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“Quando a febre é contínua, a 
superfície externa do corpo está fria, e 

existe internamente uma grande 
sensação de calor e sede, a afecção é 

mortal”  
(Hipócrates, 400 A.C.)” 

       

 3



Agradecimentos 

 

Em especial ao meu marido pelo seu amor e pelos seus conhecimentos. Você 

é parte fundamental na minha vida, sem você não teria chegado até aqui.  

Aos meus filhos maravilhosos, que são o motivo de meu empenho, que 

aceitam a minha ausência sempre que a mamãe sai para trabalhar. 

Ao meu orientador e amigo que sempre foi muito sábio e objetivo nas suas 

colocações e ensinamentos. 

Aos amigos do laboratório 32 e do laboratório de fisiopatologia experimental 

que participaram dos experimentos com muito empenho. 

Às pessoas que sempre acreditaram em mim e me ajudaram com os meus 

fihos quando tive que estar ausente: minha melhor amiga Mema, minha Mãe e 

minha Sogra.  

Aos meus pais pelos seus ensinamentos e por me proporcionarem condições 

para eu chegar até aqui. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4



Lista de abreviaturas 

CARS – compensatory antiinflammatory response syndrome 

CAT – catalase 

CCl4 – tetracloreto de carbono 

CLP – ligação cecal e perfuração 

CuZnSOD – cobre/zinco superóxido dismutase 

DFX – deferoxamina 

DHL – desidrogenase lática 

DNA – ácido desoxiribonucleico 

EAO – espécies ativas de oxigênio 

Fe 2+ - ferro II  

Fe 3+ - ferro III  

GMPc – ganilil monofosfato cíclico 

GPx – glutationa peroxidase 

GSH – glutationa reduzida 

GSSG – glutationa oxidada 

H+ - próton   

H2O – água 

H2O2 - peróxido de hidrogênio  

IkB – inibidor do fator nuclear kB 

IL – interleucina 

iNOS – óxido nítrico sintase 

LPA – lesão pulmonar aguda 

LPS – lipopolissacarídeo 

 

 5



MnSOD – manganês superóxido dismutase 

NAC – N-acetilcisteína 

Na/K ATPase – sódio/potássio ATPase 

NF-kB – fator nuclear kB 

NO – óxido nítrico 

O2 – oxigênio molecular 

O2 
-  - ánion superóxido 

OH - - anion hidroxila 

•OH - radical hidroxil  

PaO2/FiO2 – relação entre pressão arterial de oxigênio e fração inspirada de 

oxigênio 

PARS - poli-ADP ribose polimerase 

ROOH – peróxido orgânico 

SARA – síndrome da angústia respiratória aguda 

SIRS – síndrome da resposta inflamatória sistêmica 

SNC – sistema nervoso central 

SOD – superóxido dismutase 

TBARS – substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TNF – fator de necrose tumoral 

 6



Resumo 

O estresse oxidativo tem um papel importante no desenvolvimento de 

diferentes doenças inflamatórias agudas, mas intervenções que diminuem a 

geração ou os efeitos das espécies reativas de oxigênio têm papel controvérsio 

em modelos animais e humanos. Neste trabalho avaliamos os efeitos de uma 

combinação de antioxidantes (N-acetilcisteína e deferoxamina) em diferentes 

modelos animais de doenças inflamatórias agudas: sepse induzida por ligação 

cecal e perfuração (CLP), insuficiência hepática aguda e lesão pulmonar 

aguda. No modelo de CLP os ratos tratados com antioxidantes apresentaram 

uma significativa redução na atividade de mieloperoxidase (como marcador de 

infiltração neutrofílica) e uma menor quantidade de espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico em diferentes órgãos envolvidos na resposta à sepse. A produção 

mitocondrial de superóxido foi significativamente diminuída pelo tratamento 

antixodante. Além disto o tratamento melhora o equilíbrio entre superóxido 

dismutase e catalase e melhora a sobrevida dos animais submetidos a CLP. 

No modelo de insuficiência hepática aguda o tratamento com antioxidantes 

significativamente diminui o dano oxidativo hepático e no sistema nervoso 

central, atenua marcadores de insuficiência hepática e melhora a sobrevida dos 

animais. No modelo de lesão pulmonar aguda o tratamento com N-

acetilcisteína e deferoxamina diminui o conteúdo de proteínas do lavado 

bronco-alveolar, assim como o influxo de células inflamatórias, marcadores de 

dano oxidativo e citocinas inflamatórias. Em conclusão, nossos dados 

demonstram pela primeira vez que o tratamento com N-acetilcisteína e 

deferoxamina é superior ao uso isolado destes antioxidantes em diferentes 

modelos animais de doenças inflamatórias agudas. Este efeitos é parcialmente 
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secundário a uma diminuição do estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e 

resposta inflamatória no rato. 
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Abstract 

Oxidative stress plays an important role in the development of acute 

inflammatory diseases, but interventions that reduce the generation or the 

effects of reactive oxygen species exert controversial effects in animal models 

and in humans. Here we have evaluated the effects of a combination of 

antioxidants (N-acetylcysteine plus deferoxamine) in a murine model of 

polymicrobial sepsis induced by cecal ligation and puncture (CLP), in a murine 

model of acute hepatic failure and in a murine model of acute lung injury. In the 

CLP model of sepsis rats treated with antioxidants had significantly lower 

myeloperoxidase activity (as an index of neutrophil infiltration) and thiobarbituric 

acid reactive species formation in several organs involved in septic response. 

Mitochondrial superoxide production was significantly reduced by antioxidant 

treatment. Furthermore, antioxidants significantly improved the balance 

between catalase and superoxide dismutase activities, and improved survival to 

66%. In the acute hepatic failure model, N-acetylcysteine plus deferoxamine 

treatment significantly attenuated hepatic and central nervous system oxidative 

damage, attenuated markers of hepatic failure and improves survival to 80%. In 

the acute lung injury model, N-acetylcysteine plus deferoxamine decreased 

bronchoalveolar lavage fluid protein, inflammatory cells, oxidative damage 

variables, and proinflammatory cytokines. In conclusion, our data provide the 

first experimental demonstration that N-acetylcysteine plus deferoxamine is 

superior to each antioxidant used alone in different animal models of acute 

inflammatory diseases. This effect is partially secondary to a decrease in 

oxidative stress, mitochondrial dysfunction and inflammatory response in the 

rat. 
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1- INTRODUÇÃO 

 
1.1-  Espécies ativas de oxigênio: 
 
 O oxigênio é ao mesmo tempo necessário e tóxico aos organismos. Em 

organismos aeróbios o oxigênio é necessário para a respiração celular por ser 

o aceptor final da cadeia de transporte de elétrons, sendo então reduzido à 

água. A característica do elemento oxigênio é a presença de dois elétrons não 

pareados com spins paralelos (Halliwell e Gutteridge, 2007).  

A molécula de oxigênio pode aceitar um total de quatro elétrons para ser 

reduzida a duas moléculas de água, o que requer uma alta energia de ativação, 

porque para que isso ocorra é necessário que um dos elétrons do oxigênio ou 

do substrato inverta seu spin.  Entretanto, a estrutura eletrônica do oxigênio 

permite sua redução em “passos de um único elétron”, assim, sendo reduzido 

em um elétron de cada vez, a reação não fica sujeita a essa barreira cinética, 

mas leva à geração das espécies ativas de oxigênio (EAO), conforme 

demonstrado na figura 1.  

 

 
     Reação Geral:  

Figura 1 – A redução univalente do oxigênio para água leva a geração 

de diversos intermediários denomidados espécies ativas de oxigênio. 
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  Normalmente a reação ocorre numa única etapa e a grande energia de 

ativação necessária é vencida com o auxílio da enzima citocromo oxidase. Mas 

apesar da grande eficiência da citocromo oxidase, aproximadamente 5% do 

oxigênio utilizado na respiração celular durante o metabolismo normal da célula 

é reduzido em um elétron de cada vez, formando as EAO.  As EAO são 

capazes de reagir indiscrimidamente com qualquer tipo de molécula orgânica, 

extraindo elétrons e gerando novos radicais livres em reações em cadeia 

altamente citotóxicas. O radical hidroxil (•OH) é provavelmente a mais potente 

das EAO e o provável iniciador das reações em cadeia que formam os 

peróxidos de lipídeos e os radicais orgânicos. 

 Proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos nucléicos são alvos celulares 

dos danos oxidativos. Em proteínas, os aminoácidos prolina, histidina, arginina, 

cisteína e metionina são particularmente suscetíveis ao ataque por •OH. A 

oxidação de aminoácidos leva a fragmentação, carbonilação, cross-linking e 

agregação protéica com conseqüente perda de função e proteólise. A 

peroxidação lipídica invariavelmente leva a danos na estrutura molecular dos 

lipídeos. Quando estes fazem parte de membranas biológicas, o arranjo em 

bicamadas e sua organização estrutural geralmente são perdidos. As EAO 

também constituem uma grande fonte de dano ao DNA. Aproximadamente 20 

diferentes tipos de moléculas de DNA modificadas foram até hoje identificadas, 

muitas delas reconhecidamente indicativos de mutações. 

