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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

EFEITO DE TERAPIAS ANTI-TNF- SOBRE A RESPOSTA INFLAMATÓRIA PULMONAR 

CRÔNICA INDUZIDA POR SÍLICA EM CAMUNDONGOS

RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Bianca Torres Ciambarella

A silicose é uma doença de caráter ocupacional, desencadeada pela inalação de partículas de 
sílica e associada à participação de uma ampla gama de mediadores. O TNF- é uma citocina 
pleiotrópica, que apresenta forma transmembranar (mTNF-) e solúvel (sTNF-), envolvidas
em diversas doenças de caráter inflamatório. No presente estudo avaliamos o efeito de 
terapias neutralizantes de TNF-, incluindo a inibição de geração com o composto 
talidomida, e o bloqueio da ação com o anticorpo infliximabe (Remicade®), no modelo de 
silicose experimental murina. Foi também testado o composto  XPro 1595, um inibidor 
seletivo do sTNF-. Camundongos Swiss-Webster apresentaram, 28 dias após instilação 
intranasal de sílica (10 mg), comprometimento da função pulmonar (aumento de resistência e 
elastância), além de hiper-reatividade à estimulação com metacolina. A análise morfológica e 
morfométrica revelou intenso infiltrado inflamatório com a presença de fibrose, incluindo 
aumento na deposição de colágeno e formação de granulomas dispersos no parênquima 
pulmonar. Vimos, também, aumento na produção de citocinas (TNF-, INF-, IL-1, IL-6, 
TGF-) e quimiocinas (MCP-1, MIP-1 e MIP-2) no tecido pulmonar de camundongos 
silicóticos comparados aos animais controles. Aumento de células positivas para F4/80 e -
actina de músculo liso (-SMA) foi detectado, indicando a presença de macrófagos e 
miofibroblastos, respectivamente, no pulmão dos animais silicóticos. O tratamento terapêutico 
com talidomida (25 e 50 mg/kg, v.o.), infliximabe (1,25 mg/kg; i.p.), e com o composto XPro 
1595 (10 mg/kg; i.p.), mostrou-se efetivo em reduzir parâmetros importantes do quadro 
silicótico tais como: i) comprometimento da função pulmonar (aumento de resistência e 
elastância); ii) componente inflamatório e fibrogênico (deposição de colágeno e formação de 
granuloma); iii) geração de citocinas inflamatórias/prófibróticas; e iv) presença de células 
positivas para F4/80 e -SMA. De forma complementar, verificamos que o tratamento com 
infliximabe e com XPro 1595 foi também capaz de reduzir a ativação/translocação para o 
núcleo do fator de transcrição NF-B no pulmão de camundongos silicóticos. Em sistemas 
biológicos in vitro, vimos que macrófagos alveolares murinos (linhagem AMJ2C11) quando 
incubados com talidomida, infliximabe e XPro 1595 apresentaram diminuição da geração de 
TNF- frente à estimulação com sílica (300 g/mL), sem alteração da taxa de viabilidade 
celular. No sistema de fibroblastos pulmonares, provenientes de camundongos silicóticos, 
houve redução da resposta proliferativa frente à estimulação com IL-13 (10 - 40 ng/mL) e 
TNF- (1 ng/mL). Os três compostos testados não apresentam efeito supressor sobre a 
produção de IL-8 por células epiteliais pulmonares (linhagem A549) estimuladas com IL-1
(1 ng/mL). Tomados em conjunto, nossos resultados mostram que o tratamento de 
camundongos silicóticos com compostos neutralizantes da geração ou da ação do TNF-
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foram eficazes em inibir o comprometimento da função pulmonar e a resposta fibrogênica 
associadas ao quadro da silicose experimental murina, o que é indicativo de que o TNF-
constitui um alvo terapêutico importante no contexto desta doença. Mais ainda, mostramos de 
maneira original que a forma solúvel do TNF- se coloca como de potencial relevância no 
que tange a terapia de doenças inflamatórias de caráter fibrótico como a silicose.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

EFFECT OF ANTI-TNF- THERAPY IN CHRONIC LUNG INFLAMMATORY RESPONSE 

INDUCED BY SILICA IN MICE.

ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Bianca Torres Ciambarella

Silicosis is an occupational disease, triggered by silica particle inhalation and is 
associated with a wide range of mediators. TNF- is a pleiotropic cytokine, which is 
presented as transmembrane (mTNF-) and soluble (sTNF-) forms, appearing to be 
involved in several diseases of inflammatory nature. In the present study we evaluated the 
effect of TNF-neutralizing therapies, including both inhibition of its generation by 
thalidomide and blockade of its action by the monoclonal antibody infliximab (Remicade®) 
on the experimental model of silicosis in mice. The selective inhibitor of sTNF- XPro 1595,
was also tested. Swiss-Webster mice showed lung function failure (increased resistance and 
elastance) and hyperreactivity to methacholine aerosolization. Morphological and 
morphometric analyses revealed an intense inflammatory infiltrate and fibrosis, including 
increased collagen deposition and granulomas present spread in the lung parenchyma. 
Elevation in the levels of cytokines (TNF-, IFN-, IL-1, IL-6, TGF-) and chemokines 
(MCP-1, MIP-1 and MIP-2) in the lung tissue of silicotic mice was also detected as 
compared to controls. The number of positive cells for F4/80 and -smooth muscle actin 
(SMA) was shown to elevated in the lungs of silicotic mice, indicating the presence of 
macrophages and myofibroblasts, respectively. Therapeutic treatment with thalidomide (25 
and 50 mg/kg, po), infliximab (1.25 mg/kg, ip) and compound XPro 1595 (10 mg/kg, ip) 
inhibited important parameters of silicosis such as: i) lung function impairment (increased 
resistance and elastance), ii) and inflammatory and fibrogenic components (collagen 
deposition and granuloma formation); iii) cytokine/chemokine generation and iv) presence of 
F4/80 and -SMA positive cells. In addition, we noted that infliximab and XPro 1595 were 
also able to reduce nucleus transcription factor NF-B activation/translocation in lung tissue 
of silicotic mice. We showed in vitro that murine alveolar macrophages (AMJ2C11 cell 
lineage) when incubated with thalidomide, infliximab and XPro 1595 responded with lower 
levels of TNF- after silica (300 g/mL) stimulation. No alteration of cell viability was noted. 
In the case of lung fibroblasts from silicotic mice, stimulated with IL-13 (10 - 40 ng/ml) and 
TNF- (1ng/ml), we showed that reduced proliferative response occurred after incubation 
with thalidomide, infliximab and XPro 1595. The three compounds have no effect on IL-8 
production by human lung epithelial cells (A549) stimulated with silica (300 g/ml). Taken 
together, our findings show that treatment of silicotic mice with anti-TNF- therapy, either 
inhibiting its generation or blocking its activity, was effective to suppress ling function failure 
and fibrogenesis associated with murine experimental silicosis, which is an indicative that 
TNF- is an important therapeutic target in this disease. In addition, we showed for the first 
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time that the soluble TNF seems to be a potential therapeutic target in the case of lung fibrotic 
diseases such as silicosis.
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Classe A);

