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RESUMO 

Introdução: A Ventilação Mecânica Invasiva (VMI) é uma ferramenta utilizada no tratamento 

de pacientes com insuficiência respiratória aguda ou crônica, sendo considerada um recurso 

não fisiológico, a VMI pode causar vários distúrbios metabólicos como acidose e alcalose 

respiratória. Entretanto, na prática clínica, existem técnicas como o suspiro e a insuflação 

gradual, que visam o recrutamento alveolar e, consequentemente, promovem possíveis efeitos 

protetores nos pulmões. Neste contexto, este estudo teve como objetivo analisar os efeitos do 

suspiro sobre o estresse oxidativo e a resposta inflamatória pulmonar em ratos adultos saudáveis 

Wistar submetidos à VMI. Métodos: trinta e um ratos Wistar machos foram divididos em 

quatro grupos: controle (GC), ventilação mecânica (GVM), ventilação mecânica com 20 

suspiros/hora (GVM20) e ventilação mecânica com 40 suspiros/hora (GVM40). Os animais do 

GC foram mantidos em ventilação espontânea por 1h, e o GVM, GVM20 e GVM40 foram 

sedados, anestesiados, curarizados e ventilados mecanicamente por 1h com volume corrente de 

7 mL/kg, uma frequência respiratória de 80 ciclos/minuto e uma pressão positiva expiratória 

final (PEEP) de 3 cmH2O. Após o término do protocolo experimental, os animais foram 

eutanasiados e o lavado broncoalveolar (LBA), o sangue arterial e os pulmões foram coletados 

para as análises imunoenzimáticas, histológicas e bioquímicas. As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o GraphPadPrism. Os dados foram expressos como média ± EPM ou 

mediana, valor mínimo e máximo e o p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

Resultados: Não houve alterações nos parâmetros hemodinâmicos entre os grupos analisados. 

Em relação a gasometria arterial, no final da ventilação mecânica, não foram observadas 

alterações na saturação de O2 e no pH sanguíneo entre os grupos experimentais. Os animais do 

GVM40 apresentaram maior pressão parcial de oxigênio (PO2) e menor pressão parcial de 

dióxido de carbono (PCO2) em relação ao GC. Os níveis de bicarbonato (HCO3) no GVM20 

foram menores em comparação ao GC. A relação entre PO2/FiO2 foi maior em GVM e GVM40 

em relação ao GC. O influxo de células totais no LBA foi maior no GVM em relação ao GC, 

assim como o influxo de neutrófilos, todavia, houve uma diminuição dos neutrófilos no GVM40 

em relação à GVM. A análise de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) mostrou 

maior oxidação de lipídios no GVM em relação ao GC, GVM20 e GVM40. A oxidação de 

proteínas foi maior no GVM quando comparado ao GVM40. A atividade da enzima superóxido 

dismutase (SOD) foi maior no GVM quando comparado aos GC, GVM20 e GVM40. A 

atividade da enzima catalase (CAT) também foi maior no GVM em relação aos GC, GVM20 e 

GVM40. Em relação aos marcadores inflamatórios CCL2, CCL3, CCL5 não houve diferença 

entre os grupos analisados. No entanto, houve aumento dos níveis de IL-1, IL-6 e TNF em 

GVM em relação ao GC e uma diminuição em GVM20 e GVM40 em relação ao GVM. 

Conclusão: Nossos dados sugerem que o uso do suspiro desempenha um papel protetor, uma 

vez que reduziu o desequilíbrio redox e a inflamação pulmonar causada pela VM. 

 

Palavras-chave: ventilação mecânica, suspiro, estresse oxidativo, inflamação pulmonar. 

 

  



ABSTRACT 

Introduction: Mechanical ventilation (MV) is a tool used in the treatment of patients with acute 

or chronic respiratory failure, being considered a non-physiological resource, MV can cause 

several metabolic disorders such as metabolic disorders like respiratory acidosis and alkalosis. 

However, in clinical practice, there are techniques such as sigh and gradual insufflation, which 

aim alveolar recruitment and, consequently, promote possible protective effects on the lungs. 

In this context, our study analyzed the effects of sigh on oxidative stress and pulmonary 

inflammatory response in healthy adult Wistar rats submitted to MV. Methods: Thirty-one 

male Wistar rats were divided into four groups: control (CG), mechanical ventilation (MVG), 

mechanical ventilation with 20 sighs/hour (MV20G) and mechanical ventilation with 40 

sighs/hour (MV40G). The CG animals were maintained with spontaneous ventilation for 1h, 

and the MVG, MV20G, and MV40G were sedated, anesthetized, curarized and mechanically 

ventilated for 1h with a tidal volume of 7 mL/kg, a respiratory rate of 80 cycles/minute and a 

positive end-expiratory pressure (PEEP) of 3 cmH2O. Atthe end of the experimental protocol, 

the animals were euthanized and bronchoalveolar lavage (BAL), arterial blood and lungs were 

collected for immunoenzymatic, histological and biochemical analysis. Statistical analyses 

were performed using GraphPad prism. Data were expressed as mean ± SEM or median, 

minimum and maximum values, and p <0.05 was considered statistically significant. Results: 

There were no changes in hemodynamic parameters between the analyzed groups. Regarding 

arterial blood gas analysis, at the end of mechanical ventilation, no changes in O2 saturation 

and blood pH were observed between the experimental groups. MV40G presented higher partial 

oxygen pressure (PO2) and lower carbon dioxide partial pressure (PCO2) (mmHg) compared to 

CG. Bicarbonate (HCO3) (mmol/L) levels in MV20G were lower compared to CG. The 

relationship between PO2/FiO2 was higher in MVG and MV40G compared to CG. The total 

cell influx in BAL was higher in MVG than in CG, as well as in neutrophil influx. However, 

there was a decrease in neutrophils in MV40G compared to MVG. Analysis of thiobarbituric 

acid reactive substances (TBARS) showed a higher lipid oxidation in MVG compared to CG, 

MV20G, and MV40G.Protein oxidation (nmol/mg PTN) was higher in MVG compared to 

MV40G.The activity of the enzyme superoxide dismutase (SOD) was higher in MVG when 

compared to CG, MV20G, and MV40G. The catalase (CAT) enzyme activity was also higher 

in MVG compared to CG, MV20G, and MV40G.In regards to the inflammatory markers CCL2 

and CCL3, there was no difference between the analyzed groups. However, IL-1, IL-6, and 

TNF showed an increase in MVG levels compared to CG and a decrease in MV20G and 

MV40G compared to MVG. Conclusion: Our data suggest that the use of sigh plays a 

protective role as it reduced redox imbalance and pulmonary inflammation caused by MV. 

 

 

Keywords: mechanical ventilation, sigh, oxidative stress, pulmonary inflammation 
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1 INTRODUÇÃO 

A Ventilação Mecânica Invasiva (VMI) é uma ferramenta hospitalar de grande 

importância utilizada no tratamento de pacientes com insuficiência respiratória aguda ou 

crônica agudizada (Shy et al., 2004; Powers et al., 2013; Becker et al., 2014; Ahmed et al., 

2019). Levando esses dados em consideração, o ajuste cuidadoso da oxigenação tecidual e dos 

parâmetros ventilatórios é de extrema necessidade, visto que uma regulação inadequada da 

fração inspirada de oxigênio (FiO2) pode ocasionar hipóxia ou hiperóxia e, consequentemente, 

gerar efeitos nocivos ao organismo, como alterações celulares e aumento do metabolismo 

anaeróbico (Barbosa, 2010; Baio, 2011; Lui et al., 2018; Dekker et al., 2019; Wang et al., 

2019).  A VMI, por ser um recurso não fisiológico, desencadeia dano mecânico e também um 

desequilíbrio entre agentes oxidantes e antioxidantes presentes no tecido pulmonar, o que 

ocasiona uma desordem metabólica conhecida como estresse oxidativo (Whidden et al., 2010; 

Gerard F. Curley, 2016), portanto, os marcadores do estresse oxidativo compõem instrumentos 

importantes na análise dos possíveis efeitos sobre os processos fisiopatológicos e inflamatórios 

no organismo (Barbosa, 2010; Baio, 2011).   

Atualmente, apesar dos estudos relacionando o estresse oxidativo como consequência 

da VMI, os mecanismos envolvidos ainda necessitam ser elucidados pela literatura científica 

(Thannickal, 2003; Baio, 2011). O desequilíbrio entre as espécies oxidantes e antioxidantes é 

responsável por provocar um processo inflamatório capaz de agravar, por exemplo, uma lesão 

pulmonar pré-existente ou gerar algum tipo de pneumopatia (Whidden et al., 2010; De Prost et 

al., 2011; Boehme et al., 2019).  A VMI também pode ocasionar a lesão pulmonar induzida 

pelo ventilador (LPIV) que envolve mecanismos moleculares como liberação de citocinas pró-

inflamatórias, produção de espécies reativas de oxigênio e ativação do sistema de complemento 

(Parinandi et al., 2003; Chen et al., 2018).  Na tentativa de minimizar os efeitos antifisiológicos 

da VMI, existem algumas manobras que são conhecidas por suas ações protetoras no sistema 

respiratório, denominadas de manobras de recrutamento (MR), tais como suspiro, insuflação 

gradual e ventilação variável (Rocco et al., 2010; Santos et al., 2015; Constantin et al., 2017).  

As MRs visam principalmente prevenir o agravamento de lesões pré-existentes ou o surgimento 

de novas lesões pulmonares (Ramirez, J.-M., 2014; Chiumello et al., 2016).  

Nas últimas décadas, o estudo ventilatório se estabeleceu como parte indispensável da 

medicina intensiva e as evoluções tecnológicas, assim como aumento de possibilidades de 
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manejos dos ventiladores mecânicos e de aparatos tecnológicos impõem a necessidade de mais 

estudos que avaliam a fisiopatologia e de ampliação dos conhecimentos clínicos para a 

prestação de atendimento de alto nível de qualidade (Masoumi et al., 2017; Schonhofer, 2018). 

Nesse contexto, o presente estudo analisou os efeitos do suspiro sobre a resposta inflamatória 

pulmonar em ratos adultos saudáveis Wistar submetidos à VMI. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Anatomia e Fisiologia do Sistema Respiratório 

O sistema respiratório apresenta algumas particularidades estruturais entre os pulmões 

de várias espécies, mas de maneira geral a parte mecânica dos pulmões dos mamíferos apresenta 

inúmeras semelhanças (Meban, 1985; Gomes et al., 2000; Smith et al., 2009; Sudy et al., 2019), 

especificamente na parte neurológica do controle da respiração e na interação com os demais 

órgãos do indivíduo (Smith et al., 2009; Ben-Tal e Tawhai, 2013). 

O sistema respiratório é dividido funcionalmente em duas zonas; zona de condução (do 

nariz até o ducto alveolar) e a zona respiratória (do ducto alveolar até o alvéolo) que 

respectivamente servem para a condução do ar inalado e realização das trocas gasosas (Morris, 

1988; Patwa e Shah, 2015b; a; Ball e Padalia, 2019). Já anatomicamente, o trato respiratório é 

dividido em vias: superior e inferior. A via aérea superior é constituída por nariz, faringe e 

laringe e a via aérea inferior é composta por traqueia, brônquios, bronquíolos, ductos alveolares 

e alvéolos (Adewale, 2009; Patwa e Shah, 2015a; Kubin, 2016).  

