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RESUMO 

Sepse é definida como uma disfunção orgânica causada por uma resposta 

imune desregulada frente à  uma infecção e continua sendo a principal 

causa de morte em Unidade de Terapia Intensiva (UTIs). Muito se avançou 

nos últimos anos no que diz respeito ao entendimento da fisiopatologia da 

doença, mas ainda existem vários pontos a serem elucidados relacionados 

aos seus mecanismos moleculares. Sabe-se que a sepse é uma condição 

grave com alteração do perfil oxidativo, com vários efeitos sobre as 

sulfidrilas reativas de tióis proteicos e não proteicos e, consequentemente, 

sobre o ambiente redox do hospedeiro. Estudos mostram que a modulação 

do estado redox pode ter consequências diretas sobre a atividade das 

proteínas pela mudança conformacional induzida pela oxidação ou redução 

das sulfidrilas, ou por mudanças indiretas no estado redox, com 

consequências nos mecanismos de sinalização e transdução celulares e na 

transcrição gênica. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

influência de um agente oxidante (Ácido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzóico) - 

DTNB) e um agente redutor (Ditiltreitol - DTT) de sulfidrilas sobre os 

parâmetros inflamatórios, bioquímicos, bacterianos e na formação de 

nitrosotióis em animais submetidos à sepse induzida por pneumonia. Para 

isso, camundongos Swiss foram tratados com DTNB e/ou DTT (ambos nas 

doses de 31,25, 63 ou 126 µmol/kg, s.c.) 12 horas após a indução da sepse. 

Depois de 24 horas da indução, os animais eram eutanasiados e foram 

avaliados os seguintes parâmetros: permeabilidade capilar pulmonar, 

migração de leucócitos, dosagem de nitrato e nitrito, proteínas no lavado 

alveolar, disseminação bacteriana, dosagem de nitrosotióis e mortalidade 

após o insulto. O DTT, no esquema de doses utilizado, não apresentou 

nenhum efeito nos parâmetros inflamatórios e bioquímicos. Já o DTNB 

diminuiu a formação de edema pulmonar, diminuiu a migração de 

leucócitos para o foco primário, diminuiu a produção local de óxido nítrico 

e a produção de exsudato. Além disso, o DTNB foi capaz de diminuir a 

disseminação bacteriana para outros tecidos cardiovasculares e diminuiu a 

formação de nitrosotióis no parênquima pulmonar. Por fim, o DTNB 

diminuiu a mortalidade dos animais no tempo avaliado, mas o DTT não 

apresentou influência na sobrevida. Entretanto, quando o DTT foi 

administrado uma hora após o DTNB, o efeito de proteção do DTNB foi 

revertido. Estes resultados mostram que nas doses das ferramentas 

farmacológicas utilizadas, a oxidação das sulfidrilas pelo DTNB melhorou 

o perfil inflamatório do hospedeiro e que um dos mecanismos da 



 

modulação do sistema redox pelo DTNB é a redução dos níveis de 

nitrosotióis. 

 

Palavras-chave: Sulfidrilas, oxidação, redução. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Sepsis is defined as an organic dysfunction caused by a dysregulated 

immune response to an infection and remains the leading cause of death in 

the Intensive Care Units (ICUs). Much progress has been made in recent 

years in understanding the pathobiology of the disease, but there are still 

several points to be elucidated regarding its molecular mechanisms. It is 

known that sepsis is a serious condition with alteration of the oxidative 

profile, with several effects on the reactive sulfhydrils of protein and non-

protein thiols, and, consequently, on the redox environment of the host. 

Studies have shown that modulation of the redox state may have direct 

consequences on the activity of proteins by conformational change induced 

by the oxidation or reduction of the sulfhydryl, or by indirect changes in the 

redox state, with consequences in the signaling and cellular transduction 

mechanisms and in the genetic transcription. Therefore, the objective of this 

work was to evaluate the influence of an oxidizing agent (5,5′-dithiobis (2-

nitrobenzoic acid) - DTNB) and a reducing agent (dithiothreitol - DTT) of 

sulfhydryls on the inflammatory, biochemical, bacterial parameters, and the 

formation of nitrosothiols in animals submitted to pneumonia-induced 

sepsis. For this, Swiss mice were treated with DTNB and/or DTT (both 

31.25, 63 or 126 μmol / kg, s.c.) 12 hours after sepsis onset. Twenty-four 

hours after the induction, the animals were euthanized, and the following 

parameters were evaluated: pulmonary capillary permeability, leukocyte 

migration, plasma nitrate and nitrite, proteins in the alveolar lavage, 

bacterial spread, nitrosothiol dosage, and mortality after insult. DTT, in the 

dose schedule used, had no effect on inflammatory and biochemical 

parameters. DTNB decreased the formation of pulmonary edema, decreased 

leukocyte migration to the primary focus, decreased local production of 

nitric oxide and the production of exudate. In addition, DTNB was able to 

decrease bacterial spread to other cardiovascular tissues, and decreased 

nitrosothiol formation in the lung parenchyma. Finally, DTNB decreased 

animal mortality at the time evaluated, but the DTT had no influence on 

survival. However, when the DTT was administered one hour after the 

DTNB, DTNB protection was reversed. These results show that, at least in 

the dosage scheme of the pharmacological tools used, the oxidation of 

sulfhydryls by DTNB has improved the inflammatory profile of the host, 

and that one of the mechanisms of modulation of the redox system by 
DTNB is the reduction of nitrosothiol levels. 



 

 

Keywords: Sulfhydryl, oxidation, reduction. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 SEPSE 

 

1.1.1 Epidemiologia da sepse 

 
 Devido ao fato da sepse ser uma condição de caráter 

multifatorial, de difícil diagnóstico e fisiopatologia complexa e ainda 

não totalmente elucidada, a sepse é a causa mais comum de ocupação de 

leitos de unidades de tratamento intensivo (UTI) no Brasil. Segundo 

Machado e colaboradores (2017), que avaliaram cerca de 300 unidades 

de terapia intensiva no Brasil, 30,2% dos leitos de UTIs são ocupados 

por pacientes sépticos, com uma incidência estimada de 36,3% de casos 

por 1000 pacientes/dia. Além disso, este estudo demonstrou que os 

pacientes sépticos apresentam uma taxa de mortalidade de 55,7%, e isso 

resulta numa estimativa de mais de 200.000 mortes por ano de pacientes 

adultos internados em UTIs no Brasil. 

 Algumas razões podem ser elencadas para estes altos 

marcadores epidemiológicos em sepse. Por exemplo, a alta taxa de 

infecções nosocomiais devido à baixa aderência de medidas preventivas, 

uma vez que a maioria dos pacientes que evoluem pra um quadro de 

sepse apresenta inicialmente infecções associadas a serviços de saúde 

(ROSENTHAL et al., 2014). Outra possível causa dessas taxas elevadas 

é o fato de que no Brasil existe escassez de unidades de atenção 

intermediária à saúde, o que pode contribuir para a estadia prolongada 

dos pacientes em unidades intensivas, com consequente aumento da 

incidência da sepse (SOARES et al., 2015). Além disso, o aumento da 

incidência pode estar relacionado ao aumento da parcela idosa da 

população e com o crescimento da expectativa de vida, assim como ao 

número cada vez maior de pacientes imunologicamente comprometidos 

e com outras comorbidades, além do aumento da resistência bacteriana a 

antibióticos. Porém, apesar dos alarmantes dados epidemiológicos, é 

importante deixar claro que o cenário pode ser ainda pior e o real 

número de casos de sepse ser muito maior devido à subnotificação e 

falta de diagnóstico, uma vez que em muitos casos, a causa oficial da 

morte do paciente é atribuída às doenças crônicas e não à sepse 

(ANGUS; WAX et al., 2001; RANGEL-FRAUSTO, 2005; 

McPHERSON et al., 2013; HOTCHKISS et al., 2016). 

 Já em relação às populações mais susceptíveis à sepse, sabe-se 

que idade, sexo e raça são fatores que influenciam, sendo a maior 

incidência em neonatos e idosos, homens e população negra (ANGUS; 
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WAX et al., 2001; MAYR et al., 2010). Outro fator determinante para a 

gravidade da sepse é o perfil do microrganismo agressor. Os agentes 

etiológicos mais frequentes são as bactérias, sendo responsáveis por 

73,8% dos casos de sepse, seguido dos fungos, com uma prevalência de 

8,7% dos casos, e por último os casos virais que giram em torno de 1% 

(BEALE et al., 2009). No que diz respeito ao tipo de infecção primária 

mais comum, pode-se citar as infecções respiratórias como a pneumonia 

como a maior causa de sepse, contribuindo com 50% dos casos. O 

restante dos casos de sepse pode ser atribuído a complicações 

decorrentes de infecções urinárias, cutâneas e provenientes de traumas 

abdominais (revisado por MAYR et al., 2014). 

 

1.1.2 Conceitos e Histórico: da Antiguidade aos dias atuais 

 

 As primeiras referências na história à sepse foram 

documentadas há cerca de 2700 anos. Hipócrates, no século IV a.C., 

instituiu o termo para se referir a um estado perigoso, odorífero e de 

putrefação da matéria orgânica, com comprometimento biológico: 

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

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

(CAIRUS, 2005; revisado por PETTIGREW, 2014). Muitos anos depois 

foi observado a presença de agentes patogênicos na corrente sanguínea 

de pacientes que apresentavam sintomas da sepse (revisado por 

NAMAS et al., 2012). E, embora essa condição seja conhecida há 

séculos, os profissionais de saúde e pesquisadores ainda enfrentam 

dificuldades nos critérios de diagnóstico e classificação.  

 Na atualidade, o conceito fisiopatológico da sepse, após ter 

sofrido algumas alterações, é definido por uma disfunção orgânica 

causada por uma resposta imune desregulada a uma infecção, que pode 

ser de origem bacteriana, fúngica, viral ou protozoária (SINGER et al., 

2016). Na prática clínica, a pluralidade de definições sempre constituiu 

uma limitação relevante para o melhor conhecimento e diagnóstico da 

doença. As nomenclaturas utilizadas anteriormente como síndrome 

séptica, septicemia, infecção generalizada, sepse e sepse grave 

causavam confusão tanto para a rotina hospitalar quanto para a pesquisa 

científica (ILAS, 2015) 

 Portanto, levando em consideração a necessidade de 

padronização melhor e mais eficiente para a identificação da sepse foi 

realizado em 1992 a primeira reunião para a promoção de um consenso 

entre a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e o American College 

os Chest Physician (ACCP). Este consenso, hoje denominado por 
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Sepsis-1, trouxe algumas definições que, em alguns casos, continuam 

sendo utilizadas até os dias atuais, como síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica (SIRS), sepse, sepse grave (que caiu em desuso) e 

choque séptico (BONE et al., 1992). As definições são mostradas no 

Quadro 1. 
 

Quadro 1 - Definições de síndrome da resposta inflamatória sistêmica, sepse, 
sepse grave e choque séptico de acordo com o Sepsis-1. 

 

Fonte: ILAS, 2015. 
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 Apesar do esforço deste primeiro consenso, as definições 

sofreram críticas por serem inespecíficas, muito sensíveis e focarem 

exclusivamente na inflamação, uma vez que era difícil diferenciar SIRS 

e sepse, já que a SIRS não é uma característica exclusiva da sepse (pode 

ser evidenciada a SIRS em pacientes politraumatizados, por exemplo) e 

nem sempre a presença do foco da infecção é claramente notada. Diante 

do reconhecimento das limitações das definições do primeiro consenso, 

a SCCM e ACCP se reuniram novamente em 2001, numa conferência 

para tentar tornar critérios de diagnóstico mais claros. 

