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RESUMO 

Introdução: A lesão pulmonar associada ao esforço respiratório espontâneo 

pode piorar a lesão pulmonar aguda (LPA) inflamatória. Nosso objetivo, portanto, 

foi comparar a lesão pulmonar e a inflamação após um período de 

hiperventilação espontânea induzida pela administração venosa de cloreto de 

amônio (NH4Cl) em ratos com e sem lesão pulmonar aguda induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS) intraperitoneal. 

Métodos:  Ratos Wistar foram randomizados em dois grupos para receber LPS 

intraperitoneal ou solução salina. Após 24 horas, cada grupo foi randomizado 

para receber NH4Cl intravenoso durante 180 minutos, , ou solução salina. Foram 

construídos quatro grupos: controle-controle (C-C), controle-hiperventilação (C-

HV), LPS-controle (LPS-C) e LPS-hiperventilação (LPS-HV). Após 180 minutos, 

foi coletada gasometria venosa para confirmar a ocorrência de acidose 

metabólica e hiperventilação. Os animais foram eutanasiados e a lesão pulmonar 

foi avaliada pelo escore de LPA, quantificação morfométrica do edema 

perivascular, número de neutrófilos no lavado broncoalveolar (LBA), expressão 

de mRNA de marcadores biológicos no tecido pulmonar. 

Resultados: A hiperventilação induziu lesão pulmonar inflamatória em pulmões 

previamente normais e piorou a lesão previamente induzida por LPS (escore de 

LPA: C-C=0,14 [IQR 0,12; 0,14]; C-HV=0,36 [IQR 0,31; 0,37]; LPS-C=0,51 [IIQ 

0,50; 0,54]; LPS-HV=0,58 [IIQ 0,56; 0,62]; p<0,01). Edema perivascular, 

contagem de neutrófilos no LBA e expressão de mRNA de anfiregulina foram 

maiores no grupo LPS-HV. 

Conclusão: A hiperventilação aumentou a lesão pulmonar inflamatória em ratos 

com LPA durante ventilação espontânea. Estes resultados sugerem que 



devemos continuar a estudar o papel dos esforços espontâneos vigorosos no 

agravamento da lesão pulmonar inflamatória.  

Palavras chaves: Lesão pulmonar aguda; sepse; lipopolissacarídeos; síndrome 

do desconforto respiratório agudo, hiperventilação. 

  



ABSTRACT 

Introduction: Lung injury associated with spontaneous respiratory effort can 

worsen inflammatory acute lung injury (ALI). Our objective, therefore, was to 

compare lung injury and injury after a period of hyperventilation caused by 

intravenous administration of ammonium chloride (NH4Cl) in rats with and without 

acute lung injury caused by intraperitoneal lipopolysaccharide (LPS). 

Methods: Wistar rats were randomized into two groups to receive intraperitoneal 

LPS or saline. After 24 hours, each group was randomized to receive intravenous 

NH4Cl over 180 minutes, or saline. Four groups were constructed: control-control 

(C-C), control-hyperventilation (C-HV), LPS-control (LPS-C) and LPS-

hyperventilation (LPS-HV). After 180 minutes, venous blood gas analysis was 

collected to confirm the occurrence of metabolic acidosis and hyperventilation. 

The animals were euthanized and lung injury was assessed by the LPA score, 

morphometric quantification of perivascular edema, number of neutrophils in 

bronchoalveolar lavage (BAL), mRNA expression of biological markers in lung 

tissue. 

Results: Hyperventilation induced lung inflammatory injury in previously normal 

lungs and worsened injury previously caused by LPS (LPA score: C-C=0.14 [IQR 

0.12, 0.14]; C-HV=0.36 [IQR 0.31; 0.37]; LPS-C=0.51 [IIQ 0.50; 0.54]; LPS-

HV=0.58 [IIQ 0.56; 0.62]; p<0.01). Perivascular edema, BAL neutrophil count, 

and amphiregulin mRNA expression were higher in the LPS-HV group. 

Conclusion: Hyperventilation increased lung inflammatory injury in rats with ALI 

during spontaneous ventilation. These results suggest that we should continue to 

study the role of vigorous spontaneous efforts in worsening inflammatory lung 

injury. 



Keywords: Acute lung injury; sepsis; lipopolysaccharides; acute respiratory 

distress syndrome, hyperventilation. 
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“Se eu vi mais longe, foi por estar de pé 

sobre o ombro de gigantes” 

Isaac Newton 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A ventilação mecânica (VM) desempenha um papel essencial no 

tratamento de muitos pacientes que apresentam formas graves de insuficiência 

respiratória aguda (IRpA)(1) No entanto, a própria VM, em combinação com 

sedação e, eventualmente, paralisia neuromuscular, pode levar a complicações, 

como infecções, atrofia muscular, problemas cognitivos e mesmo agravamento 

da lesão pulmonar existente (2) Além disso, a aplicação de pressão positiva nos 

pulmões com síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) durante a VM 

causa uma expansão pulmonar desigual, com maior ventilação das regiões 

ventrais em comparação com as dorsais. Esse padrão ventilatório prejudica o 

equilíbrio entre ventilação e perfusão (V/Q) e, consequentemente, afeta a 

eficiência das trocas gasosas pulmonares(3)  

Uma alternativa para mitigar alguns desses efeitos deletérios é permitir 

que os pacientes façam esforços respiratórios espontâneos durante a VM, o que 

tem sido reconhecido em estudos experimentais e clínicos como um meio de 

aumentar a aeração pulmonar e melhorar a V/Q e a oxigenação (4) Além disso, 

existem potenciais benefícios adicionais, como melhora no desempenho 

hemodinâmico, prevenção da atrofia diafragmática, maior conforto para o 

paciente e redução da necessidade de sedação e/ou paralisia muscular (5) 

Contudo, nos últimos anos, surgiram evidências de que os esforços 

respiratórios espontâneos podem causar ou agravar a lesão pulmonar, 

especialmente em pulmões já gravemente lesados ou quando os esforços são 

intensos(6–9) Esses esforços reduzem a pressão pleural (Ppl), aumentando a 

pressão transpulmonar (PL) e o volume corrente (VT), dois fatores associados à 

lesão pulmonar (10) 
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Em pulmões gravemente comprometidos e com distribuição 

heterogênea da aeração, o esforço espontâneo pode aumentar o stress 

pulmonar local, levando à lesão pulmonar mesmo com baixo VT. Além disso, a 

Ppl negativa aumenta a pressão vascular transmural, ou seja, a diferença entre 

a pressão intravascular e extravascular, favorecendo o extravasamento de 

fluidos para o interstício pulmonar e espaço alveolar. Esse tipo de lesão 

pulmonar induzida pelos esforços do paciente foi denominado "lesão pulmonar 

autoinfligida pelo paciente" (P-SILI) (11) 

Durante a pandemia de COVID-19, o conceito de P-SILI foi expandido 

para pacientes sem suporte ventilatório mecânico. Alguns autores postularam 

que os esforços inspiratórios espontâneos intensos podem piorar a lesão e o 

edema pulmonar por aumentar o estresse tecidual e as pressões 

transvasculares pulmonares (12,13) Esses autores sugeriram uma intubação 

precoce e o uso de sedação eficaz, com ou sem paralisia, para interromper esse 

ciclo. No entanto, ainda não se sabe em que medida os esforços inspiratórios 

são capazes de agravar a lesão pulmonar e se os possíveis benefícios da 

intubação precoce superam os riscos inerentes à VM invasiva. 

Apesar do conhecimento de que os esforços respiratórios espontâneos 

podem agravar uma lesão pulmonar existente, sua magnitude e as vias 

inflamatórias envolvidas não estão completamente esclarecidas. Nesse sentido, 

em nosso estudo utilizamos um modelo estabelecido de lesão pulmonar aguda 

(LPA) induzida por lipopolissacáride (LPS) e avaliamos o impacto da 

hiperventilação induzida por acidose metabólica sobre essa LPA, em ratos 

durante a ventilação espontânea. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Síndrome do desconforto respiratório agudo  

 

A SDRA é uma forma de IRpA hipoxêmica que decorre de lesão de 

natureza inflamatória da membrana alvéolo-capilar, aumentando sua 

permeabilidade, o que resulta em edema alveolar. Essa lesão compromete 

também o epitélio alveolar e, consequentemente, os pneumócitos tipo II, com 

redução da produção de surfactante e propensão ao colapso alveolar (14,15) 

Desde sua descrição inicial por Ashbaugh et al. (16) a SDRA já passou 

por várias definições. A última, estabelecida em 2023, foi denominada Definição 

Global de SDRA e inclui critérios relacionados aos fatores de risco, origem do 

edema, tempo de evolução, imagem torácica, oxigenação e suporte ventilatório 

recebido (17) Sendo assim, o edema deve ser precipitado por um fator de risco 

agudo, que pode ser pulmonar ou não pulmonar, e ele não pode ser atribuído 

exclusivamente ou prioritariamente a falência cardíaca ou sobrecarga de volume. 

Vale ressaltar que a SDRA pode ser diagnosticada na presença de falência 

cardíaca ou sobrecarga volêmica, desde que um fator de risco inflamatório esteja 

presente. As alterações de trocas gasosas também não podem ser decorrentes 

primariamente de atelectasias. Em relação ao tempo, a definição estabelece um 

período de sete dias entre o início do fator predisponente e o surgimento ou 

agravamento da IRpA hipoxêmica. O edema pulmonar deve ser confirmado por 

opacidades bilaterais na radiografia ou tomografia computadorizada de tórax, ou 

por linhas B ou consolidações bilaterais na ultrassonografia. Essas alterações de 
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imagem não podem ser explicadas completamente por derrame pleural, 

atelectasias, nódulos ou massas pulmonares (17). 

