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RESUMO 
 

Objetivo – Verificar os efeitos da N-acetilcisteína (NAC), administrada antes e 

após isquemia em um modelo animal da lesão pulmonar de isquemia-

reperfusão. 

Métodos - Vinte e quatro ratos Wistar foram submetidos a um modelo 

experimental de clampeamento do hilo pulmonar esquerdo durante 45 minutos, 

seguido por 2 horas de reperfusão. Os animais foram divididos em quatro 

grupos: SHAM, isquemia-reperfusão (IR), N-acetilcisteína pré isquemia (NAC-

Pré) e NAC pós isquemia (NAC-Pós). Foram avaliados os parâmetros 

hemodinâmicos, gasométricos e histológicos. Foram analisadas a expressão 

protéica de iNOS, nitrotirosina, caspase 3 clivada e NF-қB (sub-unidade p65 

fosforilada), IkB-α, TNF-α e expressão de IL-1β. A peroxidação lipídica foi 

avaliada pelas substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e a 

atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase (SOD). A infiltração de 

neutrófilos foi determinada por atividade de mieloperoxidase.  

Resultados - Não houve diferenças significativas nos parâmetros 

hemodinâmicos e gasométricos entre os grupos. Houve um aumento 

significativo na peroxidação lipídica nos grupos IR e NAC-Pré (p<0,01) quando 

comparado com SHAM e NAC-Pós. Não houve diferença na SOD entre os 

grupos. As expressões de NF-қB, TNF-α, IL-1β, nitrotirosina e caspase 3 

clivada estavam significativamente aumentadas no grupo IR quando 

comparado ao SHAM e grupos NAC (p<0,01). O grupo NAC-Pré mostrou um 

aumento significativo na expressão dessas proteínas quando comparado com 

SHAM e NAC-Pós (p<0,01). A expressão de iNOS encontrava-se elevada em 

todos os grupos quando comparados ao SHAM (p<0,01).  

Conclusão - O uso intravenoso da NAC protege o pulmão contra a lesão de 

isquemia e reperfusão pulmonar. O seu uso reduz o dano provocado pelo 

estresse oxidativo, além disso esta substância apresenta propriedades anti-

inflamatórias e previne a apoptose. Quando utilizada logo após o final do 

periodo de isquemia, a NAC potencializa seus efeitos protetores mostrando-se 

este como o melhor período para sua administração.  
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ABSTRACT 
 

Objective - To verify the effects of N-acetylcysteine (NAC) administered before 

and after ischemia in an animal model of lung ischemia-reperfusion injury. 

Methods – Twenty-four Wistar rats were subjected to an experimental model of 

selective left pulmonary hilum clamping for 45 minutes followed by 2 hours of 

reperfusion. The animals were divided into four groups: SHAM, ischemia-

reperfusion (IR), N-acetylcysteine pre ischemia (NAC-Pre) and NAC post 

ischemia (NAC-Post) groups. We recorded the hemodynamic parameters, blood 

gas analysis and histology. We measured the iNOS, nitrotyrosine, cleaved 

caspase 3, NF-қB (sub-unit phospho p65), IkB-α, TNF-α and IL-1β expression. 

Lipid peroxidation was assessed by the thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS) assay and the activity of the antioxidant enzyme superoxide 

dismutase (SOD). Neutrophil infiltration was assayed by myeloperoxidase 

activity.  

Results - No significant differences were observed in hemodynamic parameters 

and blood gas analysis among the groups. Lipid peroxidation was significantly 

higher in IR and NAC-Pre groups (p<0.01). SOD activity had no difference 

among the groups. The expressions of NF-қB, TNF-α, IL-1β, Nitrotyrosine and 

Cleaved caspase 3 were significantly higher in the IR group when compared to 

SHAM and NAC groups (p<0.01). NAC-Pre group showed a significant higher 

expression of these proteins when compared to SHAM and NAC-Post groups 

(p<0.01). After reperfusion the expression of iNOS increased almost uniformly in 

all groups when compared to SHAM group (p<0.01).  

Conclusion - The intravenous administration of NAC demonstrated protective 

properties against lung IR injury. Its use reduces the damage produced by 

oxidative stress, has anti-inflammatory activity and prevents apoptosis. 

Furthermore, the use of NAC just after reperfusion potentiates its protective 

effects showing to be the more effective period for its administration. 
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1. Introdução 
 

O transplante pulmonar é o tratamento de escolha para pacientes com 

doenças pulmonares em fase terminal. Porém, o sucesso imediato do 

transplante pulmonar está diretamente relacionado à incidência de disfunção 

precoce do enxerto ocasionada pela chamada lesão de isquemia e reperfusão, 

responsável por até 20% de mortalidade no período pós-operatório precoce 

(Cooper et al., 1994, King et al., 2000). 

 

O sucesso do transplante pulmonar depende de vários fatores, como o 

tempo de isquemia do órgão, condições clínicas do receptor, além do próprio 

ato de implantação do enxerto. Todas estas situações podem influenciar no 

aparecimento da lesão de isquemia e reperfusão (Kelly 2000, Lee et al., 2010). 

Esta lesão compreende uma série de fenômenos que decorrem da recirculação 

do sangue (reperfusão) em um órgão cuja circulação sangüínea foi 

interrompida temporariamente (isquemia). O produto final desta seqüência de 

eventos será a alteração da permeabilidade capilar cuja graduação será 

diretamente proporcional ao grau do dano isquêmico o qual, por sua vez, pode 

variar do edema intersticial até a ruptura vascular com hemorragia (Andrade 

2001, de Perrot et al., 2004). Essa injúria é histologicamente caracterizada por 

edema pulmonar e extravasamento de neutrófilos (Reyes et al., 2006). 

 

Devido à escassez de órgãos viáveis para transplante, vários autores 

têm descrito diferentes métodos para aumentar a viabilidade do enxerto pós-

transplante e reduzir os efeitos indesejados da lesão de isquemia e reperfusão, 
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entre eles encontram-se o uso de substâncias antioxidantes, como a 

Melatonina e a N-Acetilcisteína (Sener et al., 2003, Inci et al., 2010). Vários 

estudos sugerem um papel central das Espécies Ativas de Oxigênio (EAO) na 

injúria por isquemia e reperfusão (IR) (Conte et al., 2000, Sun et al., 2011), que 

está marcada pelo aumento das EAO e de outros radicais livres, podendo ter 

papel crucial na sucessão de eventos que levam à falência pulmonar (Ucar et 

al., 2005). Acredita-se que a lesão de IR seja decorrente de um aumento das 

EAO, as quais desencadeiam uma resposta do enxerto resultando em uma 

ativação da resposta imune adaptativa (rejeição aguda) por meio da ativação 

de células apresentadoras de antígeno (Land 2005). 

 

EAO são produtos do metabolismo normal da célula. As maiores fontes 

desses radicais são a cadeia de transporte de elétrons da mitocôndria, o 

retículo endoplasmático e a nicotinamida-adenina dinucleotídeo 

(NADH/NADPH) oxidase associada à membrana. Em baixas concentrações, as 

EAO atuam como mediadores fisiológicos de resposta celular e reguladores da 

expressão gênica (Sanner et al., 2002). Em altas concentrações, podem gerar 

uma cascata bioquímica, produzindo lipoperoxidação (quando a molécula 

atacada é um lipídeo), oxidação de proteínas, dano de DNA, morte celular e 

contribuir para a ocorrência de situações patológicas (Liu et al., 1996, Liu et al., 

1999). Com isso, o estresse oxidativo é definido pelo aumento da concentração 

das espécies ativas de oxigênio ou por uma diminuição dos níveis de 

antioxidantes. É caracterizado pela formação de EAO, tais como ânion 

superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxil (McCord 1985), e tem sido 

identificado como um importante fator patológico em doenças cardiovasculares 
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(Singal et al., 2000), pulmonares e doenças auto-imunes, doenças metabólicas, 

câncer e envelhecimento (Heffner et al., 1989, Alho et al., 1998, Latini et al., 

2003, Pettenuzzo et al., 2003). 

 

Nos pulmões, as EAO estão relacionadas à ativação de processos 

inflamatórios por meio de fatores de transcrição, tais como o fator nuclear – 

kappa B (NF-kB), levando ao remodelamento de cromatina e à expressão 

gênica de mediadores pró-inflamatórios (Rahman et al., 2004, Chiang et al., 

2008). A produção de EAO intracelulares têm sido observada em vários tipos 

celulares do tecido pulmonar, incluindo células endoteliais, epiteliais alveolares 

do tipo II, células claras, epiteliais ciliadas e macrófagos alveolares (Al-Mehdi et 

al., 1997). 

 

Pesquisas em diferentes modelos animais têm se concentrado na 

prevenção da lesão de IR e na melhora dos métodos de preservação pulmonar 

(de Perrot et al., 2004, de Kerchove et al., 2010, Zhang et al., 2010). Entre 

esses métodos destacam-se: hiperinsuflação pulmonar (Puskas et al., 1992, 

D'Armini et al., 1994), preservação hipotérmica (Chien et al., 2000), soluções 

de preservação (Albes et al., 1997, Sakamaki et al., 1997), perfusão pulmonar 

por via retrógrada (Chen et al., 1996, Alvarez et al., 1999), ventilação líquida 

(Andrade et al., 2004), além da utilização de vasodilatadores (Bonser et al., 

1991, Bhabra et al., 1996) e antioxidantes (Sagone et al., 1989, Egan et al., 

1993). 

 



6 
 

A utilização de antioxidantes em modelos animais de lesão de injúria 

pulmonar tem sido pouco explorada em estudos experimentais e clínicos, tais 

como a utilização da N-Acetilcisteína (NAC), a qual demonstra ser um 

importante potencial terapêutico a ser utilizado na injúria de IR (Inci et al., 

2010). 

 

A NAC é um mucolítico que teve suas primeiras aplicações no 

tratamento de doenças congestivas e obstrutivas pulmonares associadas à 

hipersecreção. A NAC também é usada no tratamento de intoxicação aguda por 

acetominofen e atualmente é utilizada no tratamento da síndrome da angústia 

respiratória no adulto e em casos de imunodeficiência adquirida na infecção por 

HIV (Sarnstrand et al., 1995). 

