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RESUMO 

 

O surfactante pulmonar é uma substância lipoproteica, produzida por pneumócito tipo II, cuja 

função é reduzir a tensão superficial nos pulmões e facilitar a ventilação. Durante a sepse, o 

pulmão é um órgão-alvo de muitas Espécies Reativas (ER), as quais interferem no balanço 

oxiredox, expressão gênica, síntese proteica e divisão celular. O presente estudo se propôs a 

investigar a influência da coadministração da ceftriaxona (30mg/kg, i.p) e antioxidantes ácido 

ascórbico (50 mg/kg), N-acetil cisteína (10mg/kg) e alfa tocoferol (20 mg/kg), na lesão 

pulmonar e na expressão da proteína surfactante pulmonar tipo-B (SP-B), em modelo 

experimental de sepse. Para isso, Ratos Wistar machos (300-350g) foram aleatoriamente 

divididos em cinco grupos (n=10 animais/grupo) e tratados durante cinco dias consecutivos, de 

acordo com os respectivos grupos: i) placebo não tratado (SHAM); ii) placebo tratado com 

ceftriaxona (SHAM+ATB); iii) séptico (CLP) não tratado; iv) séptico tratado com ceftriaxona 

(CLP+ATB) e v) séptico tratado com ceftriaxona + antioxidantes simultaneamente 

(CLP+ATB+AO). Na histologia, o pulmão revelou parênquima morfologicamente normal no 

grupo SHAM; enquanto no grupo CLP verificou-se septos interalveolares muito espessados 

(presença de edema), infiltrado inflamatório polimorfonuclear. No grupo CLP+ATB, verificou- 

se septos interalveolares poucos espessados (pouco edema), leve infiltrado leucocitário, sem 

alterações morfológicas alveolares. Já no grupo CLP+ATB+AO, verificou-se septos 

interalveolares morfologicamente normais, sem alterações morfológicas alveolares e sem 

infiltrado inflamatório. A análise imuno-histoquímica revelou uma diminuição significativa (p 

<0,05) da expressão da proteína SP-B no grupo CLP (13,25±3,40 marcações/campo); enquanto 

que os grupos CLP+ATB (56,75±20,25 marcações/campo) e CLP+ATB+AO (56,75±20,25 

marcações/campo) apresentaram aumento significativo (p <0,05) da expressão da SP-B em 

relação ao grupo CLP. No que se refere à expressão da SP-B no LBA, através da técnica de 

Western blotting, apenas identificou-se possíveis oligômeros dessa proteína. Portanto, é 

possível afirmar que os grupos CLP+ATB e CLP+ATB+AO mostraram aumento na expressão 

da SP-B no parênquima pulmonar e nas doses utilizadas, a coadministração de ATB+AO foi 

melhor do que administração isolada de ATB para mitigar a lesão pulmonar induzida pela sepse 

em ratos Wistar. 

 
PALAVRAS - CHAVE: Sepse. Antibiótico. Antioxidantes. Surfactante pulmonar B. SP- 



 

 

ABSTRACT 

 
 

Pulmonary surfactant, whose function is to reduce lung’s surface tension and to facilitate 

ventilation is produced by type II pneumocyte. During sepsis, the lung is a target organ of many 

Reactive Species (RS) which interfere with oxiredox balance, gene expression, protein 

synthesis and cell division. This study aimed to investigate the influence of co-administration 

of ceftriaxone (30mg / kg, ip) and antioxidants N-Acetyl Cysteine (10mg/kg), ascorbic acid (50 

mg/kg), and alpha-tocopherol (20 mg/kg), in lung’s injury and pulmonary surfactant protein B 

(SP-B) expression, on a experimental model of sepsis. Male rats Wistar (300-350g) were 

randomly divided into five groups (n = 10 animals / group) and treated during five consecutive 

days, according to their respective groups: i) untreated placebo (SHAM); ii) ceftriaxone treated 

placebo (SHAM + ATB); (iii) untreated septic (CLP); iv) septic treated with ceftriaxone (CLP 

+ ATB) and v) septic treated with ceftriaxone + antioxidants simultaneously (CLP + ATB + 

AO). On histology, lungs revealed morphologically normal parenchyma in the SHAM group; 

while in the CLP group there were very thickened interalveolar septa (presence of edema), 

polymorphonuclear inflammatory infiltrate. In the CLP + ATB group, there was a few 

thickened interalveolar septa (little edema), mild leukocyte infiltrate, without alveolar 

morphological alterations. Already in the histological analysis of the lung tissue of the CLP + 

ATB + AO group, there were morphologically normal interalveolar septa, without alveolar 

morphological alterations and without inflammatory infiltrate. Immunohistochemical analysis 

revealed a significant (p <0.05) decrease of SP-B expression in CLP group (13.25 ± 3.40 

markings / field); while the CLP + ATB (56.75 ± 20.25 markings / field) and CLP + ATB + 

AO (56.75 ± 20.25 markings / field) groups showed a significant increase (p <0.05) of SP-B 

expression when compared with CLP group. Regarding the expression of SP-B in BAL, 

through the Western blotting technique, only possible oligomers of this protein were identified. 

It is possible to state that the CLP + ATB and CLP + ATB + AO groups showed increased 

expression of SP-B in the pulmonary parenchyma and in the doses used, co-administration of 

ATB + AO was better than administration of only ATB to mitigate sepsis-induced lung injury 

in Wistar rats. 

 
KEY WORDS: Sepsis. Antibiotic. Antioxidants. Pulmonary surfactant B. SP-B 
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com o III Consenso Internacional de Sepse e Choque Séptico, a Sepse 

compreende a presença de disfunção orgânica ameaçadora à vida, secundária à resposta 

desregulada do organismo à infecção (JAMA.2016 )(MERVIN.S et al 2016). 

Estresse oxidativo desempenha um importante papel na patogenia da sepse (CRIMI, E. 

et al., 2006; VON DESSAUER, B. et al.2010). Causa lesão devido à superprodução de Espécies 

Reativas de Oxigênio (EROs) e Espécies Reativas de Nitrogênio (ERNs) e depleção de 

antioxidantes. (CRIMI, E. et al., 2006; CHUANG, C.C. et al.,2006). 

Neutrófilos, responsáveis pela defesa inata, desempenham importante função na sepse, 

contribuindo com a produção de EROs e ERNs (CHEPKOVA, M. et al., 2006). O efeito pró 

inflamatório dessas espécies inclui, dano alveolar, edema intra-alveolar, infiltração de células 

inflamatórias, liberação de quimiocinas e citocinas, disfunção da mitocôndria e dano do DNA 

(ANDRADES, M. et al., 2005). 

No pulmão esses efeitos pró inflamatórios estão associados com a disfunção do 

surfactante, que possui propriedade tensoativa, que reduz a força necessária para a inspiração, 

facilitando a ventilação. Além disso, sem o surfactante os alvéolos tenderiam a entrar em 

colapso durante a expiração (HALLIDAY, H.L., 2008). É composto por cerca de 90% de 

lipídio essenciais para a redução da tensão superficial da interface ar-líquido do pulmão, e cerca 

de 10% de proteínas com propriedades imunes e tensoativas. Das proteínas do surfactante, SP- 

B é a única cuja ausência é associada à falha letal da respiração, e sem ela, o surfactante não 

consegue desempenhar de forma eficiente a função tensoativa. 