As vias aéreas superiores têm influência na condução do ar para as vias aéreas inferiores, 

além de importante papel na fonação, digestão, umidificação e aquecimento do ar inspirado 

(Pohunek, 2004; Saran e Bordoni, 2019). Já as vias aéreas inferiores exercem função primordial 

na ventilação, difusão e perfusão. Após ocorrer a entrada de ar nos pulmões, é necessário que 

ocorram também as trocas gasosas, denominada de hematose, fenômeno em que os gases, 

oxigênio e gás carbônico, passam entre alvéolos e capilares pulmonares por difusão, através da 

membrana respiratória (Maina, 2002; Haitsma, 2007; Hsia et al., 2016).  Especificamente, o 

movimento do gás inspirado para dentro do pulmão e do gás exalado para fora do mesmo é 

chamado de ventilação e, os pulmões são inflados e desinflados devido à diferenças de pressão  

dentro do espaço intrapleural (Janssens et al., 1999). Importante salientar também que a 

distensibilidade pulmonar promoverá a produção local de surfactante, uma substância cuja 

função será de reduzir a tensão superficial do líquido alveolar e melhorar as trocas gasosas 

(Wagner et al., 1974; Goerke, 1998; Silva et al., 2017).  

Além das trocas gasosas foi relatado que a atividade respiratória também possui 

interferência de funções "não-ventilatórias" tais como o comportamento respiratório que é, por 

exemplo, altamente influenciado por estados emocionais que podem ser comportamentos 

negativos (pânico, ansiedade e dor) e ou emoções positivas (prazer, amor e alívio) (Ramirez, 
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J.-M., 2014; Vlemincx et al., 2018). Tanto humanos quanto animais, necessitam adaptar 

constantemente a atividade respiratória para atender às necessidades homeostáticas e 

comportamentais, ou seja, se ajustar às mudanças internas e externas para garantir a 

sobrevivência (Milsom et al., 2004; Dutschmann e Dick, 2012). 

Neste contexto, a aplicação clínica dos conhecimentos anatômicos e fisiológicos do 

sistema respiratório serve para a condução segura em caso de necessidade de suporte 

ventilatório invasivo durante a anestesia, auxilia a aperfeiçoar as condições ventilatórias dos 

pacientes críticos e, ajuda no manejo adequado das doenças respiratórias (Patwa e Shah, 2015a; 

Cui et al., 2019). A VMI, portanto, tem por finalidade, a manutenção das trocas gasosas 

(correção da hipoxemia e da acidose respiratória associada à hipercapnia), reverter ou evitar a 

fadiga da musculatura respiratória que, em situações agudas de alta demanda metabólica, está 

elevada, diminuir o consumo de oxigênio, dessa forma reduzindo o desconforto ventilatório 

(Schettino et al., 2007; Smallwood e Davis, 2019). Em certas situações, seja de doença, de 

trauma ou mesmo intra-cirúrgico, em que o aporte de oxigênio não é fornecido de forma 

suficiente e, para não entrar em falência ventilatória, faz-se necessário a ventilação mecânica 

para garantir o ciclo ventilatório (Iqbal et al., 2015; Kreppein et al., 2016). 

2.2 A Ventilação Mecânica 

Ao longo do tempo, a VMI evoluiu passando desde a criação do laringoscópio para a 

intubação endotraqueal (1895), da utilização do pulmão de aço (1876) para o desenvolvimento 

dos modernos ventiladores com diversas possibilidades de ajustes de parâmetros ventilatórios 

(Ramirez, J.-M., 2014; Slutsky, 2015). A VMI é aplicada em situações como choque séptico, 

problemas neurológicos, (Schettino et al., 2007), síndrome de Rett (Weese-Mayer et al., 2006; 

Weese-Mayer, Lieske, et al., 2008; Ramirez, Ward, et al., 2013), disautonomia familiar 

(Weese-Mayer, Kenny, et al., 2008; Carroll et al., 2012), síndrome de morte súbita infantil 

(Kinney et al., 2009; Garcia et al., 2013; Paterson, 2013),  síndrome congênita de 

hipoventilação central (Ramanantsoa N, 2018), apneia do sono (Ramirez, Garcia, et al., 2013; 

Gozal D, 2018) e morte súbita e epilepsia (Kalume, 2013; Sowers et al., 2013), portanto, o 

estudo das funções ventilatórias fisiológicas é de grande interesse clínico no  tratamento de 

diversas doenças respiratórias.  

Existem diversos modos ventilatórios, com diferentes parâmetros utilizados em cada um 

dele, mas, especificamente, há dois modos mais utilizados: ventilação controlada a pressão 
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(PCV) e ventilação controlada a volume (VCV) (Prella et al., 2002; Koh, 2007; Sahetya et al., 

2017) . Entretanto, independentemente do modo/parâmetro utilizado, a ventilação é considerada 

um recurso não fisiológico, uma vez que ocasiona alterações na mecânica pulmonar capazes de 

gerar variações nas pressões e forças elásticas existentes no tecido pulmonar através, por 

exemplo, da interferência na produção de surfactante (Veldhuizen et al., 1998). 

O surfactante é uma substância responsável por impedir o fechamento dos alvéolos, por 

meio da redução da tensão superficial existente entre os líquidos alveolares e o ar inspirado, 

dessa forma, uma redução da produção do surfactante pelos pneumócitos do tipo II (Figura 1), 

pode gerar desde uma redução da complacência pulmonar, que é a capacidade de expandir o 

pulmão ou o colapso pulmonar, denominado de atelectasia (Ketko e Donn, 2014; Silva et al., 

2017). Portanto, o desmame da VMI está associada à vários benefícios clínicos como por 

exemplo a diminuição do gasto energético dos músculos da ventilação, diminuição da sedação 

e possibilidade de mobilização precoce no leito hospitalar (Mcmullen Sarah M, 2012; Mauri et 

al., 2013). 

Entretanto, apesar de ser um recurso imprescindível, a VMI pode ocasionar alguns 

efeitos deletérios mesmo em pulmões sem pneumopatias (Slutsky e Ranieri, 2013; Gerard F. 

Curley, 2016) (Figura 1), tais como: atelectrauma (trauma relacionada com a distensão e 

colapso cíclico dos alvéolos), barotrauma (trauma pela pressão), volutrauma (trauma pelo 

volume) ou biotrauma (alterações inflamatórias pulmonares e sistêmicas decorrentes de 

repetidas lesões celulares) e, sobretudo, uma desordem metabólica através do estresse oxidativo 

(Whidden et al., 2010; De Prost et al., 2011). Estudos experimentais em animais têm 

demonstrado que o estresse oxidativo está relacionado ao extravasamento de proteínas, 

ocasionar um aumento na permeabilidade pulmonar e, consequentemente, aumento da 

migração de células inflamatórias e lesões endoteliais (Nagato et al., 2009; Li et al., 2011). 
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Figura 1. Alterações locais e sistêmicas causadas pela ventilação mecânica.  

A figura é dividida em A, B e C, comparando um alvéolo normal e as alterações induzidas pelo ventilador de forma 

localizada no pulmão levando a disfunções sistêmicas. A: alvéolo normal. B: alvéolo lesionado por ventilação 

mecânica e com lesão endotelial e epitelial, volutrauma e atelectrauma. C: VMI promovendo aumento dos níveis 

de mediadores inflamatórios. Fonte: adaptado de Gerard (2016). 
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Além disso, estudos têm descrito lesões e disfunções diafragmáticas induzidas pelo 

ventilador (DDIV) mesmo com ventilações mecânicas de curta duração, desde a presença de 

processo inflamatório, estresse oxidativo, atividades proteolíticas e até mesmo atrofia muscular 

(Powers et al., 2002; Deruisseau et al., 2005; Mcclung et al., 2008; Powers et al., 2013). Tais 

lesões dificultam o desmame da ventilação e pesquisas têm mostrado que 18 a 24 horas de VMI 

já são suficientes para desenvolver lesões diafragmaticas induzidas pelo ventilador tanto em 

animais experimentais quanto em humanos (Levine et al., 2008; Schepens et al., 2015). 

Segundo Powers e colaboradores (2013) a quantidade de publicações referentes às miopatias 

diafragmáticas vem crescendo de forma exponencial demonstrando a importância da 

compreensão dos mecanismos da lesão no impacto direto na prática clínica e no 

desenvolvimento de estratégias ventilatóras protetoras (Figura 2)(Grosu et al., 2012; Powers et 

al., 2013). 

  

Figura 2. Crescente publicações sobre Disfunção diafragmática induzida pelo ventilador (DDIV)  
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A: ilustração histórica das pesquisas em disfunção diafragmática induzidas pelo ventilador. B: crescimento anual 

nas pesquisas relacionadas à DDIV. Fonte: Adaptado de Powers (2013). 

Outro fato importante a ser destacado, é que podem surgir complicações locais 

decorrentes da própria prótese endotraqueal, quando ocorre a intubação, sendo elas: laceração 

das cordas vocais, laringoespasmo, injúria faríngea com sangramento local, intubação seletiva 

e úlceras de mucosa em diferentes níveis das vias aéreas, a estenose sub-glótica pós-intubação 

prolongada e laringite pós-extubação (Hypes et al., 2017; Mamede et al., 2017; Volsko et al., 

2018). O ajuste de parâmetros ventilatórios devem ser dinâmicos e personalizados sendo 

alinhadas de acordo com as mudanças das condições clínicas, por exemplo: condições como 

obesidade, broncoespasmo, asma ou enfisema podem exigir pressões de ventilação superiores 

a 20 cmH2O valor que, poderiam induzir à oclusão de glote, pressurização do estômago, vômito 

e a aspiração em pacientes (Becker et al., 2014).  

Devemos relatar também as complicações relacionadas a traqueostomia e ao tubo 

endotraqueal precoces e tardias, tais como a retirada da cânula, por causa da movimentação do 

pescoço e má fixação, enfisema subcutâneo, sangramento de vaso tireoidiano, estenose 

traqueal, traqueomalácia, fístula traqueoesofágica, hemorragias e pneumotórax (Baid, 2016; 

Oliveira et al., 2018). Outro fator determinante para as complicações da VMI é o gênero do 

paciente contribuindo, consideravelmente, no agravamento da patogênese de várias doenças 

pulmonares (Miller e Hunt, 1996; Verthelyi, 2001; Larcombe et al., 2011), isso é afirmado, 

uma vez que dados epidemiológicos e experimentais sugerem que os hormônios sexuais podem 

ser importantes moduladores fisiológicos, pois exercem efeitos reguladores no 

desenvolvimento, na fisiologia e patologias pulmonares (Larcombe et al., 2011; Jaillon et al., 

2019). Tornando-se necessário o reconhecimento do potencial das ações dos esteroides sexuais 

nessas doenças para um melhor planejamento de opções terapêuticas (Caracta, 2003; Card, 

Jeffrey W. et al., 2006). 

2.3 Lesão Pulmonar induzida pelo ventilador 

Dentro das complicações advindas da ventilação mecânica pode-se destacar também as 

lesões causadas pelo próprio ventilador denominadas de Lesão Pulmonar Induzida pelo 

Ventilador (LPVI) (Parker et al., 1993; Rocco et al., 2012; Tonetti et al., 2017).  A LPVI resulta 

de uma sucessão de eventos que se inicia com a alteração mecânica pulmonar e, posteriormente, 

as alterações inflamatórias e de estresse oxidativo que desencadeiam uma destruição estrutural 
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nos pulmões (Gillette e Hess, 2001; Rocco et al., 2012). Segundo Sutherasan e colaboradores 

(2014) (Sutherasan, Yuda et al., 2014) a prevenção seria a melhor forma de minimizar os efeitos 

deletérios e os principais mecanismos que levam  a lesão são: o aumento do estresse e da tensão 

induzido pelo alto volume corrente, o aumento da tensão de cisalhamento, isto é a abertura e o 

fechamento cíclico provocados pela ventilação em unidades alveolares previamente 

atelectásicas, a  distribuição da perfusão e o biotrauma.  

