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RESUMO

A sepse é definida como uma resposta inflamatéria sistémica que ocorre devido
a uma disfuncdo do sistema imune na tentativa de controlar uma infeccéo local.
Em subconjunto com a sepse tem-se 0 choque septico, disfungcéo organica que
apresenta anormalidades circulatdrias, celulares e metabdlicas. Devido a
fisiopatologia complexa da sepse, ainda ndo foi possivel encontrar um
biomarcador bem definido para predizer a gravidade da doenca. Entretanto a
neopterina tem se mostrado promissora para esta busca. A neopterina (NP) é
um subproduto da via de sintese de novo da 5,6,7,8- tetrahidrobiopterina (BH4)
e é produzida principalmente por células do sistema imune, como monécitos e
macrofagos, ativados pela Guanosina Trifosfato (GTP), tendo como fator
estimulante mais importante, as citocinas inflamatérias. Sendo assim,
concentracfes aumentadas de neopterina sdo observadas em doencas onde ha
atividade intensa de mondcitos e macréfagos. O aumento das concentragdes de
neopterina nos fluidos biolégicos esta associado positivamente com patologias
ligadas a processos inflamatorios e, por esta razdo, atualmente é considerada
um marcador sensivel da ativacdo do sistema imune. O presente estudo tem
como objetivo avaliar a capacidade da NP e BH4 como biomarcadores na
predicdo da gravidade da sepse em modelo animal. Foram utilizados trés grupos
de animais: Sham, CLP (ligacdo e perfuracdo cecal), CLP+inibidor (QM385).
Foram quantificados os niveis de citocinas inflamatérias (INF- vy , IL-1B, IL-10, IL-
6) e NP e BH4 pelo método de ELISA em soro, subdividindo os grupos de
animais em tempos de 24h, 48h e 72 horas apés inducdo da sepse. Os
resultados mostraram no grupo SHAM uma sobrevida de 100%, enquanto o
grupo CLP apresentou uma sobrevida de 60%. Nos niveis séricos de NP o grupo
CLP quando comparado ao grupo SHAM apresentou aumentos significativos nos
tempos 24,48,72 horas. Na determinacao dos niveis de BH4, houve aumento no
grupo CLP no tempo de 72 horas quando comparado ao grupo SHAM.
Entretanto, no grupo CLP+inibidor houve diminuicdo quando comparado ao
grupo CLP.Com relacao as citocinas inflamatérias os tempos de 24 horas e 72
horas demonstraram aumentos significativos quando comparados 0s grupos
CLP ao grupo SHAM, e CLP+ inibidor ao grupo CLP. Sendo assim,
correlacionando os niveis de citocinas inflamatérias com os nives de NP e BH4
os tempos de 24 horas e 72 horas podem auxiliar no prognéstico no progndstico
da sepse. Sugere-se entdo que a NP pode ser um bom parametro para
investigacdo da sepse.

PALAVRAS-CHAVE: Sepse, Biomarcador, Neopterina, BH4.



ABSTRACT

Sepsis is defined as a systemic response that happens due to a dysfunction of
the immune system in an attempt to control a local infection. In subset with sepsis,
there is septic shock, organic dysfunction, which presents cellular and metabolic
circulatory abnormalities. Due to the complex pathophysiology of sepsis, it has
not yet been possible to find a well-defined biomarker to predict the severity of
the disease. However, neopterin is promising for this search. Neopterin is a
byproduct of the de novo synthesis pathway of 5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4)
and is produced mainly by cells of the immune system, such as macrophages,
having monocytes as a system and activated by guanosine triphosphate (GTP),
the most important stimulating factor, such as inflammatory cytokines. Thus,
increased NP activities are observed in diseases where there are intense
monocytes. The process of increasing neogenesis changes in biological fluids
related to biological-related pathologies and because of this, a sensitive marker
of the immune system is considered. The main objective of the present study is
to evaluate the capacity of neopterin and BH4 as biomarkers in predicting the
severity of sepsis in an animal model. Three groups of animals were used: Sham,
CLP (cecal ligation and puncture), CLP+inhibitor (QM385). The levels of
inflammatory cytokines (INF-y, IL-1B, IL-10, IL-6) and NP and BH4 were
quantified by the serum ELISA method, subdividing the groups of animals into
24h, 48h and 72h after sepsis induction. The results of a 100% survival in the
SHAM group, while the CLP group showed a 60% survival. In the serum levels
of NP the CLP group when compared to the SHAM group, it presented significant
differences in the 24h, 48h, 72h time-frame. For the determination of BH4 levels,
there was an increase in the CLP group within 72 hours when compared to the
SHAM group. However, there was a decrease in the CLP+inhibitor group when
compared to the CLP group. Regarding the inflammatory cytokines, the 24-hour
and 72-hour times showed significant increases when comparing the CLP groups
to the SHAM group, and CLP+ inhibitor to the CLP group. Thus, correlating the
levels of inflammatory cytokines with the levels of NP and BH4 the times of 24
hours and 72 hours can help in the prognosis of sepsis. It is therefore suggested
that PN may be a good parameter for investigation of sepsis.

Keywords: Sepsis, biomarker, Neopterin, BH4.
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1. INTRODUCAO
1.1 DEFINICOES E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

De acordo com as ultimas definicbes, a sepse € definida como uma
resposta inflamatoria sistémica que ocorre devido a uma disfuncdo organica com
perigo a vida causada por uma resposta desregulada a infeccéo (Singer et al, 2016).
Caracteriza-se também pela producdo excessiva de mediadores inflamatorios e pela
excessiva ativacdo de células inflamatérias, como macréfagos e mondcitos,
resultando em uma tempestade inflamatéria e comprometendo diversos 6rgaos
(Angus et al., 2001; Dellinger 2003; Dellinger et al., 2012). Nessa nova definicao,
alguns termos como septicemia, sindrome séptica e sepse grave foram colocados em
desuso. Em subconjunto com a sepse tem-se o choque septico, que € tido como sepse
acompanhado de disfuncdo organica que apresenta anormalidades circulatorias,
celulares e metabdlicas, associadas com maior risco de morte do que a sepse
isoladamente (Singer et al., 2016; Shankar-Hari et al., 2016).

Os critérios clinicos para a sepse seguem a utilizacdo de pontos no
Sequential Organ Fairlure Assessment Score (SOFA) (Figura 1), onde a suspeita ou
certeza de infeccdo e um aumento agudo de = 2 pontos no score em resposta a uma
infeccdo, representando disfun¢é@o organica, caracterizam a sepse. J& os pacientes
com choque séptico podem ser identificados por sepse com hipotensao persistente
exigindo vasopressores para manter a pressao arterial em 65 mmHg e com nivel
sérico de lactato >2 mmol/L (18 mg/dL) apdés uma reanimacdo volémica adequada
(Singer et al., 2016; Seymour et al., 2016; Shankar-Hari et al., 2016; Abraham et al.,
2016).

