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RESUMO 

 

SILVA, Marco Aurélio dos Santos. Influência do equilíbrio redox sobre a resistência a 

fibrose pulmonar induzida por blemicina em camundongos. 2011. 69 f. Dissertação (Mestrado 

em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.  

 

O desenvolvimento de fibrose pulmonar (FP) induzida por bleomicina tem sido 

associado com as características genéticas e estresse oxidativo. Nosso objetivo foi investigar a 

influência do equilíbrio redox sobre a resistência a fibrose pulmonar induzida por bleomicina 

em diferentes linhagens de camundongos. Uma única dose de bleomicina (0,1 

U/camundongo) ou salina (50 mL) foi administrada por via intratraqueal (i.t.) em 

camundongos C57BL/6, DBA/2 e camundongos BALB/c. Vinte e um dias após a 

administração de bleomicina, a taxa de mortalidade foi acima de 50% em camundongos 

C57BL/6 e 20% em DBA/2, enquanto não foi observada em BALB/c. Houve um aumento na 

elastância (p<0.001), ΔP2 (p<0.05), ΔPtot (p<0.01) e DE,l (p<0.05) em camundongos 

C57BL/6. O volume dos septos aumentaram em camundongos C57BL/6 (p<0.05) e DBA/2 

(p<0.001). Os níveis de INF-γ foram reduzidas em camundongos C57BL/6 (p<0.01). Níveis 

OH-prolina foram aumentados em camundongos C57BL/6 e DBA/2 (p<0.05). Atividade e 

expressão de SOD foram reduzidas em camundongos C57BL/6 e DBA/2 (p<0.001 e p<0.001, 

respectivamente), enquanto que a atividade de CAT reduziu em todas as linhagens (C57BL/6: 

p<0.05; DBA/2: p<0.01, BALB/c: p<0.01). A atividade da GPx e expressão GPx 1/2 

diminuiram em camundongos C57BL/6 (p<0.001). Nós concluímos que a resistência da FP 

pode também estar relacionada com a atividade e expressão de SOD em camundongos 

BALB/c. 

 

Palavras-chave: Fibrose pulmonar. Desequilíbrio redox. Resistência. Linhagens de 

camundongos. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The development of bleomycin-induced pulmonary fibrosis (PF) has been associated 

with differences in genetic background and oxidative stress status. Our aim was to investigate 

the cross-talk between the redox profile, lung architecture and function in PF in different 

mouse strains. A single dose of either bleomycin (0.1 U/mouse) or saline (50 µL) was by 

intratracheal (i.t.) administration in C57BL/6, DBA/2 and BALB/c mice. Twenty-one days 

after bleomycin, the mortality rate was over 50% in C57BL/6 and 20% in DBA/2 mice and 

PF was not observed in BALB/c. There was an increase in Est (p<0.001), ΔP2 (p<0.05), 

ΔPtot (p<0.01) and ΔE (p<0.05) in C57BL/6 mice. Septa volume increase in C57BL/6 

(p<0.05) and DBA/2 (p<0.001). The levels of INF-γ were reduced by in C57BL/6 mice (p 

<0.01). OH-proline levels were increased in C57BL/6 and DBA/2 mice (p<0.05). SOD 

activity and expression was reduced in C57BL/6 and DBA/2 mice (p<0.001 and p<0.001 

respectively), whereas CAT was reduced in all strains 21 days following bleomycin when 

compared to saline groups (C57BL/6: p<0.05; DBA/2: p<0.01, BALB/c: p<0.01). GPx 

activity and GPx1/2 expression decreased in C57BL/6 (p<0.001). We conclude that the PF 

resistance may also be related to the activity and expression of SOD in BALB/c. 

 

Keywords: Pulmonary fibrosis. Redox imbalance. Resistance. Mouse strains. 
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INTRODUÇÃO 

 

A fibrose pulmonar é uma doença intersticial grave, crônica e restritiva resultante da 

lesão do parênquima por inflamação seguida de excessiva deposição de matriz extracelular 

(Abid, Malhotra et al., 2001) com significativa morbidade e mortalidade (Odajima, Betsuyaku 

et al.; Marshall, 1984). Sua patogênese é complexa e envolve uma série de etapas que resulta 

em um ambiente alveolar alterado e um processo de reparo tecidual anormal com fibrose. 

Vários fatores, incluindo idade, predisposição genética, exposição à agentes ambientais como 

poeira de carvão ou silica e a administração de agentes quimioterápicos como a Bleomicina 

(BLM) (Martins, Valenca et al., 2009) são conhecidos por contribuirem para o seu 

desenvolvimento (Garcia-Prieto, Gonzalez-Lopez et al., 2010). 

A fibrose pulmonar idiopática é a mais devastadora forma da fibrose pulmonar, sendo 

progressiva e fatal, a sobrevida média é de aproximadamente 5 anos em 60% dos casos e 

menos de 10% geralmente respondem ao tratamento com corticosteróides. Ocorre mais 

freqüentemente em homens com idade superior a 50 anos. A incidência de fibrose pulmonar 

no mundo é de aproximadamente 10/100.000 homens e 4/100.000 mulheres (Raghu, Weycker 

et al., 2006). Estima-se que em 45 anos (2050) o número de novos casos estará entre 12 e 21 

mil/ano (Fernandez Perez, Daniels et al., 2010). 

A dissertação está organizada da seguinte forma: introdução, objetivos, materiais e 

métodos, resultados, discussão, conclusão e por fim as referências. 

 

História da BLM 

 

A era da quimioterapia contra o câncer teve início em 1940 com a utilização da 

mostarda nitrogenada e drogas antagonistas do ácido fólico. A mostarda nitrogenada, “gás 

mostarda” como ficou conhecido, foi produzido em 1822 por Despretz na Inglaterra e 

utilizado como um arma no período da “Guerra Química” (Figura 1A e 1B) durante a 

Primeira Guerra Mundial (1914 – 1918) (Marshall, 1984). No período da Segunda Guerra 

Mundial, dois farmacêuticos, Louis S. Goodman e Alfred Gilman, foram recrutados pelo 

Departamento de Defesa dos EUA para investigar potenciais aplicações terapêuticas de 

agentes químicos como o gás mostarda na “Guerra Química”. Eles viram que o gás mostarda 

suprimia diversos tipos celulares e pensaram que tal descoberta poderia ter um importante 

papel no combate a células cancerosas (Gilman, 1963). 



14 

 

  

Figura 1 - Imagens do período da “Guerra Química”. Fotografia de soldado canadense ferido 

na pele e olhos após ataque com gás mostarda na Linha Hindenburg em 1918 - fim da 

Primeira Guerra Mundial (A). Fotografia de uma mãe que itens de segurança para transportar 

seu filho durante a “Guerra Química” (B). Adaptado de: Filosofía Jünger y Sloterdijk Guerra 

química por Adolfo Vásquez. 

 

Goodman e Gilman foram os primeiros a criar um modelo animal, onde estabeleceram 

linfomas em ratos e demonstraram que poderiam tratá-los com os agentes de mostarda. 