Em relação à oxigenação e ao suporte ventilatório, a SDRA passou a ser 

classificada em duas categorias iniciais: pacientes não intubados e pacientes 

intubados. Entre os não intubados, o paciente deve estar recebendo oxigênio por 

cânula nasal de alto fluxo (CNAF), com fluxo de pelo menos 30 L/min, ventilação 

não-invasiva (VNI) ou pressão positiva contínua nas vias aéreas (CPAP) de pelo 

menos 5 cmH2O e apresentar PaO2/FiO2 menor que 300 ou SpO2/FiO2 menor 

que 315 (desde que SpO2 menor que 97%). Neste grupo, aceita-se o diagnóstico 

mesmo sem o suporte com CNAF ou VNI/CPAP, em situações em que eles não 

sejam disponíveis, em uma categoria denominada “critérios modificados em 

locais de recursos variávies”. Entre os pacientes intubados, a SDRA continua 

sendo classificada em leve, moderada ou gave, mas também aceitando-se a 

relação SpO2/FiO2 para essa classificação, desde que a SpO2 esteja abaixo de 

97%, sendo: leve com PaO2/FiO2 entre 200 e 300 ou SpO2/FiO2 entre 235 e 315; 

moderada com PaO2/FiO2 entre 100 e 200 ou SpO2/FiO2 entre 148 e 235; e grave 

com PaO2/FiO2 menor que 100 ou SpO2/FiO2 menor que 148 (Tabela 1). 
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Tabela 1: Critérios Diagnósticos para a Nova Definição Global de SDRA (17) 

Critérios que se aplicam a todas as categorias de SDRA 

Fatores de 

risco e 

origem do 

edema 

Desencadeado por um fator de risco predisponente agudo, como pneumonia, 

infecção não pulmonar, trauma, transfusão, aspiração ou choque. O edema 

pulmonar não é exclusiva ou primariamente atribuível a edema pulmonar 

cardiogênico/sobrecarga de fluidos, e as anormalidades de hipoxemia/troca 

gasosa não são principalmente atribuíveis a atelectasia. No entanto, a SDRA 

pode ser diagnosticada na presença dessas condições se um fator de risco 

predisponente para a SDRA também estiver presente. 

Tempo Início agudo ou piora da insuficiência respiratória hipoxêmica dentro de 1 

semana do início estimado do fator de risco predisponente ou de novos 

sintomas respiratórios ou piora dos sintomas respiratórios. 

Imagem 

torácica 

Opacidades bilaterais na radiografia ou tomografia computadorizada de tórax, 

ou linhas B e/ou consolidações bilaterais por ultrassonografia, não 

completamente explicadas por derrames, atelectasias ou nódulos/massas. 

Critérios que se aplicam a categorias específicas de SDRA 

 SDRA em pacientes 

não intubados 

SDRA em pacientes 

intubados 

Definição modificada 

para situações de 

recurso variável. 

Oxigenação 
 

PaO2/FiO2 ≤ 300 ou 

SpO2/FiO2 ≤ 315 (se 

SpO2 ≤ 97%) em CNAF 

com fluxo ≥ 30l/min ou 

VNI/CPAP com PEEP ≥ 

5 cm/H2O 

Leve: 

200 < PaO2/FiO2  300 

ou  235  SpO2/FiO2  

315 (se SpO2  97%) 

Moderada: 

100 < PaO2/FiO2  200 

ou 148 < SpO2/FiO2  

235 (se SpO2  97%) 

Grave: 

PaO2/FiO2  100 ou 

SpO2/FiO2  148 (se 

SpO2  97%) 

SpO2/FiO2   315 (se 

SpO2  97%). PEEP ou 

fluxo mínimo de 

oxigênio não são 

necessários 

para o diagnóstico em 

ambientes com 

recursos variáveis. 

SDRA: Síndrome do desconforto respiratório agudo;  PaO2: pressão parcial de oxigênio no 

sangue arterial; FiO2: fração inspirada de oxigênio; SpO2; saturação periférica de oxigênio; CNAF: 

cateter nasal de alto fluxo; VNI: ventilação não-invasiva; CPAP: pressão positiva contínua em 

vias aéreas; PEEP: pressão positiva no final da expiração. 
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A SDRA é uma das causas importantes de admissão nas unidades de 

terapia intensiva (UTIs) e de necessidade de VM. O VENTILA-GROUP, que 

periodicamente conduz estudos de coorte que caracterizam os perfis de 

pacientes em VM em todo mundo, mostrou que a SDRA representou entre 3% e 

4,5% dos pacientes submetidos a VM em diferentes países, nos anos de 1998, 

2004, 2010 e 2016 (18). Já o LUNG SAFE, que avaliou pacientes internados em 

459 UTIs em 50 países, mostrou que a SDRA representou 10,4% (IC-95%, 

10,0%-10,7%) das admissões e 23,4% (IC-95%, 21,7%-25,2%) daquelas em que 

os pacientes receberam VM (19). No Brasil, os dados epidemiológicos sobre 

SDRA são escassos, mas um estudo observacional multicêntrico encontrou 

incidência de 10,1 casos/100.000 habitantes/ano (20) 

Apesar de todos os avanços ocorridos na condução dos pacientes 

graves desde a descrição da SDRA, sua mortalidade permanece elevada. No 

estudo LUNG SAFE, nos pacientes com diagnóstico de SDRA, a mortalidade na 

UTI foi de 35,8% e a hospitalar foi de 40% (19). Já no Brasil, um estudo 

conduzido por Azevedo et al. mostrou que a mortalidade na UTI foi de 46% e a 

hospitalar foi de 52% (21) 

O processo inflamatório que resulta na SDRA pode ser iniciado por 

diferentes condições clínicas, as quais são didaticamente classificadas como 

pulmonares ou extra-pulmonares, conforme a agressão inicie-se no epitélio 

alveolar ou no endotélio capilar, respectivamente (22) As causas pulmonares 

mais comuns são pneumonia, broncoaspiração, trauma pulmonar, embolia 

gordurosa, quase afogamento e inalação de gases tóxicos. Entre as causas 

extra-pulmonares destacam-se a sepse, politrauma, pancreatite aguda, múltiplas 

transfusões, queimaduras extensas e circulação extracorpórea (23) 
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Na sepse, que é provavelmente a causa mais frequente de SDRA, a 

lesão da membrana alvéolo-capilar ocorre por desequilibrio na cascata 

inflamatória. A ativação imune efetiva para combater a infecção pode tornar-se 

excessiva e resultar em lesão pulmonar(24) Estímulos como hipóxia, citocinas, 

quimiocinas, trombina, LPS e padrões moleculares associados a danos (DAMPs) 

alteram o endotélio, tornando-o permeável, atraindo células inflamatórias e 

ativando a cascata extrínseca de coagulação (14) Durante a lesão pulmonar, 

concentrações aumentadas de trombina, fator de necrose tumoral-α, fator de 

crescimento endotelial vascular e leucócitos desestabilizam as ligações caderina 

de endotélio vascular, uma proteína de junção que é necessária para manter a 

integridade da barreira endotelial na microcirculação pulmonar, resultando em 

aumento da permeabilidade endotelial e acúmulo de fluido alveolar (25) 

Na face epitelial da membrana alvéolo-capilar, produtos de bactérias e 

DAMPs ligam-se a receptores do tipo Toll-like no epitélio pulmonar e a 

macrófagos alveolares, ativando o sistema imunológico inato e levando à 

formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos e liberação de histonas, 

além de gerar espécies reativas de oxigênio, proteases leucocitárias, 

quimiocinas e citocinas (26,27) Este processo auxilia na neutralização de 

patógenos, mas também resulta em piora da lesão pulmonar. A resposta ao 

insulto também causa apoptose ou necrose epitelial e ruptura das junções 

intercelulares do epitélio alveolar, contribuindo para o aumento da 

permeabilidade epitelial (14,24) Além de todos os fatores que favorecem a 

formação de edema pulmonar, na SDRA, a capacidade de remoção do líquido 

também é reduzida, o que é denominado comprometimento da depuração do 

líquido alveolar (24) 
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Sob uma perspectiva mecânica, a SDRA apresenta uma reduzida 

complacência pulmonar, em grande parte atribuída ao fenômeno conhecido 

como "baby lung" (28) Este conceito surgiu a partir de estudos que utilizaram 

avaliação tomográfica para investigar as alterações pulmonares na SDRA, 

revelando uma distribuição heterogênea das lesões, com maior colapso alveolar 

nas regiões mais dependentes da gravidade(29,30) Dessa forma, a região não 

dependente, normoaerada e denominada de “baby lung” por apresentar o 

tamanho do pulmão de uma criança, recebe o VT ofertado, estando sujeito a 

maiores níveis de tensão (3) 

 

 

2.2. Lesão pulmonar induzida pela ventilação 

 

O tratamento da SDRA envolve, frequentemente, suporte ventilatório 

devido ao comprometimento grave das trocas gasosas observado nessa 

condição. Em casos leves, é possível utilizar VNI ou CNAF (31) No entanto, em 

situações mais graves, são necessárias intubação traqueal e VM invasiva para 

garantir a adequada oxigenação e ventilação pulmonar (2) 

Embora fundamental no tratamento da SDRA, a VM pode lesar o 

pulmão, sobretudo quando ajustada de forma inadequada. Essa lesão, 

denominada VILI (do inglês, ventilator-induced lung injury), assemelha-se 

histopatologicamente à SDRA, sendo caracterizada pela presença de infiltrado 

inflamatório, membrana hialina e edema decorrente do aumento da 

permeabilidade vascular (32) 

A VILI pode ser entendida por meio dos conceitos de strain e stress, que 
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resultam das modificações dos volumes pulmonares e das pressões geradas 

durante a inspiração. O strain é a deformação dos pulmões decorrente de sua 

insuflação pelo VT, sendo o risco de VILI diretamente proporcional a ele. Assim, 

não só o valor absoluto do VT é importante, mas também o quanto ele representa 

em relação à capacidade residual funcional, ou seja, a área pulmonar aerada ao 

final da expiração (33) Isso faz com que o mesmo VT que pode ser seguro na 

ventilação de um pulmão bem aerado, possa causar VILI em um pulmão com 

SDRA, que apresenta extensas áreas colapsadas e/ou edemaciadas (34) O 

stress representa as forças que são geradas na estrutura pulmonar durante a 

oferta do VT e corresponde à PL. Clinicamente o stress pode ser estimado pela 

pressão de platô (Pplat), desde que o paciente não apresente esforços 

inspiratórios. 