Atualmente antibioticoterapia é a base do tratamento da sepse, no entanto já se tem 

relatos na literatura de indução de produção de espécies reativas por vários antibióticos, por 

isso, pretende-se com este estudo, investigar a influência da coadministração da ceftriaxona 

(antibiótico) e antioxidantes N-Acetil Cisteína (NAC), ácido ascórbico e alfa-tocoferol sobre a 

lesão pulmonar e na expressão da SP-B em modelo experimental de sepse. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
2.1 SURFACTANTE PULMONAR 

 

O surfactante pulmonar é uma mistura de lipídios e proteínas, produzida pelos pneumócitos 

II, que além de reduzir a tensão superficial, representa a primeira barreira que os patógenos 

encontram numa das maiores superfícies expostas do corpo humano, que é o pulmão. 

(YAMANAKA, N.; KOBAYASHI, K. et al 1991; CROUCH E.C. .1998). Cerca de 90% da 

massa do surfactante é composta por lipídios, principalmente fosfolipídios incluindo 

fosfatidilcolina saturada (40-50% da mistura) como dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que é 

o principal componente responsável por reduzir a tensão superficial para próximo de zero, 

fosfatidilcolina insaturada (PC), fosfolipídios aniônicos como fosfatidilglicerol (PG) e 

fosfatidilinositol (PI), e uma importante fração de lipídios neutros, principalmente colesterol, 

que pode representar até 5-10% da quantidade total de lipídios (VELDHUIZEN, R.; NAG, K.; 

POSSMAYER, F. 1998). 

A coexistência de fosfolipídios saturados e insaturados, responde à necessidade simultânea 

da membrana de manter alta estabilidade, sob alta compressão, particularmente suportada pelos 

fosfolipídios saturados, como DPPC, e manter a fluidez e dinâmica suficiente, que é facilitada 

pelos fosfolipídios insaturados, para permitir a transformação estrutural, associada com a 

transferência de moléculas ativas da superfície, das células para a interface ar-líquido (LOPEZ- 

RODRIGUEZ, E. ; PÉREZ-GIL, J. 2014). 

A composição quantitativa e qualitativa dos lipídios do surfactante, varia entre as espécies, 

e de acordo com as condições do ambiente, como a temperatura corporal (LOPEZ, E.; 

GASCOIN, G. et al., 2013). A alteração também acontece de acordo com as restrições 

fisiológicas, como taxa de respiração ou hibernação (WILLSON, D.F.; NOTTER, R.H. 2011), 

ou devido a situações patológicas, particularmente, lesão pulmonar (REUTER, S.; MOSER, C.; 

BAACK, M. 2015; KOPINCOVA, J.; CALKOVSKA, A. 2016). A composição de proteínas é 

também crítica para a função normal do surfactante. 

Os restantes 8-10% do surfactante são constituídos por proteínas específicas (GOERKE, J. 

1998). A primeira proteína especificamente associada com fosfolipídios do surfactante, foi 

identificada por King et al. (1973), e subsequentemente denominada SP-A (POSSMAYER, F. 

1988). A identificação dos pequenos peptídeos hidrofóbicos SP-B e SP-C, aconteceu depois da 

SP-A, devido à sua dificuldade de coloração com azul de Coomassie e à ávida associação destes 
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com lipídios, dificultando a resolução deles no gel SDS-PAGE (PHIZACKERLEY, P.J.; 

TOWN, M.H.; NEWMAN, G.E, 1979). 

As proteínas surfactante podem ser classificadas como sendo: proteínas hidrofílicas (SP-A 

e SP-D) e hidrofóbicas (SP-B e SP-C). Pertencentes à família das proteínas coletinas, SP-A e 

SP-D, estão diretamente relacionadas com a resposta  imune inata na barreira alveolar, e com  

o reconhecimento, ligação e eliminação de patógenos (MAHONEY, A.D.; JAIN, L. 2013; 

AUTILIO, C. et al.,2017). Já as proteínas hidrofóbicas SP-B e SP-C, pertencentes à família das 

proteínas semelhantes a saponina, se encontram profundamente incorporadas nos fosfolipídios 

do surfactante, são essenciais para a atividade biofísica do surfactante, para a eficiente adsorção 

das moléculas ativas da superfície, e estabilidade mecânica do filme interfacial. Além disso, 

participam do processo de espalhamento de surfactante ao longo dos ciclos contínuos de 

respiração de compressão-expansão (HALLIDAY, H.L. 2008; SWEET, D.G. et al., 2013). 

Modelos animais mostram que déficit de proteínas surfactantes leva a patologias 

respiratórias, demonstrando uma direta relação entre proteína surfactante pulmonar e função 

pulmonar normal. A princípio, déficit de SP-A e D, não é crítico, apesar dos animais com déficit 

de SP-A desenvolverem infecções pulmonares com maior frequência (FUJIWARA, T. et al., 

1980). Déficit de SP-D pode estar relacionado com enfisema (TAKAHASHI, A.; FUJIWARA, 

T. 1986) e doença pulmonar obstrutiva crônica (OLMEDA, B.; MARTINEZ-CALLE, M.; 

PEREZ-GIL, J. 2017). Já déficit de SP-C está associado com patologias respiratórias crônicas 

(PARRA, E.; PEREZ-GIL, J. 2015), e deficiência completa de SP-B é incompatível com a vida, 

resultando em morte pouco depois do nascimento. (BERNARDINO DE LA SERNA, J. et al., 

2013; SINGH, N. et al., 2015) 

 
2.1.1 Metabolismo Surfactante pulmonar B (SP-B) 

 
A expressão da SP-B é restrita às células claras (alveolares tipo I) e células alveolares 

tipo II do epitélio respiratório. Apesar de ser claro que a síntese de SP-B nas células alveolares 

II é associada com a síntese de surfactante, sua função nas células claras continua incerta, e as 

evidências apontam que ela pode não contribuir com a SP-B do surfactante, pois a ausência da 

expressão da SP-B nessas células, não influencia na sobrevida do recém-nascido (HOROWITZ, 

S. et al., 1991; WIKENHEISER, K.A. et al., 1992). 

O produto primário da tradução da SP-B, é uma pré proteína de 381 aminoácidos. Um 

peptídeo sinal de 23 aminoácidos localizado no NH2 terminal da pré proteína, medeia a 

translocação da SP-B no lúmen do retículo endoplasmático. Com a clivagem co translacional 
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do sinal, se forma a pró proteína, que possui um peptídeo maduro de 79 aminoácidos, com um 

pró peptídeo terminal NH2 e COOH. A eliminação da porção terminal COOH não perturba o 

tráfico intracelular da pró proteína, já a da NH2 provoca acúmulo da SP-B no retículo 

endoplasmático, o que corrobora a hipótese de que este peptídeo é uma chaperona 

intramolecular, para o peptídeo hidrofóbico maduro (LIN, S. et al., 1996). Após translocação 

no retículo endoplasmático, as proteínas são transportadas para o complexo de golgi, e dali para 

o plasma das células alveolares do tipo II. No plasma, ficam concentrados em grânulos de 

secreção chamados corpos lamelares, de onde são secretados, em resposta a um estímulo 

externo. (IKEGAMI, M. et al., 1993). 

 
2.1.2 Estrutura e Função da SP-B 

 
Segundo Zaltash et al (2000), entender o mecanismo por trás das funções da SP-B, fica 

difícil sem uma estrutura experimental, e ele o projetou, baseado numa estrutura tridimensional 

de NK-lisina monomérico, resultando em uma saponina globular, com 5 hélices (Figura 1). 