Depois, em colaboração com Gustav Linskog, injetaram a mustine (substância a base de 

mostarda nitrogenada), em um paciente com linfoma Não-Hodgkin e observaram uma 

redução drástica nas massas do tumor do paciente, embora este efeito tenha durado apenas 

algumas semanas, e o paciente teve que voltar para um outro conjunto de tratamento, este foi 

o primeiro passo para a compreensão de que o câncer pode ser tratada com agentes 

farmacológicos (Goodman, Wintrobe et al., 1984). A partir dai os agentes farmacológicos, os 

quimioterápicos, começaram a ser utilizados contra o câncer, dentre eles um antibiótico 

glicopeptídeo produzido pela bacteria Streptomyces verticillus (Figrura 2A), a BLM (BLM).  

A BLM (Figura 2B) foi descoberta em 1966 quando o cientista japonês Hamao 

Umezawa identificou sua atividade anticâncer, enquanto estudava os efeitos da Streptomyces 

Verticillus em filtrados de cultura (Umezawa, Maeda et al., 1966). A droga foi lançada no 

Japão pela Nippon Kayaku em 1969 e nos EUA, a BLM ganhou a aprovação da Food and 

Drug Administration (FDA) em julho de 1973. A BLM foi inicialmente comercializada nos 

EUA pela Bristol-Myers Squibb sob a marca Blenoxane® (Li, Liu et al., 2006). 
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Figura 2 - Ilustração da Streptomyces Verticillus T. (Harada & M. Hamada) (A). Estrutura 

química da BLM (B).  

 

A eficácia deste quimioterápico está relacionada com sua capacidade de causar quebras 

no DNA. A droga é utilizada até hoje no tratamento contra linfomas de Hodgkin e Não-

Hodgkin e como um componente do conhecido esquema ABVD (Adriamicina, BLM, 

Vinblastina e Decarbazina) para carcinoma de células escamosas e câncer testicular (Muller, 

Niethammer et al., 1998). Embora tenha um importante efeito sobre as células com câncer 

tem a sua eficácia terapêutica limitada pelo desenvolvimento de toxicidade pulmonar (Lewis e 

Nydorf, 2006).  

 

Fibrose pulmonar 

 

O entendimento da patogênese da fibrose pulmonar continua a evoluir desde a criação 

de seu modelo hipotético inicial, proposto há mais de 3 décadas atrás. A hipótese 

fisiopatológica da fibrose pulmonar sugeria que apenas a inflamação crônica era a causa da 

fibrose pulmonar (Crystal, Fulmer et al., 1976; Keogh e Crystal, 1982; Martins, Valenca et 

al., 2009). Está hipótese foi posteriormente posta em causa com base em duas observações 

clínicas: (a) a inflamação tecidual, independente de aguda ou crônica, tem relação com a 

gravidade da fibrose pulmonar, e (b) o uso de drogas imunossupressores não influencia no 

curso natural da doença (Selman, 2001; Selman e Pardo, 2002). Durante a última década, 

vários conceitos seguintes levaram ao refinamento destas hipóteses através de novas 

observações: (a) a perda da barreira da membrana alvéolo-capilar (BMAC) representa o 

"ponto de não retorno" da integridade que favorece o reparo tecidual com fibrose patológica 

ao invés do restabelecimento da arquitetura pulmonar normal (Wallace, Fitch et al., 2007); (b) 

a falha de reepitelização e reendotelização durante a perda da integridade da BMAC na 

pneumonia intersticial (PI) associa-se a destruição da arquitetura de pulmão e fibrose 

patológica; (c) o fator de crescimento de transformação beta (TGF-β) é necessário, mas não 
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inteiramente suficiente para promover fibrose permanente (Sime, Xing et al., 1997); (d) uma 

lesão persistente com participação de antígeno e irritantes é necessária para a propagação da 

fibrose, e (e) os fibrócitos participam dos mecanismos da regulação da fibrose (Garcia-Prieto, 

Gonzalez-Lopez et al., 2010) pulmonar associados aos fibroblastos (Gomperts e Strieter, 

2007). 

A fibrose pulmonar pode ser causada por diferentes tipos de estímulos como 

persistência de síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), exposição à sílica 

(silicose) ou como resultado de citotoxidade ao tratamento com BLM. Durante a 

quimioterapia com BLM, os fibrócitos originários da medula óssea são recrutados para o 

pulmão agindo como progenitores miofibroblásticos. A lesão pulmonar intersticial (epitelial e 

endotelial) estimula o influxo de células inflamatórias como macrófagos, neutrófilos, 

linfócitos e mastócitos através da ativação de fator de transcrição nuclear B (NFB). Os 

macrófagos alveolares e os fibroblastos liberam fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

interleucina-6 (IL-6) para neutrófilos que secretam proteases, resultando na manutenção da 

alveolite e lesão dos pneumócitos tipo I, hiperplasia de pneumócito tipo II na tentativa de 

regenerar o revestimento epitelial alveolar liberando TGF-β1(Ulloa, Doody et al., 1999). 

 

Fibrose pulmonar e linhagens de camundongos  

 

Nós demonstramos que os diferentes padrões de comprometimento fumaça de cigarro 

dependem da cepa do camundongo estudadas, sugerindo a influência da herança genética na 

susceptibilidade aos efeitos da fumaça de cigarro na cicatrização de feridas (Cardoso, Souza 

et al., 2007; Cardoso, Mendes et al., 2009). Órgão de diferentes linhagens de camundongos 

pode exibir uma série de suscetibilidades ao estresse oxidativo induzido por fumaça de 

cigarro. Camundongos BALB/c e C57BL/6 parecem ser as melhores escolhas como modelo 

experimental para estudar efeitos de fumaça de cigarro no fígado e pulmão, e as linhagens 

C3H e C57BL/6 para os efeitos fumaça de cigarro sobre o cérebro (Rueff-Barroso, Trajano et 

al., 2010). 

Em modelos experimentais utilizando BLM, a fibrose pulmonar é induzida através de 

uma única dose intratraqueal (Chung, Monick et al., 2003) que causa uma lesão permanente 

associado à alteração da histoarquitetura e da função pulmonar semelhantes àquelas 

observadas em humanos (Liu, 2008). Foi demonstrado que as características genéticas 

desempenham um importante papel sobre a susceptibilidade individual do ser humano a 

desenvolver fibrose pulmonar (Schrier, Kunkel et al., 1983; Du Bois, 2002). Em animais, a 
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gravidade da fibrose pulmonar induzida pela BLM varia entre as diferentes linhagens de 

camundongos (Harrison e Lazo, 1988; Lemay e Haston, 2005). Por exemplo, camundongos 

C57BL/6 são mais sensíveis, DBA/2 apresentam uma resposta intermediária, e camundongos 

BALB/c são resistentes ao desenvolvimento de fibrose pulmonar induzida pela BLM (Schrier, 

Kunkel et al., 1983). Camundongos da linhagem C57BL/6 expressam Th1 (INF-γ e IL-12), 

enquanto camundongos DBA/2 e BALB/c expressam preferencialmente citocinas Th2 (IL-4, 

IL-5 e IL13) (Chung, Monick et al., 2003; Kikuchi, Ishii et al., 2011). Citocinas Th1 estão 

relacionadas com o aumento de inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs), que 

diminuem a atividade das metaloproteinases (MMPs) e provocam a deposição excessiva de 

colágeno com aumento de hidroxiprolina (Martins, Valenca et al., 2009) e consequente 

fibrose (Segel, Izbicki et al., 2003; Manoury, Nenan et al., 2006). 