 Neste segundo consenso, hoje denominado Sepsis-2, a lista de 

critérios de diagnóstico foi expandida, mas não apresentou novas 

alternativas de definições clínicas por falta de dados que as suportassem 

(LEVY et al., 2003). De fato, as definições de sepse e choque séptico 

permaneceram sem grandes mudanças por mais de 20 anos. 

 Reconhecendo a necessidade de revisão das definições, em 

2014 a European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) e a 

SCCM reuniram um total de 19 especialistas de diferentes áreas, como 

epidemiologia, estudos clínicos, pesquisa básica e translacional. Os 

especialistas se basearam nas descobertas atuais das mudanças induzidas 

pela sepse na disfunção orgânica, morfologia, biologia celular, 

bioquímica, imunologia e circulação, variáveis denominadas como 

patobiologia da sepse (SINGER et al., 2016). 

 Os principais focos deste consenso foram diferenciar a sepse de 

uma infecção não complicada e atualizar as definições de sepse e 

choque séptico, baseando-se na patobiologia da doença. Hoje sabe-se 

que a sepse envolve uma ativação inicial de vias pró- e anti-

inflamatórias, com modificações nos sistemas cardiovascular, neuronal 

autonômico, hormonal, bioenergético, metabólico e da coagulação 

(SINGER et al., 2004; ANGUS et al., 2013; DEUTSCHMAN; 

TRACEY, 2013; HOTCHKISS et al., 2013), todas variáveis com 

importância prognóstica. 

 Portanto, baseando-se no conhecimento acumulado nas últimas 

décadas, o consenso Sepsis-3 primeiramente determinou que a diferença 

entre a sepse e uma infecção não complicada é que na sepse acontece 

uma disfunção orgânica causada pela resposta imune desregulada do 

hospedeiro, fazendo com o que o termo "sepse grave" se tornasse 

obsoleto. Também ficou determinado que apenas o uso de dois ou mais 

critérios de SIRS para a identificação da sepse era inútil, uma vez que 

contagem de leucócitos, temperatura e frequência cardíaca refletem uma 

inflamação e não necessariamente uma resposta desregulada à infecção, 

com disfunção orgânica e que ameace a vida. Ou seja, o foco passou a 
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ser a disfunção orgânica e tornou-se necessário a identificação mais 

eficaz dessa condição. Para isso, o Sepsis-3 encoraja a utilização da 

Avaliação Sequencial de Falência Orgânica (SOFA, do inglês 

Sequential Organ Failure Assessment) para quantificar as 

anormalidades orgânicas. 

 O SOFA, que foi inicialmente desenvolvido como uma 

ferramenta para avaliar a disfunção orgânica relacionada à sepse 

(VICENT et al., 1996), mas que hoje em dia é utilizado também em 

outras situações, é um sistema em que uma pontuação é atribuída 

baseada na situação clínica do paciente, e o aumento agudo dessa 

pontuação em dois pontos ou mais caracteriza um quadro de disfunção 

orgânica. A avaliação dos sistemas respiratório, de coagulação, hepático, 

cardiovascular, nervoso e renal é realizada através de exames clínicos e 

laboratoriais. Os parâmetros são mostrados na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Avaliação sequencial de falência orgânica (SOFA). 

 

Fonte: Adaptado de SINGER et al., 2016. 

Abreviações: PaO2, pressão parcial de oxigênio; FIO2, fração de oxigênio 

inspirado; PAM, pressão arterial média; SNC, sistema nervoso central.  
*Doses de catecolaminas dadas em μg/Kg/min por pelo menos 1 h.  
#
Escala de coma de Glasgow: pontuação de 3 a 15; alta pontuação indica melhor 

função neurológica  

 

 Apesar do SOFA ser uma avaliação de disfunção orgânica 

bastante confiável, são necessários testes laboratoriais para a maioria 

dos parâmetros avaliados, fazendo com que o tempo de diagnóstico seja 

maior. Pacientes em choque séptico apresentam um aumento da 

mortalidade de, em média, 7,6% a cada hora de atraso até o início da 

terapia, tornando o tempo uma variável importantíssima para a melhora 
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do paciente (KUMAR et al., 2006). Diante disso, foi desenvolvido o 

quick SOFA (qSOFA) que não utiliza testes laboratoriais e permite uma 

triagem dos pacientes em risco de estarem com sepse, sendo uma 

ferramenta mais eficaz na predição clínica para pacientes que se 

encontram fora das UTIs. As variáveis avaliadas no qSOFA são: 

frequência respiratória maior que 22 ciclos por minuto, pressão arterial 

sistólica menor que 100 mmHg e redução do nível da consciência 

(baseando-se na escala de Glasgow). Se duas dessas variáveis estiverem 

presentes, recomenda-se a aplicação do SOFA (SEYMOUR et al., 2016; 

SINGER et al., 2016). 

 A sepse pode evoluir até o quadro de choque séptico que, de 

acordo com o Sepsis-3, ainda apresenta muitas definições em uso. 

Segundo Shankar-Hari e colaboradores (2016) que utilizaram uma 

revisão sistemática, entrevistas e estudos de coorte para chegar a uma 

definição, o choque séptico pode ser definido como um subconjunto da 

sepse em que alterações circulatórias, celulares e metabólicas estão 

associadas com maior risco de mortalidade quando comparado à sepse 

somente. Clinicamente, os pacientes em choque apresentam hipotensão, 

com necessidade de utilização de vasopressores para a manutenção da 

pressão arterial média acima de 65 mmHg e que apresentam o lactato 

sérico maior que 2 mmol/L, persistente à reposição adequada de fluidos. 

 

1.1.3 Mecanismos Moleculares da Sepse 

 
  A sepse evolui a partir de uma infecção primária que pode ter 

origem comunitária ou nosocomial (adquirida em ambiente hospitalar 

após admissão no serviço). Nos dois casos, a infecção primária mais 

frequente é a pneumonia, girando em torno de 50% dos casos que se 

agravam à sepse. Quando a pneumonia é de origem comunitária, as 

bactérias gram-positivas são as principais causadoras, já nos casos de 

pneumonia adquirida em ambiente hospitalar, as enterobactérias, que 

são bactérias gram-negativas, como a Escherichia colli e Klebsiella 

spp., são as principais responsáveis (ANGUS; WAX, 2001; ALBERTI 

et al., 2002). 

 Durante o processo de infecção, as células do corpo do 

hospedeiro reconhecem múltiplos produtos microbianos, como 

peptideoglicanos, ácido lipoteicoico e flagelina. As bactérias gram-

negativas, especificamente, apresentam externamente à parede celular 

uma camada lipídica cujo um dos constituintes é uma molécula de 

lipopolissacrídeo (LPS ou endotoxina) cujo principal constituinte, o 
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lipídeo A, serve para a ancoragem do LPS à parede celular e também o 

responsável pelas suas atividades biológicas. Essas estruturas são 

chamadas de Padrões Moleculares Associados ao Patógeno (PAMPs, do 

ingês Pathogen-Associated Molecular Patterns) (revisado por 

SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015; HOTCHKISS et al., 2016).  

 As estruturas de reconhecimento dos PAMPs presentes nas 

células do sistema imune do hospedeiro são conhecidas como 

Receptores de Reconhecimento Padrão (PRRs, do inglês Pattern 

Recognition Receptors). Existem ao menos quatro famílias de PRRs: 1) 

do tipo Toll (TRL, do inglês Toll-Like Receptor), 2) proteínas de 

repetição ricas em leucina com domínio de oligomerização de 

nucleotídeos (NOD, do inglês Nucleotide-binding Oligomerization 

Domain), 3) receptores tipo RIG-1 (do ingles Retinoic Acid-inducible 
Gene) e 4)  Receptores de Lectina tipo C (CLR, do inglês C-type 

Lecitine Receptor) (revisado por CINEL; OPAL, 2009). 

 No caso do LPS, a família de PRRs responsável pelo seu 

reconhecimento é a família de receptores Toll, especificamente o TLR-

4, que são complexados à proteína ligante de LPS e ao CD14. A 

ativação desses receptores gera uma cascata de sinalização, com 

recrutamento de várias proteínas citoplasmáticas, que culmina com a 

ativação de vários fatores de trascrição, dentre eles o Fator Nuclear κB 

(NF- κB, Nuclear Factor Kappa B), a Proteína Ativadora-1 (AP-1, 

Activation Protein 1), Proteína de Resposta de Crescimento Precoce 

(EGR-1, Early Growth Response 1) e os Sinais Transdutores e 

Ativadores da Trasncrição 1 (STAT 1, Signal Transducer and Activator 
of Transcription 1) (SHERWOOD, 2004; HOTCHKISS et al., 2016). 

 Esses fatores de transcrição regulam vários genes que estão 

relacionados principalmente à atividade inflamatória, como por exemplo 

os genes do Fator de Necrose Tumoral α (TNF- α, Tumor Necrosis 
Factor-alpha), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), ciclo-

oxigenase 2 (COX-2) e Sintase de Óxido Nítrico-2 (NOS-2) (PAHL, 

1999). Isso culminará com a produção de inúmeros eventos 

inflamatórios como o aumento da permeabilidade vascular e 

recrutamento de leucócitos para os tecidos, onde acontece a produção de 

ainda mais mediadores secundários como espécies reativas de oxigênio 

e nitrogênio, amplificando ainda mais o processo inflamatório (revisado 

por CINEL; OPAL, 2009).  

 
 

 



38 
 

1.1.4 A Inflamação na Sepse 

  

 Apesar do conceito de SIRS ter caído como ferramenta de 

diagnóstico da sepse, as variáveis da resposta inflamatória sistêmica 

continuam sendo utilizadas na clínica com finalidade de monitoramento 

da evolução do paciente, o que mostra que o componente inflamatório 

na sepse é bastante evidente. A inflamação, em si, é uma resposta do 

organismo que visa proteger os tecidos de agressões causadas por 

agentes nocivos, a fim de evitar a destruição tissular. Existem cinco 

sinais clínicos característicos durante o processo de inflamação aguda: 

calor, rubor, edema, dor, e eventualmente, perda da função do tecido 

afetado (revisado por KUMAR et al.,2014). Porém, em quadros 

extremos estes eventos não são resolutivos. 

 Os sinais do processo agudo de inflamação acontecem 

principalmente pelos eventos celulares e vasculares como a 

vasodilatação, que aumenta o fluxo sanguíneo, causando hiperemia e 

aumento da temperatura da região, e o aumento da permeabilidade 

vascular, que leva ao extravasamento de fluido e proteínas plasmáticas 

para os tecidos (SHANLEY et al., 1995). Uma das principais 

complicações inflamatórias apresentadas por pacientes sépticos é a 

Lesão Pulmonar Aguda/Síndrome da Angústia Respiratória Aguda, 

cujos eventos moleculares são complexos e resultam da ação de 

leucócitos polimorfo nucleares no parênquima pulmonar e de 

mediadores inflamatórios agudos, que induzem o aumento da 

capilaridade pulmonar, culminando no extravasamento de proteínas e 

formação de edema, resultando em falência respiratória (STEAMS-

KUROSAWA et al., 2011; KING et al., 2014).  

