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RESUMO 

A Ventilação Mecânica (VM) é uma importante ferramenta no tratamento do doente 

crítico, pois substitui total ou parcialmente a ventilação espontânea. A VM pode induzir 

ou agravar a lesão pulmonar através da produção local de citocinas, do infiltrado 

inflamatório de neutrófilos e das alterações na permeabilidade da barreira alvéolo-

capilar. O uso da pressão positiva ao final da expiração (PEEP), auxilia na melhora das 

trocas gasosas por evitar o colapso alveolar ao final da expiração. O estudo analisou os 

efeitos oxidativos e a resposta inflamatória da ventilação mecânica com e sem uso da 

PEEP em ratos adultos. Dezoito ratos Wistar foram randomizados em três grupos de 6 

animais: grupo controle (GC), submetido à ventilação espontânea; grupo PEEP (GP), 

submetido à VM, modo controlado a volume com PEEP; grupo ZEEP (GZ), submetido 

à VM, modo controlado a volume sem PEEP. Os animais foram sedados, submetidos à 

traqueostomia e conectados ao ventilador mecânico por um período de 60 minutos. Ao 

final do experimento, os animais foram eutanasiados e foram coletados o sangue, lavado  

broncoalveolar (LBA) e os pulmões para as análises bioquímicas e morfométricas. 

Houve um aumento do número de neutrófilos no LBA do GP comparado ao GC. Houve 

um aumento nos níveis das citocinas CCL3 do GP, comparado ao GC e GZ; e de CCL5 

do GP, comparado ao GC. Houve maior peroxidação lipídica e oxidação de proteínas no 

GP, comparado ao CG e GZ. Houve um aumento da atividade da superóxido dismutase 

(SOD) e da catalase (CAT) no GP, comparado ao CG e GZ. No entanto, houve uma 

redução da razão de glutationa, reduzida por glutationa oxidada (GSH/GSSG) no GP, 

comparado ao GC. Nas análises morfométricas, observamos aumento da área alveolar 

no GP, comparado ao CG e GZ. Portanto, a VM com uso da PEEP, causou desequilíbrio 

redox e inflamação nos pulmões de ratos adultos saudáveis. 

 

 

Palavras chaves: Ventilação mecânica, PEEP, lesão pulmonar, desequilíbrio redox, 

inflamação. 
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ABSTRACT 

Mechanical ventilation (MV) is an important tool in the treatment of critically ill 

patients, which substitutes all or part of the spontaneous ventilation. MV may induce or 

aggravate the lung injury through the production of cytokines, inflammatory infiltration 

of neutrophils and changes in the permeability of the alveolar-capillary barrier. The use 

of positive end-expiratory pressure (PEEP) helps improve gas exchanges to avoid 

alveolar collapse at the end of expiration. This study analyzed the oxidativeeffects and 

inflammatory response of mechanical ventilation with and without the use of PEEP in 

adult rats. Eighteen Wistar rats were randomized into three groups of six animals: 

control group (CG), subjected to spontaneous ventilation; PEEP group (PG), subjected 

to volume-controlled MV with PEEP; ZEEP group (ZG), subjected to volume-

controlled MV without PEEP. The animals were sedated, submitted to tracheotomy and 

connected to a mechanical ventilator for a period of 60 minutes. At the end of the 

experiment, the animals were euthanatized and blood, bronchoalveolar lavage fluid 

(BALF) and lungs were collected for biochemical and morphometric analyses. There 

was an increase in neutrophils in BALF in PG compared with CG. There was an 

increase in the levels of cytokines CCL3 in PG compared with CG and ZG and CCL5 in 

PG compared with CG. There was an increase in lipid peroxidation and oxidation of 

proteins in PG compared with CG and ZG. There was an increase in the activity of 

superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in PG compared with CG and ZG. 

However, there was a decrease in the ratio of reduced glutathione to oxidized 

glutathione (GSH / GSSG) in PG compared to CG and ZG. In the morphometric 

analysis, we observed an increase in the alveolar area in PG compared with CG. 

Therefore, MV with PEEP caused redox imbalance and inflammation in the lungs of 

healthy adult rats. 

 

 

Key words: mechanical ventilation, PEEP, lung injury, redox imbalance, inflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 

A ventilação mecânica (VM) é uma importante terapia de suporte de vida e 

tratamento da insuficiência respiratória aguda (Singer e Corbridge, 2009; Gattinoni et 

al., 2010). A VM é coadjuvante indispensável no tratamento de doentes críticos, pois 

propicia a melhora das trocas gasosas e a redução do trabalho respiratório, podendo ser 

utilizada de forma não invasiva através de uma interface externa, geralmente uma 

máscara facial; e de forma invasiva através de um tubo endotraqueal ou cânula de 

traqueostomia (Barbas et al., 2013). Entretanto, a VM pode gerar ou agravar uma lesão 

pulmonar pré-existente, a qual é denominada lesão pulmonar induzida pelo ventilador 

(LPIV) (Hoegl et al., 2008; Chess et al., 2010; Rocco et al., 2012).  

Em pacientes sob VM, a pressão positiva nas vias aéreas ao final da expiração 

(PEEP) é um dos métodos utilizados com a finalidade de recrutar e estabilizar unidades 

pulmonares em pacientes que apresentam insuficiência respiratória hipoxêmica, bem 

como hipercapnia (Love et al., 1995; Acosta et al., 2007). O emprego da PEEP, frente a 

situações de colapso alveolar, está normalmente associado à melhora das trocas gasosas, 

com consequente aumento da pressão parcial de oxigênio (PaO2) e diminuição da 

pressão parcial de gás carbônico (PaCO2). Essa melhora está relacionada à reabertura de 

alvéolos colapsados, obtendo-se diminuição do “shunt” pulmonar verdadeiro e do efeito 

“shunt”, assim como do efeito espaço morto (Barbas et al., 1998). Em contrapartida, 

níveis não fisiológicos de PEEP podem desencadear uma hiperdistensão alveolar, 

aumentando o risco da LPIV (Brochard, 2001).  

A VM com pressão positiva aumenta a pressão intratorácica que, por sua vez, 

afeta praticamente todos os órgãos e sistemas do corpo promovendo alterações 

pulmonares e cardiovasculares (Beyer et al., 1982; Wiesen et al., 2013). Sobre o 

sistema cardiovascular, a VM com PEEP pode promover efeitos adversos, como: 

redução do retorno venoso e redução do débito cardíaco (DC) (Mutlu et al., 2001; 

Wiesen et al., 2013). Em pacientes hipovolêmicos com predisposição à hipotensão 
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arterial, a redução do DC pode levar a uma redução no fluxo sanguíneo esplâncnico, por 

exemplo (Mutlu et al., 2001). 

O dano ao pulmão, atribuído inicialmente às altas pressões de pico no sistema 

respiratório, foi denominado barotrauma, pois se acreditava que altas pressões no 

sistema respiratório poderiam ser lesivas aos pulmões, podendo se manifestar como 

pneumotórax ou enfisema subcutâneo (Curley et al., 2016). Entretanto, observou-se que 

as altas pressões nas vias aéreas por si só não causam lesão pulmonar. Neste contexto, 

foi proposto o termo volutrauma, associado à lesão causada pela ventilação com altos 

volumes pulmonares (De Prost et al., 2011; Carrasco Loza et al., 2015; Curley et al., 

2016). Curley e colaboradores relataram que a aplicação da PEEP, durante a ventilação, 

promove a abertura dos alvéolos colapsados, revertendo a atelectasia e atenuando assim 

a lesão ao endotélio pulmonar por abertura e fechamento repetitivos de unidades 

terminais. Tal mecanismo de lesão foi então denominado de atelectrauma (Curley et al., 

2016). O estresse cíclico, durante a VM, induz efeitos adversos nos pulmões, como: 

ativação de macrófagos, neutrófilos, células endoteliais, liberação de mediadores 

inflamatórios, alterações na permeabilidade vascular, aumento na expressão das 

moléculas de adesão e recrutamento leucocitário (Rocco et al., 2012; Silva et al., 2015). 

Os neutrófilos ativados aderem ao endotélio microvascular e causam lesão da célula 

endotelial através da liberação de metabólitos tóxicos do oxigênio, resultando em um 

aumento na permeabilidade microvascular e edema pulmonar. O aumento da produção 

de radicais livres dentro das células endoteliais provoca uma diminuição nos 

antioxidantes intracelulares (Syrkina et al., 2008). 

O desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes representa um fator importante 

na exacerbação da inflamação e lesão pulmonar causados por vários estímulos, 

incluindo a VM (Sun et al., 2015). A lesão pulmonar é um processo complexo em que 

as citocinas desempenham um importante papel, pois podem iniciar e propagar uma 

resposta inflamatória sistêmica (Villar et al., 2009). Devido à alteração na barreira do 

endotélio pulmonar durante a lesão pulmonar, as citocinas liberadas para a circulação 

podem iniciar ou propagar uma resposta inflamatória sistêmica. Desempenham, 
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portanto, um papel ativo no desenvolvimento de disfunção de múltiplos órgãos (Villar 

et al., 2009). 

Neste contexto, nosso trabalho teve como objetivo avaliar a resposta 

inflamatória e o estresse oxidativo em pulmões de ratos sem lesão pulmonar prévia, 

submetidos à ventilação mecânica com e sem uso da PEEP. 
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 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. História da ventilação artificial 

Baker, Geddes e Kacmarek acreditam que os primeiros relatos sobre a ventilação 

artificial ocorreram na bíblia: Em Gênesis 2:7 diz “E formou o Senhor Deus o homem 

do pó da terra, e soprou em suas narinas o fôlego da vida; e o homem foi feito alma 

vivente” e ainda em II Reis 4:34-35 “E subiu à cama e deitou-se sobre o menino, e, 

pondo a sua boca sobre a boca dele, e os seus olhos sobre os olhos dele, e as suas mãos 

sobre as mãos dele, se estendeu sobre ele; e a carne do menino aqueceu. Depois 

desceu, e andou naquela casa de uma parte para a outra, e tornou a subir, e se 

estendeu sobre ele, então o menino espirrou sete vezes, e abriu os olhos.” (Baker, 1971; 

Geddes, 2007; Kacmarek, 2011).  

No século II d.C., o cientista e médico grego Galeno descobriu que a respiração 

se fazia necessária para manter a circulação sanguínea, por meio de um experimento que 

utilizou um fole para insuflar os pulmões de um animal que acabara de morrer. Este foi 

temporariamente reanimado (Baker, 1971; Slutsky, 2015). Em 1530, Paracelsus expôs a 

teoria de que os animais poderiam ser mantidos vivos através da ventilação artificial; e, 

em 1555, o médico Andreas Vesalius repetiu o experimento de Galeno e introduziu um 

tubo na traqueia de um animal e empregou um fole para ventilar artificialmente 

(Somerson e Sicilia, 1992; Chen et al., 1998; Baskett, 2004). Em 1667, Robert Hooke 

realizou um experimento para comprovar a hipótese de Galeno. Ele foi o primeiro a 

descrever que os movimentos do coração e dos pulmões eram independentes (Baker, 

1971; Baskett, 2004; Slutsky, 2015). 

 

2.1.1. Ventilação por pressão negativa 

John Dalziel (1838) descreveu o primeiro ventilador por pressão negativa 

(VPN): o ventilador tanque (Figura 1), onde o paciente sentava-se em uma caixa 

totalmente fechada na região cervical. Havia um êmbolo que era utilizado para diminuir 

a pressão na caixa torácica, resultando no movimento da inspiração; e o inverso 
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produzia a expiração. Durante o século 19 e metade do século 20, a VPN foi 

predominante (Kacmarek, 2011).  