SEK-1 - stress-activated protein 1 (Proteína quinase ativada por estresse 1);

SODD – Silencer of death domains (proteína silenciadora do “domínio de morte”);

SR – Scavenger receptor;

SRCL - Scavenger receptor with C-type lectin (Receptor “Scavenger” com Lecitina tipo C);

sTNF- – TNF- solúvel;

TACE - TNF Converting Enzime (Enzima conversora de TNF-);

TAK-1 – Transforming growth factor- activated kinase-1 (Quinase ativada por TGF-1);

TGF-1 ��- Transforming growth factor beta 1 (Fator Transformador de crescimento beta 

1);

Th17 – T helper 17 (linfócito T auxiliar 17);

TIMP-1 - Tissue inhibitor of metalloproteinases (Inibidor de metaloprotease de tecido);

TNFR – Tumor Necrosis Factor Receptor (Receptor de Fator de Necrose Tumoral);

TNFR-/- – Deficientes para o receptor de TNF;

TNF- – Tumor Necrosis Factor – alpha (Fator de Necrose Tumoral- alfa);

TRADD – Tumor Necrosis Factor Receptor 1-Associated Death Domain Protein (Proteína do 

Domínio de Morte Associado ao Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral);

TRAF – TNF receptor-associated factor (Fator Associado ao Receptor de TNF);

VCAM-1 - Vascular cell adhesion molecule 1 (Molécula de adesão de célula vascular 1);
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VEGF - Vascular Endothelial Cell Growth Factor (Fator de crescimento de célula endotelial 

vascular);

-SMA – -Smooth muscle actin (actina de músculo liso do tipo );
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1 – Introdução

O pulmão é um órgão vital para a sobrevivência do ser humano, pois permite a 

eliminação de metabólitos da respiração celular e a biodisponibilidade de oxigênio para o 

metabolismo celular, através da troca gasosa. No início, Galeno (129 – 200, D.C.) acreditava 

que a troca gasosa era realizada no coração, onde o sangue passava do ventrículo direito para 

o esquerdo através de micro-poros e no ventrículo esquerdo ele se misturaria com o ar para 

formar o “espírito vital”. Entretanto, foi somente em 1628 que Willian Harvey (1578 – 1657), 

baseado no trabalho de Ibn al-Nafis (1210 – 1288), demonstrou que o sangue passava do 

ventrículo direito para a artéria pulmonar, passando pelos pulmões e retornando para o 

coração através das veias pulmonares (1). Dessa forma, qualquer alteração na composição e 

estrutura pulmonar compromete a sua principal função e consequentemente a qualidade de 

vida do paciente. Neste contexto, insere-se a silicose que é uma doença inflamatória 

pulmonar, de caráter ocupacional. Ela ocorre devido à inalação de poeira contendo partículas 

de sílica cristalina. O depósito destas partículas no parênquima pulmonar é capaz de ativar 

células residentes e desencadear um processo inflamatório com excessiva produção de 

quimiocinas e citocinas que culmina em deposição de colágeno e formação de granulomas, 

comprometendo, assim, a função pulmonar. Dentre as citocinas envolvidas nesse processo 

encontra-se o TNF-, uma citocina pleiotrópica, pró-inflamatória gerada por diversos tipos 

celulares que participa na formação do granuloma e depósito de colágeno, através da ativação 

de células do sistema imunológicos e estruturais como macrófagos e fibroblastos, 

respectivamente.

1.1 – Sistema respiratório humano

O sistema respiratório tem como principal função permitir a troca gasosa entre o meio 

ambiente e o sangue, garantindo níveis de oxigênio adequados à sobrevivência celular. Por 

estar em contato constante com o ar não-estéril do ambiente ele também funciona como uma 

barreira primária contra patógenos, a partir da ativação da imunidade inata. Para completar, o 

pulmão, ainda pode desempenhar um papel importante no mecanismo da fala, na filtração de 

microtrombos (provenientes de veias sistêmicas); no metabolismo de peptídeos, 

neurotransmissores e de fármacos, seja inalatório ou sistêmicos (2). Em humanos o pulmão 

direito está dividido em 3 lobos por fissuras transversas e oblíquas (superior, médio e inferior) 

e o esquerdo em 2 lobos divididos por uma fissura oblíqua (superior e inferior), separado pela 
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língula (2-4). Para desempenhar essas funções, há um sistema que comporta e conecta 

diferentes estruturas. Didaticamente, o sistema respiratório está dividido em duas principais 

regiões: i) porção condutora, que por sua vez divide-se em trato respiratório superior (nariz, 

faringe e laringe) que possui como principal função filtrar, aquecer e umidificar o ar inalado, e 

trato respiratório inferior (traquéia e brônquios principais). Os brônquios principais ao 

penetrarem nos pulmões dirigem-se para baixo e para fora e ao se ramificarem dão origem aos 

brônquios lobares ou de segunda ordem. As ramificações seguintes de 3ª e 4ª gerações são 

chamadas de brônquios segmentares. A continuidade das divisões forma estruturas cada vez 

menores que dão origem a uma estrutura ainda mais complexa que são os brônquios pequenos 

(5ª – 11ª gerações), que podem chegar a 1 mm de diâmetro. A partir da 12ª geração os 

brônquios pequenos se transformam em bronquíolos terminais, que por sua vez, dão origem 

aos bronquíolos respiratórios (primeira geração que possuem alvéolos em sua parede) que 

marcam, então, o início da segunda região, ii) a porção respiratória, constituída por ductos 

alveolares, sacos alveolares e alvéolos (23ª geração) que compõem no seu todo o parênquima 

pulmonar (2,4-5). É na porção respiratória onde ocorre a principal função dos pulmões - a 

troca de O2 e CO2 entre os gases alveolares e o sangue.

