneal. Logo apds, os animais foram submetidos ao
protocolo de ressuscitagdo volémica, que consiste ha manutencédo da sedacao do
animal com 2% de isoflurano (Abbott, Maidenhead, Reino Unido) em ar ambiente e
colocados em uma mesa aquecida para manter a temperatura retal a 37 °C, durante
um periodo de 8 horas.

A fim de aferir a presséo arterial média, foi canulada a artéria carétida através
da uma incisdo local e colocado de um cateter de tubo de PVC de 0,96 mm de
diametro externo (Biocorp Ltd, Huntingdale, Australia). A linha arterial foi conectada
a um transdutor de pressdo (Powerlab; AD Instruments, Chalgrove, UK) para
monitoramento continuo da presséo arterial. Também foi realizado o puncionamento
da veia jugular para a infusdo de salina e para a administragéo do inibidor. O choque
séptico foi estabelecido quando a PAM diminuiu para 25-30% do valor basal.

Quanto constatado o choque séptico, foi entdo realizado a reposi¢ao de solucao
salina (0,9%, 3 mL / kg, 0,1 mL / min) em todos 0s grupos experimentais, no entanto,
no grupo CLP + inibidor NLRP3, além da salina, recebeu uma unica injecéo
intravenosa de MCC950 na dose de 3mg/Kg. ApGs 72 horas do choque séptico, os
animais foram eutanasiados e mortos para a remoc¢ao das estruturas cerebrais
(hipocampo e cortex pré-frontal), coracao, rim, pulmao e soro que foram armazenadas
corretamente a -80°C para futuras analises imunoquimicas. Também foram

analisados os niveis de citocinas e a expressao de NLRP3.
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Figura 4: desenho experimental.
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Fonte: da autora, desenvolvida pelo aplicativo BioRender.com, 2024.

5.5.PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.5.1. Modelo Animal De Sepse

De acordo com Da Silva (2022), a escolha do animal a ser utilizado deve levar
em consideracao as caracteristicas biologicas do mesmo, ja que a sepse induzida no
animal deve apresentar mudancas semelhantes as que ocorrem nos seres humanos;
sendo que o modelo animal proposto € considerado modelo padrdo-ouro para a
inducéo de sepse e choque séptico em roedores. O modelo utilizado consiste em
ligacdo e perfuragdo do cecal (CLP), onde os animais foram anestesiados com
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e submetidos a laparotomia com inciséo
mediana abdominal.

O ceco foi ligado abaixo da juncéo ileocecal com fio seda 3-0 e perfurado com
uma agulha numero 14, gentilmente comprimido até a extrusdo de grande quantidade

do conteudo fecal a fim de gerar um quadro de choque séptico. Os planos cirargicos
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foram fechados e os ratos observados por 8 horas. Todos 0s grupos receberam
suporte basico com a administracao ceftriaxona (30 mg/kg) a cada 6 horas por 72
horas. Como controle foi utilizado animais submetidos a laparotomia, sem ligacéo ou

perfuracao (Sham).

5.5.2. Inibidor Do Inflamassoma NLRP3

O MCC950 é um inibidor potente e altamente especifico de pequenas
moléculas da ativacdo canbnica e ndo canbnica do inflamassoma de NLRP3, foi
avaliado em varias doencas inflamatérias com a participacdo do NLRP3, no entanto,
nao ha estudos suficientes voltado o seu uso em choque séptico. Sera administrado
no grupo séptico tratado a dose de 3 mg/kg de MCC950 (PZ0280 — Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, U.S.A) (dissolvido em 10 mL de PBS) e infusdo intravenosa. Isso sera
administrado em conjunto com a reposic¢ao volémica quando a PAM diminuir para 25-

30% nos animais do grupo sepse-+inibidor.

5.5.3. Avaliacao dos Niveis de IL-1B, IL-18, IL-6 e IL-10

Os niveis das citocinas IL-1B, IL-18, IL-6, IL-10 no hipocampo, cOrtex pré-
frontal, coracédo, rim, pulméao e soro que foram determinados através do kit comercial
pela técnica de ELISA (ELISA Sanduiche, através dos kits da Peprotech®). As
amostras foram homogeneizadas em tampdao fosfato salina (PBS). Foi adicionado
primeiramente o diluente em cada poco e posteriormente a amostra, padrao ou
controle. Em seguida, a placa foi coberta e incubada por 2 horas a temperatura
ambiente. ApoOs a incubacao, as placas foram lavadas com tampéao de lavagem. IL-
1B, IL-6, IL-10 e IL-18 foram acrescentados em cada po¢o e novamente incubados
por 2h a temperatura ambiente. Depois de lavadas, adicionou-se solu¢éo de substrato
em cada poco e incubada por mais 30 min, a temperatura ambiente. Depois da
incubacéo, foi adicionada solucéo stop para parar a reacdo. A densidade Optica foi

lida em comprimento de onda de 450 nm.
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5.5.4. Mensuracao da Quantidade de Espécies Reativas de Oxigénio

A producdo de ERO intracelular foi detectada usando o composto de
permeacdo de células nao fluorescentes, diacetato de 2'7'-diclorofluoresceina (DCFH-
DA). O DCFH-DA é hidrolisado pelas esterases intracelulares em diclorofluorescina
(DCFH). Essa molécula ndo fluorescente € entdo oxidada a diclorofluorescina
fluorescente (DCF) pela acdo de oxidantes celulares. As amostras foram
homogeneizadas e tratadas com DCFH-DA (10 uM) por 30 min a 37 -C. Apds a
exposicdo ao DCFH-DA, foram adicionadas em PBS com Triton X-100 0,2%. A
fluorescéncia foi medida em um leitor de placas (Spectra Max GEMINI XPS, Molecular
Devices, EUA) com excitacdo a 485 nm e emissao a 520 nm e o0s valores expressos

como unidades de fluorescéncia/ug de proteina.

5.5.5. Mensuracao das Proteinas Totais

As mensuracfes das proteinas totais foram determinadas pelo método de
Lowry (1951) e a albumina sérica bovina utilizada como padréo. Para a realizacao da
técnica, utilizou-se 10 pL do tecido homogeneizado, o qual foi adicionado o reativo C
(composto de uma mistura de hidroxido de sddio 0,1 molar, carbonato de sddio 2%,
mais sulfato cuprico e tartarato de sddio/potassio). Logo apos foram adicionados aos
pocos o Folin e a leitura deu-se em espectrofotometro em um comprimento de onda
de 700nm.

5.5.6. Western Blotting

Para realizar a imunotransferéncia de NLRP3 nas estruturas, as amostras
foram homogeneizadas em tampé&o Laemmli (TrisHCI 62,5 mM, pH 6,8, 1% (p / v) de
dodecilsulfato de sédio (SDS), 10% (v / v) de glicerol) e quantidades iguais de proteina
(30 pg / poco) foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) e transferidas eletricamente para as membranas
de nitrocelulose. A eficiéncia da transferéncia eletrénica foi verificada por coloragéo
com Ponceau, e a membrana sera entdo bloqueada em solucao salina tampao Tris-
Tween (TTBS: Tris HCI 100 mM, pH 7,5, contendo NaCl a 0,9% e Tween 20 a 0,1%)

com albumina a 5%. As membranas foram incubadas durante a noite a 4 °C com
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coelho monoclonal NLRP3 (1: 1000). A IgG anti-coelho secundéaria foi incubada com
a membrana por 2 horas (1: 10000). A imunorreatividade foi detectada por
quimioluminescéncia utilizando ECL. A analise densitométrica dos filmes foi realizada

no software ImageJ v.1.34.

5.5.7. Descarte E Destino Das Amostras Apos Experimentacao

Apls a morte dos animais, os mesmos foram acondicionados em sacos
identificados como “lixo infectante” (no maximo 20 animais por saco) e levados ao
freezer de residuos localizado no Biotério da mesma Instituicéo.

As carcacas foram recolhidas conforme procedimento interno padrédo do
Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os residuos tratados
fisicamente e posteriormente encaminhados para disposicao final em aterro sanitério.
Todos os procedimentos foram realizados conforme RDC n°® 306/2004 da ANVISA

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

5.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de Shapiro-
Wilk e para homogeneidade usando o teste de Levene. Para os dados normais e
homogéneos, foram utilizados testes paramétricos que consistiram em média + EPM
e analisados por ANOVA, seguido de teste post hoc Tukey. Em todas as
comparacdes, p<0,05 foi considerado significativamente estatistico. Todas as analises
foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social Science
(SPSS) versao 20.0 e GraphPad Prism verséo 10.0.
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6. RESULTADOS

6.1. CONFIRMAGCAO DO CHOQUE SEPTICO

Para a confirmacdo do choque séptico foi realizada a analise dos valores da
Presséao arterial Média (PAM) e sua variacao e verificacdo dos niveis de lactato. Com
a monitorizacdo continua, foi constatado o desenvolvimento do choque séptico seis
horas apds o procedimento de inducdo da sepse, isso foi observado com a queda da
PAM caracteristico um quadro de choque nos grupos sépticos quando comparados
ao grupo controle. Apés a confirmacdo do choque, ao aplicar a reposi¢cao volémica
proposta na clinica para a sepse no grupo CLP+RV e o tratamento clinico associado
ao inibidor no grupo CLP+RV+MCC950, observou-se a estabilizacdo da PAM. Foi
possivel ainda observar que o grupo CLP+RV, nos tempos de 12, 24 e 48hs apdés a
inducdo da sepse permaneceram em situacdo de choque, resultado em uma baixa
PAM, enquanto o grupo que recebeu o medicamento inibidor (CLP+RV+MCC950) ndo
apresentou mais quadros de hipotenséo.