 

Radicais livres 

 

O termo radical livre refere-se a átomos ou moléculas altamente reativos, que 

apresentem um número ímpar de elétrons em sua última camada orbital eletrônica. É este não-

emparelhamento de elétrons da última camada que confere alta reatividade a esses átomos 

e/ou moléculas. Os radicais livres são formados em um cenário de reações de óxido-redução 

(Magder, 2006). As espécies reativas de oxigênio (ERO) são encontradas em todos os 

sistemas biológicos, em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o O2
 

(oxigênio) sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na 

formação de H2O (Aitken e Roman, 2008). Durante esse processo são formados 

intermediários reativos, como os ânion superóxido (O2
-
.), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

hidroperoxila (HO2
.
) e o hidroxila (

.
OH) (Buffenstein, Edrey et al., 2008). As espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs), como o peróxinitrito (ONOO
-
), em sua maioria, são formadas 

a partir da junção do óxido nítrico (NO), produzido através da conversão da L-arginina em L-

citrulina pela atividade das óxido nítrico sintases (NOS) (Brigham, 1986; Ryrfeldt, 

Bannenberg et al., 1993; Heunks e Dekhuijzen, 2000). No trato respiratório, as principais 

fontes endógenas de oxidantes são macrófagos alveolares, células epiteliais, células 

endoteliais, neutrófilos, monócitos e linfócitos recrutados durante a inflamação 

(Rajendrasozhan, Yang et al., 2008). 
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Enzimas antioxidantes 

 

Para contrabalançar a produção de EROs/ERNs o organismo dispõe de um eficaz 

sistema antioxidante enzimático e não enzimático (Figura 3) (Espey, Miranda et al., 2000; 

Burlacu, Jinga et al., 2001; Mcfarland, Blokhin et al., 2007; Ryter, Kim et al., 2007). A 

ativação de células inflamatórias resulta na formação de O2
–, que é rapidamente convertido a 

H2O2 pela enzima superóxido dismutase (SOD). A enzima catalase (Russo, Garcia et al., 

2010) reage de forma muito eficiente com H2O2 produzido endogenamente pelas células para 

formar água e oxigênio molecular. A função bioquímica da glutationa peroxidase (GPx) 

consiste em reduzir hidroperóxidos a álcoois e em reduzir o H2O2 em H2O, utilizando a 

glutationa reduzida (GSH) como agente redutor, transformando esta molécula em glutationa 

oxidada (GSSG) (Mates, Perez-Gomez et al., 1999). O desequilíbrio redox é resultado da 

alteração da atividade das enzimas antioxidantes frente a estímulos oxidantes, aumentando ou 

reduzindo a atividade das mesmas, seja por influência direta sobre os substratos, ou por 

prejuízo à síntese destas enzimas (Kinnula, 2005). Logo, quando há uma sobreposição dos 

níveis dos oxidantes sobre os antioxidantes, resultando em dano oxidativo a proteína, lipídios 

e/ou DNA caracteriza-se, o estresse oxidativo (Rahman, Biswas et al., 2006). 

 

Figura 3 - Formação dos principais oxidantes e ação da primeira linha de defesa antioxidante. 

SOD: superóxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa 
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redutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MPO: mieloperoxidase; 

NADPH oxidase: Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato-oxidase; NOS: óxido nítrico 

sintase; ERNs: espécies reativas de nitrogênio; O=NOO
-
: peróxinitrito; H2O2: peróxodo de 

hidrogênio: OH: radical hidroxila; H2O: água; HOCl: ácido hipocloroso. Adaptado de Mates e 

Sancheez (Mates, Perez-Gomez et al., 1999) 

 

BLM e estresse oxidativo 

 

A BLM apresenta propriedade citotóxica anti-neoplásica (Ebihara, Venkatesan et al., 

2000) e é considerada como uma fonte exógena de ERO (Dolhnikoff, Mauad et al., 1999), 

pois ela tem a capacidade de se ligar a metais de transição como o ferro Fe-(II) e, na presença 

de O2 ou de H2O2, gera radical 
.
OH (Lombard-Gillooly e Hubbard, 1993). A BLM aumenta a 

produção de ERO em macrófagos pulmonares e células epiteliais alveolares do tipo II in vivo 

(Inghilleri, Morbini et al., 2006), aumenta a apoptose de células epiteliais do pulmão de 

maneira dose-dependente (Hoshino, Nakamura et al., 2003; Wallach-Dayan, Izbicki et al., 

2006). Ao se ligar ao Cu (II) no plasma e no meio intracelular, o complexo BLM-Cu (II), 

pode ser reduzido a BLM-Cu (I) podendo reagir com O2 para iniciar a ativação no núcleo ou 

perder esta forma de metal e se ligar ao Fe (II). Para evitar que a BLM seja ativada pela 

reação de Fenton formando outro complexo (BLM-Fe (III)-OOH), o complexo BLM-Cu (II), 

deve ser reduzido à BLM-Cu (I) no meio intracelular (Figura 4A). Uma vez ativada pode 

ocorrer dano oxidativo de proteínas, lipídios, DNA e RNA (Figura 4B) (Chen e Stubbe, 

2005).  
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Figura 4 - Ativação da BLM e dano oxidativo em biomoléculas. Mecanismos propostos para a 

geração de ativação de BLM in vivo na presença de O2 (A). Dano oxidativo em biomoléculas 

da célula causado pela ativação da BLM (B). Adptado de Chen (Chen e Stubbe, 2005). 

 

Em detrimento a produção excessiva de ERO produzida via BLM (Mcanulty, Moores et 

al., 1991; Ao, Lubman et al., 2008), além da própria lesão levar a produção de EROs, as 

células inflamatórias que serão recrutadas para o local da lesão, principalmente neutrófilos, 

também são uma fonte importante de EROs (Tanaka, Ishihara et al., 2010). Após um estímulo 

lesivo ocorre fragmentação de componentes da matriz extracelular (MEC) via estresse 

oxidativo (Figura 5A) (Gao, Kinnula et al., 2008). No capilar pulmonar o O2⁻ estimula a 
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agregação plaquetária e no espaço alveolar pode ocorrer a formação de ONOO
- 
e ativação de 

quimiocinas nos macrófagos que recrutam neutrófilos para o interstício pulmonar (Figura 5) 

que culmina em fibrose pulmonar (Fattman, Chang et al., 2003). 

 

Figura 5 - Ilustração da possível participação do desequilíbrio redox na patogênese da fibrose 

pulmonar.  
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Estudos anteriores de nosso laboratório descrevem que a inalação aguda e crônica de 

fumaça de cigarro resulta no aumento do influxo de células inflamatórias para o pulmão de 

camundongos (Da Hora, Valenca et al., 2005; Valenca, Castro et al., 2006) e que este 

processo está ligado ao fenômeno de estresse oxidativo (Valenca, Bezerra et al., 2008; Rueff-

Barroso, Trajano et al., 2010). Além disso, mostramos os efeitos de antioxidantes como o 

alfa-tocoferol e o ácido ascórbico (Silva Bezerra, Valenca et al., 2006), N-acetil cisteína 

(NAC) e mercaptoproprionil glicina (MPG) (Pires, Bezerra et al., 2010), assim como o chá 

mate (Lanzetti, Bezerra et al., 2008) sobre a lesão pulmonar induzida pela fumaça de cigarro. 

