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Resumo
Objetivo: A ventilação mecânica (VM) por si própria pode contribuir diretamente para a lesão pulmonar. Assim, 
o objetivo do presente estudo foi investigar biomarcadores precoces relacionados ao equilíbrio oxidantes/
antioxidantes, estresse oxidativo e inflamação causados por VM de curta duração em pulmões de camundongos 
saudáveis. Métodos: Vinte camundongos C57BL/6 machos foram randomicamente divididos em dois grupos: 
VM, submetidos a VM com baixo volume corrente (VT, 6 mL/kg) por 30 min; e respiração espontânea (RE), 
utilizados como controles. Amostras de homogeneizados de pulmão foram testados quanto à atividade de 
enzimas antioxidantes, peroxidação lipídica e expressão de TNF-α. Resultados: Comparados ao grupo RE, houve 
uma redução significativa na atividade de superóxido dismutase (≈35%; p < 0,05) e aumento da atividade de 
catalase (40%; p < 0,01), glutationa peroxidase (500%; p < 0,001) e mieloperoxidase (260%; p < 0,001), ao 
passo que a razão glutationa reduzida/glutationa oxidada foi menor (≈50%; p < 0,05), e houve um aumento 
na atividade de expressão de TNF-α no grupo VM. O dano oxidativo, analisado como peroxidação lipídica, 
também aumentou no grupo VM (45%; p < 0.05). Conclusões: Nossos resultados demonstraram que VM de 
curta duração com baixa VT pode contribuir diretamente para a lesão pulmonar, gerando estresse oxidativo e 
inflamação em pulmões de camundongos saudáveis.

Descritores: Lesão pulmonar induzida por ventilação mecânica; Respiração artificial; Estresse oxidativo; 
Inflamação; Camundongos.

Abstract
Objective: Mechanical ventilation (MV) itself can directly contribute to lung injury. Therefore, the aim of the 
present study was to investigate early biomarkers concerning oxidant/antioxidant balance, oxidative stress, 
and inflammation caused by short-term MV in healthy mouse lungs. Methods: Twenty male C57BL/6 mice 
were randomly divided into two groups: MV, submitted to low tidal volume (VT, 6 mL/kg) MV for 30 min; and 
spontaneous respiration (SR), used as controls. Lung homogenate samples were tested regarding the activity 
of various antioxidant enzymes, lipid peroxidation, and TNF-a expression. Results: In comparison with the SR 
group, the MV group showed a significant decrease in the activity of superoxide dismutase (≈35%; p < 0.05), 
together with an increase in the activity of catalase (40%; p < 0.01), glutathione peroxidase (500%; p < 0.001), 
and myeloperoxidase (260%; p < 0.001), as well as a reduction in the glutathione/oxidized glutathione ratio 
(≈50%; p < 0.05) and an increase in TNF-a expression in the MV group. Oxidative damage, assessed by lipid 
peroxidation, was also greater in the MV group (45%; p < 0.05). Conclusions: Our results show that short-
term low VT MV can directly contribute to lung injury, generating oxidative stress and inflammation in healthy 
mouse lungs.

Keywords: Ventilator-induced lung injury; Respiration, artificial; Oxidative stress; Inflammation; Mice.
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animais do grupo VM foram então submetidos 
a VM com um ventilador de fluxo constante 
(Samay VR15, Universidad de la Republica, 
Montevidéu, Uruguai). Os animais do grupo RE 
foram submetidos a procedimento simulado 
(sedação, anestesia e intubação traqueal, porém 
sem VM). Conforme o protocolo, o VT foi ajustado 
para 6 mL/kg, com fluxo respiratório de 1 mL/s, 
FiO2 de 0,21 (com gás seco), FR de 100 ciclos/min e 
pressão expiratória final positiva de 3 cmH2O.(8) Os 
camundongos foram ventilados com ar ambiente. 
Após 30 min de VM ou RE, os camundongos 
foram imediatamente sacrificados.