 
Figura 1- Estrutura da proteína SP-B proposta por Zaltash et al., (2000) 

 

 

 

SP-B recém processado pode associar-se com vesículas internas dos corpos 

multivesiculares, e promover a fusão de vesículas, o que em troca pode facilitar a formação das 

lamelas da membrana. Essa hipótese é corroborada por várias linhas de evidências. In vitro, se 

mostrou que SP-B está associada à agregação, fusão, e lise das vesículas de fosfolipídio (RYAN, 

M. A; QI, X.; WEAVER, T. E. 2005), o que in vivo, está associado com a transferência de lipídios 

entre as mono e bicamadas (CRUZ, A.; WORTHMAN, L. A.; PÉ REZ-GIL, J. 2000), e todos os 

processos de reestruturação da membrana, necessários durante o ciclo metabólico do surfactante 

pulmonar. SP-B é tido como essencial para a formação de corpos lamelares, que é a estrutura 

onde os pneumócitos II montam, estocam e secretam a membrana do surfactante pulmonar 

(STAHLMAN, M. T.; GRAY, M. P.; WEAVER, T. E. 2000). 
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Quanto à tensão superficial, a principal função dos fosfolípides do surfactante é de atuar 

como molécula que se situa entre o ar e o líquido, reduzindo a tensão superficial, facilitando a 

abertura pulmonar na inspiração e mantendo a estabilidade pulmonar na expiração evitando o 

colapso alveolar (VELDHUIZEN, R. et al.,1998). No entanto, os lipídios sozinhos não são 

eficientemente adsorvidos na interface para formar o filme da superfície. SP-B é uma das mais 

importantes proteínas envolvidas na transferência do material na interface. Na ausência de SP- 

B, o lipídio mostra tensão superficial de equilíbrio elevada e lentidão cinética de adsorção 

durante a expansão (SCHÜRCH, D. et al., 2010). 

A combinação de SP-B e fosfolípides do surfactante mimetiza a maioria das funções 

quanto à atividade biofísica do surfactante natural “in vivo” (RIDER, E.D. et al., 1993), assim 

como aumenta a resistência à inativação por proteínas anômalas ao surfactante. Nos quadros de 

síndrome do desconforto respiratório do recém-nascido ou do tipo adulto, e delesão pulmonar, 

são encontrados níveis reduzidos de SP-B (HENRY, M.D. et al., 1996; GREENE, K.Ee et al., 

1999). 

 
2.2. SEPSE 

 

Sepse, é definida como uma disfunção orgânica potencialmente fatal, causada por uma 

resposta desregulada à infecção (MERVIN.S et al 2016). É responsável por 25% da ocupação 

de leitos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) no Brasil, sendo atualmente a principal causa 

de morte nessas unidades, e uma das principais causas de mortalidade hospitalar tardia, 

superando o infarto do miocárdio e o câncer (ILAS 2019). 

Dependendo da interação hospedeiro e microrganismo, a manifestação da sepse se dá 

de forma distinta, (SIQUEIRA-BATISTA, R. et al., 2009) podendo clinicamente ser 

identificada como: infecção, síndrome de resposta inflamatória sistêmica (SIRS), sepse, sepse 

grave, choque séptico e disfunção de múltiplos órgãos e sistemas (AMERICAN College of 

Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference 1992; PEREZ, 

M.C.A. 2009). 

No Brasil, os aspectos epidemiológicos da sepse têm sido investigados, destacando-se 

BASES Study (Brazilian Sepsis Epidemiological Study) – estudo de coorte multicêntrico e 

observacional realizado em cinco unidades de terapia intensiva públicas e privadas –, no qual 

se identificou uma densidade de incidência de sepse de 57,9 por 1000 pacientes-dia (95% IC 

51,5- 65,3) (SILVA. E. et al., 2004). A taxa de letalidade de pacientes com Síndrome de 

Resposta Inflamatória Sistêmica (SRIS), sepse, sepse grave e choque séptico foi 24,2%, 33,9%, 
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46,9%, e 52,2%, respectivamente. É importante comentar que outras investigações como o 

SEPSE Brasil (SALES JÚNIOR, J.A.L. et al., 2006) e o COSTS, (SOGAYAR, A.M. et al., 

2008) apontam para taxas de letalidade similares. De forma ainda mais preocupante, o estudo 

multicêntrico PROGRESS (BEALE, R. et al., 2003), do qual fizeram parte sete UTIs nacionais, 

revelou que as taxas de letalidade nas UTIs no Brasil foram maiores (56%) que aquelas de 

outros países em desenvolvimento (45%) e de países desenvolvidos (30%), apesar de não 

existirem diferenças nas idades medianas de cada grupo, nem nos escores de prognóstico e de 

disfunção orgânica (SIQUEIRA-BATISTA, R. et al., 2009). 

Um dos órgãos mais atingidos em episódios de sepse é o pulmão. Sepse e SRIS estão 

entre as principais patologias envolvidas no desenvolvimento da Lesão Pulmonar Aguda (LPA) 

e da Síndrome da Angústia Respiratória Aguda (SARA) (PADKIN et al., 2003). 

 
2.3 LESÃO PULMONAR NA SEPSE 

 

O pulmão é particularmente vulnerável a lesões inflamatórias, como consequência, os 

neutrófilos são atraídos e, tornando-se ativados, liberam mediadores inflamatórios, como 

oxidantes e proteases que lesam direta ou indiretamente o endotélio vascular e o epitélio 

alveolar, propagando-se assim o processo inflamatório (PARSONS et al., 2005). 

O epitélio pulmonar é composto principalmente por dois tipos celulares, as células 

alveolares do tipo I e as do tipo II, também chamados pneumócitos. Representam a barreira 

mecânica que protege o pulmão dos insultos do meio, está ativamente envolvida na defesa 

imune do pulmão e contribui para a manutenção do equilíbrio do fluído da superfície alveolar 

(GUILLOT, L. 2013). Os pneumócitos do tipo I, cobrem 90% da superfície alveolar (MASON, 

R.J.2006; BEERS, M.F. 2017). Seu fino citoplasma e limitado número de mitocôndrias, lhes 

deixam extremamente sensíveis à lesão (HERZOG, E.L. et al., 2008) e vulneráveis 

(GRIFFITHS, M.J. et al., 2005). Essas células são altamente especializadas para a função chave 

do pulmão de troca gasosa entre alvéolo e capilar 

O epitélio alveolar está em íntimo contato com a monocamada endotelial da rede de 

capilares pulmonares (LOSA, D.; CHANSON, M. 2015). Formam não só uma barreira passiva, 

mas também regula ativamente a permeabilidade vascular, passagem dos componentes do 

sangue para os tecidos circundantes, tônus vascular e sinalização e angiogênese (AIRD, W.C. 

2008). A disfunção da barreira alvéolo capilar e a permeabilidade endotelial aumentada é uma 

das maiores caraterísticas patológicas da lesão pulmonar aguda (JANGA, H. et al., 2018; 

JOHNSON, E.R.; MATTHAY, M.A. 2010). 
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2.3.1 Mecanismos de lesão - Inflamação 

 

 
A inflamação é iniciada pelo dano tecidual ou pela presença de algum micro-organismo. 

Uma variedade de patógenos são reconhecidos de maneira inespecífica, através de regiões 

presentes nos micro-organismos chamados PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), 

ou através de proteínas intracelulares ou mediadores liberados de células mortas, que associadas 

aos PAMPs são chamados de DAMPs (damage-associated molecular patterns) 

(BIANCHI,2007). Os DAMPs são representados por lipopolissacarídeos (LPS), de bactérias 

gram negativas (endotoxinas), ácido lipoteicóico e peptidoglicanos de gram-positivas 

(exotoxinas), entre outras, que disseminadas a partir do local agredido, ativam de modo 

sistêmico as células de defesa (OPAL, 2007). 