Figura 5: valores da Pressao Arterial Média (PAM).
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Fonte: da autora, 20241.

!: representacdo gréafica dos valores e variagdes da Pressdo Arterial Média (PAM) no tempo de 72h
apos o choque séptico e com a administracdo de MCC950. PAM em mmHg. As linhas representam a
média + EPM de cada item ao longo do tempo investigado, 0, 3, 6, 12,14, 48 e 72 hs sendo a diferenca
estatistica calculada através do teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Tukey. Foi

considerado significativo para valor de *p < 0,05 e #p<0,05 ao grupo CLP+RV.
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Ainda para realizar a confirmacdo do choque séptico, foram analisados 0s
niveis de lactato nos grupos experimentais. Sendo possivel constatar um aumento
significativo dos niveis de lactato em seis horas apés o procedimento de inducéo do
choque séptico. Apos esse periodo, ao iniciar o tratamento com reposi¢cao volémica
no grupo CLP+RV e no grupo tratamento com reposicdo volémica associada ao
inibidor (CLP+RV+MCC950), percebe-se uma diminuicdo dos niveis de lactato nesse
altimo grupo, assemelhando-se ao grupo Sham no tempo de 72hs apés a indugéo do
choque séptico.

Figura 6: valores de lactato.
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Fonte: da autora, 20242.

2: Representagdo gréafica dos valores e variagdes dos niveis de lactato no tempo de 72h apds o
choque séptico e com a administracdo de MCC950. Lactato em mmol/L. As linhas representam a
média + EPM de cada item ao longo do tempo investigado, 0, 3, 6, 12,14, 48 e 72 hs sendo a diferenca
estatistica calculada através do teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Tukey. Foi

considerado significativo para valor de *p < 0,05 e #p<0,05 ao grupo CLP+RV.

6.2. EXPRESSAO DE NLRP3

Foi realizada a avaliacdo da expressédo de NLRP3 apo0s 72 horas de choque
séptico nos tecidos do hipocampo, cortex pré-frontal, coragcéo, rim, pulméo e figado.
Como resultados, foi possivel observar um aumento da expressdo desse
inflamassoma nos grupos experimentais que foram submetidos ao choque séptico
pelo modelo CLP+RV em comparacdo ao grupo Sham, em todas as estruturas
analisadas. No entanto, ao comparar 0 grupo controle e ao grupo que recebeu

tratamento com inibidor MCC950 n&o foram encontradas alteragbes significativas.
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Interessantemente, ao comparar o grupo CLP+RV+MCC950 com o0 grupo que
recebeu apenas reposicdo volémica, pode-se observar uma diminuicdo desse

inflamassoma em todas as estruturas analisadas.

Figura 7: expresséo de NLRP3.
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Fonte: da autora3, 2024.

3: Representagdo gréafica dos valores da expresséo do inflamassoma NLRP3 no tempo de 72h ap6s o
choque séptico e com a administracdo de MCC950. NLRP3 em pg/mg no conteldo total da proteina.
As barras representam a média =+ EPM, sendo a diferenga estatistica calculada através do teste de
ANOVA de uma via seguido do post hoc de Tukey. Foi considerado significativo para valor de *p < 0,05,
**n<0,005, ***p<0,0005 e ****p<0,0001.

6.3.CITOCINAS INFLAMATORIAS

Quanto aos niveis de IL-1B, apds o tempo de 72 horas, o grupo CLP+RV
apresentou maiores niveis desta citocina nas estruturas de cortex frontal, coracdo e
pulmdo quando comparado ao grupo Sham; ndo foi observado um aumento
significativo dessa citocina nos tecidos renal, hepatico e no hipocampo quando
comparamos esses mesmos grupos. Ja no grupo CLP+RV+MCC950, ocorreu uma
diminuicdo dessa citocina nos tecidos de cértex frontal, hipocampo, coracao, pulméao
e rim quando comparado ao grupo CLP+RV, resultado esse que néo foi observado

em tecido hepatico.
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Figura 8: niveis de IL-1B.
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Fonte: da autora*, 2024.
4 Representacdo grafica dos niveis da citocina IL-IB nas estruturas do cértex frontal, hipocampo
coracéo, pulmao, rim e figado no tempo de 72h ap6s o choque séptico e com a administragdo MCC950
Os niveis de IL-718 em pg/mg no conteldo total da proteina. As barras representam a média + EPM,
sendo a diferenca estatistica calculada através do teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de
Tukey. Foi considerado significativo para valor de *p < 0,05, **p<0,005, ***p<0,0005 e ****p<0,0001.

Ao analisar os niveis de IL-18, foi possivel observar um aumento nos niveis
desta citocina nos tecidos de cortex pré-frontal, hipocampo, coracéo, pulméo, rim e
figado no grupo CLP+RV, quando comparado ao grupo Sham. Ao analisar o grupo
gue recebeu o inibidor MCC950 (CLP+RV+MCC950), foi avaliado uma diminuicdo dos
niveis desta citocina nas estruturas de coracao, pulmao e figado quando comparados
ao grupo CLP+RV, sendo que os tecidos de cértex frontal, hipocampo e rim néo

obtiveram diferencas significativas.
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Figura 9: niveis de IL-18.
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Fonte: da autora®, 2024.
5. Representagdo grafica dos niveis da citocina IL-I8 nas estruturas do cortex frontal, hipocampo
coracgéo, pulmao, rim e figado no tempo de 72h apés o choque séptico e com a administragdo MCC950
Os niveis de IL-18 em pg/mg no contelido total da proteina. As barras representam a média + EPM,
sendo a diferenca estatistica calculada através do teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de

Tukey. Foi considerado significativo para valor de *p < 0,05, **p<0,005, ***p<0,0005 e ****p<0,0001.

Ao analisar os niveis da IL-6, os animais do grupo CLP+RV apresentaram
maiores niveis de IL-6 no cortex frontal, hipocampo, coragéo, pulméo e rim quando
comparado ao grupo Sham, diferenca essa que nao foi observada no tecido hepatico.
Além do mais, no hipocampo, coracao, pulmao e rim foram observados a diminuicédo
dos niveis desta citocina pro-inflamatéria no grupo CLP+RV+MCC950 quando
comparados ao grupo CLP+RV, sendo que essa diferenca nao foi significativa nos

tecidos de cértex frontal e figado.



Figura 10: niveis de IL-6.
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6. Representacdo grafica dos niveis da citocina IL-6 nas estruturas do cortex frontal, hipocampo
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coracéo, pulmao, rim e figado no tempo de 72h ap6s o choque séptico e com a administragdo MCC950

Os niveis de IL-6 em pg/mg no conteldo total da proteina. As barras representam a média + EPM,
sendo a diferenga estatistica calculada através do teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de

Tukey. Foi considerado significativo para valor de *p < 0,05, **p<0,005, ***p<0,0005 e ****p<0,0001.

Ja na analise dos niveis de IL-10, uma citocina de carater anti-inflamatério,

observou-se, apenas no tecido pulmonar, um aumento de seus niveis no grupo

CLP+RV+MCC950, quando comparados aos grupo Sham e ao grupo CLP+RV.

Figura 11: niveis de IL-10.
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7. Representagdo gréfica dos niveis da citocina IL-10 nas estruturas do cértex frontal, hipocampo
coracgao, pulmao, rim e figado no tempo de 72h ap6s o choque séptico e com a administragdo MCC950
Os niveis de IL-10 em pg/mg no conteldo total da proteina. As barras representam a média + EPM,
sendo a diferenca estatistica calculada através do teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de
Tukey. Foi considerado significativo para valor de *p < 0,05, **p<0,005, ***p<0,0005 e ****p<0,0001.

6.4. PRODUCAO DE ERO

Os animais do grupo choque séptico que apenas receberam a reposicao
volémica (CLP+RV) apresentaram um aumento da producéo de espécies reativas do
oxigénio (ERO) quando comparado ao grupo controle (Sham) nas estruturas do cortex
frontal, hipocampo, coragéo, pulméao, rim; sendo que essa diferenca néao foi observada
no tecido hepético. Ja o grupo CLP+RV+MCC950 apresentou uma reducao
significativa da producdo de ERO quando comparado ao grupo submetido ao choque
séptico e que recebeu apenas reposicao volémica nas estruturas do coértex frontal,
hipocampo, coragdo, pulmdo e rim; sendo que no tecido hepatico ndo houve

diminuicao significativa.