 Essa disfunção da microvasculatura pulmonar é atribuída a 

eventos inflamatórios que afetam as células endoteliais. Muitos 

mecanismos são propostos, como por exemplo, o aumento da exsudação 

de albumina e o estresse oxidativo causados pelo aumento da produção 

de óxido nítrico, que leva à retração das células endoteliais pulmonares 

(BACKER et al., 2002; RAZAVI et al., 2004;WANG et al., 2002; 

WANG et al., 2012). Foi demonstrando por Guequén e colaboradores 

(2016) que a oxidação pelo óxido nítrico de sulfidrilas presentes em 

resíduos de cisteína de caderinas das junções aderentes das endoteliais 

pulmonares leva à internalização dessas estruturas, com consequente 

hipermeabilidade vascular. Este evento está diretamente ligado ao 

aumento da migração de leucócitos para o parênquima pulmonar. 

 De acordo com Sordi e colaboradores (2013), no modelo animal 

de sepse induzida por pneumonia é possível observar que existem 
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neutrófilos que aderem às células endoteliais danificadas de capilares 

pulmonares e transmigram através do interstício até os alvéolos. Essa 

invasão começa a partir de 6 horas depois da indução da sepse. De fato, 

os neutrófilos são uma das primeiras linhas de defesa contra patógenos e 

são responsáveis por conter e eliminar os invasores, uma vez que eles 

possuem uma quantidade considerável de enzimas proteolíticas e uma 

rápida produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio 

(RNS) (BROWN et al., 2006; BORREGAARD, 2010). Porém, na sepse 

existe uma resposta imune desregulada com ativação de neutrófilos 

circulantes liberando citocinas e espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio em vários sítios, sendo esta uma das causas da falência de 

múltiplos órgãos. Além disso, já foi demonstrado que durante essa 

resposta desregulada essas células podem exibir um fenótipo 

imunossupressor, apresentando células imaturas e um perfil de citocinas 

alterado (LELIEFELD et al., 2016). Ou seja, durante a sepse a atividade 

neutrofílica pode estar afetada, tornando a resposta de defesa ineficaz. 

 

1.2 AMBIENTE REDOX 

 

1.2.1 Pares Redox, Regulação do Ambiente Redox e Homeostase de 

Sulfidrilas 

 
 O metabolismo celular, mesmo em estados fisiológicos, é 

acompanhado pela produção de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, e com isso os organismos desenvolveram um sistema de 

defesa para garantir proteção contra estas espécies. Este mecanismo de 

defesa se baseia num conjunto de pares redox que são responsivos ao 

fluxo de elétrons, ou seja, mudanças no ambiente redutor/oxidante. O 

termo "Par Redox" descreve a relação de conversão de uma molécula no 

seu estado oxidado para o seu estado reduzido (e vice-versa). O par 

redox mais importante é o do sistema tiol não-protéico (NPSH, do 

inglês, Non-protein SH) glutationa, ou GSSH/2GSH, cuja principal 

função é a desativação de radicais livres (revisado por SCHAFER; 

BUETTNER, 2001). 

 A definição de Ambiente Redox provém da somação dos 

produtos do potencial de redução ligado a todos os pares redox de um 

determinado sistema. Porém, é necessário deixar claro que a quantidade 

de sulfidrilas oxidáveis em proteínas das células e tecidos (PSH, do 

inglês Protein SH) é muito maior do que a de tióis não proteicos 

(TORCHINSKY, 1981). Estes grupos podem estar presentes na forma 
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de tióis (-SH), dissulfetos (PS-SP), um dissulfeto misto (PS-SG, quando 

conjugado com GSH, por exemplo), ou ainda na forma de nitrosotiol 

(-SNO) (Figura 1), e a homeostase desses tióis tem papel importante na 

transdução de sinais, regulação da atividade enzimática e mecanismos 

de sinalização  (SERES et al., 1996; BISWAS; CHIDA; RAHAN, 2006; 

CIRCU; AW, 2010; GHEZZI, 2013). 

 
Figura 1 - Representação esquemática de modificações de cisteínas reativas. 

 

Fonte: Adaptado de JANSSEN-HEININGER et al., 2008. 

1 – Ponte de dissulfeto;  2 – Hidroxilação;  3 – Nitrosilação; 4 – 

Glutationilação;  5 - Ácido Sulfínico. O sentido das setas não indica 
unidirecionalidade da reação. 

 

 De fato, existem inúmeros eventos fisiológicos que são 

mediados por agentes oxidantes de sulfidrilas que controlam a 

homeostase tissular, divisão celular, migração de leucócitos, contração 

muscular (RHEE et al., 2000; FINKEL, 2003; HESS et al., 2005; 

RHEE, 2006). Porém, muitas proteínas envolvidas na inflamação estão 

sujeitas a mudanças conformacionais por alterações nas suas sulfidrilas, 

com consequências funcionais. Perturbações na homeostase de 

sulfidrilas são marcos importantes em muitas doenças, incluindo 

diabetes (MATTEUCCI; GRAMPIETRO, 2010), câncer (PRABHU et 

al., 2014), artrite reumatoide (TETIK et al., 2010), doenças 
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cardiovasculares (GO; JONES, 2011) e na sepse (BENEDET et al., 

2018).  

 

1.2.2 Bioquímica do Sistema Redox 

 
1.2.2.1 Aminoácidos Oxidáveis: Cisteínas Reativas como Alvos Redox 

 

 Aminoácidos que são alvos para a oxidação reversível incluem 

cisteínas com grupos sulfidrilas que possuem pKa baixo, o que garante 

uma susceptibilidade à oxidação que não é observada em sulfidrilas não-

reativas que possuem pKa mais elevado (revisado por MENG; 

FUKADA; TONKS, 2002). Além das cisteínas, a metionina, o 

triptofano e a tirosina (Figura 2) são aminoácidos passíveis de 

modificações oxidativas, embora o impacto funcional da oxidação 

destes aminoácidos não esteja tão esclarecido na literatura quanto o da 

cisteína (revisado por POOLE; KARPLUS; CLAIBORNE, 2002).   

   
Figura 2 - Aminoácidos que são alvos para oxidações reversíveis. 

  

Fonte: OLIVEIRA, 2019  
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 A possibilidade de acontecer ou não a oxidação desses 

aminoácidos depende do ambiente em que estes resíduos se encontram. 

O valor de pKa de determinado grupo vai ser estabelecido de acordo 

com a carga dos aminoácidos adjacentes dentro da estrutura terciária ou 

quartenária da proteína. No geral, cisteínas cujos grupos sulfridrila estão 

próximos a aminoácidos básicos ou dos que têm anéis aromáticos 

possuem pKa > 8,5 e não são reativas, ou seja, não sofrem ação do 

sistema redox e nem participam do potencial do ambiente redox 

(NEDOSPASOV et al., 2000).      

 
1.2.2.2 Agentes Oxidantes como Moduladores da Transdução de Sinal 

 

 Apesar de agentes oxidantes serem vistos muitas vezes como 

vilões, existem vários processos fisiológicos que são mediados por eles. 

A seletividade e especificidade das moléculas oxidantes dependem 

basicamente da reatividade química de cada um deles. A maioria dos 

oxidantes empregados na sinalização em processos fisiológicos 

produzem oxidação dos tióis de maneira reversível, como por exemplo o 

óxido nítrico e o peróxido de hidrogênio (HESS et al., 2005; revisado 

por JANSSEN-HEININGER, 2008). 

 Espécies oxidantes mais reativas como ozônio, ácido 

hipocloroso, peroxinitrito e dióxido de nitrogênio oxidam as proteínas 

de maneira inespecífica. A grande maioria das modificações oxidativas 

induzidas por este tipo de agente oxidante, como formação da 

nitrotirosina, não são facilmente reduzidas, sendo consideradas 

irreversíveis e provavelmente não apresentam função na transdução de 

sinais, mas com consequência biológica importante.   

 Porém, de fato, mesmo os agentes oxidantes que induzem 

oxidação reversível têm vastas ações que estão intrinsecamente ligadas a 

processos patológicos. Existe um número crescente de evidências que 

correlacionam doenças neurodegenerativas, inflamatórias e 

cardiovasculares com oxidação de sulfidrilas (GO; JONES, 2011; 

MILLER; MIEYAL, 2015).  

 Alguns estudos comprovam a atividade do sistema redox como 

modulador da atividade celular. Segundo Liu e Gutterman (2002), 

agentes oxidantes e redutores possuem a capacidade de modular canais 

para potássio dependentes de voltagem. Iyer e colaboradores (2009), 

utilizando uma linhagem de monócitos humanos, demonstraram que 

quando as células eram expostas a um ambiente externo mais oxidado, 

isso induzia o aumento da secreção de IL-1β. Além disso, esse mesmo 

estudo, utilizando uma abordagem in vivo, utilizou um modelo de 
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endotoxemia (administração de LPS) em camundongos e dados obtidos 

a partir de plasma humano para detectar uma forte relação positiva entre 

os níveis de IL-1β com a oxidação do plasma. Outro estudo demonstrou 

a relação da mudança no estado redox plasmático com a fibrose 

pulmonar (IYER et al., 2009).  

 Portanto, fica claro que o ambiente redox, mesmo aquele 

sistema que se limita ao meio extracelular, quando modificado, tem 

consequências biológicas extensas. As mudanças do potencial redox em 

nível plasmático, de membrana celular ou intracelular podem ter efeito 

sobre vias de sinalização ou transdução de sinais e organelas celulares 

(revisado por GO; JONES, 2011). 

 

1.2.3 Xenobióticos Oxidantes e Redutores de Sulfidrilas  

 

1.2.3.1 Ácido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzóico) - DTNB 

 

 O ácido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzóico), ou DTNB, também 

conhecido como "Reagente de Ellman" é um reagente que foi 

desenvolvido na década de 50 para a quantificação de grupos sulfidrila 

livres de proteínas e tióis não proteicos (ELLMAN, 1959). A reação se 

baseia na interação do tiol com o DTNB, que gera um dissulfeto misto e 

o ácido 2-nitro-5-tiobenzóico (TNB) (Figura 3) que tem intensa cor 

amarela e pode ser quantificado por absorbância e se correlaciona 

estequiometricamente com a quantidade de sulfidrilas reativas livres. De 

acordo com suas características químicas, o DTNB só é solúvel em pH 

básico e em meio fisiológico ele não atravessa membranas (RIDDLES; 
BLAKELEY; ZERNER, 1979).  
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Figura 3 - Reação de oxidação de tiol livre pelo DTNB. 

 

Fonte: Adaptado de RIDDLES; BLAKELEY; ZERNER, 1979 

  

 Apesar do DTNB ser um reagente químico que foi inicialmente 

pensado para ser utilizado em ensaios que quantificação de tióis, alguns 

pesquisadores já o utilizaram como ferramenta farmacológica no estudo 

da modulação do estado redox de um sistema por conta de sua 

especificidade para oxidar sulfidrilas reativas (ELLMAN, 1959).  