Atualmente, existem diversas condutas que minimizam a lesão pulmonar induzida pelo 

ventilador tais como a posição prona, o bloqueio neuromuscular, níveis mais altos de pressão 

positiva expiratória final (PEEP), baixo volume corrente, acompanhamento dos biomarcadores, 

a utilização de técnicas extracorpóreas e pôr fim a utilização de pressões dirigidas (com o 

auxílio da medida da pressão esofageal), que podem ser observadas na Figura 3. Também de 

acordo com Sutherasan e colaboradores (2014), na síndrome do desconforto respiratório agudo 

(SDRA) moderado a grave, todas condutas anteriores descritas seriam de suma importância 

para minimizar a LPVI, todavia, exclusivamente nas primeiras 48 horas. A LPVI pode ocorrer 

tanto em pulmões com pneumopatias quanto em pulmões saudáveis (Sutherasan, Yuda et al., 

2014; Gattinoni et al., 2016) e, as abordagens que minimizam a LPVI são aquelas marcadas por 

diminuírem os índices de resposta inflamatória pulmonar e sistêmica (Gerard F. Curley, 2016). 
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Figura 3.Atitudes preventivas para reduzir danos causados pela VMI.  

Fonte: adaptado de Gerard e colaboradores (2016). 

O colapso e distensão alveolares repetidos em áreas comprometidas do parênquima 

pulmonar são deletérios, pois criam forças de cisalhamento na parede alveolar e determinam o 

aumento na síntese e liberação local de mediadores inflamatórios, agravando a lesão alveolar e 

o processo inflamatório local (Mauri et al., 2015). Dentre as muitas estratégias para adotar uma 

ventilação preventiva, o suspiro é de grande destaque para minimizar o potencial de lesão 

pulmonar associado ao uso de concentrações tóxicas de oxigênio e para evitar colapso pulmonar 

ao final da expiração, como também o controle da PEEP, em que o nível de pressão exercida 
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impedirá o colapsamento alveolar pós-intubação sendo importante recurso ventilatório 

empregado para adequar a relação ventilação/perfusão (V/Q) e, fisiologicamente, proteger as 

áreas de troca não comprometidas (Costa et al., 2009; Mauri et al., 2015; Andrade et al., 2017). 

2.4 Pressão Positiva Expiratória Final 

O conhecimento quanto a utilização da PEEP é de fundamental importância, porque 

durante a VMI a PEEP é uma manobra de recrutamento alveolar que os especialistas utilizam 

com a finalidade de recrutar e estabilizar unidades pulmonares em casos de insuficiência 

respiratória que cursam com hipoxemia ou hipercapnia (Love et al., 1995; Acosta et al., 2007). 

A utilização da PEEP próxima do fisiológico durante a ventilação artificial é 

comprovadamente associada à melhora das trocas gasosas com aumento de oxigenação 

(demonstrada pelo aumento da pressão parcial de oxigênio - PaO2) e diminuição da hipercapnia 

(demonstrada pela diminuição do valor depressão parcial de gás carbônico - PaCO2) (Barbas et 

al., 1998). 

Em oposição a esses benefícios citados, a utilização da PEEP em níveis não fisiológicos 

pode levar à hiperdistensão alveolar, aumentando o risco da LPIV (Brochard, 2001). A VMI 

com presença de PEEP leva à aumento da pressão intratorácica que desencadeia alterações 

cardiopulmonares como redução do retorno venoso e débito cardíaco (Figura 4) (Mutlu et al., 

2001; Wiesen et al., 2013; Grubler et al., 2017). 

 

Figura 4. Efeitos mecânicos da ventilação com PEEP na circulação cardiopulmonar.  

Fonte: adaptado de Wiesen e colaboradores (2013). 
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Ao indicar a ventilação mecanica em um paciente, os profissionais devem estar cientes 

de que isso afetará a fisiologia cardiopulmonar e poderá alterar o estado hemoninâmico, e 

embora possa corresponder à uma alteração mínima em uma pessoa saudável, os efeitos 

hemodinâmicos podem causar alterações em paciente gravemente enfermo (Lamia et al., 2016; 

Grubler et al., 2017; Hickey e Giwa, 2019). 

De acordo com Wielsen e colaboradores (2013), a presença de pressão positiva na VM 

produz vários efeitos mecânicos e na circulação cardiopulmonar dos quais podemos destacar: a 

diminuição do retorno venoso (devido à pressão externa na veia cava inferiror e a consequente 

diminuição do seu calibre), a dilatação do ventrículo direito (com desvio do septo como 

consequência da elevação da pós carga, o menor enchimento do ventrículo esquerdo e a 

diminuição do débito cardíaco (Wiesen et al., 2013).  

2.5 Suspiro 

O suspiro, assim como a PEEP, também é uma manobra de recrutamento e quando 

utilizada na VMI tenta simular um reflexo natural durante a ventilação espontânea (Vlemincx 

et al., 2017; Vlemincx et al., 2018). O suspiro que ocorre naturalmente é um reflexo 

homeostático fisiológico e cíclico que mantém o correto funcionamento pulmonar e diminui a 

atelectasia (Lieske et al., 2000), diminuindo também a heterogeneidade da ventilação pulmonar 

(Mauri et al., 2015), promove uma ventilação  aumentada e profunda com distintas propriedades 

neurobiológicas, fisiológicas e psicológicas que o distingue de uma respiração normal. 

Basicamente, o complexo pré-Bötzinger é essencial para gerar suspiros e respiração, sendo que 

as interações moduladoras e sinápticas ocorrem principalmente dentro desta rede local e entre 

redes localizadas no tronco cerebral, cerebelo, córtex, hipotálamo, amígdala e parte 

periaquedutal tendo inter-relação entre fisiologia, psicologia e patologia (Ramirez, J. M., 2014; 

Barnett et al., 2017). 

Em 1982, Richter demonstrou que o padrão respiratório não é apenas a alternância entre 

inspiração e expiração, mas é composto basicamente por 3 fases: inspiração, pós inspiração (ou 

expiração ativa -  estágio 1) e expiração ativa (estágio 2 da expiração) (Richter, 1982), sendo 

que no mapeamento neuro-funcional respiratório (Figura 5) podemos destacar duas importantes 

regiões:  

1. Complexo de Bötzinger: composto por agrupamento de neurônios inibitórios 

predominantemente expiratório (Ezure, 1990; Schreihofer e Guyenet, 1997) 
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2. Complexo pre Bötzinger: composto por agrupamento neuronal pela geração do 

ritmo inspiratório e do suspiro (Smith et al., 1991; Rekling e Feldman, 1998; 

Feldman e Del Negro, 2006; Jones e Dutschmann, 2016; Cregg et al., 2017). 

 

Figura 5. Anatomia do sistema nervoso central referente ao controle do centro respiratório: complexo de pré-

Bötzinger e Bötzinger.  

Fonte: adaptado de Kubin e colaboradores (2016). 

Os suspiros têm funções ventilatórias importantes, pois conduzem a uma expansão 

submáxima dos pulmões, o que evita o colapso progressivo dos alvéolos (Bendixen et al., 1964; 

Hess e Bigatello, 2002; Cammarota et al., 2011; Koch et al., 2013).  Os suspiros também 

promovem a recuperação de uma obstrução das vias aéreas durante apneia obstrutiva do sono 

(Caro et al., 1960; Ferris e Pollard, 1960) e mantêm a função pulmonar (Cherniack, 1981) . De 

modo interessante Koch e colaboradores (2013) demonstraram que ratos geneticamente 

modificados que são incapazes de suspirar morrem de graves problemas pulmonares, sugerindo 

que os suspiros são essenciais para a sobrevivência animal (Koch et al., 2013). De modo geral, 
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o suspiro é abolido por certas condições, como por exemplo, a anestesia geral (drogas 

bloqueadoras neuromusculares), devido a isso vários estudos comprovaram correlação entre 

atelectasias e complicações pós operatórias que elevam os custos para as unidades de saúde 

(Brismar et al., 1985; Magnusson e Spahn, 2003; Hartland et al., 2015).  

O suspiro tem como principal objetivo melhorar as trocas gasosas através do 

recrutamento máximo de unidades alveolares, proporcionando uma ventilação mais homogênea 

do parênquima pulmonar (Pelosi, Bottino, et al., 1999; Lim et al., 2001). Outro benefício 

reportado sobre o recurso do suspiro é que ao ser realizado, ajuda a produzir surfactante e 

distribuí-lo uniformemente na superfície alveolar e nas vias aéreas distais de forma fisiológica 

(Gonçalves e Cicarelli, 2005).  

Recentemente, Mauri e colaboradores (2015) demonstraram que pacientes enfermos 

ventilados mecanicamente associados ao suspiro, houve redução da tensão pulmonar sugerindo 

que esta manobra de recrutamento possa melhorar a proteção pulmonar regional em pacientes 

com insuficiência respiratória aguda (Mauri et al., 2015). Os benefícios do suspiro também 

podem ser associados a prevenção da hipóxia durante sucção, prevenção de atelectasia, re-

expansão de áreas atelectasiadas e aumento da complacência pulmonar, além de otimizar o 

recrutamento pulmonar, diminuir a heterogeneidade, diminuir o risco de lesão pulmonar, 

encurtar o desmame e melhorar os desfechos clínicos (Clapham et al., 1995; Mauri et al., 2018). 

Recentemente, Tabuchi e colaboradores (2016), afirmaram que a eficácia clínica da 

VMI é única, mas a compreensão no meio científico dos mecanismos biológicos subjacentes e 

do seu impacto sobre a dinâmica alveolar ainda permanece em caráter especulativo e 

apresentaram diferentes padrões de ventilação alveolar assíncrona em animais com lesão 

pulmonar aguda (LPA) (Tabuchi et al., 2016). 

Neste mesmo estudo avaliaram mudanças na dinâmica alveolar de murinos e os efeitos 

sobre as trocas gasosas locais em modelos experimentais submetidos lesão pulmonar induzida 

e sua capacidade de resposta aos suspiros (Figura 6) e, demonstraram que os suspiros 

individuais foram capazes de restaurar em 100% a dinâmica alveolar bem como normalizar as 

trocas gasosas em situações de lesões pulmonares agudas, sugerindo que os suspiros seriam 

uma estratégia eficaz para restaurar a ventilação alveolar intacta (Tabuchi et al., 2016). Apesar 

da relevância clínica e epidemiológica não há consenso da utilização e parâmetros do suspiro 

na prática clínica em pacientes submetidos a VMI, bem como ausência de estudos tanto em 
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animais quanto de humanos sem pneumopatias prévias que analisem o perfil inflamatório e 

fisiopatológico, justificando a execução deste estudo. 

 

 

Figura 6. Ilustração esquemática da sequência da dinâmica alveolar e sua restauração pelo suspiro após lesão 

pulmonar aguda induzida, juntamente com a normatização das trocas gasosas.  

Fonte adaptado de Tabuchi e colaboradores (2016). 
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3 JUSTIFICATIVA 

Tendo-se em vista o paradoxo entre a Ventilação Mecânica Invasiva (VMI), 

imprescindível, e entre os seus potenciais danos ao organismo tais como, barotrauma (trauma 

pela pressão), atelectrauma (lesão relacionada com a distensão e colapso constante e cíclico de 

unidades alveolares), volutrauma (trauma pelo volume), e o biotrauma (alterações inflamatórias 

pulmonares e sistêmicas decorrentes de repetidas lesões celulares induzidas pela VMI), o estudo 

dos efeitos do suspiro torna-se de extrema relevância, uma vez que o entendimento do possível 

efeito protetor dessa  manobra de recrutamento alveolar vise evitar e minimizar os 

agravamentos locais e sistêmicos induzidos pela VMI. 