 

Oferece proteção contra endotoxemia mediada pela administração de 

lipossacarídeo, observando diminuição de H2O2, e isso estaria diretamente 

relacionado à sua capacidade de reduzir EAO, mais do que à sua função de 

promover a biossíntese de glutationa (Sprong et al., 1998). Muitos trabalhos 

têm demonstrado os efeitos da NAC, principalmente modulando a atividade da 

Óxido Nítrico Sintase induzível (iNOS), reduzindo a formação de citocinas 

inflamatórias e inibindo a ação de neutrófilos (Bakker et al., 1994, Cuzzocrea et 

al., 2000, Bergamini et al., 2001, Turut et al., 2009). 

 

Muitos mecanismos mostram os efeitos antiinflamatórios da NAC. As 

espécies reativas de oxigênio, geradas por neutrófilos e macrófagos, ativam o 

NF-ĸB, uma proteína regulatória de transcrição, resultando na excessiva 
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produção de citocinas, incluindo interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral 

(TNF) (Sigala et al., 2011, Csontos et al., 2012). Possui um papel regulador 

como “scavenger” de radicais livres, inibindo o estresse oxidativo e evitando a 

morte celular (Kim et al., 2004). 

 

No presente estudo, utilizamos um modelo experimental de IR em ratos, 

afim de avaliarmos os danos ocasionados pelo evento e testar as propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias da NAC na injúria de IR e sua subseqüente 

melhora na viabilidade pulmonar. 
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2. Referencial Teórico 
 

2.1 Disfunção Primária do Enxerto 
 
 
 A disfunção primária do enxerto é uma forma de dano pulmonar agudo 

que resulta de uma seqüência de eventos inerentes ao processo do transplante 

pulmonar como a morte cerebral do doador e os eventos relacionados 

diretamente ao enxerto como isquemia, preservação, transplante e reperfusão. 

Apesar de numerosos recentes avanços em preservação pulmonar, técnica 

cirúrgica e cuidados peri-operatórios, a disfunção do enxerto no pós-transplante 

ainda é prevalente com incidência entre 11% e 25% (King et al., 2000, Christie 

et al., 2003, Zaas et al., 2003).  

 

 Vários termos descrevem essa situação clínica tais como lesão de 

isquemia e reperfusão, resposta pós-implante, edema pós-implante, edema de 

reperfusão, edema pulmonar não cardiogênico, disfunção precoce do enxerto, 

disfunção primária do enxerto, falência primária do enxerto, síndrome da 

distrição respiratória aguda pós-transplante e dano pulmonar agudo. Essas 

expressões não são sinônimos sendo algumas utilizadas para descrever o 

evento terminal do dano de isquemia-reperfusão e outras referem-se a quadros 

clínicos menos graves (Christie et al., 2005). Mesmo com as variações 

presentes entre os estudos existe consenso que a disfunção primária do 

enxerto é responsável por grande morbidade e mortalidade no transplante 

pulmonar (Christie et al., 2005). 
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 Idade, raça, sexo, história de tabagismo e doença pulmonar subjacente 

são características do doador que podem influenciar na qualidade do enxerto.  

Além disso, outros fatores presentes no doador como morte cerebral, 

ventilação mecânica prolongada, aspiração brônquica, pneumonia, trauma, 

politransfusão e instabilidade hemodinâmica contribuem para o dano pulmonar 

resultante da isquemia e reperfusão e, consequentemente, para a disfunção do 

enxerto (de Perrot et al., 2003, de Perrot et al., 2005). 

 

 Dessa forma, o tratamento e, principalmente, a prevenção da disfunção 

primária do enxerto são abordagens de suma importância no atual contexto dos 

programas de transplante pulmonar. 

 

2.2 Lesão de Isquemia-Reperfusão 
 

O dano tecidual de determinado órgão quando submetido à isquemia, é 

agravado no momento da sua reoxigenação pela reperfusão tecidual, a qual é 

considerada mais deletéria que a isquemia em si (Parks et al., 1986). Esse 

mecanismo de lesão tecidual recebe o nome de lesão de reperfusão ou lesão 

de isquemia-reperfusão (IR). Consiste em um fenômeno fisiopatológico 

complexo, necessitando da presença do oxigênio para sua gênese, bem como 

manutenção e ativação de fatores vasculares, humorais e celulares.  

 

A isquemia determina nas células uma série de alterações que podem 

culminar com suas mortes. A ausência de oxigênio impede a fosforilação 

oxidativa na mitocôndria. A glicólise anaeróbica torna-se o meio de obtenção de 

energia e, sendo menos eficiente, não é adequada para a reposição do 
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trifosfato de adenosina (ATP) consumido. O déficit de ATP prejudica o 

transporte ativo de íons através da membrana, levando a um acumulo de sódio 

e, por difusão, água no interior da célula, com consequente edema. Esse 

desequilíbrio ocorre também no interior das organelas, levando ao edema e 

desintegração das mitocôndrias, expansão e formação de vesículas no retículo 

endoplasmático. A ruptura de lisossomos e liberação de enzimas contidas no 

seu interior representam eventos finais antes da morte celular (Pegg 1986). 

 

A isquemia determina um aumento da permeabilidade ao cálcio, 

promovendo sua entrada na célula. O aumento do cálcio intracelular, 

potencializado pela diminuição de seu transporte ativo para o meio extracelular, 

dependente de ATP, apresenta vários efeitos deletérios: alteração da forma da 

célula por contração do citoesqueleto; ativação de fosfolipases, com 

consequente liberação de metabolitos do ácido araquidônico a partir da 

membrana celular e das organelas e produção de radicais livres. Todos estes 

efeitos contribuem para a morte celular (Okuda et al., 1992, Waxman 1996). 

 

As células endoteliais e os leucócitos, elementos fundamentais na lesão 

de reperfusão, são afetados já na isquemia, sofrendo alterações que se 

intensificarão na reperfusão. A importância dessas alterações torna-se ainda 

maior pelo fato dessas células estarem presentes em todos os tecidos, 

tornando-os vulneráveis a lesão de reperfusão. Quando expostas a hipóxia, as 

células endoteliais alteram seus citoesqueletos e sua morfologia, formando 

pequenos poros intercelulares. A presença destes poros determina um 

aumento da permeabilidade do endotélio, com formação de edema tecidual 

(Ogawa et al., 1990). A piora da perfusão torna-se potencializada por um 
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desequilíbrio na produção de fatores vasoconstritores e vasodilatadores. O 

endotélio hipóxico tem aumento na produção de potentes vasoconstritores 

(endotelinas tipos 1, 2 e 3) e diminuição na produção de vasodilatadores (óxido 

nítrico). 

 

A célula endotelial, quando exposta a isquemia, aumenta sua produção 

de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF), aumentando sua 

adesividade para leucócitos, embora esse fenômeno seja mais evidente após a 

reoxigenação. Esses mediadores aumentam a expressão pelo endotélio da 

molécula de adesão intercelular (ICAM-1) e da E-selectina (Sherry et al., 1988, 

Shreeniwas et al., 1992). Outros fatores produzidos pelo endotélio sob hipóxia 

também favorecem a migração, adesão e ativação de leucócitos, entre eles a 

interleucina-8 e o fator de ativação plaquetária (Baggiolini et al., 1989, Arnould 

et al., 1993). Por outro lado, os leucócitos também sofrem alterações induzidas 

pela hipóxia que facilitam sua adesividade ao endotélio. A hipóxia induz uma 

maior expressão das moléculas de adesão leucocitária, particularmente as 

integrinas CD11 e CD18 (Scannell 1996). Essas alterações iniciadas na 

isquemia, sobretudo sobre as células endoteliais e leucócitos, não só 

determinam lesão tecidual, mas também criam condições que favorecem 

futuras lesões com a ocorrência da reperfusão. 

 

Além desses mecanismos de lesão direta dos tecidos, com a isquemia, 

iniciam-se outros fenômenos que poderão ampliar a lesão após a reperfusão. A 

degradação dos estoques de ATP para a produção de energia durante a 

isquemia leva a um aumento nos níveis intracelulares de hipoxantinas. 
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Paralelamente, durante a isquemia há a conversão de xantina deidrogenase, 

enzima que metaboliza a hipoxantina através da oxidação do dinucleotídeo 

fosfato de nicotinamida (NADP), em xantina oxidase. Essa conversão se faz de 

maneira irreversível, através de proteases ativadas pelo cálcio, ou de maneira 

reversível, através da oxidação de grupos sulfidrila. A xantina oxidase depende 

do oxigênio para a metabolização da hipoxantina e, quando este é fornecido 

pela reperfusão, formam-se como subprodutos os radicais livres de oxigênio 

(RLO), oxidantes com grande capacidade de lesão tecidual (McCord 1985, 

Grisham et al., 1986, Parks et al., 1988, Zimmerman et al., 1994). 

 

Outro efeito já demonstrado após um período de isquemia é a falência 

de reperfusão de determinados segmentos da microcirculação, gerando uma 

heterogeneidade na distribuição do fluxo sanguíneo, com hipóxia tecidual focal. 

Esse fenômeno, denominado não-reperfusão (no-reflow), constitui-se em mais 

um mecanismo de lesão tecidual após a restauração da reperfusão do tecido 

(Menger 1995). 

 

Vários fatores estão implicados no fenômeno de não-reperfusão. A 

compresão do leito capilar pelas células teciduais e endoteliais e também pelo 

interstício, todos edemaciados durante a isquemia, é um importante fator. 

Outras hipóteses consideram a oclusão dos capilares por trombos, 

aglomerados de leucócitos, plaquetas ou hemácias e hemoconcentração, 

desequilíbrio entre substâncias vasoconstritoras e vasodilatadoras, como 

responsáveis pela não restauração do fluxo sanguíneo (Jerome et al., 1994, 

Conger et al., 1995).  