Figura 12: niveis de DCF-DA.
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8: Representacdo grafica da producédo de EROs nas estruturas do cértex frontal, hipocampo coracéo,
pulmé&o, rim e figado no tempo de 72h apés o choque séptico e com a administracdo MCC950 Os niveis

de ERO em fluorescéncia. As barras representam a média * EPM, sendo a diferenca estatistica
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calculada através do teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Tukey. Foi considerado
significativo para valor de *p < 0,05, **p<0,005, ***p<0,0005 e ****p<0,0001.
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7. DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que, seis horas apés a inducdo do choque
séptico, 0os animais apresentaram um quadro de hipotensdo arterial semelhante ao
observado na pratica clinica. Esse fator foi escolhido como critério de confirmacao do
choque devido ao aparecimento rotineiro de hipotensdo arterial refrataria a
fluidoterapia em casos de choque séptico. Apés a inducdo do choque, os grupos foram
tratados com reposicdo volémica utilizando solugédo salina, conforme protocolos
clinicos. Interessantemente, a hipotensdo persiste por até 48 horas nos animais que
receberam apenas a reposi¢ao volémica. De acordo com o estudo de Ferreira et al.
(2024), a hipotenséo induzida pelo choque séptico esta associada a outras alteracdes
hemodindmicas, como taquicardia, reducdo do fluxo sanguineo renal e
hiporreatividade a vasoconstritores.

Acredita-se que tratamentos que vao além da reposicdo volémica podem
garantir melhores desfechos clinicos, principalmente visando-se estabilizar os
parametros hemodinamicos (ZHONG et al., 2024). Quando o choque séptico j& esta
instalado, a estabilizacdo hemodinamica deve ser uma prioridade, pois a falta de
aporte adequado de oxigénio e a troca de substancias entre os tecidos podem levar a
uma faléncia organica fatal, aumentando a mortalidade em pacientes sépticos
(FRAZAO et al., 2024).

A pesquisa de Ferreira et al. (2024) utilizou inibidores de PDE4, como o
roflumilaste, durante a evolugédo do choque séptico, onde foi observado que os niveis
sistémicos de AMPc aumentaram, atenuando o dano hepatico e reduzindo o 6xido
nitrico. No entanto, o tratamento exacerbou a hipotensao e a taquicardia induzidas por
sepse, sem melhorar a hiporreatividade vascular. Nesse mesmo estudo, 0s
pesquisadores concluiram a necessidade de teste de novas moléculas, pois ha
dificuldades em encontrar substédncias que gerem um efeito benéfico na
hemodinamica do choque séptico.

No presente estudo, o MCC950 demonstrou um alto potencial hemodinamico,
pois 0 grupo que recebeu o inibidor apresentou estabilizacdo da PAM, sem
desenvolver novos episédios de hipotensdo durante o periodo agudo do choque
séptico. Em contraste, 0 grupo que recebeu apenas reposicdo volémica, sem
tratamento associado ao inibidor, continuou a apresentar quadros de hipotenséo

arterial caracteristicas de choque séptico apos 12, 24 e 48 horas de inducao da sepse.
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O choque séptico pode induzir cardiomiopatias caracterizadas por depressao
miocardica reversivel, com incidéncia variando de 10 a 70% dos casos (BEESLEY et
al., 2018).

Além disso, os pacientes geralmente apresentam uma fragédo de ejecao inferior
a 50%, com uma reducdo superior a 10% em comparacdo com a linha de base,
resultando em hipotensédo severa (SATO et al., 2016). No entanto, a recuperacao
frequentemente ocorre em duas semanas quando o desfecho é favoravel (WANG et
al., 2021). Adjuvantes como cristaloides, infus6es de inibidores inflamatérios e
mecanismos que afetam a dindmica dos vasos, podem ser eficazes na manutencao
desses processos (BEESLEY et al., 2018; ZHONG et al., 2024).

Embora o manejo clinico das alteragcbes hemodindmicas na sepse
frequentemente inclua o uso de combinacfes de medicamentos como milrinona e
metoprolol, ou bloqueadores B-adrenérgicos, esses tratamentos ndo melhoram
significativamente as taxas de sobrevivéncia devido ao seu efeito inotropico negativo
no miocérdio (LIRA et al., 2014; SATO et al., 2016). Em contraste, o0 MCC950, um
inibidor especifico do inflamassoma NLRP3, tem se mostrado eficaz nas alteragfes
hemodindmicas associadas a sepse.

O mecanismo de acdo do MCC950 estd diretamente ligado ao controle
inflamatorio, inibindo a producéo de IL-1( e reduzindo a permeabilidade vascular. Isso
previne o extravasamento de fluidos, mantendo o volume intravascular e ajudando a
estabilizar a presséo arterial. Estudos de Vigneron et al. (2023) e Zou et al. (2024)
sugerem que a inibicdo do NLRP3 pode atenuar significativamente os efeitos adversos
da sepse, incluindo a hipotenséo, através da modulacdo da resposta inflamatoria e da
manutenc¢ao da integridade vascular.

Nesse cenario de hipotensédo arterial grave, um quadro de hipdxia difusa
instala-se no paciente, e 0 mesmo aciona a via aerObica que produz grandes
quantidades de lactato, outro importante indicador de choque séptico (FRAZAO, et al.,
2024). Apesar de atuar como um importante agente na producdo de energia e no
metabolismo celular, a acidose lactica € um dos principais indicadores da existéncia
de um quadro séptico ou de choque séptico em pacientes, sendo que 0s niveis de
lactato podem ser utilizados como norteadores do inicio do tratamento de reposi¢ao
volémica (GATTI et al., 2021).
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Durante o manejo do quadro séptico, os niveis de lactato podem também atuar
como indicadores de melhora clinica e menor taxa de mortalidade. Como abordado
por Gatti et al. (2021): “evidéncias mostraram que a melhora em cerca de 10% da
depuracéo de lactato foi responsavel por diminuir a taxa de mortalidade em 11% dos
pacientes com diagnostico de choque séptico”.

Em modelos experimentais de sepse, o0 uso de biomarcadores para diagnostico
de prognostico da doenca sdo guias essenciais para 0s estudos clinicos.
Corroborando com a presente pesquisa, Zhai et al. (2017), para animais induzidos a
sepse pelo modelo CLP, niveis de lactato acima de =1,64mmol/L podem indicar o
processo de choque séptico desses animais. Portanto, os niveis de lactato também
foram marcadores utilizados para confirmacdo do choque séptico nos animais
submetidos ao procedimento.

Ao associarmos um medicamento inibidor do inflamassoma NLRP3 ao
protocolo de ressuscitacdo volémica, foi perceptivel o auxilio na melhora clinica
desses animais por meio da estabilizacdo hemodinamica e, por consequéncia dessa
estabilizacdo, diminuicdo dos valores de lactato. Corroborando com essa hipoétese,
estudo de Zou et al. (2024) demonstrou que o MCC950 inibiu significativamente a
liberacdo da enzima lactato desidrogenase e o aumento da secrecao de IL-1f em
células TM4 induzidas por LPS. Nesse mesmo estudo, a inibicdo do choque séptico
pela atenuacdo da resposta inflamatéria mediada pelo MCC950 mostrou-se
importante para a reducdo dos danos teciduais e a melhoria das taxas de
sobrevivéncia.

A expressao de NLRP3 foi quantificada a fim de investigar sua participacdo no
processo de desenvolvimento do choque séptico, por esse inflamassoma ser
repetidamente ligado a diferentes tipos de danos em diversos sistemas durante um
processo infeccioso. Por ser relacionado a um agravamento do quadro séptico,
numerosos estudos vém buscando elucidar o potencial da inibicdo desse
inflamassoma como método de controle inflamatoério (SHI; TAN; TAN, 2021).

No presente estudo, nos tecidos do hipocampo, cortex pré-frontal, coracao, rim,
pulmé&o e figado dos animais, foi observado um aumento dos niveis de NLRP3, porém
o inibidor acabou gerando uma diminuicdo na producdo do inflamassoma. Diminuir
esse inflamassoma também causa um impacto direto no melhor controle dos danos

organicos, o que pode influenciar também no prognostico e na recuperacao de
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pacientes acometidos pelo choque séptico, colocando-se entdo como um consideravel
potencial terapéutico (FU et al., 2024).

