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Karla Maria Pereira Pires, Adriana Correa Melo, Manuella Lanzetti,
Natalia Vasconcelos Casquilho, Walter Araujo Zin,
Luis Cristovao Porto, Samuel Santos Valenca

Resumo

Objetivo: A ventilacdo mecénica (VM) por si propria pode contribuir diretamente para a lesdo pulmonar. Assim,
o objetivo do presente estudo foi investigar biomarcadores precoces relacionados ao equilibrio oxidantes/
antioxidantes, estresse oxidativo e inflamacdo causados por VM de curta duragdo em pulmdes de camundongos
saudaveis. Métodos: Vinte camundongos C57BL/6 machos foram randomicamente divididos em dois grupos:
VM, submetidos a VM com baixo volume corrente (V,, 6 mL/kg) por 30 min; e respiracdo espontinea (RE),
utilizados como controles. Amostras de homogeneizados de pulméo foram testados quanto a atividade de
enzimas antioxidantes, peroxidacdo lipidica e expressido de TNF-c.. Resultados: Comparados ao grupo RE, houve
uma reducdo significativa na atividade de superdxido 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 razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada foi menor (=50%; p < 0,05), e houve um aumento
na atividade de expressdo de TNF-a no grupo VM. O dano oxidativo, analisado como peroxidagdo lipidica,
também aumentou no grupo VM (45%; p < 0.05). Conclusdes: Nossos resultados demonstraram que VM de
curta duragdo com baixa V. pode contribuir diretamente para a lesdo pulmonar, gerando estresse oxidativo e
inflamacdo em pulmées de camundongos saudaveis.

Descritores: Lesdo pulmonar induzida por ventilagdo mecanica; Respiracdo artificial; Estresse oxidativo;
Inflamac¢do; 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-o 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-o. 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 V.. 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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Introducdo

0 estresse oxidativo resulta de um desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes, favorecendo os
oxidantes. Os pulmdes tém um sistema antioxidante
bem desenvolvido a fim de se proteger contra a
exposicdo a oxidantes, que pode levar a maior
oxidaciio de proteinas, DNA e lipidios.!” Enzimas
antioxidantes essenciais, tais como catalase,
superdxido dismutase e glutationa peroxidase,
oferecem protecdo contra o dano induzido por
superoxido e peroxido de hidrogénio. A participacio
do estresse oxidativo em doengas pulmonares,
tais como DPOC, lesdo pulmonar aguda e asma,
tem sido muito citada na literatura cientifica.?¥

Demonstrou-se recentemente que protocolos
de ventilagdo mecanica (VM) estendida — isto
¢, com volume corrente (V,) elevado — tém
efeitos pro-inflamatorios e oxidativos e podem
comprometer a funcdo pulmonar, principalmente
por meio de estresse mecanico sobre o tecido
pulmonar.®® Por isso, um V, mais fisioldgico (4-6
mL/kg, conforme sugerido pela ARDS Network)
também tem sido usado, porém nio foi capaz
de reduzir a resposta inflamatoria em pulmdoes
saudaveis.”

Os biomarcadores subjacentes ao estresse
oxidativo com V_ fisioldgico ainda ndo estdo
claros. Portanto, o objetivo do presente estudo
foi investigar biomarcadores precoces relacionados
ao equilibrio entre oxidantes e antioxidantes,
ao estresse oxidativo e a inflamacdo causados
por VM de curta duracdo em pulmdes saudaveis
de camundongos.

Métodos

Todos os procedimentos envolvendo animais
foram realizados de acordo com a lei brasileira de
experimentacdo animal (Lei Arouca, no. 11.794,
8 de outubro de 2008) e foram aprovados pelo
Comité 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 Veterinaria
da Universidade Federal Fluminense, em Niteroi
(RJ). Os animais foram divididos aleatoriamente
em dois grupos, com 10 animais cada: grupo
VM e grupo respiracio espontanea (RE).

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg/
kg i.p.), anestesiados com pentobarbital (20 mg/
kg i.p.) e submetidos a intubacio traqueal. Os

animais do grupo VM foram entdo 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
(sedacdo, anestesia e intubacéo traqueal, porém
sem VM). Conforme o protocolo, o V., foi ajustado
para 6 mL/kg, com fluxo respiratorio de 1 mL/s,
Fi0, de 0,21 (com gas seco), FR de 100 ciclos/min e
pressao expiratdria final positiva de 3 cmH,0.® Os
camundongos foram ventilados com ar ambiente.
Apo6s 30 min de VM ou RE, os camundongos
foram imediatamente sacrificados.