Durante a década de 1920, as indústrias elétricas e de fornecimento de gás 

necessitavam de uma alternativa eficaz para o tratamento de vítimas de choque elétrico 

e intoxicação por gás. Dr. Cecil Drinker, professor da Escola de Saúde Pública da 

Universidade de Harvard, e seu irmão, Philip Drinker, engenheiro, desenvolveram em 

1929 o ventilador tanque por pressão negativa (Figura 2), que se tornou conhecido 

como o "pulmão de aço” (Chen et al., 1998; Geddes, 2007; Slutsky, 2015). 

 

Figura 1: Ventilador tanque. Fonte: adaptado de Kacmarek, (2011). 

 

O pulmão de aço era constituído por uma câmara na qual o paciente ficava com 

a cabeça para fora, um motor elétrico gerava periodicamente pressões subatmosféricas 

dentro da câmara e provocava a expansão da caixa torácica. Este aumento do volume do 

tórax fazia decrescer a pressão intratorácica e o ar era então sugado para as vias aéreas, 

sendo esta a fase inspiratória; e a câmara então retornava à pressão atmosférica, o tórax 

e abdômen retornavam à posição inicial e o ar era então exalado (Chen et al., 1998; 

Geddes, 2007; Slutsky, 2015). Tal abordagem de suporte ventilatório atingiu o seu auge 

durante as epidemias de poliomielite, entre 1930 a 1960, na qual muitas pessoas foram a 

óbito, devido à paralisia dos músculos respiratórios. As primeiras Unidades de Terapia 
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Intensiva (UTI’s) foram criadas para melhor atendimento de todos os pacientes que 

apresentavam necessidade de VPN por causa da poliomielite. Na Figura 2, é retratada 

uma UTI onde vários pacientes estão em uso da VPN (Kacmarek, 2011). 

 

Figura 2: Pacientes sendo ventilados com o “pulmão de aço” durante epidemia da poliomielite. Fonte: 

adaptado de Kacmarek, (2011). 

2.1.2. Ventilação por pressão positiva 

 Em 1951, houve uma conferência internacional sobre a poliomielite em 

Copenhague, com a presença dos principais especialistas no mundo. No verão seguinte, 

Copenhague passou por uma grave epidemia de poliomielite, provavelmente 

desencadeada pelo transporte do vírus durante a conferência do ano anterior. No auge da 

epidemia, cerca de 50 pacientes por dia eram admitidos no hospital, sendo que a maioria 

apresentava paralisia bulbar ou dos músculos respiratórios. Havia disponíveis apenas 

alguns aparelhos de VPN, portanto a mortalidade dos pacientes era extremamente 

elevada, maior que 80% (Charo e Ransohoff, 2006). Bjorn Ibsen, um médico 

anestesista, submeteu um dos pacientes a uma traqueostomia e o ventilou com um 

ressuscitador manual. A partir da demonstração de Ibsen, esta forma de ventilação 

invasiva por pressão positiva tornou-se o tratamento padrão para a poliomielite na 

Dinamarca. A mortalidade caiu consideravelmente, de 87% para 40%, e cerca de 1.500 
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estudantes revezavam na ventilação manual dos pacientes (Kacmarek, 2011; Slutsky, 

2015). 

 Quando a epidemia de poliomielite atingiu a Suécia, em 1953, os suecos já 

dispunham de um ventilador mecânico, que insuflava os pulmões sem necessitar de 

auxílio manual dos voluntários. Desta maneira, surgiram os ventiladores por pressão 

positiva, que se tornaram, nos anos seguintes, o padrão no tratamento da insuficiência 

respiratória aguda (Paschoal et al., 2007). Antes, porém, desse acontecimento, em 1907, 

Heinrich Dräger de Lubeck construiu um ressuscitador na Alemanha para uso de 

emergência em minas e incêndios. Lubeck usou o conceito de pressão positiva na via 

aérea em um aparelho chamado de Pulmotor (Figura 3) (Kacmarek, 2011). Esse 

dispositivo ganhou grande popularidade entre a polícia e as unidades de resgate em 

incêndios na Europa e nos Estados Unidos. Drink e McKhann testaram a eficácia do 

Pulmotor e julgaram-no ineficaz, devido ao fato de que os pacientes apresentavam 

resistência ao uso da máscara no rosto e se opunham aos esforços da máquina. Em um 

paciente, que foi mantido durante dois dias conectado ao Pulmotor, o estômago e o 

esôfago estavam dilacerados e o conteúdo gástrico estava presente em grandes 

quantidades no mediastino. Desta forma, a hiperdistensão gástrica tornou-se um perigo 

para o uso deste dispositivo (Somerson e Sicilia, 1992; Chen et al., 1998; Geddes, 

2007). 
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Figura 3: Dräger Pulmotor. Fonte: Adaptado de Kacmarek, (2011). 

 

 Em 1957, o engenheiro aeronauta e médico Forrest Bird criou o Bird Mark-7, 

considerado o primeiro ventilador mecânico invasivo à pressão fabricado em larga 

escala. Foi utilizado principalmente para fornecer tratamentos intermitentes (Somerson 

e Sicilia, 1992; Kacmarek, 2011). Até a década de 1960, o principal objetivo do suporte 

ventilatório era substituir os músculos ventilatórios. Nos anos seguintes, porém, o 

objetivo passou a ser a correção da hipoxemia (Slutsky, 2015). 

 Frumin e colaboradores (1959), em um estudo com pacientes anestesiados, 

correlacionaram a utilização de PEEP a um aumento nos volumes pulmonares e na 

oxigenação arterial. Mas apenas em 1964, Ashbaugh e colaboradores introduziram a 

PEEP na prática clínica após observarem maior sobrevida entre os pacientes tratados 

com PEEP (Slutsky, 2015).  
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 Nos últimos 60 anos, muitos aspectos técnicos de ventiladores foram 

aprimorados no que diz respeito ao uso de microprocessadores, além do 

desenvolvimento de novos modos ventilatórios. Entre os anos de 1980 e 1990, houve 

uma mudança no paradigma da ventilação controlada para suporte ventilatório parcial. 

O objetivo era a melhor interação e sincronia entre paciente e ventilador. A VM foi 

originalmente introduzida em pacientes com a função pulmonar normal para substituir a 

musculatura ventilatória, como nos casos da poliomielite ou durante o uso de anestesia 

em procedimentos cirúrgicos. Nesses pacientes, a ventilação com baixas pressões era 

relativamente segura; porém, quando utilizada para auxiliar nas trocas gasosas em 

pacientes com algum comprometimento pulmonar, tornou-se evidente que os 

ventiladores de pressão negativa eram ineficazes na manutenção da troca gasosa. Com 

os avanços tecnológicos, tornou-se predominante o uso da ventilação com pressão 

positiva, possibilitando o uso de maiores pressões e melhorando a eficácia da troca 

gasosa. Por outro lado, o aumento excessivo da pressão nas vias aéreas levou ao 

reconhecimento de efeitos adversos, como por exemplo, o pneumotórax (Slutsky, 

2015). 

2.2. Lesão pulmonar induzida pelo ventilador 

No final dos anos 1960, Foi observado que baixo volume corrente (VC) 

juntamente com baixos níveis de PEEP estavam associados à atelectasia e hipoxemia. 

Havia grande relutância em utilizar altas frações inspiradas de oxigênio (FiO2), devido 

aos seus efeitos nocivos. Desta forma, os médicos passaram a utilizar altos VC, o que 

melhorava temporariamente a hipoxemia; todavia, desencadeou lesões pulmonares em 

muitos pacientes (Slutsky, 2015). No final de 1970, Bone e colaboradores descreveram 

que pacientes com a síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), ventilados 

com PEEP de 16 ± 4 cmH2O e VC de 22 ± 4 ml/kg, 40% destes doentes desenvolveram 

barotrauma grave (Slutsky, 2015). Na década de 1970, o cenário típico da VM no 

tratamento da SDRA foi um volume corrente (VC) de 12-15 mL/Kg com uma PEEP de 

5-10 cmH2O. Nesse período, houve um grande foco sobre a toxicidade do oxigênio, 

com base em estudos em animais, que demonstraram um aumento na mortalidade de 

animais ventilados com uma  FiO2 de 100%, e nas complicações graves em bebês 
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ventilados com FiO2 de 100%.  No entanto, a partir de meados dos anos 1970, houve 

um reconhecimento progressivo do dano potencial da VM (Gattinoni et al., 2003; Wang 

et al., 2016). 

Eddy Fan e colaboradores relataram que a lesão pulmonar pode ser causada pela 

ventilação com altos volumes, assim como baixos volumes pulmonares (Fan et al., 

2013). A VM com altos VC leva ao barotrauma, caracterizado por ruptura alveolar e 

escape aéreo, (Figura 4 A e B) (Slutsky e Ranieri, 2013). A propensão a desenvolver a 

lesão pulmonar está relacionada em parte à heterogeneidade da complacência do 

pulmão. Desta forma, as regiões relativamente saudáveis tendem a uma hiperdistensão, 

enquanto as áreas pulmonares comprometidas progridem para áreas atelectasiadas. 

Mesmo com baixo VC, o ar desloca-se, preferencialmente, para regiões não colapsadas 

(Haitsma, 2007). As forças de cisalhamento decorrentes da abertura cíclica das unidades 

alveolares durante a VM podem dar origem a uma lesão denominada atelectrauma 

(Figura 4C) (Slutsky e Ranieri, 2013; Lohser e Slinger, 2015; Curley et al., 2016), além 

de causar a liberação de mediadores, tais como IL-1, TNF-α e IL-8 (Ricard et al., 2001). 

Tais mediadores podem atuar diretamente nas células ou indiretamente através da 

transdução destas forças para a ativação de células sinalizadoras epiteliais, endoteliais 

ou células inflamatórias (Slutsky, 2005). Além disso, elas podem recrutar neutrófilos 

para o espaço aéreo pulmonar, fazendo com que tais células liberem mais moléculas 

sinalizadoras. Este processo tem sido designado de biotrauma (Slutsky e Ranieri, 2013; 

Wang et al., 2016).  

 

Figura 4:Efeitos nocivos da VM causados pela hiperdistensão alveolar e abertura e fechamento cíclicos 

dos alvéolos. Fonte: Adaptado de Slutsky, (2013). 
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 O reconhecimento da importância da LPIV levou a uma mudança significativa 

na conduta do tratamento de pacientes em VM. Enquanto, anteriormente, os objetivos 

da VM foram o de manter as trocas gasosas e minimizar o trabalho de ventilação 

(Slutsky, 2015), um objetivo adicional foi estabelecido: minimizar a lesão pulmonar 

induzida pela ventilação (Jabbari et al., 2013).  

A VM pode induzir a lesão pulmonar decorrente do estiramento cíclico ou 

hiperdistensão alveolar que gera lesão endotelial e epitelial, assim como o aumento da 

permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, permitindo o infiltrado de líquido rico em 

proteínas para o espaço aéreo. Isso resulta na ativação dos macrófagos alveolares com 

liberação de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias, além do aumento na ativação e 

recrutamento de neutrófilos e deposição de fibrina (Figura 5) (Matthay et al., 2012). 

 

Figura 5: Mecanismos da lesão pulmonar induzida pelo ventilador. Fonte: Adaptado de Matthay, (2012) 
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O tempo prolongado em VM resulta na exacerbação da lesão pulmonar, 

provocando o aumento da lesão endotelial e epitelial pulmonar e/ou necrose; aumento 

no recrutamento de neutrófilos; liberação de proteases e oxidantes pelos neutrófilos; 

aumento da liberação de TNF-α, IL-6 e IL-8 pelos macrófagos alveolares e do epitélio 

pulmonar; aumento na deposição de fibrina na formação de membrana hialina; 

comprometimento da capacidade de reabsorção do fluido alveolar (Figura 6) (Matthay 

et al., 2012). Desta forma, a LPIV pode evoluir para a sua forma mais grave, a SDRA, 

cuja morbidade e mortalidade permanecem altos nos dias atuais (Jabbari et al., 2013; 

Letsiou et al., 2015). 