Sendo assim, segundo Singer et al (2016) na suspeita de um paciente com
infeccéo fora da Unidade de Tratamento Intensivo (UTI), sugere-se a utilizacdo das
variaveis do quick SOFA (qSOFA) score Glasgow Coma Scale ((GCS) < 15, FR >= 22
e Pressédo Arterial Sistélica (PAS) =< 100). No caso do preenchimento de 2 ou mais
critérios, o diagnostico continua baseado nos critérios do esquema, como mostra a
Figura 1. A utilizacdo de exames laboratoriais auxilia no calculo do SOFA score. Um
aumento de 2 ou mais pontos no Score, indica a confirmacgéo de sepse. Posterior a

isso, se 0 paciente precisar do uso de vasopressor para que a média da pressao
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arterial permaneca maior que 65 mmHg e o nivel de lactato sérico for > 2 mmol/L, ele

corresponde ao diagndstico de choque séptico.

Pacente com suspeita de infecgao
qSOFA 22? Nio Ainda su ita' Nao Manter SOb vigliancia clinica;
(Veja'A) > de sepssgg > Se indicado, reavaliar a
possibilidade de sepse
Sim
Y Sim
Avaliar sinais de
disfuncdo de 6rgaos ~
SOFA 22? Nio Manter sob vigilancia clinica;
(Veja'B ) g Se indicado, reavaliar a A. Varlaveis do qSOFA
possibilidade de sepse Froquingis
Sim Estado mental
Y Pressao arterial sistlica
Sepse K B. Variaveis do SOFA
. Razio Pa0,Fi0,
Apos reposicao adequada de fluidos: Escala de Coma de Glasgow
Presso Arterial Média
1) droga vasopressora necessarapara N Administrag3o de drogas
manter PAM > ou = 65 mmHg e vasopressoras
2) Lactato acima de 18 mg/dL? Creatinna sérica ou durese
Bilimubinas
Sm Contagem de plaquetas
Choque Séptico

Figura 1: Score SOFA (traduzido). Instrumento de critérios clinicos para identificacdo de
pacientes com sepse e choque séptico. Fonte: Singer et al., 2016.

Sendo vistos como um dos maiores problemas de saude, afetando milhdes
de pessoas no mundo todo, a sepse e o choque séptico aumentam a incidéncia
mundial de morte a cada ano, levando ao ébito uma em quatro pessoas (ou mais).
Além disso, € considerada uma das principais causas de mortalidade no mundo, e um
dos principais motivos de internacdo em UTIs (Neira et al., 2018; Bracht et al., 2019).
Um estudo de Angus e Poll (2013) mostra que a estimativa global de casos de sepse
é de 19,4 milhdes de casos, e 5,3 milhdes de mortes ao ano, sendo que pacientes que
sobrevivem a sepse apresentam problemas cognitivos e motores a longo prazo,
transtornos de humor, e baixa qualidade de vida.

Embora os dados no Brasil sejam um pouco escassos, o0 maior banco de
dados disponivel € o Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), instituicdo envolvida
no treinamento de hospitais no processo de implementacéo de protocolos gerenciados
de sepse (Micek et al., 2006). Segundo o ILAS em 2015, a mortalidade em hospitais

privados causada pela sepse no Brasil foi de 34,5% e em hospitais publicos de 57,6%.
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Ja um estudo conduzido por Neira et al. (2018), mostrou que de 2006 a
2015 a incidéncia de sepse aumentou 50,5%, de 31,5/100.000 para 47,4/100.000
casos por ano. J4 a mortalidade aumentou 85%, passando de 13,3/100.000 para
24,6/100.000 casos por ano. A taxa para hospitalizagGes internacdes na UTI, foi de
64,5%. Essas andlises so ressaltam que a incidéncia e prevaléncia de sepse no Brasil
sao altas, que a mortalidade esta entre as mais elevadas do mundo, e que o resultado
ird depender do acesso aos recursos oferecidos e a disponibilidade de tratamentos
adequados (Machado et al., 2017).

Ha também outro dado importante: os profissionais de saude e os custos
econdmicos associados a sepse séo altos. Existem diversos estudos abordando custo
em diferentes paises (Grozdanovski et al.,, 2012; Chalupka e Talmor, 2012). Nos
Estados Unidos, os custos sao avaliados para um caso de sepse é de
aproximadamente 38.000 délares. Ja na Europa, varia entre 26.000 a 32.000 délares.
A importancia desses numeros mostra que entre 20% a 40% do custo total das UTIs
€ resultado em cuidados com pacientes com sepse (Silva et al., 2004; Taniguchi et al.,
2014). Esses gastos tém uma relacdo importante com gravidade e tempo de
internacgao.

E no Brasil, o estudo COSTS conduzido pelo ILAS, avaliando pacientes
sépticos internados nas UTIs de hospitais publicos e privados, mostrou dados
similares (Conde et al., 2013). A média do custo total do tratamento de sepse foi
avaliado em 9.632 délares por paciente, enquanto o custo diario por paciente foi de
934 ddlares. Outro dado importante é que o valor médio do custo diario da UTI por
paciente foi significativamente maior em ndo sobreviventes do que em sobreviventes,

ou seja, 1.094 ddlares e 826 dolares, validando a ideia entre a gravidade e 0s custos.

1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A complexidade entre a comunicag¢édo do hospedeiro e microrganismo esta
relacionada a fisiopatologia da sepse. Os mecanismos de reconhecimento especificos
e componentes da resposta inata tém sido caracterizados como uma via de controle
da imunidade adquirida, mecanismos de reconhecimento especificos, e componentes
da resposta inata. Tais mecanismos sdo formados por receptores da membrana
celular que sédo ativados com o reconhecimento do microrganismo mediante aos
padrées moleculares associados aos patogenos (PAMPS), que estao expressos na

superficie dos patégenos (Cinel e Dellinger, 2007).
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Portanto, a fisiopatologia da sepse iniciara com a invasdo de um agente.
Por conta da lise da parede celular, durante a replicacdo da bactéria como
consequéncia da sua morte, sao liberados lipopolissacarideos (LPS) e as exotoxinas.
Diversos receptores sdo podem reconhecer reconhecer essas moléculas e ativar a
resposta imune inata (Triantafilou e Triantafilou, 2002). Deste modo, o reconhecimento
desses PAMPs é realizado por receptores localizados nas células do sistema imune
inato, como neutrofilos, macréfagos e células dendriticas. Tais receptores sao
chamados de receptores de reconhecimento de padrbes (PPR — Pattern recognition
receptors). Um dos membros mais importantes dos PPRs séo os receptores Toll-like
(TLR). Esses receptores pertencem a uma familia de receptores transmembrana do
tipo 1, que se caracterizam por comandos extracelulares repetitivos ricos em leucina
e um comando citoplasmético homologo ao receptor de interleucina-1 (IL-1) (Figura 2)
(Weighardt e Holzmann, 2008).