Esta ativação, se dá da seguinte forma: A ligação dos DAMPs aos Toll like receptors 

(TLRs) (- Receptor associado a imunidade inata, capaz de reconhecer padrões moleculares. Está 

presente em vários grupos de células, como macrófagos e linfócitos), aciona diferentes vias 

celulares de sinalização, com ativação do fator nuclear kappa beta (NF-κβ). A ativação do NF- 

κβ é rápida e imediata, com sua translocação para o núcleo, onde se liga a regiões de genes alvo 

para iniciar a transcrição de citocinas inflamatórias, como interleucinas 1 (IL-1), 2 (IL-2), 6 (IL- 

6), 8 (IL-8), 12 (IL-12), Fator de necrose tumoral (TNF-α), além de quimiocinas e moléculas 

de adesão, evento considerado crucial no desenvolvimento de sepse e da inflamação pulmonar 

(ROSS et al., 2000; KARIN; BEN-NERIAH, 2000; CHRISTMAN; SADIKOT; 

BLACKWELL, 2000; ZHANG; GHOSH 2001; COHEN, 2002). 

TNF-α e IL-1 estimulam a expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais, 

células epiteliais dos pulmões e do intestino, facilitando a migração de leucócito, além de 

estimular células específicas do fígado, o qual produz proteínas de fase aguda, importantes para 

a defesa do hospedeiro por aumentar a produção de certas proteínas de coagulação e do sistema 

complemento (NETEA, et al., 2003). 

Nesta complexa teia fisiopatogênica, o TNF-α tem um papel relevante, ao estimular os 

leucócitos e as células endoteliais a liberarem mais citocinas (bem como mais TNF-α) e a 

aumentar o turnover de ácido araquidônico (CURI; HOMEM DE BITTENCOURT JR, 2007). 

Além disso, a interação entre TNF-α e IL-1, por estimulação recíproca, propicia o 

desenvolvimento de um estado pró-coagulante através da inibição da trombomodulina, além de 

promover uma série de alterações hemodinâmicas encontradas na sepse, tais como aumento da 
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permeabilidade vascular, diminuição da resistência vascular periférica e inotropismo negativo 

(SIQUEIRA-BATISTA, R. et al., 2011). 

Com a ativação sistêmica da resposta imune devido a liberação de grande quantidade 

de DAMPs do patógeno invasor e/ou do tecido lesado do hospedeiro, ocorre uma 

superestimulação das células imunes. Como resultado, a sepse é acompanhada de um marcado 

desequilíbrio nas respostas às citocinas, conhecida como tempestade de citocinas (aumento nos 

níveis plasmáticos em até 100x), a qual converte a resposta que normalmente seria benéfica 

para combater a infeção, em excessiva e danosa (RITTIRSCH; FLIERL; WARD. 2008). 

As citocinas ativam uma coleção de cascatas inflamatórias que inclui o sistema 

complemento, o sistema de coagulação, fatores de crescimento, neuromediadores, espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (SEONG; MATZINGER, 

2004; KONO; ROCK, 2008). 

 
2.3.2 Estresse oxidativo 

 

A expressão estresse oxidativo é relativa ao desequilíbrio entre a produção e a remoção de 

moléculas reativas oxidantes do organismo, levando ao seu aumento no organismo, o que 

constitui um mecanismo de lesão em várias doenças (KUMAR, V. et al., 2013). Esse 

desequilíbrio tem sido demonstrado em vários estudos de sepse, e níveis de antioxidantes 

diminuídos também tem sido relatado (GOODE, H. F. et al., 1995) 

Há vários mecanismos envolvidos na produção de moléculas oxidantes, na saúde (FISHER 

JR, C. J.; DHAINAUT, J. F.; OPAL S. M. et al. 1994) e na sepse. Reações redox, são base para 

várias funções fisiológicas importantes, como sinalização celular (JONES, D. P. 2008.; 

ZHANG, J. et al., 2016). Oxidantes e antioxidantes são essenciais nesse processo. Agentes 

oxidantes são produzidos em pequenas quantidades, durante a respiração e geração de energia 

mitocondrial, e são produzidas também por leucócitos, principalmente neutrófilos e 

macrófagos, como mecanismo de eliminação de agentes lesivos, durante inflamação e defesa 

do hospedeiro (KUMAR, V. et al., 2013). Na sepse, essas mesmas células são responsáveis pela 

“explosão oxidativa” que desde cedo acontece (CHANOCK, S.J.et al., 1994; ROBINSON, J.M. 

BADWAY, J.A. 1994). 

Essas moléculas reativas quando geradas em altas concentrações nas células, atacam ácidos 

nucleicos, proteínas e lipídios celulares. Além disso, iniciam reações auto catalíticas, e as 

moléculas que interagirem com eles, são também convertidas a radicais livres, propagando 

assim a cadeia de danos. Causam lesão através de três principais reações: 
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● Peroxidação lipídica das membranas: a interação lipídio- radical gera peróxido que são 

instáveis e reativos, e sobrevém uma reação em cadeia auto catalítica; 

● Ligação cruzada e outras alterações da proteína: resultando no aumento da degradação 

ou perda da atividade enzimática. As reações radicais livres também podem causar a 

fragmentação dos polipeptídios 

● Lesões do DNA: As reações radicais livres com a timina no DNA mitocondrial e nuclear 

produzem quebra do filamento único no DNA. Essa lesão no DNA foi implicada na 

morte celular, envelhecimento celular e transformação maligna das células (KUMAR, 

V. et al., 2013). 

Importantes EROs na patogenia da sepse inclui superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e radicais hidroxila (HO). Espécies reativas de nitrogênio (ERNs) inclui o radical livre 

Óxido nítrico (NO) e não radical peroxinitrito (ONOO-) (MEO, S. D.et al., 2016). Aexpressão 

de Óxido Nítrico sintetase (NOS), é aumentada pelos lipopolissacarídeos e pela ativação do NF- 

κβ, e consequentemente a concentração de NO. NO pode combinar com O2 para formar 

ONOO- (BROWN, G. C. 2001). Níveis aumentados de NO, gera H2O2 na mitocôndria pela 

inibição da citocromo C oxidase (PODEROSO, J.J. et al., 1996). 

As células desenvolveram múltiplas vias naturais de remoção dos radicais livres, pela ação 

de superóxidos dismutases (SOD), glutationa peroxidase (GSH), catalase (CAT) (KUMAR, V. 

et al., 2013). O efeito prejudicial dos Radicais Livres ocorre quando eles estão em quantidade 

excessiva no organismo, ultrapassando a capacidade do organismo de neutralizá-los com os 

seus sistemas naturais. Marcadores do estresse oxidativo na sepse, inclui diminuição dos níveis 

de GSH, aumento do nível de malondialdeído (MDA), aumento das proteínas do grupo 

carbonila, e aumento da relação SOD/CAT, causando acúmulo de H202 na célula (BREALEY, 

D. et al., 2004) 

 
2.4 TRATAMENTO DA SEPSE 

 
 

Assim que se suspeite que o paciente possa ter sepse, a antibioticoterapia deve ser 

iniciada, para evitar o desenvolvimento de complicações e progressão do paciente para choque 

séptico ou falha múltipla de órgãos. Para reduzir a mortalidade associada à sepse, recomenda- 

se que a antibioticoterapia seja iniciada nas primeiras horas após a sua identificação. Essa 

estratégia leva à redução de 13.7% de mortalidade associada à sepse (GAIESKI, D.F. et al., 

2010; FERRER, R. et al., 2014). 
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O importante papel do estresse oxidativo mediando e promovendo a patogenia na 

sepse, faz com que ele seja um potencial alvo no tratamento de casos de sepse (CRIMI. E, 

SICA. V, SLUTSKY. AS, et al 2006-VON DESSAUER, B. et al., 2011). Antioxidantes 

possuem ação protetora no organismo contra as espécies reativas. Vários estudos mostraram 

que a terapia antioxidante combinada com a intervenção farmacológica convencional, pode 

diminuir a severidade da sepse, ou melhorar o quadro de pacientes sépticos, estando associada 

à redução da mortalidade, redução na duração da ventilação mecânica e tendência na redução 

de infeções ( HUANG, T.S et al., 2013; HARDY, G. et al., 2012). 