 

Figura 6: Exacerbação da lesão pulmonar induzida pela ventilação. Fonte: Adaptado de Matthay, (2012). 
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2.3. Desequilíbrio redox 

Os radicais livres são átomos ou moléculas que contêm oxigênio e apresentam 

um elétron não pareado na sua órbita externa.  Eles são capazes de reagir com outras 

moléculas contra as quais colidem, retirando elétrons destas substâncias e modificando 

suas estruturas moleculares (Júnior et al., 2005). São gerados em sistemas biológicos 

como um resultado do metabolismo celular normal aeróbico ou em reações anormais 

estimuladas por algum processo patológico ou xenobiótico (Kehrer e Klotz, 2015). As 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERN) são 

encontradas em todos os sistemas biológicos. Em condições fisiológicas do 

metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro 

elétrons, resultando na formação de H2O. Durante esse processo, são formados 

intermediários reativos, tais como: os radicais superóxido (O2
-
), hidroperoxila (HO2), 

hidroxila (OH), e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Figura 7). Normalmente, a redução 

completa do O2 ocorre na mitocôndria, e a reatividade das EROs são  neutralizadas com 

a entrada dos quatro elétrons (Castello et al., 2010). 

As EROs são conhecidas por desempenhar um duplo papel em sistemas 

biológicos (Valko et al., 2006), uma vez que podem ser prejudiciais, quando em altas 

concentrações, atuando como mediadores de danos às biomoléculas, tais como: 

proteínas, ácido desoxirribonucleico (DNA) e lipídeos, levando a uma disfunção e 

morte celular (Valko et al., 2006); ou benéficas, desempenhando funções fisiológicas 

em respostas celulares, como por exemplo, na defesa contra agentes infecciosos e na 

função dos sistemas de sinalização celular (Poli et al., 2004). As primeiras moléculas 

biológicas que sofrem dano oxidativo são as proteínas e as suas cadeias laterais, que 

podem ser carboniladas por compostos carbonilos reativos. Além disso, o dano 

oxidativo aos lipídeos conduz à formação de produtos, como malondialdeído (MDA) 

(Battisti et al., 2008). 

O efeito das espécies reativas é equilibrado pela ação dos sistemas antioxidantes, 

formado por substâncias que podem prevenir, reduzir ou reparar o dano induzido por 

EROs em uma biomolécula alvo (Silva Bezerra et al., 2006; Li, 2016). As defesas 
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antioxidantes podem atuar em três formas principais: (1) eliminando as EROs já 

formadas; (2) inibindo a formação das EROs a partir das suas fontes celulares; e (3) 

removendo ou reparando o dano ou modificações causados pelas EROs. Os 

antioxidantes enzimáticos mais eficientes envolvem superóxido dismutase (SOD), que 

catalisa a dismutação de O2
- 
em O2 e H2O2, e a catalase (CAT), que promove de forma 

eficiente a conversão de H2O2 em água e oxigênio molecular (Battisti et al., 2008; Li, 

2016). A CAT está localizada intracelularmente, especialmente nos peroxissomos, e 

funciona de forma eficiente em altas concentrações de H2O2; quando em baixas 

concentrações, a forma reduzida de glutationa (GSH) faz a redução do H2O2. A 

capacidade do sistema glutationa para reduzir H2O2 depende da relação entre a GSH e a 

forma oxidada (GSSG), que, por sua vez, depende de dois processos: o transporte da 

GSSG para fora da célula e a capacidade da enzima glutationa redutase (GRd) em 

converter a GSSG em GSH (Tkaczyk e Vízek, 2007; Sarma e Ward, 2011). O sistema 

não enzimático é composto principalmente pelas vitaminas, polifenóis, flavonoides e 

carotenoides (Polyakov et al., 2001). A Figura 7 mostra um esquema representativo da 

formação das espécies reativas de oxigênio (Castello et al., 2010) 

 

Figura 7: Formação das espécies reativas de oxigênio. Fonte: Adaptado de Castello, (2010) 

 



Andrade, M. C.  

 

15 
 

O desequilíbrio redox refere-se a uma condição em que os níveis das EROs 

sobrecarregam significativamente a capacidade das defesas antioxidantes, conduzindo a 

potenciais danos (Campos et al., 2014). Pode ser causado por um aumento da formação 

das EROs, redução da atividade dos antioxidantes ou ambos. Está associado a danos 

oxidativos às biomoléculas, incluindo proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos. O 

desequilíbrio redox pode causar disfunção ou até mesmo a morte celular, contribuindo 

para processos fisiopatológicos. A Figura 8 ilustra o desequilíbrio redox. Todavia, nem 

todos os aumentos nos níveis de EROs em um sistema biológico estão associados com 

lesões. Sob certas circunstâncias, pequenos aumentos transitórios em níveis de EROS 

podem agir como um mecanismo de sinalização, levando a respostas celulares 

fisiológicas (Li, 2016). 

 

Figura 8: Desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes. Fonte: Adaptado de Li, (2016) 

2.3.1. Desequilíbrio redox e lesão pulmonar 

 A SDRA é a forma mais grave da lesão pulmonar aguda (LPA), é caracterizada 

por hipoxemia severa, redução na complacência estática e edema pulmonar não 

cardiogênico (Villar e Kacmarek, 2012). Jonathan Ciencewickias e colaboradores 

relataram que as EROs desempenham um papel importante nos danos ao endotélio 
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vascular pulmonar. A patogênese da SDRA envolve a produção das EROs e níveis 

reduzidos da defesa antioxidante (Ciencewicki et al., 2008). Pacientes com SDRA 

apresentam níveis elevados de peróxido de hidrogénio no ar exalado e na urina 

(Kietzmann et al., 1993). A atividade do sistema de defesa antioxidante, incluindo 

enzimas como SOD e CAT, bem como a glutationa, a vitamina E e C, foram 

relacionadas com níveis crescentes de EROs. (Ciencewicki et al., 2008). 

 O desequilíbrio redox em pacientes com SDRA pode ser causado por infecção 

ou inflamação extrapulmonar, que podem promover o aumento de todas as EROs e o 

consumo de antioxidantes, além de concentrações elevadas de oxigênio necessárias para 

se alcançar uma adequada oxigenação arterial (Tasaka et al., 2008). A administração 

terapêutica de oxigênio resulta em toxicidade quando a produção das EROs excede à 

capacidade antioxidante das células (Valença et al., 2007; Nagato et al., 2009; Nagato et 

al., 2012). Durante o desenvolvimento de LPA / SDRA, a maioria dos oxidantes são 

gerados como resultado da resposta inflamatória por células fagocíticas, tais como as 

células mononucleares. Quando os fagócitos são expostos a estímulos apropriados, 

formam grandes quantidades de superóxido, um precursor importante de outras espécies 

mais reativas (Tasaka et al., 2008; Lohser e Slinger, 2015). 

 Os neutrófilos são conhecidos por produzir EROs como parte da sua atividade 

bactericida, visto que sua membrana citoplasmática contém NADPH oxidase, que gera 

grande quantidade de O2
- 

(Tkaczyk e Vízek, 2007; Zemans et al., 2009; Grommes e 

Soehnlein, 2011). Em condições fisiológicas, os neutrófilos estão em pequena 

quantidade nos pulmões e somente após o estímulo, durante uma resposta inflamatória, 

é que irão migrar para a circulação pulmonar em grandes quantidades. O epitélio 

alveolar é formado em parte por pneumócitos tipo II. Essas células produzem o 

surfactante e funcionam como células precursoras para pneumócitos do tipo I, no caso 

de aumento da destruição do epitélio alveolar (Tkaczyk e Vízek, 2007). Van Klaveren e 

colaboradores relataram que mesmo as células epiteliais tipo II possuem propriedades 

enzimáticas para a produção de algumas EROs (Van Klaveren et al., 1997). Células 

endoteliais pulmonares podem produzir EROS e participar do desequilíbrio redox. Tais 

células contêm complexo xantina oxidoredutase, que se tornam estimuladas 



Andrade, M. C.  

 

17 
 

principalmente após a hipóxia. Além disso, são capazes de liberar quantidades 

substanciais de O2
-
 para o espaço extracelular através dos canais iônicos da membrana 

(Tkaczyk e Vízek, 2007; Tasaka et al., 2008). 

 Em resposta a um evento nocivo, como o estiramento cíclico durante a VM, os 

macrófagos pulmonares tornam-se ativados e regulam positivamente a expressão de 

moléculas de adesão, o que conduz a adesão de neutrófilos e subsequente transmigração 

do espaço intravascular para o alveolar. O neutrófilo ativado produz mediadores 

inflamatórios que incluem as EROs, tais como: OH
-
 e O2

-
 e óxido nítrico (NO), 

citocinas, quimiocinas, proteases e proteínas (Figura 9). Além da ativação de 

neutrófilos, outras células que constituem a unidade alveolar também contribuem 

significativamente para a produção de mediadores inflamatórios. Portanto, os 

neutrófilos representam a principal fonte de produção das EROs no contexto da lesão 

pulmonar aguda e SDRA (Chow et al., 2003). 

 

Figura 9: Mecanismos da lesão pulmonar. Fonte: Adaptado de Chung-Wai Chow, (2003). 
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 2.4. Citocinas inflamatórias 

 As citocinas são proteínas solúveis de baixo peso molecular, desempenham um 

papel crítico como moléculas de sinalização que iniciam, amplificam e perpetuam 

respostas inflamatórias em uma base local e sistêmica. Tais proteínas são produzidas 

por células do epitélio alveolar, macrófagos e neutrófilos (Park et al., 2001; Halbertsma 

et al., 2005; Curley et al., 2016). Após um estímulo, como a VM, há liberação sistêmica 

de mediadores, incluindo citocinas, que têm efeitos sobre células do endotélio, epitélio, 

bem como células imunitárias residentes, podendo contribuir para o recrutamento de 

neutrófilos (Grommes e Soehnlein, 2011). 

Dentre as citocinas existe uma família especializada, as quimiocinas, que se 

diferenciam das demais citocinas por serem as únicas que atuam nos receptores de 

sinalização intracelular acoplados a proteínas G (Proudfoot, 2002; Puneet et al., 2005; 

Bhatia et al., 2012) e atuam como potentes mediadores ou reguladores da inflamação, 

pois promovem o tráfico de leucócitos na homeostase e em processos inflamatórios 

(Barker et al., 1991; De Paula Costa et al., 2016). As quimiocinas podem ser 

classificadas como constitutivas (homeostáticas) ou induzíveis (inflamatórias), sendo 

que as induzíveis contribuem para ALI (Bhatia e Moochhala, 2004; Puneet et al., 2005; 

Bhatia et al., 2012). Outra classificação é de acordo com o número e localização dos 

resíduos de cisteína na região N-terminal da molécula, as quais são nomeados CXC, 

CC, CX 3 C, e C (Deshmane et al., 2009). A maioria das quimiocinas da subfamília CC 

ativa monócitos, linfócitos, eosinófilos e basófilos (Charo e Ransohoff, 2006). As 

células alvo para as quimiocinas CC são eosinófilos, células T, monócitos e também 

contribuem para o infiltrado de neutrófilos (Bhatia et al., 2012). 

As quimiocinas produzem os seus efeitos biológicos através da interação com 

receptores específicos na superfície da célula das suas células alvo. Os receptores das 

quimiocinas têm uma estrutura de sete domínios transmembranares e pares de proteína 

G para a transdução de sinal. Tais receptores são divididos em diferentes famílias, os 

receptores de quimiocinas CXC (CXCR), CC (CCR), CX3C (CX3CR) e XC (XCR), 
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que correspondem às quatro subfamílias de quimiocinas descritas previamente (Adams 

e Lloyd, 1997; Proudfoot, 2002; Bhatia et al., 2012) 

 A proteína quimiotática de monócito-1 (MCP-1), também conhecida como 

ligante do receptor de quimiocinas 2 (CCL2), é produzida constitutivamente ou após a 

indução pelo desequilíbrio redox (Deshmane et al., 2009). A proteína inflamatória de 

macrófagos-1 (MIP-1) foi assim denominada devido às suas propriedades inflamatórias. 