IRAK @ -
MyD88

TLR4 ‘\hrn.a‘:‘ I_( Abbas
WaBsl ) ansay

CD14 (

.....
-
.......

LPS N K*
~

b
-~

Citocinas inflamatdrias

Figura 2 (adaptada): Fisiopatologia da sepse. Apds o reconhecimento do agente patolégico pelo
receptor TLR4, vias de transducao sao ativadas levando a transloca¢do do NFkB para o nucleo.
Com isso ocorre a expressdo de mediadores inflamatérios, que irdo favorecer uma intensa
resposta inflamatdria, levando a uma resposta inflamatéria sistémica. Fonte: Cohen J; 2022 —
adaptada.

A ativacdo da resposta imune inata ocorre apos a interacao entre PAMPs-

PPRs, com o objetivo de sistematizar uma resposta defensiva em conjunto com
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componentes humorais e celulares. Com isso, as células residentes tem como funcéo
liberar uma grande diversidade de moléculas sinalizadoras como prostaglandinas,
leucotrienos, citocinas e quimiocinas, que estimulam a resposta inflamatoria,
chegando ao seu objetivo principal que é recrutar e ativar os leucécitos para o local
da infeccdo, reproduzindo um dos papeis mais importantes da imunidade inata
(Janeway, 2001a; Janeway 2002b). Todavia, uma resposta intensa do organismo com
producdo de varios mediadores inflamatorios e consequentes alteracdes fisiolégicas
(Annane et al., 2003a; Annane et al 2005b), pode ser desencadeado devido a
interacdo de diversos componentes infecciosos, imunoldgicos, endocrinos,
hemodinamicos, cardiovasculares e até mesmo genéticos (De Maio, 2005; Remick,
2007).

1.3 BIOMARCADORES

Um biomarcador, ou marcador biolégico pode ser definido como uma
caracteristica que € medida e avaliada como um indicador de processos biolégicos
normais, processos patogénicos, ou respostas farmacologicas a uma intervencao
terapéutica (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Na clinica, definir um
biomarcador é extremamente Util, pois pode auxiliar na tomada de decisdes. Um
biomarcador ideal possui alta sensibilidade, cinética rapida, e especificidade (Cohen

et al., 2015).

Resumidamente, os biomarcadores podem ser divididos em dois tipos:
marcadores de diagndstico e progndstico. Um biomarcador de diagnostico pode, por
exemplo, diminuir o uso inadequado de antibioticos ou auxiliar na administracéo do
mesmo, pois ajuda a discriminar a sepse de doenga critica ndo infecciosa, e também
diferenciar organismos causadores de sepse (Bochud 2001; Bochud 2004). Ja os
biomarcadores de progndésticos podem ajudar a predizer resultados em pacientes com
sepse, atribuindo perfis de risco. Além de abrir um caminho para identificar vias

fisiopatoldgicas que possam ser alvo de terapia personalizada (Sims et al., 2016).

Existem alguns possiveis biomarcadores de sepse citados na literatura
como, por exemplo, a neopterina (NP), a procalcitonina (PCT), proteina C reativa
(PCR), proteina de ligacao a lipopolissacarideo (LBP), e também a interleucina-6 (IL6)

(Reinhart e Meisner, 2011). Embora a PCT esteja sendo mostrada na literatura como
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diferencial entre os outros citados, 0 seu uso ainda € muito limitado para produzir um
beneficio clinico substancial, devido a sua baixa sensibilidade e especificidade,
podendo ter os seus niveis também aumentados em varias outras condicbes
associadas a uma resposta inflamatéria (Ruonoken et al, 2002; Tang et al., 2007; Van
Engelen et al, 2018).

14 NEOPTERINA e BH4

A d-eritro-neopterina (neopterina) € uma substancia de baixa massa
molecular, sendo um subproduto da via da sintese de novo da 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH4) e € produzida principalmente por células do sistema imune,
como monadcitos e macréfagos, tendo como fator estimulante mais importante as
citocinas inflamatérias, como interferon-y (IFN-y) e interleucina-1 beta (IL-1p)
(Hamerlinck, 1999; Franscini et al., 2003).

Esses estimulos induzem a ativacdo da primeira enzima limitante da taxa
de BH4 na via de novo, guanosina trifosfato ciclo-hidrolase. Com base nessa
regulacéo transcricional do gene Gehl (GTPCH), seu substrato guanosina trifosfato
(GTP) é convertido em trifosfato de 7,8-di-hidroneopterina. Entdo, 6-piruvoyl tetra-
hidropterina sintase (PTPS) retira os fosfatos para gerar 6-piruvoyl-tetra-hidropterina,
gue é posteriormente convertida em BH4 por sepiapterina redutase (SR) (Werner et
al, 1990). Sob condi¢des inflamatorias, a atividade da GTPCH é aumentada, enquanto
PTPS e SR séao ligeiramente aumentados. Consequentemente, o PTPS se torna a
enzima limitadora, favorecendo formagéo de neopterina (Figura 3) (Martins et al.,
2018; Ghisoni et al., 2015).
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GTP

GTPCH lc 2H,0
HCOOH
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Figura 3 (Adaptada): Sintese de neopterina através da via de novo da tetrahidrobiopterina (BH4).
Guanosina trifosfato (GTP), GTP ciclo-hidrolase | (GTPCH), 6-piruvoil-tetra-hidropterina sintase
(PTPS), e sepiapterina redutase (SR) (Adaptado de Ghisoni et al., 2015).

Assim como a neopterina, a BH4 pertence a um grupo de compostos
conhecidos como pteridinas. As pteridinas sdo uma classe de compostos
heterociclicos naturais amplamente distribuidas pelos tecidos. A BH4 atua
biologicamente como cofator obrigatério para a atividade das enzimas fenilalanina
hidroxilase, tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase, as quais catalisam as etapas
iniciais da degradacdo da fenilalanina no figado, assim como as etapas iniciais
limitantes da biossintese dos neurotransmissores da dopamina (DA) e serotonina (5-
HT), respectivamente. Células neurais ou células do sistema imune podem induzir a
sintese de BH4, por ser um dos cofatores obrigatorios para atividade de todas as
formas do oxido nitrico sintase (NOS), sendo essencial para sintese de Oxido nitrico
(ON) (Werner, Werner-Felmayer e Mayer, 1998).

Diversos estudos in vivo e in vitro demonstram que em doencas
inflamatorias estimuladas por macréfagos com células T derivadas de IFN-y estimulam
a atividade da GTP ciclo- hidrolase I, ocasionando um aumento da concentracéo de
NP (Muller 1991; Werner 1990; Huber 1984). Portanto, a NP é considerada um
marcador bioquimico de imunidade mediada por células (Muller 1998; Murr 1998).