Cada região possui composições celulares diferenciadas, a porção que vai da traquéia 

até os bronquíolos respiratórios é revestida pelas células epiteliais colunares ciliares, células 

caliciformes e as glândulas submucosas, que são responsáveis pela depuração mucociliar e 

produção de muco. Na junção entre os bronquíolos e os alvéolos encontram-se as células não 

ciliadas de clara, responsáveis pela produção de surfactante. Já as células que formam os 

ductos alveolares e alvéolos são chamadas de pneumócitos tipo I, que são responsáveis pela 

formação da membrana alvéolocapilar e são relativamente desprovidas de organelas, e os 

pneumócitos tipo II, se encontram principalmente na junção entre os alvéolos. Estas células 

possuem núcleos grandes e microvilos e ainda contém corpos lamelares osmiofílicos 

estriados, responsáveis por armazenar o surfactante produzido pelas mesmas (2). 

1.1.1 – Sistema respiratório em roedores 

A utilização de animais de experimentação, com especial ênfase em roedores, possui

ampla aplicação na pesquisa básica de forma a permitir que sejam respondidas diversas 

questões, dentre elas, o estudo de eficácia, segurança farmacológica e toxicológica de 

fármacos recém sintetizados. Estes estudos são necessários para descrever os efeitos adversos 
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do fármaco, assim como proteger os participantes da triagem clínica (6). Para isso, é 

necessário um conhecimento aprofundado da fisiologia destes animais. No caso de 

camundongos, animais utilizados no presente estudo, o pulmão possui capacidade total com 

cerca de 1 mL. Estes animais também possuem 2 pulmões, onde o direito divide-se em 4 

lobos (superior, médio, inferior e pós-cava) e o esquerdo não possui divisão (7). Em 1996, 

Valarius (8) descreveu que o calibre dos brônquios de roedores é inversamente proporcional 

ao seu tamanho, ou seja, o diâmetro relativo do brônquio central diminui de acordo com o 

aumento do volume pulmonar e do peso corporal do roedor, e conseqüentemente, a resistência

das vias aéreas era reduzida e a freqüência respiratória aumentada. Em camundongos, o 

desenvolvimento das vias aéreas diverge dos humanos, pois dá-se de forma monopodial,

iniciando-se a partir da ramificação da traquéia formando os brônquios principais e em 

seguida, dividindo-se para formar os lobos direito e esquerdo do pulmão. Nesses animais não 

é possível a identificação de brônquios e bronquíolos, pois os mesmos não possuem 

cartilagem e os bronquíolos terminais geralmente dividem-se nos ductos alveolares. (9). 

Além da diferença de proporção entre o calibre (diâmetro) das vias aéreas de camundongos e 

humanos, os camundongos possuem cerca de 4-6 ramificações a menos que os humanos e, o 

parênquima representa 18% do volume total do órgão, 6% a mais que em humanos (12% do 

volume total do pulmão). Todavia, camundongos possuem alvéolos de tamanho reduzido, o 

que implica em diminuição da superfície para troca gasosa (7,9) e conseqüentemente na 

necessidade de uma freqüência respiratória acelerada como forma de manter a homeostasia.   

1.2 – Mecânica pulmonar

O mecanismo de ventilação consiste na caixa torácica, músculos intercostais, 

diafragma e componentes elásticos e colágenos dos pulmões, importante para a 

movimentação do órgão. A troca gasosa que ocorre nos pulmões através da difusão do ar do 

meio externo para o interno e vice-versa é dependente de dois processos iniciais: a inspiração 

e a expiração. Para que ocorra a inspiração o diafragma se contrai através de estímulos nos 

nervos frênicos e tensiona para baixo (aproximadamente 1,5 cm quando a respiração é 

tranquila e entre 6 a 7 cm durante a respiração profunda) a superfície inferior dos pulmões. 

Simultaneamente, os músculos intercostais internos paraesternais que conectam o esterno 

inferior as costelas são inclinados para baixo e para frente. Este movimento faz com que as 

costelas e o esterno afastem-se para fora (ação em alça de balde) e para frente (ação de 
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bombeamento), respectivamente. Aumentando o diâmetro ântero-posterior do tórax e dessa 

forma, a pressão alveolar diminui e os alvéolos se expandem gerando um gradiente de pressão 

entre a boca e os alvéolos, fazendo com que o ar entre nos pulmões (2,4). A expiração

geralmente é um processo passivo, onde ocorre a retração dos tecidos distendidos e a 

liberação da energia armazenada devido a inspiração. Porém, na expiração forçada, os 

músculos abdominais, oblíquo interno e externo e o músculo transverso do abdome ao 

contraírem, empurram o diafragma para cima. De forma semelhante, os músculos intercostais 

internos paraesternais tracionam as costelas para cima e para dentro, diminuindo o volume 

torácico e conseqüentemente aumentando a pressão intrapleural e alveolar, expulsando o ar de 

dentro dos pulmões (2,4).