Estudos bioquímicos caracterizaram duas proteínas distintas: MIP-1α e MIP-1β (Sherry 

et al., 1988). Com introdução da nova nomenclatura, MIP-1 alfa foi denominada CCL3 

e MIP-1beta denominada CCL4 (Zlotnik e Yoshie, 2000). A quimiocina CCL3 tem sido 

relacionada com recrutamento de leucócitos  (Patel et al., 2001). CCL5, também 

conhecida como RANTES (Céculas T normais expressas e secretadas, reguladas na 

ativação), pode ser expressa por uma variedade de tipos de células, incluindo células 

epiteliais de pulmão e mostrou ser capaz de interagir com os receptores de quimiocinas 

do tipo CC 1 3 e 5 (CCR1, CCR3 e CCR5). No entanto, o receptor CCR5 mostrou ser 

altamente expressado em células Th1 e normalmente associada à neutrofilia (Pan et al., 

2000), enquanto CCR3 foi detectado somente em células Th2 (Loetscher et al., 1998). 

Observa-se ainda que CCL5 está relacionada com estimulação de monócitos, basófilos e 

quimiotaxia para células T (Rot et al., 1992). 

  



Andrade, M. C.  

 

20 
 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral: 

Analisar os efeitos oxidantes da PEEP durante a ventilação mecânica sobre a 

resposta inflamatória pulmonar e sistêmica de ratos Wistar ventilados artificialmente.  

3.2. Objetivos específicos: 

 Avaliar a pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC); 

 Avaliar Hemograma e Leucograma; 

 Realiza contagem total e diferencial de células inflamatórias para o 

parênquima pulmonar; 

 Realizar ensaios bioquímicos para analisar proteínas totais, proteínas 

carboniladas, substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, atividade das 

esnzimas superóxido dismutase e catalase e a razão glutationa 

reduzida/glutationaoxidada;  

 Avaliar os marcadores inflamatórios CCL2, CCL3 e CCL5; 

 Realizar análise estereológica e morfométrica.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS: 

4.1. Animais: 

Os animais utilizados, provenientes do Centro de Ciência Animal (CCA) da 

Universidade Federal de Ouro Preto, receberam cuidados, conforme a Diretriz 

Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos 

(DBCA). Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, com três 

animais por caixa, mantidos em ambiente com condições de luz, temperatura e umidade 

controladas; e receberam alimento e água ad libitum. Todos os procedimentos com 

animais foram aprovados pelo Comitê de Ética para Trabalhos com Animais de 

Experimentação (CEUA) da UFOP (Protocolo n º 2015/10, que consta no anexo I desta 

dissertação). 

4.2. Grupos experimentais: 

 Dezoito ratos Wistar machos, com 10 a 12 semanas de idade, massa corporal 

média de 308 g, divididos de forma aleatória em três grupos de seis animais cada, sendo 

que não houve diferença significativa no peso dos animais entre os grupos: 

Grupo Controle (GC): Animais mantidos em ventilação espontânea; 

Grupo PEEP (GP): Animais submetidos à ventilação mecânica com PEEP de 5 cmH2O; 

Grupo ZEEP (GZ): Animais submetidos à ventilação mecânica sem uso de PEEP. 

4.3. Monitorização cardiovascular: 

4.3.1. Confecção das cânulas: 

 Cânulas foram confeccionadas a partir de 4 cm de tubos de polietileno PE 10, 

polimerizados por aquecimento a 17 cm de tubos de polietileno PE 50. O interior das 

cânulas foi preenchido com uma solução salina heparinizada e a extremidade livre de 

PE 50 foi fechada com um oclusor metálico.  
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4.3.2. Canulação da artéria femoral: 

 Para registro dos parâmetros cardiovasculares, todos os animais foram colocados 

em uma mesa, sob foco cirúrgico em decúbito dorsal, sendo seus membros fixados com 

esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos em abdução a 90° em relação ao 

corpo, e os membros inferiores estendidos em diagonal. Em seguida, foram sedados 

(tiopental sódico, 50 mg/kg, e fentanil 2,25 µg/kg i.m.), submetidos a uma pequena 

incisão na região inguinal direita para separar a musculatura para localização do feixe 

vásculo-nervoso femoral. Foi então realizado um corte na artéria femoral direita, 

utilizando-se uma pinça oftálmica e a cânula introduzida na artéria femoral direita, esta 

foi fixada com fio cirúrgico (Mesquita et al., 2016). 

4.3.3. Registro direto da pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC): 

A avaliação da PAM e a FC foram realizadas através do registro direto da 

pressão arterial nos animais anestesiados, acoplados ao sistema computadorizado de 

aquisição de dados (Powerlab 4/30). A PAM foi monitorada por um transdutor de 

pressão modelo Gould conectado a um amplificador (ML221 Bridge Amp). A pressão 

arterial pulsátil (PAP) e FC foram continuamente amostradas por um sistema de 

conversão analógico/digital de 16 bits (Powerlab 4/30) a uma frequência amostral de 

100 Hz e armazenados em disco rígido (PC). A amplitude do range foi previamente 

definida em 20 mV. Posteriormente, o sinal foi processado por um software (Lab Chart 

7) para se obter a PAM, as características temporais e as alterações máximas dos 

parâmetros desejados. PAM e FC foram derivadas em tempo real a partir de pulsos de 

PAP, utilizando o software Chart 5. Essas variáveis foram apresentadas 

simultaneamente em canais distintos no monitor e armazenadas no disco rígido do 

computador (Silva et al., 2016). 
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4.4. Ventilação Mecânica: 

4.4.1. Traqueostomia: 

Os animais dos grupos GP e GZ, após a canulação, foram submetidos a uma 

incisão mediana na região cervical anterior. A musculatura foi divulsionada com auxílio 

de uma pinça hemostática, a traqueia exposta e realizado o afastamento dos anéis 

cartilaginosos. Em seguida, uma cânula de polietileno (PE 90) foi introduzida na 

traqueia e o animal foi conectado ao ventilador mecânico Inspira Advanced Safety 

Ventilator (Harvard Apparatus) (Farias et al., 2005). 

4.4.2. Parâmetros ventilatórios: 

 Os animais dos grupos GP e GZ, após serem traqueostomizados, foram 

conectados ao ventilador mecânico por um período de 60 minutos e ventilados no modo 

controlado a volume com um VC de 7ml/kg, FR de 80 incursões respiratórias por 

minuto IRPM, relação inspiração, expiração de 1:2, FiO2 0,21 e PEEP de 0 ou 5 cmH2O 

de acordo com o grupo a que fora designado. O sistema de PEEP utilizado foi o selo 

d’água no qual o ramo expiratório do circuito ficou imerso em um recipiente com água, 

onde a profundidade em que o circuito foi posicionado correspondia ao valor da PEEP 

(Fagevik Olsén et al., 2015) 

 Logo após serem conectados ao ventilador mecânico, os animais foram 

curarizados através de injeção intravenosa (i.v.) de brometo de pancurônio (2mg/Kg). 

Após cinco minutos de adaptação à VM e aos sessenta minutos de ventilação, foi 

realizada uma pausa inspiratória de 5 segundos para mensuração da PPL. A 

Complacência estática do sistema respiratório foi calculada da seguinte forma (Perel e 

Stock, 1994; Nichols e Haranath, 2007): 

𝐶𝑠𝑡
𝑉𝐶

𝑃𝑝𝑙 − 𝑃𝐸𝐸𝑃
 

A resistência da via aérea foi calculada através da fórmula (Nichols e Haranath, 2007): 
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𝑅𝑣𝑎 =
𝑃𝑝𝑖 − 𝑃𝑝𝑙

𝐹𝑙𝑢𝑥𝑜
 

 Durante os sessenta minutos de ventilação, foram monitoradas a SpO2, a Ppi, 

FC, PAM e temperatura corporal, que foi mantida em 37°. Foi realizada dose de 

manutenção anestésica através de bolus de fentanil (1µg/Kg), tiopental sódico 

(20mg/Kg) e do bloqueador neuromuscular (1mg/Kg) (Sun et al., 2015). 

4.5. Coleta do sangue 

 Ao final de sessenta minutos de ventilação (grupos GP e GZ) ou monitorização 

hemodinâmica (grupo controle), o sangue foi coletado através de punção cardíaca, na 

qual duas alíquotas sanguíneas de cada animal foram coletadas em tubos de 

polipropileno com 15 µL de anticoagulante (heparina) para obtenção do plasma. A 

primeira alíquota, com 200 µL de sangue, foi encaminhada ao Laboratório de 

Imunopatologia (LIMP) - UFOP para a realização do Hemograma e Leucograma. A 

segunda alíquota, com aproximadamente 800 µL, foi centrifugada a 10.000 RPM por 15 

minutos e o sobrenadante foi retirado e armazenado em um freezer (-80°C) para a 

realização de ensaio imunoenzimático. Após coleta do sangue, os animais foram 

eutanasiados por exsanguinação.  (Campos et al., 2015). 

4.5.1. Esfregaço sanguíneo 

O sangue (2 μL) foi depositado (pipeta automática) em uma das extremidades de 

uma lâmina histológica estéril. Com uma lâmina extensora a 45°, foi realizado um 

movimento firme e uniforme, deslizando-a sobre a lâmina histológica, de maneira que o 

sangue fosse espalhado, formando uma fina camada ao longo da lâmina histológica. As 

lâminas foram coradas com o kit Panóptico Rápido, através de 5 banhos de imersão em 

cada uma das três soluções distintas: metanol, eosina e azul de metileno. 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas em água corrente para a retirada do excesso 

dos corantes e secadas em temperatura ambiente. Foram contados um total de 100 

leucócitos por lâmina, os quais foram diferenciados entre monócitos, linfócitos e 

neutrófilos, através da coloração, morfologia nuclear e citoplasmática e presença ou 
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ausência de grânulos citoplasmáticos (Campos et al., 2014). 

4.6. Coleta do Lavado Broncoalveolar (LBA) 

 Imediatamente após a eutanásia, o tórax de cada animal foi aberto, o brônquio 

principal esquerdo foi clampeado, a traqueia canulada e o pulmão direito foi lavado com 

3 ml de solução salina (3 x 1000 μL). As amostras foram mantidas em gelo até o final 

do procedimento, a fim de evitar lise celular. Para a contagem total de leucócitos no 

LBA, foi utilizada a câmara de Neubauer, onde foi colocado 0,1 mL do LBA e 0,3 mL 

de corante azul de tripano 0,2%, obtendo assim uma diluição de 1/4. Logo após, os 

leucócitos foram contados nos quatro quadrantes encontrados nos extremos da câmara. 

Para a contagem diferencial de células no LBA, 250 µL das amostras foram cito-

centrifugadas em uma centrífuga cytospin (Shandon, Waltham, MA, EUA) na qual 

foram colocadas lâminas, e centrifugadas a 1.000 RPM durante 1 minuto. Após a 

obtenção das lâminas, estas foram coradas com o kit Panótico Rápido, através de 5 

banhos de imersão em cada uma das três soluções distintas: metanol, eosina e azul de 

metileno. Posteriormente, as lâminas foram lavadas em água corrente para a retirada do 

excesso de corantes e secadas em temperatura ambiente. Foram contadas 100 células 

por lâmina, as quais foram diferenciadas entre macrófagos, linfócitos e neutrófilos 

(Campos et al., 2013).  