 Existe um equilíbrio entre a produção de EAO e sua detoxificação na 

célula normal. Quando ocorre um aumento na produção ou uma diminuição das 

defesas antioxidantes, existe uma condição chamada de estresse oxidativo. 
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1.2- Ferro e espécies ativas de oxigênio: 

 

 Dentre todas as formas de geração de estresse oxidativo, a produção de 

peróxido de hidrogênio parece ter um papel central na produção e manutenção 

desta condição. Apesar do peróxido de hidrogênio (H2O2) ser considerado um 

oxidante relativamente estável, assume seus efeitos deletérios através da sua 

interação com íons ferro e conseqüente geração de hidroxil (•OH ) - reação de 

Fenton (Fe 2+  +  H2O2   →  Fe 3+  +  •OH  +  OH -). Além do ferro, íons cobre 

também são capazes, in vitro, de gerar •OH, mas, provavelmente, devido a 

maior disponibilidade intracelular, in vivo, o ferro parece ser o metal envolvido 

na síntese de •OH a partir de peróxido de hidrogênio (H2O2) (Meneghini 1997).
 

 Não apenas o ferro livre que pode participar na oxidação do peróxido de 

hidrogênio. O grupamento heme e certas “heme-proteínas” podem reagir com 

peróxidos de lipídeos e com peróxido de hidrogênio causando dano celular. Por 

isso, organismos superiores desenvolveram estratégias para diminuir a 

quantidade de ferro reativo, ao mesmo tempo em que mantém níveis de ferro 

para as necessidades metabólicas (Meneghini 1997).  

  

1.3- Estresse oxidativo e defesas antioxidantes:  

  

 Para se proteger contra os efeitos danosos das EAO, as células 

apresentam pequenas moléculas, scavengers de EAO, ou enzimas específicas 

que atacam diretamente as EAO, formando produtos menos agressivos. 

 Existem três enzimas antioxidantes clássicas em eucariontes superiores: 

superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase:  
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O2 
-  +  O2 

-    +   2H+   →  H2O2  +  O2  (superóxido dismutase) 

2H2O2    →   O2   +   2H2O (catalase) 

ROOH + 2GSH → ROH + H2O + GSSG (glutationa peroxidase) 

  

A superóxido dismutase (SOD) converte o ânion superóxido em peróxido 

de hidrogênio e oxigênio molecular. Todos os subtipos de superóxido 

dismutase apresentam pelo menos um metal de transição no seu sítio ativo. A 

MnSOD de células eucarióticas é estritamente localizada na membrana 

mitocondrial interna, sendo sua expressão regulada por EAO. A CuZnSOD, por 

outro lado, apresenta localização citosólica. Apesar de importante linha de 

defesa contra as EAO, uma grande atividade de SOD está envolvida com o 

aumento do estresse oxidativo em diversos modelos experimentais (Nelson et 

al 2006), provavelmente por produzir peróxido de hidrogênio além da 

capacidade de degradação da célula. 

 A glutationa peroxidase (GPx), uma enzima selênio-dependente, é 

importante para a proteção contra peróxidos orgânicos e peróxido de 

hidrogênio. Para sua atividade a GPx necessita da presença de glutationa 

reduzida (GSH) conforme reação acima. 

 A catalase (CAT), uma heme-proteína, tem o peróxido de hidrogênio 

como único substrato, sendo sua atividade intimamente relacionada com a 

concentração desta EAO. Ela atua, assim, complementarmente a GPx, não 

permitindo a produção de •OH a partir do peróxido de hidrogênio. 

 Uma ação orquestrada destas enzimas é necessária para a proteção 

celular contra o estresse oxidativo. Tem sido demonstrado que o desequilíbrio 
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entre SOD e CAT/GPx aumenta o dano celular desencadeado pelas EAO e 

participa da gênese de várias doenças (Park et al 2007, Nelson et al 2006). 

Uma superexpressão da SOD resulta na excessiva produção de peróxido de 

hidrogênio, que pode mediar dano às membranas através da peroxidação 

lipídica ou reagir com ferro para gerar radical hidroxil via reação de Fenton, 

conforme equação 1 e 2 , com diminuição da viabilidade celular (“toxicidade da 

SOD”). Um aumento proporcional da atividade da CAT poderia limpar este 

excesso de peróxido de hidrogênio (equação 3). Porém, já é descrito que o 

excesso de EAO poderia oxidar o sítio ativo da CAT, levando a inativação da 

enzima. 

  

    SOD 

 Eq.1)  O2- (superóxido) + O2
- + 2H+                              H2O2 + O2 

 

 Eq.2) H2O2 (peróxido de hidrogênio)+ Fe+2                         •OH (hidroxil)+ Fe+3 

         CAT 

 Eq.3) 2H2O2                                O2 + H2O 

 

 

1.4 -  Sepse-  conceito e aspectos relevantes: 

 

 Sepse e suas conseqüências constituem as causas mais comuns de 

mortalidade em unidades de tratamento intensivo, chegando a taxas de 50-

60% a despeito do tratamento (Silva et al 2004). É uma síndrome de resposta 

inflamatória sistêmica induzida por infecção e definida através da presença de 
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dois ou mais dos seguintes critérios: febre ou hipotermia, leucocitose ou 

leucopenia, taquicardia, taquipnéia ou hipocapnia. Quando existe uma falência 

orgânica devido a sepse, conceituamos de sepse grave, quando existe 

hipotensão refratária, conceituamos choque séptico e a disfunção em vários 

órgãos caracteriza falência orgânica múltipla. 

  A resposta do hospedeiro é tão importante quanto o sítio de infecção e o 

agente causador da sepse (Hotchkiss et al 2003). O pulmão é o sítio de 

infecção mais freqüente, seguido por abdômen e trato urinário, mas em 20-30% 

dos pacientes o sítio primário não é determinado. Pacientes com infecções 

presumidas ou condições inflamatórias graves não causadas por infecção (ex. 

pancreatite), apresentam alterações bioquímicas, fisiológicas, taxas de 

disfunção orgânica e mortalidade similares, o que vem suportar o argumento de 

que a resposta do hospedeiro é o maior determinante de sua evolução clínica. 

Drogas antimicrobianas são necessárias, mas não suficientes para o 

tratamento da sepse, e paradoxalmente podem precipitar alterações sépticas 

pela liberação de produtos microbianos. Pacientes que não recebem 

prontamente antibioticoterapia apropriada têm uma mortalidade aumentada em 

10-15 %.  

A ocorrência de falência orgânica segue um padrão comum: a disfunção 

pulmonar ocorre quase sempre e precocemente, persiste durante o choque, 

que também ocorre precocemente, e se resolve precocemente ou é fatal; 

sérias anormalidades da função hepática, coagulação e neurológicas tendem a 

ocorrer horas a dias depois do início da sepse e persistem por tempo 

indeterminado. O número de falências orgânicas, além da gravidade destas, 

afeta o prognóstico do paciente, pois cada órgão adicional em falência 
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acrescenta 15-20% na taxa de mortalidade.  Portanto, o tratamento da falência 

orgânica é essencial, mas, por enquanto se baseia em medidas de suporte, 

como ventilação mecânica, reposição volêmica generosa, drogas 

vasopressoras, suporte nutricional, sedação, diálise entre outras. 

  A taxa de mortalidade por sepse e suas complicações vem 

apresentando uma discreta redução nas últimas décadas, provavelmente 

devido a melhor definição da síndrome, a incrementos nas medidas de suporte 

a órgãos-alvo e prevenção de complicações, mesmo na ausência de uma 

terapêutica específica com impacto considerável na mortalidade. 

 

1.5- Lesão pulmonar aguda(LPA) e síndrome da angústia respiratória 

aguda (SARA): conceitos e aspectos relevantes 

 

 A lesão pulmonar aguda e a síndrome da angústia respiratória aguda 

são síndromes comuns que complicam uma variedade de patologias graves 

clínicas ou cirúrgicas. Estas condições são quase sempre progressivas e 

caracterizadas por estágios com diferentes manifestações clínicas, 

histopatológicas e radiológicas (Ware e Matthay 2000, Goodman et al 2003).  

 A LPA/SARA é uma condição de injúria pulmonar, a expressão de uma 

patologia que produz inflamação sistêmica. As lesões pulmonares 

provavelmente se originam da ativação sistêmica dos neutrófilos circulantes, 

que se aderem ao endotélio vascular dos capilares pulmonares. Os neutrófilos 

liberam enzimas proteolíticas e metabólitos tóxicos do oxigênio, causando dano 

ao endotélio e rupturas nos capilares com exsudação para dentro do 

parênquima pulmonar, que então preenche os espaços alveolares. Outra 
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característica é a deposição de fibrina e com isso se desencadeia um 

remodelamento e fibrose pulmonar (Abraham 2003).   

Clinicamente a LPA/SARA é caracterizada por aumento na 

permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, levando a edema pulmonar e 

hipoxemia refratária. Nos estágios precoces da doença, se apresenta com 

taquipnéia e hipoxemia progressiva, em 24 horas já se observa 

comprometimento radiológico bilateral e em cerca de 48 horas o quadro 

progride para uma hipoxemia grave e refratária com necessidade de ventilação 

mecânica (Bernard et al 1994). 

 Para fins de prática clínica existem critérios para o diagnóstico de LPA e 

SARA: 1) início agudo; 2)presença de condição predisponente; 3)infiltrados 

bilaterais ao Rx de tórax; 4)relação PaO2/FiO2 menor que 200 mmHg para 

SARA e menor que 300 mmHg para LPA; 5) pressão de oclusão da artéria 

pulmonar ≤ 18 mmHg ou ausência de evidência clínica de hipertensão atrial 

esquerda (Bernard et al 1994, Wheeler e Bernard 2007). 