O controle da respiração ocorre de duas formas complementares: a) o primeiro se dá

através do controle químico da ventilação que é realizado através de quimioreceptores 

(centrais e periféricos, localizados fora do pulmão) que detectam as pressões parciais de CO2

e O2, assim como o pH arterial. O quimioreceptor central está localizado na superfície 

ventrolateral da medula oblongata (bulbo) e é sensível à concentração de CO2 e ao pH do 

líquido cerebrospinal, porém não responde à pressão parcial de O2 e não é diretamente afetado 

pelo pH sanguíneo. Já os quimioreceptores periféricos localizam-se dentro dos corpos 

carotídeos e aórticos, são sensíveis à diferença de pressão parcial de CO2 e O2, assim como à 

variação da concentração de H+ (2); b) o segundo controlador da respiração regula a 

ventilação através de neurônios localizados na ponte e na medula oblongata, chamados de 

centros respiratórios. Os neurônios localizados na ponte possuem 3 funções principais: i) 

gerar potenciais de ação que resultam em impulsos nervosos no diafragma e músculos 

inspiratórios; ii) exercer efeito excitatório sobre a área inspiratória do bulbo, prolongando o 

potencial de ação e iii) inibir a inspiração, dessa forma, regular o volume da inspiração e, 

conseqüentemente a freqüência respiratória (4,10). Na medula oblongata, encontra-se o grupo 

respiratório dorsal, neurônios responsáveis pela inspiração através da recepção de estímulos 

de quimiorreceptores centrais e periféricos, ou seja, são responsáveis pelo ritmo básico da 

ventilação (2,4).

Além desses dois controles principais da respiração, temos também a participação de 

neurônios motores do córtex que medeiam o controle voluntário da respiração, sendo capazes 

de induzir a hiperventilação e reduzir à metade a pressão parcial de CO2. Concomitantemente, 

o sistema límbico e o hipotálamo podem influenciar a freqüência respiratória (2,4).
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A troca de gases é realizada através do processo de difusão passiva e é regida pela lei 

de Fick, onde a velocidade de transferência do gás através de um tecido é inversamente 

proporcional à espessura do tecido e proporcional a área desse tecido assim como, à diferença 

de pressão parcial entre os dois ambientes. A velocidade de transferência é proporcional à 

solubilidade do gás e inversamente proporcional a raiz quadrada do peso molecular, o que 

significa dizer que o O2 se difunde 20 vezes mais devagar que o CO2, pois sua solubilidade no 

líquido é bem menor, apesar de pesos moleculares parecidos (2,4). Como o pulmão de um 

indivíduo adulto possui cerca de 300 milhões de alvéolos e com espessura entre 0,2 μm e 0,3 

μm, garante o ambiente ideal para que essa difusão ocorra. Entretanto, entre os fatores que 

podem influenciar na troca gasosa, devem ser levados em consideração: a Lei de Henry que 

considera a necessidade da molécula a ser difundida não reagir com o líquido, onde a 

concentração parcial de um gás é proporcional a concentração do gás no líquido, permitindo 

que a molécula se desloque em direção ao líquido e o peso molecular de cada gás. 

É na membrana alvéolo-capilar, formada pelo epitélio alveolar e o endotélio capilar, 

que o processo de difusão ocorre. Nesta, o oxigênio proveniente do ar inspirado e que chega 

aos sacos alveolares, e o gás carbônico proveniente do metabolismo celular que circulam pelo 

capilar, difundem-se dos capilares para a corrente sanguínea ou vice-versa de forma 

dependente de um gradiente de concentração e pressão. A troca gasosa é limitada por dois 

fatores: a perfusão, onde a absorção de um gás é dependente do fluxo sanguíneo do capilar 

pulmonar e a difusão, onde a troca gasosa é limitada pela propriedade de difusão da barreira 

hematogasosa. Ao atingirem a circulação sanguínea, tanto o O2 quanto o CO2 necessitam 

serem transportados devido a sua baixa capacidade de dissolução no sangue. Enquanto o 

oxigênio pode ser carregado dissolvido no sangue ou acoplado com a hemoglobina presente 

nas hemácias (1,34 mL de oxigênio/hemoglobina), o gás carbônico também pode ser carreado 

na forma de bicarbonato (~60% do CO2 é carreado dessa forma) (2,4).

1.2.1 – Receptores Pulmonares

Além dos quimioreceptores centrais e periféricos que atuam no controle da ventilação, 

também podemos citar outros receptores que atuam no processo da fisiologia respiratória e 

auxiliam na geração de uma resposta física frente à um estímulo. Dentre eles podemos citar:
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Receptores de estiramento: Possuem como principal função controlar a capacidade de 

insuflação do pulmão, evitando que a respiração seja muito profunda e a freqüência 

respiratória baixa (lenta), e assim, atrasando o ciclo seguinte. Esses receptores localizam-se 

principalmente na musculatura lisa da parede brônquica;

Receptores irritantes: Respondem pela indução da tosse, hiperpnéia, constrições de 

brônquios e laringe, respirações e suspiros profundos, são estimulados por gases e poeiras 

irritantes, como a fumaça de cigarro e a partícula de sílica. Eles se localizam por toda a 

extensão das vias aéreas, entre as células epiteliais;

Proprioceptores: Responsáveis pela adaptação da respiração frente ao aumento de 

carga. Estão envolvidos na sensação de dispnéia quando é necessário grande esforço 

respiratório para movimentar os pulmões e a parede torácica, como ocorre no caso de doenças 

pulmonares obstrutivas crônicas (por exemplo, a asma). São capazes de regular o volume 

corrente e a freqüência respiratória até atingir valores ideais. Esses receptores estão 

localizados nos órgãos tendinosos de Golgi, fusos musculares e articulações costovertebrais 

dos músculos respiratórios;

Receptores de dor e temperatura: Causadores de breves períodos de apnéia, seguida de 

hiperventilação quando estimulados. Assim como o aumento da temperatura também pode 

levar a hiperventilação por ativação destes receptores;

Receptores nasais e de vias aéreas superiores: Similares aos receptores irritantes que 

respondem a estímulos químicos e mecânicos, levando a broncoconstrição, tosse e espirros. 