4.7. Processamento Tecidual: 

 Após a realização do lavado broncoalveolar, o ventrículo direito foi perfundido 

com solução salina. O brônquio principal direito foi clampeado para que fosse instilada 

apenas no pulmão esquerdo, via traqueia, formalina tamponada 4% (pH 7,2) a uma 

pressão de 25 cmH2O por 2 minutos. O pulmão esquerdo foi então removido e imerso 

em solução fixadora por 48 horas. Em seguida, o material foi processado da seguinte 

forma: banho em água corrente por 30 minutos; banho em álcool a 70% e 90% por 1 h 

cada etapa; 2 banhos em álcool a 100% por 1 h cada; 2 banhos de xilol de 1 h cada; 2 

banhos em parafina de 1 h cada e inclusão em parafina. Após processamento de rotina e 

inclusão em parafina, foram feitos cortes seriados com quatro micrômetros de 
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espessura, os quais foram corados em hematoxilina-eosina (HE) para a análise 

morfométrica (Campos et al., 2013). 

4.7.1. Análises Morfométricas e Estereológicas: 

 A análise da densidade de volume do septo alveolar (Vvsa) e do espaço 

aéreo alveolar (Vva) foi realizada em um sistema-teste composto por 16 pontos e em 

uma área-teste conhecida (Held et al., 2001), onde a linha proibida foi considerada 

como delimitação, a fim de evitar uma superestimação no número de estruturas. O 

sistema teste foi acoplado a um monitor ligado a um microscópio. O número de pontos 

(PP) que atingiram os septos alveolares e os espaços aéreos alveolares foram avaliados 

de acordo com o número total de pontos de um sistema teste (Pt).  Temos, então, Vv = 

Pp/Pt. Para se obter amostras uniformes e proporcionais do pulmão, foram analisados 

aleatoriamente 16 campos e um sistema ciclóide de ensaio sobreposto a tela do monitor. 

O volume de referência foi estimado pela contagem de pontos de utilização dos sistemas 

de ponto de teste (PT). Uma área total de 1,94 mm
2
 foi analisada para determinar as 

densidades de volumes dos septos alveolares e dos espaços alveolares em cortes corados 

em hematoxilina e eosina (HE), respectivamente. Análise da área alveolar foi realizada 

através do programa ImageJ® (National Institute of Health, NIH, Maryland, USA) 

(Campos et al., 2015). 

4.8. Homogeneizado Pulmonar: 

 Em seguida à retirada do pulmão esquerdo para histologia, o pulmão direito foi 

imediatamente removido e armazenado em gelo picado em tubos devidamente 

etiquetados. Depois, uma alíquota referente a 0,1 g do pulmão direito foi 

homogeneizado (Homogeneizador Novatécnica mod. NT136, Piracicaba, Brasil) em 1,5 

ml de tampão fosfato de potássio pH 7,5 e centrifugado a 10.000 RPM, 4°C durante 10 

minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer para posteriores análises 

bioquímicas (Murta et al., 2016). 
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4.8.1. Ensaios Imunoenzimáticos do Homogeneizado Pulmonar: 

As análises teciduais de CCL 2, CCL 3 e CCL5 foram realizadas sob um 

protocolo no qual 10 mg de tecido pulmonar foi homogeneizado com 1 mL de tampão 

fosfato (PBS). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4 °C, o pellet foi 

descartado e o conteúdo final foi coletado e armazenado a -80 °C para posterior análise 

por meio do método de ELISA.  Para estes ensaios, foram utilizados kits, sendo todos os 

anticorpos e reagentes reconstituídos e aliquotados de acordo com as orientações dos 

fabricantes. Em placas de 96 poços, foram adicionados 100 µl de anticorpo monoclonal 

contra o peptídeo (anticorpo de captura), reconstituído em PBS, sendo estas placas 

incubadas por 12 horas a temperatura ambiente. Os anticorpos não adsorvidos pelas 

placas foram descartados, por inversão e sucessivas lavagens em PBS-Tween (PBS 

adicionado de 0,05% de Tween20) e as placas foram bloqueadas com 100 µl/poço de 

uma solução contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, 

as placas foram novamente lavadas. As amostras foram aplicadas em um volume de 100 

µl para cada poço. Paralelamente, a proteína investigada foi diluída em várias 

concentrações para o estabelecimento da curva padrão e, a seguir, foi realizada 

incubação por 2 horas em temperatura ambiente. Os anticorpos secundários (anticorpo 

de detecção), após os poços serem devidamente lavados, foram diluídos em PBS-BSA 

0,1% e incubados por 2 horas à temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada e 

100 µl de estreptoavidina ligada à peroxidase (na diluição recomendada pelo protocolo 

de cada kit) em PBS-BSA 0,1% foi adicionado à placa e a mesma incubada por 20 

minutos à temperatura ambiente. O cromógeno escolhido para revelação foi a 

Tetrametilbenzidina (Color Reagent B - R&D Systems, Minneapolis, USA). 5mL do 

cromógeno foi adicionado a 5 mL de água oxigenada (H2O2) fornecida pelo mesmo 

fabricante (Color reagent A - R&D Systems, Minneapolis, USA). 100 µL dessa solução 

foram adicionados em cada um dos poços e, após 20 minutos de incubação em ausência 

de luz e temperatura ambiente, a reação foi bloqueada adicionando-se 100 µl de ácido 

sulfúrico (H2SO4) 2,5 M por poço. A leitura da intensidade de coloração foi realizada 

em leitor de ELISA, utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm, imediatamente 

após a adição de H2SO4 para o bloqueio das reações. A quantificação das citocinas 

presentes nas amostras foi determinada, baseada na densidade óptica obtida com a curva 
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padrão dos peptídeos e analisada pelo software SOFTmax PRO 4.0 (Penitente et al., 

2015). 

4.8.2. Biomarcadores do Desequilíbrio Redox e Defesa Antioxidante 

4.8.2.1. Proteínas Totais: 

A dosagem de proteínas foi realizada nas amostras do homogeneizado tecidual 

pelo Método de Bradford. O reagente de Bradford contém, como principal componente, 

o corante Coomassie brilhante azul, que em solução ácida se liga às proteínas da 

amostra, alterando sua absorbância de 465 nm para 595 nm, medida através do leitor de 

ELISA (Bio-Rad mod. 550, Hercules, EUA). Esta concentração foi representada em 

mg/mL (Bradford, 1976). 

4.8.2.2. Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

A peroxidação lipídica foi determinada por meio do ensaio de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), utilizando o método de Buege e 

colaboradores (Buege e Aust, 1978). A concentração de TBARS é baseada na 

capacidade do ácido tiobarbitúrico (TBA) em se ligar a lipídios oxidados. Para a 

realização da dosagem, fragmentos de 100 mg do pulmão, foram homogeneizados com 

1 mL de tampão fosfato (pH 7,4) e, em seguida, centrifugados por 10 minutos a 10.000 

RPM a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra biológica. Em um 

tubo, foram adicionados 500 µL de homogeneizado, 250 µL de ácido tricloroacético 

(TCA), 28% p/v dissolvido em HCL (0,25 M), 250µL de TBA, 1% dissolvido em ácido 

acético (0,25 M) e 125 µL de hidroxibutiltolueno (BHT 125 mM) dissolvidos em 

etanol. Em seguida, o tubo foi levado ao vórtex e colocado em banho-maria a 95 °C por 

15 minutos. Após serem resfriados em banho de gelo, os tubos foram centrifugados por 

10 minutos a 10.000 RPM a 4ºC, e a absorbância do sobrenadante determinada a 535 

nm. Água destilada foi utilizada como padrão. A concentração de TBARS foi calculada 

através do coeficiente de extinção molar do malondialdeído (MDA) (ԑ = 1,56 x 10
5
L x 

mol
-1

 x cm
-1

). De acordo com a lei de Lambert Beer (A = ε. b. c), onde: A = 

absorbância; ε = coeficiente de extinção molar em unidades de mol
-1

cm
-1

; b = caminho 
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óptico; c = concentração da enzima expressa em mol L
-1

.  Esta concentração foi 

representada em nM/mg de proteína (Campos et al., 2013). 

4.8.2.3. Atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

Atividade da SOD foi medida nos tecidos de acordo com o método de Larcombe 

(Larcombe et al., 2011) que se baseia na capacidade da SOD em inibir a autooxidação 

do pirogalol.  Os reagentes de trabalho utilizados foram: KH2PO4, Na2HPO4, Pirogalol, 

MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difenilterazolio) e dimetilsulfóxido 

(DMSO).  

Para a realização da dosagem, fragmentos de 100 mg do tecido foram 

homogeneizados com 1 mL de tampão fosfato (50 mM), pH 7,0 e, em seguida, 

centrifugados por 10 minutos a 12.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi retirado e usado 

como amostra biológica. A confecção das dosagens nas amostras usando placa de 

ElLISA seguiu a sequência de adições de reagentes, conforme o quadro 1. 

Quadro 1. Reagentes utilizados para mensurar a atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

Poço Amostra Tampão MTT (1,25 Mm) Pirogalol (100 µM) 

Branco - 144 µl 6 µl - 

Padrão - 129 µl 6 µl 15 µl 

Amostra 30 µl 99 µl 6 µl 15 µl 

 As amostras foram incubadas por 5 minutos em estufa a 37°C. Logo após, 150 

µL de DMSO foram adicionados às mesmas para parar a reação. As absorbâncias foram 

lidas no leitor de ELISA em um comprimento de onda de 570 nm, considerando que 

uma unidade de SOD (U) é responsável pela oxidação de 50% do pirogalol e que a 

absorbância da amostra obtida em unidades de SOD é convertida a absorbância da 

amostra obtida em unidades de SOD. Para cálculo da atividade de SOD, foi subtraído o 

resultado obtido da amostra pelo valor encontrado do branco e, a seguir, foi dividido 

esse valor pelo encontrado da subtração do padrão pelo branco. 
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4.8.2.4. Atividade da Catalase 

A determinação da atividade da enzima CAT é baseada na sua capacidade de 

converter H2O2 em água e O2 molecular, conforme descrito por Aebi (Aebi, 1984). Para 

a preparação da amostra biológica, 100 mg do pulmão foram homogeneizados com 1 

mL de tampão fosfato 0,1 M (pH 7,2) e, em seguida, foram centrifugados por 10 

minutos a 10.000 RPM a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra 

biológica. Em um tubo de polipropileno, foi adicionado 50 µL de tampão fosfato 0,1 

mM (pH 7,2) e 40 µL de água destilada, o qual foi mantido em banho-maria a 30 ºC por 

1 minuto. Em seguida, foram adicionados 10 µL das amostras e 900 µL de H2O2 (10 

mM). As absorbâncias foram determinadas no espectrofotômetro a 240 nm, exatamente 

a cada minuto, durante 3 minutos. A água destilada é utilizada como branco. A 

atividade da CAT foi calculada segundo a lei de Lambert Beer citada anteriormente. A 

absorbância utilizada nessa expressão é o delta obtido da primeira e da última 

absorbância lida (absorbância final - absorbância inicial). O coeficiente de extinção 

molar utilizado foi o do H2O2 (39,4 M
-1

cm
-1

). Esta concentração foi representada em 

U/mgptn. Uma unidade de catalase é equivalente a hidrólise de 1 µmol de H2O2 por 

minuto. 

4.8.2.5. Proteína Carbonilada 

 A reação das EROs com a porção proteica da membrana celular pode levar à 

oxidação desta com a consequente formação de derivados carbonílicos. Assim, para a 

determinação da concentração de proteína carbonilada no homogeneizado pulmonar, foi 

utilizado o método descrito por Levine (Levine et al., 1994). Cada amostra foi 

precipitada com TCA (ácido tricloroacético) a 10%. Após a centrifugação, o precipitado 

foi tratado com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), incubado no escuro em temperatura 

ambiente por uma hora e passado no vórtex a cada 15 minutos. Logo após foi 

administrado TCA 10% seguido de centrifugação, as amostras foram lavadas duas vezes 

com composto etanol/acetato de etila (1:1) e dissolvidas em 1mL de dodecilsulfato de 

sódio (SDS) 6% seguido por centrifugação. Os sobrenadantes foram lidos no 

espectrofotômetro a 370 nm. O conteúdo de proteína carbonilada foi calculado, usando 

o coeficiente de extinção molar de 22 000 M
-1

 cm
-1

 e expresso por nmol de proteína 
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carbonilada formada por mg de proteína. Os resultados foram expressos em nmol/mg 

proteína.  