O inflamassoma NLRP3 também auxilia na liberagdo de importantes citocinas
pro-inflamatérias. Conforme citado em Danielski et al. (2020), ao interagir com a
proteina ASC, incentivando a ativacdo da caspase-1 que realiza o estimulo da
clivagem de proé-IL-1b e de pro-IL-18, transformando-as em IL-1b e IL-18 maduras, 0
inflamassoma NLRP3 esta sendo diretamente responsavel pela liberacdo dessas
importantes citocinas inflamatérias que causam piroptose, aumentando a inflamacéao
e liberando ainda mais citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-18 e IL-6) como
encontradas no presente estudo.

Essas citocinas sdo responsaveis pela disfuncéo de diversos 6rgaos durante o
processo de choque séptico. Nos pulmdes, as citocinas causam a quebra das
barreiras intersticial e endotelial, levando a um desequilibrio ventilatério que causa a
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). J& no sistema gastrointestinal,
essas citocinas sdo responsaveis por aumentar a permeabilidade da camada interna
da mucosa, o que leva a um extravasamento de bactérias intestinais, resultando na
disfuncéo gastrointestinal (SHI; TAN; TAN, 2021).

Além disso, a atividade do NLRP3, associado com a maturacdo de IL-18 e IL-
1B, séo responsaveis pela diminuicdo da perfuséo renal, causando a necrose tubular
aguda e danos microvasculares; além de poder causar alteracdes nas células
endoteliais que perturbam a barreira hematoenceféalica, levando a entrada de toxinas,
células inflamatorias e citocinas, que por sua vez causam edema cerebral, destruicao
de neurotransmissores e estresse oxidativo, causando encefalopatia séptica (SHI,;
TAN; TAN, 2021; DOMINGUINI et al., 2022).

No presente estudo, os niveis de citocinas IL-1B, IL-18 e IL-6 mostraram que o
grupo que recebeu apenas reposi¢éo volémica apresentou niveis elevados de IL-1B
no cortex frontal, coracdo e pulméao, enquanto o grupo que recebeu o inibidor MCC950
mostrou reducao dessa citocina nesses tecidos, exceto no figado. Para a IL-18, houve
aumento em todos os tecidos analisados no grupo com reposi¢cao volémica, mas o
inibidor MCC950 reduziu seus niveis no coracdo, pulméao e figado, sem diferencas
significativas no cértex frontal, hipocampo e rim.

Em relacéo a IL-6, o grupo com reposicdo volémica teve niveis mais altos no

cortex frontal, hipocampo, coracdo, pulm&o e rim, mas o tratamento com MCC950
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diminuiu esses niveis no hipocampo, coracdo, pulmdo e rim, sem diferencas
significativas no cortex frontal e figado. Conforme citado por Resende (2018), as
interleucinas pré-inflamatérias estéo relacionadas a um pior prognaéstico clinico, visto
que estas citocinas sao responsaveis pelo acarretamento de diversas disfungfes
organicas no paciente séptico; podendo ainda causar alteracdo da consciéncia,
hipotensao, disturbios renais, respiratorios e hepaticos.

A IL-18 pode estar envolvida com o estado de hiperglicemia durante a sepse
(OPAL et al., 2020). Estudos demonstraram que quanto maior a expressao de 1L-18,
menor 0s niveis de glicose e maior 0s niveis de corticosterona no plasma, interferindo
diretamente no metabolismo (YAMASHITA et al., 2017).

A IL-1B, produzida por mondcitos e macrofagos, € um potente mediador do
choque séptico, sendo correlacionada seu aumento com a alta morbidade e
mortalidade, além de induzir o delirium, febre, fadiga muscular (DINARELLO, 2022).
Recentemente, o interesse em inibir essas citocinas como estratégia terapéutica na
sepse levou ao estudo de bloqueadores especificos. Inibidores como o anakinra, um
antagonista do receptor de IL-1B, tém mostrado potencial para atenuar a resposta
inflamatoria e melhorar a sobrevida em modelos experimentais de choque séptico,
melhorando os parametros hemodindmicos, semelhante ao presente estudo
(SHAKOORY et al., 2016).

Além disso, o canakinumab, um anticorpo monoclonal que inibe diretamente a
IL-18, vem sendo investigado como uma abordagem para reduzir a cascata
inflamatoria associada a sepse, pois seu uso reduziu lactato e parametros de danos
hepatico, renal e pulmonar. Acredita-se que a combinacdo de inibidores com outras
terapias especificas, incluindo antagonistas de IL-1B e IL-18, pode representar uma
estratégia promissora para controlar a inflamacao severa observada em pacientes
com choque séptico (NETEA et al., 2021).

Como o MCC950, foram testados em estudos pré-clinicos e demonstraram
capacidade de reduzir a ativacdo dessas citocinas inflamatorias, contribuindo para
uma modulagdo significativa da resposta inflamatoria conforme observado no
presente estudo (OPAL et al., 2020). Em modelos de sepse, o uso do MCC950
resultou em uma diminui¢cdo dos niveis de IL-1B e IL-18, reduzindo a leséo tecidual e
melhorando a sobrevida (HE et al., 2018).
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Uma importante citocina anti-inflamatoria, a IL-10, tem a proposta de ser uma
citocina contra reguladora da resposta imune inata, podendo atuar na parte de inibicao
da sintese das citocinas pro-inflamatorias; realiza também a diminuicédo e duracao do
processo inflamatério no organismo. Essa citocina, apesar de muito benéfica no
controle da cascata inflamatéria, quando presente em excesso no organismo pode
causar imunossupressao e levar ao Obito. O contrario também ocorre, pois a
diminuicdo dessa citocina no organismo leva a uma possibilidade de aumento da IL-
6, 0 que corrobora com sua funcéo anti-inflamatéria, agindo também na reducéo do
dano oxidativo (XU et al., 2019).

A inflamacdo é um dos fatores que leva a uma maior producdo de radicais
livres, que por sua definicdo sdo atomos ou moléculas que possuem elétrons instaveis,
e que quando presentes em excesso no organismo, acabam causando o estresse
oxidativo. As ERO sédo radicais livres extremamente instaveis que resultam do
metabolismo anaerdbico, responsaveis pela degradacdo de estruturas bioldgicas
essenciais para a homeostase do organismo, além de ter o potencial de desenvolver
ou aumentar diversas doencas (VELLOSA, 2021).

Essas espécies reativas do oxigénio, quando presentes no organismo em
niveis basais, auxiliam nos processos de producdo de hormonios, regulacdo de
proteinas e sinalizacéo celular. Porém, a exposicdo prolongada a altos niveis de ERO
pode causar danos a proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, auxiliando no
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e outras
complicacBes pos-choque séptico (YAMACITA, 2014).

As ERO geradas pelas mitocondrias também atuam como gatilhos que ativam
o inflamassoma NLRP3, potencializando assim o desenvolvimento da cascata
inflamatoria observada durante a sepse (DANIELSKI et al., 2020). Portanto, ao avaliar
0 grupo experimental que recebeu reposicao volémica, foi possivel observar um um
aumento da produgcédo de ERO quando o comparamos ao grupo controle nas
estruturas do coértex frontal, hipocampo, coragcdo, pulmao, rim; sendo que essa
diferenca néo foi observada no tecido hepatico. Ja no grupo receptor do medicamento
inibidor, apresentou-se uma reducgéo significativa da produgdo de ERO quando
comparado ao grupo também submetido ao choque séptico e que nado recebeu o

medicamento inibidor.
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Essa diminuicdo das ERO beneficia o sistema imunoldgico e diminui o dano
oxidativo presente no choque séptico. Esse estresse oxidativo surge da ativacao
exacerbada de células imunes, como neutréfilos e macréfagos, que liberam grandes
quantidades de ERO para combater patdogenos, consequentemente o desequilibrio
entre a producdo de EROs e a defesa antioxidante, interfere diretamente nas funcbes
hepaticas, renais, pulmonares, cardiacas e principalmente no SNC.

Essa producdo excessiva acaba provocando danos as células e tecidos do
proprio hospedeiro, intensificando a inflamacdo e favorecendo a disfuncéo celular
(BUTTERFIELD et al., 2021). Danos esses que interferem em lipidios, proteinas e até
mesmo DNA, podendo induzir a morte celular. A peroxidacao lipidica, por exemplo,
compromete a integridade da membrana celular, levando a perda de homeostase e a
morte celular por apoptose (GARCIA et al., 2022).

Esses danos promovem a liberacdo de fragmentos intracelulares que atuam
como padrdes moleculares associados ao dano (DAMPS), que sao reconhecidos por
receptores imunolégicos e amplificam a resposta inflamatéria. Consequentemente,
ocorre uma "tempestade de citocinas", mediada via NLRP3, que agrava o quadro
séptico e aumenta o risco de disfungdo multiorganica, especialmente em 06rgaos
sensiveis ao estresse oxidativo, como pulmées, figado e rins (LOPEZ et al., 2023).