 De acordo com Cai e Sauve (1997) o DTNB induz a redução da 

atividade de canais para potássio sensíveis ao cálcio presentes em 

células endoteliais de aortas. Além disso, Long e colaboradores (2009) 

demonstraram que o tratamento com DTNB de neurônios hipocampais 

em cultura induzia o aumento da concentração intracelular de cálcio. De 

maneira interessante, o pré-tratamento com DTNB foi capaz de diminuir 

a imobilidade de ratos submetidos a modelos de nado forçado, 

mostrando um efeito antidepressant-like (ROSA; DAFRE; 

RODRIGUES, 2013). Resultados anteriores do nosso laboratório 

também mostraram o efeito positivo da administração de DTNB em 

parâmetros cardiovasculares de animais submetidos à sepse por ligadura 

e perfuração do ceco (BENEDET et al., 2018). 

 Os mecanismos pelos quais o DTNB exerce esses efeitos ainda 

não são totalmente esclarecidos, mas uma possível explicação, segundo 

Martínez-Ruiz (2013), é que os agentes oxidantes de sulfidrilas podem 
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levar à desnitrosilação de proteínas, afetando o estado redox do sistema, 

trazendo consequências que ainda precisam ser elucidadas.   

 

1.2.3.2 Ditiotreitol - DTT 

 

 O ditiotreitol (DTT) foi sintetizado em 1949 por Evans e 

colaboradores. Ele é um agente redutor capaz de regenerar sulfidrilas 

livres por doação de elétrons e é conhecido pela sua capacidade de 

romper pontes dissulfeto presente em tióis proteicos e não-proteicos 

(Figura 4) (CLEALAND, 1964). 

 
Figura 4 - Reação de redução de dissulfetos pelo DTT. 
 

 

Fonte: Adaptado de CLEALAND, 1964 

 Alguns estudos utilizaram também o DTT como ferramenta 

farmacológica para modular o ambiente redox. De acordo com 

Aizenman, Lipton e Loring (1989), o DTT aumentava as correntes 

induzidas pela ativação do NMDA em células de cultura de gânglios 

cerebrocorticais e retinais. Além disso, experimentos in vivo mostraram 

que a modulação do NMDA pelo DTT alterou o comportamento 

nociceptivo de camundongos (LAUGHLIN; KITTO; WILCOX, 1998). 

O DTT restabeleceu a homeostase de sulfidrilas intracelulares, uma vez 

que ele atravessa membranas, revertendo o efeito na oxidação de 

proteínas que induzia ao aumento da ubiquitinação em neurônios 
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(FIGUEIREDO-PEREIRA; YAKUSHIN; COHEN, 1998). Porém, da 

mesma forma que no caso dos agentes oxidantes, o mecanismo pelo 

qual o DTT induz essas alterações e a influência do ambiente redox mais 

reduzido ainda não está completamente esclarecido e as consequências 
fisiológicas ainda não são conhecidas.  
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1.2 HIPÓTESE DO TRABALHO 

   

 Modificações no ambiente redox, mediante oxidação e redução 

de sulfidrilas, alteram o percurso inflamatório em um modelo de sepse 

experimental.   
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1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo Geral 

  
 Avaliar a influência da modulação do sistema redox pelo agente 

oxidante DTNB e pelo agente redutor DTT nos parâmetros 

inflamatórios da sepse induzida por pneumonia. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos 

 
 Avaliar o efeito de modificações no estado redox:  

I) na permeabilidade vascular pulmonar; 

II) na migração leucocitária para o foco primário da infecção; 

III) na produção de óxido nítrico local; 

IV) na produção de exsudato inflamatório; 

V) na sobrevida de animais sépticos; 

VI) na disseminação bacteriana; 

VII) nos níveis de nitrosotióis. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 MATERIAL 

 

2.1.1 Animais 

 

Para a realização dos protocolos experimentais foram utilizados 

camundongos Swiss (Mus musculus) fêmeas, com 2 a 3 meses de idade, 

pesando entre 30 - 40 g, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal de Santa Catarina. Antes dos experimentos, os 

animais eram mantidos sob controle alimentar a base de ração com livre 

acesso a água, com ventilação e temperatura (22 ± 1 °C) controladas e 

constantes. Os procedimentos experimentais foram submetidos e 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais-CEUA/UFSC 

(Protocolo nº 2627190617). 

 

2.1.2 Reagentes 
 

 Neste estudo, foram utilizados os seguintes compostos: 

bicarbonato de sódio (NaHCO3), cloreto de sódio (NaCl), cloreto de 

potássio (KCl), fosfato de 

potássio (KH2PO4), fosfato de sódio (NaHPO4), (Merck, Brasil); o ácido 

5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB), albumina de soro bovino (BSA), 

Tris-HCl, sulfanilamida, ácido fosfórico, α-naftil e Tween-20 foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich Co. LLC (St Louis, MO, EUA); Reagente 

de Bradford (Bio-rad, São Paulo, SP); heparina sódica (Cristália 

Produtos Farmacêuticos, São Paulo, SP); cloridrato de xilazina e 

cloridrato de cetamina (Syntec do Brasil Ltda., Brasil) e isoflurano 

(BioChimico do Brasil Ltda., Brasil); BHI (HiMedia, Mumbai, Índia); 

Mueller Hinton (Kasvi, Itália); azul de Evans e formamida (Neon, São 

Paulo, SP).  

 

2.1.3 Preparo do DTNB e do DTT para os Ensaios Farmacológicos 
 

 O DTNB e o DTT eram armazenados na forma de pó e 

conservados em freezers a -20°C. No momento do experimento, era 

preparada uma solução de DTNB 5,0 mg/mL em bicarbonato de sódio 

(5%). As doses eram utilizadas em múltiplos de 2, sendo a dose máxima 

126 µmol/kg (equivalente a 50 mg/kg). Já o DTT era preparado em PBS 

estéril (do inglês, Phosphate buffered saline; NaCl 137 mM, KCl 2,7 



50 
 

mM, KH2PO4 1,5 mM e NaHPO4 8,1 mM; pH 7,4), na concentração de 

2,0 mg/mL e o esquema de dose era o mesmo do DTNB, sendo a dose 

máxima 126 µmol/kg (equivalente a 20 mg/kg).   

 

2.2 MÉTODOS 

 

2.2.1 Modelo Experimental de Sepse por Pneumonia 
 

2.2.1.1 Expansão e Quantificação da Bactéria  

  

 A bactéria utilizada nos experimentos foi a Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 700603 – American Type Culture Collection, 

Rockville, MD). Alíquotas de 500 μL da bactéria liofilizada eram 

suspensas em 40 mL de caldo Brain-Heart Infusion (BHI) em tubo 

plástico e incubadas a 37°C por 18 horas. Após a incubação, o conteúdo 

era centrifugado a 2.500 g por 15 minutos em temperatura ambiente, o 

sobrenadante era descartado e as bactérias eram novamente suspensas 

em 30 mL de PBS estéril para lavagem das bactérias. Após duas 

lavagens, o sedimento resultante era resuspenso com auxílio de um 

agitador de tubos tipo Vortex e colocado em microtubos. Diluições 

seriadas (com um fator de 10) eram realizadas e as densidades ópticas 

determinadas a 600 nm. Para a quantificação das bactérias, 10 μL das 

diluições foram plaqueadas em duplicata em condição estéril, em ágar 

Mueller-Hinton e incubadas a 37°C, por 24 horas. Foram determinados 

os números de unidades formadoras de colônia (UFC) após 24 horas e 

calculada a quantidade por mililitro de cada diluição. Realizou-se uma 

regressão linear relacionando densidade ótica e UFC/mL para estimar o 

número de UFC de todas as alíquotas feitas nesse lote. 
 

2.2.1.2 Inoculação de Klebsiella pneumoniae em camundongos 

 

 Após a expansão e determinação da concentração da bactéria 

por meio da interpolação da medida da absorbância em 600 nm na 

regressão obtida, descrita no Item 2.2.1.1, a suspensão de bactérias era 

diluída em PBS estéril na concentração desejada para inoculação nos 

animais. Para indução da pneumosepse, os animais eram anestesiados 

com isoflurano na concentração de 5% e mantidos em plano anestésico 

profundo com 2% de isoflurano, por via inalatória. Os camundongos 

eram dispostos em posição supina inclinada (45°C) e uma incisão na 
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pele do pescoço (5 mm na vertical) era feita em condições assépticas. 

Em seguida, a traqueia era identificada e 50 μL de suspensão bacteriana 

eram injetados por via intratraqueal (i.t.), com uma agulha estéril de 30 

G. Após sutura da pele, os animais recebiam 30 mL/Kg de PBS estéril 

aquecido (37°C), por via subcutânea, para reposição volêmica. Os 

animais foram mantidos nas suas gaiolas sob aquecimento até a 

recuperação da anestesia e, posteriormente, eram alojados em ambiente 

com temperatura e luz controladas.  

 

2.2.2 Protocolos Experimentais  
 

2.2.2.1 Padronização do Modelo Experimental de Sepse por Pneumonia 
 

 Com a finalidade de se determinar a quantidade de UFC de 

Klebsiella pneumoniae suficiente para ocasionar uma sepse nos animais, 

foram realizados experimentos onde foram inoculadas quantidades 

crescentes de bactéria e a sobrevida destes animais foi acompanhada a 

cada 24 h ao longo de 96 h. O número de bactérias viáveis inoculadas 

por via i.t. por animal foi de 10
7
, 5 x 10

7
, 10

8 
e 5 x 10

8 
UFC. Animais 

naïve foram utilizados como controle. Após a inoculação, os animais 

foram mantidos em local com temperatura e ciclo de luz claro/escuro 

(12/12 h) controlado automaticamente, com livre acesso à ração e água. 

 
Figura 5 - Protocolo experimental de padronização do modelo de pneumosepse. 

 

 
 

Fonte: OLIVEIRA, 2019. 
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2.2.2.2 Modulação do Estado Redox 

 

 Após a inoculação da bactéria, os animais foram divididos em 

quatro grupos para realização de abordagens distintas de modulação do 

sistema redox na sepse induzida por pneumonia. A primeira envolveu a 

oxidação de sulfidrilas em resíduos de cisteína. Para isso, o primeiro 

grupo recebeu DTNB (31,25 - 126 µmol/kg, s.c.) 12 horas após 

inoculação. O segundo recebeu DTT (31,25 - 126 µmol/kg, s.c.) 12 

horas após inoculação. E por último, em alguns experimentos de taxa de 

sobrevivência, ao terceiro grupo foi administrado DTNB (126 µmol/kg, 

s.c.) 12 horas após a indução da sepse e DTT (126 µmol/kg, s.c.) 1 hora 

após administração do DTNB. Um quarto grupo recebeu veículo 

(bicarbonato de sódio 5%). Doze horas após os tratamentos, ou seja, 24 

h após a inoculação da bactéria, foram realizados estudos de parâmetros 

inflamatórios, bioquímicos e bacterianos, bem como o acompanhamento 

da sobrevida dos animais, desta vez ao longo de 96 h. Animais naïve 

foram utilizados como controle, e animais naïve tratados e não tratados 

com DTNB e DTT (ambos 126 µmol/kg, s.c.) também foram avaliados. 

As doses do DTNB e o tempo de tratamento foram escolhidos com base 

nos resultados anteriores do nosso laboratório (TERLUK, 2005; 

BENEDET et al, 2018). Já as doses do DTT foram escolhidas usando as 

do DTNB como referência 

 
Figura 6 - Protocolo experimental de modulação do estado redox. 