Já foi demonstrado que EROs estão envolvidos com a lesão pulmonar induzida por 

BLM (Cortijo, Cerda-Nicolas et al., 2001; Serrano-Mollar, Closa et al., 2002; Iraz, Erdogan et 

al., 2006). No pulmão, EROs podem inativar enzimas antioxidantes provocando morte de 

células alveolares (Ritter, Andrades et al., 2004). Alguns estudos têm mostrado uma 

diminuição na atividade de enzimas antioxidantes após a administração BLM (Bowler, Nicks 

et al., 2002; Erdogan, Fadillioglu et al., 2006; Iraz, Erdogan et al., 2006). O esgotamento 

tecidual pulmonar da atividade de SOD e CAT indica indiretamente a ação de oxidantes. SOD 

poderia diretamente atenuar a lesão pulmonar, reduzindo as concentrações de  O2⁻ no espaço 

extracelular e esta redução pode diminuir a estimulação de fibroblastos e diminuir 

recrutamento de células inflamatórias (Bowler, Nicks et al., 2002).  

Embora as mudanças nas propriedades da mecânica estática do pulmão têm sido 

relativamente bem definida, pouco se sabe sobre as mudanças no comportamento dinâmico 

mecânico (Ebihara, Venkatesan et al., 2000), como a resistência do tecido durante a 

respiração (Ludwig, Dreshaj et al., 1987) que aumentada em pacientes com fibrose pulmonar 

(Bachofen e Scherrer, 1967). Estudos têm demonstrado que mesmo uma única exposição à 

sílica pode levar a alterações pulmonares funcionais com aumento da resistência das vias 

aéreas e elastância estática (Rocco, Facchinetti et al., 2004).  

Estudo com modelos experimentais mostraram que alguns camundongos são resistentes 

e outros sensíveis a BLM (Kikuchi, Ishii et al.; Chung, Monick et al., 2003), entretanto, ainda 

permanece pouco esclarecido o efeito do equilíbrio redox sobre a histoarquitetura e função 

pulmonar em diferentes linhagens de camundongos após a administração de BLM. Desse 

modo este conhecimento pode favorecer a compreensão dos motivos pelos quais alguns seres 

humanos são resistentes a fibrose pulmonar ao serem tratado com BLM durante a 

quimioterapia antineoplásica.  
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1   OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivo geral 

 

Investigar a influência do equilíbrio redox sobre a resistência a fibrose pulmonar 

induzida por BLM em diferentes linhagens de camundongos.  

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 Analisar a taxa de sobrevida das diferentes linhagens de camundongos após 

 administração de BLM; 

 Investigar as alterações funcionais do pulmão através da mecânica ventilatória 21 dias 

após administração de BLM; 

 Analisar a expressão de citocinas IL-6 e INF-γ e o conteúdo de hidroxiprolina no 

lavado broncoalveolar (LBA); 

 Investigar padrão das estruturais do parênquima pulmonar através da histologia 

(Hematoxilina e Eosina);  

 Analisar os marcadores de desequilíbrio redox no homogeneizado de pulmão através da 

atividade enzimatica da superóxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx) e expressão de superoxido dismutase extracelular (SOD-3), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase 1/2 (GPx 1/2); 

 Verificar os níveis de nitrito no LBA; 

 Analisar o dano oxidativo através dos níveis de malondialdeído (MDA) no 

homogeneizado de pulmão. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6, DBA/2 e BALB/c machos, oito semanas, 

acondicionados, em grupos de 10 animais/caixa, com temperatura e umidade controladas 

(21±2ºC, 50±10%, respectivamente), submetidos aos ciclos invertidos claro/escuro de 12 h 

(luzes artificiais, 19h00-07h00) e exaustão 15 min/h. Este projeto foi aprovado pela Comissão 

de Avaliação do Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP) do Centro de Ciências da Saúde 

(CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sob o número #IBCCF108 (Anexo 

A). 

 

2.2 Desenho experimental  

 

Os animais receberam uma única dose de 0.1 U/animal de BLM (Sigma-Adrich) via 

intratraqueal (i.t.) diluída em 50 mL de salina (Manoury, Nenan et al., 2006) (Grupo BLM - 

20 animais/linhagem) ou somente com 50 mL de salina (Grupo Salina - 10 animais/linhagem) 

sob anestesia quetamina por via intraperitoneal (i.p.). Foi avaliada a taxa de sobrevida dos 

animais após a administração de BLM até completar o período de 21 dias. Os camundongos 

restantes passaram por protocolo de função pulmonar e foram eutanasiados por 

exsanguinação. Todos experimentos foram realizados três vezes. 
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Figura 6 - Esquema do desenho experimental do modelo de fibrose pulmonar induzida por 

BLM em diferentes linhagens de camundongos. Imagem de própria autoria. 
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2.3 Função pulmonar 

 

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg i.p.) e anestesiados com pentobarbital 

sódico (20 mg/kg de peso i.p.). A traquéia foi canulada e os animais paralisados com brometo 

de pancurônio, (1.3 mg. kg
-1

 i.p.) e ventilados com uma  freqüência de 100 ciclos por minuto 

(ciclos/minuto), fluxo ventilatório constante de 10 mL/s e volume corrente de 2 ml por meio 

de um ventilador artificial (Samay VR15). Um pneumotacógrafo foi conectado à cânula 

traqueal para as mensurações de fluxo respiratório. Foi determinada através de um transdutor 

de pressão referencial, pneumotacógrafo (Voldyne MP45-2), o gradiente de pressão e a 

pressão transpulmonar.  A mecânica respiratória foi avaliada pelo método de oclusão ao final 

da inspiração que permite analisar separadamente os componentes elástico, viscoso e 

viscoelástico do sistema respiratório (Burburan, Xisto, Ferreira et al., 2007; Burburan, Xisto e 

Rocco, 2007).  A resistência (ΔP1), viscoelasticidade pulmonar (ΔP2), pressão total após a 

interrupção do fluxo (ΔPtot = ΔP1 + ΔP2), elastância estática (Amara, Goven et al., 2010) e 

dinâmica (Edyn) pulmonar foram calculadas pelo método da oclusão ao final. ΔP1 

seletivamente reflete a resistência das vias aéreas e ΔP2 reflete relaxamento da tensão, ou 

propriedades viscoelásticas do pulmão. Mecânica pulmonar foram medidos 10-15 vezes em 

cada animal (Faffe, Seidl et al., 2000). 

 

2.4 Coleta do lavado broncoalveolar (LBA)  

 

Imediatamente após a eutanásia, foi realizado o LBA. A traquéia dos animais foi 

canulada e os espaços aéreos pulmonares foram lavados com solução salina (500 µL) três 

vezes (volume final de 1,2-1,5 mL). As amostras foram mantidas em gelo até o final do 

procedimento, a fim de evitar lise celular (Castro, Legora-Machado et al., 2004). 