Os primeiros parâmetros ventilatórios que foram associados à 

ocorrência de VILI por meio de estudos experimentais foram os altos VT e as 

altas pressões de vias aéreas (35) Posteriormente, verificou-se que altos VT 

gerados por grandes esforços durante a inspiração, sem elevar as pressões nas 

vias aéreas, também podem causar VILI (36) Isso ocorre porque a pressão que 

se associa à VILI é a PL, resultado da diferença entre a pressão de vias aéreas 

e a Ppl (37) A PL pode elevar-se tanto pelo aumento da pressão de vias aéreas, 

quanto pela redução da Ppl negativa, que representa a intensidade do esforço do 

paciente (38) 

Após a compreensão da relevância da PL no desenvolvimento da VILI, 

maior atenção tem sido direcionada aos esforços inspiratórios espontâneos do 

paciente como um possível fator de lesão pulmonar. Isso ocorre tanto durante a 

VM, quanto durante a VNI ou mesmo na ventilação espontânea com 
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fornecimento de oxigênio em diferentes modalidades, incluindo o CNAF 

(6,11,39) 

 

 

2.3. Esforços espontâneos durante a ventilação mecânica e o conceito de lesão 

pulmonar autoinfligida pelo paciente 

 

Ao longo de anos, estudos experimentais e clínicos demonstraram os 

benefícios da presença de esforços espontâneos durante a VM (4,40) Em 

relação às trocas gasosas, os esforços espontâneos as melhoram por diferentes 

mecanismos. Durante a inspiração, a contração diafragmática aumenta a PL, 

resultando em maior expansão pulmonar. Na expiração, o relaxamento 

diafragmático com manutenção de certo tônus muscular reduz a perda de 

volume ao final da expiração, prevenindo o colapso e favorecendo o 

recrutamento alveolar. Isso leva a maior superfície alveolar ventilada, 

melhorando a V/Q e, por consequência, as trocas gasosas (41) Além disso, esse 

recrutamento alveolar permite que o VT se distribua por uma maior área de 

alvéolos, reduzindo o stress e o strain gerados, minimizando o potencial de VILI 

(40) Os esforços espontâneos promovem ainda uma distribuição mais 

homogênea do ar entre as regiões pulmonares ventrais e dorsais, enquanto sem 

a contração muscular o VT é preferencialmente distribuído para as regiões 

ventrais. Essa melhor distribuição do VT para as áreas dorsais com os esforços 

espontâneos contribui para melhora na relação V/Q, pois essas regiões são mais 

perfundidas (42) 

Além desses benefícios relacionados às trocas gasosas, os esforços 
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espontâneos na VM trazem outras vantagens. Eles previnem ou reduzem a 

atrofia diafragmática associada à inatividade durante a VM controlada, melhoram 

o retorno venoso e o débito cardíaco, e também promovem melhor drenagem 

linfática no interstício pulmonar. Todos esses fatores contribuem para otimizar a 

ventilação e minimizar o risco de VILI (5) 

A despeito desses benefícios, existem evidências de efeitos 

potencialmente deletérios dos esforços respiratórios espontâneos em pacientes 

com LPA. Em um estudo experimental pioneiro, em 1988, Mascheroni et al. 

induziram hiperventilação em ovelhas, por meio da instilação de salicilato de 

sódio na cisterna magna, o que resultou em aumento do VT  e da ventilação 

minuto. Após algumas horas de hiperventilação espontânea, os animais 

desenvolveram lesão pulmonar, caracterizada por hipoxemia, redução da 

complacência do sistema respiratório e opacidades alveolares na radiografia de 

tórax. À necropsia, os pulmões dos animais submetidos à hiperventilação 

apresentavam-se com lesões grosseiras, sendo a mais comum a presença de 

atelectasias. Também observou-se aumento da relação peso úmido/peso seco, 

um marcador de edema pulmonar (43) 

A partir desse estudo, pesquisas experimentais subsequentes 

confirmaram que a ventilação espontânea sobreposta à VM pode piorar a lesão 

pulmonar. Um estudo experimental com coelhos revelou que, apesar de VM com 

Pplat limitada a 30 cmH2O, a presença de forte esforço inspiratório, gerando 

moderado VT , causou lesão pulmonar mais grave comprovada histologicamente, 

provavelmente devido a PL aumentada (6) Em outro estudo, o mesmo grupo 

comparou VM controlada com bloqueio neuromuscular com VM associada a 

respiração espontânea, em modelos animais com LPA leve (por depleção de 
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surfactante por lavagem pulmonar) e grave (depleção de surfactante seguida de 

lesão induzida por VM). Os resultados indicaram que, na LPA leve, a respiração 

espontânea foi benéfica, melhorando a oxigenação e a aeração pulmonar pela 

redistribuição do VT. No entanto, no grupo de animais com lesão pulmonar grave, 

a respiração espontânea resultou em níveis mais elevados de proteína total no 

LBA do que no grupo com paralisia muscular e escores histológicos de lesão 

pulmonar mais altos, sugerindo que a paralisia muscular poderia ser protetora 

em casos de lesão pulmonar grave, evitando aumento da PL. Esse fenômeno 

torna-se mais importante porque a intensidade dos esforços inspiratórios tende 

a ser proporcional à gravidade da lesão pulmonar existente, ou seja, os esforços 

são maiores nas condições em que o risco de VILI já é mais alto (39) 

A presença de lesão pulmonar e sua intensidade influenciam o impacto 

dos esforços espontâneos durante a VM. Enquanto em pulmões normais a 

contração diafragmática reduz a Ppl uniformemente sobre a superfície pulmonar, 

esse comportamento não se repete em pulmões lesados. Na SDRA, há maior 

negativação da Ppl nas porções dependentes da gravidade, promovendo uma 

insuflação inicial dessas regiões, ao mesmo tempo em que há deflação das 

regiões não dependentes, um fenômeno denominado Pendelluft (7,11) Esse 

comportamento tem implicações relevantes no estabelecimento de uma VM 

protetora, visto que é capaz de promover hiperdistensão regional (nas regiões 

dependentes), mesmo com o emprego de VT limitados e na presença de níveis 

considerados protetores de Pplat. Para a detecção dessa hiperdistensão regional, 

potencialmente lesiva, é necessária a monitorização também regional e dinâmica 

da ventilação, o que pode ser obtido, por exemplo, com a tomografia de 

impedância elétrica (7) 
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Outro mecanismo de lesão pulmonar por esforços espontâneos é a 

predisposição que eles determinam à formação de edema intersticial, sobretudo 

em pulmões já com lesão inflamatória, nos quais a permeabilidade vascular está 

aumentada. Durante esforços espontâneos, a negativação da Ppl reduz a 

pressão intersticial em magnitude maior do que reduz a pressão no interior dos 

vasos intratorácicos, o que leva ao aumento da pressão transmural nos vasos 

pulmonares. Esse aumento de pressão transmural vascular favorece a saída de 

líquido para o interstício, fenômeno amplificado pelo aumento do retorno venoso 

e pelo aumento da permeabilidade vascular. Esse mecanismo de lesão é 

particularmente importante na ventilação volume-controlada, na qual o aumento 

do esforço inspiratório não é acompanhado de aumento de fluxo e VT, gerando 

Ppl muito negativa (11,44,45) 

Mais recentemente, estudos clínicos trouxeram evidências indiretas de 

que esforços espontâneos podem agravar o quadro de pacientes com LPA, 

mesmo sem VM invasiva. Um ensaio clínico randomizado, por exemplo, 

conduzido em pacientes com IRpA hipoxêmica, mostrou piores desfechos 

clínicos (maiores taxas de intubação e mortalidade) com o emprego da VNI, em 

comparação com CNAF. Os pacientes que receberam VNI apresentaram VT 

médio de 9 ml/kg de peso predito, valor sabidamente associado à VILI, fato que 

pode explicar a pior evolução com esse suporte ventilatório (46) 

Corroborando essa hipótese, Carteaux et al. mostraram que, entre 

pacientes com SDRA conduzidos com suporte ventilatório não-invasivo, aqueles 

que falharam e necessitaram de intubação receberam VT significativamente 

maiores. Em análise multivariada, o valor do VT associou-se de forma 

estatisticamente significante com a falha da VNI, sendo que este efeito foi mais 
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marcante nos pacientes mais graves, com PaO2/FiO2 menor que 200 mmHg (47) 

Especula-se que pacientes com LPA e com drive ventilatório excitado 

podem ter a lesão agravada por hiperventilação espontânea. Essa lesão, 

semelhante à descrita na VILI e à decorrente por esforços espontâneos durante 

a VM, não tem, entretanto, a participação do ventilador e por isso foi denominada 

P-SILI (11) 

Com base nesses conhecimentos provenientes de estudos 

experimentais e observações clínicas, diante de um paciente com IRpA 

hipoxêmica com drive respiratório aumentado, deve-se considerar o risco de P-

SILI e instituir medidas de suporte com potencial de redução desse risco (48) 

Essas medidas incluem a correção da hipoxemia pela oferta de oxigênio e a 

redução do trabalho ventilatório, com as possibilidades de uso da CNAF e da 

VNI. O uso da VNI, entretanto, deve ser judicioso, com rigorosa monitorização 

do VT e ajustes adequados para que ele fique na faixa segura, entre 6 e 8 ml/kg 

de peso predito (49)  

Alguns autores sugerem a intubação precoce na IRpA hipoxêmica como 

prevenção da P-SILI, conduta essa muito debatida durante a pandemia de 

COVID-19 (13) Certamente a VM com o paciente adequadamente sedado, 

eventualmente curarizado nos primeiros dias de suporte ventilatório, previne a 

P-SILI. Porém, ainda não há evidências definitivas sobre a extensão do 

agravamento da lesão pulmonar pelos esforços espontâneos, bem como a partir 

de qual grau de lesão os benefícios de sua prevenção suplantam os riscos 

associados à VM (12) 

A P-SILI também ainda não foi adequadamente estudada em estudos 

experimentais. Após o estudo inicial de Mascheroni et al.(43), em 1988, que 
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mostrou a ocorrência de lesão pulmonar induzida por hiperventilação em ovelhas 

e respiração espontânea, a maioria dos demais estudos que abordaram o 

impacto de esforços espontâneos sobre a lesão pulmonar foram conduzidos 

durante a VM (5–7,39). Por essa lacuna no conhecimento e pela importância de 

se conhecer a extensão e os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na P-SILI, 

optamos por avaliá-la em um modelo de lesão pulmonar induzida por LPS, em 

ratos Wistar ventilados espontaneamente, nos quais esforços inspiratórios são 

induzidos pela infusão de cloreto de amônia (NH4Cl), capaz de gerar acidose 

metabólica e, assim, excitação do drive respiratório. 