Podendo também ser considerado um cofator relacionado a sobrevida/ébito devido a
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excessiva producdo do mesmo na sintese de radicais livres (Berdowska 2001; Oettl
1999).

As concentracdes de NP portanto, refletem o nivel de estrese oxidativo
causada pela ativacéo do sistema imunolégico (Weiss et al., 1998). Vale ressaltar que
apesar da NP ter a sua fonte principal nas células do sistema imune, ela também pode
ser formada nos rins. Sua liberacdo € feita nas vias glomerulares e também nas
secrecOes tubulares (Oda et al., 1999; Anwaar et al., 1998). Outra via de sintese de
NP séo as células microgliais no Sistema Nervoso Central (SNC), que apresentam
quantidades detectaveis da substancia (Millner et al., 1998). Logo, a NP pode ser
detectada em varios fluidos corporais, tais como por exemplo, soro (Oda et al., 1999;
Kondera-Anasz et al.,1997), urina (Oda 1999, Zangerle 1994, Kronberger 1995), e
fluido cérebro-espinhal (Millner et al., 1998).

Uma forma de compreender a importancia de avaliar os niveis de NP e BH4
no decorrer da sepse, € utilizando o inibidor da enzima Sepiapterina Redutase (SR),
o0 QM385. O QM385 se liga com alta afinidade a SR, diminuindo significativamente a
atividade da via (Cronin et al., 2018). Considerando que o aumento de NP provoca
intensa sintese de BH4, a utilizacdo do inibidor elucidaria a relacdo da intensa
producédo do cofator com a sobrevida/ébito.

Ja foi demonstrado na literatura que as concentragfes intracelulares de
BH4 sdo determinadas pela acdo das vias de sintese de novo, de salvacdo e de
reciclagem (Wijemanne e Jankovic, 2015). Sendo assim, nas vias de novo e de
salvacdo o inibidor QM385 tem a capacidade de inibir a SR, que é a enzima
auxiliadora final na formacéo de BH4, como citado anteriormente, reduzindo assim a
formacdo da mesma, e acumulando intermediario metabdlico sepiapterina
(Latremoliere et al., 2015). Além disso, 0 QM385 se mostrou com uma meia vida mais
longa, e também alta afinidade a ligacdo com sepiapterina redutase em ensaios, e

reduziu eficientemente os niveis de BH4 (Cronin et al., 2018; Fujita et al., 2020).

Com relacéo ao papel fisiolégico da NP, ha uma relagdo com o estresse
oxidativo. Quando estimulado com INF-y, macrofagos secretam, além das formas
reativas de oxigénio, dois derivados de pteridina: neopterina ndo reduzida, e 7,8-
dihidroneopterina reduzida, que desempenham um papel nas rea¢gbes mediadas por
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radicais livres (Berdowska 2001). Essa forma reduzida atua como sequestradora de
radicais livres, mas também, por exemplo a tetrahidrobiopterina, mostra uma
disposicdo a auto oxidacdo na presenca de moléculas de oxigénio, levando a
formacao de radicais superoxido. O 7,8-dihidroneopterina € o composto mais estavel,
embora seja sensivel ao oxigénio e pode induzir a apoptose em concentracdes mais
altas (Berdowska 2001; Oettl 1999). Ja foi demonstrado que particularmente na
presenca de ferro ibnico, a dihidroneopterina potencializa a formacao de radicais de
oxigénio (Oettl 1999).

1.4.1 Valores normais e Importancia Clinica

Concentracdes aumentadas de neopterina sdo observadas em doencas
onde hé atividade intensa de mondcitos e macrofagos. As medidas de neopterina nos
fluidos corporais fornecem informagBes sobre o estado atual da resposta imune
celular e frequentemente ajudam a prever a progresséo da doenca (Berdowska 2001).
A liberacéo de neopterina inicia 3 dias antes da proliferacéo das células T atingirem o
seu maximo, e também pode-se observar um aumento na produgdo de neopterina
uma semana antes do aparecimento de anticorpos especificos. Portanto, o aumento
das concentracdes de NP nos fluidos biologicos esta associado positivamente com
patologias ligadas a processos inflamatérios e, por esta razdo, é considerada um
marcador sensivel da ativacao do sistema imune (Fuchs et al., 1989b; Millner et al.,
1998). Valores normais dependem da idade, sexo e material biolégico como: urina,
soro/plasma, liquido cefalorraquidiano (Hagberg et al., 1993; Murr et al., 2002) (Tabela
1, Tabela 2, e Tabela 3).

Idade Homens Mulheres
19-25 123 128
26-35 101 124
36-45 109 140
46-55 105 147
56-65 119 156
>65 133 151

Tabela 1: Valores de referéncia para homens e mulheres saudéveis de neopterina na urina
(umol/mol creatinina). Fonte: Hagberg et al., 1993.
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Idade Homens e mulheres
19-75 5,3
>75 9,7

Tabela 2: Valores de referéncia para homens e mulheres saudaveis de neopterina no soro
(nmol/L). Fonte: Hagberg et al., 1993.

Idade Homens e Mulheres
19-75 4,2+1,0
Tabela 3: Valores de referéncia para homens e mulheres saudaveis de neopterina no liquido
cefalorraquidiano (nmol/L). Fonte: Hagberg et al., 1993.

Concentragcdes de NP sdo encontradas aumentadas em doencas
infecciosas (Pascual et al., 1998), doencas malignas (Murr et al. 1998), doencas auto-
imunes (Nasonov et al., 1998; Altindag et al., 1998), cardiacas e insuficiéncia renal
(Roccatello et al., 1992; Schumacher et al., 1997), doenca arterial coronariana (Weiss
et al., 1994), aloenxerto rejeicdo (Reibnegger et al., 1991), e atualmente até mesmo
em pacientes com COVID-19 (Ozger et al., 2020).

Contudo, especialmente na sepse é encontrado um aumento significativo e
curiosamente especifico da NP (Pascual et al., 1998). Os niveis altos de NP podem
ser usados para predi¢ao da gravidade da sepse (Hamerlinck, 1999; Gomez-Jimenez
et al.,, 1995). Strohmaier et al. (1987) observou uma correlacdo entre os niveis
plasmaticos de NP e as taxas de mortalidade em pacientes com sepse, corroborando
com a ideia de outros autores (Hamerlinck, 1999; Fuchs et al., 1992; Berdowska et al.,
2001). As concentracfes de NP sdo consideravelmente maiores em pacientes nao
sobreviventes do que em sobreviventes (Fuchs et al., 1992). E além disso, a NP pode
ser facilmente quantificada em fluidos biol6gicos (Baydar et al., 2008).