 Até o momento o tratamento da LPA e SARA tem sido de suporte, com  

entubação traqueal, ventilação mecânica  com pressão positiva e altas 

concentrações de oxigênio inspirado. Embora essas medidas sejam salvadoras 

de vida, estudos mais recentes nos mostram que a própria ventilação mecânica 

contribua para a injúria pulmonar e possivelmente para a falência orgânica 

múltipla desses pacientes (Frank et al 2006). 

 A mortalidade dessas entidades clínicas chega a 40%, sendo que a 

maioria dessas mortes ocorre por falência orgânica múltipla e apenas uma 

pequena fração morre propriamente por insuficiência respiratória. (Wheeler e 

Bernard 2007). 
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1.6- Insuficiência hepática aguda: conceito e aspectos relevantes 

 

 A insuficiência hepática aguda pode ser fulminante ou subfulminante. A 

insuficiência hepática fulminante se caracteriza pelo desenvolvimento de 

encefalopatia hepática normalmente dentro das primeiras 8 horas do início da 

doença hepática, sendo que coagulopatia está invariavelmente presente. Já no 

quadro subfulminante, esses achados ocorrem em 8 semanas a 6 meses do 

início da doença hepática. Ambas as condições cursam igualmente com um 

pobre prognóstico.  

Insuficiência hepática severa é uma complicação associada com uma 

miscelânea de patologias, entre elas, as hepatites virais agudas, intoxicações 

por acetaminofeno, choque, e várias outras, cursando sempre com uma alta 

mortalidade e sem um tratamento específico e eficaz até o momento. 

Devido à evolução clínica imprevisível da patologia e a dificuldade no 

desenvolvimento de estudos clínicos em decorrência do pequeno número de 

casos e à heterogeneidade de etiologias, numerosos estudos experimentais se 

desenvolvem no intuito de elucidar os mecanismos de dano e regeneração 

hepática e de desvendar novas terapêuticas a fim de melhorar a 

morbimortalidade da patologia.  

O dano celular hepático depende da natureza, duração e severidade do 

insulto e finalmente do grau de necrose, apoptose e necroapoptose. 

Clinicamente se apresenta com distúrbios de coagulação, desequilíbrio 

hidroeletrolítico e ácido-base, insuficiência renal, hipoglicemia e encefalopatia 

hepática. Em estados de choque cardiocirculatório, os pacientes podem 

desenvolver hepatite isquêmica, uma condição que cursa com necrose 
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centrilobular com intensa infiltração neutrofílica e aumento de transaminases e 

desidrogenase lática (DHL), além disto, estudos evidenciaram aumento nos 

“marcadores biológicos” de estresse oxidativo (produtos da peroxidação lipídica 

no plasma e em eritrócitos) (Biasi et al 1994).  

  

1.7 - Modelo animal de sepse 

 

 Estudos de sepse em humanos são difíceis devido a severidade da 

doença, a necessidade de intervenções terapêuticas imediatas, a 

heterogeneidade dos pacientes. Assim, modelos animais têm sido usados 

extensivamente para explorar a patogênese e gerar dados pré-clínicos de 

intervenções terapêuticas.  

Para estas propostas, deve-se utilizar um modelo animal que reproduza 

a vasodilatação, hipotensão, aumento do débito cardíaco, resposta ao 

tratamento e mortalidade vistos em pacientes sépticos. Tem-se utilizado para 

isto modelo de sepse abdominal, sepse cutânea, sepse induzida pela 

administração de lipopolissacarídeo (LPS) ou fator de necrose tumoral. Porém 

os modelos que induzem peritonite são mais amplamente usados. A peritonite 

pode ser induzida por inoculação direta de bactérias ou de conteúdo fecal na 

cavidade peritoneal. Entretanto o modelo mais aceito na literatura, e que 

parece simular mais adequadamente o quadro clínico de sepse, é o chamado 

CLP. A CLP se baseia na ligação do ceco logo abaixo da válvula ileo-cecal 

(mantendo desta maneira o trânsito intestinal), perfuração do ceco com 

tamanho padronizado e liberação de conteúdo fecal para a cavidade peritoneal, 

conforme classicamente descrito por Wichterman e cols (1980). Desta maneira 
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além da peritonite se induz isquemia mesentérica simulando as grandes 

síndromes clínicas de sepse abdominal (p.ex. apendicite, isquemia 

mesentérica). Recentemente este modelo foi modificado para melhor simular 

as características clínicas dos pacientes com sepse abdominal, introduzindo 

desta maneira a ressucitação volêmica e emprego de antibióticos de amplo 

espectro (Hollenberg et al 2001). 

 

1.8- Modelo animal de lesão pulmonar aguda 

 

A injúria pulmonar aguda em roedores pode ser induzida pela 

administração de LPS (lipopolissacarídeo) intratraqueal, que desencadeia uma 

intensa resposta inflamatória, caracterizada pelo influxo de polimorfonucleares, 

edema intersticial e alveolar e hemorragia intra-alveolar.  

Produtos desta resposta inflamatória aguda pulmonar causando injúria 

tissular são liberados dos macrófagos ativados. Estes incluem produtos tóxicos 

do oxigênio e do nitrogênio, juntamente com proteases liberadas das células 

fagocitadas. A reação inflamatória aguda nos pulmões depende da ativação de 

NF-kB , que resulta na ativação de genes pró-inflamatórios, com liberação de 

citocinas . Como a reação inflamatória progride, produtos de genes reguladores 

(inibitórios) também aparecem, especialmente IL-10 e IL-13. Estas interleucinas 

são potentes mediadores anti-inflamatórios que suprimem a ativação de NF-kB, 

por prevenirem a hidrólise do IkB (Goodman et al 2003). O balanço entre essas 

duas classes de mediadores (pró-inflamatórios e anti-inflamatórios) define o 

quanto essa resposta inflamatória persiste ou se intensifica após a exposição a 

LPS e determina o desfecho desse processo. (Cavaillon e Annane 2006).  
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1.9 Modelo animal de insuficiência hepática aguda 

 

 O tetracloreto de carbono (CCl4) tem sido muito usado 

experimentalmente para induzir necrose hepatocelular aguda. A sua 

administração aumenta significativamente a liberação de enzimas hepáticas, a 

destruição do citocromo P450, os produtos da peroxidação lipídica e a resposta 

inflamatória.  

O efeito hepatotóxico do CCl4 resulta da sua redução pelo sistema 

citocromo P450 a um radical livre altamente reativo, o radical triclorometil, e 

este reage com moléculas de oxigênio formando o radical triclorometilperoxil, 

que por sua vez, reagindo com ácidos graxos insaturados, retira destas átomos 

de hidrogênio formando os radicais centrados em carbono que rapidamente 

sofrem reação com o oxigênio, gerando o radical peroxil, iniciando assim o 

processo de peroxidação lipídica. O ferro pode catalizar as reações das EAOs 

que leva a maior peroxidação lipídica ou a inativação da atividade das enzimas 

antioxidantes, com conseqüente dano aos microssomos, mitocôndrias, núcleos 

e a um prejuízo nas funções fisiológicas dos hepatócitos (Weber et al 2003). 

Esse modelo animal de indução de falência hepática aguda induzida 

pela administração de CCl4 intraperitonealmente em murinos simula o que 

desordens como a injúria hepática por intoxicação pelo álcool, porfiria, 

sobrecarga de ferro, hepatites virais fulminantes, demonstram 

histopatologicamente, com aumento da deposição de matriz extracelular, 

proliferação de fibroblastos e fibrose hepática (Weber et al 2003, Sakaguchi e 

Furusawa 2006). 
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1.10 - O papel das espécies ativas de oxigênio na fisiopatologia das 

doenças críticas do adulto 

 

 A sobrevida dos pacientes criticamente enfermos depende de uma 

resposta imune cuidadosamente orquestrada em todos os órgãos. Uma  

disfunção da resposta imune pode se apresentar sob duas formas: (1) ativação 

excessiva da resposta imune, manifestada clinicamente como a síndrome da 

resposta inflamatória sistêmica , e (2) excessiva “down regulation” da resposta 

celular imune, levando a um aumento na suscetibilidade a infecção. Uma 

produção excessiva de radicais livres contribui para uma resposta inflamatória 

intensa e o dano tissular (Crimi et al 2006). 

 O estresse oxidativo durante as doenças críticas pode ser relacionado 

com a ativação de fagócitos (neutrófilos, monócitos, macrófagos, eosinófilos), 

produção de óxido nítrico, liberação de íons ferro e metaloproteínas. Doenças 

críticas, assim como sepse, lesão pulmonar aguda e insuficiência hepática são 

caracterizadas pela produção de EAOs e outras espécies de radicais com 

conseqüente estresse oxidativo (Crimi et al 2006). 

 

1.10.1. Sepse 

 

 Diversos mecanismos de inflamação e dano celular são 

implicados na fisiopatologia da sepse, choque séptico e disfunção orgânica 

relacionada à sepse, entre eles a geração de espécies ativas do 

oxigênio(EAO). As propriedades pró-inflamatórias dos EAO incluem dano às 
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células endoteliais, formação de fatores quimiotáticos, recrutamento de 

neutrófilos, oxidação e peroxidação de lipídeos, dano ao DNA, liberação de 

TNF-αe IL-1β e formação de peroxinitrito (Azevedo et al 2006, Protti e Singer 

2006). A hiperprodução de EAO e a falha nos mecanismos de “scavengers” 

naturais são implicados no dano endotelial, alterações miocárdicas e falência 

orgânica múltipla.  