Outro aspecto relevante no desenvolvimento do dano oxidativo durante a sepse
€ a ativacao do inflamassoma NLRP3 ocasionado pelo dano oxidativo (WU et al.,
2020). Essa ativagcdo gera um ciclo vicioso de inflamagéo e estresse oxidativo,
portanto, a inibicdo do inflamassoma NLRP3 e a reducdo do estresse oxidativo tém
sido propostas como estratégias terapéuticas promissoras para mitigar os danos
associados a sepse (HE et al., 2021).

Conforme observado no presente estudo, 0 aumento de citocinas, ERO e de
NLRP3 no sistema nervoso central pode gerar alteragdes no metabolismo celular que
talvez possam ser evitadas com o uso do MCC950. Esses componentes inflamatdrios
sdo capazes de induzir estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, resultando em
mudancas na neurotransmissao (MESSARIS et al., 2004; COMIM et al., 2011).
Estudos observaram que uma elevacédo das citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B3 e
IL-6, nos estégios iniciais da doenca no sistema nervoso central pode causar
disfuncéo cerebral, levando a alteracdes cognitivas subsequentes (COMIM et al.,
2011).
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Além disso, danos oxidativos em proteinas e lipidios, assim como alteracfes
nos mecanismos antioxidantes, foram observados no tecido cerebral, especificamente
no hipocampo e cortex, entre 0 e 96 horas apds a inducdo da sepse por CLP
(BARICHELLO et al., 2023). No entanto, Barichello et al. (2023) demonstrou que esses
danos podem ser revertidos com o uso combinado de n-acetilcisteina (NAC) e
desferoxamina (DFX).

Além dos efeitos observados em modelos animais, ha evidéncias de que
pacientes sobreviventes a sepse podem sofrer de incapacidade cognitiva a longo
prazo, incluindo problemas de memdria, atencdo, concentracdo e perda global da
funcao cognitiva (GORDON et al., 2004; HOPKINS et al., 2005; JACKSON et al., 2004;
TOMASI et al., 2016). Barrichello et al., (2023) destacou em seu estudo que, mesmo
apos a alta hospitalar, muitos pacientes continuam a experimentar déficits cognitivos
ocasionados por lesdes cerebrais, como isquémicas, hemorragias e micro-abscessos.

Além disso, Singer et al. (2016) indicaram que sobreviventes de sepse
frequentemente enfrentam deficiéncias fisicas, psicolégicas e cognitivas de longo
prazo, necessitando de cuidados continuos, o que impacta significativamente seu
contexto social. O estudo utilizou um modelo de doenca de Parkinson em ratos
induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Os pesquisadores descobriram que o
MCC950 reduziu significativamente a ativacao do inflamassoma NLRP3, que por sua
vez diminuiu a expresséo de citocinas pro-inflamatdrias e melhorou os déficits motores
e cognitivo nos ratos.

O tratamento com MCC950 também protegeu os neurdnios da degeneracao
induzida pelo dano oxidativo e pela IL-18 (WANG et al., 2021). Um outro estudo, em
modelo de lesdo cerebral traumatica, tratado com MCC950 reduziu significativamente
a ativacdo do inflamassoma NLRP3, diminuiu a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e atenuou o edema cerebral. Neste mesmo estudo, 0 MCC950 melhorou
a fungéo cognitiva e motora dos camundongos (ZHANG et al., 2020).

Pesquisas iniciais revelaram que os tecidos de orgaos periféricos de animais
sépticos exibiram expressdo aumentada de UCP2 (proteina desacopladora 2) que
esta envolvida principalmente na regulagédo do potencial da membrana mitocondrial,
bem como na geracdo de ERO (HASS et al., 2021; HUANG et al., 2024). Neste mesmo
estudo, com a inibicdo da proteina, foram observados a diminuicdo da piroptose

mediada por NLRP3 e a diminui¢cdo de sua ativacdo, bem como uma melhor resposta
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imunologica a sepse, diminuindo mortalidade e comorbidade (Huang et al., 2024),
corroborando com os presentes achados.

Em um outro estudo utilizando o MCC950 em modelo de sepse, observou que
o inibidor atenuou significativamente a lesdo pulmonar aguda induzida pela sepse,
reduzindo a infiltracdo de neutréfilos, o edema pulmonar e a producao de citocinas
pré-inflamatérias (LI et al., 2020). Além disso, 0 medicamento inibiu a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e diminui a apoptose das células epiteliais alveolares,
melhorando o processo ventilatorio e aumentando a sobrevida (li et al., 2020).

Um outro estudo em camundongos obesos induzidos por dieta rica em gordura
e tratados com MCC950 apresentaram uma resposta melhor a insulina, reduziu a
inflamacé&o no tecido adiposo e no figado, e diminuiu os niveis séricos de IL-1B e IL-
18, além de reduzir a esteatose hepatica (KIM et al., 2019). J4 o tratamento com
MCC950 reduziu a inflamacgéo renal e a fibrose, melhorando a funcdo renal em
camundongos (SILVA et al., 2021).

Figura 13: resumo dos resultados encontrados na pesquisa.
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Fonte: da autora, 2024.
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O MCC950 vem sendo apontado por estudos como um farmaco altamente
potente na inibicdo da ativacdo do inflamassoma NLRP3, sendo que inicialmente ele
foi identificado como um antagonista da IL-1(3 e da liberagao de citocinas, sendo assim
esse medicamento atua diretamente na modulagéo da inflamag&o no choque séptico
(LI'etal., 2022). Estudos sobre os processos de atenuacédo do NLRP3 sdo promissores
para melhorar a sobrevida e recuperacdo de pacientes em UTIs, reduzindo
hospitalizagbes e custos associados, que podem chegar a R$ 3.692.421,00 no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

A enfermagem desempenha um papel vital na gestéo do cuidado, adaptando-
se a novas tecnologias e garantindo um fluxo eficiente (COFEN, 2022). Incentivar
pesquisas de novas terapias € essencial para reduzir a mortalidade por sepse e
melhorar o cuidado dos pacientes (BOTELHO; MARTINS; REIS, 2018). Dentro da
gestdo do cuidado, € necessario reforcar o papel da enfermagem por meio da
mobilizacdo de recursos humanos e materiais, lideranca da equipe, busca por
solugdes, buscando o melhor uso da infraestrutura disponivel, garantindo um bom
fluxo de pessoas; efetivamente gerindo o processo do cuidado como um todo.

A enfermagem é ainda dinamica, moldada pelas novas tecnologias e
descobertas, mas também dotada de autonomia para participar destas (COFEN,
2022). A pesquisa por novos medicamentos e terapias capaz de tratar efetivamente
pacientes com sepse e outras doencgas deve ser amplamente encorajada, buscando
medicamentos que possuam um alto grau de inovacao terapéutica e fomentando
novas acdes e possibilidades na area da tecnologia e pesquisa, visando mudar o
guadro sanitério e a alta mortalidade da sepse no Brasil, ndo somente para aliviar o
sistema financeiro que sofre com os altos gastos para manutencdo de pacientes na
UTI, mas para garantir mais qualidade e integralidade no processo de cuidado desses
pacientes (BOTELHO; MARTINS; REIS, 2018).
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8. CONCLUSAO

O medicamento MCC950 demonstrou-se um potente inibidor do inflamassoma
NLRP3, que por sua vez é responsavel por desencadear uma resposta inflamatéria
perante a diversos estimulos nocivos ao organismo, sendo que sua ativagao
descontrolada pode levar ao desenvolvimento de diversas doencas inflamatorias,
incluindo o agravamento do quadro inflamatorio presente no choque séptico.

Ao inibir a atividade do NLRP3, é possivel reduzir a producdo de moléculas
inflamatoérias, como as citocinas pré-inflamatérias, e consequentemente diminuir a
inflamacéo causada pelos mesmos. De fato, o0 medicamento MCC950 se mostrou
eficiente na reducdo dos niveis de citocinas como a IL-1B, IL-6 e IL-18; também
demonstrou resultados positivos na redugéao do dano oxidativo e da producgéo de ERO
nos tecidos cardiaco, pulmonar, no cértex frontal, hipocampo e renal.

O medicamento foi ainda eficiente de forma aguda por promover a estabilizacao
hemodinamica e reducéo do lactato, podendo evitar o choque séptico. No entanto é
necessario o desenvolvimento de outras pesquisas para corroboracdo dos resultados
obtidos para seu uso clinico, buscando elucidar os meios de ativacdo do inflamassoma
e quais sdo os possiveis efeitos colaterais envolvidos no uso deste e de outros
medicamentos inibidores. Futuramente, o medicamento pode ainda ser testado para
a inibicdo do NLRP3 de forma crénica, visando retardar a progressao de doencas
neurodegenerativas, como o Alzheimer e o Parkinson, ao reduzir a inflamagéo
cerebral.

O medicamento representa uma nova abordagem terapéutica para doencas
inflamatorias cronicas e agudas, sobretudo pode surgir como uma esperancga para
reducado da alta taxa de mortalidade causada pela doenca e diminuicdo das sequelas
deixadas pela mesma, visando levar qualidade de vida e reduzindo traumas

psicoldgicos e fisicos aos acometidos pela doenca.