 

 

2.4. Modelos animais de lesão pulmonar aguda 

 

Os modelos animais de LPA têm desempenhado um papel fundamental 

no estudo da SDRA. Entretanto, esses modelos apresentam limitações devido 

a diferenças anatômicas e fisiológicas com os humanos, que precisam ser 

consideradas. Os roedores possuem a barreira alvéolo-capilar mais fina que os 

humanos, além de menos ramificações de vias aéreas (50) Eles também 

diferem dos humanos por apresentarem menos neutrófilos e produzirem menos 

espécies reativas de oxigênio (51) 

Enquanto nos humanos os critérios de lesão pulmonar e SDRA foram bem 

definidos, nos modelos animais ainda existe grande variabilidade entre os 

pesquisadores na definição de LPA. Em 2011, a American Thoracic Society 

(ATS) descreveu a LPA experimental como uma condição multidimensional 

caracterizada por quatro domínios que refletem as principais características 
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fisiopatológicas e biológicas da SDRA humana. Para ser qualificado como LPA 

experimental, o modelo deveria documentar alterações de pelo menos três dos 

quatro domínios: evidência histológica de lesão tecidual, alteração da barreira 

alvéolo-capilar, presença de resposta inflamatória e disfunção fisiológica (52) 

Recentemente, a ATS revisou e atualizou o documento anterior, identificando as 

medidas relevantes dentro de cada domínio, e propôs que ao menos uma dessas 

medidas deva ser identificada para que aquele domínio seja considerado positivo 

(53) 

Um dos modelos experimentais mais comumente utilizado para 

reproduzir LPA é a administração de LPS, que pode ser feita pelas vias 

intranasal, intratraqueal, endovenosa ou intraperitoneal (54,55) O LPS induz uma 

resposta inflamatória agressiva em ratos, semelhante àquela observada em 

humanos com choque séptico, sendo este um bom modelo animal para 

identificar as principais citocinas e mediadores inflamatórios envolvidos na 

indução LPA (54) 

O modelo de LPA induzida por LPS intraperitoneal tem como principais 

vantagens a facilidade de administração e a boa reprodutibilidade da lesão 

obtida, a qual se caracteriza por lesão pulmonar inflamatória leve e transitória. 

(56,57). As alterações histopatológicas mais frequentes são congestão vascular, 

infiltrado intersticial e alveolar neutrofílico e espessamento do septo alveolar, as 

quais atingem seu ápice em 24 horas e regridem 48 a 72 horas após a 

administração da endotoxina (58) Nesse mesmo período, observa-se edema 

pulmonar, que pode ser quantificado por aumento na relação entre peso úmido 

e peso seco dos pulmões. A membrana hialina, considerada característica da 

SDRA em humanos, não é comumente observada na LPA induzida por LPS (57) 
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2.5. Modelos animais de acidose e hiperventilação 

 

A homeostase ácido-base é imprescindível para a manutenção do 

metabolismo normal do organismo e acontece, principalmente, por meio do 

sistema de tampão ácido carbônico- bicarbonato, regulado pelos rins e pulmões. 

A mudança na concentração de íons de hidrogênio pode alterar as funções de 

proteínas e membranas, devendo ser rigidamente regulada (59) 

As induções de acidose metabólica aguda ou crônica são utilizadas em 

diversos protocolos experimentais com o objetivo de estudar suas 

consequências fisiológicas. Mascheronni et al usaram um modelo animal de 

indução de acidose metabólica com infusão de salicilato de sódio diretamente na 

cisterna magna de ovelhas, para investigar os efeitos da hiperventilação 

espontânea. O estudo mostrou aumento significativo do VT e da frequência 

respiratória (FR) nos ovinos que receberam a infusão e ventilaram 

espontaneamente, em relação ao grupo que também recebeu infusão mais foi 

submetido a sedação, bloqueio neuromuscular e VM e ao grupo controle (43)  

Outra substância utilizada em modelos animais para indução de acidose 

metabólica é o NH4Cl, que pode ser administrado por ingestão oral ou infusão 

venosa (60,61) Em 2003, um experimento com bezerros induziu acidose 

metabólica aguda com infusão de 1 ml/kg de 5M-NH4Cl por uma hora através de 

cateter em veia jugular. Neste experimento, a infusão determinou queda do pH 

(7,43 para 7,18) e do HCO3
- (28,2 para 11,9 mEq/L), acompanhada de 

hiperventilação e queda do dióxido de carbono total venoso (29,1 para 12,9 mM) 

(62) Posteriormente, Celloto et al investigaram os efeitos in vivo da acidose 

metabólica aguda por infusão venosa contínua de 6M-NH4Cl (1 mL/kg) e da 
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acidose metabólica crônica por administração oral ad libitum de NH4Cl 1%, sobre 

parâmetros hemodinâmicos e função endotelial de coelhos. O modelo foi eficaz 

em induzir acidose metabólica, com pH médio de 7,20 (±0,01) e bicarbonato de 

10,8 mEq/L (±0,54), a qual se acompanhou de hiperventilação, com redução da 

PaCO2 de 47,8 mmHg (±2,54) para 23,2 (±0,74) mmHg. Os resultados 

mostraram que a acidose metabólica aguda, mas não a crônica, potencializou a 

diminuição da pressão arterial induzida pela acetilcolina e levou ao aumento do 

nitrito/nitrato plasmático, reforçando seu impacto no tônus vascular e controle da 

pressão arterial (63) 
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3. HIPÓTESES 

 

Nossa hipótese é que a hiperventilação espontânea induz inflamação e 

a lesão pulmonar em ratos normais e aumenta inflamação e lesão pulmonar 

naqueles com LPA previamente induzida por LPS intraperitoneal. Hipotetizamos 

ainda que a LPA prévia potencializa os efeitos deletérios da hiperventilação 

espontânea. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo geral 

 

Comparar a lesão e a inflamação pulmonar após um período de 

hiperventilação espontânea induzida pela administração venosa de NH4Cl em 

ratos com e sem LPA induzida por LPS intraperitoneal. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

Comparar as referidas lesão e inflamação pulmonar por meio de: 

• Contagem de células inflamatórias no lavado broncoalveolar (LBA). 

• Análise histopatológica pulmonar: 

o Escore de lesão pulmonar aguda; 

o Edema pulmonar perivascular. 

• Análise da expressão de ácido ribonucléico mensageiro (mRNA) de mólecula 

de adesão intercelular 1 (ICAM 1), proteína 16 de célula clara (CC16) e 

anfirregulina. 
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5. MÉTODOS 

 

5.1. Seleção e cuidado dos animais 

 

Para este estudo experimental, foram utilizados ratos Wistar adultos, 

previamente saudáveis, com peso variando entre 280 e 360 g. Os animais foram 

obtidos no Biotério do Centro de Biologia da Reprodução da Universidade 

Federal de Juiz de Fora (CBR – UFJF, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil) e 

receberam cuidados conforme a diretriz do Conselho Nacional de 

Experimentação Animal (Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de 

animais para fins científicos e didáticos, 2013) (64) O projeto foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-UFJF) da Universidade Federal 

de Juiz de Fora, em reunião de 03/05/2022, com protocolo número 017/2022 

(Anexo A). 

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, contendo camas 

de maravalha selecionadas e não esterilizadas. Além disso, as gaiolas foram 

equipadas com cochos para ração do tipo peletizada e recipientes para 

mamadeira com água filtrada, garantindo que tivessem acesso a água e ração 

de forma livre. Cada gaiola abrigou três animais durante os sete dias que 

antecederam o início do experimento. As gaiolas eram mantidas em armários 

climatizados (Alesco, Brasil) com lâmpadas incandescentes controladas 

automaticamente, estabelecendo um fotoperíodo de 12 horas de ambiente claro 

e 12 horas de ambiente escuro (das 18 às 6 horas). 
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5.2. Grupos experimentais 

 

A partir da randomização realizada para injeção intraperitoneal de LPS ou 

solução salina e para injeção intravenosa de NH4Cl ou solução salina, foram 

constituídos quatro grupos de animais (Apêndice A). 

• Grupo controle de LPA e controle de hiperventilação (C-C, n=6); 

• Grupo controle de LPA com hiperventilação (C-HV, n=6); 

• Grupo com LPA e controle de hiperventilação (LPS-C, n=6); 

• Grupo com LPA e hiperventilação (LPS-HV, n=7). 

 

 

5.3. Protocolo experimental 

 

5.3.1. Protocolo para indução de sepse e lesão pulmonar aguda 

 

Os animais foram randomizados, por meio de envelopes selados, para 

receber, por via intraperitoneal, LPS (Escherichia coli lipopolysaccharides - 

055:B5, Sigma – Aldrich, Israel) na dose de 5 mg/Kg (56), ou o mesmo volume 

de SF 0,9%. Após a injeção intraperitoenal, os animais eram alojados em gaiolas 

individuais, dentro de armários climatizados (Alesco, Brasil) com fotoperíodo de 

12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro e água e ração ad 

libitum, onde permaneciam por 24 horas. 
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5.3.2. Protocolo para indução de acidose e hiperventilação 

 

Vinte e quatro horas após a injeção intraperitoneal de LPS ou SF 0,9%, 

os animais eram pesados (Balança Filizola MF 4006033, Brasil) e anestesiados 

com 80 mg/kg de cloridrato de dextrocetamina (Cristália, Brasil), 8 mg/kg xilazina 

(Rhobifarma, Brasil) e 5 mg/kg de midazolam, por via intraperitoneal. Os animais 

eram posicionados em decúbito dorsal e submetidos a incisão medial na face 

ventral da região cervical com divulsão dos tecidos e exposição completa da veia 

jugular direita, que era canulada com cateter de polietileno, 20 G (Arrow, EUA) 

e fixada à pele com fio de seda. Após esse procedimento, era coletado sangue 

venoso para gasometria basal. 

Os animais randomizados para hiperventilação receberam infusão 

venosa de 5 M (g/mol) de NH4Cl (Laboratório de Farmacologia da Faculdade de 

Farmácia/UFJF) na dose de 1 ml/kg diluído em 1:10 e completado com SF 0,9% 

até 3,5 ml, em um fluxo de 1,26 ml/h por 180 minutos. Os animais do grupo 

controle receberam o mesmo volume de SF 0,9%, nas mesma taxa de infusão 

(Figura 1) (62) 
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Figura 1. Animais em decúbito ventral, rebendo infusão intravenosa contínua. 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 

5.3.3. Coleta de sangue venoso, eutanásia e remoção dos pulmões 

 

Imediatamente após o término de administração do NH4Cl ou SF, foi 

realizada coleta de amostra de sangue pelo cateter para gasometria venosa. 

Foram considerados acidose metabólica e hiperventilação satisfatórias, valores 

finais de HCO3
- menores que 15 mEq/L e redução da pressão parcial de dióxido 

de carbono no sangue venoso (PvCO2) maior ou igual a 25% do valor basal. 

Os animais foram novamente anestesiados com 80 mg/kg de cloridrato 

de dextrocetamina (Cristália, Brasil), 8 mg/kg xilazina (Rhobifarma, Brasil) e 5 

mg/kg midazolam, por via intraperitoneal, para a realização de traqueostomia. A 

incisão anterior foi novamente aberta e o terço proximal da traqueia dissecado. 