Os espaços aéreos foram lavados com solução 
salina tamponada (500 µL) três vezes consecutivas 
(volume final = 1,2-1,5 mL). O fluido foi retirado 
e armazenado em gelo. Determinou-se o total 
de células mononucleares e polimorfonucleares 
por meio de um contador (Zi Coulter; Beckman 
Coulter, Carlsbad, CA, EUA). Contagens diferenciais 
de células foram realizadas em preparações de 
citocentrífuga (Shandon, Waltham, MA, EUA) 
coradas com Diff-Quik (Baxter Dade, Dudingen, 
Suíça). Pelo menos 200 células por amostra de LBA 
foram contadas utilizando critérios morfológicos 
convencionais.

O ventrículo direito foi submetido a perfusão 
com soro fisiológico a fim de remover o sangue. Os 
pulmões foram removidos e então homogeneizados 
em gelo com PBS (pH = 7,3) a 10% (p/v) por 
meio de um homogeneizador Ultra-Turrax T8 
(IKA, Toronto, Ontário, Canadá). Em seguida, os 
pulmões foram centrifugados a 3.000 g durante 
5 min. Os sobrenadantes foram mantidos a 20 °C 
para análise de proteínas. O conteúdo proteico 
total das amostras de LBA e de homogeneizados 
de pulmão foi determinado por meio do método 
de Bradford.

A fim de avaliar se a VM resultou em 
desequilíbrio redox, as enzimas catalase, superóxido 
dismutase, glutationa peroxidase, glutationa 
reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) 
foram analisadas espectrofotometricamente 
nos homogeneizados de pulmão. A atividade 
da catalase foi medida pela taxa de diminuição 
da concentração de H2O2 a 240 nm.(9) A atividade 
da enzima superóxido dismutase foi medida pela 
inibição da auto-oxidação da adrenalina com 
absorbância a 480 nm.(10) A atividade da glutationa 
peroxidase foi medida por meio do monitoramento 
da oxidação de NADPH a 340 nm na presença 
de H2O2.

(11) Os homogeneizados de pulmão foram 

Introdução

O estresse oxidativo resulta de um desequilíbrio 
entre oxidantes e antioxidantes, favorecendo os 
oxidantes. Os pulmões têm um sistema antioxidante 
bem desenvolvido a fim de se proteger contra a 
exposição a oxidantes, que pode levar a maior 
oxidação de proteínas, DNA e lipídios.(1) Enzimas 
antioxidantes essenciais, tais como catalase, 
superóxido dismutase e glutationa peroxidase, 
oferecem proteção contra o dano induzido por 
superóxido e peróxido de hidrogênio. A participação 
do estresse oxidativo em doenças pulmonares, 
tais como DPOC, lesão pulmonar aguda e asma, 
tem sido muito citada na literatura científica.(2-4)

Demonstrou-se recentemente que protocolos 
de ventilação mecânica (VM) estendida — isto 
é, com volume corrente (VT) elevado — têm 
efeitos pró-inflamatórios e oxidativos e podem 
comprometer a função pulmonar, principalmente 
por meio de estresse mecânico sobre o tecido 
pulmonar.(5,6) Por isso, um VT mais fisiológico (4-6 
mL/kg, conforme sugerido pela ARDS Network) 
também tem sido usado, porém não foi capaz 
de reduzir a resposta inflamatória em pulmões 
saudáveis.(7)

Os biomarcadores subjacentes ao estresse 
oxidativo com VT fisiológico ainda não estão 
claros. Portanto, o objetivo do presente estudo 
foi investigar biomarcadores precoces relacionados 
ao equilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, 
ao estresse oxidativo e à inflamação causados 
por VM de curta duração em pulmões saudáveis 
de camundongos.

Métodos

Todos os procedimentos envolvendo animais 
foram realizados de acordo com a lei brasileira de 
experimentação animal (Lei Arouca, no. 11.794, 
8 de outubro de 2008) e foram aprovados pelo 
Comitê de Tratamento e Uso de Animais da 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
no Rio de Janeiro (RJ). Compramos vinte 
camundongos C57BL/6 machos (8 semanas de 
idade; peso = 20-24 g) do Instituto de Veterinária 
da Universidade Federal Fluminense, em Niterói 
(RJ). Os animais foram divididos aleatoriamente 
em dois grupos, com 10 animais cada: grupo 
VM e grupo respiração espontânea (RE).