Geralmente localizam-se no nariz, nasofaringe, laringe e traquéia;

Barorreceptores arteriais: São responsáveis pela depressão da respiração quando 

estimulados. Estão situados nos seios carotíco e na parede da aorta e o aumento da pressão 

sanguínea arterial gera hipoventilação reflexa;

Dentro do mecanismo da respiração e conhecendo a fisiologia pulmonar, devemos 

considerar a função pulmonar como um fator importante, pois ela determina quais são as

condições reais fisiopatológicas do pulmão através de dois parâmetros principais: i) a 

resistência das vias aéreas e ii) a elastância do parênquima pulmonar (4).
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1.2.2 – Resistência das vias aéreas

A resistência pulmonar total é a soma da resistência do tecido pulmonar, que 

normalmente representa 10% da resistência pulmonar total, e a resistência das vias aéreas

(11). A resistência das vias aéreas é calculada através da soma da resistência de cada via aérea 

e varia de acordo com o tamanho, a freqüência respiratória, o volume pulmonar e o fluxo de 

ar. Dessa forma, como descreve a equação de Poiseuille, a resistência é inversamente 

proporcional a quarta potência do raio, neste caso, das vias aéreas. Isto significa dizer que 

quanto maior o raio, menor a resistência (4,7,11). 

Assim, vários fatores influenciam a resistência das vias aéreas, como por exemplo, a 

característica do fluxo de ar e a freqüência respiratória. Neste caso, o aumento da frequência 

respiratória diminui a resistência das vias aéreas. Um fluxo de ar turbulento, como encontrado 

em vias aéreas superiores, ou seja, de alto calibre (Ex.: traquéia, brônquios e bifurcações dos 

brônquios), em conjunto com o aumento do volume de ar confere um aumento da resistência 

das vias aéreas quando se compara com as vias aéreas inferiores, (Ex.: bronquíolos 

respiratório) que apresentam fluxo de ar laminar (4,11). 

Sendo assim, podemos definir a resistência das vias aéreas como a diferença de 

pressão entre os alvéolos e a entrada de ar, dividida pela taxa de fluxo de ar. Em humanos, a

mensuração da resistência das vias aéreas é realizada até a sétima geração da árvore 

brônquica, uma vez após este nível os valores brutos da resistência são insignificantes

(4,7,11). No caso de camundongos, por exemplo, a existência de vias aéreas menores, faz com 

que o fluxo de ar seja laminar.

Alterações da resistência das vias aéreas estão geralmente associadas à alteração do 

calibre das mesmas, dessa forma, a excessiva produção de muco e consequente deposição nas 

vias aéreas, assim como a presença de granulomas pressionando as vias aéreas levam à 

diminuição do calibre das mesmas e aumentam os índices de resistência pulmonar (4,11-12).

1.2.3 – Elastância

As propriedades elásticas do pulmão conferem ao mesmo a capacidade de distensão, 

que permitirá a entrada do ar inspirado, e retração, que tem como função expelir o ar de 

dentro dos pulmões. A capacidade de estiramento pulmonar que corresponde a variação de 
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volume pulmonar por unidade de variação da pressão transpulmonar (diferença de pressão 

entre o lado interno e externo do pulmão) é denominada complacência pulmonar. Esta 

propriedade é normalmente avaliada através da complacência dinâmica que é a diferença 

entre o volume pulmonar e a pressão esofagiana no final da inspiração e da expiração, onde os 

pulmões estão aparentemente em sua fase estacionária (2,4,11).

Outra forma de avaliar as propriedades elásticas essenciais do pulmão para que ocorra 

a ventilação se dá através da elastância, que é definida como o inverso da complacência, dessa 

forma, é definida como a reatância do parênquima pulmonar à entrada do ar atmosférico 

(13,14). De forma semelhante à complacência, para obterem-se os valores de elastância 

durante a respiração normal, são considerados os parâmetros de pressão transpulmonar e o 

volume de ar mobilizado. As alterações nos valores referenciais deste parâmetro estão 

relacionadas ao desenvolvimento de doenças pulmonares. Elevados níveis de elastância estão 

relacionados ao aumento no conteúdo de tecido fibroso, como por exemplo, com o depósito 

excessivo de colágeno na fibrose intersticial difusa e nas pneumoconioses, que restringem os 

alvéolos de inflarem-se. Por outro lado, em doenças como o enfisema pulmonar que se 

caracteriza por um processo de lesão e destruição do parênquima pulmonar, verificam-se 

valores reduzidos de elastância devido a quebra de fibras elásticas do pulmão por enzimas 

como metaloproteases de matriz (4,13,15).

Além dos fenômenos citados anteriormente, outras situações podem alterar a função 

pulmonar de um indivíduo, como é o caso da hiper-reatividade das vias aéreas (16).

1.2.4 – Hiper-reatividade das vias aéreas

Nas doenças pulmonares podemos observar freqüentemente alterações das vias aéreas 

que podem induzir o fenômeno de hiper-reatividade, que consiste em uma resposta de 

contração excessiva do músculo liso das vias aéreas causado por um estímulo que, em geral,

causaria pouca ou nenhuma resposta contrátil da musculatura lisa em condições de 

homeostasia (14). A hiper-reatividade é caracterizada por dois componentes principais: i) a 

sensibilidade, que está relacionada à concentração mínima de um agente broncoconstrictor 

necessária para indução do broncoespasmo e a ii) reatividade, que consiste na alteração do 

calibre da via aérea conforme o aumento da concentração do agente broncoconstritor (11).
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Até o presente momento, dois tipos de hiper-reatividade das vias aéreas foram 

descritos: o primeiro reflete, pelo menos em parte, uma reação inflamatória crônica e é 

caracterizado por uma resposta persistente; o segundo está relacionado com uma inflamação 

aguda e ocorre de forma intermitente. O fenômeno de hiper-reatividade tem sido 

freqüentemente associado à ocorrência de doenças pulmonares de caráter inflamatório, como 

a asma brônquica, e/ou ainda com doenças de caráter inflamatório e ocupacional como as 

pneumoconioses (14,17). 