Os monócitos e polimorfonucleares sofrem alterações, descritas como 

ativação de leucócitos, em resposta a estimulação por TNF e interleucinas (IL), 

com um conseqüente aumento na produção de superóxido (O2 
-) por estas 

células. Primariamente o superóxido (O2 
-) tem um efeito pró-inflamatório, que é 

perpetuado pela formação de peroxinitrito (reação de superóxido com óxido 

nítrico). O peroxinitrito possui vários efeitos citotóxicos e pró-inflamatórios 

independentes que levam a dano celular irreverssível, como evidenciado no 

choque séptico (Alvarez e Evelson 2007).  

O choque séptico é caracterizado por severa hipotensão e diminuição da 

perfusão tecidual em decorrência da hiporreatividade vascular a catecolaminas 

endógenas e exógenas, que pelo menos em parte é explicado pelo grande 

aumento na produção de óxido nítrico que ocorre na sepse (Fernandes et al 

2006, Cuzzocrea et al 2006).  

O peróxido de hidrogênio (H2O2), apesar de ser considerado um 

oxidante estável, conta com um papel importante na fisiopatologia da sepse.  O 

H2O2 pode ser metabolizado por duas enzimas antioxidantes, a glutationa 

peroxidase e a catalase, mas em presença de metais de transição, ele é 

decomposto em radical hidroxil via reação de Fenton, um radical altamente 

tóxico e reativo. Os danos às células musculares e acidose aumentam a 
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quantidade de ferro liberado da mioglobina e hemoglobina, facilitando esta 

reação. Recentemente foi demonstrado que alterações do metabolismo de 

ferro podem estar relacionadas com mortalidade em modelos animais de sepse 

(Wizorek et al 2003). 

 

1.10.2. Lesão pulmonar aguda (LPA)/ Síndrome da angústia 

respiratória aguda (SARA) 

 

A ruptura do balanço antioxidante-oxidante é provavelmente muito 

importante na fisiopatologia da LPA. Concentrações diminuídas de 

antioxidantes solúveis em água (urato, glutationa,ascorbato) estão presentes 

nas vias aéreas distais de pacientes com LPA (Bowler et al 2003). 

Concentrações elevadas de peróxido de hidrogênio assim como de produtos da 

peroxidação de fosfolipídeos de membrana são medidos no ar exalado de 

pacientes com SARA (Gessner et al 2003). Pacientes com SARA mostram 

diminuição nos níveis séricos de α-tocoferol, ascorbato, β-caroteno, selênio e 

níveis elevados de produtos da peroxidação lipídica (Richard et al 1990, 

Metnitz et al 1999). Kumar et al demonstraram que em pacientes com SARA, 

concentrações de peróxidos de lipídeos estão significativamente mais altas 

quando comparados a controles (pacientes com risco de desenvolver SARA), 

além disto, os pacientes com SARA mostram uma importante diminuição dos 

ácidos graxos saturados, sugerindo que ela possa ser uma doença com 

deficiência dos ácidos graxos essenciais (Kumar et al 2000). O mesmo estudo 

mostra uma diminuição dos níveis de óxido nítrico em pacientes com SARA e 

que contrasta com outros estudos que demonstram uma detecção de proteínas 
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nitratadas, aumento nos níveis de nitrato e nitratação do surfactante no lavado 

broncoalveolar de pacientes com SARA. (Kumar et al 2000, Lambe t al 1999, 

Sittipunt et al 2001). Na LPA/SARA o papel do óxido nítrico pode ter um efeito 

benéfico como uma espécie protetora ou ter um papel pró-oxidante como 

precursor do peroxinitrito (Anggard 1994). 

O acúmulo de neutrófilos tem um papel no desenvolvimento da 

LPA/SARA, não somente na produção de radicais livres de oxigênio, mas 

também pela liberação de proteases, favorecendo a translocação bacteriana 

(Gullo et al 1996). A neutralização efetiva das proteases e das EAOs por 

antioxidantes previne a injúria pulmonar (Pacht et al 2003). 

O dano celular e tissular resultante do estresse oxidativo pode ser 

conseqüência da ruptura do metabolismo normal do ferro e do aumento do 

ferro cataliticamente ativo. Concentrações elevadas deste metal são 

encontradas no trato respiratório inferior de pacientes com SARA (Ghio et al 

2003) e outro estudo ainda sugere que a ferritina sérica do paciente teria uma 

relação com o desenvolvimento de SARA (Sharkey et al 1999). 

 

1.10.3- Insuficiência hepática aguda 

 

A produção de espécies ativas de oxigênio e a peroxidação lipídica no 

fígado em situações de insufiência hepática induzidas por sobrecarga de ferro, 

injúria colestática e intoxicações exógenas (etanol, tertracloreto de carbono) já 

foram descritas por alguns autores. (Bacon e Britton 1990, Parola et al 1996). 

Pacientes com insuficiência hepática aguda apresentam uma liberação 

significativamente elevada de enzimas hepáticas, aumento na destruição do 
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citocromo P450 e aumento nos produtos de peroxidação lipídica, o que justifica 

a intensa resposta inflamatória que ocorre nesta patologia (Castillo et al 1992, 

Luster et al 2001, Hua et al 2007). Todas essas desordens são caracterizadas 

por aumento na deposição de matriz extracelular e pelo desenvolvimento de 

fibrose. Um dos mecanismos responsáveis pela fibrose hepática poderia ser a 

indução de peroxidação lipídica (Chojkier et al 1989, Guimarães et al 2006). 

Outro estudo também demonstrou que uma depleção de glutationa, 

freqüentemente encontrada nas doenças hepáticas, poderia favorecer a 

produção de EAOs e a peroxidação lipídica (Han et al 2006). 

 

1.11 - Antioxidantes e tratamento de sepse 

 

Intervenções que reduzem a produção das EAO exercem efeitos 

benéficos em diversos modelos de endotoxemia e choque séptico. Estas 

intervenções incluem a N-acetilcisteina (NAC) (Atis et al 2006, Victor et al 2003, 

Ozdulger et al 2003), α-tocoferol (Durant et al 2004), alopurinol (Xiang et al 

2003), deferoxamina (DFX) (Messaris et al 2004), catalase (Supinski et al 

1993), superoxide dismutase (Supinski e Callahan 2006), miméticos de 

superoxide dismutase (Salvemini e Cuzzocrea 2003), magnolol (Kong et al 

2000) e tempol (Matejovic et al 2005). Geralmente estas intervenções são 

administradas antes ou imediatamente após a indução da sepse o que pode 

limitar sua relevância clínica.  

 Entre os mais estudados antioxidantes no tratamento da sepse encontra-

se a NAC é bem conhecida como precursora artificial de glutationa e utilizada 

clinicamente como droga mucolítica e no tratamento da intoxicação por 
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paracetamol, com raros efeitos adversos.  NAC é um scavenger de peróxido de 

hidrogênio, ácido hipoclórico e radical hidroxil e por estas ações inibe a 

liberação de TNFα, a ativação de citocinas pró-inflamatórias e apoptose celular.  

 As evidências sugerem que a expressão do gene TNF é controlada pela 

transcrição do NF-kB, cuja a atividade pode ser induzida pelo peróxido de 

hidrogênio. NAC mostrou inibir a atividade do NF-kB em várias linhagens 

celulares, inclusive em macrófagos peritoneais de ratos (Pahan et al 1998). O 

peróxido de hidrogênio diretamente ou indiretamente através de sua redução a 

radical hidroxil via reação de Fenton, age como um mensageiro na síntese e 

ativação de mediadores inflamatórios. NAC como scavenger destes radicais 

mostrou inibir a liberação destes mediadores.  

 Por estas razões é reconhecido o papel antioxidante da NAC na sepse, 

mas quando utilizada antes da indução da sepse e não depois. Em contraste 

alguns estudos demonstram um aumento no estresse oxidativo e mortalidade 

por sepse após uso de altas doses da NAC, possivelmente relacionado a sua 

capacidade para reduzir o ferro para sua forma catalicamente ativa (Sprong et 

al 1998), favorecendo a reação de Fenton.  

DFX é um quelante de ferro empregado com segurança no tratamento 

de várias doenças hematológicas. Experimentalmente, já foi citada em alguns 

estudos, como uma droga que diminuiu a injúria oxidativa, quando usada antes 

e não depois da indução da sepse, melhorando mortalidade em um modelo 

animal de sepse abdominal (Messaris et al 2004). 
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1.12- Antioxidantes e o tratamento da LPA/SARA 

 

O papel da NAC no tratamento da LPA/SARA tem sido estudado em 

vários estudos clínicos. A sua administração demonstrou efeitos protetores, 

restabelecendo níveis de glutationa dentro dos granulócitos pulmonares 

(Laurent et al 1996) e em fluido de lavado broncoalveolar (Ortolani et al 2000). 

No entanto, dois diferentes estudos falharam em demonstrar diferenças 

estatísticas nos end-points clínicos assim como mortalidade, tempo de 

ventilação mecânica, melhora da relação PaO2/FiO2 em pacientes com SARA. 

(Jepsen et al 1992, Domenighetti et al 1997). 

Alguns estudos demonstram que monoterapia com NAC parece não 

mudar a história natural de doenças complexas como a SARA, entretanto 

usada mais precocemente poderia ser mais útil, diminuindo o dano induzido 

pelo estresse oxidativo (Spapen et al 1998). 

A LPA/SARA é uma síndrome clínica que não é exclusivamente induzida 

por radicais livres, mas mostra uma fisiopatologia complexa envolvendo vias 

inflamatórias e não inflamatórias. Além disso, seria ingênuo pensar que existe 

um antioxidante ideal que bloquearia todas as vias, o que parece mais coerente 

seria usar uma combinação de antioxidantes, com a terapia de suporte já em 

uso. 