 
2.4.1 Antibioticoterapia 

 

Considerando que inicialmente o agente agressor não é reconhecido, se indica neste 

momento, o uso de antibióticos de amplo espectro e baixa toxicidade, como as cefalosporinas 

de 3ª e 4ª geração (PEREIRA JUNIOR et al., 1998; CARVALHO et al., 2003). Cefalosporinas 

são drogas antimicrobianas beta lactâmicas, usadas como agente de primeira linha no 

tratamento de várias infecções como pneumonia, meningite e gonorreia. Desde a sua introdução 

na prática clínica em 1960, têm sido amplamente utilizadas. Comparado com outros agentes, as 

cefalosporinas apresentam menor nível de toxicidade, e um favorável perfil farmacocinético, 

além disso, apresentam amplo espectro de atuação e são de fácil administração ((WILLIAM, F. 

et al., 1999). . 

Como as outras drogas betas lactâmicas, as cefalosporinas, exercem sua ação, 

interferindo na síntese do peptideoglicano, principal componente da parede celular bacteriana. 

Como parte do crescimento e divisão celular normal, os componentes peptidioglicanos são 

sintetizados no citoplasma, transportados através da membrana citoplasmática, e inseridos em 

peptideoglicanos reticulados, pelas enzimas carboxipeptidases, endopeptidases e 

transpeptidase. Essas enzimas, são chamadas de proteínas de ligação à penicilina (PLPs), esão 

alvo das drogas beta lactâmicas. Como o grupo amida do anel beta lactâmico das cefalosporinas 

é semelhante ao grupo amida do peptideoglicano, as cefalosporinas se ligam às PLPs, tornando- 

as inativas. Consequentemente, a integridade estrutural do peptidoglicano é substancialmente 

alterada. As cefalosporinas de terceira geração possuem uma alteração estrutural, que aumenta 

a sua afinidade pelas PLPs e aumenta sua atividade contra gram negativas (WILLIAM, F. et 

al., 1999). 

Ceftriaxona é uma cefalosporina da terceira geração, que tem um amplo espetro de 

atividade contra batérias gram positivas e gram negativas. Pode ser administrada pela via 
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intravenosa ou intramuscular, já que sofre inativação no estômago, e sua absorção duodenal é 

limitada, inviabilizando a via oral. Geralmente, exibe maior espectro de atuação e maior 

atividade contra baterias aeróbias gram negativas, do que as cefalosporinas de primeira e 

segunda geração. Sua eficácia no tratamento de ampla variedade de infecções causadas por 

batérias gram positivas e gram negativas aeróbias e em alguns casos de bactérias anaeróbias 

tem sido documentada. Sua meia vida é muito maior (6-9h) do que a da maioria das 

cefalosporinas, e tem-se verificado eficácia da ceftriaxona com uma única dosagem diária, em 

vários tipos de infecção. Seu uso tem sido bem sucedido em pacientes que não responderam a 

outros antibióticos. 

 
2.4.2 Suplementação de Antioxidantes 

 

Segundo Pinho (2005), as defesas antioxidantes podem atuar de forma associada ou 

independente por duas vias: enzimáticas e não enzimáticas. A via enzimática, é um sistema 

composto pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH), as 

quais são ativadas normalmente durante o metabolismo celular, porém suas atividades podem 

aumentar em função da presença de espécies reativas (ER). A via não enzimática, composta por 

antioxidantes na sua maioria exógenos, incluem as vitaminas E, C, betacaroteno, vitaminas do 

complexo b, taurina entre outros. Grande parte dos antioxidantes não enzimáticos é encontrada 

na alimentação e eles podem ser suplementados por meio da dieta . 

Antioxidantes como N-Acetil-Cisteína, ácido ascórbico e α-tocoferol mostraram 

diminuir a concentração de fator de necrose tumoral, Interleucina 1 e morte celular (GALLEY, 

H.F. et al., 1997; SALVEMINI, D. et al., 1999). Comparado com indivíduos saudáveis, a 

concentração de α-tocoferol, glutationa, β caroteno, ácido ascórbico e selénio, estão reduzidas 

nos pacientes com lesão pulmonar aguda (RICHARD, C. et al., 1990; BOWLER, R.P et al., 

2003). 

Biologicamente, vitamina C e E são as vitaminas antioxidantes mais importantes. Agem 

sinergicamente. Vitamina C é um potente doador de elétrons, que reage com radical hidroxila 

e superóxido. Vitamina E protege contra a peroxidação lipídica, resultando na formação de 

radicais alfa tocoferol, que em troca, são recicladas em vitamina E, com a colaboração de 

vitamina C (TYML, K. et al., 2005). 

Estudos experimentais mostram que Vitamina C atenua lesão nos órgãos e melhora a 

sobrevivência nos animais sépticos, limita as consequências deletérias da sepse por múltiplos 

mecanismos, incluindo atenuação da resposta pró inflamatória, melhoria da função das barreiras 
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endotelial e epitelial e prevenção das anormalidades de coagulação associada à sepse (FISHER 

et al., 2011; FISHER et al., 2012; FISHER et al.,2014). 

A vitamina E é o maior antioxidante presente nas membranas celulares, e atua contra a 

peroxidação lipídica (KAY et al., 1986). Ela pode reagir diretamente com uma variedade de 

oxiradicais, como o superóxido, a hidroxila e com o oxigênio singlet (MACHLIN; BENDICH, 

1987). A vitamina E pode também proteger contra a peroxidação modificando a estrutura da 

membrana. A vitamina E, localizada perto do citocromo P-450 no fosfolipídio da membrana, 

varre os radicais livres formados no citocromo P-450. A seguir, a vitamina C reduz o radical 

tocoferil (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). 

N-acetil cisteína (NAC), é um componente tiol, com potente atividade antioxidante e 

anti-inflamatória (COTGREAVE IA.1997; OKA, S. et al., 2000). É um dos elementos chave 

de defesa antioxidante do organismo, fonte exógena de Glutationa (GSH) (BERK, M. et al., 

2008; CARMELI, C. et al., 2012), que é uma das moléculas antioxidantes endógenas mais 

importantes. (PERCARIO, S et al., 2009). Emcasos de estresse oxidativo, a glutationa reduzida 

(GSH), age como substrato para a enzima glutationa peroxidase (GPX), que é essencial para a 

detoxificação do peróxido de hidrogênio e lipídico. Portanto os níveis de GSH plasmático 

podem estar depletados em casos de sepse (KELLER, G.A. et al., 1985; LYONS, J. et al., 2001). 

Após administração, NAC é convertida em L-cisteína, um dos constituintes de GSH, por isso 

NAC é considerado como tendo ação como doador de cisteína, reabastecendo o estoque 

intracelular de GSH. Além disso, NAC possui também ação antioxidante intrínseca. Reage com 

radical hidroxila e peróxido de hidrogênio (ARUOMA, O.I. et al., 1989), aumenta a atividade 

do superóxido dismutase citoplasmático e reduz peroxidase lipídica auto catalítica. NAC pode 

suprimir a ativação de neutrófilos e macrófagos (KHARAZMI, A. et al., 1988), atenua a adesão 

leucocitária induzida por endotoxinas e reduz o vazamento capilar (SCHMIDT, H. et al., 1997). 