Os mecanismos protetores do suspiro frente às consequências da VMI ainda são pouco 

elucidados. Acredita-se que o presente estudo experimental em ratos possa contribuir para um 

maior esclarecimento dos efeitos do suspiro, bem como para a elaboração de protocolos 

ventilatórios em humanos podendo gerar grande impacto econômico, uma vez que poderá 

acelerar o desmame ventilatório, diminuir tempo de internação e minimizar as lesões 

secundárias à VMI.  
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 

Analisar os efeitos do suspiro sobre a resposta inflamatória pulmonar e do estresse 

oxidativo em ratos adultos saudáveis Wistar submetidos à VMI. 

4.2 Objetivos Específicos 

 Analisar e comparar o influxo de células inflamatórias para o parênquima pulmonar de 

animais em ventilação espontânea e os parênquimas dos animais ventilados 

artificialmente com e sem associação com a técnica do suspiro; 

 Observar a atividade das enzimas antioxidantes no parênquima pulmonar em Ratos 

Wistar submetidos ou não à técnica do suspiro; 

 Mensurar os níveis de biomarcadores do dano oxidativo e inflamatórios no parênquima 

pulmonar em Ratos Wistar submetidos ou não à técnica do suspiro; 

 Analisar o padrão histológico do parênquima pulmonar em Ratos Wistar submetidos ou 

não à técnica do suspiro. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 Animais  

Para execução deste projeto foram utilizados 31 Ratos Wistar, machos, obtidos do 

Centro de Ciência Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), mantidos 

em sala de experimentação sob condições controladas de temperatura, umidade e luminosidade. 

Todos os animais possuíam livre acesso à água e ração padrão (Nuvilab – que são rações 

utilizadas para a alimentação das colônias de camundongos, ratos e hamsters) e foram 

submetidos a condições ambientais de luminosidade controlada (alternando ciclo claro e escuro 

de 12 horas) e temperatura ambiente. Os procedimentos experimentais realizados obedeceram 

aos Princípios Éticos de Experimentação Animal estabelecidos pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais de Experimentação (CEUA) da UFOP (n. 2018/13), que consta no Anexo deste 

trabalho. 

5.2 Grupos experimentais 

Os ratos Wistar foram divididos em 4 grupos, com um n amostral de 6 a 9 animais em 

cada grupo, sendo os grupos assim caracterizados: 

 Grupo ventilação espontânea, denominado grupo controle (GC), n=6 

 Grupo ventilação mecânica (GVM), n= 9 

 Grupo ventilação mecânica submetidos a 20 suspiros por hora (GVM20), n= 9 

 Grupo ventilação mecânica submetidos a 40 suspiros por hora (GVM40), n= 9 

No grupo GVM20 em que foram realizados 20 suspiros por hora o ventilador foi 

programado para realizar automaticamente 1 disparo de suspiro à cada 240 incursões 

respiratórias e para o grupo GVM40 o ventilador foi programado para realizar o disparo 

automático de 1 suspiro à cada 120 incursões respiratórias.   

5.3 Ventilação espontânea 

O grupo controle foi mantido sob ventilação espontânea em ar ambiente, 

acondicionados em gaiola apropriada de polipropileno, posteriormente foram anestesiados e 

canulados através da artéria femoral para fins de realização da monitorização hemodinâmica e 

controle da estabilidade do animal durante todo o procedimento, além de fornecer acesso para 
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coleta de material para realização da gasometria arterial. Estes procedimentos serão descritos 

posteriormente em um tópico específico. 

Para registro da função pulmonar, os animais deste grupo, em ventilação espontânea, 

foram previamente ambientalizados a uma caixa hermeticamente fechada para adaptação 

prévia. Após isso, os animais foram colocados individualmente nesta caixa e permaneceram 

cerca de 8 minutos para registro dos parâmetros ventilatórios (frequência respiratória, volume 

corrente e volume minuto) através de pletismografia de corpo total, sendo expostos a ar 

medicinal com volume conhecido por meio de um tubo conectado ao sistema. Para o registro, 

o fluxo de gases respiratórios foi detectado pelo espirômetro de mesa (AdInstruments, Dunedin, 

Nova Zelândia) e o sinal amplificado e analisado pelo software PowerLab.   

5.4 Ventilação Mecânica 

5.4.1 Sedação, analgesia e bloqueio neuromuscular 

Os animais foram sedados por via intraperitoneal (i.p.) com Midazolam (5 mgKg) e 

com Fentanil (0,16 gKg). Após a sedação foi realizado bloqueio neuromuscular por via 

intravenosa (i.v.) com Cloreto de Suxametônio (1 mLKg) e os animais foram submetidos ao 

suporte ventilatório. As agulhas utilizadas para os ratos foram as de calibre 22G e o local da 

administração i.p. foi o quadrante abdominal inferior direito do animal, sendo conferido de 

rotina que a agulha tinha o comprimento necessário para atravessar toda espessura da parede 

abdominal e penetrado sem lesão de alça intestinal, efetivamente, na cavidade abdominal (Card, 

J. W. et al., 2006). 

5.4.2 Suporte ventilatório 

Os grupos submetidos à VMI foram ventilados artificialmente através do ventilador 

mecânico Inspira Advanced Safety Ventilator (Harvard Apparatus, Massachusetts, EUA). Os 

grupos foram ventilados durante uma hora de acordo com os parâmetros ventilatórios listados 

a seguir: Volume corrente (VC): 7 mL/kg, Frequência respiratória (FR): 80 ciclos/min, PEEP: 

3 cmH2O; FiO2: 21%, no modo controlado a volume (VCV). A análise da saturação periférica 

e da temperatura corporal foram realizadas durante todo o período sob ventilação (Andrade et 

al., 2017). No grupo GVM20 em que foram realizados 20 suspiros por hora, o ventilador foi 

programado para realizar automaticamente 1 disparo de suspiro, com 1 vez o VC (7mL/kg) à 
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cada 240 incursões respiratórias e para o grupo GVM40 o ventilador foi programado para 

realizar o disparo automático de 1 suspiro a cada 120 incursões respiratórias.  

5.5 Avaliações de parâmetros cardiovasculares e coleta de sangue 

5.5.1 Canulação da artéria femoral 

Para registro dos parâmetros cardiovasculares foi realizada uma pequena incisão na pele 

da região inguinal, para separar a musculatura para localização do feixe vásculo-nervoso 

femoral. As cânulas foram introduzidas na artéria femoral e na veia cava inferior através da 

veia femoral, para administração de drogas. A seguir, as mesmas foram amarradas junto ao 

feixe com fio cirúrgico.  

 

5.5.2 Registro direto da Pressão arterial média e frequência cardíaca  

A avaliação dos diferentes parâmetros cardiovasculares foi realizada através do registro 

direto da pressão arterial nos animais anestesiados, previamente canulados pela artéria femoral, 

acoplados ao sistema computadorizado de aquisição de dados (Powerlab 4/30). A Pressão 

arterial média (PAM) foi monitorada por um transdutor de pressão modelo Gould conectado a 

um amplificador (ML221 Bridge Amp). A pressão arterial pulsátil (PAP) e frequência cardíaca 

(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. 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 derivados em tempo real à 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 

(Andrade et al., 2017). 

5.5.3 Coleta de sangue 

No final da VMI uma alíquota de sangue foi colhida da artéria femoral e então foi 

destinada para realização da gasometria. Para tal exame, foi realizada a coleta 1 mL de sangue 

arterial utilizando-se a seringa heparinizada (Monovette®, Sarstedt). A gasometria foi realizada 
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pelo gasômetro modelo PRIME +® VET (Nova Biomedical Corporation,Waltham, Mass). A 

gasometria é um exame que possibilita medida dos gases arteriais como (PaO2 e PaCO2) e 

outros parâmetros gasométricos como Bicarbonato (HCO3), saturação de oxigênio, relação 

PaO2/FiO2. 

5.6 Eutanásia 

Ao término da ventilação mecânica, os ratos tiveram o tórax aberto, seguido de incisão 

no terceiro espaço intercostal para eutanásia por exsanguinação (Murta et al., 2016; Soares et 

al., 2016).  

5.7 Coleta do lavado broncoalveolar (LBA) 

Imediatamente após a eutanásia, foram realizados os procedimentos para a coleta do 

Lavado Broncoalveolar (LBA). Os ratos foram traqueostomizados com cateter (18G) acoplado 

a uma seringa de 1 mL e os pulmões perfundidos com solução salina (0,9% NaCl), esse 

procedimento foi realizado três vezes, totalizando um volume final de 2,5-3,0 mL de líquido 

coletado (lavado broncoalveolar). As amostras foram armazenadas em tubos de polipropileno 

e mantidas em gelo (4º C) até o término do experimento para evitar a lise celular (Pena et al., 

2016; Soares et al., 2016; Campos et al., 2017).  

5.7.1 Contagem total e diferencial de células do LBA 

Para a avaliação das células presentes nas vias aéreas, o LBA foi centrifugado a 4°C na 

velocidade de 3000 rpm (Eppendorf 5415R; Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) por 10 min. 

O pellet que contém os leucócitos foi imediatamente ressuspenso em 0.1 mL de salina. 

Os leucócitos obtidos após a centrifugação foram utilizados para realizar a contagem 

total e diferencial. Para isto, 20 μl da solução ressuspensa foram colocados em um tubo 

contendo 180 μl da solução de Turk e, em seguida, uma alíquota foi retirada e colocada em uma 

câmara de Neubauer para contagem total de leucócitos em microscópio óptico. Para a contagem 

diferencial de células do LBA as amostras foram centrifugadas em Cito-centrífuga (INBRAS 

equipamentos para saúde, SP, BR). Uma lâmina histológica e 50 μL de amostra foram colocadas 

foram coradas com o kit de coloração rápido (Renylab química e farmacêutica Ltda., 

Barbacena, MG, BR) através da imersão do material em três soluções distintas e utilizadas para 

realização da contagem diferencial de leucócitos em microscópio óptico com imersão em óleo, 
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com objetiva de 100x, protocolo adaptado de Campos et al. e Chirico et al. (Campos et al., 

2013; Chirico et al., 2018).  

5.8 Coleta dos pulmões 

5.8.1 Processamento tecidual 

Após a realização do LBA, o ventrículo direito foi perfundido com solução salina para 

remoção do sangue nos pulmões. Os pulmões foram removidos preservando-se a traqueia e os 

brônquios. O pulmão 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 

min. O pulmão esquerdo então foi removido e imerso em solução fixadora por 48 horas. Em 

seguida, o material foi processado da seguinte forma: banho em água corrente por 30 min, 

banho em álcool a 70% e 90% por 30min cada etapa, 2 banhos em álcool a 100% por 30 min 

cada e inclusão em parafina. Após o processamento de rotina e inclusão em parafina, foram 

realizados cortes seriados a 4µm, que foram corados em hematoxilina-eosina (H&E) para 

análise esterológica (Pena et al., 2016). 

5.8.2 Análises Estereológicas do parênquima pulmonar 

As análises estereológicas do parênquima pulmonar foram realizadas nas lâminas 

coradas em H&E. As lâminas foram fotografadas no Laboratório de Fisiopatologia 

Experimental (LAFEx) da UFOP utilizando o microscópio de luz Primo star equipado com a 

câmera digital Axiocam 105 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha) acoplado ao software de 

captura ZEN lite image utilizando a objetiva microscópica de 40x. 