 

 

Fonte: OLIVEIRA, 2019. 
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 2.2.3 Avaliação do Extravasamento Plasmático Pulmonar por Azul 

de Evans 
 

 Após 23h30min da inoculação da bactéria, os animais 

receberam uma injeção de Azul de Evans (40 mg/kg), via veia gengival. 

Passados 30 minutos, os animais foram sacrificados por aprofundamento 

anestésico e perfundidos com  solução salina (0,9%). Os pulmões foram 

removidos e incubados em solução aquosa de formamida (1/1, v/v) por 

48 h a 55° C. A densidade óptica do sobrenadante foi medida a 600 nm 

em uma leitora de placas (SpectraMax® Paradigm®, Molecular 

Devices, EUA). As leituras foram interpoladas por regressão linear em 

uma curva padrão do corante e a formamida foi usada como branco. As 

concentrações das amostras foram calculadas em microgramas por 

mililitro e microgramas por grama de tecido.  

 

2.2.4 Coleta do Lavado Broncoalveolar (BAL)  
 

 Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de 

cetamina e xilazina (200 e 20 mg/kg; i.p.; respectivamente).  Os animais 

tinham suas traqueias expostas e um cateter (21 G) acoplado a uma 

seringa foi introduzido na traqueia para que se pudesse injetar 

vagarosamente 0,5 mL de PBS estéril nos pulmões dos animais, sendo 

em seguida o BAL aspirado de volta à seringa. Esse procedimento foi 

repetido 3 vezes. Uma alíquota das amostras de BAL era reservada para 

a contagem de leucócitos e o restante era centrifugado por 10 minutos a 

3000 g. O sobrenadante era imediatamente congelado e armazenado em 

freezer -80ºC por um período nunca superior a duas semanas. O 

sobrenadante era utilizado para dosagens bioquímicas, conforme 

descrito no Item 2.2.6.  

 

2.2.5 Contagem Total de Células no BAL  
 O BAL era diluído em líquido de Türk (2%) e em seguida a 

contagem total de células feita em câmara de Neubauer. O número de 

leucócitos nas amostras foi expresso como células x 10
6
/mL de BAL. 
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2.2.6 Dosagens Bioquímicas  

2.2 6.1 Dosagem de Nitrito + Nitrato (NOx) no BAL 

 Os níveis de NO foram quantificados mensurando-se a soma 

das concentrações de nitrato + nitrito (NOx), utilizando o reagente de 

Griess (1% de sulfanilamida em 10% de ácido fosfórico/0,1% de alfa-

naftil-etilenodiamina em água de Milli-Q) como previamente descrito 

(GRANGER et al., 1990). O BAL foi desproteinizado pela adição de 

sulfato de zinco (2%). Para a conversão do nitrato para nitrito, as 

amostras foram incubadas a 37ºC, durante 3 h, em presença de nitrato 

redutase expressa em Escherichia coli cultivada em anaerobiose. Após a 

conversão enzimática do nitrato a nitrito, as amostras foram 

centrifugadas para a remoção das bactérias, e 100 μL do sobrenadante 

misturados com o mesmo volume de reagente de Griess, produzindo cor 

lilás. O ensaio foi realizado em placas de 96 poços, sendo a leitura 

realizada em 540 nm em um leitor de microplacas (SpectraMax® 
Paradigm®, Molecular Devices, EUA). Curvas-padrão de nitrito e 

nitrato (0 a 150 μM) foram realizadas simultaneamente. Como nestas 

condições a conversão de nitrato para nitrito foi sempre maior que 90%, 

não foram realizadas correções dos resultados, os quais foram expressos 

como μM de NOx. 

 

2.2.6.2 Dosagem de Proteínas no BAL 

 

 A quantidade de proteína total no BAL foi estimada pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976). Preparou-se uma curva padrão de 

proteína com albumina de soro bovino nas concentrações entre 0 – 250 

µg/mL. As leituras foram efetuadas em comprimento de onda de 595 nm 

(SpectraMax® Paradigm®, Molecular Devices, EUA). 

 

2.2.7 Quantificação da Disseminação Bacteriana 
 

 Os animais foram divididos em três grupos (naïve, veículo e 

DTNB 126 µmol/kg). Após o procedimento de eutanásia dos 

camundongos, foi coletado sangue por punção da aorta abdominal. 

Depois era coletado o BAL, de acordo com o Item 2.2.4. Em seguida, os 

animais foram perfundidos com PBS estéril por alguns minutos, para 

remover o sangue restante nos tecidos. O coração inteiro e o fígado (em 

torno de 100 µg) foram assepticamente coletados e homogeneizados em 

200 µL de PBS estéril. Em seguida, foram feitas diluições seriadas do 
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BAL ou do homogenato dos tecidos, com um fator de 10, e 10 μL de 

cada diluição ou sangue puro foram assepticamente plaqueadas em 

placas de ágar de Mueller-Hinton a 37°C. Após 24 horas, o número de 

UFC foi contado e os resultados foram expressos em log de UFC. 

 

2.2.8 Ensaio de Biotinilação para Detecção de S-nitrosotióis (Biotin 

switch) 
 

 Para a detecção de proteínas nitrosiladas foi realizado o ensaio 

Biotin switch de acordo com Jaffrey e Snyder (2001) com  modificações 

feitas por Benedet et al., 2018 (Figura 7). Esse ensaio detecta proteínas 

S-nitrosiladas através da substituição do grupo NO ligado ao resíduo de 

cisteína pela biotina. Todos os procedimentos a seguir foram feitos no 

escuro. Após a coleta, os pulmões foram colocados em blocos de 

Tissue-Tek O.C.T (Sakura Finetek Inc., Torrance, CA, Estados Unidos), 

congelados em nitrogênio liquido e mantidos em freezer -80ºC. Secções 

transversais, com espessura de 7 μm, foram obtidas com o auxílio de um 

criostato (Leica CM 1850 UV; Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha), 

colocadas em lâminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, Estados Unidos). As amostras foram fixadas com 

paraformaldeído 4% por 15 minutos em temperatura ambiente. Os 

cortes foram contornados com caneta hidrofóbica (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, Estados Unidos) e posteriormente foi adicionado o agente 

de bloqueio de sulfidrilas N-etilmaleimida (NEM) 20 mM, por 35 

minutos, a 4ºC. Após sucessivas lavagens, os cortes foram incubados 

com 1 mM de ascorbato de sódio e 0,05 mM de N-(3-

maleimidilpropionil) biotina por 1 hora, em temperatura ambiente, para 

a biotinilação das sulfidrilas. Os cortes foram lavados mais algumas 

vezes e por último foi incubado com avidina conjugada com FITC por 1 

hora, em temperatura ambiente. Após a incubação, os cortes foram 

novamente lavados e depois foram colocadas lamínulas sobre as lâminas 

utilizando meio de montagem aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EUA). As lâminas foram acondicionadas em ambiente 

escuro até o momento da leitura.  Para leitura, foi utilizado um 

microscópio confocal de fluorescência (Leica DMI6000B®, Wetzlar, 

HE, Germany). A aquisição das imagens foi realizada através do 

software LAS AF Lite® (Leica Microsystems®, Wetzlar, HE, 

Germany). Cada grupo experimental tinha n = 5. A quantificação da 

intensidade de fluorescência foi realizada pelo software NIH ImageJ 

1.50i imaging software (NIH, Bethesda, MD, USA). Os resultados 

foram expressos em unidades arbitrárias de fluorescência. 
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Figura 7 - Representação esquemática do ensaio de Biotin Switch. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Cayman Chemical Company, 2016. 

 

Proteínas podem apresentar resíduos de cisteínas com tiol livre, nitrosotiol e 
ligação dissulfeto, entre outros. 1 - Os tióis livres são derivatizados pelo agente 

de bloqueio NEM, tornando-os não reativos. 2 - Depois, os nitrosotióis são 
reduzidos pela ação do ascorbato de sódio (agente redutor) formando tiol, o qual 

reage covalentemente com a biotina-maleimida. 3 - A revelação é feita por 
fluorescência e a detecção da biotinilação é realizada pela ligação a avidina 

conjugada com FITC. 
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2.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

 As análises estatísticas das curvas de sobrevida foram realizadas 

pelo teste de log-rank. As diferenças entre as curvas representativas de 

cada grupo experimental foram consideradas significativamente 

diferentes quando p < 0,05. As demais análises estatísticas não 

paramétricas foram realizadas através dos testes de Mann-Whitney, 

sendo os resultados expressos como mediana, conforme indicado na 

legenda das figuras.  

 Os demais resultados foram expressos como a média ± erro 

padrão da média e a estatística foi realizada pela análise de variância 

(ANOVA) de uma via seguida pelo post hoc de Tukey. Valores de p < 

0,05 foram considerados significativos. Todos os testes estatísticos 

foram realizados com o programa GraphPad Prism® versão 5.01 (San 

Diego, CA, US 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 SOBREVIDA APÓS A INOCULAÇÃO DE Klebsiella pneumoniae  
  

 Inicialmente se fez necessário realizar a determinação da 

relação do número de unidades formadoras de colônias (UFC) de K. 
pneumoniae com a sobrevida dos animais após a inoculação em até 96 

h. A Figura 8 mostra que há uma relação entre o número de UFC de 

bactérias inoculadas e a taxa de mortalidade dos animais. A taxa de 

sobrevida em 96 h foi de 100%, 63%, 25% e 0% nos grupos inoculados 

com 1 e 5 x 10
7
 e 1 e 5 x 10

8 
UFC por animal, respectivamente. Os 

animais que receberam 1 x 10
7
 UFC naïve sobreviveram. Portanto, 

levando em consideração esses resultados, para experimentos que se 

seguiram, foi utilizado o número de 1 x 10
8
 UFC por animal, uma vez 

que a taxa de mortalidade ficou em torno de 50% em 48 h. 
 