Os espacos aéreos foram lavados com solucéo
salina tamponada (500 pL) trés 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 preparacdes de
citocentrifuga (Shandon, Waltham, MA, EUA)
coradas com Diff-Quik (Baxter Dade, Dudingen,
Suica). Pelo menos 200 células por amostra de LBA
foram contadas utilizando critérios morfologicos
convencionais.

0 ventriculo direito foi submetido a perfusdo
com soro fisioldgico a fim de remover o sangue. Os
pulmdes foram removidos e entdo homogeneizados
em gelo com PBS (pH = 7,3) a 10% (p/v) por
meio de um homogeneizador Ultra-Turrax T8
(IKA, Toronto, Ontario, Canada). Em seguida, os
pulmdes foram centrifugados a 3.000 g durante
5 min. Os sobrenadantes foram mantidos a 20 °C
para andlise de proteinas. O conteudo proteico
total das amostras de LBA e de homogeneizados
de pulmao foi determinado por meio do método
de Bradford.

A fim de avaliar se a VM resultou em
desequilibrio redox, as enzimas catalase, superdxido
dismutase, glutationa peroxidase, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG)
foram analisadas espectrofotometricamente
nos homogeneizados de pulmdo. A atividade
da catalase foi medida pela taxa de diminuicio
da concentragdo de H,0, a 240 nm.” A atividade
da enzima superoxido dismutase foi medida pela
inibicdo da auto-oxidagdo da adrenalina com
absorbéncia a 480 nm."? A atividade da glutationa
peroxidase foi medida por meio do monitoramento
da oxidacdo de NADPH a 340 nm na presenca
de H,0,." Os homogeneizados de pulméo foram
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acidificados com acido 5-sulfossalicilico a 5%
(1:1) para a analise de GSH e GSSG.(?

A concentracdo de malondialdeido foi medida
por meio da quantificacdo de thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS, substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico)."® Amostras
de homogeneizados de orgdo (400 pl)
foram desproteinizadas com 800 pL de acido
tricloroacético a 10% e centrifugadas a 900 g
durante 10 min. Depois disso, 1.000 pL de
sobrenadantes foram misturados a 1.000 pL
de TBARS a 0,67%. A mistura foi aquecida
durante 60 min em agua fervente e entdo
resfriada. A absorbdncia da fase organica
contendo o cromogeno rosa foi medida
espectrofotometricamente a 532 nm. O método
foi padronizado com concentracdes crescentes de
malondialdeido. Os equivalentes do malondialdeido
foram expressos em nmol/mg de proteina.

A atividade da mieloperoxidase foi
medida por meio do uso de H,0,, brometo
de hexadeciltrimetilamonio  (BHTA) e
3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB).('¥ Inicialmente,
100 pL de amostras de homogeneizados de 6rgdo
foram centrifugados com 900 pL de BHTA a
14.000 g durante 15 min. Depois disso, 75 pL
do sobrenadante foram incubados com 5 pL
de TMB durante 5 min a 37 °C. A mistura foi
entdo incubada com 50 pL de H,0, a 37 °C
durante 10 min, apos os quais foram adicionados
125 pL de solucdo tampéo de acetato de sodio.
A reacgdo foi lida em um espectrofluorimetro de
multiplacas (modelo 550; Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA) a 630 nm. O método foi padronizado com
concentragoes crescentes de mieloperoxidase. A
atividade da mieloperoxidase foi expressa em
mU/mg de proteina.