Portanto devido a limitagcdo atribuida a fisiopatologia complexa da sepse,
ainda nao foi possivel encontrar um biomarcador que forneca informagdes precisas
sobre os principais fatores ligados a doenca (Perner 2017; Gibot 2012). A procura por
ferramentas tem se tornado muito necessaria (Dal Pizzol e Ritter, 2012; Brant et al.,
2020), pois evitaria 0 atraso no diagnoéstico, que geralmente resulta em rapida
progressdo para o colapso circulatorio, faléncia de 6érgéos, e eventualmente morte
(Warren, 1997; Parillo et al., 1990). Sendo assim, um diagndstico preciso limitara a
morbidade, reduzird custos, e resultara em um melhor prognostico dos pacientes
(Pittet et al., 1995; Bochud et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Quantificar niveis de NP e BH4 como possiveis biomarcadores em

animais submetidos a sepse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar niveis de NP e BH4 pelo método de ELISA em soro de animais
nos tempos de 24h, 48h e 72h apds inducao da sepse;

e Compreender a via envolvida tratando os animais com um inibidor
especifico (QM385) e posteriormente, quantificar niveis de NP e BH4 em
animais submetidos a sepse;

e Analisar os niveis de citocinas inflamatdrias IL-13, IL-6, IL-10, e INF-y em

animais apoés inducéo da sepse nos tempos de 24h, 48h, 72h.
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3. MATERIAIS E METODOS

A utilizacdo dos animais seguiu o protocolo experimental submetido para a
Comissdo de Etica de Uso em Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul

Catarinense, com numero de protocolo de aprovacéo 58/ 2020 (Anexo A).

3.1ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, pesando entre 200-300g,
fornecidos pelo Biotério da UNESC. Os ratos foram mantidos em ciclos de claro-
escuro de +12 horas (7:00 as 19:00h) a uma temperatura entre 18 e 22 °C, umidade
relativa entre 55 e 65%. Os animais tiveram livre acesso a 4gua e alimento, foram
manipulados por pessoas qualificadas, evitando dores e estresse desnecessarios. Ao

final dos experimentos, os animais foram submetidos a eutanasia sob condicdes

prescritas pelo comité de ética.

3.2 MODELO ANIMAL DE SEPSE

O modelo CLP (do inglés cecal ligation and puncture), consiste em ligacao
e perfuracao do ceco (Brooks et al., 2007). Ele é o que mais se assemelha ao quadro
de sepse em humanos, pois tem a capacidade de induzir danos cognitivos através da
infeccdo causada ao perfurar o ceco dos animais. Com isso € um dos modelos mais
aceitos para mimetizar a presenca de sepse.

Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) e submetidos a laparotomia com incisdo mediana abdominal. O ceco foi ligado
abaixo da juncéo ileo-cecal com fio seda 3-0 e perfurado com uma agulha nimero 14,
gentilmente comprimindo até a extrusédo de conteudo fecal. Os planos cirurgicos foram
fechados e os ratos observados por 2 horas (figura 4). Todos os grupos receberam
suporte basico (salina em 50 ml/kg imediatamente e 12 horas apos CLP). Todos os
animais receberam antibioticos (ceftriaxona a 30 mg/kg) e dipirona (80 mg/kg) a cada
6 h subcutaneo por 3 dias. A mortalidade desse modelo é cerca de 40%.

Nos grupos sham os animais foram submetidos apenas a laparotomia e exposi¢ao
do ceco, sem perfuracdo e extravasamento. J4 os animais do grupo CLP receberam as

mesmas manipulagdes realizadas no grupo sham, porém com perfuragdo e extravasamento

do conteldo fecal.
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Figura 4: Esquema do modelo CLP: Laparotomia abdominal, exposicédo do intestino, ligacédo do
ceco, perfuracao cecal, extravasamento das fezes, levando a peritonite e sepse. Fonte: Adaptado
de Buras, Holzmann e Sitkovsky, 2005.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL |

Foram utilizados 100 animais, ratos machos Wistar de 60 dias, e divididos
em trés grupos, sendo estes: Sham, CLP e CLP+inibidor (QM385). Os animais foram
ainda subdivididos em grupos com um n de 10 nos tempos de 24 horas, 48 horas e
72 horas (Figura 5). Além disso, mais animais com n de 10 por grupo foram

acompanhados para avaliagéo da sobrevida.

O sangue foi coletado no momento da decapitagdo com o tubo coletor tipo
eppendorf. Os niveis de neopterina e BH4 foram analisados pelo método de Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) para avaliacdo dos niveis de NP e BH4

Eutanasia + Eutanasia + Eutanasia +

Inducdo da sepse
r;; P coleta de amostras coleta de amostras coleta de amostras

>

24h 48h 72h 10 dias

Acompanhamento
sobrevida

Figura 5: Linha do tempo do experimento, contendo datas da indugcdo de sepse, coleta das
amostras e morte dos animais. Elaborada pela autora, 2021.

3.4 NIVEIS DE NEOPTERINA E BH4

Os niveis séricos de NP e BH4 foram analisados através do kit comercial
pela técnica de ELISA, seguindo as instru¢des do fabricante (MyBiosource).



25

3.5 CURVA DE SOBREVIDA

Os grupos SHAM, CLP e CLP+inibidor com n de 10 animais por grupo,
foram acompanhados por 10 dias consecutivos apoés inducdo da sepse para verificar
taxa de sobrevida e correlacionar com os niveis de Neopterina e BH4, dos tempos de
24 horas, 48 horas, e 72 horas.

3.6 NIVEIS DE CITOCINAS

Os niveis das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10, e INF-y em soro foram
determinados através do kit comercial pela técnica de ELISA (Wood et al.,
2019). Amostras homogeneizadas em Tampédo Fosfato Salina (PBS) foram
adicionadas em placas pré incubadas com anticorpo especifico para cada
citocina. Anticorpo secundério foi incubado e entdo adicionada a streptavidina e
posterior a isso a solucdo substrato. Depois da incubacdo, foi adicionada
solucéo stop para parar a reacdo. A densidade Optica foi lida em comprimento de onda
de 630 nm.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram apresentadas na forma de média + desvio padrdo e
comparadas com o teste de andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo
teste post hoc de Tukey. Curva de sobrevida foi avaliada pelo método Kaplan-Meier e
Log-rank. Todos os testes foram analisados no programa SPSS versao 21 e graficos
construidos no software GraphPad Prism 4.0. Em todas as analises foi adotado como

nivel para significancia estatistica um valor de p<0,05.