 

2.5 Ensaio de ELISA 

 

2.5.1 Determinação dos níveis de IL-6 e INF-γ  

Os níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e IFN- no LBA foram analisadas pelo 

ensaio de ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay (R&D Systems) seguindo as 

instruções do fabricante. 
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2.6 Total de colágeno através do ensaio de hidroxiprolina no LBA 

 

O conteúdo de hidroxiprolina (ng/mg de proteína) no LBA foi determinado por um 

método colorimétrico previamente descrito (Woessner, 1961) com o objetivo indicar o índice 

quantitativo de fibrogênese e fibrose. Inicialmente, 8 μL de cada amostra foi incubado com 40 

μL de cloramina-T 0.05 M por 20 min à temperatura ambiente. A mistura foi então incubada 

com 40 μL de ácido perclórico 3 M por 5 min à temperatura ambiente. Finalmente, a mistura 

foi incubada com 40 μL de 20% p-dimetilbenzaldeido por 20 min a 60°C. As amostras foram 

analisadas em leitor de ELISA a 550 nm. 

 

2.7 Coleta de tecido e análises histológicas e estereológicas pulmonares  

 

Os pulmões direitos de cinco animais de cada linhagem foram removidos e imersos em 

formalina tamponada (10%) e armazenados em temperatura ambiente por 48 horas, 

processados e incluído de modo a se obter fragmentos do ápice, terço médio e base. Foram 

realizados cortes de 5 µm de espessura e as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina 

(HeE) para análise histopatológica. Dez campos foram randomicamente analisados utilizando 

um microscópio (objetiva de 20, Carl Zeiss modelo Axiolab, Oberkochen, Alemanha), 

ligado a uma câmera de vídeo colorida (JVC modelo TK-C380, Osaka, Japão) e a um monitor 

de vídeo (Sony Trinitron modelo PVM-14N2U, Londres, Reino Unido).  

A estereologia foi realizada através de um sistema-teste composto por 42 pontos (M42). 

O sistema teste foi acoplado a um monitor (tela plana). A densidade de volume (Vv) de septo 

(Vv[septo]) e de alvéolo (Vv[alvéolo]) foram quantificados através do número de pontos (Kappus, 

Mahmutoglu et al.) que atingiram essas estruturas e dividido pelo número total de pontos do 

sistema teste (Pt). Temos então que Vv = PP/PT (Weibel, Hsia et al., 2007).  

 

2.8 Preparo do homogeneizado tecidual pulmonar 

 

Os pulmões esquerdos dos animais utilizados nos experimentos com BLM foram 

removidos, homogeneizados em gelo com 10% (w/v) PBS (pH 7,3) usando um 

homogeneizador (Nova Técnica, SP, Brasil) e em seguida, centrifugados a 3000g por 5 

minutos (FANEM
®

, SP, Brasil). O sobrenadante foi coletado e o volume final de todas as 

amostras foi ajustado para 1,5 mL com tampão fosfato de potássio. Essas amostras foram 

armazenadas em freezer a -20ºC.  
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2.9 Análises bioquímicas para marcadores de desequilíbrio redox   

  

Para investigar os efeitos sobre o desequilíbrio redox, as atividades das enzimas 

antioxidantes citadas abaixo foram realizadas para o homogeneizado de pulmão dos 

experimentos com BLM.  

O ensaio para dosagem de proteínas foi realizado segundo o método de Bradford 

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

comassie que, em soluções ácidas se liga a proteínas presentes no lavado broncoalveolar 

(LBA) e homogeneizado pulmonar, alterando sua absorbância de 456 nm para 595 nm 

medidas em um leitor de microplacas (Bio-Rad mod 550, Hercules, CA, USA). Uma curva 

padrão, em triplicata, foi feita utilizando concentrações crescentes de 0,1% de albumina (0.5-

10µL).  

Alíquotas de homogeneizados pulmonares foram utilizadas nos ensaios bioquímicos 

para SOD, CAT e GPx por métodos espectrofotométricos. A atividade SOD (U/mg de 

proteína) foi estimada através da inibição da auto-oxidação da adrenalina e lida em um 

comprimento de onda de 480 nm (Mccord e Fridovich, 1969). A atividade da CAT (U/mg de 

proteína) foi mensurada em resposta a quantidade de H2O2 e lida em um comprimento de 

onda de 240 nm (Aebi, 1984). A atividade da GPx foi mensurada através do monitoramento 

da taxa de oxidação da NADPH em 340 nm na presença de peróxido de hidrogênio (Flohe e 

Gunzler, 1984). 

 

2.10 Marcador de dano oxidativo 

 

Como índice de peroxidação lipídica, foi utilizado o método de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) para análise de malondialdeído (MDA) durante uma reacção 

ácido-aquecimento como descrito por Draper e cols (Draper, Squires et al., 1993). 

Resumidamente, as amostras de homogeneizados de pulmão foram misturados com 1 mL de 

ácido tricloroacético (TCA) 10% e 1 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67% e foram 

aquecidas em banho-maria por 1 hora. Níveis de TBARS foram determinados por absorbância 

a 532 nm e expressas como equivalentes de malondialdeído (MDA nM/mg de proteína). 
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2.11  Ensaio para quantificação de nitrito no LBA 

 

Níveis de nitrito, um subproduto do metabolismo o óxido nítrico (NO), foi mensurado 

no LBA (µMol/mg de proteína) baseado na reação de Griess. Um total de 100 µL de amostra 

foi misturada com 100 µL do reagente de Griess (1% sulfanilamida em 5% de ácido fosfórico 

e de 0,1% dicloridrato de diamina naftaleno em água) e incubadas em temperatura ambiente 

por 10 min seguido por leitura da absorbância a 550 nm (Bio-Rad Microplaca Reader modelo 

680, CA, EUA). Concentrações de nitrito nas amostras foram determinadas a partir de uma 

curva padrão gerada por diferentes concentrações de nitrito de sódio (Giovannoni, Land et al., 

1997). 

 

2.12 Western Blotting (SOD3, CAT e GPx 1/2) 

 

Vinte microgramas de proteínas do pulmão homogeneizado foram submetidos à 

eletroforese em gel de PAGE a 8% e transferidas para membranas de nitrocelulose 

(Amersham, Arlington Heights, IL, EUA). A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com 

5% de BSA e, posteriormente, incubadas em overnight com anticorpo policlonal goat anti-

mouse SOD-3, CAT e GPx 1/2 (1:1000 diluição, SantaCruz Biotechnology, SantaCruz, CA, 

USA). Após três etapas de lavagem (10 minutos cada), os teores de proteína foram detectados 

com o anticorpo secundário (1:10000 diluição) ligada à peroxidase (Dako Cytomation, Santa 

Barbara, CA, EUA), e os complexos ligados foram detectados utilizando método de 

quimioluminescência (ECL, Amersham, CA, USA). Padrão de peso molecular foi usada para 

especificar a faixa-alvo (Precision Plus Protein All Blue Standards, Bio Rad). 

 

2.13 Análise estatística 

 

As taxas de sobrevida foram expressas em porcentagem e o teste de Mantel-Cox foi 

utilizado para detectar diferenças na sobrevida entre as linhagens de camundongos. Os dados 

mensurados foram expressos em média ± erro padrão da média. O número de animais para 

cada experimento é descrito abaixo e são representativos de três experimentos separados. 

Após teste de normalidade, os dados paramétricos foram analisados pelo teste de variância 

one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey. E os dados não-paramétricos através do 

teste Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn (p<0,05).  
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3 RESULTADOS 

 

Resultados apresentados a seguir são representativos de três experimentos separados. O 

número de animais empregado é descrito a seguir para cada uma das análises realizadas. 