4.8.2.6. Concentração da glutationa 

A Glutationa total (GSH + GSSG) foi determinada enzimaticamente de acordo 

com Akerboom e colaboradores (Hauber et al., 2010). Esse ensaio utilizou um método 

cinético fundamentado na redução do ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzóico (DTNB). A 

GSH presente na amostra reage com DTNB, produzindo o ácido 5-tio-2-nitrobenzóico 

(TNB) e GSSG. Para o preparo dos reagentes de estoque, foram utilizados: solução de 

ácido sulfosalicílico (SSA) 5%; tampão fosfato (500 mM), contendo 5 mM de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA); solução padrão, estoque de glutationa (0,3 mg de 

glutationa reduzida em 0,1 mL de água destilada); solução de estoque de DTNB  (8 mg 

de DTNB foram diluídos em 5,33 mL de DMSO) o que resultou em uma solução com 

1,5 mg/mL e estoque de NADPH (40 mg/mL).  A amostra biológica foi preparada com 

100 mg do pulmão homogeneizado em 1 mL de SSA 5% e, em seguida, centrifugada a 

10.000 RPM, por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como 

amostra biológica. Os reagentes utilizados foram: solução de enzima diluída (15,2 µL 

de glutationa redutase (100 unidades/mL) diluída em 250 µL de tampão fosfato 100 

mM); solução de NADPH de trabalho (da solução de estoque de NADPH preparada são 

retirados 30 µL para 7,5 mL de tampão fosfato 100 mM); mistura de trabalho (8 mL de 

tampão 100 mM, 228 µL da solução de enzimas diluída e 228 µL de DNPH solução de 

estoque); solução padrão de glutationa – preparada para a curva padrão (foi diluído 10 

µL de solução estoque de glutationa padrão com 2 mL de SSA 5%). Para a confecção da 

curva padrão e das dosagens nas amostras foi utilizada placa de Elisa, seguindo a 

sequência de adições de reagentes, conforme mostradas nas Tabelas 1 e 2. 
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Tabela 1: Reagentes utilizados para obtenção da curva padrão. 

Poço 1 2 3 4 5 

[GSH] µM 50 25 12,5 6,25 3,125 

Solução de 

GSH (µL) 
50 25 (tubo 1) 25 (tubo 2) 25 (tubo 3) 25 (tubo 4) 

SSA 5% (µL) - 25 25 25 25 

nmoles de 

GSH em 10 µL 
0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312 

 

 

Tabela 2: Reagentes utilizados para a dosagem. 

Poço Volume 

da amostra 

Tampão MTT 

(1,25 mM) 

Pirogalol (100 

µM) 

Branco - 10 µl 150 µl 50 µl 

Padrão 10 µl - 150 µl 50 µl 

Amostra 10 µl - 150 µl 50 µl 

As amostras foram incubadas por 5 minutos à temperatura ambiente e, em 

seguida, foi adicionado NADPH às mesmas com o cronômetro sendo iniciado. As 

absorbâncias foram lidas durante 5 minutos, a cada minuto, no leitor de ELISA a 412 

nm. As absorbâncias de diluições seriadas de uma solução padrão de glutationa reduzida 

foram determinadas e a GSSG, já presente na amostra, foi reduzida a GSH pela 

presença de NADPH (chamado de método enzimático), medido após derivação da 

glutationa total com acréscimo de 2-vinilpiridina (2-VP). Após análise de regressão 

linear, foi determinada a equação da reta [Concentração = a*(delta das absorbâncias) + 
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b]. Essa equação foi utilizada para determinar a concentração em nmols de glutationa 

total em 10 µl de amostra, e esse valor extrapolado para 1 mL de amostra. O índice de 

estresse oxidativo foi calculado pela razão GSH/GSSG. Estas concentrações foram 

representadas em nmol/mL (Murta et al., 2016).  

4.9. Análise Estatística 

 Os dados foram testados quanto a sua normalidade de distribuição através do 

teste Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média ± erro padrão da média. Para 

os dados paramétricos, foram utilizadas as análises de variância univariada (ANOVA 

one-way) seguidas pelo pós-teste de Tukey e o teste t de Student. Todas as análises 

foram realizadas, utilizando o software GraphPadPrism, versão 5.00 para Windows 7, 

GraphPad Software (San Diego, CA, USA) e foi considerada como diferença 

significativa o valor de p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Monitorização Hemodinâmica, da Oxigenação e da Mecânica Ventilatória 

Durante todo o período da VM, os parâmetros hemodinâmicos dos animais 

foram monitorados. Os resultados da frequência cardíaca, pressão arterial média, 

saturação de oxigênio no sangue, complacência estática pulmonar e a resistência da via 

aérea, no início e ao final do processo de ventilação mecânica, foram dispostos na 

Tabela 3. 

Tabela 3: Monitorização Hemodinâmica, da Oxigenação e da Mecânica Ventilatória 

Variável 
Inicial Final 

p 
Inicial Final 

p 
GP GP GZ GZ 

FC (bpm) 401,5 ± 6,3 373,1 ± 16,2 > 0,05 411,9 ± 6,8 383,4 ± 12,3 > 0,05 

PAM (mmHg) 115,1 ± 8,8 98,5 ± 7,4 > 0,05 117,6 ± 11,1 97,8 ± 4,1 > 0,05 

SpO2 (%) 93,7 ± 0,5 94,5 ± 1,2 > 0,05 91,6 ± 1,5 92,4 ± 1,5 > 0,05 

Cest (mL/cm H2O)  0,29 ± 0,1 0,25 ± 0,1 > 0,05 0,25 ± 0,0 0,24 ± 0,0 > 0,05 

Rva (cmH2O/ml/s) 1,98 ± 0,9 1,34 ± 0,2 > 0,05 1,34 ± 0,3 1,31 ± 0,3 > 0,05 

FC: Frequência cardíaca, PAM: Pressão arterial média, SpO2: Saturação de oxigênio no sangue, Cest: 

Complacência estática do sistema respiratório. Rva: Resistência da via aérea. Os dados estão expressos 

como média ± EPM e foram analisados pelo teste T pareado (p<0,05). 

Quando analisados os dados obtidos referentes à função hemodinâmica e 

mecânica ventilatória, podemos observar que não houve alteração significativa desses 

parâmetros no início e no final da ventilação, como mostrado na Tabela 3. Logo, não 

houve instabilidade hemodinâmica nem alteração da mecânica ventilatória dos animais 

dos grupos GP e GZ durante o período de VM. Nessa mesma linha, comparamos os 

parâmetros iniciais e finais entre os grupos GP e GZ, como mostrado na Tabela 4. Os 

resultados mostraram que não houve diferença significativa entre os grupos GP e GZ. 
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Tabela 4: Comparação dos parâmetros fisiológicos durante a VM entre os grupos. 

Variável 
Inicial 

p 
Final 

p 
GP GZ GP GZ 

FC (bpm) 401,5 ± 6,3 411,9 ± 6,8 > 0,05 373,1 ± 16,2 383,4 ± 12,3 > 0,05 

PAM (mmHg) 115,1 ± 8,8 117,6 ± 11,1 > 0,05 98,5 ± 7,4 97,8 ± 4,1 > 0,05 

SpO2 (%) 93,7 ± 0,5 91,6 ± 1,5 > 0,05 94,5 ± 1,2 92,4 ± 1,5 > 0,05 

Cest (mL/cm H2O)  0,29 ± 0,1 0,25 ± 0,0 > 0,05 0,25 ± 0,1 0,24 ± 0,0 > 0,05 

Rva (cmH2O/L/S) 1,98 ± 0,9 1,34 ± 0,3 > 0,05 1,34 ± 0,2 1,31 ± 0,3 > 0,05 

FC: Frequência cardíaca, PAM: Pressão arterial média, SpO2: Saturação de oxigênio no sangue, Cest: 

Complacência estática do sistema respiratório, Rva: Resistência da via aérea. Os dados estão expressos 

como média ± EPM e foram analisados pelo teste T não pareado (p<0,05). 

5.2. Parâmetros Hematológicos 

Os parâmetros hematológicos dos grupos experimentais foram obtidos e quantificados 

os valores de Eritrócitos, Hematócritos e Hemoglobina dos grupos de estudo. Os valores 

foram apresentados na Tabela 5. 

Tabela 5: Parâmetros hematológicos dos grupos experimentais. 

 GC GP GZ p 

Eritrócito (x10
6
/mm

3
) 5,9 ± 0,7 7,9 ± 0,2

a
 7,3 ± 0,4 < 0,05 

Hematócrito (%) 30,0 ± 3,8 39,7± 2,5 39,2 ± 2,8 > 0,05 

Hemoglobina (g/dL) 15,1 ± 0,4  16,2± 0,6 14,6 ± 0,9 > 0,05 

(a) Diferença significativa quando comparado ao GC. Os dados estão expressos como média ± EPM e 

foram analisados pela análise de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey (p<0,05). 

De acordo com a Tabela 5, os animais do grupo GP apresentaram maiores níveis 

séricos de eritrócitos quando comparado ao grupo GC. As demais variáveis não 

apresentaram diferenças significativas. Para realizar o monitoramento e caracterização 

de células do sangue, foi realizada a contagem total e diferencial das células. Conforme 

mostrado na Tabela 6, não houve alteração na quantidade de leucócitos totais, 
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monócitos e linfócitos presentes no sangue dos grupos GP e GZ quando comparado ao 

grupo GC. A ventilação mecânica no grupo GP promoveu um aumento significativo do 

número de neutrófilos observado em relação ao grupo experimental GC. 

Tabela 6: Leucograma mostrando a contagem das células nos grupos experimentais. 

Variáveis GC GP GZ P 

Leucócitos (x 10
3

/mm
3
)  3,5 ± 0,8 6,5 ± 0,9 4,3± 1,1 > 0,05  

Monócitos (x 10
3

/ mm
3
) 0,1± 0,0 0,5± 0,2 0,3± 0,2 > 0,05  

Neutrófilos (x 10
3

/ mm
3
)  0,3 ± 0,1 1,7± 0,2

a
 1,2 ± 0,4 < 0,05  

Linfócitos (x 10
3

/ mm
3
)  1,9 ± 0,9 4,3 ± 0,5 2,7 ± 0,8 > 0,05  

(a) Diferença significativa quando comparado ao GC. Os dados estão expressos como média ± EPM e 

foram analisados pela análise de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey (p<0,05). 

Com o objetivo de analisar o recrutamento de células inflamatórias nos pulmões 

dos animais submetidos à VM, foram determinadas as quantidades de leucócitos totais e 

diferenciais (macrófagos, linfócitos e neutrófilos) presentes no LBA (Tabela 7). 

Observamos um aumento do número de leucócitos totais no grupo GP quando 

comparado aos grupos GC e GZ, e um maior recrutamento de neutrófilos no grupo GP 

quando comparado ao GC. 

Tabela 7: Influxo de células no lavado broncoalveolar dos grupos experimentais. 

 
GC GP GZ p 

Leucócitos totais (x 10
3
/ml) 206,0 ± 20,6 328,0 ± 38,4

a,c
 206,0 ± 23,15 < 0,05 

Macrófagos (x 10
3
/ml) 174,5 ± 16,2 202,0 ± 61,3 168,1 ± 25,1 > 0,05 

Neutrófilos (x 10
3
/ml) 5,8 ± 5,3 92,3 ± 36,3

a
 12,5 ± 3,6 < 0,05 

Linfócitos (x 10
3
/ml) 25,66 ± 70,9 33,6 ± 5,5 25,4 ± 3,6 > 0,05 

(a) Diferença significativa quando comparado ao GC; (c) Diferença significativa entre o grupo GP 

quando comparado ao GZ. Os dados estão expressos como média ± EPM e foram analisados pela análise 

de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey (p<0,05). 
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5.3. Análises imunoenzimáticas  

 As análises das citocinas inflamatórias foram realizadas no homogeneizado 

pulmonar para avaliar a resposta inflamatória nos pulmões. Os resultados demonstraram 

que a concentração de CCL3 foi maior no grupo GP em relação aos demais grupos, e a 

concentração de CCL 5 foi maior no grupo GP quando comparado ao grupo controle. 