57

REFERENCIAS

ABREU, Cayo Amaral et al. Choque Séptico: Uma Abordagem Integrada para Manejo
Clinico e Terapéutico. Revista Transdisciplinar Universo da Saude, v. 3, n. 3, 2023.
Disponivel em:
<http://revista.universo.edu.br/index.php?journal=saudeemfoco&page=article&op=vie
w&path%5B%5D=13948>. Acesso em 06 de junho de 2024.

ARAUJO, Joado Vitor Gontijo et al. SEPSE e choque séptico-uso de novos
biomarcadores e inteligéncia artificial para diagnéstico precoce, bem como
perspectivas atuais de tratamento com uso de imunomoduladores. Brazilian Journal
of Development, v. 8, n. 7, p. 52609-59621, 2022. Disponivel em:
<file:///IC:/Users/Usuario/Downloads/admin,+17+BJD++20-
O07+Parceria+DOI+261.pdf>. Acesso em 21 de abril de 2024.

BARICHELLO Tatiana; GENEROSO, Jaqueline; SINGER, M.; DAL-PI1ZZOL, Felipe.
Biomarkers for sepsis: more than just fever and leukocytosis-a narrative review. Crit
Care. 2022 Jan 6;26(1):14. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34991675/>. Acesso em 05 de junho de 2024.

BEESLEY S.J. et al. Septic Cardiomyopathy. Crit Care Med. 2018;46(4):625-34.
Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/29227368/>. Acesso em 29 de
outubro de 2024.

BIASIO, Nicole Trevisol. Sepse e choque séptico em adultos de unidade de unidade
de terapia intensiva: aspectos epidemiologicos e progndsticos. 2019. Disponivel em:
<https://repositorio.ceunsp.edu.br/jspui/handle/123456789/3337>. Acesso em 20 de
abril de 2024.

BOTELHO, Stephanie Ferreira; MARTINS, Maria Auxiliadora Parreiras; REIS, Adriano
Max Moreira. Analise de medicamentos novos registrados no Brasil na perspectiva do
Sistema Unico de Salde e da carga de doenca. Ciéncia & Satde Coletiva, v. 23, n.
1, p. 215-228, 2018. Disponivel em:
<https://www.scielo.br/j/csc/a/RCSfZ37bRIWwWNzpnPMrrM7R/?lang=pt>. Acesso em
17 de outubro de 2024.



58

BRAGA, C. Avaliacdo da resposta imune inata em pacientes adultos com sepse
internados na Unidade de Cuidados Intensivos do Hospital das Clinicas da UFMG
(HC/UFMG). Handle.net, 2014. Disponivel em:
<https://repositorio.ufmg.br/handle/1843/BUOS-B94HQA>. Acesso em 17 de outubro
de 2024.

BUSCH, Katharina et al. Inhibition of the NLRP3/IL-13 axis protects against sepsis-
induced cardiomyopathy. J Cachexia Sarcopenia Muscle. 2021 Dec;12(6):1653-
1668. Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34472725/>. Acesso em 05 de
junho de 2024.

CARVALHO, N. V. de Jomaa,; NAZARIO, N. O. (2024). Tendéncia temporal de
mortalidade por sepse em idoso no Brasil no periodo de 2010-2020. VITTALLE -
Revista De Ciéncias Da Saude, 36(1), 24-33. Disponivel em:
<https://doi.org/10.14295/vittalle.v36i1.15253>. Acesso em 05 de junho de 2024.

COELHO, Marina Melo. Impacto da mobilizacdo precoce na qualidade de vida dos
sobreviventes de sepse. 2019. 43 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisioterapia) -
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2019. DOI
http://doi.org/10.14393/ufu.di.2019.2470. Disponivel em:
<https://repositorio.ufu.br/handle/123456789/28125>. Acesso em 26 de abril de 2024.

DANIELSKI, Lucinéia Gainski et al. O Inflamossomo NLRP3 e seu Papel no
Desenvolvimento da Sepse. Inflamagdo, 24-31 (2020). Disponivel em:
<https://doi.org/10.1007/s10753-019-01124-9>. Acesso em 09 de outubro de 2024.

DA SILVA, Ayrles Fernanda Branddo. MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DA
SEPSE: DA LEGISLACAO A EXPERIMENTACAO CIENTIFICA. Imprensa
Universitaria, 2022. Disponivel em:
<file:///C:/Users/Usuario/Downloads/Modelos%20Animais_%20da%20legislacao%20

a%?20experimentacao%?20cientifica%20(1).pdf>. Acesso em 17 de outubro de 2024.

DA SILVA, Layane Oliveira et al. ANALISE DOS CUSTOS POR INTERNACAO DE
PACIENTES COM SEPSE NO BRASIL DE 2011 A 2020. The Brazilian Journal of
Infectious  Diseases, v. 27, p. 103324, 2023. Disponivel em:



59

<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1413867023005846>. Acesso em
17 de abril de 2024.

DINARELLO C.A. et al. The role of IL-1 in disease and implications for therapy.
Cytokine Growth Factor Rev. 2022. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8439348/>. Acesso em 30 de outubro de 2024.

FERREIRA, Caique LS et al. Interacdo do NLRP3-Inflamassoma com doencas
autoimunes: uma revisdo de literatura. Revista Saude & Diversidade, v. 4, n. 1, p.
14-21, 2020. Disponivel em: <https://revista.ufrr.br/hd/article/view/7519>. Acesso em
21 de abril de 2024.

FERREIRA, G.A. et al. Cardiovascular effects of Roflumilast during sepsis: Risks or
benefits? Eur J Pharmacol. 2024 Nov 15;983:177015. doi:
10.1016/j.ejphar.2024.177015. Epub 2024 Sep 26. PMID: 39332796. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39332796/>. Acesso em 29 de outubro de 2024.

FRAZAO, Luiz Felipe Neves et al. Analise hemodinamica no choque séptico: uma
revisao sobre os preditores de mortalidade em pacientes chocados. Brazilian Journal
of Implantology and Health Sciences, v. 6, n. 4, p. 239-250, 2024. Disponivel em:
<https://bjihs.emnuvens.com.br/bjihs/article/view/1698>. Acesso em 18 de setembro
de 2024.

FU Z. et al. Discovery of Potent, Specific, and Orally Available NLRP3 Inflammasome
Inhibitors Based on Pyridazine Scaffolds for the Treatment of Septic Shock and
Peritonitis. J Med Chem. 2024 Sep 12;67(17):15711-15737. doi:
10.1021/acs.jmedchem.4c01341. Epub 2024 Aug 21. PMID: 39169676. Disponivel
em: <https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.4c01341>. Acesso em 28 de
outubro de 2024.

GARCIA, Pedro Celiny Ramos; TONIAL, Cristian Tedesco; PIVA, Jefferson Pedro.
Choque séptico em pediatria: o estado da arte. Jornal de Pediatria, v. 96, p. 87-98,
2020. Disponivel em:
<https://www.scielo.br/j/jped/a/SKBc7sRvVKMSLM53QYQ7vySF/?lang=pt>.  Acesso
em 20 de abril de 2024.



60

GATTI, Julia Domingues et al. Avaliacdo da hiperlactatemia em pacientes com
diagnéstico de choque séptico. Revista Eletrénica Acervo Saude, v. 13, n. 8, p.
e8507-e8507, 2021. Disponivel em:
<https://acervomais.com.br/index.php/saude/article/view/8507>. Acesso em 13 de
outubro de 2024.

GAUER, Robert; FORBES, Damon; BOYER, Nathan. Sepsis: diagnosis and
management. American family physician, v. 101, n. 7, p. 409-418, 2020. Disponivel
em: <https://www.aafp.org/pubs/afp/issues/2020/0401/p409.htmlI>. Acesso em 27 de
marco de 2024.

GAZEL, Fernando Senra. DESAFIOS E AVANCOS NO MANEJO DA SEPSE: UMA
REVISAO ABRANGENTE A LUZ DAS DIRETRIZES DO ILAS. Repositorio de
Trabalhos de Concluséo de Curso, 2023. Disponivel em:
<https://www.pensaracademico.unifacig.edu.br/index.php/repositoriotcc/article/view/4
108>. Acesso em 21 de abril de 2024.

HASS, Daniel T. et al. Uncoupling proteins in the mitochondrial defense against
oxidative stress. Progress in Retinal and Eye Research, v. 83, p. 100941-100941,
2021. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1350946221000021>.

Acesso em 04 de novembro de 2024.

HUANG B. et al. UCP2 knockout exacerbates sepsis-induced intestinal injury by
promoting NLRP3-mediated pyroptosis. Int Immunopharmacol. 2024 Nov
15;141:112935. doi: 10.1016/j.intimp.2024.112935. Epub 2024 Aug 18. PMID:
39159561. Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/39159561/>. Acesso em
05 de novembro de 2024.