Proteinas 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 entdo lavadas e bloqueadas em
PBS-Tween contendo leite desnatado a 5% e Tween
a 0,05% durante 2 h e posteriormente incubadas
para deteccdo de TNF-o por meio de anticorpo
primario especifico de cabra anticamundongo
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA). As membranas foram entdo incubadas com
conjugado de HRP-anticorpo (1:2.000) direcionado
contra o anticorpo primdario durante 2 h. As
membranas foram entdo tratadas com agentes
quimioluminescentes (luminol e enAancer, ECL
Plus; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA)

J Bras Pneumol. 2012;38(1):98-104

Pires KMP, Melo AC, Lanzetti M, Casquilho NV, Zin WA, Porto LC et al.

e expostas a filme fotossensivel. A coloracdo 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 ndo pareado. Os
dados ndo 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 inflamatdria
em pulmdes de camundongos. Houve um
aumento significativo da expressdo de TNF-o.
nos homogeneizados de pulmao apo6s 30 min de
VM (Figura 1). Além disso, medimos a atividade
da mieloperoxidase, que ¢ o resultado de ativagdo
de neutrofilos (Tabela 1). Houve um aumento
de quatro vezes na atividade da mieloperoxidase
no grupo VM em comparagdo com o grupo RE
(p < 0,001).

Apo6s 30 min de VM, houve um aumento de
uma vez na concentracdo total de proteinas (grupo
RE: 0,06 + 0,01 g/dL e grupo VM: 0,117 + 0,010 g/
dL; p < 0,01) no lavado broncoalveolar; entretanto,
ndo houve alteragdes 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 desequilibrio
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Figura 1 - Expressao de TNF-o nos grupos respiracdo
espontanea (RE) e ventilagdo mecénica (VM). O grupo
VM apresentou aumento da expressdo de TNF-o. em
comparacdo com o grupo RE. A coloracdo de Ponceau
foi usada como controle de carga.
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Tabela 1 - Andlises bioquimicas em homogeneizados de pulmdo nos grupos estudados.?

Variavel Grupo p*
RE VM

SOD, U/mg de proteina 316,5 + 25,14 209,06 + 7,49 < 0,05
CAT, U/mg de proteina 516 + 0,42 7,15 + 0,35 < 0,01
GPx, mM/mg de proteina 2,72 + 0,17 12,74 + 1,18 < 0,001
Relacio GSH/GSSG 2,08 + 0,12 1,03 + 0,54 < 0,05
MDA, nmol/mg de proteina 0,75 + 0,04 1,10 + 0,12 < 0,05
MPO, mU/mg de proteina 5,74 + 0,57 20,70 + 1,62 < 0,001

RE: respiracdo espontanea; VM: ventilacdo mecénica; SOD: atividade da enzima superoxido dismutase; CAT: atividade da
catalase; GPx: atividade da glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MDA: malondialdeido;
e MPO: atividade da mieloperoxidase. “Valores expressos em médias + ep da média. *Teste t de Student.

de oxirreducido no tecido pulmonar (Tabela 1).
Houve reducéo da atividade da enzima superdxido
dismutase (p < 0,05) e aumento da atividade da
catalase no grupo VM (p < 0,01) em comparacido
com o grupo RE. Houve um aumento de cinco
vezes na atividade da glutationa peroxidase (p
< 0,001) em comparagdo com o grupo RE, bem
como uma diminuicdo de 50% da relagdo GSH/
GSSG no grupo VM (p < 0,05).

Confirmamos que a VM causou dano oxidativo
em pulmaes saudaveis (Tabela 1). Em comparagio
com o grupo RE, houve um aumento de 45% nos
niveis de malondialdeido no grupo VM 30 min
apos a aplicacdo do protocolo de VM.

Discussiao

Demonstramos que 30 min de VM com um
V. de 6,0 mL/kg causaram liberacio de TNF-q,
peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo em
pulmdes saudaveis de camundongos. Até onde
sabemos, trata-se do primeiro estudo a descrever
os marcadores inflamatorios precoces e os
marcadores de desequilibrio redox com o uso
de um V, mais fisiologico em pulmdes sauddveis
de camundongos.

Foram descritos na literatura os efeitos
danosos da VM causados por forcas mecanicas.
Estudos demonstraram que células endoteliais
cisalhadas produzem mediadores inflamatorios,
incluindo a liberacdo de TNF-o. mediado por
fator nuclear kappa B," e que mecanismos de
mecanotransdugdo, nos quais o citoesqueleto
transmite tensdes diretamente a organelas internas,
estdo envolvidos na producéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e na sinalizacio de proteinas
de adesdo, tais como a P-selectina.'®'” Embora
seja ainda necessario elucidar os mecanismos
subjacentes a mecanotransducido que induz
a producido de ERO nos pulmdes, relatou-se

que ha relacdo entre o aumento da atividade
mitocondrial da NADPH oxidase e a producéo
de ERO em células endoteliais em resposta a
estiramento mecanico, sinalizando a ativacio
de respostas inflamatorias.!'¥