A análise de densidade de volume de septo alveolar (Vv) foi realizada em um sistema 

teste composto por 16 pontos e uma área de teste conhecida onde a linha proibida foi tomada 

como limite, para evitar a superestimação do número de estruturas. O sistema teste foi acoplado 

ao monitor e foram analisados 20 campos aleatórios das lâminas fotografadas em aumento de 

40x, para a obtenção de amostras pulmonares uniformes e proporcionais. O número de pontos 

(Pp) que atingiram os septos alveolares (Vv [sa]) e os espaços alveolares (Vv [a]) foram 

avaliados de acordo com o número total de pontos do sistema teste (Pt). O volume de referência 

foi estimado pela contagem de pontos utilizando o ponto de teste do sistema (Pt). A área total 

de 1,94 mm² foi analisada para determinar a análise volumétrica dos septos alveolares (Vv [sa]) 
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e os espaços alveolares (Vv [a]) em seções coradas com H&E (Valenca et al., 2006; Valença et 

al., 2007). 

5.8.3 Homogenato pulmonar 

Para o estudo das enzimas antioxidantes, dano oxidativo e marcadores inflamatórios 

100mg do tecido foram colocadas em tubo de polipropileno com 1 mL de tampão fosfato (pH 

7,8), e homogeneizado utilizando um homogeneizador de tecidos. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas por 10 minutos a 13000rpm, o sobrenadante coletado e armazenado em 

freezer (-80ºC) (Ramos et al, 2018) (Campos et al., 2017). 

5.9 Biomarcadores do Estresse Oxidativo 

5.9.1 Proteínas Totais 

A dosagem de proteínas foi realizada nas amostras do homogenato tecidual pelo método 

de Bradford (Bradford, 1976). O reagente de Bradford contém como principal componente o 

corante Coomasie brilhante azul, que em solução ácida se liga às proteínas da amostra, alterando 

sua absorbância de 465nm para 595nm. Para essa análise uma curva padrão foi reproduzida por 

meio de concentrações crescentes da proteína albumina, para isso, 10 mg de albumina foi 

dissolvida em 1000 µL de água Mili-Q. A partir dessa solução inicial,  200 µL foram 

adicionados em 3,8 mL de água Mili-Q, obtendo-se um total de 4 mL de solução na 

concentração de 0,5 mg/mL (Solução de estoque). Os pontos da curva variam de 0,5 mg/mL 

até 0,05 mg/mL, conforme descrito na Tabela 1.  

Tabela 1. Curva padrão de albumina. 

Concentração da 

albumina 

Solução de Estoque de 

Albumina  

Água mili-Q 

0,5 mg/mL 1000 μL * 

0,4 mg/mL 800 μL 200 μL 

0,3 mg/mL 600 μL 400 μL 

0,2 mg/mL 400 μL 600 μL 

0,1 mg/mL 200 μL 800 μL 

0,05 mg/mL 100 μL 900 μL 

 

Para a solução de Comassie azul foi feita a diluição do reagente em água Mili-Q na 

concentração de 4:1. Feita a curva padrão e a diluição do corante, em seguida foram adicionados 
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em cada poço correspondente 2 µL de amostra do homogenato pulmonar diluído em 8 µL de 

água Mili-Q. Posteriormente, 190 µL de Solução Comassie azul 4:1 foram pipetadas em todos 

os poços da placa. A placa permaneceu temperatura ambiente por 30 min e a leitura foi  

realizada em espectrofotômetro de placas a 595nm (Campos et al., 2017). 

5.9.2 Atividade da superóxido Dismutase 

A atividade de Superóxido Dismutase (SOD) foi mensurada no homogeneizado tecidual 

de acordo com o método descrito por Marklund (Marklund e Marklund, 1974). Este método é 

baseado na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidação do pirogalol. Os reagentes de trabalho 

utilizados foram: tampão fosfato (pH: 7,0), Pirogalol e MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-

2H]- 2,5-difenilterazolio) e Dimetilsulfóxido (DMSO). Para a realização da dosagem, foi 

utilizada uma alíquota do sobrenadante obtido em 5.7.3. O sobrenadante foi pipetado em placa 

de 96 poços seguido a adição dos reagentes como descrito na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Reagentes utilizados para a análise da atividade da Superóxido Dismutase 

 Amostra - 

μL 

Tampão 

fosfato -μL 

MTT 

(1,25 mM)- μL 

Pirogalol 

(100 mM) - 

μL 

Branco * 144 6 * 

Padrão * 129 6 15 

Amostra 30 99 6 15 

 

As amostras foram incubadas por 5 minutos a 37ºC, logo após 150 μL de DMSO foram 

adicionados para parar a reação. Posteriormente, as absorbâncias foram obtidas em 

espectrofotômetro de placas à 570 nm. Após a leitura, o valor de absorbância foi convertido em 

unidade de SOD pela subtração do valor de absorbância da amostra pelo valor do branco, 

seguido pela divisão desse valor pelo encontrado na subtração do padrão pelo branco. O 

resultado foi expresso em U/mg de proteína  (Campos et al., 2017).  

5.9.3 Atividade da Catalase 

A atividade de Catalase (CAT) foi mensurada de acordo com o método descrito por  

(Aebi, 1984). O método se baseia na decomposição enzimática do H2O2 em um intervalo de 60 
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segundos por espectrofotometria (absorbância de 240 nm). Para a realização da análise foi 

utilizada uma alíquota do sobrenadante obtido em 5.7.3 como amostra biológica.  

Inicialmente foram utilizados os seguintes reagentes para o preparo do tampão fosfato: 

8,0086 g de cloreto de sódio (NaCl), 0,0383 g de fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) e 0,1496 

g de fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), os sais foram diluídos em água destilada e 

mantidos na geladeira (pH:7,2). No momento do ensaio foram utilizados 25 mL de tampão, que 

foram misturados com 40 μL de peróxido de hidrogênio. Depois do preparo dos reagentes foi 

iniciada a leitura em espectrofotômetro. O tampão com o peróxido (970 μL) foi aliquotado 

juntamente com cada amostra (30 μL) em cubeta de quartzo e, registradas as leituras a  240nm 

durante 60 segundos, com anotação a cada 10 segundos. A atividade da catalase foi definida 

pela diminuição da absorbância a 240nm, de acordo com a Lei de Lambert Beer, onde 1 U 

equivale a 1μmol da decomposição do H2O2 por minuto, por mL (Campos et al., 2017). 

5.9.4 Sistema glutationa 

A dosagem de glutationa foi adaptada do kit comercial Sigma #CS0260, que utiliza um 

método cinético para mensurar os níveis de glutationa total (GSH + GSSG) em amostras 

biológicas através da redução do Ácido 5,5´-Ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) à TNB. Para 

realizar essa análise, 50 mg de pulmão foi homogeneizada com 500 μL de ácido sulfosalicílico 

5% (SSA), em seguida as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos à 4ºC. O 

sobrenadante foi coletado e usado como amostra biológica. A dosagem foi realizada em placa 

de 96 poços.  

Primeiramente foi preparada a curva padrão da análise. Para isso 3 mg de glutationa 

reduzida foram diluídas em 1 mL de água destilada e a partir da solução estoque foram 

preparados os pontos da curva, assim especificados na Tabela 3. 

Tabela 3. Curva padrão para análise de glutationa total. 

Ponto da curva 1 2 3 4 5 

Concentração de 

GSH (μM) 

50 μM 

 

25 μM 

 

12,5 μM 

 

6,25 μM 

 

3,125 μM 

 

Solução estoque de 

GSH (μL) 

50 μL 

 

25 μL 

(Tubo 1) 

25 μL 

(Tubo 2) 

25 μL 

(Tubo 3) 

25 μL 

(Tubo 4) 

SSA 5% (μL) - 25 μL 25 μL 25 μL 25 μL 

nmoles de GSH em   

10 μL de amostra 
0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312 



 

41 

 

 

Posteriormente, em cada poço da placa foram pipetados 10 μL de cada solução da curva, 

10 μL das amostras para o teste ou 10 μL de SSA 5% para o branco, como descrito na Tabela 

4. Em seguida foi adicionada à mistura de trabalho que continha tampão fosfato de potássio, 

glutationa redutase e DTNB.  As amostras foram incubadas por 5 minutos e em seguida a reação 

foi iniciada com a adição de 50 μl de solução de  NADPH. Com o início da reação, a absorbância 

foi imediatamente medida a 405 nm utilizando leitor de placa de ELISA (Biotek Elx808). 

Foram realizadas 5 leituras com intervalo de 1 minuto entre cada leitura. 

 

 

Tabela 4: Reagentes para a análise de Glutationa 

 Amostra (μl) SSA 5% (μl) Mistura de 

trabalho (μl) 

NADPH (μl) de 

uso 

Branco - 10  

 

150  

 

50  

 

Curva Padrão 

(5 pontos) 

10 μl 

 

- 150 

 

50  

 

Amostra 10 μl 

 

- 150  

 

50  

 

 

Para mensurar os níveis de glutationa oxidada, a curva padrão e os reagentes foram 

pipetados na placa de 96 poços como descrito anteriormente, porém as amostras biológicas 

passaram por um processo de derivatização antes do início da dosagem. Para isso, foram feitas 

alíquotas de 100 μL de amostras e acrescentou-se a estas 2 μL de vinilpiridina e 5 μL de 

trietanolamina (TEA), com pH entre 6 e 7, as amostras foram incubadas em temperatura 

ambiente por uma hora. Após este período, utilizou-se 10 μl desta nova amostra para reagir com 

a mistura de trabalho, como anteriormente descrito.  

As concentrações de glutationa total e oxidada foram obtidas através da curva padrão 

preparada em cada dosagem. Para encontrar a concentração de glutationa reduzida nas amostras 

foi subtraído o valor de glutationa oxidada do valor de concentração da glutationa total. Obteve-

se a relação GSH/GSSG através da divisão dos resultados de concentração de GSH pelos 

resultados de GSSG (Murta et al., 2016; Bandeira et al., 2017). 
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5.9.5 Análise do Dano Oxidativo (TBARS) 

A análise de peroxidação lipídica foi realizada de acordo com método descrito por 

(Buege, 1978). O ácido tiobarbitúrico (TBA) reage com produtos de oxidação de lipídios tais 

como o malondialdeído. Para a realização da análise, 500 μL do homogeneizado tecidual 

(obtido em 5.7.3), 250 μL de solução de ácido tricloroacético (TCA 28% p/v dissolvido em 

ácido clorídrico), 250 μL de TBA 1% dissolvido em ácido acético 1:1 e 125 μL de bultil 

hidróxitolueno (BHT) 5 Mm dissolvido em etanol foram misturados. Em seguida, o tubo foi 

levado ao vórtex e colocado em banho-maria a 95°C por 15 minutos. Após serem resfriadas em 

banho de gelo por 5 minutos, o material foi centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm. O 

sobrenadante foi utilizado para leitura em espectrofotômetro a 535 nm. A concentração de 

TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extinção molar (ε= 1,56 x 105L x mol-1 x 

cm-1), seguindo a lei de Lambert Beer. O resultado foi representado em nmols/mL(Soares et al., 

2016; De Souza et al., 2018).  

5.9.6 Dosagem de proteína carbonilada 

A oxidação de proteínas pelas espécies reativas de oxigênio leva a formação de 

derivados carbonílicos. Esses podem ser mensurados por métodos que utilizam o 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH). O DNPH reage com grupos carbonílicos e gera a hidrazona 

correspondente, que pode ser analisada espectrofotometricamente.  