Com uma lâmina de bisturi número 11 (Maxicor, Brasil), foi feita uma incisão na 
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traqueia, entre seus anéis de cartilagem, através da qual foi introduzida uma 

cânula de polietileno (PE 240, Intramedic®, Clay-Adams Inc., EUA), com 1,5 mm 

diâmetro interno e 7,5 cm de comprimento, fixada à pele por fio seda 2.0 

(Polysuture SP420, Brasil).  

Os animais foram mantidos em posição supina e acoplados, pela 

traqueostomia, à VM (Inspira ASV, Harvard Apparatus, EUA), com os seguintes 

parâmetros: modo ventilatório volume-controlado, VT de 6 ml/Kg, FR de 80 

incursões por minuto, relação inspiração:expiração (I:E) de 1:2, FIO2 de 100% e 

PEEP de 5 cmH2O. Ao término de 1 minuto, foi realizada uma pausa inspiratória 

no ventilador e a traqueia foi ocluída por fio de algodão, com o objetivo de 

manter a insuflação pulmonar. Os animais foram então submetidos a laparotomia 

e secção da aorta abdominal para eutanásia. 

Foi realizada toracotomia bilateral, com remoção da parede torácica 

anterior. O esôfago foi identificado junto ao diafragma e preso por uma pinça 

hemostática, sendo suavemente tracionado para cima, permitindo separar o 

conjunto coração-pulmão das demais estruturas aderidas à parede torácica 

posterior. Foi realizada dissecção cervical com liberação das vias aéreas. Após 

completa individualização das estruturas, a traqueia foi seccionada acima da 

oclusão pelo fio de algodão e o conjunto de órgãos intratorácicos retirados. 

Posteriormente, o esôfago e o coração foram separados dos pulmões e das vias 

aéreas por leve tração, restando apenas os pulmões e as vias aéreas. O 

brônquio principal direito e o brônquio do lobo caudal direito foram ocluídos 

através de ligadura  com um fio de algodão. O brônquio do lobo caudal direito 

foi seccionado acima da ligadura, mantendo a insuflação do lobo para análise 

histológica. O lobo cranial direito foi submetido a múltiplos cortes e o material 
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colocado em criotubo com TRI Reagent® (Sigma- Aldrich, EUA) para realização 

da reação em cadeia da polimerase (PCR). O pulmão esquerdo foi utilizado para 

realização do LBA. A figura 2 mostra o fluxo do experimento ao longo do tempo.  

 

 

Figura 2. Linha do tempo do experimento. 

D0: dia zero; D1: dia 1 (24 horas após D0); LPS: lipolpolissacáride; SF: solução fisiológica; i.p.: 

intraperitoneal; NH4Cl: cloreto de amônia; i.v.: intravenosa, VM: ventilação mecânica; LBA: 

lavado broncoalveolar. 

 

 

5.4. Variáveis analisadas 

 

5.4.1. Gasometria venosa 

 

Aproximadamente 0,3 ml de sangue venoso foi coletado da veia jugular 

direita após implantação de cateter, com seringa heparinizada. A segunda coleta 

foi realizada após o término da infusão de NH4Cl ou solução salina. O sangue foi 

analisado pelo gasômetro (ABL90 Flex Radiometer, Dinamarca) para 

determinação dos seguintes parâmetros: pH, PvCO2 e HCO3
-. 

D0

LPS ou SF 
i.p.

D1

Dissecção venosa

Gasometria basal

Gasometria final

Traqueostomia

VM por 1 minuto

Eutanásia

Remoção dos pulmões

Coleta do LBA

NH4Cl ou SF 
i.v. 

180 minutos 
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5.4.2. Histologia pulmonar 

 

O brônquio do lobo caudal do pulmão direito inflado foi ligado e 

seccionado. O lobo foi então fixado em formaldeído tamponado a 10% por 72 

horas. Após esse período, foi submetido a banhos em álcool etílico e 

diafanizado em xilol, seguido de impregnação em parafina. Foram realizados 

cortes longitudinais do parênquima pulmonar, com quatro micrômetros de 

espessura, em micrótomo histológico rotativo Microm HM 340 (Walldorf, 

Germany) dotado de navalha descartável.  Posteriormente, os cortes foram 

montados em lâminas de vidro e corados com hematoxilina-eosina para análise 

histopatológica da LPA.  

A LPA foi avaliada pelo escore recomendado pela ATS (52), analisando 

os seguintes parâmetros: número de neutrófilos no interstício; número de 

neutrófilos no espaço alveolar; formação de membrana hialina; presença de 

debri protéico no espaço alveolar e espessura da parede alveolar. Em cada 

lâmina foram avaliados 20 campos diferentes, com aumento de 40x, cada campo 

devendo estar preenchido por alvéolos em pelo menos 50% de sua extensão. 

Foram excluídos campos com predomínio de grandes vasos e/ou brônquios. A 

análise foi feita com um microscópio de luz convencional (Zeiss, Hallbergmoos, 

Alemanha), por um avaliador cegado em relação aos grupos experimentais. 

Os achados histológicos foram pontuados conforme descrito na tabela 1 

e o escore foi calculado a partir da soma dos pontos obtidos em cada campo 

analisado, para cada uma das cinco variáveis independentes. Estes pontos 

foram então aplicados em uma fórmula (Equação 1), na qual cada variável 

recebe um peso de acordo com sua relevância na caracterização da lesão 
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pulmonar. 

 

Equação 1: 
 

Escore =
(20xA) + (14xB) + (7xC) + (7xD) + (2xE)

número de campos x 100
   

 

 

 

Tabela 2. Escore de lesão pulmonar preconizado pela American Thoracic Society 

 

 Escore por campo 

Parâmetros 0 1 2 

A. Neutrófilos no espaço alveolar Nenhum 1-5 >5 

B. Neutrófilos no espaço intersticial Nenhum 1-5 >5 

C. Membrana hialina Nenhum 1 >1 

D. Debri protéico preenchendo o espaço aéreo Nenhum 1 >1 

E. Espessamento do septo alveolar <2x 2x-4x >4x 

 

 

5.4.3. Morfometria para quantificação do edema pulmonar perivascular 

 

O edema perivascular foi quantificado por análise morfométrica, pelo 

método de contagem de pontos, conforme previamente descrito (65). Todas as 

lâminas foram analisadas em um microscópio óptico (Zeiss, HBO 50/AC, 

Alemanha) acoplado a um sistema de captação digital de fotomicrografias 

(Axiovision, versão 4.9 para Windows). Para cada animal foram analisados e 

fotografados 10 campos aleatórios, com a objetiva de 40X, contendo vasos de 

pequeno calibre. Foram sobrepostos aos campos fotografados (aumento final de 

400X) um retículo composto por 100 pontos e 50 linhas. 

Um avaliador cegado para os grupos experimentais determinou um 
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índice semi-quantitativo de edema perivascular em pequenos vasos seccionados 

transversalmente no parênquima pulmonar. Foram computados o número de 

pontos que incidiram nas áreas de edema perivascular (EP) e o número de 

pontos que incidiram nas áreas correspondentes ao vaso, incluindo sua luz (V), 

conforme ilustrado na figura 4. O índice de edema perivascular em cada campo 

foi calculado conforme equação 2. A seguir, foi calculada a média de cada 

animal, somando o índice de cada campo analisado e dividindo pelo número total 

de campos.  

 

 

  

Figura 3: Corte histológico de parênquima pulmonar sob retículo para morfometria. Aumento 
original de 400X. H&E. 
Fonte: Arquivo pessoal. 
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Equação 2: 
 

Índice de edema perivascular =  
EP

V
 

 

 

5.4.4. Lavado broncoalveolar 

 

O brônquio principal esquerdo foi canulado com cânula de polietileno e 

4 ml de solução de tampão fosfato (PBS) com ácido etilenodiamino tetracético 

(10 nM) foram instilados e aspirados lentamente por três vezes, para obtenção 

do LBA. O material coletado foi então centrifugado e diluído solução de Turk (2% 

ácido acético). O sedimento de células foi novamente diluído em PBS e corado 

pela técnica de May-Grunwald, sendo então submetido a contagem total e 

diferencial de células, em uma câmara de Neubauer sob microscópio óptico 

(Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha), com um mínimo de 300 células. 

 

 

5.4.5. Expressão de mRNA de ICAM- 1, CC16 e anfirregulina 

 

Extração de RNA total: Os lobos pulmonares craniais direitos foram 

seccionados e esmagados, posteriormente foram transferidos para tubos 

flexíveis de microcentrífuga com reagente Trizol® para extração de RNA total, 

por procedimento padrão. As amostras foram centrifugadas (12.000 × g, 4°C, 10 

min) e os sobrenadantes foram transferidos para tubos com adição de 

clorofórmio, sendo as misturas novamente centrifugadas (12.000 × g, 4°C, 15 

min). As fases aquosas foram então transferidas para uma solução de 
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isopropanol. Após a incubação em temperatura ambiente por 15 minutos, as 

amostras foram centrifugadas (12.000 × g, 4°C, 10 min), os sobrenadantes foram 

descartados e o precipitado foi lavado com etanol-DEPC (80% etanol, DEPC 

0,1%). Em seguida, esta solução foi centrifugada e os sobrenadantes foram 

retirados. O RNA total foi reconstituído em solução de água-DEPC (0,1%) e 

armazenado (-80°C) (66) 

Síntese de DNA complementar (cDNA): A concentração e a pureza do 

RNA foram determinadas em um espectrofotômetro. A síntese de cDNA foi 

realizada usando um kit de síntese de cDNA de duas etapas (Promega, EUA). 