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg/
kg i.p.), anestesiados com pentobarbital (20 mg/
kg i.p.) e submetidos a intubação traqueal. Os 
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e expostas a filme fotossensível. A coloração de 
Ponceau foi realizada como controle de carga.

A normalidade de todos os dados foi testada 
por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os 
dados foram expressos em médias ± ep da média. 
Os dados paramétricos foram comparados por 
meio do teste t de Student não pareado. Os 
dados não paramétricos foram comparados por 
meio do teste de Wilcoxon. Valores de p < 0,05 
foram considerados significantes.

Resultados

Primeiro testamos se a VM durante 30 min 
seria capaz de iniciar uma resposta inflamatória 
em pulmões de camundongos. Houve um 
aumento significativo da expressão de TNF-α 
nos homogeneizados de pulmão após 30 min de 
VM (Figura 1). Além disso, medimos a atividade 
da mieloperoxidase, que é o resultado de ativação 
de neutrófilos (Tabela 1). Houve um aumento 
de quatro vezes na atividade da mieloperoxidase 
no grupo VM em comparação com o grupo RE 
(p < 0,001).

Após 30 min de VM, houve um aumento de 
uma vez na concentração total de proteínas (grupo 
RE: 0,06 ± 0,01 g/dL e grupo VM: 0,117 ± 0,010 g/
dL; p < 0,01) no lavado broncoalveolar; entretanto, 
não houve alterações nos homogeneizados de 
tecido (grupo RE: 0,23 ± 0,05 g/dL e grupo VM: 
0,22 ± 0,05 g/dL; p > 0,05). Posteriormente, 
medimos a atividade antioxidante a fim de 
determinar se a VM poderia causar desequilíbrio 

acidificados com ácido 5-sulfossalicílico a 5% 
(1:1) para a análise de GSH e GSSG.(12)

A concentração de malondialdeído foi medida 
por meio da quantificação de thiobarbituric 
acid reactive substances (TBARS, substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico).(13) Amostras 
de homogeneizados de órgão (400  µL) 
foram desproteinizadas com 800 µL de ácido 
tricloroacético a 10% e centrifugadas a 900 g 
durante 10 min. Depois disso, 1.000 µL de 
sobrenadantes foram misturados a 1.000 µL 
de TBARS a 0,67%. A mistura foi aquecida 
durante 60  min em água fervente e então 
resfriada. A absorbância da fase orgânica 
contendo o cromógeno rosa foi medida 
espectrofotometricamente a 532 nm. O método 
foi padronizado com concentrações crescentes de 
malondialdeído. Os equivalentes do malondialdeído 
foram expressos em nmol/mg de proteína.

A atividade da mieloperoxidase foi 
medida por meio do uso de H2O2, brometo 
de hexadeciltrimetilamônio (BHTA) e 
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB).(14) Inicialmente, 
100 µL de amostras de homogeneizados de órgão 
foram centrifugados com 900 µL de BHTA a 
14.000 g durante 15 min. Depois disso, 75 µL 
do sobrenadante foram incubados com 5 µL 
de TMB durante 5 min a 37 °C. A mistura foi 
então incubada com 50 µL de H2O2 a 37 °C 
durante 10 min, após os quais foram adicionados 
125 µL de solução tampão de acetato de sódio. 
A reação foi lida em um espectrofluorímetro de 
multiplacas (modelo 550; Bio-Rad, Hercules, CA, 
EUA) a 630 nm. O método foi padronizado com 
concentrações crescentes de mieloperoxidase. A 
atividade da mieloperoxidase foi expressa em 
mU/mg de proteína.