Para a análise de carbonilação protéica foi utilizado o método descrito por Reznick e 

Packer, 1994, com adaptações. Para tal, 500 μL do homogeneizado pulmonar foram colocados 

em tubos de polipropileno e adicionados 500 μL de TCA 10%,  após agitação no vórtex as 

amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e ao 

precipitado foram adicionados 500 μL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). As amostras foram 

mantidas em temperatura ambiente e no escuro, por sessenta minutos e a cada 15 minutos eram 

misturadas no vórtex. Ao final do período foram acrescentados 500 μL de TCA e as amostras 

eram novamente centrifugadas por 3 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 1 

mL da mistura de etanol/acetato de etila (1:1) foi adicionado aos tubos e misturados no vórtex 

e novamente centrifugados, essa etapa da reação foi repetida por duas vezes. Após a segunda 

lavagem com a solução de etanol/acetato de etila o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 

1 mL de Dodecil sulfato de sódio (SDS) 6% misturou-se no vórtex e centrifugou-se à 10000 

rpm por 3 minutos à 4ºC. As absorbâncias dos sobrenadantes foram determinadas em 



 

43 

 

espectrofotômetro (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) a 370 nm.  A concentração de 

proteína carbonilada nas amostras foi determinada de acordo com a equação de Lambert Beer 

descrita abaixo:  

𝑐 =
𝐴𝑏𝑠

𝜀
𝑥
1𝑥106

𝑉𝐴
 

 Abs = Absorbância  

 ε = coeficiente de extinção molar em unidades de 22000 M.L-1 cm-1;  

 VA = volume da amostra;  

 C = concentração de proteína carbonilada na amostra (nmol/mL).  

Para a determinação da concentração de proteína carbonilada em relação à concentração 

de proteínas totais utilizou-se o valor encontrado na análise de proteínas pelo método de 

(Bradford, 1976).  

Equação: Proteína carbonilada (nmol/mL) /Proteína total (mg/mL) 

5.10 Os ensaios Imunoenzimáticos do Parênquima Pulmonar 

As análises de interleucina - 1 (IL-1), interleucina - 6 (IL-6), proteína quimiotática de 

monócitos 1 (CCL2), proteína inflamatória de macrófago 1-alfa (CCL3), CCL5 (do inglês 

regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), fator de necrose tumoral (TNF), 

foram realizadas no tecido homogeneizado do pulmão misturado com 1 mL de tampão fosfato. 

Para as análises teciduais do pulmão foram necessários 100 mg de tecido foi homogeneizado 

com 1 ml de tampão fosfato. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C, o 

sobrenadante foi congelado a -20°C e, posteriormente, utilizadas para análises por meio do 

método Enzyme-Linked Immuno sorbent Assay (ELISA). Esses ensaios foram realizados 

utilizando kits (PeproTech, São Paulo, Brasil) sendo todos os anticorpos e reagentes 

reconstituídos e aliquotados de acordo com as orientações dos fabricantes e as análises foram 

realizadas como descrito a seguir.  

Em resumo, 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 
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1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. A seguir as placas foram novamente lavadas. Foi 

preparada por diluição seriada uma curva padrão. As amostras foram aplicadas em um volume 

de 25 μL para cada poço 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% foram adicionados 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). 5 

mL do cromógeno foi adicionado a 5 mL de peróxido de hidrogênio adquirida pelo mesmo 

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

adicionados em cada um dos poços e após vinte 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 quimiocinas e interleucinas presentes nas amostras 

foi determinada baseada na densidade óptica obtida com a curva padrão dos peptídeos, 

analisadas pelo software SOFT Max PRO 4.0. (Penitente et al., 2015). 

5.11 Análises estatísticas 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão. Para os dados com distribuição 

normal foi utilizada a análise de variância univariada (ANOVA one-way) seguido pelo pós-

teste de Tukey. Para os dados não paramétricos foram utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido 

do pós-teste de Dunns. Em ambos os casos, a diferença significativa foi considerada quando o 

valor de p<0,05. Todas as análises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 

versão 5.00 para Windows 7, GraphPad Software (San Diego, CA, USA). 
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6 RESULTADOS 

6.1 Monitorização hemodinâmica 

Os dados hemodinâmicos do grupo controle e dos grupos submetidos à ventilação 

mecânica que foram anotados no início e no final do experimento e dispostos na Tabela 5. 

Durante todo o experimento foram avaliados a Frequência Cardíaca e a Pressão arterial média 

e em relação aos dados hemodinâmicos coletados observou-se que não houve diferença 

estatística significativa nos parâmetros analisados em todos os grupos analisados desde o início 

e até o final do experimento. 
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Tabela 5. Hemodinâmica dos animais submetidos a ventilação mecânica 

 GC Inicial GC Final p GVM 

Inicial 

GVM Final p GVM20 

Inicial 

GVM20 

Final 

p GVM40 

Inicial 

GVM40 

Final 

p 

FC 

(bpm) 
441,4±23,5 441,0±16,4 >0,05 421,5±16,1 415,8±17,04 >0,05 394,5±19,1 414,6±13,3 >0,05 424,0±9,04 433,3±7,03 >0,05 

PAM 

(mmHg) 
125,8 ± 3,6 126,7 ± 2,3 >0,05 116,0 ± 4,7 117,6 ± 6,2 >0,05 124,5 ± 9,1 131,6 ± 5,8 >0,05 123,4 ± 8,2 132,9 ± 3,1 >0,05 

GC: grupo controle; GVM:  grupo ventilação mecânica; GVM20: grupo ventilação mecânica + 20 suspiros/h; GVM40: grupo ventilação mecânica + 40 suspiros/h; FC: 

frequência cardíaca, PAM: pressão arterial média. Os dados estão expressos em média ± erro padrão da média. Análise de Variância One Way ANOVA seguido do pós teste de 

Tukey (p<0.05), n= 6 a 9 animais por grupo
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6.2 Avaliação da gasometria arterial e da função pulmonar 

Ao término do protocolo experimental foram realizadas a gasometria arterial para 

analisar dos gases séricos e durante o protocolo análise dos parâmetros respiratórios tais como 

frequência respiratória, volume corrente e volume minuto, nos grupos experimentais. Os 

valores foram apresentados na Tabela 6. 

Tabela 6. Gasometria arterial e função pulmonar dos animais submetidos a ventilação mecânica. 

 GC GVM GVM20 GVM40 

Ph 
7,38 ± 0,009 7,39 ± 0,009 7,37 ± 0,008 7,39 ± 0,008 

SO2 (%) 
95,75 ± 0,61 94,44 ± 0,92 93,38 ± 1,23 94,50 ± 0,92 

pO2 (mmHg) 
82,17 ± 4,15 99,20 ± 3,89a 95,73 ± 2,63 100,2 ± 3,62a 

pCO2 (mmHg) 
35,37 ± 2,31 31,95 ± 1,29 30,20 ± 1,25 28,68 ± 0,80a 

HCO3 (mmol/L) 
21,65 ± 1,55 19,38 ± 0,55 18,10 ± 0,59a 18,29 ± 0,71 

pO2/FiO2 393,2 ± 19,87 474,4 ± 18,70a 458,0 ± 12,61 479,2 ± 17,31a 

FR (irpm) 
99,80  ± 6,16 80 ± 0,0 a 80 ± 0,0 a 80 ± 0,0 a 

VC (mL) 
2.89 ± 0,26 2,68 ± 0,07 2,60 ± 0,08 2,72 ± 0,05 

VM (mL/min) 
246,7 ± 13,39 214,6 ± 5,99 277,3 ± 9,14b 363,2 ± 7,18a,b,c 

GC: grupo controle; GVM: grupo ventilação mecânica; GVM20: grupo ventilação mecânica + 20 suspiros/h; 

GVM40: grupo ventilação mecânica + 40 suspiros/h; SO2: saturação de oxigênio; pO2: pressão parcial de oxigênio; 

pCO2: pressão parcial de dióxido de carbono; HCO3: bicarbonato; FiO2: fração inspirada de oxigênio; FR: 

frequência respiratória; irpm: incursões respiratórias por minuto; VC: volume corrente; VM: volume minuto. (a) 

representa diferença significativa em relação ao GC, (b) representa diferença significativa em relação ao GVM, 

(c) representa diferença significativa em relação ao VM20. Os dados estão expressos em média ± erro padrão da 

média. Análise de Variância One Way ANOVA seguido do pós teste de Tukey (p<0.05), n= 6 a 9 animais por 

grupo. 

Na análise gasométrica nota-se que a pO2 do GVM e do GVM40 foi superior em relação 

ao GC. Esse mesmo resultado é percebido na relação pO2/FiO2, já que a FiO2 era uma variável 

fixa no experimento (21%). Na avaliação do bicarbonato, no GVM20 foi menor em relação ao 

GC. Em relação ao pCO2 houve diminuição dessa variável em GVM40 em relação ao GC.  
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Percebe-se que as variações de bicarbonato foram compensadas pela variação do PCO2 

indicando que não houve repercussão metabólica. 

6.3 Análise do influxo de células no lavado broncoalveolar (LBA) 

Em cada grupo experimental a presença de células inflamatórias foi avaliada através da 

contagem total e diferencial de células no LBA (Tabela 7). Os resultados encontrados 

demonstraram que houve aumento do número leucócitos totais no LBA em todos os grupos em 

ventilação mecânica comparados ao GC. Ao realizar a avaliação das contagens diferenciais de 

leucócitos: macrófagos, linfócitos e neutrófilos, foi observado que houve maior recrutamento 

de neutrófilos para o LBA no GVM comparado ao GC, e de modo interessante houve 

diminuição do influxo em GVM40 em comparação ao GVM.  

Tabela 7. Efeitos da ventilação mecânica sobre o recrutamento do número de células para o 

lavado broncoalveolar. 

 
GC GVM GVM20 GVM40 

Leucócitos 

(x105/mL) 

13,75 ± 1,34 20,94 ± 1,51a 15,54  ± 1,61 16,00  ± 1,42 

Macrófagos 

(x105/mL) 

13,18 ± 1,25 17,41 ± 1,11 14,07 ± 1,46 15,04 ± 1,39 

Linfócitos 

(x105/mL) 

0,32 ± 0,07 0,47 ± 0,12 0,28 ± 0,09 0,24 ± 0,09 

Neutrófilos 

(x105/mL) 

0,15 (0,0; 0,72) 2,46 (2,11; 5,22)a 0,87 (0,61; 2,52) 0,76 (0,34; 0,99)b 

GC: grupo controle; GVM: grupo ventilação mecânica; GVM20: grupo ventilação mecânica + 20 suspiros/h; 

GVM40: grupo ventilação mecânica + 40 suspiros/h. (a) representa diferença significativa em relação ao GC (b) 

representa diferença significativa em relação ao GVM. Os dados estão expressos em média ± erro padrão da média 

e em mediana (valor mínimo e valor máximo).  Análise de Variância One Way ANOVA seguido do pós teste de 

Tukey, para a análise de neutrófilos foi utilizado o teste Kurskal Wallis seguido do pós teste de Dunn’s (p<0.05), 

n= 6 a 9 animais por grupo. 
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6.4 Biomarcadores do Estresse oxidativo 

Os biomarcadores do estresse oxidativo (Tabela 8) no parênquima pulmonar foram 

avaliados através da atividade das enzimas SOD e CAT. Observa-se que essas enzimas tiveram 

suas atividades aumentadas no GVM em relação ao GC e, nos grupos GVM20 e GVM40, a 

atividade foi menor comparado à GVM. Em relação a razão de GSH/GSSG não houve variação 

significativa entre os grupos estudados. Quanto à formação de Substâncias Reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS), os resultados mostraram que a peroxidação lipídica foi maior nos 3 

grupos submetidos à ventilação mecânica (GVM, GVM20 e GVM40) quando comparados ao 

GC, porém ao adicionarmos o suspiro houve uma melhora parcial deste parâmetro sendo 

observado menor dano em GVM20 e GVM40 quando comparados ao GVM. Além disso, foi 

observada uma menor oxidação de proteínas no grupo GVM40 comparado ao GVM.  