13 
 

2.3. Radicais livres e espécies reativas de oxigênio 
 

O oxigênio é um elemento vital e também potencialmente nocivo para as 

células. Em certas condições, é responsável por reações químicas 

extremamente tóxicas (Boveris et al., 1973).   

 

A molécula de oxigênio em seu estado natural é um birradical que possui 

dois elétrons em spin de mesmo sentido (elétron gravita na mesma direção), o 

que lhe confere certa estabilidade e lhe impede de agir como um radical livre. 

Sendo que esta condição lhe confere características de potente oxidante, ou 

seja, aceitando elétrons de outras moléculas (Barp et al., 2002). 

 

O termo radical livre refere-se a átomo ou molécula altamente reativo, 

que contêm número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. Este 

desarranjo de elétrons na última camada é responsável pela alta reatividade 

desses átomos ou moléculas (Southorn et al., 1988). A sua formação deve-se a 

reações de óxido-redução, isto é, podem ceder o elétron solitário, oxidando-se, 

ou receber outro elétron, reduzindo-se. Portanto, os radicais livres provocados 

ou resultantes dessas reações de óxido-redução, são divididos em radicais 

livres de nitrogênio e oxigênio. Nem todas as formas de radicais livres 

apresentam elétrons desemparelhados na última camada, portanto, as 

espécies do metabolismo do oxigênio serão denominadas de “espécies 

reativas do oxigênio” (ERO) (Ferreira et al., 1997). 
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As ERO estão presentes em todos os sistemas biológicos. Durante o 

metabolismo celular aeróbico, em um ambiente fisiológico, o O2 sofre redução 

tetravalente na mitocôndria, com aceitação de quatro elétrons, resultando na 

formação de H2O. As reações desse processo formam os seguintes compostos 

reativos intermediários: superóxido (O2
-), hidroperoxila (HO2

.), hidroxila (OH.), e 

o peróxido de hidrogênio (H2O2). A “entrada” de quatro elétrons neutraliza a 

reatividade desses compostos (Figura 1). O oxigênio singlet (1O2) é a forma 

excitada de oxigênio molecular e não possui elétrons desemparelhados na 

última camada (Ferreira et al., 1997). 

 

 

 

Figura 1. Redução tetravalente do oxigênio molecular (O2) na mitocôndria até a 

formação de água (H2O). Várias espécies reativas de oxigênio (ERO) são 

formadas neste processo. Adaptado de Ferreira e cols. (Ferreira et al., 1997). 
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O radical O2
- é formado após a primeira redução do O2, sendo produzido 

durante a ativação de células inflamatórias. A HO2
. é considerada mais reativa 

que o O2
- em virtude de sua facilidade em reagir com membranas biológicas. 

No entanto, a OH. é considerada a ERO com maior reatividade, podendo 

inativar proteínas ou oxidar ácidos graxos da membrana celular no local onde é 

gerada ou mesmo reagir com as moléculas de ácido desoxirribonucléico (DNA) 

(Ferreira et al., 1997). 

 

2.3.1. Estresse oxidativo e lesão de isquemia-reperfusão 
 

Em 1981, Granger et al. publicaram um dos primeiros estudos que 

demonstrou a participação do radical superóxido (O2
-) na lesão isquêmica 

através de um modelo de isquemia intestinal em gatos (Granger et al., 1981). 

 

O estresse oxidativo possui papel na patogenia de várias condições 

clínicas como doenças malignas, diabetes mellitus, aterosclerose, inflamação 

crônica, infecção pelo vírus da imunodeficiência humana e lesão de isquemia- 

reperfusão (Droge 2002). Tem-se demonstrado que há diferentes vias de 

produção das ERO, destacando-se a via da xantina-oxidase como fonte 

primária de produção na maioria dos órgãos com vascularização sistêmica 

(McCord 1985). Na matriz mitocondrial, através da cadeia de transporte de 

elétrons também ocorre a formação de ERO pela redução do oxigênio 

molecular a O2
- (Dalton et al., 1999). 
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Durante a isquemia tecidual, ocorre uma redução da disponibilidade do 

trifosfato de adenosina (ATP) em decorrência da sua degradação em difosfato 

de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina (AMP), adenosina, inosina e 

finalmente hipoxantina. Além disso, ocorre a conversão da xantina-

desidrogenase em xantina-oxidase. Essa reação pode ocorrer por dois 

mecanismos: 1) a xantina-desidrogenase pode ser reversivelmente convertida 

para xantina-oxidase por oxidação de grupos sulfidrilas ou 2) a xantina-

desidrogenase pode ser irreversivelmente convertida para xantina-oxidase por 

proteólise, através de proteases ativadas pelo cálcio que está aumentado no 

citosol, oriundo do meio extracelular (McCord et al., 1982, Zimmerman et al., 

1994). 

 

A xantina-desidrogenase utiliza o dinucleotídeo fosfato de nicotinamida 

(NADP) ao oxigênio, como receptor de elétron durante a oxidação dos 

metabólitos das purinas (hipoxantina, xantina). A xantina-oxidase depende do 

oxigênio para a metabolização da hipoxantina e, quando este é fornecido pela 

reperfusão (reoxigenação), formam-se as ERO, moléculas com grande 

capacidade de lesão tecidual (Zimmerman et al., 1994) (Figura 2). 
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Figura 2. Geração das ERO a partir da ação da xantina-oxidase sobre a 

hipoxantina em condições de isquemia e reperfusão. Adaptada de Pinheiro e 

colaboradores (Pinheiro et al., 1999). 

 

O radical superóxido (O2
g) é formado quando o oxigênio é reduzido por 

um elétron. A enzima superóxido dismutase (SOD) catalisa a conversão do O2g 

em peróxido de hidrogênio (H2O2), enquanto a catalase converte o H2O2 em 

água e oxigênio. No entanto, em presença de disponibilidade de íons ferro ou 

cobre, pode ocorrer a conversão do H2O2 no radical hidroxila (OH˙), molécula 

extremamente reativa, através das reações de Fenton e de Haber-Weiss. 

(Zimmerman et al., 1994) (Ferreira et al., 1997) (Figura 2 e 3). 
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Formação de superóxido e peróxido de hidrogênio 

 

O2                 +            e-              ------����         O2 
– 

2O2 
–       +            2 H+          ------����          H2O2   +  O2 (SOD) 

 2 H2O2                                   ------����       2 H2O  +  O2  (Catalase) 

 

Reação de Fenton 

 

Fe ++         +           O2              ----- ����       Fe +++      +        O2 
– 

2 O2
-         +           2 H+        --------����       O2           +        H2O2 

Fe ++         +           H2O2       --------����       Fe +++      +       OH-  + OH. 

 

Reação de Haber-Weiss 

 

Fe +++          +           O2 
–
           ------����        Fe ++      +       O2 

Fe ++           +           H2O2           --------����        Fe +++     +       OH-  + OH. 

O2 
–             +           H2O2       --------����        O2               +       OH-  +  OH- 

 

Figura 3. Reações químicas responsáveis pela formação das espécies reativas 

de do oxigênio. SOD: superóxido dismutase, Fe++: íon ferroso, Fe+++
: íon férrico. 

 

Experimentos in vivo sugerem que a lesão de IR, em corações de ratos 

submetidos à sobrecarga de Fe+++, possa estar relacionada à produção de 

ERO via reação de Haber-Weiss. (van der Kraaij et al., 1988). 

 

2.3.2. Estresse oxidativo e lesão de isquemia-reperfusão 
pulmonar 
 

O fenômeno isquemia-reperfusão (IR) ocorre no coração, fígado, rim, 

intestino, sistema nervoso central, músculo esquelético, entre outros órgãos 
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(Droge 2002). Nesses órgãos a isquemia é acompanhada de anóxia tecidual 

até a reintrodução do oxigênio na reperfusão, sendo, dessa forma, a IR 

equivalente a anóxia-reoxigenação. Ao contrário dos outros órgãos, o pulmão é 

considerado o único órgão que pode sofrer isquemia sem hipóxia, pois o 

oxigênio alveolar ajuda a manter o metabolismo aeróbico evitando hipóxia. 

Dessa forma, no pulmão o estresse oxidativo resultante da isquemia deveria 

ser diferenciado daquele resultante da hipóxia propriamente dita (de Perrot et 

al., 2003). 

 

O estresse oxidativo, caracterizado pela formação de ERO ocorre na 

maioria das células pulmonares. Há basicamente dois mecanismos que geram 

sua produção, o primeiro seria aquele relacionado ao acúmulo de hipoxantina e 

a conversão de xantina desidrogenase em xantina oxidase durante a anóxia, e 

posterior degradação da hipoxantina em superóxido no momento da 

reoxigenação. O segundo mecanismo seria aquele dependente do sistema 

NADPH oxidase presente no endotélio e na membrana plasmática de 

neutrófilos e macrófagos, responsável por catalisar a redução do oxigênio em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e superóxido (O2
-) (de Perrot et al., 2003) (Figura 

4). 
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Figura 4. Formação de espécies reativas do oxigênio durante a isquemia-

reperfusão e a anóxia-reoxigenação no pulmão. Modificado de de Perrot e 

colaboradores (de Perrot et al., 2003). 

 

Em relação ao transplante pulmonar, fatores presentes na fase pré-

reperfusão do enxerto como: morte cerebral, pneumonia, ventilação mecânica, 

aspiração, contusão, hipotensão e isquemia fria têm sido reconhecidos como 

agravantes da lesão de isquemia reperfusão através da ativação de fatores 

inflamatórios (Novick et al., 1996, de Perrot et al., 2003). 

 

Hipóxia e conseqüentemente anóxia resultam em decréscimo no ATP 

intracelular e aumento nos produtos de degradação do ATP como a 

hipoxantina, o que gera a produção de ERO quando o oxigênio é reintroduzido 

na reperfusão e/ou ventilação. Durante a isquemia, esse fenômeno pode 

ocorrer no pulmão se a tensão de oxigênio alveolar cair abaixo de 7 mmHg 
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(Puskas et al., 1992, Date et al., 1993). A ausência de fluxo sanguíneo 

pulmonar leva a peroxidação lipídica mesmo com a presença de oxigênio. O 

mecanismo do estresse oxidativo é diferente do que ocorre durante a anóxia-

reoxigenação porque não está associado a diminuição de ATP, podendo ocorrer 

mesmo durante o período de isquemia fria em um órgão acondicionado para 

transplante (Eckenhoff et al., 1992). 