Estudos experimentais em ratos sépticos mostram que tratamento com NAC tem ação 

benéfica na GSH do eritrócito, no TNF-α plasmático, na função pulmonar e nos níveis de 

malondialdeído (MDA) renal (GÜL,M. ET AL., 2011). 
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3 OBJETIVOS 

 
3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da coadministração de ceftriaxona e antioxidantes na lesão pulmonar 

aguda induzida por sepse. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Induzir a sepse por ligação e punção cecal (CLP) em ratos Wistar; 

● Analisar as alterações histopatológicas no parênquima pulmonar de ratos Wistar 

tratados com ceftriaxona isoladamente ou coadministrada com antioxidante; 

● Investigar a expressão imuno-histoquímica da proteína SP-B no parênquima pulmonar 

de ratos Wistar tratados com ceftriaxona isoladamente ou simultaneamente com 

antioxidantes; 

● Quantificar a expressão da proteína SP-B no lavado bronco-alveolar de ratos Wistar 

tratados com ceftriaxona administrada isoladamente ou coadministrada com 

antioxidantes através da técnica de Western blotting. 
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4 METODOLOGIA 

 
4.1 LOCAL DE ESTUDO 

 
 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Farmacologia de Produtos Bioativos (LFPB) em 

parceria com o Laboratório de Neurofisiologia Endócrina (LNEM) do Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia e dos laboratórios de histologia e biotecnologia do programa de pós 

graduação em patologia localizados na Universidade Federal de Pernambuco – UFPE, no 

campus Recife. 

 

 
4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Para avaliação histopatológica e da expressão da proteína surfactante tipo-B no pulmão de 

ratos sépticos tratados simultaneamente com ceftriaxona e antioxidantes foram utilizados 50 

ratos Wistar machos (300-350 g), provenientes do biotério do departamento de fisiologia e 

farmacologia do centro de biociências da UFPE. Todos os animais passaram por um período de 

adaptação de 24h, e foram mantidos em condições padrões (temperatura de 22±2°C, com 

controle de ciclo claro/escuro), com acesso à ração comercial (presence)  e  à  água  ad 

libitum, antes dos experimentos. 

Todos procedimentos experimentais envolvendo os animais foram realizados de acordo 

com as normas do Colégio Brasileiro de Ética em Experimentação Animal, COBEA, e com a 

aprovação pelo Comitê de Ética do Centro de Biociências da UFPE sob o 

n°23076.027592/2017-85. 

 
4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

 

4.3.1 Indução de sepse por ligação e punção cecal (CLP) 

 

 
Inicialmente, os animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais 

(n=10 animais/grupo) conforme descrito a seguir: 

 
● Grupo SHAM - Placebo operado 

● Grupo SHAM +ATB - Placebo operado tratado com ceftriaxona (30 mg/kg;i.p.); 
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● Grupo CLP – animais sépticos que receberam água destilada (15 ml/kg; i.p.). 

● Grupo CLP+ATB – animais sépticos tratados com ceftriaxona (30 mg/kg; i.p.); 

● CLP+ATB+AO – animais sépticos tratados simultaneamente comceftriaxona 

(30 mg/kg; i.p.) e antioxidantes (26 mg/kg; i.p.). 

 

Para minimizar a variabilidade entre os diferentes experimentos, o procedimento de 

indução de sepse foi realizado sempre pelo mesmo pesquisador. Os animais dos grupos CLP, 

CLP+ATB ou CLP+ATB+AO foram submetidos ao modelo experimental de sepse, pela 

punção, ligadura e perfuração do cécum. 

Para tanto, sob condições assépticas, e anestesia, (Cetamina e Xilasina, 100mg/kg e 

10mg/kg, respetivamente), uma linha média de 3-centímetros, realizou-se laparotomia, para 

permitir a exposição do cécum (ANDRADES, et al., 2011). O cécum foi firmemente ligado 

com uma linha de sutura de seda 3,0 na sua base, abaixo da válvula ileocecal, e perfurado com 

uma agulha de 14 gauge. Comprimiu-se então suavemente o cécum, para expor uma pequena 

quantidade de fezes a partir do local de perfuração (figura 3 abaixo). Uma operação simulada 

(laparotomia e exposição cecal, sem qualquer outra manipulação) foi realizada nos animais dos 

grupos SHAM ou SHAM +ATB. 

 
Figura 2 - a) antissepsia e tricotomia da região abdominal inferior; b) incisão; c) exposição do cécum; d, e) 

Ligação cecal. a ligação na região tracejada a vermelho induz sepse severa e a na região tracejada de verde induz 

sepse moderada. f ,g) Sepse severa. h, i,j,k) Punção cecal. l) fechamento da cavidade (RITTIRSCH, D. et al., 

2009). 
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4.3.2 Tratamento dos animais 

 

Todos os animais foram observados, para determinar os sinais de infecção (tais como, 

piloereção, letargia, diarreia, taquipneia e perda de peso). 24h após o procedimento cirúrgico, 

os animais foram tratados durante cinco dias consecutivos de acordo com seus respetivos 

grupos: i) SHAM; ii) SHAM+ATB (ceftriaxona; 30 mg/kg; i.p.); CLP água destilada (5 ml/kg; 

i.p.); CLP+ATB (ceftriaxona; 30 mg/kg; i.p.) e CLP+ATB+AO (ceftriaxona (30 mg/kg; i.p.) + 

antioxidantes (1ml/kg), contendo ácido ascórbico (50 mg/kg), N-acetil cisteína (10mg/kg) e alfa 

tocoferol (20 mg/kg). Após o término do tratamento, os animais foram anestesiados para a 

coleta do lavado bronco alveolar e do tecido pulmonar. Estipulou-se coletar em cada grupo, o 

lavado bronco alveolar de seis animais, para determinação da expressão da SP-B, por Western 

blotting, e amostras do tecido pulmonar de quatro amimais para as análise histopatológica e 

determinação da expressão da SP-B através da técnica de imuno-histoquímica 

 

 
4.3.3 Coleta do lavado bronco alveolar (LBA) e do tecido pulmonar 

 

O lavado bronco alveolar (LBA) foi obtido conforme descrito por De Castro (1995). 

Doze horas após o último procedimento experimental, os animais foram anestesiados. Em 

seguida, foram tricotomizados na região ântero-superior do pescoço e realizou-se a dissecação 

para exposição da traquéia. Na seqüência, uma cânula (sonda de aspiração número 6) foi 

introduzida na traquéia e seis lavagens com 5 mL de água destilada foi feita, obtendo-se um 

volume final de 30 ml de lavado. O fluido coletado foi centrifugado a 1400 RPM durante 10 

min a 4°C. O precipitado (PELLET CELL) do LBA foi ressuspendido em 1mL de água 

destilada e armazenado temporariamente em gelo, ao abrigo da luz. Os tecidos excisados (lobo 

inferior direito do pulmão), foram fixados em formol tamponado e processados para análise 

histopatológica. 