 

1.13- Antioxidantes e o tratamento da insuficiência hepática aguda 

 

A NAC é a droga de escolha no tratamento da insuficiência hepática 

induzida por paracetamol, tem uma variedade de propriedades farmacológicas 
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com benefícios potenciais em pacientes criticamente doentes (Atkinson 2002): 

restauração do poder antioxidante celular por restaurar os estoques depletados 

de glutationa, ser um “scavenger” de radicais livres tanto diretamente ou como 

precursor de GSH, vasodilatação e inibição da agregação plaquetária pelo 

aumento dos níveis de GMP-c e regenerar o óxido nítrico pela doação de 

sulfidril. A NAC pode diminuir a ativação de NF-kB com diminuição da produção 

de citocinas pró-inflamatórias, assim como IL-8 e TNF.  

 

2 – OBJETIVO GERAL 

 

Determinar o efeito da administração de NAC e DFX em diferentes 

modelos animais de doenças inflamatórias agudas. 

 

2.1 – Objetivos específicos 

Determinar o efeito da administração de NAC e DFX em parâmetros de 

dano oxidativo em modelos animais de doenças inflamatórias agudas; 

Determinar o efeito da administração de NAC e DFX na relação 

SOD/CAT em modelos animais de doenças inflamatórias agudas; 

Determinar o efeito da administração de NAC e DFX na produção de 

superóxido em partículas submitocondriais em modelos animais de doenças 

inflamatórias agudas; 

Determinar o efeito da administração de NAC e DFX na resposta 

inflamatória em modelos animais de doenças inflamatórias agudas; 

Determinar o efeito da administração de NAC e DFX na mortalidade em 

modelos animais de doenças inflamatórias agudas. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

Treatment with N-acetylcysteine plus deferoxamine protects rats 

against oxidative stress and improves survival in sepsis 

 

 

 

Cristiane Ritter, Michael E. Andrades, Adalisa Reinke, Sérgio Menna-Barreto, 
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CAPÍTULO 3 

 

 

Protective effect of N-acetylcysteine and deferoxamine on carbon 

tetrachloride-induced acute hepatic failure in rats 
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CAPÍTULO 4 

 

 

Effects of N-acetylcysteine plus deferoxamine in 

lipopolysaccharide-induced acute lung injury in the rat 

 

 

Cristiane Ritter, Aline Andrea da Cunha, Isabel Cristina Echer, Michael 
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5- DISCUSSÃO 

Neste trabalho determinamos que o uso da combinação de NAC e DFX 

é mais eficiente ao uso isolado dos compostos em diferentes modelos animais 

de doenças inflamatórias. Tentamos explorar diferentes mecanismos 

responsáveis por esta efetividade, e determinamos que estes antioxidantes 

atuam em pelo menos três diferentes aspectos da fisiopatologia das doenças 

estudadas: 1) dano oxidativo em órgãos alvo, 2) disfunção mitocondrial 

associada a sepse, 3) atenuação da resposta inflamatória.  

 

5.1- Atenuação do dano oxidativo em órgãos alvo 

 

De todos estes mecanismos talvez o mais óbvio seja a atenuação do 

dano oxidativo em diferentes órgãos associados ao desenvolvimento destas 

doenças. No capitulo II demonstramos que o uso de NAC + DFX atenua o dano 

oxidativo em diversos órgãos associados à resposta séptica. A disfunção de 

múltiplos órgãos é central na mortalidade associada à sepse em humanos. 

Diversas evidências sugerem que o estresse oxidativo tem um papel na 

falência de órgãos durante o desenvolvimento de sepse (Crimi et al, 2006a, 

2006b; Jao et al 2005; Singer et al 2004; Zhang et al 2000). Este estresse pode 

ser secundário a ativação de xantina oxidase durante a isquemia/reperfusão 

(Conlon et al 2005, Galley et al 1996), ativação do sistema imune (Cavaillon e 

Adib-Conquy 2005, Brown et al 2006), disfunção mitocondrial (Protti e Singer 

2006, Crouser 2004), depleção de antioxidantes (Mishra et al 2005, Voigt et al 

2002, Crimi et al 2006, Cowley et al 1996; Goode et al 1995, Pascual et al 
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(1998. Chuang et al 2006). Apesar destas evidências, estudo realizado por 

Linares e cols utilizando técnicas elegantes para a detecção de radicais livres 

demonstrou que a presença de estresse oxidativo durante a endotoxemia não 

parece ser tão importante quanto previamente descrito (Linares et al 2003). De 

qualquer forma a grande maioria dos estudos em animais (Andrades et al 2005, 

Jao et al 2005, Koksal et al 2004) e em humanos (Goode et al 1995, Cighetti et 

al 2005, Mishra et al 2005, Winterbourn et al 2000) demonstram uma relação 

entre estresse oxidativo e disfunção de múltiplos órgãos durante a sepse. 

Neste sentido, diversos estudos utilizam antioxidantes para o tratamento de 

sepse em animais (Victor et al 2003, Matejovic et al 2005, Supinski et al 2006, 

Carlson et al 2006) e humanos (Spapen et al 2005, Emet et al 2004, Hein et al 

2004, Heller et al 2001, Rank et al 2000, Ortolani et al 2000, Spapen et al 1998, 

Angstwurm et al 2007). Tanto a NAC quanto a DFX já foram testados 

isoladamente para o tratamento de sepse em animais. NAC é efetiva em 

diferentes modelos de sepse, incluindo endotoxemia (Hsu et al 2006) e CLP 

(Ozdulger et al 2003). Cabe ressaltar que se deve levar em conta a limitação 

do uso de LPS como modelo de sepse (Rittirsch et al 2007) e que o uso de 

NAC em modelos de CLP normalmente é feito antes, ou logo após a CLP. 

Além disto estudo de Sprong e cols demonstrou que doses altas de NAC são 

associadas a aumento de mortalidade, provavelmente pelo seu efeito pró-

oxidante (Sprong et al 1998). NAC também foi estudada em modelos de sepse 

utilizando animais de maior porte, encontrando-se efeitos positivos (Zhang et al 

1995). Poucos estudos avaliam o uso isolado de DFX em modelos animais de 

sepse. Vulcano et al demonstraram que DFX diminui estresse oxidativo e reduz 

mortalidade em modelo animal de endotoxemia (Vulcano et al 2000). Em 
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modelo de CLP, Messaris e cols demonstraram que o uso profilático de DFX 

reduz apoptose e mortalidade (Messaris et al 2004). Este último estudo utiliza a 

mesma dose de DFX que nossos estudos, porém o tempo do inicio da 

administração e o tempo de seguimento dos animais pós-CLP limitam a 

interpretação dos dados. Nossos resultados, portanto, somam ao 

conhecimento prévio do tema, determinando que a associação de antioxidantes 

parece ser mais efetiva em modelo de sepse, insuficiência hepática aguda e 

lesão pulmonar aguda, mesmo quando administrados após o desenvolvimento 

das doenças. A redução de estresse oxidativo nestes modelos pode ser efeito 

direto dos antioxidantes utilizados, ou secundários aos seus efeitos sobre a 

disfunção mitocondrial e resposta inflamatória que serão abordados 

posteriormente. Outro aspecto importante do papel antioxidante de NAC mais 

DFX parece ser a restauração do equilíbrio entre atividade de SOD e CAT que 

nosso grupo sugere ser importante na geração de estresse oxidativo durante o 

desenvolvimento de sepse (Andrades et al 2005). 

Mesmo sem uma definição apropriada em modelos animais diversos, 

ensaios clínicos foram desenvolvidos para avaliar o efeito de antioxidantes no 

tratamento da sepse (para excelente revisão veja Crimi et al 2006b). A maioria 

deles utiliza NAC como antioxidante e avalia desfechos clínicos secundários 

(como p.ex. variáveis hemodinâmicas e respiratórias, escores de gravidade e 

perfil plasmático de citocinas). Mesmo assim, os resultados são conflitantes, 

com estudos positivos, estudos negativos e estudos neutros (Crimi et al 2006). 

O ensaio clínico melhor desenhado para avaliar o uso de antioxidantes em 

pacientes sépticos, recentemente publicado, utiliza selênio como antioxidante e 

avalia desfechos clínicos primários (Angstwurm et al 2007) Diferentemente dos 
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ensaios que utilizam NAC este estudo administra selênio por tempo prolongado 

e demonstrou que a suplementação com selênio reduz significativamente a 

mortalidade em 28 dias em pacientes com SIRS e sepse.  

Outro aspecto relevante para se ressaltar dos nossos resultados foi a 

demonstração de que estes antioxidantes conseguem diminuir o estresse 

oxidativo no sistema nervoso central (SNC) de animais submetidos a 

insuficiência hepática aguda. Isoladamente parece que estes resultados 

representam o efeito dos antioxidantes em mais um órgão envolvido em 

doenças inflamatórias agudas. Entretanto este achado iniciou uma importante 

linha de pesquisa em nosso laboratório onde avaliamos o estresse oxidativo 

em SNC durante a sepse e suas possíveis conseqüências a longo prazo 

(Barichello et al 2005a e 2005b). Estudos conduzidos por Barichello e 

colaboradores demonstraram pela primeira vez que existe estresse oxidativo 

em diferentes regiões do SNC de ratos sépticos, e que este estresse 

diferentemente de outros órgãos é precoce e transitório (Barichello et al 2006). 