Proteínas de homogeneizados de tecido foram 
separadas por PAGE e transferidas para membranas 
de nitrocelulose (100 V durante 3 h a 4 °C). As 
membranas foram então lavadas e bloqueadas em 
PBS-Tween contendo leite desnatado a 5% e Tween 
a 0,05% durante 2 h e posteriormente incubadas 
para detecção de TNF-α por meio de anticorpo 
primário específico de cabra anticamundongo 
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
EUA). As membranas foram então incubadas com 
conjugado de HRP-anticorpo (1:2.000) direcionado 
contra o anticorpo primário durante 2 h. As 
membranas foram então tratadas com agentes 
quimioluminescentes (luminol e enhancer; ECL 
Plus; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA) 

Figura 1 - Expressão de TNF-α nos grupos respiração 
espontânea (RE) e ventilação mecânica (VM). O grupo 
VM apresentou aumento da expressão de TNF-α em 
comparação com o grupo RE. A coloração de Ponceau 
foi usada como controle de carga.
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que há relação entre o aumento da atividade 
mitocondrial da NADPH oxidase e a produção 
de ERO em células endoteliais em resposta a 
estiramento mecânico, sinalizando a ativação 
de respostas inflamatórias.(18)

Sabe-se muito bem que o TNF-α é uma citocina 
inflamatória precoce que posteriormente regula 
tanto a infiltração precoce de neutrófilos como 
o recrutamento de eosinófilos para o pulmão 
e espaço aéreo, produzido por outras células 
inflamatórias, tais como macrófagos, ou por 
meio de mecanismos de mecanotransdução.(19) 
Em estudos prévios, relatou-se que os níveis de 
TNF-α não se modificaram após 2 h de VM.(20) 
Diante do fato de que a expressão de TNF-α 
aumentou significativamente nos homogeneizados 
de pulmão do grupo VM, acreditamos que a 
VM de curta duração com VT baixo foi capaz de 
iniciar a resposta inflamatória nos pulmões de 
camundongos. O elevado conteúdo proteico do 
lavado broncoalveolar e o aumento da atividade 
da mieloperoxidase(21) podem dar respaldo a essa 
afirmação a respeito do grupo VM. Acreditamos que 
o uso de uma variedade distinta de camundongo 
pode ser responsável por essas diferenças, já 
que demonstramos, em um estudo prévio, que 
camundongos C57BL/6 são mais suscetíveis a 
dano oxidativo que camundongos suíços.(4)

Relatou-se anteriormente que a VM é um 
modulador de estresse oxidativo não só nos 
pulmões,(22) mas também em outros órgãos,(23) e 
que o nuclear factor (erythroid-derived-2)-related 
factor-2 (NRF-2), um fator de transcrição ativado 
por sinal para enzimas antioxidantes, desempenha 
um papel crítico no estresse oxidativo.(24) No 
presente estudo, acreditamos que dois processos 
principais participaram da lesão pulmonar causada 
por VM: estresse oxidativo e inflamação. Sabe-se 
que a VM aumenta tanto o recrutamento de 
neutrófilos como a atividade da mieloperoxidase 

de oxirredução no tecido pulmonar (Tabela 1). 
Houve redução da atividade da enzima superóxido 
dismutase (p < 0,05) e aumento da atividade da 
catalase no grupo VM (p < 0,01) em comparação 
com o grupo RE. Houve um aumento de cinco 
vezes na atividade da glutationa peroxidase (p 
< 0,001) em comparação com o grupo RE, bem 
como uma diminuição de 50% da relação GSH/
GSSG no grupo VM (p < 0,05).

Confirmamos que a VM causou dano oxidativo 
em pulmões saudáveis (Tabela 1). Em comparação 
com o grupo RE, houve um aumento de 45% nos 
níveis de malondialdeído no grupo VM 30 min 
após a aplicação do protocolo de VM.

Discussão

Demonstramos que 30 min de VM com um 
VT de 6,0 mL/kg causaram liberação de TNF-α, 
peroxidação lipídica e estresse oxidativo em 
pulmões saudáveis de camundongos. Até onde 
sabemos, trata-se do primeiro estudo a descrever 
os marcadores inflamatórios precoces e os 
marcadores de desequilíbrio redox com o uso 
de um VT mais fisiológico em pulmões saudáveis 
de camundongos.