 

3.1 Curva de sobrevivência 

 

As curvas de sobrevivência dos grupos são mostrados na Figura 1. Não houve efeito da 

administração de BLM sobre a taxa de sobrevida de camundongos BALB/c. Em comparação 

com camundongos BALB/c, a mortalidade foi maior nos camundongos C57BL/6 e DBA/2 

representado por um declínio gradual na taxa de sobrevida de camundongos a partir de 24 

horas (C57BL/6) e 7 dias (DBA/2). A mortalidade foi superior a 50% em camundongos 

C57BL/6 e de aproximadamente 20% em camundongos DBA/2 ao final do experimento 

(n=20 por grupo). 

 

Figura 7 - Taxa de sobrevida de 21 dias após a administração intratraqueal de BLM. A 

administração de BLM aumenta a mortalidade em ambos os camundongos C57BL/6 e 

DBA/2. As taxas de sobrevivência foram expressos em porcentagem e o Mantel-Cox log-rank 

test (teste X
2
) foi utilizado para detectar diferenças na taxa de sobrevivência entre as 

linhagens (p<0.05 comparado ao BALB/c). em preto: BALB/c; em azul: DBA/2; em 

vermelho: BALB/c (n = 10/grupo). 

 



31 

 

3.2 Mecânica pulmonar 

 

Os valores da mecânica pulmonar durante a respiração espontânea obtidos em cada 

grupo estão apresentados na Tabela 1. Foi observado um aumento de 53% na elastância 

pulmonar (p<0.001), na viscoelasticidade (ΔP2), (35%, p<0.05), no componente viscoelástico 

da resistência (Δptot) (26%, p<0.01) e de 35% do componente viscoelástico da resistência no 

pulmão (p<0.05) de camundongos C57BL/6 no 21° dia após a administração de BLM (n=10 

por grupo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elastância – Elastância pulmonar estática; P1 – resistência das vias aéreas; P2 –

propriedade viscoelástica; Ptot – P1+P2; DE,l – componente viscoelástico da resistência;  

Dados expressos em média ± erro padrão e analisados pelo ANOVA com o pos-teste de 

Tukey considerando estatisticamente significativo niveis de *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001; 

Todos os grupos BLM foram comparados com os respectivos grupos salina. 

 

3.3 Resposta inflamatória 

 

Os níveis de INF-γ, IL-6 são apresentados na Figura 8. Os níveis de INF-γ (Figura 8A) 

reduziram 43% nos camundongos C57BL/6 (p<0.01) quando comparado com o grupo salina. 

Houve um aumento de 76% nos níveis de IL-6 (Figura 8B) em camundongos C57BL/6 

(p<0.01), enquanto diminuiu 40% nos camundongos DBA/2 (p<0.05) quando comparados 

com os respectivos grupos salina (n=10 por grupo).  

Tabela 1: Mecânica ventilatória dos camundongos 21 dias após administração de BLM.  

Grupos Elastância P1 P2 Ptot DE,l 

C
5

7
B

L
/6

 

Salina 33.8 ± 1.47 0.62 ± 0.03 0.95 ± 0.07 1.57 ± 0.06 4.55 ± 0.19 

BLM 51.8 ± 4.89*** 0.69 ± 0.03 1.28 ± 0.09* 1.98 ± 0.11** 6.16 ± 0.45* 

D
B

A
/2

 

Salina 21.6 ± 0.79 0.48 ± 0.01 0.68 ± 0.02 1.16 ± 0.02 3.47 ± 0.15 

BLM 20.6 ± 1.09 0.48 ± 0.01 0.73 ± 0.04 1.21 ± 0.04 3.64 ± 0.20 

B
A

L
B

/c
 

Salina 44.3 ± 2.34 0.72 ± 0.04 1.25 ± 0.06 1.98 ± 0.07 6.50 ± 0.38 

BLM 43.6 ± 3.14 0.67 ± 0.05 1.30 ± 0.07 1.96 ± 0.11 6.40 ± 0.34 
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Figura 8 - Níveis de citocinas no LBA dos camundongos 21 dias após a administração de 

BLM. INF-γ - Interferon gama, (A); IL-6 – Interleucina 6 (B). Os dados são apresentados 

como média ± erro padrão e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-

teste de Tukey (p<0,05). Os símbolos são representativos de p<0.05 (*) e p<0.01 (**) (n = 

10/grupo). 
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3.4 Nívies de OH-prolina  

 

Níveis OH-prolina (Figura 9) foram aumentados em camundongos C57BL/6 e DBA/2, 

quando comparados aos respectivos grupos salina (112%, p<0.05 e 104%, p<0.05, 

respectivamente) (n=10 por grupo). 

 

Figura 9 - Níveis de hidroxiprolina no LBA 21 dias após a administração de BLM. Os dados 

são apresentados como média ± erro padrão e foram analisados pelo teste one-way ANOVA 

seguido pelo pós-teste de Tukey (p<0,05). Os símbolo é representativo de p<0.05 (*) (n = 

10/grupo). 

 

3.5 Perfil histológico pulmonar 

 

Na histologia do pulmão dos grupos BLM da linhagem C57BL/6 e DBA/2 (Figuras 10B 

e D, respectivamente) 21 dias após a administração de BLM observou-se um padrão 

histológico característico de fibrose pulmonar difusa. 

 Nestas linhagems de camundongos, as fotomicrografias sugerem uma lesão do 

parênquima com excessiva deposição de matriz extracelular no interstício pulmonar 

principalmente nas regiões perialveolares e perivasculares. Tal alteração da histoarquitetura 

provoca uma redução das áreas alveolares acompanhada de aumento dos septos alveolares.  
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Figura 10 - Fotomicrografias de pulmão coradas com hematoxilina e eosina (H&E) 21 dias 

após a administração i.t. de solução salina (coluna esquerda) e de 0.1U de BLM (coluna 

direita). A e B: linhagem C57BL/6, C e D: DBA/2, E e F: BALB/c. Extensas áreas de fibrose 

dos septos alveolares, pois foi observado diminuição dos espaços aéreosem ambos os 

camundongos C57BL/6 e DBA/2 (B e D). Não houve alterações histológicas em 

camundongos BALB/c após administração de BLM (n = 5/grupo). 
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Densidade de volume dos septos aumentou 79% (p<0.05) e 126% (p<0.001) (Figura 

11A) e a densidade de volume dos alvéolos diminuiu 59% (p<0.05) e 58% (p<0.001) (Figura 

11B) em camundongos C57BL/6 e DBA/2, respectivamente, quando comparados aos grupos 

salina. 

 

Figura 11 - Análise estereológica do parênquima pulmonar. (A) Vv [septos] - densidade de 

volume dos septos; (B) Vv [alvéolos] - densidade de volume dos alvéolos, sacos alveolares e 

ductos. (Os dados são apresentados como média ± erro padrão e foram analisados por 

Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn (p<0.05). Os símbolos são representativos de 

p<0.05 (*) e p<0.001 (***) (n = 10/grupo). 
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3.6 Marcadores de desequilíbrio redox 

 

Marcadores de desequilíbrio redox são mostrados na Figura 12 (n=10 por grupo). Um 

desequilíbrio redox foi observado em todas as linhagens. A atividade da SOD (Figura 12A) 

foi reduzida em camundongos C57BL/6 e DBA/2 (76%, p<0.001 e 24%, p<0.001, 

respectivamente), enquanto que a atividade da CAT (Figura 12B) foi reduzida em todas as 

linhagens 21 dias após a administração de BLM, quando comparada aos grupos salina 

(C57BL/6: 53%, p<0.05; DBA/2: 33%, p<0.01; BALB/c: 45%, p<0.01). Embora tenha havido 

uma redução na atividade da GPx (Figura 12C) em camundongos C57BL/6 (31%, p<0.05) e 

BALB/c (26%, p<0.01), houve um aumento de 56% na atividade desta enzima em DBA/2 

ratos (p<0.01) quando comparado aos respectivos grupos salina. 