HUANG C. et al. Clinical Features of Patients Infected with 2019 Novel Coronavirus in
Wuhan, China. Lancet. 2020;395:497-506. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31986264/>. Acesso em 05 de junho de 2024.

WANG, Y. et al. MCC950 Attenuates Neuroinflammation Induced by NLRP3 in
Parkinson's Disease. Neurochemical Research, v. 46, n. 5, p. 1242-1253, 2021. DOI:
10.1007/s11064-021-03487-3. Disponivel em:



61

<https://link.springer.com/article/10.1007/s12264-023-01023-y>. Acesso em 04 de

novembro de 2024.

JACOBI, Judith. The pathophysiology of sepsis - 2021 update: Part 2, organ
dysfunction and assessment. Am J Health Syst Pharm. 2022 Mar 7;79(6):424-436.
Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34651652/>. Acesso em 05 de junho
de 2024.

KELLEY N. et al. The NLRP3 Inflammasome: An Overview of Mechanisms of
Activation and Regulation. Int J Mol Sci. 2019 Jul 6;20(13):3328. doi:
10.3390/ijms20133328. PMID: 31284572; PMCID: PMC6651423. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31284572/>. Acesso em 24 de abril de 2024.

KIM, H. J. et al. NLRP3 Inflammasome Inhibition with MCC950 Improves Insulin
Sensitivity and Inflammation in a Mouse Model of Obesity. Scientific Reports, v. 9, n.
1, p. 12345, 2019. DOI: 10.1038/s41598-019-48862-1. Disponivel em:

<https://www.nature.com/srep/>. Acesso em 04 de novembro de 2024.

LEE S. et al. inflammasome deficiency protects against microbial sepsis via increased
lipoxin B 4 synthesis. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 196, 713-726. 2017. Disponivel
em: <https://www.atsjournals.org/doi/10.1164/rccm.201604-08920C>. Acesso em 24
de abril de 2024.

LI H. et al. Therapeutic potential of MCC950, a specific inhibitor of NLRP3
inflammasome. Eur J Pharmacol. 2022  Aug 5;928:175091. doi:
10.1016/j.ejphar.2022.175091. Epub 2022 Jun 14. PMID: 35714692. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35714692/>. Acesso em 26 de abril de 2024.

LI, X. et al. MCC950, a NLRP3 Inflammasome Inhibitor, Attenuates Sepsis-Induced
Acute Lung Injury in Mice. Inflammation, v. 43, n. 2, p. 741-752, 2020. DOI:
10.1007/s10753-020-01262-9. Disponivel em:

<https://link.springer.com/journal/10753>. Acesso em 05 de novembro de 2024.

LINS, Anete Nailane Silva et al. Perfil epidemiologico das internagdes por sepse no
Brasil entre 2017 e 2021. Research, Society and Development, v. 11, n. 11, p.
€592111134048-e592111134048, 2022. Disponivel em



62

<https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/34048>. Acesso em 01 de abril de
2024.

LIRA A, Pinsky MR. Should beta-blockers be used in septic shock? Crit Care.
2014;18(3):304. Disponivel em:
<https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC4057155/#:.~:text=Background,negative%
20inotropic%20and%20hypotensive%20effects.>. Acesso em 29 de outubro de 2024.

LIU et al. Sepsis-induced immunosuppression: mechanisms, diagnosis and current
treatment options. Mil Med Res. 2022 Oct 9;9(1):56. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36209190/>. Acesso em 05 de junho de 2024.

LUO, R.; LI, X.; WANG D. Reprogramming Macrophage Metabolism and its Effect on
NLRP3 Inflammasome Activation in Sepsis. Front Mol Biosci. 2022 Jun 29;9:917818.
Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9276983/>. Acesso
em 05 de junho de 2024.

MACIAS, Jorge Ortiz et al. Caracterizacioén epidemiolégica de pacientes con sepsis y
choque séptico en el Hospital General de zona # 2, Aguascalientes. Repositorio
Bibliogréfico, 2024. Disponivel em:
<http://bdigital.dgse.uaa.mx:8080/xmlui/handle/11317/2993>. Acesso em 05 de
outubro de 2024.

Ministério da Saude, Brasil. Dia Mundial da Sepse: Brasil tem alta taxa de mortalidade
por sepse entre o0s paises em desenvolvimento, 2023. Disponivel em:
<https://www.gov.br/ebserh/pt-br/hospitais-universitarios/regiao-sudeste/hu-
ufjff/fcomunicacao/noticias/2023/dia-mundial-da-sepse-brasil-tem-alta-taxa-de-
mortalidade-por-sepse-dentre-os-paises-em-desenvolvimento>. Acesso em 17 de
outubro de 2024.

MUNROE E. S. et al. Evolving Management Practices for Early Sepsis-induced
Hypoperfusion: A Narrative Review. Am J Respir Crit Care Med. 2023 May
15;207(10):1283-1299. Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/36812500/>.
Acesso em 05 de junho de 2024.



63

NASCIMENTO, D. P. C. do; CUSTODIO, A. D.; ANDRADE , O. V.; SILVA, F. R. A. ;;
MACEDO , L. P. ALTERACOES VASCULARES EM PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE SEPSE: EPIDEMIOLOGIA CLINICA E ASPECTOS DE SAUDE
PUBLICA. Boletim de Conjuntura (BOCA), Boa Vista, v. 16, n. 48, p. 164-179, 2023.
DOI: 10.5281/zen0do.10313649. Disponivel em:
https://revista.ioles.com.br/boca/index.php/revista/article/view/2780. Acesso em: 3
jun. 2024.

NETEA M.G. et al. IL-18 as a therapeutic target in sepsis. Immunol Rev. 2021.
Disponivel em: <https://onlinelibrary.wiley.com/journal/13652567>. Acesso em 30 de
outubro de 2024.

OLIVEIRA, Lara Sousa Cruz de et al. Identificacdo de genes diferencialmente
expressos em pacientes com sepse e a correlacdo com o perfil inflamatério: anélise
in silico de potenciais biomarcadores. 2023. Disponivel em:
<https://repositorio.ufba.br/handle/ri/37806>. Acesso em 17 de outubro de 2024.

OPAL S.M. et al. Role of IL-18 in sepsis-associated inflammatory responses and organ
injury. J Infect Dis. 2020. Disponivel em: <https://academic.oup.com/jid>. Acesso em
30 de outubro de 2024.

PACHECO, Fabiana dos Santos. Envolvimento da via IL-10/IL-10R na resposta
imunoldgica durante o curso da infeccdo pelo Mycobacterium leprae. 2019. Disponivel
em: <https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/43239>. Acesso em 17 de outubro de
2024.

PASCHOAL, Giselle Mota dos Santos. Sepse e choque séptico: aspectos
fisiopatolégicos e a importancia do glicocalix. 2021. Disponivel em:
<https://dspace.uniceplac.edu.br/handle/123456789/641>. Acesso em 20 de abril de
2024.

Portaria n® 1263 do Conselho Federal de Enfermagem, de 30 de agosto de 2022 (BR).
Disponivel em: <https://consultapublica.cofen.gov.br/cofen/30/proposicao>. Acesso
em 17 de outubro de 2024.



64

REIS, Henrique Veloso et al. Choque séptico: diagnostico e uso de norepinefrina e
vasopressina. Revista Eletrénica Acervo Saude, v. 13, n. 3, p. €6986-e6986, 2021.
Disponivel em:  <https://acervomais.com.br/index.php/saude/article/view/6986>.
Acesso em 20 de abril de 2024.

SALOMAO, R. et al. Sepsis: evolving concepts and challenges. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, 52(4), e8595. 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1590/1414-431X20198595>. Acesso em 27 de marcgo de 2024.

SANTOS, Christyan Sannder; NUNES, Carlos Pereira. Sepsis 3: Novas defini¢oes,
aplicabilidade, vantagens e desvantagens. Revista de Medicina de Familia e Saude
Mental, 2 1, n. 1, 20109. Disponivel em
<https://revista.unifeso.edu.br/index.php/medicinafamiliasaudemental/article/view/15
88>. Acesso em 01 de abril de 2024.

SANTOS, Emanuelle de Souza; ZARIFE, André Sant’Anna; ABREU, Cayo Amaral.
Comparacdo dos Choques Séptico, Hipovolémico e Cardiogénico: Fisiopatologia,
Abordagens Terapéuticas e Progndstico. Revista Transdisciplinar Universo da Saude,
V. 3, n. 3, 2024. Disponivel em:
<http://revista.universo.edu.br/index.php?journal=saudeemfoco&page=article&op=vie
w&path%5B%5D=13949>. Acesso em 06 de outubro de 2024.

SATO R. et al. Prevalence and risk factors of sepsis-induced cardiomyopathy: a
retrospective cohort study. Medicine. 2016;95(39):e5031. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27684877/>. Acesso em 29 de outubro de 2024.