Esta mesma autora posteriormente demonstrou que animais sobreviventes de 

sepse apresentam alterações de memória e que estas alterações dependem 

em parte da ocorrência de estresse oxidativo no SNC (Barichello et al 2007). O 

entendimento do papel do SNC no desenvolvimento de alterações agudas e 

crônicas em doenças inflamatórias agudas ainda é limitado, e nossos 

resultados demonstrados no capitulo III auxiliam neste entendimento e, 

principalmente, serviram de incentivo para ampliação dos leques de 

oportunidade para serem explorados no futuro por nosso laboratório.   
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5.2- Disfunção mitocondrial associada à sepse 

 

Além dos efeitos diretos sobre o estresse oxidativo discutido 

anteriormente, no capítulo II demonstramos que o tratamento com 

antioxidantes diminui a produção de superóxido em partículas sub-

mitocondriais o que sugere um possível efeito do tratamento sobre disfunção 

mitocondrial tão importante para o desenvolvimento de sepse. Este aspecto é 

ressaltado no editorial publicado pelo Dr Crouser (Crouser 2004), 

provavelmente um dos autores com maior número de publicações sobre  

disfunção mitocondrial e sepse nos últimos anos, acerca de nosso artigo 

(anexo 1).  

A relação entre oferta inadequada de oxigênio e mortalidade de doentes 

criticamente enfermos foi proposta 40 anos atrás (Broder et al 1964). Ao 

assumir que os níveis altos de lactato era conseqüência do metabolismo 

anaeróbio, a correlação entre o nivel de lactato e mortalidade levou a 

conclusão de que a falta de oferta de oxigênio deve ser fator primário no 

desenvolvimento de choque séptico. Este e outros achados apoiavam esta 

conclusão e por muito tempo se assumiu estas observações como verdade. 

Nos anos 90, dois ensaios clínicos randomizados desenhados para otimizar a 

oxigenação tecidual em pacientes com sepse falharam em comprovar esta 

teoria (Hayes et al 1994, Gattinoni et al 1995). Análises retrospectivas destes 

dados sugeriam que não sobreviventes de sepse apresentavam uma redução 

na capacidade de aumentar o consumo de oxigênio tissular em resposta a 

aumento da oferta de oxigênio (Hayes et al 1997). Recentemente VanderMeer 

e cols demostraram que a acidose tissular durante a sepse se desenvolvia 
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independente da oxigenação tissular sugerindo que o mecanismo da acidose 

poderia ser independente do metabolismo anaeróbico (VanderMeer et al 1995). 

A partir deste estudo uma série de evidências apontou para a teoria de que a 

desregulação do metabolismo do oxigênio durante a sepse é manifestação, 

não de redução de oferta de oxigênio, mas de diminuição da utilização celular 

de oxigênio, atualmente denominada hipóxia citopática (Fink 2001), sendo a 

disfunção mitocondrial central neste contexto. 

No contexto da hipóxia citopática diversas teorias são aventadas para 

explicar este fenômeno.  Dentre as propostas de mecanismos talvez a mais 

antiga sugira que a produção de NO seria o responsável primário pela 

disfunção mitocondrial. Estudos do grupo do Dr Boveris demonstraram que a 

produção de NO durante a sepse leva a inativação transitória da atividade da 

cadeia de transporte de elétrons, provavelmente complexo II e IV seriam os 

alvos principais. Esta inativação levaria a produção de superóxido mitocondrial 

e, conseqüentemente, de peroxinitrito que inativaria irreversivelmente a cadeia 

de transporte de elétrons levando efeito em cascata (Boczkowski et al 1999. 

Entretanto em um modelo felino de sepse com adequada perfusão tecidual o 

dano mitocondrial antecede o aumento da iNOS e da detecção de nitrotirosina 

(Crouser et al 2000). Outra possibilidade é a de que os diferentes mediadores 

da resposta inflamatória da sepse possam levar a disfunção mitocondrial. Entre 

estes, o TNF-α tem capacidade de levar a alterações celulares, inclusive morte, 

mediadas por vias de sinalização intracelulares dependente de ativação do seu 

receptor. A ativação de receptores de TNF ativa esfingomielinases, levando a 

um aumento intracelular de ceramida e fosfocolina.  A ceramida pode levar a 

formação do poro de permeabilidade transitória mitocondrial (MPT), com 
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conseqüente liberação de citocromo C (Siskind et al 2002), ativação de 

caspase-3 (Von Haefen et al 2002) e apoptose. Em concentrações de milimolar 

ceramida inibe a fosforilação oxidativa e leva a produção de EAO (Garcia-Ruiz 

et al 1997). Neste sentido, já foi descrito que as concentrações de ceramida 

estão aumentadas durante sepse em humanos (Delogu et al 1999). Estes 

achados corroboram com dados não publicados de nosso grupo que 

demonstraram que em um modelo de CLP com ressuscitação volêmica a 

produção de superóxido em partículas submitocondriais não é alterada pela 

inibição farmacológica de NOS, induz estresse oxidativo e swelling 

mitocondrial. Todos estes efeitos são parcialmente inibidos por antioxidantes. 

Além disto, o genoma mitocondrial é particularmente suscetível a 

estresse oxidativo (pela ausência de histonas e enzimas de reparo) e dano ao 

DNA mitocondrial parece acontecer durante a sepse (Sulliman et al 2003). Com 

isto há redução na quantidade de proteínas da cadeia de transporte de elétrons 

o que contribui para a disfunção mitocondrial da sepse. Diferentes subunidades 

dos complexos da cadeia de transporte de elétrons têm sua transcrição e 

traduções diminuídas durante o desenvolvimento de sepse (Callahan et al 

2005a 2005b).  

Independente da possível causa da disfunção mitocondrial na sepse ela 

pode levar a redução da extração tecidual de oxigênio (Fink 2002), depleção de 

reservas energéticas celulares (Fredriksson et al 2006), produção de radicais 

livres por desestruturação da cadeia de transporte de elétrons (Kozlov et al 

2006). Estas alterações fisiológicas e celulares podem contribuir para a morte 

celular e disfunção de múltiplos órgãos. Estudos em animais demonstram que 

a disfunção mitocondrial associada à sepse se correlaciona com a gravidade 
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da disfunção orgânica (Fredriksson et al 2006, Brealey et al 2004, Crouser et al 

2002, Crouser et al 1999). Os resultados em estudos experimentais são 

reforçados por alguns estudos em humanos. Em apoio à teoria da hipóxia 

citopática, o aumento nos níveis de lactato em pacientes sépticos não parece 

ser secundário a hipoxia, mas a um aumento na atividade da Na/K ATPase 

(Levy et al 2005). Estudo elegante realizado por Svistunenko e cols 

demonstrou a ocorrência de semiquinonas em músculo de pacientes sépticos e 

isto se correlaciona com critérios de gravidade da doença (Svistunenko et al 

2006). Em músculo esquelético de pacientes sépticos os níveis energéticos se 

correlacionam com a gravidade da doença e com desfechos clínicos relevantes 

(Brealey et al 2002). Neste mesmo sentido, estudo de Vanhorebeek e cols 

demonstraram que o controle glicêmico estrito em pacientes criticamente 

enfermos restaura a função mitocondrial e a energética celular em paralelo a 

melhora de sobrevida observada (Vanhorebeek et al 2005).  

Neste sentido nossos resultados sugerem um papel protetor da 

associação de NAC e DFX sobre a função mitocondrial associada a sepse e 

insuficiência hepática aguda. Entretanto, é difícil com nossos dados determinar 

o exato mecanismo do tratamento com antioxidantes. O tratamento com 

antioxidantes pode interferir com diferentes mecanismos responsáveis pela 

disfunção mitocondrial. Demonstramos no modelo de lesão pulmonar aguda 

que o tratamento com NAC e DFX tem efeito sobre a secreção de citocinas 

inflamatórias, sendo que, como descrito acima o TNF pode ter efeito direto 

sobre a função mitocondrial. Certamente não temos, em nosso estudo, 

determinação destas citocinas no modelo de CLP, mas este efeito já foi 

previamente descrito para o uso de NAC (Victor et al 1999). Os antioxidantes 
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utilizados podem interferir com NO e seus metabólitos ou com espécies 

reativas de oxigênio que devem ter ligação com a disfunção mitocondrial da 

sepse. NAC pode atuar como scavenger direto de NO e peroxinitrito (Halliwell e 

Gutteridge 2007), além de o uso de NAC e DFX, como descrito anteriormente, 

pode interferir na geração de EAO e com isto diminuir o estresse oxidativo e 

preservar a função mitocondrial.  

 

5.3- Resposta inflamatória e antioxidantes 

 

A ativação do sistema imune e inflamatório é essencial no decorrer da 

resposta séptica. A infecção leva, em um primeiro momento, a ativação da 

resposta imune inata. A ativação desta serve como primeira linha de defesa 

contra a infecção e sinaliza para a ativação do sistema imune adquirido. A 

eficácia da resposta inflamatória / imune vai depender da comunicação entre 

estes dois sistemas e isto parece ter papel central na fisiopatologia da sepse 

(Hotchkiss et al 2003). Os patógenos, ou produtos do seu metabolismo, 

disparam a resposta inflamatória por ativar a transcrição de diversos genes 

inflamatórios, levando liberação de citocinas, quimiocinas, ROS. 

Simultaneamente vias antiinflamatórias são ativadas como mecanismos contra-

regulatórios para conter a resposta inflamatória. O desequilíbrio destas vias 

pode levar a SIRS ou CARS e estas têm papel fundamental na mortalidade da 

sepse (Hotchkiss et al 2003). 