Tabela 8.  Biomarcadores do estresse oxidativo no parênquima pulmonar dos animais 

submetidos a ventilação mecânica. 

 GC GVM GVM20 GVM40 

SOD (U/mg PTN) 15,66 ± 2,59 30,04 ± 1,70a 19,34 ± 1,47b 16,42 ± 3,36b 

CAT (U/mg PTN) 1,27 ± 0,19 2,27 ± 0,31a 1,30 ± 0,17b 1,17 ± 0,17b 

GSH/GSSG 0,77 (0,60; 0,95) 0,75 (0,64; 0,92) 0,88 (0,80; 0,90) 0,88 (0,82; 1,13) 

TBARS 

(nmol/mg PTN) 
0,54 ± 0,06 1,69 ± 0,02a 1,08 ± 0,14a,b 1,17 ± 0,18a,b 

PTN carbonilada 

(nmol/mg PTN) 
9,13 ± 1,24 16,70 ± 2,71 13,76 ± 2,25 8,42 ± 1,44b 

GC: grupo controle; GVM: ventilação mecânica; GVM20: grupo ventilação mecânica + 20 suspiros/h; GVM40: 

grupo ventilação mecânica + 40 suspiros/h; SOD: superóxido dismutase; CAT: catalase; GSH: glutationa reduzida; 

GSSG: glutationa oxidada; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. (a) representa diferença 

significativa em relação ao GC (b) representa diferença significativa em relação ao GVM. Os dados estão expressos 

em média ± erro padrão da média. Análise de Variância One Way ANOVA seguido do pós teste de Tukey (p<0.05), 

n= 6 a 9 animais por grupo. 
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6.5 Análises Imunoenzimáticas 

A análise dos níveis de biomarcadores infamatórios CCL2, CCL3, CCL5, e IL-1, IL-6 

e TNF foram realizados no homogeneizado pulmonar e demonstrados na Tabela 9.  Em relação 

aos marcadores inflamatórios CCL2, CCL3 não houve diferença entre os níveis nos 4 grupos 

analisados.  Já com relação a CCL5 observou-se aumento nos níveis no GVM40 em relação à 

GC.  Quanto à IL-1, IL-6 e TNF observou-se um aumento em GVM comparado ao GC e o 

suspiro foi capaz de promover redução nos níveis destas citocinas pró-inflamatórias, ou seja, 

houve diminuição em GVM20 e GVM40 quando comparado à GVM. 

Tabela 9. Marcadores inflamatórios no parênquima pulmonar dos animais submetidos a 

ventilação mecânica 

 GC GVM VM20 VM40 

CCL2 (pg/mL) 1522,9± 38,2 1520,6 ± 63,4 1554,8 ± 79,6 1482,1 ± 40,4 

CCL3 (pg/mL) 173,4 ± 13,7 185,4 ± 14,3 157,6 ± 9,6 157,7 ± 8,5 

CCL5 (pg/mL) 744,4 ± 80,2 895,2 ± 64,5 1028,6 ± 74,2 1086,5 ± 88,1a 

IL-1 (pg/mL) 861,8 ± 126,6 1178,3 ± 36,2a 741,7 ± 41,5b 733,4 ± 52,1b 

IL-6 (pg/mL) 1317,4 ± 41,8 1605,9 ± 56,1a 1344,8 ± 26,6b 1337,4 ± 30,7b 

TNF (pg/mL) 1185,1 ± 27,3 1478,7 ± 41,9a 1185,1 ± 40,1b 1202,4 ± 21,5b 

GC: grupo controle; GVM: ventilação mecânica; GVM20: grupo ventilação mecânica + 20 suspiros/h; GVM40: 

grupo ventilação mecânica + 40 suspiros/h; CCL2 ou MCP1: proteína quimiotática de monócitos 1; CCL3 ou MIP-

1α: proteína inflamatória de macrófago 1-alfa; CCL5: RANTES; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina 6; TNF: 

fator de necrose tumoral.  (a) representa diferença significativa em relação ao GC (b) representa diferença 

significativa em relação ao GVM. Os dados estão expressos em média ± erro padrão da média. Análise de 

Variância One Way ANOVA seguido do pós teste de Tukey (p<0.05), n= 6 a 9 animais por grupo. 

6.6 Estereologia 

Por último, foram feitas análises estereológicas do parênquima pulmonar dos grupos 

experimentais e não foram encontradas diferenças entre os grupos avaliados tanto para a 

densidade de volume de espaço aéreo alveolar quanto para a densidade de volume de septos 

alveolares, conforme demonstrado na Figura 7. 
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Figura 7. Análise estereológica das seções de pulmão e fotomicrografias de cortes do pulmão corado em H&E.   

Aumento de 40x. Análise de área alveolar. Análise estereológica das seções de pulmão. (A) Densidade de volume 

de espaço aéreo alveolar (B) Densidade de volume de septo alveolar para A e B os dados estão expressos em 

mediana, valor mínimo e valor máximo. Análise de variância pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de 

Dunn’s(p<0.05), n= 6 a 9 animais por grupo. (C) Fotomicrografia representativa de pulmão coradas com HE. Barra 

= 50µm, magnificação de 400x. 
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7 DISCUSSÃO 

Neste estudo experimental, avaliamos o efeito da ventilação mecânica com e sem o uso 

do suspiro sob a resposta inflamatória nas vias aéreas e em pulmões saudáveis de ratos Wistar 

machos. Apesar de a ventilação mecânica ser indispensável em caso de falha ventilatória, já é 

descrito na literatura que ela pode induzir a alterações hemodinâmicas, danos teciduais, 

podendo levar à mortalidade e morbidade (Chowdhury et al., 2012; Keszler, 2017). No presente 

estudo, não foram encontradas alterações hemodinâmicas nos grupos submetidos à VMI 

quando comparados ao grupo controle. A ausência de alterações hemodinâmicas nos grupos 

submetidos à ventilação mecânica e ao suspiro pode ser explicada pelos parâmetros 

ventilatórios utilizados neste trabalho serem próximos aos parâmetros fisiológicos dos 

roedores: frequência respiratória de 80 irpm, PEEP de 3cmH2O e VC de 7mL/Kg, como 

também serem ventilados por um período considerado breve, 1 hora. Em um estudo com ratos 

adultos Sprague-Dawley, mantidos sem VMI de 18 a 24 horas, percebeu-se instabiliadade 

hemodinâmica com presença de hipoxemia, hipercapnia e leve acidose, durante o período 

experimental quando comparado com os animais em ventilação espontânea. Os autores 

atribuíram esses distúrbios na homeostase de gases sanguíneos à hipoventilação já que o drive 

respiratório estava deprimido (Powers et al., 2002). Recentemente, um estudo realizado em 

coelhos com síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) submetidos à VM, foram 

observadas alterações hemodinâmica sistêmica e na perfusão cerebral (Lovisari et al., 2019). 

Porém neste estudo foram utilizados parâmetros não fisiológicos (VC: 6mL/Kg, PEEP: 6 

cmH2O em pulmões não lesionados e, para coelhos com SDRA PEEP: 9 cmH2O associado à 

FiO2: 40%), de forma que mesmo em pulmões saudáveis percebeu-se redução da oxigenação 

cerebral e queda da PAM e FC.  

No presente estudo não foram observadas alterações hemodinâmicas no início e no final 

do experimento entre os grupos analisados, o que demonstra que o suspiro não interferiu nos 

parâmetros hemodinâmicos e não acarretou efeitos no débito cardíaco, como é observado, por 

exemplo, em casos de valores elevados de PEEP (Viquerat et al., 1983). A PEEP em níveis não 

fisiológico pode desencadear alterações como hiperdistensão alveolar, aumento de pressão 

intratorácica, mudanças na dinâmica cardiopulmonar e redução do débito cardíaco (Scharf et 

al., 1980). Na análise hemodinâmica, o suspiro independente da frequência em que foi realizado 

(20 suspiros/hora ou 40 suspiros/hora) mostrou-se neutro.  
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Atualmente há uma tendência do uso de estratégias ventilatórias com menores volumes 

correntes para limitar a pressão de distensão alveolar e valor individualizado de PEEP para 

prevenir o colapso alveolar (Bendixen et al., 1963; Coimbra e Silverio, 2001; Sahetya e Brower, 

2017). Em um estudo em humanos, Gattinoni e colaboradores (1995) analisaram pacientes 

sedados com SDRA em que foram utilizados diferentes valores de PEEP (0, 5, 10, 15 e 20 

cmH20) e valor de volume corrente fixo. Nesse grupo de pacientes, os autores verificaram que 

quanto maior o valor da PEEP, a distribuição pulmonar do volume corrente sofria redução 

significativa (Gattinoni et al., 1995).  Embora seja tendência a redução do volume corrente no 

intuito de limitar a lesão por distensão alveolar, Tsuno e colaboradores (1990) demonstraram 

que o volume corrente baixo pode levar à atelectasia progressiva e, consequentemente, à 

hipóxia (Tsuno et al., 1990).  Egbert e colaboradores (1963) demonstraram que manobras de 

recrutamento como o suspiro associado ao volume corrente baixo são utilizados em pacientes 

sob anestesia geral para restaurar a complacência pulmonar e melhorar a oxigenação arterial 

(Egbert L.D., 1963), tais evidências corroboram o resultado do presente estudo em que não 

houve distúrbio ácido-básico na gasometria dos grupos analisados. 

As manobras de recrutamento, particularmente o suspiro tem se mostrado efetivas em 

pacientes com SDRA em ventilação mecânica como forma de induzir o recrutamento alveolar, 

preservar as trocas gasosas e os volumes pulmonares de forma adequada (Pelosi, Cadringher, 

et al., 1999; Foti et al., 2000). Dessa forma, para avaliar se o suspiro agia como medida protetora 

ao processo inflamatório no organismo submetido à VMI, foi analisado o influxo de células no 

LBA. A ventilação mecânica gera processos inflamatórios locais e sistêmicos e, uma das formas 

de indução de lesão é a conversão de um estímulo mecânico (como o estiramento cíclico do 

epitélio e do endotélio) em sinais bioquímicos e moleculares (Kuchnicka e Maciejewski, 2013; 

Sutherasan, Y. et al., 2014).  Hirsch e colaboradores (2014) avaliaram a resposta inflamatória 

em ratos Sprague-Dawley submetidos à VMI associado ou não à exposição à fumaça de cigarro 

para determinar a resposta inflamatória à esses dois estímulos, com parâmetros ventilatórios de 

VC: 10 mL/Kg, PEEP: 4 cmH20, FiO2: 21% e 4h de ventilação. Os autores observaram 

diferença significativa entre os neutrófilos no LBA mesmo em ratos expostos apenas à 

ventilação quando comparados ao controle (Hirsch et al., 2014). Em outro estudo realizado em 

camudongos C57/BL6 sob VMI durante 6 horas (VC: 10 mL/Kg), também foi observado 

aumento no infiltrado de neutrófilos no LBA (Chess et al., 2010). Em conformidade com tais 

estudos nossos resultados mostraram um aumento de leucócitos totais no LBA no grupo GVM 
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comparado ao grupo controle, bem como aumento do influxo de neutrófilos. Já no grupo que 

foi ventilado e foi realizada a manobra de recrutamento (40 suspiros/hora) o recrutamento de 

neutrófilos foi menor que no grupo apenas submetido a VMI 

O aumento do número de células inflamatórias promove um aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio e, consequentemente,  o desequilíbrio redox (Valko et al., 2007), 

que consiste no desequilíbrio entre a proporção de agentes antioxidantes e oxidantes no 

organismo, portanto, a VMI contribui com esse desequilíbrio pelo estiramento físico repetitivo 

que provoca liberação das espécies reativas de oxigênio (ERO) no parênquima pulmonar 

(Powers et al., 2002; Syrkina et al., 2008). As espécies reativas exercem importante influência 

nos músculos esqueléticos e, em especial, na musculatura respiratória (Aldini et al., 2001; Van 

Gammeren et al., 2005; Alves et al., 2007).  Mazullo e colaboradores (2012) demonstraram 

que a contração nos músculos respiratórios na VMI estabeleceu uma isquemia transitória 

seguida de reperfusão, caracterizando o paradoxo do oxigênio, em que a falta de oxigênio 

seguida da reperfusão gerou aumento de EROs, o que levou o estresse oxidativo (Mazullo Filho 

et al., 2012). O estresse oxidativo é então considerado pilar na disfunção muscular respiratória 

induzida pela VMI, representada principalmente pela miólise diafragmática, o que dificulta o 

desmame e, consequentemente, aumenta o tempo de VMI (Aldini et al., 2001; Collins, 2004).  