3.8 INIBIDOR QM385

A administracdo do inibidor QM385 foi realizado intraperitoneal com a
concentracdo de 10 mL/kg em todos os animais do grupo CLP+inibidor durante a
inducéo de sepse, através do kit comercial, seguindo as instru¢bes do fabricante
(MedChem Express USA).
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4. RESULTADOS

4.1 CURVA DE SOBREVIDA

Quando avaliado a sobrevida dos animais, a indugao de sepse apresentou
uma taxa de sobrevida de 60%, enquanto os animais que tiveram a inibicdo da
producdo de NP apresentaram a taxa de cerca de 70%, e os animais do grupo SHAM
com 100%. Os animais do grupo CLP apresentaram uma maior taxa de mortalidade

quando comparados aos animais do grupo SHAM (p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6: Curva de sobrevida dos animais dos grupos SHAM, CLP e CLP+inibidor,
acompanhados durante 10 dias. n=10 cada grupo. * p<0,05 versus SHAM.

4.2 DETERMINACAO DE NIVEIS SERICOS DE NEOPTERINA

Para entender como a NP se comportaria ao decorrer do desenvolvimento
da sepse, foram analisados os niveis séricos no grupos SHAM, CLP, CLP+inibidor

nos tempos de 24 horas, 48 horas, e 72 horas apés a inducéo de sepse.

Os niveis de NP se mostraram aumentados significativamente no grupo
CLP em relacédo ao grupo SHAM, no tempo de 24 horas, 48 horas e 72 horas. Além

disso, é possivel observar que os niveis do grupo CLP+inibidor estdo diminuidos em
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grande parte dos tempos analisados, evidenciando que o inibidor QM385 foi capaz de
reduzir a producéo de NP (Figura 7).
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Figura 7: Niveis séricos de NP no tempo de 24 horas, 48 horas, e 72 horas ap6és inducdo da
sepse. 24 horas (A); 48 horas (B); 72 horas (C). Os dados sdo expressos como média + DP e
comparadas com analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. n=10
cada grupo. * p<0,05 versus SHAM; # p<0,05 versus CLP.

4.3 DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE BH4

Para esclarecer ainda mais a liberacdo de NP durante o decorrer da
doenca, foram dosados os niveis séricos de BH4 nos animais, também em diferentes
tempos. Os resultados mostram que nao houve diferenca estatistica nos tempos de
24 horas e 48 horas. Entretanto no tempo de 72 horas os niveis de BH4 no grupo CLP
estdo aumentados em relacdo ao grupo SHAM, além de indicar a eficacia do inibidor
QM385 de diminuir a sintese de BH4 (Figura 8).
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Figura 8: Niveis de BH4 nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas ap6s indugdo da sepse.
24 horas (A); 48 horas (B); 72 horas (C). Os dados sédo expressos como média + DP e
comparadas com analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. n=10
cada grupo. * p<0,05 versus SHAM; # p<0,05 versus CLP.

4.4CITOCINAS INFLAMATORIAS

Sabe-se que a inflamacéao esta relacionada com a fisiopatologia da sepse,

por isso para melhor elucidar e complementar os resultados obtidos com os diferentes
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tempos de dosagens de NP e BH4 foram avaliados os niveis séricos das citocinas
inflamatorias IL-13, IL-6, IL-10.

4.4.1 CitocinalL1pB

Os niveis de IL-1B dos animais de 24 horas e 72 horas apos a inducao de
sepse se demonstraram aumentados no grupo CLP em relacdo ao grupo SHAM, e

com uma diminui¢cdo significativa do grupo CLP+inibidor em relacdo ao grupo CLP
(Figura 9).
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Figura 9: Citocina IL-18 nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas apés a indugao da sepse.
24 horas (A); 48 horas (B); 72 horas (C). Os dados sdo expressos como média + DP e
comparadas com analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. n=10
cada grupo. * p<0,05 versus SHAM; # p<0,05 versus CLP.

4.4.2 CitocinalL-6

Os niveis séricos de IL-6 nos animais 24 horas e 72 horas ap6s a inducéo
d%sepse estdo aumentados ng grupo CLP em relagéo ao grupo SHAM, e diminuidos
no grupo CLP+inibidor em relacéo ao grupo CLP (Figura 10).
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Figura 10: Niveis séricos de IL-6 nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas apés inducéo da
sepse. 24 horas (A); 48 horas (B); 72 horas (C). Os dados sao expressos como média + DP e
comparadas com analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. n=10
cada grupo. * p<0,05 versus SHAM; # p<0,05 versus CLP.
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4.4.3 Citocina INF-y

A citocina inflamatéria INF- y no grupo CLP se mostra aumentada em
relacdo ao grupo SHAM no tempo de 24 horas, e diminuida no grupo CLP+inibidor em

relacéo ao grupo CLP. Os resultados do tempo de 72 horas foram semelhantes.

No tempo de 48 horas apenas o grupo CLP+inibidor demonstrou diferenca

estatistica, estando os niveis diminuidos quando comparado ao grupo CLP (Figura
11).
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Figura 11: Niveis séricos de INF- y nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas apés indugéo
da sepse. 24 horas (A); 48 horas (B); 72 horas (C). Os dados sdo expressos como média + DP
e comparadas com andlise de variadncia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. n=10
cada grupo. * p<0,05 versus SHAM; # p<0,05 versus CLP.

4.4.4 CitocinalL-10

Com relacdo a citocina IL-10 o grupo de 48 horas apresentou uma
diminuicao significativa no grupo CLP em relacdo ao grupo SHAM. Ja o grupo CLP do
tempo de 72 horas ap0s a sepse tiveram seus niveis de IL-10 aumentados em relagéo
ao grupo SHAM e ao grupo CLP (Figura 12).
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Figura 12: Niveis séricos de IL-10 nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas ap6és inducéo
da sepse. 24 horas (A); 48 horas (B); 72 horas (C). Os dados sdo expressos como média + DP
e comparadas com andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. n=10
cada grupo. * p<0,05 versus SHAM; # p<0,05 versus CLP.

Miveis de IL10
{pg/mlL}
Niveis de IL10
(pa/mL)

o
1




30

5. DISCUSSAO

Pesquisas sugerem que 0s niveis de NP sdo de valor prognéstico e
diagnoéstico na avaliacdo do curso clinico de pacientes sépticos. Segundo Baydar et
al., 2009, os niveis de NP estdo aumentados significativamente em pacientes sépticos
em relacéo ao grupo controle. Além disso, estudos em animais relatam que a NP pode
estar elevada em quadros inflamatérios (Watanabe 2020; Scheffer e Latini 2020). Isso
porque, como ja citado, a NP € um biomarcador de imunidade celular e, portanto,
niveis elevados podem refletir nas complicacdes sépticas. Desta maneira, este estudo
teve como finalidade elucidar a NP e BH4 como possiveis biomarcadores em modelo
animal de sepse, por meio de andlises em diferentes tempos apoés a inducao da sepse,
entendendo primeiramente em qual momento a dosagem seria mais adequada, e
posteriormente correlacionando com outras alteracBes bioldgicas encontradas no

decorrer da doenca.