 

2.3.3. Peroxidação lipídica 
 

Os lipídios, as proteínas e os ácidos nucléicos são responsáveis pela 

estrutura celular e alvos de reação das ERO. Dessa forma, qualquer 

componente celular é suscetível à ação das ERO, porém as membranas 

celulares por sua composição e localização são uma das organelas mais 

atingidas em decorrência da peroxidação lipídica. A reação das ERO com os 

ácidos graxos poli-insaturados da membrana celular promove a formação de 

vários radicais lipídicos: peróxidos lipídicos, hidroperóxidos lipídicos, 

conjugados dienos e malondialdeído. Esse evento acarreta alterações na 

estrutura e na permeabilidade das membranas celulares, levando a perda da 

seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as 

enzimas hidrolíticas dos lisossomos, culminando com a lise celular (Ferreira et 

al., 1997).  O radical hidroxila (OH.) é reconhecido como a espécie iniciadora e 

a mais importante da lipoperoxidação, além disso já foi demonstrada a 

necessidade de uma relação equimolar Fe+++ : Fe++ no meio, para que ocorra a 

peroxidação lipídica (Minotti et al., 1987) (Figura 5). 
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Figura 5. Peroxidação lipídica da membrana celular iniciada pelo radical 

hidroxila. 

 

2.3.4. Sistema de defesa antioxidante 
 

Antioxidante é qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações, comparada às de um substrato oxidável, retarda ou inibe 

significativamente a oxidação deste substrato de maneira enzimático ou não 

enzimático (Halliwell 1989).  

 

A defesa do organismo contra as ERO vai desde prevenção da formação 

das ERO, interceptação dos radicais formados, a reparo das células 

danificadas. Os sistemas que previnem a formação de ERO são considerados 

biomoléculas ligantes de metais (Fe2+ e Cu+), ou seja, são os quelantes. A 

presença de proteínas quelantes é de vital importância aos seres vivos, pois 

previne as células de processos oxidativos catalisados por íons metálicos. 
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Pigmentos especializados previnem a ação da radiação ultravioleta, a melanina 

e os carotenóides impedem a ação do oxigênio singlet.  As enzimas que 

controlam os níveis de ERO são: Glutationa peroxidase (GPx), Superóxido 

dismutase (SOD) e Catalase (CAT), sendo a interceptação a desativação das 

ERO, quando elas são neutralizadas de forma a impedir a oxidação posterior 

de outras moléculas. A neutralização final de um composto com um ou mais 

elétrons não emparelhados consiste na formação de outro produto não radical. 

O interceptador (antioxidante) mais eficiente deve combinar propriedades 

ótimas, as quais reagem com RL iniciais, tais como, radicais peroxil (ROO•) e, 

posteriormente, interagem com compostos hidrossolúveis para a sua própria 

regeneração (Halliwell 2007). 

 

Os compostos hidrossolúveis transferem a função radical para longe do 

sítio-alvo potencial e são chamados scavengers de RL.  A combinação de uma 

substância com um RL leva à formação de um não radical ou um radical menos 

lesivo como, por exemplo, tocoferóis e carotenóides. As substâncias que 

funcionam como quenchers de oxigênio singlet são aquelas que absorvem a 

energia de excitação e a liberam em forma de calor ou movimento (Halliwell 

2007). 

 

A terapia antioxidante pode ser feita pela reposição de antioxidantes 

endógenos, como superóxido dismutase recombinante (Leite et al., 2003), pela 

suplementação exógena com agentes com propriedades antioxidantes, como a 

N- acetilcisteína (NAC) (Paterson et al., 2003). 
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2.3.5. N- acetilcisteína (NAC) 
 

A NAC é um composto tiólico que contém um grupo sulfidril formado pela 

seguinte fórmula química C5H9NO3S, seu peso molecular é igual a 163,2 e é 

amplamente usado na clínica médica (Ziment 1988) (Figura 6). A NAC é um 

mucolítico que teve suas primeiras aplicações no tratamento de doenças 

congestivas e obstrutivas pulmonares associadas à hipersecreção. A NAC 

também é usada no tratamento da síndrome da angústia respiratória no adulto 

e em casos de imunodeficiência adquirida na infecção por HIV (Sarnstrand et 

al., 1995). Sua atividade antioxidante é dada principalmente por dois 

mecanismos: 

- Reduzir diretamente o H2O2 e o O2
•- a espécies menos reativas 

formando radicais sulfúricos ou cisteína; 

- Promover a biossíntese de GSH que funciona como scavenger de RL 

ou como substrato no ciclo redox da glutationa (Aruoma et al., 1989).  

 

 

Figura 6. Estrutura molecular da N-acetilcisteina (NAC). Fonte: (Tepel 2003) 

 

 A perda da capacidade antioxidante em uma célula oxidada é devido 

principalmente a um decréscimo de glutationa, pois esta é o tiol livre intracelular 

mais abundante. O estresse oxidativo in vivo é traduzido como deficiência de 
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glutationa ou de seu precursor, cisteína. O antioxidante mais eficaz que vem 

sendo estudado é a NAC, que é um precursor de Glutationa (Zafarullah et al., 

2003). Quimicamente, a NAC é similar a cisteína. A presença do meio acetil 

reduz a reatividade desse tiol comparado a cisteína. A NAC é menos tóxica, 

menos suscetível a oxidação e dimerização e é mais solúvel em água, fazendo 

dela uma fonte melhor de cisteína que a propria administração parenteral de 

cisteína (Bonanomi et al., 1980) 

 

2.4. Cálcio e bomba de sódio na lesão de isquemia-reperfusão 
 

Em decorrência da isquemia, ocorre no meio intracelular consumo dos 

“estoques” de ATP, dessa forma há um aumento dos produtos da glicólise 

anaeróbica. Esse evento prejudica o gradiente de íons transmembrana com 

conseqüente acúmulo de sódio (Na+) e água, levando ao edema da célula e de 

organelas como a mitocôndria sendo culminado com a lise celular. A bomba de 

sódio (Na+/K+ ATPase) permanece inativa durante a isquemia contribuindo com 

a disfunção no gradiente iônico (Ware et al., 1999). Em 1989, Wang et al. 

demonstraram que a preservação pulmonar a 10ºC era superior a 15ºC e a 4ºC 

por ser uma temperatura mais adequada para o funcionamento da  bomba de 

sódio (Na+/K+ ATPase) (Wang et al., 1989). 

 

O acúmulo do íon cálcio (Ca++) no meio intracelular resultante das 

alterações de permeabilidade da membrana plasmática e da diminuição de seu 

transporte ativo dependente de ATP resulta em ativação de fosfolipases e 

proteases (Okuda et al., 1992). As proteases potencializam os efeitos das ERO 
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sobre as organelas por converterem a xantina desidrogenase em xantina 

oxidase (figura 2), já as fosfolipases ativam a transformação do ácido 

araquidônico em produtos como leucotrienos, prostaglandinas e tromboxano 

(Okuda et al., 1992). O bloqueador do canal de cálcio verapamil apresenta 

efeito protetor durante o evento de isquemia-reperfusão (Yokomise et al., 1990, 

Swoboda et al., 1993). 

 

2.5. Endotélio 
 

O endotélio é a principal fonte de ERO durante a isquemia pulmonar não 

hipóxica através da ativação da NADPH oxidase. Esse complexo enzimático é 

também encontrado em outras células pulmonares, mas sua concentração é 

mais evidente nos neutrófilos, monócitos e macrófagos alveolares. A 

estimulação celular durante a isquemia resulta em translocação de 

componentes da NADPH oxidase para a membrana celular onde ocorre uma 

integração com componentes de membrana para formar um sistema de 

transferência de elétrons que catalisa a redução do oxigênio molecular (O2) a 

superóxido (O2
-), enquanto oxida o NADPH. O aumento no consumo de O2 e 

na produção de O2
- são os responsáveis pela “explosão oxidativa“ resultante da 

ativação da NADPH. O O2
- pode ser posteriormente transformado em peróxido 

de hidrogênio (H2O2) em reação catalisada pela superóxido dismutase. 

Compostos oxidantes são produzidos também através de enzimas contidas em 

grânulos intracelulares. Os grânulos azurofílicos liberam a enzima 

mieloperoxidase (MPO) que durante ativação neutrofílica catalisa a reação 

entre o H2O2 e o cloro produzindo ácido hipoclorídrico, considerado um 

oxidante extremamente potente. Além disso, o ácido hipoclorídrico pode reagir 
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com as aminas gerando as cloraminas, consideradas potentes oxidantes 

(Figura 7) (Chatterjee et al., 2004). 

 

NADPH  +  2O2 NADP + 2O2
-

H2O2 +  Cl- HOCl  +  H2O

RNH2 + HOCl
RNHCl + H2O

NADPH OXIDASE

MPO

 

Figura 7. Produção de ERO pelos leucócitos. MPO- mieloperoxidase. 

 

2.6. Ferro 
 

O íon ferro é liberado da ferritina e do citocromo p-450 durante a 

isquemia por efeito da acidose, da ação do radical superóxido e proteólise. 

Além disso, quando liberado na circulação pode ativar a agregação plaquetária. 

Um estudo experimental, utilizando modelo de isquemia-reperfusão em 

cachorros com isquemia quente de 3 horas mostrou que um novo tipo de 

lazaróide é capaz de diminuir a peroxidação lipídica dependente de ferro 

(Takeyoshi et al., 2001). 