Nos nossos resultados, houve alteração da defesa antioxidante nos animais submetidos 

a VMI comparados ao controle, bem como aumento do dano tecidual demonstrado pela 

peroxidação lipídica. Em relação aos grupos sob ventilação mecânica, constatou-se que o 

suspiro promoveu diminuiução nos níveis de marcadores do estresse oxidativo quando 

comparado com a VMI, sem manobra, o que direciona para o potencial benéfico dessa manobra.  

Vários são os estímulos para a liberação sistêmica de mediadores inflamatórios e 

recrutamento de neutrófilos, a ventilação mecânica constitui um importante estímulo pelo 

estiramento cíclico pulmonar que gera (Grommes e Soehnlein, 2011).  Especificamente, as 

citocinas são moléculas que desempenham importante papel de sinalização, podendo iniciar ou 

perpetuar respostas inflamatórias locais ou sistêmicas e, são produzidas por células epiteliais 

alveolares, macrófagos residentes e neutrófilos (Park et al., 2001; Halbertsma et al., 2005; 

Curley et al., 2016). Dentre as citocinas, existe um agrupamento específico de moléculas 

denominadas de quimiocinas, que agem em receptores acoplados à proteína G (Proudfoot, 

2002; Puneet et al., 2005; Bhatia et al., 2012), as quimiocinas são moléculas de baixo peso 

molecular, que tem a cisteína como composto comum em sua estrutura e tem como função 
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coordenar desenvolvimento, diferenciação, migração e funções efetoras dos leucócitos, 

regulando respostas inatas e adaptativas (Yoshie et al., 2001; Navratilova, 2006). As 

quimiocinas são bastante específicas, ou seja, cada uma irá induzir o recrutamento de subtipos 

bem definidos de leucócitos (Murphy et al., 2000; Griffith et al., 2014). Dependendo da posição 

das cisteínas as principais são divididas em CXC, conhecidas como alfa-quimiocinas, em geral 

quimiotáticas de neutrófilos, e CC, em geral são quimiotáticos de monócitos e alguns tipos de 

leucócitos (Luster e Ravetch, 1987; Oppenheim et al., 1991). As quimiocinas podem ser 

classificadas em inflamatórias, homeostáticas e com dupla função (inflamatória e 

homeostática). As quimiocinas inflamatórias podem ser induzidas no sítio da infecção e dentre 

essas podemos destacar: CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11 e CCL13, já as homeostáticas 

estão envolvidas na quimiotaxia durante o desenvolvimento dos tecidos e incluem: CCL18 

CCL19, CCL21, CCL25 e CCL27. No terceiro grupo estão inclusas CCL14, CCL15, CCL16 e 

CCL23 (Raz e Mahabaleshwar, 2009); (Rossi e Zlotnik, 2000; Le et al., 2004).  

No presente estudo, realizamos ensaio imunoenzimático para a análise dos marcadores 

inflamatórios: CCL2, CCL3, CCL5, IL-1, IL-6 e TNF no processo inflamatório pulmonar. 

Observamos que os níveis de CCL2 e CCL3, quimiocinas pró-inflamatórias, não variaram entre 

todos os grupos analisados. A CCL2, também conhecida como proteína quimiotática de 

monócito -1/ligante do receptor de quimiocina 2, realiza a quimiotaxia de monócitos, e em altas 

concentações induz o “respiratory burst” que gera ERO (Jiang et al., 1992). Os monócitos 

utilizam diferentes moléculas quimiotáticas para migrar, a CCL2 é rapidamente produzida por 

células estromais após a ativação dos receptores padrão, apresenta-se aumentada em doenças 

como melanoma e na artrite reumatoide e está relacionada ao recrutamento de monócitos para 

o sítio da inflamação (Altemeier et al., 2004), enquanto a CCL3 (também denominada de MIP-

1α) também está relacionada à recrutamento de leucócitos (Patel et al., 2001), porém após 1h 

de VM, não induziu alteração nos níveis dessas quimiocinas. Já em relação a quimiocina CCL5, 

também conhecida como RANTES do inglês regulated on activation, normal T cell expressed 

and secreted, que é expressa por uma diversidade de células das quais podemos destacar as 

células epiteliais do pulmão e está relacionada com estimulação de monócitos, basófilos e 

quimiotaxia de linfócitos T, monócitos e eosinófilo (Rot et al., 1992).  Em nosso estudo foi 

observado níveis aumentados de CCL5 no grupo VM40 comparado ao grupo controle, 

provavelmente ocasionado pela maior frequência de suspiros ajustados ao ventilador mecânico, 

porém não foi observado aumento do influxo leucocitário neste grupo.  
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Dentre as interleucinas avaliadas, a IL-1 é uma citocina pró-inflamatória, que atua em 

quase todos os tipos celulares, principalmente em conjunto com outras citocinas ou pequenas 

moléculas mediadoras como por exemplo o fator de necrose tumoral, outra citocina pró 

inflamatória. A IL-1 possui importância crucial na defesa do hospedeiro aumentando a 

temperatura corporal, induzindo uma variedade de linfocinas e proteínas de fase aguda, 

entretanto em alguns casos de lesão tecidual, os níveis elevados de IL-1 podem contribuir para 

processos patológicos como fibrose do tecido envolvido (Dinarello et al., 1987). A síntese, 

processamento, secreção e atividade da IL-1 são eventos fortemente regulados, a margem entre 

o benefício clínico e a toxididade em humanos é extremamente estreita, de forma que qualquer 

intervenção na produção e ou atividade da IL-1 pode ter grande impacto na clínica por ser tratar 

de molécula altamente inflamatória (Dinarello, 1997; 1998). Alguns estudos vêm sendo 

realizados no intuito de intervir na IL-1: um estudo em hamsters mostrou que a administração 

de IL-1 administrada intratraquealmente causou o acúmulo de neutrófilos pulmonares e a lesão 

pulmonar aguda (Patton et al., 1995),  em seres humanos a IL-1 e os neutrófilos estão 

aumentados nos pulmões de pacientes com a síndrome do desconforto respiratório agudo 

(SDRA), em ratos que receberam IL-1 intratraquealmente rapidamente desenvolveram 

acumulação de neutrófilos no pulmão e um derrame pulmonar agudo dependente de neutrófilos, 

mas de forma interessante alguns achados apontam para possíveis efeitos duais da IL-1 ao 

mostrar uma série de pesquisas em que o pré-tratamento com IL-1 poderia prevenir edema 

pulmonar em ratos (Guidot et al., 1994; Repine, 1994; Hybertson et al., 1997). Em nosso 

estudo, demonstramos que houve aumento nos níveis de IL-1 e TNF no parênquima pulmonar 

dos animais submetidos à ventilação mecânica em relação ao grupo controle, e observamos um 

efeito benéfico da inclusão do suspiro nas diferentes frequências avaliadas (GVM20 e GVM40) 

nestes animais submetidos a VM, nossos achados sugerem que o suspiro pode contribuir de 

alguma forma com a redução de expressão de IL-1, mas os mecanismos precisam ser 

elucidados.  

De modo similar, a IL-6 também é uma interleucina pró-inflamatória e desempenha 

atividades biológicas importantes no aumento da produção de proteínas de fase aguda, em 

vários eventos inflamatórios como produção e regulação de anticorpos (e autoanticorpos), 

diferenciação de células B, ativação de células T, hematopoiese, angiogênese, permeabilidade 

vascular, diferenciação de osteoclastos, regulação metabólica e funções neurais (Ghandadi e 

Sahebkar, 2017; Song et al., 2019). Estudos recentes têm mostrado avanços no bloqueio de IL-
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6 para o tratamento de doenças autoimunes, na tentativa de minimizar alguns efeitos colaterais 

metabólicos e infecções bacterianas (Hirano, 1992; Rose-John, 2018). A IL-6 está envolvida na 

patogênese de diferentes doenças inflamatórias, e de forma interessante, demonstramos que o 

suspiro (20/hora e 40/hora) diminuiu os níveis de IL-6 que estavam aumentados nos animais 

submetidos a ventilação mecânica (Ishihara e Hirano, 2002). 

Naturalmente, o sistema imunológico inato constitui uma linha de defesa contra 

patógenos ou fatores indutores ao liberar múltiplas citocinas inflamatórias que auxiliam no 

combate ao agente infeccioso e induzem como cascatas outras respostas imunes (Hackett, 2003; 

London et al., 2010).  Entretanto, uma liberação exacerbada de citocinas tem efeitos mais 

deletérios sobre a fisiologia do organismo que os próprios microrganismos invasores e podem 

provocar lesão endotelial, causando edema tecidual, falência de órgãos e morte (Nathan, 2002). 

Um tempo prolongado de VMI pode ser considerado um fator indutor para liberação de 

citocinas, causar influxo de neutrófilos e liberação de proteases (Matthay et al., 2012), o que 

torna nossos dados de grande relevância científica, uma vez que demonstramos uma diminuição 

nos níveis de citocinas pró-inflamatórias através de uma manobra de recrutamento, o suspiro. 

Recentemente, Truflandier e colaboradores (2018), avaliaram os efeitos da VM em ratos 

durante 24 horas e evidenciaram que a VMI contribuiu para um aumento nos níveis de TNF e 

inflamação medular, e ressaltaram que o tratamento tradicional para a insuficiência respiratória 

afeta órgãos distantes por meio de inflamação sistêmica (Truflandier, 2018), sendo necessária 

inserção de novas formas de tratamento ou medidas protetoras. 

Por último, foram realizados estudos estereológicos nos parênquima pulmonar, segundo 

Weibel  a estereologia de pulmões humanos ou de ratos levam à várias descobertas sobre a 

aquitetura pulmonar como um todo e sobre suas estruturas  (Weibel, 2001; Weibel et al., 2007; 

Weibel, 2008; Schneider e Ochs, 2013), (Knust et al., 2009). No presente estudo, não houve 

diferenças nas analises estereológicas entre os grupos avaliados, demonstrando que a submissão 

à VMI de curta duração não foi o suficiente para causar dano estrutural na arquitetura pumonar. 
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8 CONCLUSÃO 

Demonstramos que a ventilação mecânica invasiva em curta duração, mesmo com 

volume corrente próximo ao fisiológico foi capaz de induzir respostas inflamatórias e estresse 

oxidativo nas vias aéreas e no parênquima pulmonar com dados inéditos. Neste estudo, 

sugerimos que o suspiro, uma manobra de recrutamento, foi eficaz na proteção de ratos Wistar 

saudáveis submetidos a ventilação mecânica. 
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