Não houve diferença nos níveis de CCL2 entre os grupos estudados (Tabela 8). 

Tabela 8: Análises imunoenzimáticas no homogeneizado pulmonar. 

 
CG GP GZ p 

CCL2 (µg/ml) 1,51 ± 0,14 1,45 ± 0,03 1,46 ± 0,07 > 0,05 

CCL3 (µg/ml) 0,13 ± 0,04 0,27 ± 0,04
a,c

 0,11 ± 0,03 < 0,05 

CCL5 (µg/ml) 1,18 ± 0,09 1,67 ± 0,15
a 

1,52 ± 0,13 < 0,05 

(a) Diferença significativa quando comparado ao GC; (c) Diferença significativa entre o grupo GP 

quando comparado ao GZ. Os dados estão expressos como média ± EPM e foram analisados pela análise 

de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey (p<0,05). 
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5.4. Desequilíbrio Redox 

Por meio da formação de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) e 

da oxidação de proteínas, é possível obter o índice de dano oxidativo resultante da 

exposição dos grupos experimentais submetidos ao processo de VM. Esse estudo 

mostrou que a peroxidação lipídica foi maior no grupo GP quando comparado aos 

grupos GC e GZ. Da mesma forma, houve um aumento da oxidação proteica no grupo 

GP quando comparado aos grupos GC e GZ. A atividade das enzimas SOD e CAT no 

parênquima pulmonar foi maior no grupo GP em relação ao GC e GZ e a razão 

GSH/GSSG foi menor no grupo GP quando comparada ao grupo GC (Tabela 9). 

Tabela 9: Avaliações do estresse e danos causados pela oxidação no parênquima 

pulmonar dos grupos experimentais. 

 GC GP GZ p 

TBARS (nM/mg ptn) 1,47 ± 0,09 5,32 ± 0,66
a,c 

1,47 ± 0,26 < 0,05 

PTN CARB (nmol/mg ptn) 19,76 ± 2,58 37,32 ± 6,69
a,c

 16,41 ± 2,21 < 0,05 

SOD (U/mgptn) 34,84 ± 2,27 128,9 ± 11,16
a,c 

56,98 ± 7,46 < 0,05 

CAT (U/mgptn) 4,14 ± 0,04 15,47 ± 2,23
a,c 

3,78 ± 0,53 < 0,05 

GSH/GSSG 1,32 ± 0,14
 

0,52 ± 0,17
a
 0,69 ± 0,24 < 0,05 

(a) Diferença significativa quando comparado ao GC; (c) Diferença significativa entre o grupo GP 

quando comparado ao GZ. Os dados estão expressos como média ± EPM e foram analisados pela análise 

de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey (p<0,05). 

5.5. Estereologia 

A densidade de volume do septo alveolar e a densidade de volume de espaço 

aéreo alveolar dos grupos experimentais foram analisadas. Não verificamos variação 

significativa entre a densidade de volume do septo alveolar e da densidade de volume 

de espaço aéreo entre os grupos, como mostrado nas Figuras 10 e 11. 
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Figura 10: Densidade de volume de septo alveolar. Os dados estão expressos como média ± erro padrão 

e foram analisados pela análise de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey (p<0,05). 

 

GC GP GZ
0

20

40

60

80

%
 V

v
 d

e
 e

s
p

a
ç
o

 a
é
re

o
 a

lv
e
o

la
r

 

Figura 11: Densidade de volume de espaço aéreo alveolar. Os dados estão expressos como média ± erro 

padrão e foram analisados pela análise de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey 

(p<0,05). 

 

Foi realizada análise de área alveolar e os resultados mostraram que houve um 

aumento significativo da área alveolar do grupo GP em relação aos grupos GC e GZ 

(Figuras 12 e 13). 
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Figura 12: Área alveolar. A letra a representa diferença significativa em relação ao grupo GC, a letra c 

representa diferença significativa em relação ao grupo GZ. Os dados estão expressos como média ± erro 

padrão e foram analisados pela análise de variância One Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey 

(p<0,05). 

 

Figura 13: Fotomicrografias de cortes do pulmão corados com H&E. Aumento de 40x. Análise de área 

alveolar. 
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6. DISCUSSÃO: 

 Neste trabalho, avaliamos os efeitos da ventilação mecânica com e sem o uso da 

PEEP na resposta inflamatória e o desequilíbrio redox em pulmões saudáveis de ratos 

Wistar, através da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e a razão 

GSH/GSSG; além da oxidação de proteínas, formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico no homogeneizado pulmonar, contagem total e diferencial de células 

inflamatórias no LBA e no sangue, a expressão de CCL2, CCL3 e CCL5, a densidade 

de volume (Vv) do septo alveolar, Vv do espaço aéreo alveolar e da área alveolar. 

 A VM é amplamente utilizada com o objetivo de otimizar a troca gasosa, porém 

pode desencadear ou intensificar uma lesão pulmonar pré-existente. Além de induzir 

lesões em nível tecidual, como: barotrauma, volutrauma e atelectrauma, a VM também 

pode induzir lesões em nível celular (Akinci et al., 2005; Ngiam e Kavanagh, 2012). 

Prost e colaboradores sugeriram que as forças atuantes no parênquima pulmonar durante 

a VM são superiores às forças aplicadas na via aérea (De Prost et al., 2011). A ação de 

forças mecânicas nos componentes da arquitetura pulmonar resulta na liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, bem como no recrutamento de leucócitos e o início de 

processos inflamatórios locais (De Prost et al., 2011; Kuchnicka e Maciejewski, 2013; 

Beitler et al., 2016). Além disso, as citocinas podem translocar-se para a circulação, 

gerando uma resposta inflamatória sistêmica e desencadeando a disfunção múltipla de 

órgãos, como acontece na SDRA (Tremblay et al., 1997; Curley et al., 2016). Tal 

reação biológica, em resposta às forças mecânicas, é definida como biotrauma. Uma 

manifestação precoce e frequente do biotrauma é o recrutamento de neutrófilos a partir 

do leito vascular para os pulmões, em resposta à liberação de citocinas e quimiocinas 

epiteliais e macrófagos alveolares (Matthay e Zemans, 2011; Kuchnicka e Maciejewski, 

2013).  

A LPIV é resultado da interação complexa entre as várias forças mecânicas que 

atuam sobre as estruturas do pulmão. Essas forças foram definidas como estresse (força 

por unidade de área) e tensão (força ao longo do eixo longitudinal) (Kuchnicka e 

Maciejewski, 2013). Dois principais mecanismos podem levar à LPIV: dano direto à 
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membrana capilar alveolar e matriz extra celular; ou mecanotransdução, que é a 

conversão de um estímulo mecânico em sinais bioquímicos e moleculares intracelulares 

quando o epitélio alveolar ou endotélio vascular é estirado durante a VM (Kuchnicka e 

Maciejewski, 2013; Sutherasan et al., 2014; Silva et al., 2015). Esse estímulo provoca a 

expansão da membrana plasmática e desencadeia a sinalização celular através de 

mediadores inflamatórios que influenciam a disfunção pulmonar e celular sistêmica 

(Matute-Bello et al., 2008; Sutherasan et al., 2014). Receptores transmembranares, tais 

como integrinas e canais iônicos ativados por estiramento são identificados como as 

estruturas-chave na mecanotransdução e desencadeiam processos intracelulares 

(Halbertsma et al., 2005). A tensão mecânica gerada durante a VM leva a uma resposta 

endotelial ativa que induz as vias de sinalização a um aumento da permeabilidade 

vascular (Park-Windhol e D'amore, 2016). Em condições fisiológicas, a permeabilidade 

microvascular é estreitamente regulada; no entanto, durante a LPIV, a ruptura da 

barreira vascular resulta no recrutamento de leucócitos (De Prost et al., 2011), sendo os 

neutrófilos predominantes no LBA de pacientes com LPA (Tasaka et al., 2008). Nós 

constatamos que houve um maior recrutamento de células inflamatórias no grupo GP, 

especialmente influxo de neutrófilos.  

Os resultados obtidos neste trabalho vão ao encontro dos resultados obtidos por 

Hirsch e colaboradores, que avaliaram a resposta inflamatória em animais submetidos à 

VM e expostos a fumaça de cigarro, eles observaram um maior recrutamento de 

neutrófilos no grupo subemtido à VM + fumaça de cigarro, e também relataram que 

houve aumento no recrutamento de neutrófilos nos animais submetidos apenas à VM 

com PEEP de 4 cmH2O, quando comparados ao grupo controle (Hirsch et al., 2014). 

Choudhury e colaboradores demonstraram que uma estratégia ventilatória lesiva induz 

um recrutamento de neutrófilo na fase inicial da LPIV (Choudhury et al., 2004). A 

presença de neutrófilos nos espaços aéreos é uma característica consistente da lesão 

pulmonar em humanos e em animais (Grommes et al., 2012), pois são as primeiras 

células do sistema imunológico a serem recrutadas para o local da lesão ou inflamação. 

Após a ativação, os neutrófilos migram através do interstício para o espaço alveolar 

(Grommes e Soehnlein, 2011). E em algumas circunstâncias podem contribuir direta ou 

indiretamente para a lesão pulmonar. Um dos mecanismos em que os neutrófilos podem 
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causar danos ao pulmão é através da produção de espécies reativas de oxigênio (Pittet et 

al., 1997; Syrkina et al., 2008; Chen et al., 2014). Os neutrófilos se acumulam na 

microcirculação pulmonar e se tornam ativados, levando à liberação de mediadores 

tóxicos (Matthay e Zemans, 2011).  

Na análise do leucograma, não observamos diferenças significativas nos 

leucócitos totais; houve, entretanto, um aumento do número de neutrófilos no sangue 

dos animais do grupo GP. A ativação e transmigração de neutrófilos circulantes do 

sangue para o espaço alveolar são consideradas passos críticos no desenvolvimento de 

LPA e da SDRA (Rose et al., 2003; Reutershan e Ley, 2004; Syrkina et al., 2008; 

Tasaka et al., 2008). Os neutrófilos ativados contribuem para o aumento da 

permeabilidade endotelial (Bailey et al., 2008). Segundo Rose (Rose et al., 2003) e 

Matthay (Rose et al., 2003; Matthay et al., 2012) o aumento da permeabilidade alvéolo 

capilar também está ligada à transferência de eritrócitos para o espaço alveolar na 

SDRA. Os eritrócitos possuem um eficiente sistema de defesa antioxidante enzimático e 

não enzimático, pois estão continuamente expostos a fontes de EROs, visto que, 

transportam grandes quantidades de O2 e NO (Sivilotti, 2004; Colombo et al., 2012; 

Jabri et al., 2016); Minneti e colaboradores (Minetti et al., 2007) acreditam que, ao 

passar por regiões que apresentam um desequilíbrio redox, os eritrócitos podem 

contribuir para neutralizar os efeitos das EROs. Devido a sua mobilidade, essas células 

apresentam atividade antioxidante em toda a circulação (Cimen, 2008). Nós 

hipotetizamos que o aumento nos níveis séricos de eritrócitos no grupo GP está 

relacionado ao seu mecanismo de defesa antioxidante. 

 As quimiocinas e seus receptores são os principais mediadores do 

extravasamento de leucócitos para regulação do processo inflamatório e a migração 

direcional para tecidos inflamados e infectados (Bonecchi e Graham, 2016). 

Independentemente da sua função fisiopatológica, os mediadores inflamatórios podem 

servir como um indicador sensível da lesão pulmonar durante a ventilação mecânica. 