SCHRODER, K.; TSCHOPP, J. The inflammasomes. Cell, v. 140, n. 6, p. 821-832,
2010. Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20303873/>. Acesso em 05 de

novembro de 2024.

SHAKOORY B. et al. Interleukin-1B receptor blockade is associated with reduced
mortality in sepsis patients with features of macrophage activation syndrome:
reanalysis of a prior trial. Crit Care Med. 2016. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26584195/>. Acesso em 30 de outubro de 2024.



65

SHI, J. et al. NLRP3 inflammasome contributes to endotoxin-induced coagulation.
Thromb Res. 2022 Jun;214:8-15. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35421682/>. Acesso em 05 de junho de 2024.

SHI, X.; TAN, S.; TAN, S. NLRP3 inflammasome in sepsis (Review). Mol Med Rep.
2021 Jul;24(1):514. doi: 10.3892/mmr.2021.12153. Epub 2021 May 13. PMID:
33982766. Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33982766/>. Acesso em
24 de abril de 2024.

SILVA, Adriane Gomes de Souza; MELO, Carolline Cavalcante de. Sepse. 2024. fls.
276-280. Trabalho de Conclusédo de Curso (Bacharelado em Medicina) — Faculdade
de Medicina, Universidade Federal de Alagoas, Macei6, 2023. Rev. Urgéncias e
Emergéncias Médicas, capitulo 54. S&o Paulo: Sarvier Editora, 2023. Disponivel em:
<https://www.repositorio.ufal.br/handle/123456789/13144>. Acesso em 21 de abril de
2024.

SILVA, A. R. et al. MCC950, um inibidor do inflamassoma NLRP3, melhora a funcao
renal em modelos de doencga renal crénica. Journal of Renal Nutrition, v. 30, n. 2, p.
123-134, 2021. DOI: 10.1016/}.jrn.2020.08.002. Disponivel em:

<https://www.jrnjournal.org/>. Acesso em 03 de novembro de 2024.

SINGER, Mervyn et al. The third international consensus definitions for sepsis and
septic shock (Sepsis-3). Jama, v. 315, n. 8, p. 801-810, 2016. Disponivem em:
<https://jamanetwork.com/journals/jama/article-abstract/2492881>. Acesso em 01 de
abril de 2024.

SIQUEIRA-BATISTA, Rodrigo et al. Sepse: atualidades e perspectivas. Revista
Brasileira de Terapia Intensiva, v. 23, p. 207-216, 2011. Disponivel em:
<https://www.scielo.br/j/rbti/a/gdrF6hVjgcxfY cSLWNxxCQS/#>. Acesso em 01 de abril
de 2024.

VELLOSA, José Carlos Rebuglio et al. Estresse oxidativo: uma introducéo ao estado
da arte. Brazilian Journal of Development, v. 7, n. 1, p. 10152-10168, 2021.
Disponivel em:
<https://ojs.brazilianjournals.com.br/ojs/index.php/BRJD/article/view/23823>. Acesso
em 17 de outubro de 2024.



66

VIGNERON, C.; PY, B. F.; MONNERET, G.; VENETE, F. The double sides of NLRP3
inflammasome activation in sepsis. Clin Sci (Lond). 2023 Mar 15;137(5):333-351. doi:
10.1042/CS20220556. PMID: 36856019. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36856019/>. Acesso em 24 de abril de 2024.

XU, Yujun et al. SPIONs enhances IL-10-producing macrophages to relieve sepsis via
Cavl-Notchl/HES1-mediated autophagy. International journal of nanomedicine, p.
6779-6797, 20109. Disponivel em:
<https://www.tandfonline.com/doi/full/10.2147/IIN.S215055>. Acesso em 31 de
outubro de 2024.

WANG B. et al. The influences of early application of Bblocker on serum inflammatory
factors and occurrence of heart injury in patients with sepsis. J ChinaJ Emerg Resusc
Disaster Med. 2021;16:907-10. Disponivel em:
<https://journals.aps.org/prl/abstract/10.1103/PhysRevLett.16.907>. Acesso em 29 de
outubro de 2024.

YAMACITA, Fabiane Yuri Borin. Avaliacdo da participacdo do Fator de Necrose
Tumoral (TNF)— a na hiperalgesia e inflamacéo induzidas por doador de anion
superéxido. 2013. 82 p. Dissertacdo de Mestrado (P6s-Graduacdo em Ciéncias da
Saude). Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR, 2014. Disponivel em:
<https://repositorio.uel.br/items/4c364824-b268-45be-8426-1db351f08049>. Acesso
em 17 de outubro de 2024.

YAMASHITA, Hayato et al. Interleukin-18 Reduces Blood Glucose and Modulates
Plasma Corticosterone in a Septic Mouse Model. SHOCK. 47(4):p 455-462, April 2017.
DOI: 10.1097/SHK.0000000000000747. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27648697/>. Acesso em 30 de outubro de 2024.

ZARBOCK, A.; KOYNER, J. L.; GOMEZ, H.; PICCKERS, P.; FORNI, L. Acute Disease
Quality Initiative group. Sepsis-associated acute kidney injury-treatment standard.
Nephrol Dial Transplant. 2023 Dec 20;39(1):26-35. Disponivel em:
<https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37401137/>. Acesso em 05 de junho de 2024.

ZHAI, Xiaozhu et al. Lactate as a potential biomarker of sepsis in a rat cecal ligation
and puncture model. Mediators of inflammation, v. 2018, n. 1, p. 8352727, 2018.



67

Disponivel em: <https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1155/2018/8352727>. Acesso
em 02 de outubro de 2024.

ZHANG, Y. et al. MCC950 Prevents Neuroinflammation and Cognitive Impairment in
a Mouse Model of Traumatic Brain Injury. Journal of Neuroinflammation, v. 17, n. 1,
p. 123, 2020. DOL: 10.1186/s12974-020-01733-5.  Disponivel  em:
<https://jneuroinflammation.biomedcentral.com/>. Acesso em 05 de novembro de
2024.

ZHONG, L.. et al.Metoprolol use is associated with improved outcomes in patients with
sepsis-induced cardiomyopathy: an analysis of the MIMIC-IV database. BMC
Cardiovasc Disord. 2024 Oct 24;24(1):587. doi: 10.1186/s12872-024-04271-6. PMID:
39448900. Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/39448900/>. Acesso em
28 de outubro de 2024.

ZHOU J. et al. Cadmium exposure induces pyroptosis of TM4 cells through oxidative
stress damage and inflammasome activation. Ecotoxicol Environ Saf. 2024 Jan
15;270:115930. doi: 10.1016/j.ecoenv.2024.115930. Epub 2024 Jan 6. PMID:
38184979. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651324000046>. Acesso em
27 de outubro de 2024.

ZHU, C. L. et al. Dysregulation of neutrophil death in sepsis. Front Immunol. 2022
Aug 18;13:963955. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9434116/>. Acesso em 05 de junho
de 2024.

ZOU H. et al. Cynaroside regulates the AMPK/SIRT3/Nrf2 pathway to inhibit
doxorubicin-induced cardiomyocyte pyroptosis. J Zhejiang Univ Sci B. 2024 Sep
12;25(9):756-772. doi: 10.1631/jzus.B2300691. PMID: 39308066; PMCID:
PMC11422794. Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/>. Acesso em 29 de
outubro de 2024.



ANEXO (S)

68

ANEXO 1: aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) para realizacdo da pesquisa.

v Universidade do Extremo Sul Catarinense ACEUA ¥
Ky

unesc

Certificamos gue o projeto abaixo especificado, que envolve a producio, manutencao ou utilizacao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfils Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e fol aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais - CEUA da Universidade do Extrema Sul Catarinense - UNESC, em reuniao de 24/08/2021.

Comilssdo de Etica no Uso de Animals

CERTIFICADO

Titulo do projeto

AVALIACAO DO USO DO INIBIDOR DO INFLAMASSOMA NLRP3 E
A MODULACAD DA INFLAMACAOQ NO CHOQUE SEPTICO

Protocol number

Project title EVALUATION OF THE USE OF THE NLRP3 INFLAMMASOMA
INHIBITOR AMD THE MODULATION OF INFLAMMATION IN SEPTIC
SHOCK

Mimero do protocolo 5312021

Pesquisader principal Felipe Dal-Pizzol

Principal Investigator

Pesquisadores Monique Michels, Mariane Rocha Abatti, Heloisa de Medeiros Borges,

Ressarchers Luana Cucker, Diogo Dominguini, Rodrigo da Silva Dias, Amanda Indalécio
Goulart.

Finalidade () Ensing ( X ) Pesquiza Cientifica

| Vigéncia da autorizagio

0110/2021 a 01082022

Espéciellinhagem/raca

Rato heterogénico / Wistar

Idade/Peso 60 dias / 200-300g
MNimero de anlmals Masculing 284
Procedéncia Biotério UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of

this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you have further

questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.
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