Pelo menos em dois grandes processos relevantes a função do sistema 

imune existe participação central dos radicais livres: 1) erradicação do 

patógeno; 2) controle da expressão gênica em células imunes. Certamente 
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entre os dois o papel mais comumente discutido é a erradicação do patógeno. 

Diferentes estratégias relativas às EAO são utilizadas pelo sistema imune para 

erradicação dos patógenos.  De qualquer forma como este tipo de mecanismo 

de defesa é inespecífico pode ser um dos geradores do dano orgânico descrito 

anteriormente. Diferentes espécies derivadas de oxigênio e nitrogênio podem 

ter papel na erradicação do patógeno. Estas espécies são geralmente 

associadas à resposta inflamatória disparada predominantemente por 

macrófagos e neutrófilos (Segal 2006, Forman e Torres 2001). O superóxido 

produzido pela NADPH oxidase pode diretamente exercer atividade bactericida 

(Roos et al 2003). Entretanto é fundamental na produção da espécie reativa de 

oxigênio central no papel de erradicar patógenos, o peróxido de hidrogênio 

(Kettle et al 2007). A partir deste podemos formar o radical hidroxil pela reação 

de Fenton, ou originar ácido hipocloroso, via mieloperoxidase. Nosso grupo 

sugere que a formação de peróxido de hidrogênio é favorecida, durante a 

sepse, pelo aumento desproporcional entre a atividade da SOD e da CAT e 

GPx e nossos resultados demonstram que o tratamento com antioxidantes 

atenua o desequilíbrio entre SOD e CAT. Além destes, a ativação do sistema 

imune pode aumentar a produção de NO que ao reagir com superóxido forma 

peroxinitrito que também tem poder bactericida (Fang 2004). 

A estes mecanismos de erradicação de patógenos se soma o papel dos 

radicais livres na ativação da resposta inflamatória (Fialkow et al 2007, 

Fernando de Souza et al 2007). O processo de indução de genes inflamatórios 

é mediado pela ativação de fatores de transcrição como o AP-1 e o NF-κB 

(Roebuck et al 1999) e recentemente o papel do Nrf-2 na sepse foi descrito 

(Thimmulappa et al 2006). Destes o NF-κB parece ser fundamental na 
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fisiopatologia da sepse e ele pode ser regulado por radicais livres (Liu et al 

2006). Durante a evolução de sepse o NF-κB pode ser ativado por patógenos 

ou por citocinas levando a amplificação da resposta inflamatória (Liu et al 

2006). Além da especulação teórica, diversas evidências demonstram a 

participação do NF-κB na fisiopatologia da sepse, por exemplo, o NF-κB é 

altamente ativo em células mononucleares de pacientes com sepse e seu nível 

de ativação se correlaciona com o APACHE II e mortalidade nestes pacientes 

(Arnalich et al 2000, Bohrer et al 1997). Além disto a inativação deste fator 

parece ter efeito favorável no desfecho de sepse em modelos animais (Mitaka 

et al 2005, Ikezoe et al 2003). 

As vias de transdução de sinal que levam a ativação do NF-κB são 

múltiplas e complexas. Estímulos particulares podem ativar algumas vias de 

sinalização especifica, enquanto algumas vias são compartilhadas por 

diferentes estímulos, por outro lado o mesmo estimulo pode ativar o NF-κB por 

diferentes vias. Neste último caso encontra-se, por exemplo, a ativação por 

LPS, que pode ativar NF-κB por ativação de mitogen-activated protein (MAP) 

quinase ou de proteína quinase C (Gloire et al 2006, Doyle et al 2006, Zhang e 

Ghosh 2000). A regulação redox do NF-κB parece ocorrer através da 

oxidação/redução de resíduos de cisteínas altamente conservados no sítio de 

ligação ao DNA do NF-κB (Gloire et al 2006). Em geral, antioxidantes e 

oxidantes tem papel opostos na regulação deste fator, antioxidantes inibem e 

oxidantes ativam o mesmo (Meyer et al 1993). Porém, existem diferenças 

conforme o tipo celular estudado e os mecanismos associados a esta 

regulação ainda não são completamente esclarecidos, fugindo dos objetivos de 

nosso trabalho. Não sabemos se o esquema antioxidante utilizado em nossos 
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estudos interfere com NF-κB, mas já existe demonstração que NAC exerce 

este papel em células do sistema imune (Victor et al 2003). Além disto, não 

sabemos sobre qual regulador do estado redox intracelular o esquema atua. 

Provavelmente atue sobre os níveis de glutationa reduzida (GSH), por ser a 

NAC doadora de cisteína para a produção de GSH via gama-glutamilcisteina 

sintase, porém não podemos excluir o papel sobre outros fatores que mantém 

o estado redox como, por exemplo, a tioredoxina (Deneke 2000).  

Por todas estas considerações o uso de antioxidantes pode apresentar 

uma dupla face na sepse (como bem citado no editorial a respeito do artigo do 

capítulo 4 assinado pelo Dr. Barry Halliwell – anexo 2). Por um lado pode 

reduzir a resposta inflamatória e minimizar o dano oxidativo, mas a resposta 

inflamatória e necessária para a erradicação do patógeno, reparo dos tecidos 

envolvidos e ativação do sistema imune adquirido. Neste sentido cada vez mais 

se caracteriza e determina a importância da resposta antiinflamatória, ou 

Compensatory Antiinflamatory Response Syndrome (CARS) na sepse 

(Hotchkiss RS et al 2003). Por isso o uso de antioxidantes não pode ser visto 

como isento de risco. Reduzir a resposta inflamatória através de estratégias 

farmacológicas específicas já se mostrou ineficaz em estudos clínicos 

(Eichacker et al 2002). Portanto o tempo e a dose da administração de 

antioxidantes devem ser fundamentais na eficácia desta terapia, para que 

exista redução do dano oxidativo e mitocondrial e atenuação da resposta 

inflamatória, sem prejuízo da erradicação dos patógenos.  

 

5.4- Outras possibilidades de mecanismos dos antioxidantes 
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 Além das possibilidades de mecanismos para a efetividade dos 

antioxidantes abordados nesta tese, alguns outros mecanismos possíveis não 

foram abordados diretamente, mas são tópicos de discussão na literatura. Um 

dos grandes desafios clínicos no tratamento da sepse é o choque refratário a 

vasopressores. Neste sentido existem evidências de que baixas doses de 

corticóides podem melhorar a sobrevida de pacientes em choque séptico 

refratário, que apresentem insuficiência adrenal relativa (Annane et al 2006, 

Annane et al 2002), entretanto esta medida parece não ser suficiente. 

Catecolaminas podem ser desativadas por um processo dependente de 

superóxido, neste cenário sua atividade vasocontritora é perdida (Macarthur et 

al 2000, Salvemini et al 2002). Além disto, estes derivados oxidados podem ser 

citotóxicos (Yates et al 1981, Singal et al 1982). Neste sentido o uso de 

miméticos de SOD parece ter efeito benéfico na sepse experimental, 

predominantemente por evitar a oxidação das catecolaminas, além de prevenir 

os efeitos deletérios do superóxido, como a geração de peroxinitrito (Macarthur 

et al 2000). Curiosamente nosso grupo demonstrou que a atividade plasmática 

de SOD pode prever mortalidade em modelo animal de sepse (Ritter et al 

2003). Isto pode refletir uma menor quantidade de SOD extracelular ancorada a 

membrana do endotélio vascular, com maior inativação de catecolaminas, 

alteração do controle do tônus vascular e maior produção de peroxinitrito. 

Neste sentido, Wang e cols demonstraram que animais submetidos a 

endotoxemia apresentam níveis reduzidos de SOD extracelular (Wang et al 

2003). O dano endotelial também pode participar na redução da resposta às 

catecolaminas, além de aumentar a permeabilidade capilar (Szabo et al 1996) 

e o estresse oxidativo parece participar do dano endotelial durante a sepse 
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(Huet et al 2007). Talvez o mais importante mecanismo de dano endotelial seja 

a ativação da poli-ADP ribose polimerase (PARS) pelo peroxinitrito (Boulos et 

al 2003). A ativação excessiva desta enzima leva a depleção de energia 

celular, secundária ao consumo de NAD+, e morte celular (Kirkland et al 1991). 

A ativação da PARS por peroxinitrito tem sido descrita em diversas alterações 

induzidas pela sepse (Soriano et al 2006), incluindo a disfunção endotelial. 

Células endoteliais humanas tratadas com soro de pacientes sépticos 

apresentam uma diminuição da respiração mitocondrial e dos níveis de ATP, 

sendo que estas alterações são revertidas por inibidores de PARS e de iNOS, 

sugerindo o papel central do peroxinitrito e da PARS na lesão endotelial 

associada a sepse (Boulos et al 2003). Além da ativação da PARS a apoptose 

de céluas endotelias pode ser secundária a exossomos derivados de plaquetas 

com atividade de NAD(P)H oxidase e conseqüente produção de radicais livres 

(Janiszewski et al 2004). Neste sentido o uso de antioxidantes poderia reduzir a 

lesão endotelial ao diminuir os níveis de peroxinitrito e conseqüente ativação da 

PARS.  