2.7 Mediadores Inflamatórios 

 
O dano celular gerado pelas ERO na membrana lipídica promove a 

ativação da fosfolipase A2, induzindo a produção do fator de ativação 

plaquetário (PAF) que promove a mobilização do ácido araquidônico dos 

fosfolipídios da parede celular. O ácido araquidônico é o substrato de 

numerosas enzimas e no pulmão é primeiramente metabolizado por duas vias: 

a da cicloxigenase e a da 5-lipoxigenase, gerando mediadores inflamatórios. A 
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via da cicloxigenase produz prostaglandinas (PGE1 e PGI2) e tromboxano 

(TXA2); e a via da 5-lipoxigenase gera leucotrienos tais como leucotrieno B4, 

C4, D4 e E4 (Farrukh et al., 1988, Uhlig et al., 2005). 

 

A resistência vascular pulmonar depende da interação entre 

vasoconstritores e vasodilatadores. A maioria dos metabólitos do ácido 

araquidônico são resultantes das células endoteliais e contribuem para manter 

a baixa resistência vascular no pulmão. Os efeitos das prostaglandinas e dos 

tromboxanos são antagônicos. A prostaciclina (PGI2) é um broncodilatador, 

vasodilatador pulmonar e impede a agregação de plaquetas, enquanto que o 

tromboxano A2 (TXA2) é um bronco e vasoconstritor e induz agregação 

plaquetária (Farrukh et al., 1988).  As prostaglandinas (PGE1 e PGI2) estão 

associadas aos seguintes efeitos: vasodilatação e broncodilatação; inibição de 

agregação plaquetária, sequestro e aderência leucocitária; além de supressão 

da produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1, IL-6) (Matsuzaki et al., 

1993, DeCampos et al., 1998, de Perrot et al., 2001). 

 

O PAF pode ser liberado de várias células como macrófagos, plaquetas, 

mastócitos, células endoteliais e neutrófilos, sendo responsável pela ativação 

leucocitária, agregação plaquetária, liberação de citocinas e expressão de 

moléculas de adesão (Drost et al., 2002). A PAF acetilhidrolase é responsável 

pela degradação e regulação da atividade do PAF. Níveis elevados dessa 

enzima foram encontrados no lavado broncoalveolar de pacientes com 

Síndrome da Distrição Respiratória (Grissom et al., 2003). Além disso, tem sido 

observado, que esta substância, quando adicionada a uma solução de 
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preservação pulmonar em modelo de perfusão isolada tem a capacidade de 

reduzir a permeabilidade capilar pulmonar (Baek et al., 2000). 

 

Os leucotrienos, produtos do metabolismo do ácido araquidônico pela 

via da 5-lipoxigenase são divididos em duas classes: os cisteínicos (LTC4, LTD4 

e LTE4) e o não cisteínico (LTB4). O LTB4 é um potente ativador pró-

inflamatório, quimiotático de leucócitos tendo um importante papel na lesão 

pulmonar de IR, sendo produzido por monócitos, linfócitos, mastócitos e 

macrófagos pulmonares (Yoshimura et al., 1994). O uso de um antagonista do 

LTB4, o U-75302, em modelo de dano oxidativo por hiperóxia em porcos da 

índia mostrou que ocorre uma menor infiltração leucocitária e menor 

permeabilidade microvascular no parênquima pulmonar quando na presença 

de hiperóxia (Phillips et al., 1995). 

 

2.7.1. Fator de Transcrição Nuclear kappa B 
 

A família do fator nuclear kappa B (NF-қB) compõe-se de cinco 

membros: REL-a (p65), NF-қB1 (p50; p105), NF-қB2 (p52; p100), c-REL e REL-

b (Ghosh et al., 1998). Essas subunidades, exceto a REL-b, são homo ou 

heterodímeros que formam o NF-қB. O mais comum ativado em reações 

inflamatórias é o heterodímero de p50 e p65 (Souza et al., 2012). 

 

A transcrição nuclear do NF-қB é regulada pela ação inibitória do inibidor 

de proteínas қB (IқB), que é alvo para degradação pela via de fosforilação pela 

ação de quinases IқB (IKKα, IKKβ) (Nath et al., 2012). A sinalização 

inflamatória ativa uma cascata de evento, como a fosforilação do receptor TNF 
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que leva à ativação do fator de crescimento transformante-b-quinase ativada 1 

(TAK1) que fosforiza o complexo IKK e em seguida fosforiza a proteína IkBα, 

resultando em ubiquinação, dissociação de IқBα com NF-қB e degradação de 

IқBα pelo protessoma. O NF-қB se desloca para o núcleo e liga-se com a 

banda específica de DNA, inicializando a transcrição de múltiplos genes, 

incluindo citocinas, quimocinas e outros mediadores inflamatórios (Figura 8) 

(Souza et al., 2012). 

 

Figura 8. Ativação do Fator de transcrição nuclear kappa B. Fonte: 

Souza et al. 2012. 

 

O NF-қB é um fator de transcrição que desempenha importante e 

determinante papel, tanto em situações normais como na coordenação de 

respostas imunes adaptáveis, regulando a expressão de muitos mediadores 

celulares (Dalton et al., 1999). Este fator foi descrito primeiramente em 1986 
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por Sen e Baltimore (Sen et al., 1986) como sendo capaz de ligar-se a sítios 

específicos kappa como enhancer nas regiões promotoras dos genes das 

imunoglobulinas em células B (McCord et al., 1982). É reconhecido que o NF-

қB é expresso na maioria dos tipos celulares, sendo constituído por um dímero 

composto dos membros da família da Rel. Em células em homeostase o NF-қB 

se mantém no citoplasma em sua forma inativa, associado com as proteínas 

inibidoras do sítio қB, denominadas inibidores қB (IқB). 

 

O NF-қB pode ser ativado por uma variedade de sinais relevantes, 

conforme a etiologia e a fisiopatologia inflamatórias (Dalton et al., 1999). Para 

sua ativação são necessários estímulos intracelulares e/ou extracelulares, 

podendo ser desencadeados pelos seguintes agentes: produtos bacterianos 

(endotoxinas, peptideoglicanos), vírus e componentes virais, protozoários, 

citocinas (TNF-α), interleucinas, radicais livres e/ou oxidantes (Dalton et al., 

1999). 

  

Segundo Ishiyama e colaboradores (Ishiyama et al., 2005) os quais 

estudaram a inibição da ativação do NF-қB através da transferência de genes 

inibidores da forma supressora do inibidor IқB evidenciaram o aumento na 

oxigenação do pulmão transplantado, redução do edema pulmonar e 

agregação neutrofílica assim como a redução nas células apotóticas após o 

transplante pulmonar experimental. 

 

Desta forma, Chang e colaboradores (Chang et al., 2000), 

demonstraram que a inibição do NF-қB atenua a lesão de IR assim como era 
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responsável pela redução na produção de citocinas. Em seu estudo, a ativação 

do NF-қB foi responsável pelo aumento na expressão da caspase 3 e iNOS. 

 

2.7.2 Óxido Nítrico 
 
 
 O óxido nítrico (NO) é um importante mediador biológico produzido por 

vários tipos de células, inclusive o endotélio vascular. É considerado um 

mensageiro transcelular ideal por sua natureza lipofílica e pela curta meia-vida 

no sistema biológico, em torno de 3 a 30 segundos (Hart 1999). O NO é 

sintetizado a partir da L-arginina, um aminoácido que é seu precursor natural, 

do oxigênio molecular, NADPH e outros co-fatores pela ação da enzima óxido 

nítrico-sintetase (NOS) (Liu et al., 2000). Além da sua potente ação 

vasodilatadora é um inibidor da agregação plaquetária e da aderência 

neutrofílica e modulador da permeabilidade vascular. Além disso, possui ações 

como broncodilatador e neurotransmissor (Mehta 2005). 

 

 Após a IR pulmonar, o nível de NO endógeno é reduzido. Esse efeito 

pode estar associado ao aumento da expressão da NOS endotelial, o que 

sugere que o NO endógeno produzido pode ser destruído rapidamente por 

ERO após a reperfusão, e/ou porque a IR pode induzir a geração de inibidores 

de NOS (Le Cras et al., 2001). A diminuição da produção do NO endógeno pela 

reação imediata do NO com o radical superóxido resulta na produção de um 

poderoso oxidante, o peroxinitrito (OONO˙). Essa perda da ação protetora do 

NO resultará em disfunção endotelial (Hart 1999). 
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 O uso de NO como método de preservação demonstrou-se eficaz em 

diminuir o dano da lesão de reperfusão em vários modelos animais. (Yamagishi 

et al., 1999, Yamashita et al., 2004, Ovechkin et al., 2005, Esme et al., 2006). 

Entretanto, o uso de NO na reperfusão pulmonar não diminuiu o edema 

pulmonar em um em ensaio clínico randomizado (Perrin et al., 2006). Em outro 

estudo com 84 pacientes submetidos a transplante pulmonar, o uso do NO na 

reperfusão não mostrou benefício em relação à hemodinâmica, extubação, 

incidência de lesão de IR e tempo de internação hospitalar e UTI (Meade et al., 

2003). Já Ardehali e colaboradores (Ardehali et al., 2001), demonstraram que o 

uso do NO inalatório no pós-operatório apresentou benefício em um subgrupo 

de pacientes que desenvolveram lesão de IR, apesar de não diminuir sua 

incidência (Ardehali et al., 2001).  

 

2.7.3. Ativação leucocitária 
 

A lesão de IR em transplante possui um padrão bifásico. A fase precoce 

da reperfusão, dependente principalmente das características do doador e a 

fase tardia, dependente das características do receptor e com duração de 24 

horas. Os macrófagos do doador, ativados durante a isquemia são os 

mediadores da fase precoce, enquanto os linfócitos e neutrófilos do receptor 

estão envolvidos principalmente na fase tardia. O recrutamento dessas células 

ocorre pela liberação de citocinas e outros mediadores inflamatórios antes e 

após a reperfusão (Fiser et al., 2001) (figura 9) 
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Figura 9. Os macrófagos do doador são ativados pela isquemia e liberam 

citocinas inflamatórias durante a fase precoce, as quais ativam os neutrófilos e 

linfócitos T do receptor que irão iniciar a fase tardia da lesão de isquemia-

reperfusão. Modificado de de Perrot et al. (de Perrot et al., 2003) 

 

O macrófago alveolar produz uma grande quantidade de citocinas e 

fatores pró-coagulantes em resposta ao estresse oxidativo. Em modelo de IR 

foi demonstrado a importância do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

interferon gama (INF-γ) e a proteína-1 quimioatrativa de macrófago 
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(equivalente a IL-8 humana) na fase precoce da reperfusão do enxerto em 

ratos (Eppinger et al., 1997). 