Figura 8 - Curva de sobrevida após a inoculação de Klebsiella pneumoniae em 

camundongos. 
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 e 5 x 10
7
 e 1 e 5 x 10

8 

UFC/animal) e a sobrevida foi avaliada por até 96 h. Os animais controles 
receberam a inoculação do mesmo volume de PBS e assim como o grupo que 

recebeu 1 x 10
7
 UFC, todos sobreviveram. Os resultados foram expressos como 

porcentagem de sobrevivência (n = 8). A análise estatística utilizada foi o teste 

de log rank **p = 0,0024 e ***p = 0,0002 quando comparado ao grupo 
controle. 
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3.2 AVALIAÇÃO DO EXTRAVASAMENTO PLASMÁTICO 

PULMONAR POR AZUL DE EVANS 
 

 O extravasamento pulmonar foi maior nos animais submetidos à 

sepse induzida por pneumonia e que receberam o veículo (68,8 ± 7,5 µg 

A.E./g de tecido) quando comparado ao grupo naïve (14,7 ± 3,1 µg 

A.E./g de tecido). Quando os animais foram tratados com DTNB, apesar 

de não ter tido nenhum efeito significativo sobre os animais naïve (21,8 

± 6,2 µg A.E./g de tecido, 126 µmol/kg, s.c.), o aumento do 

extravasamento vascular nos animais sépticos foi revertido de maneira 

dependente de dose (63 e 126 µmol/kg, s.c.) com valores de 37,5 ± 5,3 

e 17,7 ± 2,5 µg A.E./g de tecido, respectivamente (Figura 9A). Já 

quando os animais sépticos foram tratados com DTT (31,25 - 126 

µmol/kg, s.c.), não foi observado nenhum efeito sobre este parâmetro 

(Figura 9B). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

Figura 9 – Efeito do DTNB (A) e do DTT (B) no extravasamento vascular 

pulmonar em camundongos submetidos à sepse induzida por pneumonia. 
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 

 
Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10

8 
UFC/animal). 

Doze horas após, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A), 
DTT (B) ou veículo (s.c.), e o extravasamento vascular pulmonar foi avaliado 

24 horas após a indução da sepse. Cada animal é representado por um símbolo 
individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e o e.p.m., 

respectivamente (n = 3-7).  ANOVA “one-way” seguido de Tukey: * p < 0,05 
ou *** p < 0,001 (veículo vs. DTNB);  
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3.3 CONTAGEM TOTAL DE CÉLULAS NO BAL 

 

 Como mostrado na Figura 10A, os animais sépticos que 

receberam o veículo apresentaram um aumento na quantidade de 

leucócitos no lavado broncoalveolar (2,02 ± 0,35 x 10
6
 células /mL) 

quando comparado ao grupo naïve (0,18 ± 0,03 x 10
6
 células/mL). O 

DTNB, embora não tenha afetado o número de células no BAL de 

animais naïve (0,11 ± 0,01 x 10
6
 células/mL), na dose de 126 µmol/kg 

(s.c.) foi capaz de reduzir a migração de leucócitos para o espaço 

alveolar de animais sépticos (0,68 ± 0,2 x 10
6
 células/mL). O tratamento 

com DTT (31,25 - 126 µmol/kg, s.c.) não apresentou nenhuma 

influência na contagem de células do lavado (Figura 10B). 
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Figura 10 – Avaliação das células do lavado broncoalveolar de camundongos 

inoculados com K. pneumoniae e tratados com DTNB (A) e DTT (B). 
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 
 

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10
8 

UFC/animal). 
Doze horas após, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A), 

DTT (B) ou veículo (s.c.), e o número total de leucócitos no BAL foi avaliado 
24 horas após a indução da sepse. Cada animal é representado por um símbolo 

individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e o e.p.m., 
respectivamente (n = 3-7).  ANOVA “one-way” seguido de Tukey: * p < 0,05 

(veículo vs. DTNB);  
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3.4 DOSAGENS BIOQUÍMICAS 

3.4.1 Dosagem de Nitrito e Nitrato (NOx) no BAL 

 A produção local de metabólitos do NO (NOx: nitrato + nitrito) 

também foi avaliada. Coincidindo com os resultados de contagem total 

dos leucócitos no BAL, os animais sépticos que receberam o veículo 

apresentaram maiores concentrações de NOx (8,3 ± 1,3 µM) quando 

comparado aos animais naïve (1,1 ± 0,5 µM). O DTNB não alterou a 

dosagem dos metabólitos do NO em animais naïve (1,6 ± 0,8 µM), 

porém, quando administrado em animais sépticos (63 e 126 µmol/kg, 

s.c.), reduziu de maneira dependente de dose a produção local de NO, 

com valores de 5,0 ± 0,4 e 3,4 ± 0,6 µM, respectivamente (Figura 11A). 

Já o DTT, assim como citado anteriormente, não teve nenhum efeito na 
produção local de óxido nítrico (Figura 11B). 
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Figura 11 – Dosagem de nitrito + nitrato (NOx) no lavado broncoalveolar de 

camundongos inoculados com K. pneumoniae e tratados com DTNB (A) e DTT 
(B). 
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10
8 

UFC/animal). 

Doze horas após, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A), 
DTT (B) ou veículo (s.c.), e a dosagem de nitrito + nitrato (NOx) no BAL foi 

avaliada 24 horas após a indução da sepse. Cada animal é representado por um 
símbolo individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e o 

e.p.m., respectivamente (n = 4-7).  ANOVA “one-way” seguido de Tukey: ** p 
< 0,01 (veículo vs. DTNB).    
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3.4.2 Dosagem de Proteínas no BAL 

 A análise da quantidade de proteínas no lavado broncoalveolar 

mostrou que os animais sépticos que receberam o veículo apresentaram 

um aumento da quantidade de proteína no espaço alveolar (1795 ± 131,5 

µg de proteína/mL) quando comparado ao grupo naïve (457,3 ± 115,5 

µg de proteína/mL). O tratamento com o DTNB (126 µmol/kg, s.c.), 

como pode ser visto na Figura 12A, foi capaz de reduzir níveis de 

proteína no BAL de animais submetidos à sepse (607,8 ± 232,5 µg de 

proteína/mL). O DTT, por outro lado, não apresentou nenhum efeito 

sobre a quantidade de proteína do espaço alveolar dos animais sépticos 
(Figura 12B). 
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Figura 12 – Dosagem de proteínas no lavado broncoalveolar de camundongos 

inoculados   com K. pneumoniae e tratados com DTNB (A) e DTT (B). 
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10
8 

UFC/animal). 
Doze horas após, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A), 

DTT (B) ou veículo (s.c.), e a dosagem de proteínas no BAL foi avaliada 24 

horas após a indução da sepse.Cada animal é representado por um símbolo 
individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e o e.p.m., 

respectivamente (n = 4-7).  ANOVA “one-way” seguido de Tukey: * p < 0,05 
(veículo vs. DTNB).  
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3.5 QUANTIFICAÇÃO DA DISSEMINAÇÃO BACTERIANA 

 A Figura 13 ilustra a carga bacteriana (UFC) das amostras de 

BAL (A), sangue (B) e em homogenatos de tecido hepático (C) e 

cardíaco (D). Como pode ser observado, há um grande número de UFC 

de K. pneumoniae nas amostras de BAL de animais sépticos que 

receberam veículo (2,8 x 10
7
 UFC/mL), e os animais sépticos tratados 

com DTNB não apresentaram nenhuma diferença (1,2 x 10
7
 UFC/mL) 

na quantidade de bactéria no foco primário da infecção. Já no sangue, 

pode-se observar que o tratamento com o DTNB diminuiu a quantidade 

de bactérias (< 10
3
 UFC/mL) quando comparado ao grupo séptico que 

recebeu o veículo (1,25 x 10
4
 UFC/mL). Dentre os órgãos avaliados, foi 

observado que a carga bacteriana no fígado de animais sépticos tratados 

com DTNB (10
5
 UFC/mL do homogenato) não foi diferente de animais 

sépticos que receberam veículo (1,3 x 10
5
 UFC/mL do homogenato). Já 

no coração, assim como no sangue, o DTNB foi capaz de reduzir a 

disseminação tissular das bactérias (4,8 x 10
4
 UFC/mL do homogenato) 

quando comparado ao grupo séptico (10
6
 UFC/mL do homogenato). 
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Figura 13 – Avaliação da disseminação bacteriana no lavado broncoalveolar 

(A), sangue (B), fígado (C) e coração (D) de camundongos inoculados com K. 
pneumoniae. 
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10
8 

UFC/animal). 
Doze horas após, os animais foram tratados com 126 µmol/kg de DTNB ou 

veículo (s.c.). Os animais foram eutanasiados 24 horas após indução da sepse. 

As amostras de BAL (A), sangue (B), fígado (C) e coração (D) foram obtidas, 
diluídas, semeadas em ágar Mueller-Hinton e incubadas por 24 horas.Os 

resultados foram expressos como log de unidades formadoras de colônias 
(UFC) por mL (sangue e BAL) ou UFC por órgão (fígado e coração). Cada 

animal é representado por um símbolo individual e as barras horizontais 
representam a mediana (n = 3-8). Mann-Whitney: * p < 0,05 (veículo vs. 

DTNB).  
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3.6 QUANTIFICAÇÃO DE NITROSOTIÓIS NO TECIDO 

PULMONAR 

 A Figura 14 mostra que ocorre um aumento da intensidade de 

fluorescência representando a formação de SNO no pulmão de 

camundongos sépticos (65,8 ± 11,3 Unidades Arbitrárias) quando 

comparados ao pulmão de camundongos naïve (36,9 ± 2,4 U.A.). A 

intensidade de fluorescência caiu a níveis iguais aos dos animais naïve 

quando os camundongos sépticos foram tratados com DTNB (126 

µmol/kg, s.c.), com valores absolutos de 40,1 ± 1,5 U.A. Além disso, foi 

observado que o DTNB não altera os níveis de SNO basais, pois os 

cortes de pulmões de animais naïve que foram tratados com DTNB (126 

µmol/kg, s.c.) não apresentaram aumento nem diminuição na 

intensidade de fluorescência, com valores de 44 ± 4,5 U.A. A 
quantificação  pode ser  observada na Figura 14B.   
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Figura 14 - Análise por fluorescência da quantidade de nitrosotióis em tecido 

pulmonar de animais sépticos tratados com DTNB. 
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10
8 

UFC/animal). 

Doze horas após, os animais foram tratados com 126 µmol/kg de DTNB ou 
veículo (s.c.). Os animais foram eutanasiados 24 horas após indução da sepse. 

Os pulmões foram coletados, emblocados e congelados em nitrogênio. No dia 
seguinte, foram feitos cortes histológicos e o ensaio do Biotin switch. Imagens 

representativas da marcação de nitrosotióis (figura 14A) e representação gráfica 
da intensidade de fluorescência (figura 14B). As barras verticais e as horizontais 

representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  ANOVA “one-way” 
seguido de Tukey: * p < 0,05 (naïve veículo vs. sepse veículo) e #p < 0,05 

(sepse veículo vs. sepse DTNB).  
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3.7 EFEITO DA MODULAÇÃO DO ESTADO REDOX NA 

SOBREVIDA DE ANIMAIS SÉPTICOS  

  

 Como pode ser observado na Figura 15, os animais sépticos que 

receberam o veículo apresentaram uma taxa mortalidade de 80% em 96 

horas. O tratamento com DTNB melhorou consideravelmente a taxa de 

sobrevivência dos animais, apresentando um aumento de 30% da 

sobrevida em 96 horas. O grupo que recebeu apenas o DTT não 

apresentou diferença na taxa de sobrevivência quando comparado ao 

grupo que recebeu o veículo. Porém, o DTT foi capaz de anular 

completamente o efeito protetor quando administrado 1 hora após o 

DTNB, apresentando uma taxa de mortalidade de 90% em 96 horas. 

Essa curva de sobrevivência foi reproduzida em 2 experimentos 

distintos e em períodos diferentes.  

  
 Figura 15 - Efeito da modulação do estado redox através da 
administração de agentes oxidante e redutor de sulfidrilas na sobrevida de 

animais sépticos.  
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Fonte: OLIVEIRA, 2019. 