A sepse possui um alto indice de mortalidade além de causar danos em
varios sistemas biologicos (Michels et al., 2015). Assim como visto em modelos
animais, em humanos ha uma alta taxa de mortalidade causada pela sepse, podendo
estar relacionado a diversos fatores, como sistema imunoldgico, respostas fisiol6gicas
a infeccao, tratamento precoce, entre outras (Dinarello, 2004; Silva et al., 2004; Singer
et al., 2016). Com os resultados encontrados neste estudo através da avaliacao da
sobrevida dos animais, 0 grupo de animais sépticos apresentou uma taxa de
sobrevida de 60%, enquanto o grupo SHAM apresentou uma taxa de sobrevida de

100%, demonstrando diferenca significativa apenas entre os grupos CLP e SHAM.

Alguns autores ja citam a relacdo dos niveis de NP com o prognostico da
gravidade da sepse (Baydar et al., 2009; Sapa et al., 2017). Isso acontece porque
geralmente infecgbes localizadas ndo ocasionam tanto o aumento da NP, entretanto
guando ocorre um processo de inflamacao persistente evoluindo para a sepse, a
ativacao das células de defesa em grande quantidade aumentara os niveis séricos de
NP. Por conseguinte, esse agravo na mortalidade acontece, pois, niveis elevados de
NP causam riscos de complicagcbes sépticas devido ao dano ao tecido causado pelo
aumento da apoptose celular, que € uma das defesas do organismo contra a infec¢ao
por sepse (Hotchkiss et al., 1992; Burleson et al., 1992; Balogh et al, 1992). Além
disso, a NP também contribui para o aumento do estresse oxidativo devido a liberacéo
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de EROs, o que também pode causar efeitos citotdxicos e a piora do paciente (Nathan,
1986; Weiss et al., 1993).

Em comparacdo com outros medidores inflamatérios a NP possui varias
vantagens. Por exemplo o INF- y, € uma citocina que esta sujeita a degradacgéao rapida
e é capaz de se ligar a receptores soluveis ou ligados a células, de modo que a
concentragdo bioldgica efetiva real indica desvios em relacdo a concentracdo
mensuravel livre obtida. J4 na dosagem de NP, esses problemas ndo aparecerem.
Nos aloenxertos renais, os episédios de rejeicdo foram associados ao aumento dos

niveis de NP mesmo quando o INF- y ndo pode ser detectado (Chin et al., 2008).

Em pacientes que sofreram traumas ou pos-operatorios em terapia
intensiva, os niveis séricos de NP foram mostrados para prever o desenvolvimento de
complicacBes sépticas. Em pacientes com politraumatismo, niveis significativamente
mais altos sdo encontrados em pacientes que desenvolvem sepse mais tarde do que
em pacientes assépticos. Em pacientes sépticos, as concentracdes de NP predizem
a sobrevida, os ndo sobreviventes apresentam niveis de NP mais altos do que os

sobreviventes (Strohmaier et al., 1987).

Resultados semelhantes foram mostrados em pacientes com pancreatite
aguda (Uomo et al., 1996). J& no momento da admiss&o no hospital as concentracoes
de NP permitiram uma predi¢cdo significativa da sobrevida dos pacientes. O valor

preditivo dos niveis séricos de NP foi superior ao de, por exemplo, proteina C reativa.

A enzima SPR desempenha um papel duplo na regulacdo dos niveis
intracelulares da BH4: a SPR catalisa a Ultima etapa da via sintética de novo da BH4,
gue se inicia a partir do GTP, e também participa da via de resgate biossintético da
BH4, usando sepiapterina e 7,8-dihidrobiopterina (BH2) como intermediarios
metabdlicos (Hirakawa et al., 2009; Werner et al., 2011). Estudos mostram que a
inibicdo da SPR reduz os sinais de inflamacéao, além de diminuir significativamente a
proliferacéo de BH4, e consequentemente o seu subproduto, a NP. (Fujita et al., 2020,
Arai et al., 2020). QM385 é um potente inibidor da enzima SPR com uma concentragéo
inibitéria média (IC50) de 1,49 nM, que bloqueia a proliferagdo de células T, além de
possuir uma meia vida mais longa, se comparada ao outros inibidores da enzima, e
reduz consideravelmente a atividade da via de novo (Cronin et al., 2018). No presente

estudo, o grupo CLP+inibidor nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas apresentou
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resultados de NP e BH4 diminuidos quando comparado com o grupo CLP+inibidor,

assim como nos resultados apresentados das citocinas inflamatérias.

Niveis séricos de NP foram dosados em pacientes, e demonstraram ser
preditivos para o curso e progressao da sepse, além de auxiliar na avaliacdo da
resposta a terapias (Hamerlinck, 1989). Como biomarcador, os tempos de 24 horas,
48 horas, e 72 horas ja sao avaliados na literatura, e estes estudos mediram os niveis
de NP em grupos sépticos comparados aos grupos controles, comprovando aumentos
significativos nos grupos sepse em relacédo aos grupos controles. Além de mostrarem
uma prevaléncia do aumento dos niveis de NP 1° ao 3° dia ap0s a sepse (Redl et al.,
2000; Fisgin et al., 2010; Sapa et al., 2016). Ademais, a NP como biomarcador é
biologicamente estavel e pode ser facilmente quantificada em fluidos biol6gicos

humanos (Huber et al., 1984; Werner-Fe Imayer et al., 1989; Maggi et al., 1992).

Dessa forma na tentativa de comparar e avaliar os tempos mais precisos
para dosagem de NP no decorrer da sepse, 0s grupos foram analisados nos tempos
de 24h, 48h e 72h apdés a inducdo da doenca. Os resultados em questao
demonstraram um aumento significativo quando comparado o grupo CLP ao grupo
SHAM nos tempos de 24 horas e 72 horas.

Com os resultados encontrados nesse estudo € possivel observar o
aumento dos niveis de NP nos grupos CLP quando comparados com 0S grupos
SHAM, corroborando com o0s resultados encontrados nos niveis de citocinas
inflamatérias IL1B, IL-6 e INF- y, nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas,
sinalizando dessa forma, a presenca de inflamacéo exacerbada nos animais doentes,

simultaneamente com o aumento dos niveis séricos de NP.

Para fundamentar e compreender melhor a via envolvida na producao de
NP, a dosagem dos niveis de BH4 também se faz importante. Segundo Kaneko et al.,
2003, durante o processo inflamatério ha um aumento da via de novo e por
consequéncia ha um aumento da producao de BH4. Além disso, a BH4 também atua
como cofator obrigatério para a atividade de todas as isoformas da Oxido nitrico
sintase (Mayer et al., 1990; Werner et al., 1998), sendo essencial para a sintese de
NO, podendo também levar ao agravo da inflamacéo e do estresse oxidativo (Tayeh e
Marletta, 1989). Em condicfes fisiologicas, o metabolismo da BH4 é minuciosamente

controlado para manter o adequado balanco homeostatico desta molécula. Algumas
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doencas multifatoriais de curso crénico, podem apresentar um comprometimento nas

concentracdes intracelulares de BH4 (Channon, 2004).