A natureza dos estímulos que levam à contração das vias aéreas pode variar bastante, 

entretanto existem dois tipos principais: i) e os estímulos que atuam de forma direta, como 

exemplos, as aminas vasoativas histamina e serotonina, que são capazes de se ligarem a 

receptores específicos presentes em células musculares lisas. Entretanto, a serotonina, atua 

ativando subtipos específicos de receptores membranares apenas em roedores; ii) os estímulos 

que atuam de forma indireta, como, por exemplo, antígenos, que podem agir estimulando 

alguns tipos celulares, como os mastócitos, a liberar mediadores capazes de induzir a 

contratilidade da musculatura lisa das vias aéreas. Este tipo de estímulo, ainda pode ser

gerado através de estímulos químicos, como adenosina monofosfato ou por estímulos que 

alteram o ambiente físico das células das vias aéreas, como, por exemplo, exercício, ar frio e 

hiperventilação (17,18). Ainda no contexto de mediadores indiretos, podemos chamar atenção 

para outra classe de mediadores farmacológicos que são utilizadas em testes de 

funcionalidade pulmonar. Eles são chamados de agonistas colinérgicos (metacolina, 

acetilcolina e carbacol) e atuam através da ligação a receptores específicos do tipo 

muscarínico presentes na superfície da membrana celular, gerando efeitos bronconstritores 

(19).  A ligação destes mediadores ao receptor do tipo M3, presente nas células musculares 

lisas das vias aéreas leva à ativação da proteína Gq, que por sua vez, libera a subunidade , 

que ativa fosfolipase C, responsável por liberar diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). 

O IP3 ao se ligar em seu receptor no retículo sarcoplasmático libera Ca+2 no citoplasma. O 

cálcio liberado favorece a formação do complexo cálcio-calmodulina, que ativa a cadeia leve 

de miosina quinase (MLCK) e através da fosforilação da cadeia leve de miosina, ocorre a 

ativação da miosina ATPase, como consequência, há a ligação da miosina à actina resultando 

no processo de contração muscular (16,20). Os receptores M1 e M2 também estão presentes 

nas vias aéreas atuam como agonistas broncoconstritores através da estimulação do gânglio

parassimpático e do nervo parassimpático terminal, respectivamente (21). De forma 

complementar, An e Fredberg (2007) revisaram que o mecanismo de estiramento da célula do 
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músculo liso através de flutuações de forças poderiam ativar RhoA e consequentemente a p38 

MAPK (14).

O processo de transdução de sinalização intracelular para a contração de músculo liso 

das vias aéreas também pode ocorrer de forma independente de cálcio, que ocorre 

principalmente através da inibição da cadeia leve de miosina fosfatase (MLCP), que é 

responsável por desfosforilar o segmento leve com 20 KDa (LC 20) e desativar a cadeia de 

miosina. Sua inibição permite que uma grande quantidade de LC 20 seja fosforilada após um 

determinado estímulo, aumentando a força de contração (20). As principais vias de inibição 

da MLCP é através da via de sinalização de RhoA/Rho quinase e da CPI-17, que fosforilam a 

subunidade de ligação da miosina da MLCP impedindo a desfosforilação da MLCK.

1.3 – Pulmão vs. Doença

O processo de inalação do ar descrito anteriormente também permite a exposição de 

diversos agente agressores incluindo patógenos, poluentes, substâncias antigênicas e outros 

xenobióticos. Além disso, o ambiente pulmonar quente e úmido, com ampla área de 

exposição, fornece condições ideais para a proliferação de microorganismos (2). Com a 

finalidade de manter sua integridade, indispensável ao fenômeno de trocas gasosas que se dá 

ao nível dos alvéolos e capilares, o pulmão no curso do processo evolutivo, manteve um 

sistema de detoxicação e de defesa particularmente adaptativos e eficazes. Nas narinas e na 

nasofaringe, encontramos algumas barreiras físicas, como pelos, cílios e muco, responsáveis 

por impedir que partículas iguais ou maiores que 10 μm penetrem nas vias aéreas inferiores. 

Apenas as partículas menores ou iguais à 5 μm são capazes de chegar a traquéia (2). Os cílios 

são estruturas alongadas existentes nas células epiteliais e possuem como principal função a 

remoção das partículas através de batimentos metacrônicos que permitem a movimentação do 

muco e partículas agregadas em direção a boca. Esse processo é denominado depuração 

mucociliar (2). O muco é constituído por glicoproteínas ricas em mucina (carboidrato 

responsável pela característica física, semelhante a um gel, do muco) e uma fase iônica 

solúvel, ambos produzido por células caliciformes, presentes no epitélio e glândulas 

submucosa e células epiteliais. Além disso, o muco possui outros fatores que também 

auxiliam na proteção pulmonar, como exemplos podemos citar antiproteases, como a 1-

antitripsina que é responsável pela inibição de proteases como tripsina e elastase produzidas 
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por bactérias e neutrófilos, e a proteína A do surfactante, que possui um papel importante 

sobre a tensão superficial e sobre a fagocitose por células do sistema imune (2).

Além das barreiras físicas, existem também células residentes que participam do 

combate a corpos estranhos, essas células são chamadas de macrófagos alveolares. Esses 

macrófagos são fagócitos mononucleares, do sistema imune inato, responsáveis pela 

fagocitose de microorganismos e partículas estranhas ao organismo. O material orgânico 

fagocitado costuma ser digerido enquanto o material inorgânico permanece sequestrado no 

interior da célula. Além da fagocitose, os macrófagos alveolares também são responsáveis 

pela depuração de proteínas do surfactante, atuam como célula apresentadora de antígenos e 

suprimem respostas imunes desnecessárias, através da produção de citocinas antiinflamatórias

como a IL-10. Apesar de todo o mecanismo de defesa descrito acima, as estruturas alveolares 

são bastante finas e com grande susceptibilidade a respostas de natureza inflamatória. Isto tem 

por conseqüência a ocorrência de uma ampla gama de doenças inflamatórias, que podem ser 

classificadas de uma maneira mais geral em obstrutivas e restritivas (2,5,10).