 

Figura 12 - Análise bioquímica da atividade da das enzimas antioxidantes no pulmão. 

Superóxido dismutase – SOD (A); Catalase – CAT (B) e Glutationa peroxidase – GPx (C). Os 

dados são apresentados como média ± erro padrão e foram analisados pelo teste one-way 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey (p<0,05). Os símbolos são representativos de 

p<0.05 (*),  p<0.01 (**) e p<0.001 (***) (n = 10/grupo). 
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3.7 Western blotting 

A expressão da SOD-3 foi reduzida nos camundongos C57BL/6 e DAB/2, mas a 

expressão dessa proteína foi aumentada nos BALB/c (Figura 13A). A expressão da CAT 

aumentou em camundongos C57BL/6, mas reduziu em DBA/2 e BALB/c (Figura 13B). 

Expressão da GPx diminuiu nos camundongos C57BL/6 e BALB/c 21 dias após a 

administração de BLM (Figura 13C). 

 

Figura 13 - Expressão de enzimas antioxidantes em extratos protéicos de homogeneizados de 

pulmão analisada através de western blotting. SOD-3 superóxido dismutase-3 (A), CAT - 

Catalase (B); GPx 1/2 - glutationa peroxidase 1/2 (C). A administração de BLM não alterar a 

expressão de SOD-3 em homogeneizado de pulmão de camundongos BALB/c. Os blots 

(borrões) foram analisadas por densitometria óptica (unidades arbitrárias - UA) (n = 3/group). 
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3.8 Níveis de nitrito 

 

Níveis de nitrito foram aumentadas em camundongos C57BL/6 e BALB/c (129%, 

respectivamente, p<0.001 e 150%, p<0.001, respectivamente).  

 

Figura 14 - Níveis de nitrito no LBA 21 dias após a administração de BLM. Os dados são 

apresentados como média ± erro padrão e foram analisados pelo teste one-way ANOVA 

seguido pelo pós-teste de Tukey (p<0,05). O símbolo é representativo de p<0.001 (***) (n = 

10/grupo). 
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3.9 Marcador de dano oxidativo 

 

Os níveis de MDA aumentaram nos camundongos C57BL/6 (163% p<0.001) e foram 

reduzidos em camundongos BALB/c (44%, p<0.001) 21 dias após a administração de BLM, 

quando comparado aos respectivos grupos salina. 

 

Figura 15 - Análise bioquímica da concentração de malondialdeído (MDA) no pulmão. Níveis 

de MDA dias após a administração de BLM. Os dados são apresentados como média ± erro 

padrão e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey 

(p<0,05). O símbolo é representativo de p<0.001 (***) (n = 10/grupo). 



40 

 

4 DISCUSSÃO 

 

A fibrose pulmonar ocorre em consequência do processo anormal de reparo tecidual 

pulmonar frente a um estímulo danoso, como a BLM, podendo resultar em disfunção 

pulmonar (Sansores, Ramirez-Venegas et al., 1996; Pardo e Selman, 2002). Entre os  

mecanismos envolvidos na progressão da fibrose pulmonar, a ativação de fibroblastos e 

inflamação crônica se destacam (Meneghin e Hogaboam, 2007; Martins, Valenca et al., 

2009). O estresse oxidativo tem sido associado a uma série de doenças, incluindo a fibrose 

pulmonar induzida por BLM (Day, 2008). Ao se associar a metais pesados de transição como 

Fe
2+

, a BLM funciona como uma fonte exógena de EROs, via reação de Fenton (Chen e 

Stubbe, 2005). Estudos têm sugerido que a característica genética pode desempenhar um 

papel importante na susceptibilidade fibrose pulmonar humana uma vez que apenas 10% dos 

pacientes submetidos ao tratamento quimioterápico com BLM a desenvolvem a doença (Abid, 

Malhotra et al., 2001; Du Bois, 2002).  

Apesar de camundongos C57BL/6 e BALB/c terem sido descritos como animais 

propensos a dano oxidativo nos pulmões, após um longo prazo da exposição à fumaça de 

cigarro (Rueff-Barroso, Trajano et al., 2010), os parâmetros oxidativos seguintes a 

administração de BLM observados no presente estudo mostraram uma tendência de 

resistência ao dano oxidativo em camundongos BALB/c, em contraste com as linhagens 

C57BL/6 e DBA/2. 

No presente estudos, ao compararmos, em três diferentes linhagens de camundongos, 

através de um modelo expermimental de fibrose pulmonar induzida por BLM, observando a 

relação entre o perfil redox, histoarquitetura pulmonar e função pulmonar destes animais, 

mostramos que a atividade da SOD e expressão são associados com a presença de fibrose. 

No sistema de enzimas antioxidantes, a SOD converte O2 em H2O2, enquanto e CAT, 

GPx converte H2O2 em H2O. Junto com este sistema, a relação GSH/GSSG é sugerida com a 

principal ação redox na célula que controla não só o conteúdo celular de H2O2, mas também 

outros hidroperóxidos orgânicos (Meister e Anderson, 1983; Keller e Menzel, 1989). Devido 

a uma deficiência na ação de enzimas antioxidantes, o aumento da produção de oxidantes 

conduz à peroxidação lipídica, carbonilação protéica e danos ao DNA (Rahman e Macnee, 

1996). Como os produtos de peroxidação lipídica podem resultar em desidratação e morte 

celular, que são considerados como fatores importantes para o desenvolvimento da PF (Sato, 

Tashiro et al., 2008). Nossos resultados mostraram que os níveis de MDA, uns dos produtos 

da peroxidação lipídica, estavam aumentados apenas em camundongos C57BL/6. O aumento 
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de peroxidação lipídica tem sido descrito como um produto direto da ação oxidativa radicais 

hidroxila na fibrose pulmonar induzida por BLM (Sato, Tashiro et al., 2008;Iraz, Erdogan et 

al., 2006; Kalayarasan, Sriram et al., 2008). Nossos resultados mostraram que o aumento da 

peroxidação lipídica em camundongos C57BL/6 está associado com a redução da atividade 

das enzimas SOD, CAT e GPx no pulmão.  

Três codificações da SOD foram descritas em mamíferos: a SOD citosólica (SOD-1), 

SOD mitocondrial (SOD-2) e a SOD extracelular  (SOD-3) (Zelko, Mariani et al., 2002). 