Sendo assim, os resultados do presente estudo mostram que no tempo de
72 horas ap0s a inducéo da sepse houve um aumento significativo nos niveis de BH4
no grupo CLP em relagdo ao grupo SHAM, e do grupo CLP em relagdo ao grupo
CLP+inibidor, corroborando com os achados da literatura.

Com relagéo a fisiopatologia da sepse, a mesma possui uma grande
expressdo de mediadores inflamatorios, favorece uma intensa resposta celular
levando a uma resposta inflamatoria sistémica (Cohen, 2002). Esses mediadores
inflamatorios, podem ser citocinas inflamatérias que promovem o recrutamento de
leucocitos, e o aumento da atividade microbicida, sendo a resposta fundamental para
o controle da infeccdo. Desempenham também papéis importantes no
desenvolvimento da sepse, interferindo no prognéstico, evolugéo e intensidade do
dano tecidual. Varios tipos celulares tais como mondcitos, macréfagos, linfocitos,
neutréfilos e células endoteliais participam da resposta inflamatéria exarcebada
existente na sepse liberando uma grande variedade de mediadores (Oliveira et al.,
2011). Essas citocinas, portanto, sdo secretadas principalmente por células do
sistema imune, e podem dividir-se em pré-inflamatérias, como por exemplo IL-18, IL-
6 e TNF- a, que sao liberadas em inflamagdes agudas, crénicas ou dano tecidual; e
anti-inflamatérias, como IL-4 e IL-10, que sdo responsaveis pela diminuicdo da
resposta imune, suprimindo a a¢éo das pré-inflamatorias (Bell et al., 1997; Janeway e
Travers, 1997).

A inflamacdo € uma resposta protetora do organismo que visa eliminar
patdogenos ou moléculas causadoras de danos celulares e teciduais. A persisténcia
e/ou desequilibrio dessa resposta pode desencadear um estado de inflamacgéao
cronica, acarretando um quadro prejudicial de dano tecidual (Hsieh e Yang, 2013). O
processo inflamatério pode ser mediado tanto por células imunes residentes, quanto

por células oriundas de infiltracdes de vasos sanguineos (Witte et al., 2010).

Dessa forma, em um quadro de inflamacdo o patdgeno invasor replica e
libera seus constituintes, os PAMPs (Kumar et al., 2013; Heckenberg et al., 2014).
Esses PAMPs sao reconhecidos por PRRs, que sao essenciais no sistema

imunoldgico (Sellner et al., 2010; Mook-Kanamori et al., 2011). A detec¢cdo dos PAMPs
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por receptores de células imunes gera uma cascata de sinalizacao que ativam fatores
de transcricao e liberam mediadores pré e antinflamatérios, como proteinas de fase
aguda, citocinas, e quimiocinas, que sdo necessarios para eliminar o invasor (lwasaki
& Medzhitov, 2010). Dentre esses mediadores que sdo expressos e secretados estéo
as citocinas pré inflamatérios (como por exemplo: TNF-a, IL-1-8, IL-6 e IFN).

Um estudo avaliou um amplo painel de citocinas e mostrou que IL13, IL-6,
IL-8, IL-10 foram aumentados na fase aguda da sepse em pacientes graves e nao
graves. Além disso, os niveis de IL-10 (dias 1, 2 e 4), IL-6 (dias 2 e 4) e IL-8 (dia 4)
aumentaram em pacientes criticos em comparacdo com pacientes ndo criticos
(Matsumoto et al., 2018; Barichello et al., 2022). Por conseguinte, na intencdo de
compreender e avaliar a resposta inflamatéria dos animais nos grupos do presente
estudo, foram analisados 0s niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias IL-13, IL-6,
INF- y. Foi observado um aumento significativo no grupo CLP em relacdo ao grupo
SHAM, e em relagdo ao grupo CLP+inibidor nos tempos de 24 horas, e 72 horas.
Sintese e secrecao de mediadores pro-inflamatdrios como TNF-a e a NP séo eventos

comuns em pacientes graves.

Considerando que a IL-1B € um marcador inicial da sepse, pois expressa
efeitos pro-inflamatérios que contribuem para uma intensa resposta celular ao
patégeno, além de ter a capacidade de liberar mediadores secundarios (Imamura et
al., 2011; Oliveira et al., 2018), alguns autores também apontam a relagdo entre os
niveis de IL-1B e NP, sendo tal citocina a principal estimuladora da via de sintese de
NP, o seu aumento estaria relacionado com o aumento da atividade da via de novo
(Maes et al., 2012, Parker et al., 2013; Ghisoni et al., 2015).

Ja na analise da citocina anti-inflamatdria I1L-10 foi observada um aumento
significativo no tempo de 48 horas no grupo SHAM em relacdo ao grupo CLP. E no
tempo de 72 horas um aumento significativo do grupo CLP+inibidor em relacdo aos
grupos SHAM e CLP. Desse modo, compreende-se que além das citocinas estarem
relacionadas com o processo inflamatério da sepse, elas também estéo diretamente
relacionadas com a regulacdo da via de novo. Evidenciando que o aumento da NP
pode ser atribuido a ativacao de células imunes e consequente secrecéo de citocinas

inflamatorias (Franscini et al., 2003).
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Embora ainda ndo tenha sido elucidado um biomarcador ideal para o
diagndstico precoce da sepse, a busca por ferramentas se faz importante. Monitorar
mediadores especificos do sistema imunologico pode fornecer informacfes mais
completas sobre a situacdo do paciente, prever complicacdes, e até mesmo auxiliar
em estratégias terapéuticas (Fisgin et al., 2010; Sapa et al., 2016), pois tornam
possivel diferenciar infeccbes e avaliar a gravidade do processo inflamatorio
(Pierrakos e Vincent, 2010).
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6. CONCLUSAO

A NP ja é considerada um biomarcador para imunidade mediada por
células, e no presente estudo sugere-se que a NP pode ser um bom parametro para
investigacdo da sepse em modelo animal.

Além disso os niveis de NP e BH4 demonstraram estar significativamente
aumentados nos tempos de 24 horas e 72 horas ap6s a indugdo da sepse. Assim
como as citocinas inflamatérias, trazendo a ideia que tais tempos parecem ser bons
para o prognéstico da sepse. Além disso, 0 QM385 se demonstrou eficaz ao inibir a
via de sintese de NP e BH4. Esses resultados dos grupos CLP+inibidor podem até
mesmo serem utilizados para correlacionar o aumento da NP e BH4 com o aumento
da inflamacg&o nos animais sépticos e consequentemente ao agravo da sepse. Porém
mais estudos serdo necessarios para compreender e correlacionar a sobrevida com a

gravidade dos animais sépticos.
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