Um μg de RNA foi transcrito reversamente em cDNA usando a transcriptase 

reversa GoScriptTM (Promega, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante, 

usando uma reação total de 20 μl. A reação quantitativa em cadeia de 

polinucleotídeos em tempo real (RT-qPCR) foi realizada usando 5 μl de SYBR 

Green concentrado para um volume final de 10 μl contendo 50 ng de cDNA. Para 

determinação da quantidade relativa inicial de cDNA, as amostras foram 

amplificadas com primers: ICAM 1, CC16 e anfirregulina e gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) (tabela 2). As reações foram executadas em uma 

máquina Applied Biosystems 7500 RT-qPCR (Applied Biosystems, EUA). Um 

padrão interno foi estabelecido para normalizar o nível relativo de expressão 

gênica, e esse padrão foi executado com cada experimento diferente. As 

análises das curvas de fusão foram realizadas para todos os genes e a 

especificidade, bem como a integridade dos produtos de PCR, foram 

confirmadas pela presença de um único pico. A expressão relativa foi calculada 

a partir das diferenças no tempo de ciclo de um padrão interno (GAPDH) em 

comparação com o mRNA alvo. Valores de limiares de ciclo duplicados (CT) 



47 

foram analisados no Microsoft Excel (Microsoft) usando o método CT 

comparativo (2-∆∆CT) (Applied Biosystems, EUA) (67–69)  

 

Tabela 3: Primers para métodos quantitativos de PCR em tempo real 

Genes-alvo Primers de sequenciamento direto Primers de sequenciamento 

reverso 

GAPDH TACATGTTCCAGTATGACTC TAGACTCCACGACATACTC 

ICAM 1 GAGCGACATTGGGGAAGACA ACTGCTGGGAACGAATAC 

CC16 CGTGAAGCTCACGGAGAAGA AGGAGGGAGAGGGGAATGAC 

Anfirregulina ATTGTCTTTGTCTCCGCCGT GTGCAGTCCCGTTTTCTTGC 

 

 

 

5.5. Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como mediana e intervalo interquartil ou em 

mediana e seus valores individuais. A normalidade dos dados foi analisada pelo 

teste de Shapiro-Wilk. Análise de variância unidirecional (ANOVA) foi empregada 

para comparar, entre os grupos, as variáveis com distribuição normal. Na análise 

post hoc, quando foram observadas diferenças significativas para um dos fatores 

(LPS ou hiperventilação) ou para a interação entre eles, o teste de Tukey foi 

empregado para separar diferenças entre os grupos, comparados dois a dois. 

Variáveis com distribuição não-normal foram comparadas pelo teste Kruskal-

Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney, caso houvesse diferença 

estatisticamente significante. Os resultados estatísticos das comparações 

múltiplas foram ajustados pela correção de Bonferroni. Todos os testes foram bi-
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caudais e valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 

As análises foram feitas com o programa SPSS. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados e a discussão serão apresentados sob a forma de artigo, 

intitulado “Hyperventilation worsens inflammatory lung injury in rats ventilating 

spontaneously” (apêncice A), submetido ao periódico Critical Care Medicine 

(anexo B). 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A compreensão sobre o papel da hiperventilação na progressão da LPA 

em pacientes em ventilação espontânea é limitada. Acredita- se que os esforços 

espontâneos vigorosos em tais condições conduzam a elevação da PL, o que 

pode ocorrer em diferentes graus em diferentes regiões pulmonares, agravando 

a lesão pulmonar por mecanismos semelhantes aos descritos na VILI. Os 

esforços espontâneos ainda aumentam a pressão vascular transmural, 

favorecendo a ocorrência de edema intersticial e alveolar. Do ponto de vista 

clínico, esse agravamento da LPA pelos esforços espontâneos, denominado P-

SILI, tem o potencial de piorar o prognóstico do paciente. O impacto negativo da 

P-SILI tem levado alguns autores a recomendar medidas capazes de preveni-la, 

incluindo a recomendação de intubação precoce. 

Para contribuir com o conhecimento sobre a ocorrência da P-SILI, sua 

extensão e mecanismos inflamatórios envolvidos, nosso modelo investigou o 

impacto de esforços espontâneos em LPA em animais extubados, um campo de 

estudo ainda pouco explorado. 

Nossos resultados mostraram agravamento da lesão pulmonar 

inflamatória com a hiperventilação, caracterizada por maior escore de lesão 

pulmonar, maior infiltração de neutrófilos nos espaços alveolares, contagem 

mais elevada de neutrófilos no LBA e um aumento do edema perivascular.  

Os modelos escolhidos para nosso estudo mostraram limitações que 

prejudicaram nossas análises. A injeção de LPS por via intraperitoneal, além de 

lesão pulmonar, determinou acidose e hiperventilação. Com isso, provavelmente 

reduziu-se a diferença entre os grupos LPS-C e LPS-HV, comprometendo a 



51 

caracterização dos efeitos da hiperventilação sobre pulmões previamente 

lesados. Da mesma forma, é possível que a acidose metabólica induzida pelo 

NH4Cl tenha levado a efeitos sistêmicos e, eventualmente com repercussões 

pulmonares, impedindo atribuir os resultados exclusivamente aos esforços 

inspiratórios. Essas limitações levam a necessidade de ajustes em nossa linha 

de pesquisa. Entre os ajustes, pretendemos trocar a via de administração do LPS 

para intra-nasal e passar a induzir a hiperventilação com doxapram, um 

estimulante direto do centro respiratório, que não apresenta efeitos sistêmicos. 
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8. CONCLUSÕES 

 

Nossos resultados forneceram evidências de que a hiperventilação tem 

o efeito de aumentar a lesão inflamatória em ratos com LPA durante a ventilação 

espontânea vigorosa. Esse achado é particularmente relevante, pois destaca os 

possíveis efeitos biomecânicos resultantes de esforços espontâneos vigorosos, 

os quais contribuem para o agravamento da lesão pulmonar em estágios iniciais, 

antes mesmo da intubação. 
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10. APÊNDICES 

Apêndice A: Distribuição dos animais entre os grupos experimentais 
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ABSTRACT 

 

Objective: We investigated the effects of hyperventilation in acute lung injury in 

rats breathing spontaneously. 

Design: Prospective, randomized, animal study. 

Setting: University animal research laboratory. 

Subjects: Thirty-two Wistar rats. 

Interventions: Wistar rats were randomized to four groups to receive 

intraperitoneal LPS or saline, each combined, after 24 hours, with intravenous 

5M NH4Cl throughout 180 minutes (to induce metabolic acidosis and 

hyperventilation) or saline. Four groups were established: control-control (C-C), 

control-hyperventilation (C-HV), LPS-control (LPS-C), and LPS-hyperventilation 

(LPS-HV).  

Measurements and Results: Venous blood gases were collected before and 

after venous infusion and analyzed to confirm the occurrence of metabolic 

acidosis and hyperventilation. After animal euthanasia, the lung injury was 

evaluated by the acute lung injury score (ALIs), morphometric quantification of 

perivascular edema, number of neutrophils in the bronchoalveolar lavage, mRNA 

expressions of biological markers in the lung tissue. Hyperventilation induced 

inflammatory lung injury in previously normal lungs and worsened the injury 

previously induced by LPS (ALIs: C-C=0.14 [IQR 0.12; 0.14]; C-HV=0.36 [IQR 

0.31; 0.37]; LPS-C=0.51 [IQR 0.50; 0.54]; LPS-HV=0.58 [IQR 0.56; 0.62]; 

p<0.01). Perivascular edema, neutrophil counting in the bronchoalveolar lavage, 

and mRNA expression of amphiregulin were higher in the LPS-HV group.  

Conclusions: Hyperventilation increased the inflammatory injury in rats with 
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acute lung injury during spontaneous ventilation. These results suggest that we 

should continue to study the role of vigorous spontaneous efforts in worsening 

inflammatory lung injury. 
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KEY POINTS 

 

Question: Does hyperventilation increase inflammatory injury in rats with acute 

lung injury during spontaneous ventilation? 

 

Findings: Prospective, randomized, animal study. Hyperventilation induced 

inflammatory lung injury in previously normal lungs and worsened the injury 

previously induced by LPS. Perivascular edema, neutrophil counting in the 

bronchoalveolar lavage, and mRNA expression of amphiregulin were higher in 

the LPS-hyperventilation group. 

 

Meaning: Hyperventilation increased the inflammatory injury in rats with acute 

lung injury during spontaneous ventilation. 
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INTRODUCTION 
 

Mechanical ventilation (MV) is essential for the treatment of many patients 

with severe forms of acute lung injury (ALI) (1). However, the inflation of the lungs 

with controlled positive pressure ventilation is heterogenous, with a greater 

expansion of the ventral regions compared to the dorsal ones. This ventilatory 

pattern worsens the ventilation to perfusion (V/Q) matching and, consequently, 

impairs pulmonary gas-exchange efficiency (2). Moreover, MV might result in a 

heterogeneous distribution of transpulmonary distending pressures, which 

increases the risk of ventilator-induced lung injury (VILI) (3). 

An option to minimize those deleterious effects is to allow spontaneous 

effort during MV, which has been recognized to increase lung aeration and to 

improve V/Q and oxygenation in experimental and clinical studies (4). Other 

potential benefits include improving hemodynamic performance, avoiding 

diaphragmatic atrophy, improving patient comfort, reducing the need for 

aggressive sedation and/or paralysis (5). 

Conversely, in the last years, evidence has shown that spontaneous effort 

might contribute to lung injury, especially in already severely injured lungs or 

when spontaneous efforts are vigorous. These efforts reduce pleural pressure 

(Ppl), increasing transpulmonary pressure and tidal volume (VT), two factors that 

are associated with lung injury (6,7). In severely injured lungs with a 

heterogeneous distribution of aeration, spontaneous effort can also increase local 

lung stress, leading to lung injury even with low VT
 (8). Moreover, negative Ppl 

increases transmural vascular pressure (the difference between intravascular 

and extravascular pressure), which favors fluid leakage to the pulmonary 

interstitium and alveolar space (9). This effort-dependent lung injury has been 



69 

termed patient self-inflicted lung injury (P-SILI) (10). 

During the COVID-19 pandemic, the P-SILI concept was expanded to 

patients without mechanical ventilatory support. Some authors postulated that 

strong spontaneous inspiratory efforts might deteriorate lung injury and edema 

by increasing tissue stresses and pulmonary transvascular pressures. These 

authors suggested early intubation and effective sedation, with or without 

paralysis, to interrupt this cycle (11). However, it is not yet known to what extent 

inspiratory efforts are capable of aggravating lung injury and whether the possible 

benefits of early intubation outweigh the risks inherent to invasive MV. Based on 

this lack of robust evidence, some authors have questioned early intubation in 

preference to noninvasive strategies in patients with acute hypoxemic respiratory 

failure, suggesting that liberal indication of intubation and MV may increase 

mortality in these patients (12). 

In this study, we used an established model of ALI induced by 

lipopolysaccharyde (LPS), and analyzed if the hyperventilation induced by 

metabolic acidosis increased the lung injury in rats during spontaneous 

ventilation. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

Wistar rats weighing 280-360 g were obtained from the Reproduction 

Biology Center, Federal University of Juiz de Fora vivarium (Minas Gerais, 

Brazil). The study was approved by the Animal Research Ethics Committee of 

the Federal University of Juiz de Fora (Protocol number: 017/2022). 
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Experimental Protocol 

Initially, the rats were randomly assigned to two main groups: LPS and 

control. In the LPS-group, the animals received 5 mg/Kg of LPS (LPS serotype 

055:B5, Sigma-Aldrich, Israel) intraperitoneally, dissolved in 0.5 ml of 0.9% saline 

solution. In the control group, the animals received, intraperitoneally, an 

equivalent amount of 0.9% saline solution. 