 
Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10

8 
UFC/animal) e 

12 h após a indução da sepse, os animais foram divididos em 5 grupos: grupo 
falso-operado (sham - círculos fechados), veículo (círculos), DTNB (126 

µmol/kg, s.c.; quadrados), DTT (126 µmol/kg, s.c.; losangos) e DTNB + DTT 
(ambos 126 µmol/kg, s.c.; triângulos) e a sobrevida foi avaliada por até 96 h. Os 

resultados foram expressos como porcentagem de sobrevivência (n = 10). A 
análise estatística utilizada foi o teste de log rank *** p = 0,0004 quando 

comparado ao grupo sham e # p = 0,0356 quando comparado ao veículo. 
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4 DISCUSSÃO 

  

 Com o objetivo de avaliar a influência do ambiente redox no 

perfil inflamatório no processo séptico, dois agentes moduladores do 

potencial redox foram administrados em animais submetidos ao modelo 

de sepse induzida por pneumonia. Os parâmetros inflamatórios foram 

avaliados, sendo investigado também um possível mecanismo pelo qual 

essa mudança do estado redox pode acontecer. Foi mostrado que a 

oxidação do ambiente redox pelo DTNB induz melhoria do processo 

inflamatório num quadro séptico e, consequentemente, na sobrevida dos 

animais, ao passo que a redução das sulfidrilas pelo DTT, per si, não 

influenciou no processo inflamatório durante a sepse, mas reverte o 

efeito protetor do DTNB na sobrevida dos animais.    

 No estudo da fisiopatologia da sepse são utilizados modelos 

animais que há anos vem trazendo novas perspectivas em relação à 

doença. De fato, a translação de dados de estudos na pesquisa básica 

utilizando animais para o ambiente clínico deve ser feita com cautela, 

principalmente por conta de diferenças fisiológicas entre as espécies. Os 

modelos experimentais de sepse são criticados por conta das diferenças 

na natureza do agente iniciante da doença, tempo de desenvolvimento 

dos eventos patológicos, ausência de comorbidades e ausência de 

suporte e cuidados, como reposição de fluidos, vasopressores e 

ventiladores mecânicos que são comumente utilizados na clínica 

(ESMON, 2004; BURRAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005). 

Porém, ainda assim, muito dos avanços que foram importantes para a 

determinação das novas definições da sepse com o consenso Sepsis-3 se 

devem aos estudos da fisiopatologia da doença na pesquisa básica. 

 Os pulmões são os focos de infecção primária mais comuns, 

contando com quase 50% dos casos de sepse de todas as fontes de 

infecção. Dentre os principais microrganismos responsáveis pela sepse 

bacteriana, pode-se citar as bactérias gram-negativas, principalmente as 

enterobactérias (TSIOTOU et al., 2005). Para a realização deste trabalho 

foi utilizado um modelo de sepse induzida por pneumonia, ou 

pneumosepse. Umas cepa de Klebsiella pneumoniae foi utilizada como 

microrganismo causador da doença, e apesar deste modelo não induzir 

uma sepse polimicrobiana, como acontece com mais frequência na 

clínica, esta é uma das espécies com maior incidência dos casos na sepse 

humana (ANGUS; POLL, 2013). Além disso, o decurso temporal dos 

eventos patológicos neste modelo é muito mais lento que em outros 

modelos experimentais, dando uma maior janela de trabalho para o 

pesquisador (SORDI et al, 2013). Ademais, este modelo se torna muito 
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útil num ambiente de pesquisa laboratorial, uma vez que permite a 

manipulação do quadro infeccioso ao aumentar ou diminuir o número de 

UFC injetado, tornando a sepse mais branda ou mais grave, de acordo 

com o objetivo do pesquisador. Portanto, o modelo de pneumosepse em 

camundongos é capaz de mimetizar alguns aspectos clínicos da sepse.  

 Nossos resultados mostram características importantes do 

modelo experimental. Primeiro, pode-se perceber que a mortalidade dos 

animais só se iniciou a partir de 48 horas, independente do número de 

UFC inoculados. Isto difere de outros modelos, como o de ligadura e 

perfuração do ceco (CLP), cuja mortalidade dos animais, dependendo da 

quantidade de conteúdo intestinal extravasado ou da intensidade da 

ligadura, começa nas primeiras 6 ou 12 horas após o procedimento, o 

que fica mais distante da reprodução do curso temporal de uma sepse em 

humanos.  

 Outra vantagem do modelo de pneumosepse é que a 

mortalidade se correlaciona com o número de UFC inoculados. Animais 

que receberam 1 x 10
7
 UFC apresentaram 100% de sobrevivência ao 

final de 96 horas, enquanto aqueles que receberam 1 x 10
8
 UFC 

apresentaram mortalidade em torno de 50% em 48 horas e os que 

receberam 5 x 10
8
 UFC apresentaram 100% de mortalidade em 72 

horas. Este modelo experimental é bastante reprodutível e bem 

padronizado, como já demonstrado em diferentes publicações do nosso 

grupo de pesquisa (SORDI et al., 2013a; SORDI et al., 2013b; 

HOREWICZ et al., 2015). Entretanto, estes trabalhos anteriores foram 

realizados utilizando camundongos machos. Portanto, uma vez que 

camundongos fêmeas foram utilizadas para realização desse estudo, foi 

necessário uma nova padronização do método no laboratório. Diante 

disso, o número de 1 x 10
8
 UFC foi escolhido para os demais 

experimentos, tornando possível que uma sepse consideravelmente 

grave se instalasse e que os parâmetros fossem avaliados em 24 h após a 

inoculação da bactéria. 

 Depois de estabelecida a padronização do método experimental 

e definido o número de UFC que seria utilizado nos experimentos 

seguintes, foi realizada a avaliação dos parâmetros inflamatórios. 

Inicialmente foi avaliado a formação de edema pulmonar através da 

técnica de quantificação usando o azul de Evans. A quantificação do 

extravasamento plasmático pelo azul de Evans é uma metodologia muito 

bem estabelecida na literatura e utilizada há décadas. O corante azul de 

Evans é conhecido por se ligar quantitativamente à albumina tanto in 
vitro (STEINWALL; KLATZO, 1966) quanto in vivo (RAWSON, 

1943). Os primeiros trabalhos que avaliaram a formação de edema no 
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trato respiratório por esta técnica datam da década de 80 quando 

Lundberg e Saria (1982) avaliaram a influência vagal no controle da 

permeabilidade vascular e do tônus do músculo liso na traqueia e 

brônquios. 

 A permeabilidade vascular é um evento que precisa ser bem 

regulado para a garantia do funcionamento correto dos tecidos e órgãos. 

As junções celulares exercem uma função muito importante nessa tarefa 

de manutenção da integridade vascular. O aumento do extravasamento 

pode acontecer em situações fisiológicas, através de agentes 

inflamatórios e pela produção de citocinas, que induzem cascatas de 

sinalização intracelular nas células endoteliais que podem culminar com 

a desconexão das junções aderentes e retração endotelial. Este fenômeno 

acontece para que se facilite a passagem de células e solutos até o 

interstício e na maioria dos casos as mudanças na permeabilidade são 

reversíveis e as junções celulares se fecham rapidamente (revisado por 

VESTWEBER et al., 2009).  

 Porém, existem diversos mecanismos pelos quais a 

permeabilidade vascular pode ser aumentada e isso depende 

principalmente da natureza do agente que está induzindo este aumento. 

Por exemplo, agentes inflamatórios como a histamina, bradicinina e 

trombina, que aumentam a permeabilidade de maneira rápida e 

reversível, agindo por vias diferentes das vias que são ativadas por 

citocinas, como a interleucina-1 e o TNF-α, que mantém a 

permeabilidade elevada por horas e até dias após sua indução 

(ANDRIOPOULOU et al., 1999; revisado por VESTWEBER; 

BROERMANN; SCHULTE, 2010; ZHU et al., 2012). 

 O estado redox parece também ser um importante regulador da 

permeabilidade vascular (GOITRE et al., 2017). Han e colaboradores 

(2016) mostraram que a S-glutationilação de células endoteliais podem 

ser um dos mecanismos envolvidos no aumento da permeabilidade 

vascular em desordens metabólicas como a diabetes. Além disso, 

resultados anteriores do nosso laboratório demonstraram que existe 

aumento da oxidação pelo óxido nítrico em aorta de ratas submetidas ao 

CLP (BENEDET et al., 2018).  

 No nosso modelo experimental de pneumosepse houve aumento 

da permeabilidade vascular no pulmão de animais sépticos quando 

comparados aos animais naïve. Este aumento, que foi revertido quando 

os animais foram tratados com DTNB, porém não apresentou diferença 

quando os animais foram tratados com DTT. Com isso, podemos sugerir 

que o deslocamento do ambiente redox para uma condição de oxidação 

com o uso do DTNB protegeu os animais. Uma possibilidade para 
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explicar este achado é que o desvio para um ambiente oxidado reduziu 

ou inibiu a oxidação por produtos endógenos produzidos no processo 

séptico. Em contraste, o deslocamento do ambiente para uma situação de 

redução não modificou o aumento da permeabilidade vascular induzida 

pela sepse.   

 Outro parâmetro inflamatório avaliado foi a migração de células 

de defesa para o pulmão. Para isto, foi realizada a contagem de 

leucócitos no lavado broncoalveolar. Em um trabalho anterior do nosso 

grupo, Sordi e colaboradores (2013) avaliaram o decurso temporal de 

migração leucocitária no modelo de pneumosepse e foi visto que o pico 

de migração acontece após 24 horas do insulto, e após 48 horas o 

número de leucócitos no local da infecção já começa a diminuir, talvez 

por ação de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10. Já o perfil 

leucocitário sanguíneo desses animais apresenta a composição oposta, 

pois 24 horas após o insulto, os animais apresentaram leucopenia, 

voltando a apresentar valores normais 48 horas após o insulto.  

 Os resultados mostram que, após 24 horas, os animais 

submetidos à pneumosepse apresentaram um aumento na quantidade de 

leucócitos no lavado broncoalveolar quando comparado aos animais 

naïve, concordando com o que é encontrado na literatura relativo ao 

papel destas células no combate à infecção. O DTNB diminuiu o 

número de células inflamatórias no foco primário da infecção. Este 

resultado vai de encontro ao que muitos estudos trazem: a redução da 

migração de leucócitos para o foco primário piora o quadro séptico 

(ALVES-FILHO et al., 2005; CZAIKOSKI et al., 2013). Entretanto, é 

preciso levar em consideração que muitas dessas células inflamatórias 

que migram para o local da infecção são imaturas e apresentam um 

perfil de citocinas que podem tornar sua atividade ineficaz. Nessa 

situação, os leucócitos podem apresentar problemas no seu arsenal 

antimicrobiano como: autodegradação ou degradação por outras células 

de receptores essenciais, downregulation de receptores de superfície e 

ativação de vias não-resolutivas (revisado por LELIEFELD et al., 2013). 

Dentro deste contexto, a oxidação causada pelo DTNB pode ter 

preservado e regulado a ação das células de defesa, que tornaram o 

evento inflamatório mais eficaz e resolutivo, uma vez que existem 

evidências que modificações no sistema redox podem regular a 

atividade de neutrófilos (SAKAI et al., 2012; THOM et al., 2013). Por 

outro lado, o deslocamento para o lado redutor não modificou em nada o 

parâmetro de migração celular. 

 A diminuição da migração dos leucócitos para o parênquima 

pulmonar observada nesse estudo corrobora o resultado encontrado por 
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Benedet et al. (2018) que mostrou que o DTNB aumentou o número de 

leucócitos totais sanguíneos, atenuando a leucopenia causada pela sepse 

melhorando o estado global dos animais. Portanto, o DTNB parece 

regular o processo inflamatório, pois mesmo com a redução do número 

de células no foco primário, houve melhora do quadro geral talvez por 

um aumento compensatório nas capacidades fagocitária ou citotóxica 

dos neutrófilos.  