Nas doenças obstrutivas observa-se presença de edema peribrônquico, que altera a 

fisiologia pulmonar, levando ao aumento da resistência das vias aéreas ao fluxo de ar, em 

consequência de obstrução total ou parcial as vias aéreas. E ainda, no processo obstrutivo 

podem levar à contração do músculo liso brônquico e ao estreitamento das vias aéreas pela 

perda da tração radial devida à destruição do parênquima. Já nas doenças restritivas a 

expansão do pulmão é restringida devido a alterações no parênquima que repercutem na 

capacidade vital e na redução do volume pulmonar (2,23). No desenvolvimento da silicose, 

devido ao depósito de colágeno e, consequente formação dos granulomas no parênquima 

pulmonar observa-se inicialmente uma doença com características restritivas. Entretanto, em 

uma fase mais tardia com o avanço da doença e crescimento dos granulomas e, 

consequentemente, a coalescência dos mesmos, há uma pressão nas vias aéreas que obstrui o 

fluxo de ar caracterizando a silicose também como uma doença obstrutiva (24-27).

1.4 – Silicose

“A poeira, que é agitada e batida devido à escavação penetra na traquéia e nos 

pulmões e produz dificuldade em respirar.” Foram com essas palavras que Georg Agricola 

descreveu a silicose em 1556.  A silicose é uma doença pulmonar de caráter ocupacional 
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descrita desde a antiguidade, e é classificada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

como pneumoconiose, sendo esta, definida como pneumopatias relacionadas etiologicamente 

a inalação de poeira em ambientes de trabalho. A silicose é uma doença irreversível 

caracterizada por alveolite e fibrose difusa, sendo considerada uma doença restritiva, e por 

consequência apresenta redução da função pulmonar, principalmente nos parâmetros de 

elastância e resistência das vias aéreas (28). Ela é causada pela inalação de poeira contendo 

partículas de sílica cristalina, que está presente em cerca de 60% da crosta Terrestre. Apesar 

do empenho para eliminação da silicose, de acordo com a EODS (European Occupaional 

Disease Statistics), até 2001 a silicose era a sexta doença mais freqüente. E apesar de possuir 

métodos preventivos eficientes, não possui tratamento eficaz, portanto ainda é amplamente 

distribuída por todo o mundo, principalmente em países em desenvolvimento (29,30).

1.4.1 – Histórico e epidemiologia

Acredita-se que os primeiros casos de silicose provavelmente tenham surgido na idade 

da pedra, quando o homem começou a explorar a crosta Terrestre e a fabricar instrumentos. 

Porém, somente em aproximadamente 430 a.C., após a observação de mineiros, que 

Hipócrates descreveu as primeiras doenças pulmonares relacionadas atividades ocupacional. 

Em 1556, Georg , “Agrícola” (1494 – 1555) voltou a relatar a correlação entre doença 

pulmonar e à exposição à poeira. Em 1807, Visconti utilizou pela primeira vez o termo 

silicose para denominar a doença, devido à revolução industrial no século XVII, período o 

qual, ocorreu aumento da exposição à sílica e consequente elevação no número de casos de 

pacientes portadores de pneumoconioses, especialmente no setor metalúrgico. A partir de 

então, enfatizaram-se pesquisas com a finalidade de compreender os riscos profissionais e o 

desenvolvimento da doença em atividades como indústria de cerâmica, cortes de pedras e 

fundição (30-32). 

Durante a segunda Guerra Mundial, com o aumento de ocupação laboral em estaleiros, 

houve uma recrudescência de casos de silicose. Assim, no período pós-guerra tanto na Europa 

quanto nos Estados Unidos foram aprovadas leis severas referentes à saúde do trabalhador, 

como o estabelecimento dos níveis máximos de exposição às partículas de sílica pelos órgãos 

governamentais, resultando em uma significativa diminuição na prevalência dessa doença.

Como, ainda hoje, a sílica cristalina é utilizada em diversos processos industriais, mesmo com 

as medidas preventivas e os limites de exposição estabelecidos já foram observados casos de 
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bronquite industrial, hipersecreção de muco, decréscimo da função pulmonar e aumento da 

incidência de câncer (31-35). As ocupações que manipulam sílica amplamente distribuída 

pelo globo terrestre e com isso, a silicose é verificada de forma abrangente em todo o mundo. 

Os países desenvolvidos possuem menor incidência, uma vez que há conscientização das 

empresas e trabalhadores para o cumprimento dos atos preventivos e incentivo para a 

substituição de algumas operações. No entanto, nos países em desenvolvimento, onde as 

condições de trabalho são precárias e as exposições são pouco controladas, observam-se 

índices de incidência e prevalência significativamente superiores (35,36).

Dados estatísticos mostram que entre 1991 a 1995, na China, ocorreram mais de 

500.000 casos de silicose, com cerca de 6.000 novos casos e mais de 24.000 mortes a cada 

ano, a maioria entre trabalhadores de exposição prolongada (35). Entre 2001 a 2010, apenas 

na cidade de Guangzhou, na China, ocorreram 380 casos de doenças ocupacionais, destas, 

20% foram identificadas como pneumoconiose e 77,6% deles, eram silicose (37). Em 2010, 

Wang e Zhang relataram 23.812 novos casos de pneumoconiose distribuído por todo o País, 

destes 9870 casos eram de silicose (38).

No Vietnã a incidência de silicose é cerca de 90% de todas as doenças ocupacionais, 

Em 2003, Lan e colaboradores estimaram cerca de 40 a 350 mil trabalhadores expostos a 

poeira de sílica distribuídos em 61 províncias no País (39). Na Índia há uma prevalência de 

55% em gruposde trabalhadores de pedreiras de rochas sedimentárias de xisto, principalmente 

entre jovens. Athavale e colaboradores descreveram, em 2011, a incidência de 30,4% de 

silicose em trabalhadores de moinho de farinha com idade entre 22 e 75 anos que ficaram 

expostos por um período entre 6 e 45 anos, sendo 75% com exposição superiores a 10 anos

(40). Neste ano (2013), Jindal relatou aproximadamente 11,5 milhões de trabalhadores 

expostos a poeira contendo sílica distribuídos em atividades regulares ou não (41). Na África, 

em 2008, estimava-se que 2,7% da população estava empregada no setor de mineração (248). 