Foram descritos na literatura os efeitos 
danosos da VM causados por forças mecânicas. 
Estudos demonstraram que células endoteliais 
cisalhadas produzem mediadores inflamatórios, 
incluindo a liberação de TNF-α mediado por 
fator nuclear kappa B,(15) e que mecanismos de 
mecanotransdução, nos quais o citoesqueleto 
transmite tensões diretamente a organelas internas, 
estão envolvidos na produção de espécies reativas 
de oxigênio (ERO) e na sinalização de proteínas 
de adesão, tais como a P-selectina.(16,17) Embora 
seja ainda necessário elucidar os mecanismos 
subjacentes à mecanotransdução que induz 
a produção de ERO nos pulmões, relatou-se 

Tabela 1 - Análises bioquímicas em homogeneizados de pulmão nos grupos estudados.a

Variável Grupo p*
RE VM

SOD, U/mg de proteína 316,5 ± 25,14 209,06 ± 7,49 < 0,05
CAT, U/mg de proteína 5,16 ± 0,42 7,15 ± 0,35 < 0,01
GPx, mM/mg de proteína 2,72 ± 0,17 12,74 ± 1,18 < 0,001
Relação GSH/GSSG 2,08 ± 0,12 1,03 ± 0,54 < 0,05
MDA, nmol/mg de proteína 0,75 ± 0,04 1,10 ± 0,12 < 0,05
MPO, mU/mg de proteína 5,74 ± 0,57 20,70 ± 1,62 < 0,001
RE: respiração espontânea; VM: ventilação mecânica; SOD: atividade da enzima superóxido dismutase; CAT: atividade da 
catalase; GPx: atividade da glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MDA: malondialdeído; 
e MPO: atividade da mieloperoxidase. aValores expressos em médias ± ep da média. *Teste t de Student.
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em vez de ser totalmente inativada pela catalase, 
conforme indicado pela redução da atividade da 
catalase no grupo VM. Ademais, nossos dados 
indicam uma possível ação de ERO induzindo 
peroxidação lipídica, o que pode ter resultado em 
aumento dos níveis de malondialdeído no grupo 
VM. A fim de contrabalançar a ação oxidativa 
de lipídios reativos, a atividade da glutationa 
peroxidase também aumenta e, por sua vez, a 
relação GSH/GSSG diminui.

A VM de curta duração com VT baixo induziu 
não apenas inflamação, mas também desequilíbrio 
redox e dano oxidativo em pulmões saudáveis 
de camundongos. Nosso modelo possibilita o 
estudo dos biomarcadores precoces de resposta 
oxidativa que se encontram subjacentes à VM; 
entretanto, o modelo apresenta limitações. Não 
se pode descartar o fato de que a situação de 
estresse oxidativo possa ser transitória nesse 
modelo e, portanto, não necessariamente resultar 
em alterações na histoarquitetura nos pulmões 
de camundongos. Além disso, é possível que o 
mecanismo de reparo e os antioxidantes sejam 
ativados simultaneamente para contrabalancear 
o aumento intenso de mieloperoxidase e TNF-α 
a fim de atingir um novo equilíbrio redox antes 
que uma alteração da função/morfologia “normal” 
possa ser detectada. O status pró-inflamatório foi 
analisado apenas como expressão de TNF-α. As 
outras citocinas e reguladores de inflamação, tais 
como o fator nuclear kappa B e activator protein 
1, devem ser considerados em estudos futuros. 
Além disso, o NRF-2, responsável pela liberação 
de enzimas antioxidantes e pela regulação do 
desequilíbrio redox, deve ser mais bem estudado. 
No que tange a parâmetros de VM, já que no 
presente estudo não se utilizou ar umidificado 
e tampouco foram medidas a PaO2 e a pressão 
arterial, é possível que alguns dos parâmetros 
inflamatórios e de estresse oxidativo analisados 
tenham sido o resultado de hipóxia relacionada 
à eficiência da VM. Entretanto, vários autores 
especularam que o atelectrauma pode desempenhar 
um papel na lesão pulmonar induzida por VM 
devido ao baixo VT, já que partes do pulmão 
podem passar por vários períodos hipoxêmicos 
durante a VM.(30) Portanto, o baixo VT pode ter 
resultado em volumes inadequados de ventilação, 
causando hipóxia tecidual. Com um VT baixo, 
é possível que a troca gasosa seja impedida 
pela ventilação do espaço morto. É possível que 
volumes pequenos não levem a troca adequada 