 

Os linfócitos desempenham importante papel na lesão de IR. O pulmão 

do doador contém grande número macrófagos e linfócitos ativados 

representados por células T e natural killer que são responsáveis por reação 

imunológica do tipo enxerto-hospedeiro, como também por efeitos 

imunomoduladores benéficos (Richter et al., 1994). Em modelo de transplante 

pulmonar em ratos foi observado que os linfócitos T CD4 são mediadores da 

lesão de IR, infiltrando o enxerto uma hora após a reperfusão e aumentando a 

produção de INF-γ, além disso, foi sugerido que este efeito independe do 

recrutamento e ativação de neutrófilos (de Perrot et al., 2003). 

 

Os neutrófilos têm a característica de progressivamente infiltrar o pulmão 

transplantado durante as primeiras 24 horas após a reperfusão (Adoumie et al., 

1992). Embora tenham importante papel na fase tardia da lesão de reperfusão, 

seu papel na fase precoce é menos expressivo. Deeb e cols. demonstraram 

que a lesão de reperfusão nas primeiras quatro horas independe da presença 

dos neutrófilos, sendo importante o papel dos macrófagos nessa fase, no 

entanto, após esse período os neutrófilos são os principais mediadores (Deeb 

et al., 1990, Steimle et al., 1992) . 

2.8. Apoptose e lesão de isquemia-reperfusão pulmonar 
 
 

Diferente do que ocorre com a necrose, a apoptose ou morte celular 

programada não está presente durante a isquemia, porém ocorre um pico de 
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sua expressão durante a reperfusão (Stammberger et al., 2000). A indução de 

apoptose ocorre pela ativação e indução de duas vias. A via intrínseca é 

dependente da mitocôndria, sendo ativada pelas ERO, enquanto a via 

extrínseca é dependente de moléculas inflamatórias como o TNF-α, entretanto, 

ao ativar a produção de ERO pela via NADPH oxidase o TNF- α contribuiria 

também com a via intrínseca (Rossi et al., 2003). Ambas as vias promovem a 

ativação de caspases, proteases responsáveis pela clivagem de substratos 

celulares específicos que resultam em alterações na conformação celular, 

alterações na membrana e fragmentação do DNA e consequente morte celular 

(Chang et al., 2000). A via intrínseca é ativada na fase precoce da reperfusão, 

já a via extrínseca pode ser ativada até algumas horas após a reperfusão 

pulmonar (Kuwano et al., 2000). 

 

2.8.1. Caspases 

  

São características da apoptose: a condensação da cromatina, 

exposição da fosfatidilserina à superfície da célula, encolhimento 

citoplasmático, formação de corpos apoptóticos e fragmentação do DNA (van 

de Schepop et al., 1996). A apoptose é um processo dependente de energia, 

diferentemente da necrose que também ocorre na ausência de ATP 

(McClintock et al., 2002). A apoptose é regulada por uma cascata de proteínas 

chamadas Caspases, sendo essas as proteínas executoras da apoptose e 

estão presentes em todas as células. Após a clivagem, Caspases tornam-se 

ativos e iniciam vias que levam à apoptose (Greijer et al., 2004). 
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A via de sinalização que leva à morte celular programada é mantida por 

reguladores positivos e negativos, esse equilíbrio entre tais fatores decide se a 

célula sofre apoptose ou se sobrevive. As proteínas que podem alterar-se para 

a sobrevivência são as proteínas antiapoptóticas Bcl-2 e Bcl-xL, enquanto que 

as proteínas proapoptóticas Bax, Bad, Bak e Bis induzem à morte celular 

programada (Gross et al., 1999). 

 

Um importante regulador de apoptose após a lesão do DNA é a proteína 

p53, que pode induzir a Bax e Bak, que regula a liberação de citocromo C da 

mitocôndria, iniciando assim a cascata que conduz à apoptose (Wei et al., 

2001). O citocromo C liga-se ao fator de ativação de protease apoptótica 1 

(Apaf-1) ativando a Caspase 9, que por sua vez cliva as Caspases 3 e 6 (Li et 

al., 1997, Nicholson et al., 1997) levando à morte celular. 
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3. Justificativa 
 

O transplante pulmonar pode apresentar diversas complicações no 

período pós-operatório precoce, como lesão de isquemia/reperfusão, 

atelectasia, rejeição e infecção. Avanços nas técnicas de preservação pulmonar 

têm reduzido a incidência de disfunção precoce do enxerto, entretanto os 

mecanismos que envolvem a lesão de reperfusão ainda são responsáveis por 

cerca de 20% da mortalidade após o transplante pulmonar.  

Atualmente, não existem medicamentos ou substâncias que prolonguem 

o tempo de isquemia de um órgão com a devida manutenção de sua 

viabilidade. Por isto existe grande interesse na descoberta de novas 

substâncias e no estudo de seus mecanismos com o objetivo de impedir ou 

diminuir os danos da lesão de isquemia e reperfusão, e assim, reduzir as 

complicações decorrentes deste processo.  

A N-acetilcisteina é um mucolítico que teve suas primeiras aplicações no 

tratamento de doenças congestivas e obstrutivas pulmonares associadas à 

hipersecreção. Ela apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, e, 

portanto, torna-se uma intervenção promissora na preservação pulmonar na 

lesão de isquemia e reperfusão. 
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4. Objetivos 

4.1 Objetivo geral 
 

Avaliar o efeito protetor celular da N-Acetilcisteína (NAC) em pulmões de 

ratos submetidos ao modelo experimental de lesão de isquemia e reperfusão 

pulmonar. 

4.2 Objetivos específicos 
 
- Verificar as alterações fisiológicas (gasométricas e hemodinâmicas) em ratos 

submetidos a modelo de isquemia e reperfusão pulmonar; 

- Avaliar o estresse oxidativo no tecido pulmonar após a reperfusão pulmonar 

de animais tratados ou não tratados com NAC; 

- Avaliar a expressão da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e Nitrotirosina no 

tecido pulmonar de animais tratados e não tratados com NAC. 

- Avaliar a presença de agregação neutrofílica, bem como a apoptose através 

da expressão da Caspase 3 no tecido pulmonar de animais tratados e não 

tratados com NAC  

- Avaliar e quantificar a agregação neutrofílica em modelo de isquemia e 

reperfusão pulmonar de animais tratados ou não tratados com NAC 

- Avaliar a expressão do fator de transcrição NF-kB, através de sua subunidade 

p65, do seu inibidor IkB-α, do TNF-α e IL-1β no tecido pulmonar de animais 

tratados e não tratados com NAC. 

- Avaliar as alterações histopatológicas resultantes do tratamento com NAC em 

modelo de isquemia e reperfusão. 

- Verificar se diferentes momentos de administração da NAC tem influência 

sobre a reposta inflamatória após a reperfusão pulmonar 
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ABSTRACT 
 

Objective - To verify the effects of N-acetylcysteine (NAC) administered before 

and after ischemia in an animal model of lung ischemia-reperfusion injury. 

Methods – Twenty-four Wistar rats were subjected to an experimental model of 

selective left pulmonary hilum clamping for 45 minutes followed by 2 hours of 

reperfusion. The animals were divided into four groups: SHAM, ischemia-

reperfusion (IR), N-acetylcysteine pre ischemia (NAC-Pre) and NAC post 

ischemia (NAC-Post) groups. We recorded the hemodynamic parameters, blood 

gas analysis and histology. We measured the iNOS, nitrotyrosine, cleaved 

caspase 3, NF-қB (sub-unit phospho p65), IkB-α, TNF-α and IL-1β expression. 

Lipid peroxidation was assessed by the thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS) assay and the activity of the antioxidant enzyme superoxide 

dismutase (SOD). Neutrophil infiltration was assayed by myeloperoxidase 

activity.  

Results - No significant differences were observed in hemodynamic parameters 

and blood gas analysis among the groups. Lipid peroxidation was significant 

higher in IR and NAC-Pre groups (p<0.01). SOD activity had no difference 

among the groups. The expressions of NF-қB, TNF-α, IL-1β, Nitrotyrosine and 

Cleaved caspase 3 were significantly higher in the IR group when compared to 

SHAM and NAC groups (p<0.01). NAC-Pre group showed a significant higher 

expression of these proteins when compared to SHAM and NAC-Post groups. 

After reperfusion the expression of iNOS increased almost uniformly in all 

groups when compared to SHAM group (p<0.01). The histological analysis 

showed less inflammatory cells in the NAC groups. 

Conclusion - The intravenous administration of NAC demonstrated protective 

properties against lung IR injury. Its use reduces the damage produced by 

oxidative stress, has anti-inflammatory activity and prevents apoptosis. 

Furthermore, the use of NAC just after reperfusion potentiates its protective 

effects showing to be the more effective period for its administration.
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INTRODUCTION 

 

Ischemia-reperfusion (IR)-induced acute lung injury is the major cause of 

early morbidity and mortality following lung transplantation (1-3). The IR injury is 

exacerbated by the induction of proinflammatory signaling pathways that target 

the activation of nuclear factor қB (NF-қB) (4, 5). NF-қB is an important rapid-

response transcription factor that is critical for the regulation of apoptosis and 

the expression of the inflammatory mediators that significantly contribute to the 

pathogenesis of an IR injury in different settings (6, 7).  