Sabe-se muito bem que o TNF-o. ¢ uma citocina
inflamatoria precoce que posteriormente regula
tanto a infiltracdo precoce de neutrdfilos como
o recrutamento de eosinofilos para o pulmao
e espago aéreo, produzido por outras células
inflamatdrias, tais como macréfagos, ou por
meio de mecanismos de mecanotransducio.’
Em estudos prévios, relatou-se que os niveis de
TNF-o ndo se modificaram apos 2 h de VM.
Diante do fato de que a expressdo de TNF-o
aumentou significativamente nos homogeneizados
de pulméo do grupo VM, acreditamos que a
VM de curta duragdo com V, baixo foi capaz de
iniciar a resposta inflamatdria nos pulmées de
camundongos. O elevado conteudo proteico do
lavado broncoalveolar e o aumento da atividade
da mieloperoxidase®” podem dar respaldo a essa
afirmacio a respeito do grupo VM. Acreditamos que
o uso de uma variedade distinta de camundongo
pode ser responsavel por essas diferencas, ja
que demonstramos, em um estudo prévio, que
camundongos C57BL/6 sdo mais suscetiveis a
dano oxidativo que camundongos suicos.”

Relatou-se anteriormente que a VM ¢ um
modulador de estresse oxidativo ndo sé nos
pulmdes,?? mas também em outros 6rgios,?” e
que o nuclear factor (erythroid-derived-2)-related
factor-2 (NRF-2), um fator de transcricdo ativado
por sinal para enzimas antioxidantes, desempenha
um papel critico no estresse oxidativo.?¥ No
presente estudo, acreditamos que dois processos
principais participaram da lesdo pulmonar causada
por VM: estresse oxidativo e inflamagio. Sabe-se
que a VM aumenta tanto o recrutamento de
neutrofilos como a atividade da mieloperoxidase
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em animais e humanos.?” A mieloperoxidase é
liberada principalmente por neutrofilos ativados,
0 que também se caracteriza por propriedades
pro-oxidativas e pré-inflamatdrias poderosas. Além
disso, a mieloperoxidase catalisa a producdo de
oxidantes potentes, tais como o acido hipocloroso,
e das espécies nitrantes (dioxido de nitrogénio a
partir de nitrito).?® Portanto, é mais provavel que
ocorra dano oxidativo em um ambiente em que
se constate elevada atividade de mieloperoxidase.

A associagdo entre oxidacdo lipidica nos
pulmdes e VM foi relatada previamente.?” No
presente estudo, a quantidade de aldeidos derivados
de peroxidacdo aumentou nos homogeneizados
de pulmio 30 min apds a VM. Devido a sua
estabilidade, os aldeidos derivados de peroxidacdo
lipidica podem ser difundidos na célula ou mesmo
escapar dela e atacar alvos distantes do local do
evento original de radical livre.

Ja que relatamos que ndo houve alteragdes
histoldgicas na barreira alveolocapilar em modelos
de VM com V, baixo (dados ndo apresentados),
sugerimos que tanto o recrutamento de células
alveolares induzido por estresse mecinico como
niveis reduzidos de oxigenacdo tecidual podem
ter desempenhado papéis importantes no processo
de estresse oxidativo precoce em nosso modelo.
No que tange a mecanismos pré-oxidantes,
demonstrou-se que em condicdes de hipdxia e
estresse por cisalhamento, as células pulmonares
respondem a estimulos danosos produzindo ERO,
tais como superéxido (0,7), por meio de NADPH
ou de aumentos de xantina oxidase, levando a
formacdo de peroxinitrito (ONOO-) se 6xido nitrico
estiver presente no ambiente, principalmente
em componentes da barreira alveolocapilar.?®