 

 
4.3.4 Determinação da proteína SP-B no LBA através da técnica de Western blotting 

 
 

A determinação das proteínas totais do LBA foi feita pelo método de bradford. 

misturou-se 10μl do laemmli a 45 μL do lavado para eletroforese em gel de SDS-Poliacrilamina 

(Sódio Dodecil Sulfato-Poliacrilamina, 6-15%), efetuou-se a eletroforese na presença de 
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tampão de corrida, contendo 192 mM glicina; 25 mM Tris e 0,1% SDS, pH 8,3. As proteínas 

migraram no gel por aproximadamente 2 h e 30 min, submetidas a uma diferença de potencial 

elétrico de 120 V. Em seguida transferiu-se as proteínas para a membrana de nitrocelulose (Bio- 

Rad®). Posteriormente, a membrana foi lavada em Tampão Salina Tris Tween-20 (TBST) (50 

mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5 e 2% Tween-20), 3 vezes por 10 min, em temperatura 

ambiente. A membrana foi então incubada a 4º C por 12 horas, com anticorpo primário 

específico contra as proteínas surfactante B (ABS 21- Merck Millipore a 1:1000). O anticorpo 

contra B-actina (sc-47778- Santa Cruz Biotechnology a 1:1000) foi utilizado como controle 

interno da reação de Western blotting. Após lavar as membranas com TBST para remover o 

anticorpo primário, os “blots” foram incubados por 1h, em temperatura ambiente, com o 

anticorpo secundário ligado à peroxidase (anti-rabbit 1:10000). Após a ligação do anticorpo 

secundário, foi acrescentada uma solução de ECL (Armesham Biosciences®), que, ao reagir 

com a peroxidase do anticorpo secundário, produziu uma reação quimioluminescente, 

permitindo a identificação de bandas referentes à marcação de proteínas específicas ao 

anticorpo primário. As bandas foram visualizadas e as imagens captadas utilizando o sistema 

de foto documentador ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad®). 

 

 
4.3.5 Análise histopatológica do tecido pulmonar 

 
Para análise histopatológica, amostras do pulmão dos grupos de animais foram fixados 

em formalina 10% e processados de forma rotineira para inclusão em parafina. Cortes em 

parafina foram desparafinizados e corados através da técnica de hematoxilina e eosina 

(MONTES,G.S. 1996) e examinados através de microscópio óptico conectado a Câmera Leica 

DFC-280 do laboratório de Farmacologia de Produtos Bioativos da UFPE. Para cada grupo 

observou-se a arquitetura do tecido pulmonar, atendando para a presença de congestão vascular, 

edema intersticial, alteração da estrutura alveolar e infiltrado de células inflamatórias. 

 

 
4.3.6 Imuno-histoquímica do pulmão 

 

Os cortes (4 μm) foram desparafinizados em xilol, hidratados em etanol (100%-70%) e 

submetidos a recuperação antigênica induzida por calor em tampão citrato 10mM (pH 6,0). Em 

seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena utilizando uma solução de de 
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metanol-peróxido de hidrogênio a 3% (v/v) por 30 minutos, a 25°C. Também foi aplicada a 

solução de bloqueio de marcação inespecífica a 1,5%, do kit de revelação ABC Staining System 

(SC-2018, Santa Cruz) conforme o fabricante, a 25°C. Para detecção do antígeno, a inbucação 

do anticorpo primário anti- proteína surfactante B (SP-B, ABS21, Merck Millipore), diluído na 

solução de bloqueio de marcação inespecífica (1:100), foi realizada por 12 a 16 horas 

(overnight), a 4°C. A revelação, feita com o kit ABC Staining System, foi realizada de acordo 

com o fabricante, a 25°C, seguida de contra-coloração com hematoxilina, desidratação em 

etanol, diafanização em xilol e montagem da lâmina com Entellan (Merck). Entre cada etapa, 

as amostras foram lavadas duas vezes (5 min cada) com tampão fosfato de sódio (PBS) 100mM, 

pH 7,2, contendo 150 mM de NaCl. O controle positivo da marcação foi realizado utilizando 

amostra de pulmão humano, enquanto o controle negativo foi realizado substituindo o anticorpo 

primário pela solução de bloqueio do kit de revelação. As amostras então foram analisadas em 

microscopia óptica 

 

 
4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

Os valores encontrados nos experimentos foram expressos como média ± desvio padrão 

(DP) submetidos a análise de variância (one-way ANOVA) com comparações múltiplas entre 

as médias utilizando o software GraphPad Prisma 8.0.2. Para todos os experimentos realizados, 

os valores foram considerados estatisticamente significante quando p< 0,05 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM CEFITRIAXONA ADMINISTRADA 

ISOLADAMENTE OU SIMULTANEAMENTE COM ANTIOXIDANTE SOBRE TECIDO 

PULMONAR DE RATOS WISTAR SÉPTICOS: 

 
A análise histológica do tecido pulmonar dos animais não sépticos (SHAM), sépticos 

(CLP) ou sépticos tratados com ceftriaxona isoladamente (CLP+ATB) ou coadministrada com 

antioxidantes (CLP+ATB+AO) está apresentada Figura 3. Na análise histológica do tecido 

pulmonar dos grupos SHAM se verificou parênquima pulmonar morfologicamente normal 

(alvéolos preservados, celularidade representada principalmente por pneumócitos e alguns 

leucócitos (macrófagos) (figura 3A); enquanto no grupo CLP verificou- se septos 

interalveolares muito espessados (presença de edema), infiltrado inflamatório 

polimorfonuclear, com alterações morfológicas alveolares. (Figura 3B). No grupo CLP+ATB 

(Figura 3C), verificou-se septos interalveolares poucos espessados (pouco edema), leve 

infiltrado leucocitário, sem alterações morfológicas alveolares. Já na análise histologia do 

tecido pulmonar do grupo CLP+ATB+AO (Figura 3D), verificou-se septos interalveolares 

morfologicamente normais, sem alterações morfológicas alveolares e sem infiltrado 

inflamatório. 
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Figura 3 - Fotomicrografias de tecido pulmonar de ratos Wistar a- placebo (SHAM); b- Séptico não tratado 

(CLP); c- Séptico tratado com ceftriaxona (CLP+ATB) e d- Séptico tratado com ceftriaxona e antioxidantes 

(CLP+ATB+AO). (A =Alvéolos; SI=Septo Interalveolar; Seta= Pleura visceral; Coloração H.E. AU 400X) 

 
 
 

 
5.2 EXPRESSÃO DA SP-B NO PULMÃO DOS RATOS WISTAR 

 
 

A expressão imuno-histoquímica de SP-B nos grupos SHAM, CLP, CLP+ATB e 

CLP+ATB+AO está registrada na figura 5 e 6. No grupo SHAM, observou-se uma boa 

distribuição da marcação da SP-B (34,5±19,77 marcações/campo) ao longo do parênquima 

pulmonar. No grupo CLP, foram evidenciadas as células e estruturas alveolares, mas nesse 

grupo a expressão de SP-B foi esparsa e bastante fraca (13,25±3,40 marcações/campo) quando 

comparada ao grupo SHAM. Nos grupos CLP+ATB e CLP+ ATB+AO voltou-se a observar 

uma marcação mais bem distribuída e notório aumento da expressão da SP-B (56,75±20,25 e 

65,25±28,67 marcações/campo, respectivamente) ao longo do parênquima pulmonar. Os níveis 

de expressão da SP-B nesses grupos foram significativamente superiores (p<0,05) àqueles 

registrados nos grupos CLP e comparável ao verificado no grupo SHAM. 

a b 

c d 
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Figura 4 - Imuno-histoquímica demonstrando marcação de SP-B no parênquima pulmonar de ratos Wistar. 

a) grupo SHAM; b) Séptico não tratado (CLP); c) Séptico tratado com ceftriaxona (CLP+ATB); d) Séptico tratado 

com ceftriaxona e antioxidante (CLP+ATB+AO). 