 
5.5- Limitações do estudo 

 1 - Os modelos de doenças inflamatórias empregados apresentam 

algumas limitações. O modelo de sepse, CLP, certamente é o mais empregado 

na literatura por mimetizar sepse abdominal de humanos, ainda mais quando 

se utiliza reposição volêmica e antibióticos, além de administrar as drogas de 

estudo após o desenvolvimento de sepse como em nosso estudo. Entretanto, 

diferente da prática clínica, em nosso modelo não removemos o foco infeccioso 

cirurgicamente por dificuldades na realização de tal procedimento nestes 

animais. Existe modelo recentemente desenvolvido, peritonite fecal por 
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cateterização do cólon ascendente, que facilita a remoção cirúrgica do foco 

infeccioso (Lustig et al 2007). Entretanto, este modelo ainda não é bem 

estabelecido e o perfil de citocinas parece ser diferente do CLP (Maier et al 

2004), sendo uma das possibilidades de expansão de nossos resultados no 

futuro. O modelo de insuficiência hepática aguda, apesar de ser amplamente 

utilizado em estudos de toxicologia, tem uma série de limitações intrínsecas. 

Talvez a principal delas seja o fato de que o dano hepático é mediado por 

estresse oxidativo, o que em nosso caso pode ser uma grande limitação. A 

proteção mediada por antioxidantes pode não ser válida para outros tipos de 

lesão hepática, não primariamente oxidativas. Apesar disto, apesar de o dano 

inicial ser mediado diretamente por oxidação, a perpetuação do dano é feita por 

resposta inflamatória e expressão de diversas citocinas comuns a outros 

modelos de lesão hepática aguda (Weber et al 2003, Luster et al 2000). O 

modelo de lesão pulmonar aguda empregado não apresenta mortalidade, 

apenas mimetiza as alterações inflamatórias encontradas em pacientes com 

SARA. Além disto, as alterações mecânicas observadas em pacientes com 

SARA também não se aplicam ao modelo de instilação intratraqueal de LPS 

(Kobayashi et al 2001), e este modelo não permite caracterizar as diferenças 

entre SARA pulmonar e extra-pulmonar. Normalmente os melhores modelos 

animais de SARA utilizam animais de grande porte, sob ventilação mecânica, 

para mimetizar as alterações clínicas e o suporte terapêutico de situações 

reais, mas este tipo de modelo extrapola os objetivos do presente estudo; 

2 - As medidas de estresse oxidativo determinadas certamente não são 

padrão ouro para a detecção de radicais livres. A medida destas espécies pode 

ser feita diretamente, normalmente por técnicas que utilizam detecção por 
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ressonância eletrônica. Outra maneira de detectar sua presença é indireta, não 

se mede o radical livre, mas seu efeito em biomoléculas, como as técnicas 

empregadas em nossos estudos. Mesmo dentre as técnicas de detecção 

indiretas, as empregadas neste estudo são sujeitas a criticas, principalmente a 

medida de TBARS. Entretanto, para os objetivos deste estudo as técnicas 

utilizadas para determinação do estresse oxidativo não parecem influenciar nos 

resultados, uma vez que foram utilizadas apenas como indicativo de estresse 

oxidativo e não como marcador específico de peroxidação lipídica ou oxidação 

de proteínas.  

 3 – Com os presentes dados não podemos determinar os exatos 

mecanismos envolvidos na efetividade do uso de antioxidantes em doenças 

inflamatórias agudas. Determinamos que o uso de antioxidantes atenua a 

disfunção mitocondrial, o dano oxidativo e a reposta inflamatória, mas não 

podemos afirmar se um destes mecanismos é o principal, se eles são 

complementares ou se são os únicos. A resposta para estas questões é 

complexa, provavelmente difícil de ser atingida. Além disto, não determinamos 

se as doses empregadas e o tempo de administração são os ideais para as 

doenças estudadas. 

 
5.6- Perspectivas futuras 

 Diversas possibilidades de continuidade deste trabalho podem ser 

propostas, desde a bancada até a beira do leito. Um melhor entendimento dos 

mecanismos de ação dos antioxidantes sobre macrófagos e outras células do 

sistema imune, as vias de sinalização intracelulares envolvidas, os genes 

modulados entre outros. Determinar os efeitos celulares dos antoxidantes, 

predominantemente sobre a função mitocondrial, determinando se há 
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mecanismo principal, entre os diversos mecanismos postulados, para a 

citoproteção demonstrada neste estudo. Determinar os efeitos dos 

antioxidantes sobre variáveis fisiológicas, como cardiovasculares, pulmonares 

e de sistema nervoso central, este último abrindo diversas possibilidades tanto 

de efeitos agudos, quanto de seqüelas tardias de doenças inflamatórias 

agudas. Transportar os dados dos modelos animais para pacientes em 

unidades de terapia intensiva parece ser algo factível. Os antioxidantes 

utilizados em nosso estudo já são empregados na prática clínica com outras 

indicações. A NAC parece ter razoável segurança inclusive em pacientes com 

sepse. A DFX ainda não foi utilizada nesta condição, já foram descritas reações 

graves com o seu uso, predominantemente lesão pulmonar aguda e 

predisposição a infecções. Por outro lado, cada vez mais a sobrecarga de ferro 

parece ser deletéria para o paciente criticamente enfermo, por isso parece ser 

razoável propor o uso de NAC e DFX em ensaios clínicos em pacientes com 

sepse. 
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	Agradecimentos
	ROOH + 2GSH ( ROH + H2O + GSSG (glutationa peroxidase)
	CAPÍTULO 4

	Outro aspecto relevante para se ressaltar dos nossos resultados foi a demonstração de que estes antioxidantes conseguem diminuir o estresse oxidativo no sistema nervoso central (SNC) de animais submetidos a insuficiência hepática aguda. Isoladamente parece que estes resultados representam o efeito dos antioxidantes em mais um órgão envolvido em doenças inflamatórias agudas. Entretanto este achado iniciou uma importante linha de pesquisa em nosso laboratório onde avaliamos o estresse oxidativo em SNC durante a sepse e suas possíveis conseqüências a longo prazo (Barichello et al 2005a e 2005b). Estudos conduzidos por Barichello e colaboradores demonstraram pela primeira vez que existe estresse oxidativo em diferentes regiões do SNC de ratos sépticos, e que este estresse diferentemente de outros órgãos é precoce e transitório (Barichello et al 2006). Esta mesma autora posteriormente demonstrou que animais sobreviventes de sepse apresentam alterações de memória e que estas alterações dependem em parte da ocorrência de estresse oxidativo no SNC (Barichello et al 2007). O entendimento do papel do SNC no desenvolvimento de alterações agudas e crônicas em doenças inflamatórias agudas ainda é limitado, e nossos resultados demonstrados no capitulo III auxiliam neste entendimento e, principalmente, serviram de incentivo para ampliação dos leques de oportunidade para serem explorados no futuro por nosso laboratório.  
	 Além das possibilidades de mecanismos para a efetividade dos antioxidantes abordados nesta tese, alguns outros mecanismos possíveis não foram abordados diretamente, mas são tópicos de discussão na literatura. Um dos grandes desafios clínicos no tratamento da sepse é o choque refratário a vasopressores. Neste sentido existem evidências de que baixas doses de corticóides podem melhorar a sobrevida de pacientes em choque séptico refratário, que apresentem insuficiência adrenal relativa (Annane et al 2006, Annane et al 2002), entretanto esta medida parece não ser suficiente. Catecolaminas podem ser desativadas por um processo dependente de superóxido, neste cenário sua atividade vasocontritora é perdida (Macarthur et al 2000, Salvemini et al 2002). Além disto, estes derivados oxidados podem ser citotóxicos (Yates et al 1981, Singal et al 1982). Neste sentido o uso de miméticos de SOD parece ter efeito benéfico na sepse experimental, predominantemente por evitar a oxidação das catecolaminas, além de prevenir os efeitos deletérios do superóxido, como a geração de peroxinitrito (Macarthur et al 2000). Curiosamente nosso grupo demonstrou que a atividade plasmática de SOD pode prever mortalidade em modelo animal de sepse (Ritter et al 2003). Isto pode refletir uma menor quantidade de SOD extracelular ancorada a membrana do endotélio vascular, com maior inativação de catecolaminas, alteração do controle do tônus vascular e maior produção de peroxinitrito. Neste sentido, Wang e cols demonstraram que animais submetidos a endotoxemia apresentam níveis reduzidos de SOD extracelular (Wang et al 2003). O dano endotelial também pode participar na redução da resposta às catecolaminas, além de aumentar a permeabilidade capilar (Szabo et al 1996) e o estresse oxidativo parece participar do dano endotelial durante a sepse (Huet et al 2007). Talvez o mais importante mecanismo de dano endotelial seja a ativação da poli-ADP ribose polimerase (PARS) pelo peroxinitrito (Boulos et al 2003). A ativação excessiva desta enzima leva a depleção de energia celular, secundária ao consumo de NAD+, e morte celular (Kirkland et al 1991). A ativação da PARS por peroxinitrito tem sido descrita em diversas alterações induzidas pela sepse (Soriano et al 2006), incluindo a disfunção endotelial. Células endoteliais humanas tratadas com soro de pacientes sépticos apresentam uma diminuição da respiração mitocondrial e dos níveis de ATP, sendo que estas alterações são revertidas por inibidores de PARS e de iNOS, sugerindo o papel central do peroxinitrito e da PARS na lesão endotelial associada a sepse (Boulos et al 2003). Além da ativação da PARS a apoptose de céluas endotelias pode ser secundária a exossomos derivados de plaquetas com atividade de NAD(P)H oxidase e conseqüente produção de radicais livres (Janiszewski et al 2004). Neste sentido o uso de antioxidantes poderia reduzir a lesão endotelial ao diminuir os níveis de peroxinitrito e conseqüente ativação da PARS. 
	5.6- Perspectivas futuras