After 24 h, the rats were anesthetized with an intraperitoneal bolus of 

xylazine (8 mg/kg), midazolam (5 mg/kg), and ketamine (80 mg/kg). A 

polyethylene catheter was inserted into the left jugular vein for infusion of 

solutions and to obtain blood samples for venous blood gas analysis (ABL90 

FLEX; Radiometer, Copenhagen, Denmark). 

The rats of LPS and control groups were subsequently randomized to two 

groups, hyperventilation or control, resulting in four groups: control-control group 

(C-C); control-hyperventilation group (C-HV); LPS-control group (LPS-C); LPS-

hyperventilation group (LPS-HV) (Figure 1). The animals randomized to the 

hyperventilation groups (C-HV and LPS-HV) received intravenous infusion of 1 

ml/kg of ammonium chloride (5M-NH4Cl, – Pharmacology Laboratory – School of 

Pharmacy - Federal University of Juiz de Fora, Brazil) dissolved in 0.9% saline to 

complete 3.5 ml, over 180 minutes. The animals randomized to the control groups 

(C-C and LPS-C) received venous infusion of the same volume of 0.9% saline 

solution, over 180 minutes. To assess whether there was success in inducing 

metabolic acidosis (HCO3
- lower or equal than 15 mEq/L) and hyperventilation 

(reduction in the PvCO2 equal or greater than 25%, compared to baseline), a 

venous blood sample was collected for gas analysis immediately after the end of 
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the infusion. 

After infusion of NH4Cl or saline, a tracheostomy was performed, and the 

trachea was cannulated with a 14-gauge tube. The rats were mechanically 

ventilated (Inspira ASV, Harvard Apparatus, USA) for one minute, with the 

following parameters: volume-controlled mode, VT of 6 ml/Kg, respiratory rate 

(RR) of 80 breaths/min, inspiratory to expiratory ratio of 1:2, FIO2 of 21% and 

PEEP of 5 cm H2O. 

Thereafter, laparotomy was performed, and the animals were euthanized 

by exsanguination through section of the abdominal aorta. The trachea was 

clamped at end-inspiration and the lungs were removed for further analysis. 

 

Lung histology 

The lungs were removed in blocks and the right caudal lobes were fixed in 

10% buffered formaldehyde. After embedding in paraffin, four-micrometer-thick 

slices were cut and stained with hematoxylin-eosin. Morphological examinations 

were performed by a pathologist blinded to experimental details, with a light 

microscope (Zeiss, Hallbergmoos, Germany). ALI was assessed using the 

American Thoracic Society recommended ALI score (ALIs) (13). Briefly, 20 

random fields filled with pulmonary alveoli were evaluated at a magnification of 

400-x and were independently scored. Values of zero, one or two were used to 

represent the injury severity based on the following findings: neutrophils in the 

alveolar space, neutrophils in the interstitial space, hyaline membranes, 

proteinaceous debris filling the airspaces, and alveolar septal thickening. To 

generate the ALIs, the sum of the five variables was weighted according to the 

relevance ascribed to each one. The resulting score was a continuous value 
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between zero (normal) and one (the most severe injury). 

Perivascular edema was quantified by morphometric analysis using the 

point-counting technique, as previously described (14,15). At a magnification of 

400-x, we analyzed 10 randomly selected fields per lung and evaluated the 

transversely sectioned intraparenchymatous arteries and veins. We computed 

the number of points falling in areas of perivascular edema (PE) and the number 

of points falling in areas of the vessels (V). The perivascular edema index was 

calculated as the ratio PE/V. The final perivascular index was the mean of the 10 

analyzed fields. All measures were performed in a blinded way (14,15). 

 

Clara cell secretory protein-16 (CC16), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-

1) and Amphiregulin expressions 

The right cranial lobes were crushed and transferred to microcentrifuge flex 

tubes with Trizol® reagent to total RNA extraction by standard procedure. RNA 

concentration and purity were determined on a spectrophotometer. cDNA 

synthesis was carried out using a two-step cDNA synthesis kit (Promega, USA). 

One microgram of RNA was reverse transcribed into cDNA using GoScriptTM 

reverse transcriptase (Promega, USA) according to manufacturer’s protocol 

using a total reaction of 20 μl. Real time quantitative polynucleotide chain reaction 

(RT-qPCR) was performed using 5 μl of SybrGreen concentrate for a final volume 

of 10 μl containing 50 ng of cDNA. For determination of the initial relative quantity 

of cDNA, samples were amplified with ICAM-1, CC16, and amphiregulin primers. 

Reactions were run on an Applied Biosystems 7500 RT-qPCR machine (Applied 

Biosystems, USA). An internal standard was set up to normalize the relative gene 

expression level, and this standard was run with each different experiment. Melt 
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curves analyses were performed for all genes and the specificity as well as 

integrity of the PCR products were confirmed by the presence of a single peak. 

Relative expression was calculated from the differences in cycle time of an 

internal standard (GAPDH) compared to the target mRNA. Duplicate CT values 

were analyzed in Microsoft Excel (Microsoft) using the comparative CT method 

(Applied Biosystems, USA) (16). 

 

Bronchoalveolar lavage (BAL) 

BAL was performed in the left lung by instillation and slow aspiration of 4 

ml of phosphate-buffered saline solution containing ethylenediamine tetraacetic 

acid (10 nM). This procedure was repeated three times. The collected fluid was 

centrifuged at 1500 g-force for 10 min to separate the cellular from the non-

cellular elements. Total leucocyte numbers were measured in a Neubauer 

chamber under light microscopy after diluting the samples in Turk solution (2% 

acetic acid). The cell pellet was resuspended in phosphate-buffered saline and 

stained with May–Grunwald–Giemsa for differential cell counts, which were 

performed with a minimum of 300 cells. 

 

Statistical analysis 

Data were expressed as median and interquartile range. Normality of data 

was analyzed by the Shapiro-Wilk test. One-way ANOVA was used to compare 

normally distributed data among groups. In the post hoc analysis to separate 

differences between the means, when a significant F ratio was obtained for a 

factor or for the interactions of factors, we used Tukey’s pairwise multiple 

comparison test. For the non-normally distributed data, the Kruskal-Wallis test 
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followed by the Mann-Whitney U test was used. Adjustments for multiple 

measures were performed according to the Bonferroni correction. All tests were 

two-tailed and a p-value <0.05 was considered statistically significant. Statistical 

analyses were performed using SPSS version 17.0. 

 

RESULTS 

 

We used 32 rats to build the four groups. Six rats died during the 

experiment period, two from the C-C group, one from the C-HV group, one from 

the LPS-C group, and two from the LPS-HV group. One rat from the C-HV group 

was excluded because, at the end of the experiment hyperventilation was not 

achieved (Figure 1). 

 

 

Figure 1. Rats included in the analyses. 
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Hyperventilation induction 

NH4Cl infusion induced metabolic acidosis, as demonstrated by significantly 

lower levels of HCO3
- in animals of the C-H and LPS-H groups, at the end of the 

experiment compared with baseline. The metabolic acidosis resulted in 

hyperventilation in these groups, evidenced by the reduction in PvCO2 after 

NH4Cl infusion compared with baseline. The animals of the groups without 

hyperventilation did not present significant differences in HCO3
- and PvCO2 

between baseline and the end of the experiment (Table 1). 

 

Table 1. Venous blood gas parameters at baseline and at the end of the experiment 

 Group C-C 

(N = 6) 

Group C-HV 

(N = 6) 

Group LPS-C 

(N = 7) 

Group LPS-HV 

(N = 6) 

PvCO2 (mmHg) 

Baseline 

Final 

DPvCO2 

 

46 (41-47) 

57 (40-58) 

+12 (-7 +19) 

 

43 (42-48) 

29 (28-30)* # 

-14 (-19 -14) 

 

30 (28-30)*& 

30 (27-33)* 

+2 (-3 +3) 

 

35 (32-38) 

26 (26-30)* # 

-8 (-9 -7) 

pH 

Baseline 

Final 

 

7.35 (7.33-7.38) 

7.28 (7.19-7.33) 

 

7.38 (7.37-7.38) 

7.33 (7.32-7.33) 

 

7.42 (7.37-7.42) 

7.38 (7.36-7.38) 

 

7.32 (7.32-7.33)† 

7.22 (7.16-7.25)† 

HCO3
- (mEq/L) 

Baseline 

Final 

 

23 (23-24) 

21 (18-22) 

 

25 (25-28) 

15 (14-15)* # 

 

18 (16-20)& 

17 (15-18) 

 

19 (14-19)& 

14 (11-14)*†# 

C-C: control-control group; C-HV: control-hyperventilation group; LPS-C: lipopolysaccharyde-

control group; LPS-HV: lipopolysaccharyde-hyperventilation group. 

HCO3
-: bicarbonate; PvO2: venous carbon dioxide partial pressure; D: difference between final 

and baseline values. 

Data expressed as median and interquartile range (25% and 75%) 

* p < 0.05 when compared to C-C; & p < 0.05 when compared to C-HV;  

† p < 0.05 when compared to LPS-C; # final compared to baseline. 

Comparisons by Tukey’s pairwise multiple comparison test, with Bonferroni correction. 
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Lung histology 

Rats that received LPS (LPS-C and LPS-HV groups) showed a higher ALI 

score compared with the C-C group. The analysis of each component of the score 

demonstrated that the LPS-C and LPS-HV groups, compared with the C-C, had 

greater alveolar and interstitial neutrophil infiltration, as well as greater amount of 

alveolar proteinaceous debris. Among the rats that received LPS, the ALI score 

was higher in the LPS-HV group. This difference in the ALI score was due to a 

greater alveolar and interstitial neutrophil infiltration in the LPS-HV group 

compared with the LPS-C group. Rats from the C-HV showed a higher ALI score 

compared with the C-C group, with greater alveolar and interstitial neutrophil 

infiltration (Table 2, Figure 2). The morphometric analysis showed higher 

perivascular edema in the LPS-HV compared with the C-C group (Figure 2). 