em animais e humanos.(25) A mieloperoxidase é 
liberada principalmente por neutrófilos ativados, 
o que também se caracteriza por propriedades 
pró-oxidativas e pró-inflamatórias poderosas. Além 
disso, a mieloperoxidase catalisa a produção de 
oxidantes potentes, tais como o ácido hipocloroso, 
e das espécies nitrantes (dióxido de nitrogênio a 
partir de nitrito).(26) Portanto, é mais provável que 
ocorra dano oxidativo em um ambiente em que 
se constate elevada atividade de mieloperoxidase.

A associação entre oxidação lipídica nos 
pulmões e VM foi relatada previamente.(27) No 
presente estudo, a quantidade de aldeídos derivados 
de peroxidação aumentou nos homogeneizados 
de pulmão 30 min após a VM. Devido a sua 
estabilidade, os aldeídos derivados de peroxidação 
lipídica podem ser difundidos na célula ou mesmo 
escapar dela e atacar alvos distantes do local do 
evento original de radical livre.

Já que relatamos que não houve alterações 
histológicas na barreira alveolocapilar em modelos 
de VM com VT baixo (dados não apresentados), 
sugerimos que tanto o recrutamento de células 
alveolares induzido por estresse mecânico como 
níveis reduzidos de oxigenação tecidual podem 
ter desempenhado papéis importantes no processo 
de estresse oxidativo precoce em nosso modelo. 
No que tange a mecanismos pró-oxidantes, 
demonstrou-se que em condições de hipóxia e 
estresse por cisalhamento, as células pulmonares 
respondem a estímulos danosos produzindo ERO, 
tais como superóxido (O2

−), por meio de NADPH 
ou de aumentos de xantina oxidase, levando à 
formação de peroxinitrito (ONOO−) se óxido nítrico 
estiver presente no ambiente, principalmente 
em componentes da barreira alveolocapilar.(28)

Verificamos uma diminuição significativa da 
atividade da enzima superóxido dismutase no 
grupo VM. É possível que a redução da atividade 
da enzima superóxido dismutase se deva, em 
parte, à perda de atividade enzimática específica, 
conforme observado pela ação de oxidantes. 
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da enzima superóxido dismutase possa ter um 
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− nos 
pulmões. Entretanto, é possível que O2

− tenha 
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rápida que a da dismutação de O2

− por superóxido 
dismutase.(29) Além disso, no presente estudo, o 
aumento da produção de H2O2 pode ter servido 
principalmente de substrato para a mieloperoxidase 
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de ar nos alvéolos se estes estiverem próximos ao 
espaço morto. Embora não possamos descartar a 
possibilidade de que o baixo VT tenha levado a 
hipóxia, devido principalmente à ventilação do 
espaço morto, não acreditamos que este tenha 
sido o principal motivo do estresse oxidativo e 
da inflamação. Outros problemas relacionados 
à hipóxia incluem baixa FiO2 e o uso de ar não 
umidificado. Juntas, essas limitações não invalidam 
nosso estudo; ao contrário, abrem o campo de 
estudo do estresse oxidativo e da inflamação 
durante a VM em pulmões de camundongos.

Não podemos afirmar que nosso modelo de 
lesão pulmonar induzida por VM tenha efeito 
direto sobre o estresse oxidativo/inflamação. 
É possível que a VM induza um processo de 
estresse mecânico, que é seguido de estresse 
oxidativo e inflamação. Isso deve ser investigado 
em estudos futuros. Entretanto, os profissionais 
da área de saúde devem estar cientes do fato 
de que a ventilação protetora precoce utilizada 
como abordagem terapêutica pode também 
causar estresse oxidativo precoce. Além disso, 
a modulação da resposta inflamatória precoce 
e da resposta oxidativa precoce pode oferecer 
estratégias para reduzir a lesão pulmonar induzida 
por VM.
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