Camundongos deficientes para SOD-3 apresentaram aumento da resposta inflamatória 

induzida pela BLM nos pulmões, SOD-3 está localizada na matriz extracelular e parece 

desempenhar um papel importante na proteção contra a fibrose pulmonar (Fattman, Chang et 

al., 2003; Petersen, Oury et al., 2004). No presente estudo, camundongos C57BL/6 não 

mostraram apenas a diminuição da atividade da SOD, mas também apresentaram diminuição 

na expressão da SOD-3 no pulmão. A diminuição da atividade da SOD observada em 

camundongos C57BL/6 21 dias após a administração de BLM, poderia ser resultado da sua 

inativação por oxidantes. Como os níveis de nitrito foram mostrados aumentados em 

camundongos C57BL/6, o anion superóxido O2, pode ter sido convertido em peroxonitrito 

(ONOO
-
), visto que esta reação é feita em uma constante de velocidade 3,5 vezes mais rápida 

que a dismutação do O2
-
 pela SOD (Sandstrom, Carlsson et al., 1992; Dweik, 2005) . Além 

disso, nossos dados sugerem que o aumento tanto da expressão quanto da atividade de SOD 

podem estar associados à resistência BALB/c a fibrose pulmonar. 

Ao contrário da SOD, a atividade da CAT diminuiu no pulmão de todos os grupos após 

a administração de BLM, enquanto a expressão aumentou apenas em camundongos C57BL/6. 

Os dados atuais sugerem que, devido à atividade reduzida da SOD, níveis menores de H2O2 

são produzidos, portanto, afetando diretamente a atividade da CAT, embora a expressão desta 

enzima tenha sido maior em camundongos C57BL/6. Além disso, com a redução a atividade 

de GPx prejudica a proteção dos fosfolipídios da membrana, também resultando em 

peroxidação lipídica, como observado nos camundongos C57BL/6.  

Estudos têm mostrado que a diminuição do INF-γ está envolvida com a ativação de 

fibroblastos, conseqüentemente, aumentando da deposição de matriz extracelular, que leva ao 

aumento da resistência das vias aéreas em pacientes com fibrose pulmonar idiopática 

(Ziesche, Hofbauer et al., 1999; Segel, Izbicki et al., 2003). No presente estudo, a fibrose 

pulmonar em camundongos C57BL/6 foi associada com redução dos níveis de INF-γ e 

aumento dos níveis de OH-prolina. Além disso, camundongos C57BL/6 apresentaram 

comprometimento da função pulmonar, com aumento da elastância e resistência pulmonares, 
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provavelmente devido ao aumento da deposição de matriz extracelular em pulmões (Faffe e 

Zin, 2009). 

No presente estudo, a administração de BLM também foi capaz de induzir a fibrose 

pulmonar com aumento de hidroxiprolina em camundongos DBA/2. Embora as atividades de 

SOD e CAT apresentaram-se reduzidas, a ausencia de peroxidação lipídica foi observado 

provavelmente devido à elevação da atividade da GPx nesses camundongos. Além disso, 

camundongos DBA/2 não apresentaram alteração nos parâmetros de mecânica ventilatória, 

embora a quantificação histológica mostrou claros indícios da fibrose pulmonar. Estudos 

anteriores demonstraram que uma única dose de BLM é capaz de induzir fibrose reversível 

em camundongos DBA/2, enquanto doses múltiplas, fibrose persistente e prolongada (Chung, 

Monick et al., 2003). Os resultados sugerem que os camundongos DBA/2 podem estar num 

estágio inicial de resolução da FP onde os componentes elásticos do parênquima pulmonar 

foram preservados, como descrito por Monoury et. al., onde a mecânica pulmonar não é 

alterada 21 dias após administração de BLM (Manoury, Nenan et al., 2006).  

Os resultados mostram também que em camundongos BALB/c, a FP não se 

desenvolveu, nem apresentou peroxidação lipídica, nem alterou os níveis de IL-6, IFN-γ e 

parâmetros de mecânica pulmonar. Embora os níveis de fator de crescimento transformado 

beta (TGF-β) não foram mensurados nesse estudo, a falta de qualquer sinal de fibrose em 

camundongos BALB/c pode estar relacionada com a manutenção dos níveis de IFN-γ nesses 

camundongos. As células T Natural Killer (NKT) liberam IFN-y. O IFN-y é capaz de 

diminuir a produção de  TGF-β, sendo este processo importante para a prevalência de FP em 

camundongos (Kim, Kim et al., 2005).  

Como a SOD atua como a primeira linha de defesa antioxidante em sistemas orgânicos 

(Kaarteenaho-Wiik e Kinnula, 2004), as atividades de CAT e de GPx provavelmente foram 

reduzidas em camundongos BALB/c devido à ausência de substratos (principalmente H2O2). 

As EROs bem como o TGF-β estão relacionados com a diferencialação irreversível de 

miofibroblastos a partir de fibroblastos via NADPH oxidase (Hecker, Vittal et al., 2009; 

Amara, Goven et al., 2010).  

Camundongos BALB/c apresentam um número significativamente reduzido de 

miofibroblastos, resultando em uma produção ineficiente de colágeno após processo de reparo 

de feridas (Cardoso, Mendes et al., 2009). Isto pode, em parte, explicar, o fato de que, mesmo 

após administração da BLM, os camundogos BALB/c não desenvolveram FP. 

Além disso, a SOD tem sido descrito como uma enzima chave no processo de fibrose 

pulmonar induzida por BLM, como já foi demonstrado pela administração intratraqueal ou 
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inalada de um conjugado de fosfatidilcolina SOD (SOD-PC: superóxido dismutase 

lecitinizada) que reduziu a deposição de colágeno nos pulmões camundongos após a 

administração de BLM (Tanaka, Ishihara et al., 2010). Portanto, nossos resultados indicam 

que tanto a expressão quanto a atividade de SOD parecem desempenhar um papel central na 

prevalência de fibrose pulmonar induzida por BLM como indicado pela manutenção de 

ambos atividade da SOD e expressão em camundongos BALB/c.  

Os presentes resultados mostraram que os níveis de MDA foram reduzidos em 

camundongos BALB/c após administração de BLM. Como as EROs, principalmente H2O2, 

têm sido implicadas no aumento da morte celular nos pulmões de ratos submetidos fibrose 

pulmonar induzida por BLM (Kasper e Barth, 2009; Tanaka, Ishihara et al., 2010), os 

resultados apresentados parecem indicar uma baixa susceptibilidade dos camundongos 

BALB/c para o dano oxidativo as células pulmonares.  

A BLM induziu fibrose pulmonar nos camundongos C57BL/6 e DBA2, mas não nos 

camundongos BALB/c. Apesar do padrão histológico entre o C57BL/6 e o DBA/2 estarem 

semelhantes, a mecânica pulmonar foi particularmente afetada nos camundongos C57BL/6. 

Mesmo que os camundongos DBA/2 e BALB/c tenham resposta Th2, o equilíbrio redox, 

principalmente com o aumento da SOD, parecem favorecer a resistência a fibrose pulmonar 

em camundongos BALB/c.  
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Figura 16 - Esquema do resumo dos principais achados no estudo. Possível papel da SOD 

sobre resistência a fibrose pulmonar induzida por BLM em camundongos BALB/c (Imagem 

de própria autoria). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Os resultados apresentados colocam o equilíbrio redox como um importante ponto a 

ser considerado nas diferentes populações que apresentam fibrose pulmonar e abre uma nova 

discussão sobre a relação entre a inflamação, o perfil genético e o equilíbrio redox. Assim, 

nossos resultados sugerem que a determinação fibrose pulmonar está associado não apenas a 

resposta Th1, mas também com a atividade da SOD e a expressão da SOD-3 em 

camundongos C57BL/6 e DBA/2.  
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