 

Table 2. Acute lung injury score and its components 

 Groups 

 C-C 

(N = 6) 

C-HV 

(N = 6) 

LPS-C 

(N = 7) 

LPS-HV 

(N = 6) 

ALIs 0.14 (0.12-0.14) 0.36 (0.31-0.37)* 0.51 (0.50-0.54)*Δ 0.58 (0.56-0.62)*Δ† 

Alveolar 

neutrophils 

0.0 (0.0-1.0)  18.0 (11.8-19.3)*  44.0 (42.0-46.0)*Δ 58.5 (54.0-61.8)*Δ† 

Interstitial 

neutrophils 

35.0 (32.8-38.0) 75.0 (69.0-76.3)* 78.0 (77.0-79.0)*Δ 80.0 (79.0-80.0)*Δ 

Proteinaceous 

debris 

2.0 (0.0-4.5) 5.5 (2.8-7.0) 10.0 (8.0-30.0)* 7.5 (3.5-19.0) 

Septal 

thickening 

0.0 (0.0-0.5) 4.0 (0.0-5.5) 2.0 (0.0-2.0) 0.5 (0.0-6.3) 

ALIs: acute lung injury score; C-C: control-control group; C-HV: control-hyperventilation group; 

LPS-C: lipopolysaccharyde-control group; LPS-HV: lipopolysaccharyde-hyperventilation group. 

Data expressed as median and interquartile range (25% and 75%) 

* p < 0.05 when compared to C-C; Δ p < 0.05 when compared to C-HV; † p < 0.05 when 

compared to LPS-C. Comparisons by Tukey’s pairwise multiple comparison test, with Bonferroni 

correction. 
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Figure 2. Acute lung injury score, perivascular edema, alveolar neutrophils, and interstitial 

neutrophils 

ALIs: acute lung injury score; C-C: control-control group; C-HV: control-hyperventilation group; 

LPS-C: lipopolysaccharyde-control group; LPS-HV: lipopolysaccharyde-hyperventilation group. 

Each symbol represents individual animals and black lines represent median values of each 

group. 

* p < 0.05 - Comparisons by Tukey’s pairwise multiple comparison test, with Bonferroni correction. 

 

 

Bronchoalveolar lavage 

Intraperitoneal LPS injection followed by hyperventilation increased the BAL 

cellularity, as demonstrated by the greater number of neutrophils in the LPS-HV 

group compared with the C-C and C-HV groups (Figure 3). 
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Figure 3. Cell count in the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid. 

C-C: control-control group; C-HV: control-hyperventilation group; LPS-C: lipopolysaccharyde-

control group; LPS-HV: lipopolysaccharyde-hyperventilation group. 

* p < 0.05 – Comparisons by Tukey’s pairwise multiple comparison test, with Bonferroni 

correction. 

 

ICAM 1, CC16, and amphiregulin mRNA expressions 

mRNA relative levels of biological markers associated with inflammation 

(ICAM-1), pulmonary stretch (amphiregulin), and epithelial cell damage (CC-16) 

are shown in Figure 4. mRNA relative expression of amphiregulin was higher in 

the LPS-HV group compared with the others (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 



79 

 

Figure 4. mRNA relative levels of clara cell secretory protein-16 (CC16), intercellular adhesion 

molecule 1 (ICAM-1), and amphiregulin mRNA expressions in lung tissue. GAPDH was used as 

internal standard for normalization. 

C-C: control-control group; C-HV: control-hyperventilation group; LPS-C: lipopolysaccharyde-

control group; LPS-HV: lipopolysaccharyde-hyperventilation group. 

* p < 0.05 – Comparisons by Mann-Whitney U test, with Bonferroni correction. 

 

 

DISCUSSION 

 

In our study, intraperitoneal injection of LPS led to inflammatory ALI, as 

shown by higher ALIs, with greater alveolar and interstitial neutrophil infiltration 

in these animals compared with the controls. The addition of hyperventilation 

induced by NH4Cl infusion increased the inflammatory lung injury, as shown by 

higher ALIs, higher perivascular edema, greater number of neutrophils in the 

BAL, and higher mRNA expressions of amphiregulin. 

Intraperitoneal injection of LPS is a stablished experimental model of ALI, 

characterized by changes in histology (interstitial thickening, alveolar and 

interstitial neutrophil infiltration, presence of proteinaceous debris in the alveolar 

spaces), lung mechanics (increased elastance of the respiratory system), and 

alveolar-capillary barrier (increase in lung wet/dry weight ratio, increase in 

albumin concentration in BAL fluid) (17). Usually, ALI induced by LPS results in 
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mild impairments in gas exchange, including hypoxemia levels that can be 

managed without MV (18). This latter characteristic played a decisive role in our 

selection of the injury model, aligning with our aim to investigate the role of P-SILI 

during spontaneous, unassisted breathing. 

To induce hyperventilation, we applied a model of metabolic acidosis by 

intravenous infusion of NH4Cl. NH4Cl is converted to H+ and urea in the liver and 

reduces renal HCO3
- reabsorption. This model was described by Iwabushi et al. 

and induces metabolic acidosis and compensatory hyperventilation during the 

infusion period (19). Confirming the model efficacy, the rats that received NH4Cl 

presented lower levels of PvCO2 at the end of the experiments, compared with 

baseline levels. 

We demonstrated that hyperventilation increased the inflammatory lung 

injury induced by the intraperitoneal injection of LPS, as shown by higher 

neutrophil infiltration in alveolar spaces in the histological analysis and higher 

neutrophil count in the BAL. We also showed a higher expression of mRNA of 

amphiregulin, a member of the epidermal growth factor family, that is upregulated 

in conditions of lung epithelial cell damage, as occurs in VILI (19). Previous 

experimental studies have demonstrated that vigorous inspiratory efforts during 

mechanically assisted breathing may cause or worsen lung injury. Yoshida et al. 

showed, in an experimental model of ALI by repeated lung lavage, that vigorous 

spontaneous efforts cause lung injury, even with plateau pressure limited to <30 

cm H2O (20). Vigorous spontaneous efforts increase transpulmonary pressure, 

which is the total alveolar stretching pressure, resulting in higher tidal volume. 

Both higher transpulmonary pressure and higher tidal volume are associated with 

VILI, which can be potentiated by high respiratory frequency (20). Moreover, in 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epidermal-growth-factor
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heterogenous lungs, as seen in the acute respiratory distress syndrome, 

spontaneous efforts exert their impacts differently in different regions, with higher 

swings in pleural pressure in dependent regions, as compared with 

nondependent regions. This phenomenon, called pendelluft, results in higher 

local transpulmonary pressure and higher tidal inflation on dependent regions, 

and might increase the risk of VILI (7). 

Spontaneous efforts also increase transmural vascular pressure by 

generating more negative pleural pressures thus contributing to pulmonary 

edema (21). In accordance with this theory, we demonstrated that rats with 

inflammatory ALI in whom hyperventilation was induced by NH4Cl presented 

higher perivascular edema index compared to the C-C group. 

Differently from these studies, our model studied the impact of spontaneous 

efforts on ALI in extubated animals, a subject on which knowledge is limited. 

Positive pressure ventilation can modify the effect of spontaneous efforts on the 

lung in many different ways. For example, the use of positive end-expiratory 

pressure decreases pendelluft and promotes neuromechanical uncoupling of the 

diaphragm, both of which attenuate injury (22). Furthermore, the use of positive 

pressure ventilation also affects the transvascular pressure regimes adding 

another layer of impact. However, we were not the first to study the impact of 

spontaneous breathing in extubated subjects. Mascheroni et al. observed that 

severe hyperventilation in spontaneous breathing led to pulmonary dysfunction 

in an experimental ovine model with previously normal lungs (23). We expanded 

their findings by studying in a factorial design the impact of hyperventilation on 

normal lungs and on lungs previously injured by LPS injection (23). This 

experimental design allowed us to better represent clinical scenarios in which 
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lung injury due to spontaneous efforts may occur and to determine whether the 

injurious effects of spontaneous efforts depend on the underlying lung condition. 

Our findings suggest that allowing vigorous spontaneous efforts can induce 

inflammatory injury in previously normal lungs and can aggravate a pre-existent 

inflammatory lung injury. 

Our results cannot be immediately extrapolated to clinical practice. 

However, they corroborate with data obtained from experimental studies in large 

animals (all conducted during MV) and with the physiological basis of lung injury 

due to spontaneous effort. However, the magnitude of this injury and its clinical 

impact on patients with ALI remain unclear. During the COVID-19 pandemic, 

some authors advocated the use of noninvasive support (e.g. high-flow nasal 

oxygen, CPAP, or Bi-PAP) to avoid excessive inspiratory efforts in mild forms of 

acute respiratory failure (24). The same authors indicated early intubation, 

followed by effective sedation, for more severe forms of acute respiratory failure 

or for patients who did not improve their respiratory pattern with noninvasive 

support (11). The rationale for these recommendations was the risk of 

progressive deterioration of the lung function (a VILI vortex), induced by patients` 

inspiratory efforts (11,24). These recommendations were refused by other 

investigators, since no clinical study has been performed yet to prove that 

vigorous inspiratory efforts cause clinically significant lung injury (12). Moreover, 

if lung injury due to inspiratory efforts in this context exists, clinicians should 

balance its risks with the risks of invasive MV to take the best decision. 

Our study has some limitations. First, the intraperitoneal LPS injection-

induced ALI model resulted in metabolic acidosis. Thus, even before NH4Cl 

infusion, the two groups that received LPS already presented acidosis and 
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hyperventilation. Although NH4Cl infusion intensified the acidosis and 

hyperventilation in the LPS-HV group, its difference compared with the LPS-C 

group was reduced. This smaller difference between the two groups may have 

compromised the detection of hyperventilation injury in LPS-injured lungs. 

Second, our model was conducted in small animals (Wistar rats), in which 

regional differences in pleural pressure may not be as significant as in larger 

animals and humans. Since regional differences in pleural pressure may play an 

important role in the lung injury induced by inspiratory efforts, our model might 

have underestimated the negative impact of hyperventilation in previously injured 

lungs. Third, we cannot rule out a possible direct effect of NH4Cl on lung injury or 

systemic inflammation, since it has not been addressed in previous experimental 

studies. Fourth, the mRNA expressions of the biological markers were not 

performed in all animals. This small sample size reduced the statistical power to 

identify difference among the groups. 

CONCLUSIONS 

 

In conclusion, our results showed that hyperventilation increased the 

inflammatory injury in rats with ALI during spontaneous ventilation. These results 

suggest that we should continue to study the role of vigorous spontaneous efforts 

in worsening inflammatory lung injury. 
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11.  ANEXOS 

Anexo A: Certificado da Comissão de ética em experimentação animal 
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ANEXO B: Comprovante de submissão do artigo 
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