N-acetylcysteine is not simply an antioxidant drug. It acts as a glutathione 

precursor, a chemical reductant of oxidized thiols, scavenger of radical oxygen 

species, and as a vasodilator which improves microcirculation by restoring the 

decreased activity of endothelium-derived relaxing factor and may have 

antiaggregan features (8, 9). NAC has been used successfully in the treatment 

of chronic bronchitis and fulminant liver failure after acetaminophen overdose 

(10, 11). 

In experimental conditions NAC protects the lung against reactive oxygen 

species in heart failure after induced warm ischemia and reperfusion (12, 13). 

There is a growing evidence regarding its beneficial effects on ameliorating lung 

ischemia-reperfusion injury (14). However its role in reducing lung damage after 

reperfusion has not been addressed yet. Therefore we studied the influence of 

the time of NAC administration and its anti-inflammatory effects in a model of 

lung ischemia followed by reperfusion.  
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MATERIAL AND METHODS  

 

Animal Model 

Animals weighing 250 – 300g were handled in accordance with the 

Animal Welfare Act and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

(NIH Publication 86-23, revised 1996). The Ethical Committee of the Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre approved the experimental protocols.  

Twenty-four rats were randomized into 4 groups (n = 6) according to the 

surgical procedure: the simulation group (SHAM), the ischemia-reperfusion 

group (IR), N-Acetylcysteine before ischemia (NAC-Pre) and N- Acetylcysteine 

after ischemia (NAC-Post). 

The animals were anesthetized with Isoflurane (50 ml/hour with 0.5L 

oxygen). The anesthesia was maintained with 7-10 ml/hour isoflurane. The rats 

were mechanically ventilated using a volumetric ventilator (Harvard Rodent 

Ventilator, model 683; Harvard Apparatus Co. Millis, MA, USA). The ventilator 

was set to a tidal volume of 8 ml/kg of body weight, a respiratory rate of 70-80 

breaths/min, a fraction of inspired oxygen of 0.2 (room air) and a positive end 

expiratory pressure of 2 cm H2O. The animals were submitted to a left 

thoracotomy, in the fifth intercostal space. Immediately preceding the selective 

arterial clamping, lung expansion was achieved through the occlusion of the 

expiratory valve for three inspiratory cycles to avoid atelectasis. During the 

clamping of the pulmonary hilum, the animal was maintained on mechanical 

ventilation.  

The mean systemic arterial pressure (MAP) was measured via 

cannulation of the right carotid artery (Sirecust 730; Siemens, Solna, Sweden). 
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The same cannula was used to collect blood samples for arterial blood gas 

analysis (Blood Gas Analyzer, Siemens Bayer 865, Siemens, Solna, Sweden). 

NAC was infused through the jugular vein. The mean systemic arterial pressure 

and the arterial blood gases were measured before the thoracotomy (baseline) 

for all groups and 2 hours after reperfusion in the IR and the IR/NAC groups.  

In the SHAM group, following tracheotomy and cannulation of the right 

carotid artery and jugular vein, the animals were subjected to a left thoracotomy 

in the fifth intercostal space, the pulmonary ligament was sectioned, and, 

subsequently, the left pulmonary hilum was isolated. In the SHAM group, the 

data from the MAP and arterial blood gas analysis were collected before the 

thoracotomy and 2 hours after a hilum manipulation. 

In the IR group, the same procedure was performed as described above. 

Afterwards, we clamped the left pulmonary hilum using a vascular microclip 

(Vicca Neuroclip, Cachoeirinha, RS, Brazil) for 45 minutes. In the NAC groups, 

we performed the same surgical procedure as previously described for the IR 

group. Five minutes before clamp, we administered 50 mg/kg of N-

acetylcysteine (NAC-Pre group), in the NAC-Post group we administered the 

same dose 5 minutes after release the clamp. After a 120 minutes period of 

reperfusion (IR and NAC groups) or observation (SHAM), the animals were 

euthanized. The left lung was removed and either stored at -80°C or in 10% 

formalin. 

The lungs were cut and divided for biochemical and protein analyses. For 

analysis of oxidative stress, 100 mg of tissue was added to 0.9 mL of buffer 

(140 mM KCl, 20 mM phosphate, pH 7.4) and homogenized with a micropestle 

in microtubes. After centrifugation at 2150.4 g for 10 minutes in a refrigerated 
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centrifuge (4°C), the supernatant was stored at −80°C for further analysis. For 

western blotting, a nuclear extraction protocol was used. Briefly, 100 mg of 

tissue was added to 0.6 ml of lysis buffer (25 mM HEPES, 1% Triton X-100, 

2 mM EDTA, 0.1 ml NaCl, 25 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate, and a 

protease inhibitor cocktail) and homogenized with a micropestle in microtubes. 

After centrifugation at 15,000 g for 10 minutes at 4°C, the supernatant was 

stored at −80°C for further analysis. 

 

Oxidative Stress 

 

Proteins 

 

The protein concentration in the homogenate was measured 

spectrophotometrically at 595 nm using the Bradford method (15). The values 

are expressed in mg/ml and were used in the calculations for the TBARS, 

Superoxide Dismutase and Western Blot analysis. 

 

Assessment of Lipid Peroxidation 

 

The TBARS technique consists of heating the homogenate with thiobarbituric 

acid to produce a colored product that is subsequently measured at 535 nm 

using a spectrophotometer. The change in color is due to the presence of 

malondialdehyde and other substances produced from lipid peroxidation in the 

biological material. Briefly, 0.25 ml of 10% trichloroacetic acid (TCA), 0.10 ml of 
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homogenate, 0.067 ml of 0.67% thiobarbituric acid (TBA), and 0.033 ml of 

distilled water were added to a tube, stirred, and then heated at 100°C. After the 

tubes cooled, 0.20 ml of n-butyl alcohol was added to extract the pigment. The 

tubes were then stirred and centrifuged for 10 minutes at 1110 g. A 0.20 ml 

aliquot of the supernatant was added to a 96-well plate. The absorbance of the 

samples was quantified on a spectrophotometer at 535 nm. The TBARS 

concentration was expressed in nmol/mg protein (16). 

 

Determination of Superoxide Dismutase (SOD) 

 

The technique used to measure SOD was based on the level of inhibition 

caused by the reaction of the enzyme with O−2. We used adrenaline in an 

alkaline medium to produce adrenochrome and O−2 (17). 

 

In a 96-well plate, we measured SOD activity in the reaction medium (50 mM 

glycine-NaOH, pH 10) and three samples containing different concentrations of 

homogenate. After addition of 10.5 µl epinephrine (60 mM, pH 2.0), the reaction 

was monitored for 2 min at 480 nm. The enzymatic activity was expressed in 

units SOD/mg protein. 
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Western Blots 

 

A total of 50 mg of protein was added to a buffer (60% glycerol, 2 M Tris, SDS, 

and 10% Pyrroline 0.5%) and incubated for four minutes at 100°C. After 

electrophoresis was performed (18) on a 9–12% polyacrylamide gel, the protein 

was transferred to a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (19). The 

membrane was washed with PBS contained 0.5% Tween 20 and then 

incubated in a blocking solution (5% skim milk powder and 0.5% Tween 20 in 

cold PBS) for 30 minutes. After washing, the membrane was incubated 

overnight at 4°C with the primary antibody. Next, the membrane was washed 

and incubated in the secondary antibody (HRP) for two hours at room 

temperature. After another wash, the protein was visualized using 

chemiluminescent detection (Chemiluminescent HRP Substrate), film, and a 

transiluminator (L-Pix Chemi molecular imaging - Loccus Biotechnology). β-

actin was used as a loading control. The results were quantified using 

LabImage 1D (Loccus Biotechnology) and are expressed as arbitrary units. 

 

Mieloperoxydase assay 

 

Myeloperoxidase (MPO) activity was measured according to Worthington 

enzyme manual (20). Whole ear tissue was homogenized in phosphate buffer 

(50 mmol/L) at pH = 6 containing 0.5 % hexadecyl trimethylammonium bromide 

(HTAB) (100 mg tissue/mL buffer) using a homogenizer (Ultra-turax T-25). The 

samples were sonicated for 10 s, freezing and thawing at 20 to 30 °C three 

times. After that, the samples were centrifuged at 12 000 r/min for 25 min at 4 
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°C and supernatant was used for MPO determination. In brief, 250 µL of sample 

was mixed with 625 µL of phosphate buffer (50 mmol/L, pH = 6) containing 

0.167 mg/mL O-dianisidine dihydrochloride and 125 µL hydrogen peroxide 

(0.000 5 %). The changes in absorbance at 460 nm were measured with 

spectrophotometer for two minutes. MPO activity was expressed as units/g of 

tissue (U/g tissue), one unit being defined as the degradation of 1 µmoL of 

peroxide per minute at 25°C. 

 

Lung Histology 

 

The lung tissue specimens were fixed in formalin and dehydrated, 

cleared, and embedded in paraffin. The specimens were cut into 5-µm serial 

sections and stained with hematoxylin-eosin. 

 

Statistical Analysis 

 

The groups were compared using an analysis of variance (ANOVA) 

followed by a post hoc Tukey test was performed using SPSS version 18.0 

(Statistical Package for Social Science). Two-way ANOVA was performed for 

blood gas analysis and PAM. The results are represented as the mean ± 

standard deviation. The statistical significance level was set as p<0.05. 

 

RESULTS 

There were no significant differences among the groups in terms of the 

blood gas analysis and the mean arterial pressure (Table 1). The quantity of 
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lipid peroxidation products at the end of reperfusion significantly increased in 

the IR and NAC-Pre groups (p<0.01) when compared to SHAM. NAC-Post 

although slight higher than SHAM group did not show any significant difference 

regarding TBARS quantification. However, when compared to IR group there 

was a significant difference (p<0.05) (Figure1). The activity of superoxide 

dismutase did not change significantly among the groups (Figure 1).  