Verificamos uma diminuigao significativa da
atividade da enzima superoxido dismutase no
grupo VM. E possivel que a reducio da atividade
da enzima superdxido dismutase se deva, em
parte, a perda de atividade enzimatica especifica,
conforme observado pela a¢do de oxidantes.
Portanto, sugerimos que uma reducdo da atividade
da enzima superdxido dismutase possa ter um
efeito direto sobre a superproducéo de O,” nos
pulmdes. Entretanto, € possivel que O, tenha
sido primeiro convertido em ONOO-, ja que a
constante de conversio € mais de 3,5 vezes mais
rapida que a da dismutagdo de O, por superoxido
dismutase.? Além disso, no presente estudo, o
aumento da produgdo de H 0, pode ter servido
principalmente de substrato para a mieloperoxidase
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em vez de ser totalmente inativada pela catalase,
conforme indicado pela reducédo da atividade da
catalase no grupo VM. Ademais, nossos dados
indicam uma possivel acdo de ERO induzindo
peroxidagdo lipidica, o que pode ter resultado em
aumento dos niveis de malondialdeido no grupo
VM. A fim de contrabalancar a acdo oxidativa
de lipidios reativos, a atividade da glutationa
peroxidase também aumenta e, por sua vez, a
relagdo GSH/GSSG diminui.

A'VM de curta duragéo com V. baixo induziu
ndo apenas inflamag¢io, mas também desequilibrio
redox e dano oxidativo em pulmdes saudaveis
de camundongos. Nosso modelo possibilita o
estudo dos biomarcadores precoces de resposta
oxidativa que se encontram subjacentes a VM;
entretanto, o modelo apresenta limitacdes. Ndo
se pode descartar o fato de que a situacdo de
estresse oxidativo possa ser transitdria nesse
modelo e, portanto, ndo necessariamente resultar
em alteracdes na histoarquitetura nos pulmées
de camundongos. Além disso, ¢ possivel que o
mecanismo de reparo e os antioxidantes sejam
ativados simultaneamente para contrabalancear
o aumento intenso de mieloperoxidase e TNF-o
a fim de atingir um novo equilibrio redox antes
que uma alteracdo da funcio/morfologia “normal”
possa ser detectada. O status pro-inflamatério foi
analisado apenas como expressao de TNF-o. As
outras citocinas e reguladores de inflamacao, tais
como o fator nuclear kappa B e activator protein
/, devem ser considerados em estudos futuros.
Além disso, o NRF-2, responsavel pela liberacdo
de enzimas antioxidantes e pela regulag¢do do
desequilibrio redox, deve ser mais bem estudado.
No que tange a parametros de VM, ja que no
presente estudo ndo se utilizou ar umidificado
e tampouco foram medidas a Pa0, e a pressdo
arterial, € possivel que alguns dos pardmetros
inflamatorios e de estresse oxidativo analisados
tenham sido o resultado de hipdxia relacionada
a eficiéncia da VM. Entretanto, varios autores
especularam que o atelectrauma pode desempenhar
um papel na lesdo pulmonar induzida por VM
devido ao baixo V., ja que partes do pulméo
podem passar por varios periodos hipoxémicos
durante a VM. Portanto, o baixo V, pode ter
resultado em volumes inadequados de ventilacdo,
causando hipoxia tecidual. Com um V,_ baixo,
¢ possivel que a troca gasosa seja impedida
pela ventilacio do espaco morto. E possivel que
volumes pequenos nao levem a troca adequada
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de ar nos alvéolos se estes estiverem préximos ao
espaco morto. Embora nio possamos descartar a
possibilidade de que o baixo V, tenha levado a
hipdxia, devido principalmente a ventilacdo do
espago morto, ndo acreditamos que este tenha
sido o principal motivo do estresse oxidativo e
da inflamacdo. Outros problemas relacionados
a hipdxia incluem baixa FiO, e o uso de ar ndo
umidificado. Juntas, essas limitacdes ndo invalidam
nosso estudo; ao contrario, abrem o campo de
estudo do estresse oxidativo e da inflamacéo
durante a VM em pulmdes de camundongos.

Nao podemos afirmar que nosso modelo de
lesdo pulmonar induzida por VM tenha efeito
direto sobre o estresse oxidativo/inflamacio.
E possivel que a VM induza um processo de
estresse mecanico, que ¢ sequido de estresse
oxidativo e inflamacédo. Isso deve ser investigado
em estudos futuros. Entretanto, os profissionais
da area de saude devem estar cientes do fato
de que a ventilagcdo protetora precoce utilizada
como abordagem terapéutica pode também
causar estresse oxidativo precoce. Além disso,
a modulacgdo da resposta inflamatdria precoce
e da resposta oxidativa precoce pode oferecer
estratégias para reduzir a lesdo pulmonar induzida
por VM.
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