 

 
 
 

Figura 5 - Resultado da análise semi-quantitativa do número médio de marcação de SP-B/campo analisado nos 

grupos grupo SHAM; Séptico não tratado (CLP); Séptico tratado com ceftriaxona (CLP+ATB); Séptico tratado 

com ceftriaxona e antioxidante (CLP+ATB+AO). 
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5.3 DETERMINAÇÃO DA SP-B NO LBA ATRAVÉS DA TÉCNICA DE WESTERN 

BLOTTING 

 

A determinação da proteína SP-B no LAB, pelo Western blotting não foi possível, 

embora tenha sido verificada a formação de bandas que nos leva a crer que correspondem 

possivelmente aos oligômeros da proteína SP-B. Johansson, J.T. et al., (1991) relatam que a 

formação de oligômeros de 16, 24 e 32 kDa é caraterístico da SP-B. 

Técnicas de otimização dessa dosagem como liofilização do LBA e utilização do filtro 

Amicon stirred cells® já estão sendo investigadas e consideradas para pesquisas posteriores. 

 
Figura 6 - Western blotting do LBA dos ratos Wistar, com setas mostrando os possíveis oligômeros da 

proteína SP-B. 
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6 DISCUSSÃO 

 
Nossos resultados mostram que sepse induz a lesão pulmonar, associada à diminuição 

da expressão de SP-B no parênquima pulmonar. O grupo CLP foi o que apresentou maior grau 

de lesão e menor preservação da SP-B no pulmão. Estudos clínicos e pré-clínicos têm 

demonstrado associação entre a lesão pulmonar e expressão de SP-B. Baron et al., (2004) 

verificaram que óxido nítrico sintetase (NOS-2) induziu lesão pulmonar em ratos, e diminui a 

expressão de SP-B. Thammanomai et al, (2007), evidenciaram que ventilação com volume 

corrente reduzido em camundongos com lesão pulmonar aguda, reduziu a injúria pulmonar e 

aumentou a expressão de SP-B. 

Bein et al., (2009) por outro lado, identificaram que a preservação da SP-B foi 

fundamental para a sobrevivência de animais submetidos a lesão pulmonar induzida por níquel. 

Embora não se tenha coletado dados de sobrevida, a maior quantidade de mortes foiverificada 

no grupo dos animais CLP, podendo isto estar associado com a redução aguda da SP-B nesses 

animais. Melton et al. (2003) associaram a diminuição da SP-B (cerca de 75% a 80%) com a 

parada respiratória. BEINK et al. (2009) descrevem que manter os níveis de SP-B no 

parênquima pulmonar é um fator crítico para a preservação da função pulmonar. 

O estresse oxiativo é um dos mecanismos envolvidos na patogênese da lesão pulmonar 

(SALVEMINI, D. et al., 2002). Baradaran Rahimi et al. (2019), observaram que durante a 

sepse induzida por LPS, houve aumento nos níveis de malondialdeído (MDA), mieloperoxidase 

(MPO), e óxido nítrico (NO), e diminuição dos níveis de superóxido dismutase (SOD), e 

catalase (CAT) no pulmão de animais, quando comparado ao grupo controle. O tratamento com 

antioxidantes restaurou o balanço redox, resultando em aumento significativo da atividade 

enzimática da SOD e CAT, mostrando um efeito protetor no parênquima pulmonar. Os estudos 

de WICHTERMAN et al e VILLA et al corroboram com os trabalhos anteriores, nos quais o 

tratamento com antioxidantes resultaram em diminuição dos efeitos de EROs, em pacientes 

com infecção respiratória grave (WICHTERMAN, K.A. et al., 1980; VILLA, P.et al., 1995). 

Ceftriaxona isolada mostrou eficiência no tratamento da sepse, de modo que comparado 

com CLP, tanto CLP+ATB quanto CLP+ATB+AO apresentaram melhoras a nível 

histopatológico e imunohistoquímico. Todavia, o grupo CLP+ATB+AO apresentou uma 

eficiência ainda maior do que o grupo CLP+ATB, na prevenção dos danos do parênquima 

pulmonar, mostrando que o tratamento simultâneo com ceftriaxona e antioxidantes apresenta 

um efeito protetor ainda maior do que ceftriaxona isoladamente, confirmando a ação protetora 

de antioxidantes em casos de lesão pulmonar. 
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Essa ação protetora dos antioxidantes pode ser justificada pelo facto dela contribuir para 

sanar o efeito das ERs produzidas tanto pelos tecidos em situação de estresse oxidativo, quanto 

pelos neutrófilos, que em casos de sepse são a principal fonte de espécies reativas no organismo. 

Embora espera-se que em resposta à infecção bacteriana aguda, houvesse aumento na 

quantidade de leucócitos (neutrófilos), há evidências de que com a administração de ceftriaxona 

ocorre o oposto, estando esta associada com o efeito colateral potencialmente fatal de 

neutropenia. Se ocorre neutropenia, nos tecidos de onde os estímulos inflamatórios são gerados 

provavelmente haverá aumento no número de neutrófilos, que consequentemente contribui com 

o aumento da produção de espécies reativas no tecido, que perpetua o ciclo pró-inflamatório e 

de lesão. É possível que a associação de ceftriaxona com antioxidantes tenha diminuído a ação 

das ERs no parênquima pulmonar o protegendo de maneira mais eficiente do que a ceftriaxona 

isolada. 

Galvão et al. (2014), verificou que a coadministração de antibióticos e antioxidantes, 

reduziu a produção de ânion superóxido, peroxidação lipídica e formação de proteína 

carboniladas e aumentou a quantidade grupo sulfidrila. Isso contribuiu para a restauração do 

balanço redox no pulmão. A importância de antioxidantes é confirmada por estudos que 

indicam que pacientes que sobrevivem à sepse, têm maior potencial antioxidante do que os que 

não sobrevivem (LEVINE, R.L.et al.,1990), e que a diminuição dos níveis de antioxidantes está 

relacionada com mortalidade (BULAJ, G. et al., 1998). 

Embora os antioxidantes aparentem ter relação com a preservação do parênquima 

pulmonar dos animais sépticos, não se pode afirmar que os antioxidantes contribuem para a 

preservação da SP-B no pulmão. Nos grupos CLP+ATB e CLP+ATB+AO, verificou-se 

aumento da expressão dessa proteína de maneira significativa, comparado com CLP, no 

entanto, não se verificou diferença na expressão da SP-B entre eles. Portanto a melhoria na 

histologia observada no CLP+ATB+AO, não é necessariamente associada à expressão da SP- 

B no parênquima pulmonar. 

Coletivamente, nossos resultados indicam que a melhor proteção contra a lesão 

pulmonar induzida por ligação e punção fecal (CLP) foi exibida pelo grupo CLP+ATB+AO. 

Dessa forma, nossos resultados contribuem para sustentação de argumentos de que os 

antioxidantes se apresentam como coadjuvantes importantes no tratamento de infecções 

respiratórias envolvendo lesão pulmonar. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 
• Nas doses utilizadas, o tratamento com ceftriaxona isoladamente ou coadministrada 

com antioxidantes reduziu sensivelmente a lesão pulmonar induzidas pela sepse; porém 

a redução dessa lesão foi superior nos animais tratados com ceftriaxona coadministrada 

com antioxidantes. 

 
• Embora os dois esquemas terapêuticos (ceftriaxona isoladamente ou coadministrada 

com antioxidantes) tenham induzido aumento na expressão de SP-B no tecido pulmonar 

dos animais; não houve diferença nessa expressão entre esses tratamentos; 

 

• A ceftriaxona coadministrada com antioxidantes pode representar uma estratégia mais 

eficiente do que sua administração isolada para o tratamento da lesão pulmonar aguda 

induzida por sepse, uma vez que esse regime terapêutico se mostrou mais eficiente no 

tocante a preservação da histoarquitetura das células que compõem o tecido pulmonar 

de ratos Wistar. 
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