Both phosphorylated p65 subunit of NF-κB and phosphorylated portion of 

IkB-α significantly increased in the IR and NAC-Pre groups when compared to 

SHAM (p<0.001) and NAC-Post groups (p<0.01) (Figure 2). Phosphorylated 

p65 subunit and IkB-α in the NAC-Pre group was also statistically lower when 

compared to IR group (p<0.01). There was a significant increase in TNF-α, IL-

1β and Cleaved Caspase 3 expression in the IR and NAC-Pre groups (p<0.001) 

when compared to SHAM and NAC-Post groups (Figure 3). Although TNF-α, IL-

1β and Cleaved Caspase 3 expression increased in the NAC-Pre group there 

was a significant lower expression when compared to the IR group (p<0.05).  

After reperfusion the expression of iNOS increased almost uniformly in all 

groups when compared to SHAM group (p<0.01). The nitrotyrosine expression 

increased in IR and NAC-Pre group when compared to SHAM and NAC-Post 

groups (p<0.001) (Figure 4). Nitrotyrosine in the NAC-Pre group was also 

statistically lower when compared to IR group (p<0.01).  

Neutrophil infiltration by Myeloperoxidase assay showed a significant 

increased in IR and NAC-Pre groups (p<0.01) when compared to SHAM and 

NAC-Post groups. NAC-Pre group had a significant MPO lower activity when 

compared to the IR group (p<0.05). 
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The histopathological analysis of the IR group lung tissues showed 

changes in lung morphology characterized by cellular infiltrates, a thickening of 

the alveolar septae and atelectasis, which were attenuated in both NAC groups, 

while SHAM group did not demonstrated alterations in the lung parenchyma 

(Figure 5).  

 

DISCUSSION 

 Our results showed that the utilization of NAC attenuates lung injury and 

prevents the release of inflammatory and oxidative mediators without sizeable 

changes in gas exchange. The use of NAC after the end of the ischemic period 

proved to be more effective than its administration at the beginning of the 

ischemic period, showing better lung protection against the deleterious effects 

of the ischemia-reperfusion injury. 

Studies using both animals and humans have investigated the effects of 

pharmacological interventions that attempt to reduce the IR injuries (21-25). Our 

IR model reproduces many of the features described by Chiang et al. and Lu et 

al., including inflammatory responses and structural lung damage (21-24).  

In our study, there were no significant changes related to mean arterial 

pressure and blood gas analyses, demonstrating that the use of NAC does not 

compromises neither pulmonary function nor hemodynamics. 

N-acetylcysteine is a thiolic compound that contains a sulfhydryl group 

donor, serving as a precursor of glutathione synthesis and inhibits the formation 

of ROS (26). Based on the results of the TBARS quantification analysis, NAC 

showed no increase in lipid peroxidation when used after the end of the 

observation period. This result demonstrates a protective effect of NAC against 
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oxidative stress after reperfusion. Similar results where observed by Zhang et al 

(27) who demonstrated a significant decrease of lipid peroxidation using NAC in 

similar model of IR. On the other hand, SOD activity did not alter using NAC. 

This drug is a potential exogenous antioxidant, and prevent ROS formation in 

others diseases (26). Additional protective effects of N-acetylcysteine may lie 

within the ability of this compound to reduce oxyradical-related oxidant 

processes by either directly interfering with the oxidants, or up-regulating 

antioxidant systems such as superoxide dismutase (28) or enhancing the 

catalytic activity of glutathione peroxidase (29). 

NAC was able to reduce the phosphorylation of p-65, IkB-α and 

consequently decrease the apoptotic and inflammatory responses. NAC-Post 

group exhibited a non-activation of these proteins and NAC-Pre group 

demonstrated a lower expression when compared to IR group. Similar findings 

were described by Erne et al using a model of lung transplantation where NAC 

was able to decrease NF-kB activation (30).  

Ischemia-reperfusion activates different pathways of cell death, which 

could be categorized as necrosis, apoptosis or autophagy-associated cell death 

(31). We found an increased expression of cleaved caspase 3 in the IR group. 

On the other hand, both NAC groups showed a lower expression of this protein, 

which was similar than the SHAM group, suggesting cellular protection after 

reperfusion (27). ROS can also change cell membrane components, which may 

induce cellular apoptosis. The apoptotic protective activity of NAC in our study 

could be a result of intracellular blockade of stress-activated kinases (32). The 

transcription factor NF-kB may modulate apoptosis during IR (33) and a non-
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activation of this protein in both NAC groups could explain the protection 

against apoptosis.  

NAC restores stocks of reduced glutathione, stimulates vasodilation by 

replacement of nitric oxide increasing sulfhydryl and promotes reduction of 

proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor alpha (TNF-α) (34). 

We demonstrated that both NAC groups had lower expression of TNF-α and IL-

1β than IR group, showing that they are able to reduce the inflammatory activity 

after reperfusion, with a more pronounced effect when administered after the 

end of the ischemic period.  

In our study, we observed that the iNOS expression was similar in IR and 

both NAC groups. Since, NAC was supposed to promote an induction of gene 

transcription of iNOS throught the increase of glutathione levels, we expected a 

considerable higher expression of iNOS in both NAC groups (34)(35). However, 

NAC did not potentiate the effects of IR injury using this model. Additionally, the 

lower expression of Nitrotyrosine in both NAC groups shows the antioxidant and 

anti-inflammatory NAC properties.  

In conclusion, the intravenous administration of NAC demonstrated 

protective properties against lung IR injury in our experimental model. Its use 

reduces the damage produced by oxidative stress, has anti-inflammatory 

activity and prevents apoptosis. Furthermore, the use of NAC just after 

reperfusion potentiates its protective effects showing to be the more effective 

period for its administration.  
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Table 1. The effects of ischemia on the mean arterial pressure and blood gas 

analyses. There were no significant difference among the groups. NS – non 

significant. 

 

p p p

Baseline Final Baseline Final Baseline Final

SHAM 153.8±31.2 139.9±26.9 NS 271.6±61.7 263.7±87.3 NS 52.3±10.1 54.3±17.1 NS

IR 133.3±25.5 119.08±30.8 264.6±75.3 257.9±68.3 45.5±8.5 46.9±9.2

NAC Pre 154.7±56.7 119.3±13.5 302.7±62.7 316.1±51.8 48.6±15.6 48.1±19.1

NAC Post 146.7±32.8 129.8±14.6 266.2±74.1 234.5±52.2 49.5±23.1 49.3±18,3

MAP PaO2 PaCO2
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Figure 1. Pulmonary lipid peroxidation at the end of reperfusion using TBARS 

assay were demonstrates a significant increase in IR and NAC-Pre groups 

(*p<0.01) when compared to SHAM group. NAC-Post Group showed lower 

increase in lipid peroxidation when compared the IR group (#p<0.05). SOD 

activity did show any difference among the groups. 
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Figure 2. The expression of phosphorylated p65 and IκB in lung tissues. An 

overexpression of p65 and IκB were found in the IR and NAC-Pre groups 

(*p<0.001) when compared to SHAM group. NAC-Pre and NAC-Post groups 

showed a lower expression when compared to IR group (# p<0.01).  
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Figure 3. Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α), Interleukin-1 Beta (IL-1β) and 

Cleaved Caspase 3 expression in lung tissues. The IR and NAC-Pre groups 

exhibited increased expression when compared to SHAM and NAC-Post groups 

(*p<0.01). NAC-Pre and NAC-Post groups presented a significantly reduced 

expression after reperfusion (# p<0.01) when compared the IR group. 
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Figure 4. The effects of NAC and IR on iNOS and Nitrotyrosine expression. 

INOS expression demonstrated a significant increase in the IR and both NAC 

groups (p<0.001) when compared to the SHAM group. There was a significant 

increase in the Nitrotyrosine expression after reperfusion in the IR and NAC-Pre 

groups (p<0.001) when compared with SHAM and NAC-Post groups. NAC-Pre 

group demonstrates a significant decreased (#p<0.01) when compared to the IR 

group.  
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Figure 5. Histopathological analysis (magnification 200x) showed cellular 

infiltrates, thickening of the alveolar septae and atelectasis in the IR group. The 

NAC-Post group showed less evident histological features than IR group. A – 

SHAM group; B – IR group; C – NAC-Pre group; D – NAC-Pre group. 
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6. Conclusões 

 
 

A administração sistêmica da NAC não apresenta efeito sobre os 

parâmetros hemodinâmicos e gasométricos, A NAC apresenta atividade 

antioxidante demonstrando efeito protetor ao pulmão após o período de 

isquemia. 

A expressão da iNOS não sofreu qualquer efeito quando da 

administração de NAC, enquanto a Nitrotirosina reduziu nos animais tratados 

com NAC, principalmente naqueles em que foi administrada no final do período 

isquêmico, demonstrando-se como um importante fator de proteção ao 

estresse nitrativo. 

A Caspase 3 e os fatores inflamatórios apresentaram menor expressão 

após a reperfusão nos animais tratados com NAC. Estes resultados 

demonstram que a NAC apresenta um papel protetor em relação a inflamação 

e morte celular após a reperfusão. Além disso, a NAC quando administrada 

após o término do período isquêmico potencializa este efeito protetor. 

A administração da NAC não alterou o parênquima pulmonar, pois não 

demonstra que a sua utilização altera a morfologia das células ou aumento os 

danos ocasionados após a reperfusão. 
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7. Considerações finais 
 

Verificamos que a administração endovenosa de N-acetilcisteína fornece 

proteção adicional aos pulmões quando submetidos a lesão de isquemia-

reperfusão em modelo experimental de roedores. A NAC mostrou-se eficiente 

na redução da resposta inflamatória e apoptose, além de proteger os pulmões 

do estresse oxidativo pós reperfusão. 

 

A utilização da NAC em dois diferentes tempos do período de isquemia 

mostrou uma significativa proteção pulmonar, porém quando administrada após 

o final do período isquêmico mostrou-se mais eficiente por reduzir ou inibir a 

expressão e/ou ativação de proteínas inflamatórias, além de apresentar uma 

melhor proteção contra a lipoperoxidação e menor alteração histológica no 

parênquima pulmonar. 

 

Com isso, sugerimos a utilização da N-acetilcisteína no final do período 

isquêmico como uma substância adicional para a proteção pulmonar contra os 

efeitos deletérios resultantes da lesão de isquemia-reperfusão. 
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