 As avaliações bioquímicas da composição do lavado 

broncoalveolar também dão suporte a essas conclusões. Animais 

sépticos apresentaram aumento na concentração dos metabólitos do 

óxido nítrico (NOx) e aumento na concentração de proteínas 

extravasadas. Já quando os animais foram tratados com DTNB, as 

concentrações tanto do NOx quando das proteínas em geral diminuíram 

no lavado broncoalveolar.A redução local da concentração de NOx no 

grupo de animais tratados com DTNB significa que menos óxido nítrico 

está sendo produzido na região. É bem descrito na literatura que a 

disfunção orgânica que acontece na sepse é em parte dependente das 

altas concentrações de óxido nítrico que são produzidas pelas isoformas 

de sintase de óxido nítrico, principalmente pela NOS-2 (revisado por 

FERNANDES; ASSREUY, 2008). Já a concentração de proteínas 

diminuída no lavado broncoalveolar de animais tratados com DTNB 

indica que houve menos produção de exsudato, que indica uma resposta 

inflamatória menos intensa.    

 Tendo sido constatado que a modulação do ambiente redox 

induzida pela administração do DTNB teve efeito benéfico nos 

parâmetros inflamatórios e bioquímicos, foi avaliado qual seria a 

consequência disso no perfil de disseminação bacteriana, uma vez que a 

disseminação bacteriana a partir do foco primário da infecção para a 

corrente sanguínea e outros órgãos pode estar associada à mortalidade 

(USLAN et al., 2007; MEATHERAL et al., 2009). 

 O DTNB, apesar de não ter diminuído o número de UFC no 

foco primário da infecção (BAL) e nem no fígado, foi capaz de diminuir 

a bacteremia e o número de UFC no tecido cardíaco. Se esse efeito 

acontece por causa da ação direta da alteração do ambiente redox ou se 

isso é uma consequência da melhor efetividade do processo resolutivo 

da inflamação ainda precisa ser esclarecido. Entretanto, é preciso levar 

em consideração que em meio fisiológico o DTNB tem sua ponte 

dissulfeto rompida e seu produtoassume carga (TNB
-
). Essa 

característica química garantiria à molécula uma polaridade que o 

impediria de atravessar membranas e penetrar profundamente nos 

tecidos. Portanto, uma possível explicação para essa ação positiva na 
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disseminação bacteriana pode ser pelo fato de que o DTNB tem sua ação 

primeiramente observada em estruturas do sistema cardiovascular ou 

sanguíneo, como endotélio e leucócitos, que são componentes 

fundamentais na resposta inflamatória e na defesa contra os agentes 

microbianos, regulando, assim, os parâmetros inflamatórios e de 

disseminação bacteriana.   

 O benefício da redução da disseminação bactérias no sangue e 

no principalmente no coração traz maiores chances de sobrevivência. Na 

clínica, muitos pacientes podem apresentar cardiomiopatia séptica. A 

disfunção do tecido cardíaco está entre as principais causas de óbito de 

pacientes com sepse e choque séptico (KUMAR et al., 2011). Quando as 

bactérias alcançam o tecido cardíado elas promovem dano tecidual por 

liberação de proteases (BEAURFORT et al., 2011) e os neutrófilos do 

hospedeiro começam a formar redes extracelulares, ou NETs (do inglês, 

neutrophil extracellular traps), para tentar conter a infecção, mas isso 

acaba por favorecer ainda mais o dano tecidual (AUGUSTIN et al., 

2013). 

 Os efeitos da oxidação pelo DTNB são evidentes nos 

parâmetros inflamatórios, bioquímicos e no perfil de disseminação 

bacteriana. Entretanto não está completamente claro se estes efeitos 

benéficos na sepse são efeitos direto da oxidação das sulfidrilas com 

mudança da atividade das proteínas ou alteração do estado redox com 

um efeito indireto na melhoria da inflamação como um processo 

resolutivo na sepse. Visando esclarecer um pouco o mecanismo pelo 

qual o DTNB age e avaliar a mudança no perfil do ambiente redox, foi 

utilizada a técnica do Biotin Switch para dosar nitrosotióis. 

 Quantificar mudanças no ambiente redox é uma tarefa difícil. 

Existem muitas variáveis que podem alterar o perfil redox de tióis 

proteicos e não-proteicos. Várias metodologias foram desenvolvidas 

para avaliar o grau de oxidação de sulfidrilas de um sistema: anticorpo 

anti-GSH para glutationilação de proteínas específicas; biotinilação de 

ester etil glutationa (BioGEE) para detecção de glutationilação global 

(SULLIVAN et al., 2000); Biotin switch modificado, para quantificação 

de sulfuração (LU et al., 2013).  Assim, a quantificação de nitrosotióis é 

uma das metodologias que podem dar indicativos do estado redox.   

 O ensaio do Biotin Switch foi desenvolvido por Jeffrey e 

colaboradores (2001) e foi modificado pelo nosso grupo (BENEDET et 

al., 2018). Baseia-se na especificidade do ascorbato para a redução de 

SNO. A Figura 14 traz fotomicrografias de pulmões de animais naïve e 

sépticos, tratados ou não com DTNB. Pode-se ver que existe uma 

nitrosilação basal no parênquima pulmonar, observada pelos níveis de 
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fluorescência dos cortes de animais naïve. De fato, a nitrosilação de 

proteínas e a sinalização que provém disso estão envolvidas em vários 

aspectos da biologia pulmonar (revisado por MAROZKINA; GASTON, 

2015). Estudos mostram que nitrosotióis estão envolvidos na regulação 

de canais que interferem na hidratação das vias aéreas (MAROZKINA 

et al., 2010), frequência dos batimentos ciliares do epitélio das vias 

aéreas (LI et al., 2000) e na transcrição de genes regulados por 

concentração de oxigênio (PALMER et al., 2007). Animais naïve 

tratados com DTNB não apresentaram mudanças na intensidade de 

fluorescência, indicando que o DTNB não modifica a nitrosilação em 

níveis basais. 

 Ademais, os resultados deste trabalho mostram que no modelo 

de pneumosepse ocorre um aumento na quantidade de nitrosotióis no 

tecido pulmonar. Resultados anteriores do nosso laboratório sugerem 

que a formação de nitrosotióis estaria intrinsecamente ligada com 

algumas das principais características do choque séptico que são a 

hiporresponsividade a vasoconstritores e hipotensão (TERLUK, 2005; 

BENEDET et al., 2018). Além disso, LIU e colaboradores (2004) 

observaram que o aumento de SNO contribui par a mortalidade de 

animais endotoxêmicos (administração de LPS). Portanto, esta seria 

mais uma evidência do aumento da S-nitrosilação no processo da sepse. 

 Quando os animais sépticos foram tratados com DTNB, a 

fluorescência diminuiu, indicado a redução da oxidação de sulfidrilas 

pelo óxido nítrico. O mecanismo pelo qual o DTNB, um agente 

oxidante, induz a diminuição da oxidação de sulfidrilas por oxidantes 

endógenos ainda é desconhecido. Mas é importante evidenciar que 

nitrosotióis podem funcionar como reservatórios de óxido nítrico, 

fazendo com que essa molécula altamente reativa, com uma meia vida 

de 2 - 30 segundos, continue fazendo efeito mesmo quando os níveis das 

sintases de óxido nítrico estão com a expressão diminuída (revisado por 

ASSREUY, 2006). 

 Além disso, alguns estudos sugerem que após o rompimento da 

ponte dissulfeto do DTNB ao reagir com sulfidrilas, aconteceria a 

formação de uma estrutura contendo o dissulfeto misto (SH proteico ou 

não-proteico conjugado a uma molécula de TNB
-
) e uma molécula de 

TNB
- 
livre. Esta última poderia se ligar ao óxido nítrico, agindo como 

um sequestrador desta molécula (GERGEL; CARNABAUM, 1997) e 

diminuindo a formação de nitrosotióis durante a sepse. Portanto, uma 

possível explicação seria que o DTNB está reduzindo esses 

reservatórios, diminuindo a nitrosilação exacerbada que acontece na 

sepse e melhorando o estado dos animais. 
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 Por fim, como o DTNB induziu melhora substancial nos 

parâmetros inflamatórios, bioquímicos, bacterianos, além de modular o 

ambiente redox ao diminuir a quantidade de nitrosotióis, foi realizada a 

avaliação da sobrevida dos animais. Como esperado, o DTNB reduziu a 

mortalidade dos animais. Além disso, de maneira muito interessante, o 

DTT, apesar de não ter tido efeito quando administrado sozinho, foi 

capaz de reverter o efeito benéfico do DTNB quando administrado uma 

hora após o DTNB. Isso indica que, depois que o DTNB agir, se as 

sulfidrilas forem regeneradas pelo DTT, isso possibilitaria, talvez, novos 

sítios para formação de novas formas oxidadas que são mais 

prejudiciais. De fato, uma das hipóteses que também pode ser elencada é 

que, por vezes, a oxidação reversível de aminoácidos pode funcionar 

como proteção contra oxidações irreversíveis que normalmente levam a 

perturbações nas funções celulares e morte celular através de prejuízos 

na função das proteínas (revisado por MILLER; MIEYAL, 2015).  

 Diante de todas essas evidências, concluímos que, pelo menos 

em parte, a hipótese do trabalho é verdadeira pois o DTNB melhorou 

todos os parâmetros avaliados. Entretanto, o DTT não piorou nenhum 

dos parâmetros, pelo menos nas doses, tempo e via de administração 

utilizados. Uma possível explicação para a falta de efeito é que o critério 

de escolha de dose e tempo de administração foi baseado no esquema do 

DTNB, já que foi o primeiro estudo que foi tentada essa abordagem. 

Rosa, Dafre e Rodrigues (2013) que atestaram que o DTNB apresentava 

um efeito antidepressant-like e que o DTT na dose de 25 mg/kg 

(equivalente a 157 µmol/kg, por via intraperitoneal) foi capaz de 

reverter esse efeito. A dose utilizada no estudo supracitado foi próxima à 

utilizada neste trabalho. Mas ainda assim, muitas variáveis são 

diferentes, como o modelo experimental, via de administração e tempo 

de tratamento. Portanto, não podemos concluir que a redução das 

sulfidrilas não tem efeito no processo séptico, pois seriam necessário 

mais experimentos para achar um esquema de doses adequado. 
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5 CONCLUSÃO 

 Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir 

que o deslocamento do ambiente redox para a oxidação: 

  

1 - Reduz a formação de edema pulmonar num quadro de sepse; 

 

2 - Diminui a migração de leucócitos para o foco primário, mas favorece 

o processo inflamatório resolutivo; 

 

3 - Leva à diminuição da produção local do óxido nítrico no pulmão; 

 

4 - Diminui a produção de exsudato no pulmão; 

 

5 - Diminui a disseminação bacteriana no sistema cardiovascular; 

 

6 - Reduz a formação de nitrosotióis em quadro séptico 

 

7 - Reduz a mortalidade dos animais submetidos à pneumosepse 

 

8 - Tem seu efeito protetor na mortalidade revertido pela redução das 

sulfidrilas pelo DTT.  

 

Por outro lado, um ambiente reduzido (pela administração de DTT) não 

alterou o curso das respostas. Isto pode significar, em uma perspectiva 

mais ampla, que o ambiente redox fisiológico já está em posição 

máxima no que se refere ao aspecto redutor.    
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