Esta hipótese é também apoiada por estudos da rede ARDSnet em que a mortalidade 

está correlacionada aos níveis de citocinas e não às medidas físicas do barotrauma 

(Meier et al., 2008). 
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 Halbertsma, Tasaka e Wang mostraram que a VM regula positivamente a 

produção de citocinas pulmonares, o que pode resultar em reação inflamatória, 

agravando a lesão pulmonar. Essa reação inflamatória não é restrita aos pulmões, 

envolve também a circulação sistêmica, o que justifica o fato de que a maioria dos 

pacientes com SDRA não morrem por falência respiratória, mas em decorrência da 

síndrome de disfunção de múltiplos órgãos (Halbertsma et al., 2005; Tasaka et al., 

2008; Wang et al., 2016).  

 Um mecanismo proposto para LPIV é que a deformação mecânica do tecido 

pulmonar estimula uma resposta inflamatória aguda caracterizada pelo aumento dos 

níveis das citocinas pró-inflamatórias e pelo recrutamento de células inflamatórias 

(Chapman et al., 2005). O infiltrado de neutrófilos no tecido pulmonar pode levar ao 

aumento nos níveis de citocinas e quimiocinas inflamatórias como IL-6, KC e MIP-2, 

que contribuem para o desenvolvimento da patogênese do pulmão, incluindo LPIV 

(Reddy et al., 2007). A CCL2 desempenha um papel importante na atração de 

monócitos e, em muitos processos inflamatórios, tem sido mostrado que está envolvida 

numa ampla variedade de doenças com ou sem um aspecto inflamatório evidente 

(Oberthür et al., 2015). CCL3 é uma das quimiocinas necessárias para o recrutamento 

de neutrófilos circulantes no pulmão em modelo de lesão pulmonar por 

Lipopolisacarídeo (LPS). Resultados semelhantes foram encontrados em modelos 

experimentais de LPIV, onde o estiramento pulmonar resultou no aumento dos níveis de 

CCL3 (Halbertsma et al., 2005; Blázquez-Prieto et al., 2015). CCL 5 desempenha um 

papel importante no recrutamento de neutrófilos em modelos de LPA (Pan et al., 2000; 

Grommes et al., 2012). 

 A expressão celular e o aumento nos níveis de quimiocinas, como CCL2, CCL3 

CCL5 em fluidos orgânicos, têm sido relacionados com o influxo de leucócitos em 

eventos agudos (Murta et al., 2016). Pan e colaboradores relataram que a super 

expressão de CCL5 promove aumento no infiltrado de neutrófilos para as vias 

respiratórias de camundongos, tanto na presença, como na ausência de inflamação das 

vias aéreas induzida por antígeno (Pan et al., 2000). CCL3 também está relacionada 

com o recrutamento de neutrófilos em modelo murino (Belperio et al., 2006). A fase 
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inicial da LPIV é caracterizada pela libertação de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias, além do recrutamento de neutrófilos para o espaço alveolar (Porto e 

Stein, 2016). 

Neste trabalho, observamos que houve um aumento nos níveis de CCL5 e CCL3 

no tecido pulmonar dos animais do grupo GP, o que está relacionado com um maior 

influxo de leucócitos, especialmente o recrutamento de neutrófilos. Nossos dados vão 

ao encontro dos resultados de Vaneker e colaboradores (Vaneker et al., 2007) que 

relataram aumento nos níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias no 

homogeneizado pulmonar de camundongos C57/Black 6 ventilados, durante 60 

minutos, com volume corrente de 8 ml/Kg e PEEP de 4 cmH2O, quando comparados ao 

grupo de animais que não foram ventilados. Ester K. Wolthuis e colaboradores 

(Wolthuis et al., 2009) relataram que a VM, mesmo com VC fisiológico (7,5 ml/Kg) e 

PEEP de 2 cmH2O, induziu lesão pulmonar em camundongos sem lesão pulmonar 

prévia, através do aumento das citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Villar e 

colaboradores (Villar et al., 2009) relataram que a aplicação da PEEP, durante a VM 

com um VC de 20ml/Kg em ratos saudáveis, induziu a uma lesão pulmonar, através do 

aumento nos níveis de citocinas e infiltrado de células inflamatórias, quando 

comparados com o grupo ventilado com VC de 20ml/Kg e ZEEP. 

 O estiramento cíclico das células epiteliais do pulmão, durante a VM, provoca a 

liberação das EROs (Syrkina et al., 2008). A produção de altos níveis das EROs está 

relacionada ao desequilíbrio redox, que é caracterizado pela redução na proporção 

antioxidante/oxidante, estando os oxidantes em maior quantidade (Campos et al., 2015). 

As EROs atuam como toxina celular e como mensageiros secundários, que modulam a 

sinalização intracelular, culminando na ativação de cascata inflamatória, no infiltrado de 

neutrófilos e na produção de citocinas (Syrkina et al., 2008). No desequilíbrio redox, as 

espécies reativas provocam modificações desfavoráveis aos componentes celulares, tais 

como: danos às proteínas, à peroxidação lipídica e ao ácido desoxirribonucleico (DNA). 

A carbonilação de proteína resulta na perda da sua função, sendo considerada um 

biomarcador de estresse oxidativo nos pulmões (Ahmad et al., 2008) e pode prejudicar a 

sinalização e atividades funcionais e estruturais das proteínas, tendo assim impactos 
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significativos em várias enfermidades (Kehrer e Klotz, 2015). A peroxidação lipídica 

refere-se a um processo em que as espécies radicais atacam lipídeos que contêm dupla 

ligação carbono-carbono, especialmente ácidos graxos poliinsaturados, que são 

componentes estruturais de membranas celulares da bicamada lipídica. Danos aos 

ácidos graxos poliinsaturados levam à perda rápida da integridade da membrana e ao 

comprometimento da função celular (Zhou et al., 2012; Kim et al., 2014; Arben Santo, 

2016).  

Para determinar se a PEEP poderia contribuir para o desequilíbrio redox durante 

a VM, nós avaliamos os níveis de proteína Carbonilada e formação de TBARS. Nossos 

resultados mostraram que, no grupo GP, houve elevado conteúdo de TBARS e proteína 

carbonilada. Pacientes com SDRA apresentam altos níveis de produtos da peroxidação 

lipídica em seu plasma, que é evidência do aumento da peroxidação lipídica durante o 

desenvolvimento da LPA e da SDRA (Reddy et al., 2007). Reddy e colaboradores 

relataram que, em estudos com culturas de células após 30 minutos de exposição de 

células epiteliais e endoteliais pulmonares ao estresse cíclico, ocorre aumento na 

produção de EROS, sugerindo que estas espécies reativas podem contribuir para o 

desenvolvimento da lesão pulmonar induzida pela ventilação (Reddy et al., 2007). 

Oxidantes derivados de neutrófilos desempenham um papel importante nas lesões 

epiteliais e podem induzir a lesão pulmonar aguda (Grommes e Soehnlein, 2011; 

Matthay e Zemans, 2011). Zemans e colaboradores (Zemans et al., 2009) relataram que 

camundongos, que apresentavam deficiência na NADPH-oxidase, a enzima chave 

necessária para gerar uma explosão respiratória, foram protegidos do aumento da 

permeabilidade pulmonar em um modelo de SDRA.  

Os sistemas específicos de defesa pulmonar incluem as enzimas catalase, 

superóxido dismutase e glutationa peroxidase e existem para neutralizar o desequilíbrio 

redox (Sun et al., 2015). A SOD catalisa a dismutação do O
-

2 
em H2O2 e oxigênio e a 

CAT atua sobre o H2O2 produzido pela SOD para formar água e oxigênio molecular. A 

CAT está presente em quantidades substanciais no pulmão e, como a SOD, pode ser 

facilmente regulada (Sarma e Ward, 2011). A glutationa é um dos antioxidantes não 

enzimáticos mais importantes e atua na manutenção da homeostase redox. A glutationa 
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existe no estado reduzido (GSH) ou no estado oxidado (GSSG). EROS e RNS são 

reduzidos pela GSH não enzimaticamente, porém a redução do H2O2 requer a presença 

da glutationa peroxidase (GPX). Ambas as reações levam à formação de GSSG, que é 

reduzida novamente em GSH na presença da glutationa redutase e NADPH (Sarma e 

Ward, 2011; Koekkoek e Van Zanten, 2016). A razão GSH/GSSG é frequentemente 

utilizada como um indicador do estado redox celular (Kehrer e Klotz, 2015; Arben 

Santo, 2016). O infiltrado de neutrófilos nos tecidos pulmonares pode resultar em 

aumento nos níveis de EROS, e as enzimas antioxidantes são essenciais para a resposta 

às EROS geradas pelos neutrófilos. Desse modo, as EROS, em resposta à MV, podem 

contribuir para o desequilíbrio redox (Papaiahgari et al., 2007) 

Nossos resultados mostraram que houve aumento na atividade das enzimas 

antioxidantes e redução na razão GSH/GSSG. Leff e colaboradores investigaram a 

possibilidade de prever o desenvolvimento da SDRA, através da análise de marcadores 

do desequilíbrio redox no sangue de pacientes com sepse, e observaram que houve um 

aumento da atividade das enzimas catalase e superóxido dismutase nos pacientes que 

evoluíram com a SDRA (Leff et al., 1992). Reddy e colaboradores demonstraram que a 

exposição ao estiramento cíclico causou uma redução significativa na razão GSH/GSSG 

em células epiteliais do pulmão (Reddy et al., 2007). Murta e colaboradores observaram 

que houve redução da razão GSH/GSSG na presença do desequilíbrio redox (Murta et 

al., 2016). 

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com De Prost e colaboradores, 

que relataram que o aumento do volume inspiratório final, através do aumento da 

capacidade residual funcional (isto é, com a aplicação da PEEP), pode causar lesão 

pulmonar independentemente do volume corrente. Como resultado, a aplicação da 

PEEP, quando o volume corrente é mantido constante, aumenta o volume inspiratório 

final e pode ser prejudicial (De Prost et al., 2011). Muito se fala sobre a estratégia 

ventilatória protetora e da relação entre baixo volume corrente e redução na taxa de 

mortalidade. Entretanto, não se pode afirmar que a PEEP contribui para reduzir a 

mortalidade dos pacientes com SDRA. Além disso, já foi demonstrado que altos níveis 

de PEEP não diminuem a mortalidade nem o tempo de ventilação (Gattinoni et al., 

2006). De acordo com Dreyfuss e colaboradores (Dreyfuss e Saumon, 1998), os efeitos 
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benéficos da PEEP podem ser compensados pelas consequências da distensão 

pulmonar. A PEEP tem efeitos benéficos sobre as trocas gasosas; entretanto, pode 

induzir o edema pulmonar durante LPA. A melhora da oxigenação ocorre em 

consequência da reabertura dos alvéolos e da redistribuição do fluido do edema em 

direção ao espaço intersticial. 

Neste trabalho, observamos que a VM com PEEP de 5 cm/H2O promoveu 

expansão alveolar, porém não encontramos diferenças significativas na densidade de 

volume de septo e de espaço aéreo alveolar. Acreditamos, portanto, que o período de 60 

minutos de ventilação mecânica não foi suficiente para promover alterações na estrutura 

dos alvéolos.  

A maioria dos estudos publicados foram realizados em situações experimentais, 

que diferem do cenário clínico, pois foram realizados em modelos experimentais de 

lesão pulmonar induzida previamente ou utilizando estratégias ventilatórias lesivas, 

tornando difícil comparar os resultados encontrados. Diferentemente, em nosso 

trabalho, utilizamos uma estratégia ventilatória recomendada pelas Diretrizes Brasileiras 

de Ventilação Mecânica (Barbas, Isola, et al., 2014).  
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7. CONCLUSÃO 

A ventilação mecânica, com o uso da PEEP, desencadeou uma resposta inflamatória e o 

desequilíbrio redox nos pulmões de ratos saudáveis após um curto período de 

ventilação.  
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