Na África do Sul, com a aprovação da lei “Miner’s Phthisis Allowance”, artigo nº 34 de 1911, 

houve um decréscimo de 480 mil trabalhadores em 1988 para aproximadamente 160 mil 

trabalhadores com silicose em 2006, onde a grande parte destes trabalhadores era residente de 

Moçambique e Lesoto (42).

Em 2003 nos Estados Unidos, a OSHA estimou aproximadamente 2 milhões de 

trabalhadores expostos à poeira de sílica cristalina, distribuídos em ocupações como indústria 

e construção (43,44). Apesar disso, em 2005, Yassin e colaboradores descreveram redução da 

quantidade de partícula de sílica suspensa no ambiente de trabalho no período entre 1988 e 
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2003 quando comparado ao período de 1979 a 1987, o que levou a redução no número de 

casos de silicose(45). No período que compreendeu os anos entre 1996 e 2006 houve cerca de 

750 novos casos de silicose relatados somente nos estados de Michigan e Nova Jersey. ainda 

hoje ocupações como produção industrial e construção continuam sendo a principal geradora 

de partículas de sílica livre (46,47). Entre 1968 e 2006 foram relatadas cerca de 16.650 mortes 

associada à silicose. Anualmente, aproximadamente 1140 trabalhadores a cada 9 milhões de 

habitantes morrem devido à silicose. Entretanto, esses índices apresentaram redução de 85% 

quando comparamos os períodos compreendidos entre 1968-1972 (1.034 mortes/ano) a 2002-

2006 (156 mortes/ano) (48).

Figura 1.1 – Estimativa de trabalhadores expostos a poeira contendo partícula de sílica 

cristalina no mundo.

No Brasil, a silicose é a pneumoconiose de maior prevalência, embora tenham 

ocorrido nítidas melhorias em alguns setores na última década após a implementação da 

Iniciativa de Eliminação da Silicose nas Américas em 1995 (acordo realizado entre a OMS, a 

OPAS, a OIT, o Chile, o Brasil e o Peru). Os dados disponíveis sobre a ocorrência da silicose 

no Brasil referem-se a alguns ramos de atividade em situações focais. Apesar da ocorrência de 

silicose ser relatada desde 1886, os primeiros estudos epidemiológicos foram realizados em 

1940 quando Teixeira e colaboradores observaram que dos 2.197 trabalhadores expostos à 

poeira de sílica em minas de ouro de Morro Velho (MG) 304 apresentaram quadro clínico 

compatível à silicose (49). Entre 1952 e 1954, acreditava-se que aproximadamente 40.000 e 

80.000 trabalhadores estavam expostos à poeira contendo partículas de sílica nos Estados do 
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Rio de Janeiro e São Paulo, respectivamente (50,51). Em 1979, dos 3440 trabalhadores, 

pacientes de 27 Hospitais de Tisiologia nos Estados do Rio de Janeiro, São Paulo e Minas 

Gerais, 119 apresentaram silicose (51). Em 1981, um estudo realizado por Nogueira e 

colaboradores, na cidade de Jundiaí (SP) mostrou que do total de 76 trabalhadores da indústria 

de cerâmica de Jundiaí do sexo masculino, com idade média de 41,28 ± 7,09 anos, 56 

indivíduos (o que representa 76,68% da população amostral) apresentaram alterações 

radiológicas bem definidas, características de silicose.

Como os estudo epidemiológicos de doenças ocupacionais no Brasil são escassos, 

somente em 2002 Carneiro e colaboradores demonstraram, que 126 indivíduos,  apresentaram 

silicose após um estudo retrospectivo de um período entre janeiro de 1989 à dezembro de 

2000 com 300 pacientes do Ambulatório de Doenças Profissionais do Hospital das Clínicas 

da Universidade Federal de Minas Gerais (53). Em 2001, 2.065.929 de trabalhadores (5,6%) 

vinculados a empregos formais foram considerados definitivamente expostos à sílica, durante 

aproximadamente 30% de sua jornada de trabalho, incluindo-se atividades como construção 

civil, mineração em geral e indústria metalúrgica, dentre outras (54). Em 2006, Carneiro e 

colaboradores avaliaram a prevalência de silicose em 140 ex-mineiros que trabalharam em 

minas de ouro entre 1933 e 1986 nas Regiões de Nova Lima e Raposos, em Minas Gerais, 

com média de 15,8 anos de exposição à poeira de sílica e observaram que 83 apresentavam 

silicose (55). Ainda em Minas Gerais, apenas no período de abril a dezembro de 2002 na 

região de Joaquim Felício, 7,1% dos 70 trabalhadores de lapidários de pedra semipreciosa 

apresentaram silicose (56). Castro e colaboradores, em 2007, descreveram a relação entre o 

número das internações hospitalares na rede pública de saúde por pneumoconioses, sua 

freqüência e distribuição, no período entre 1993 e 2003, quando foi observado um aumento de 

prevalência nas regiões Sul e Sudeste (57).  Neste estudo, entretanto, não foram 

contabilizados trabalhadores não-vinculados a empregos formais e com estágio menos 

avançado da doença, logo não indica o total de casos de pneumoconioses em trabalhadores 

brasileiros. Somente em Campinas, entre 1978 e 2003 foram detectados 1147 casos de 

pneumoconioses, sendo destes 92,5% de silicose (58). Em 2011, utilizando um estudo 

transversal de 100 ex-mineiros que trabalharam em minas de cobre no Estado de Rio grande 

do Sul, observou-se que 35% desses trabalhadores desenvolveram silicose e apresentavam 

idade superior a 40 anos com período médio de exposição 14,5 anos (59). No mesmo ano foi 

publicado um estudo realizado no período entre 2005 e 2007, em São Thomé das Letras 

(MG), que mostrou incidência de casos de silicose em 46 dos 185 trabalhadores analisados.  

Estes pertenciam a ocupações de extração e beneficiamento, sendo ainda, descritos 8 casos de 
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silicose acelerada na área de beneficiamento (60).Atualmente, o número de trabalhadores 

expostos ainda é superior a 6.000.000 com registro de prevalência distribuída principalmente,

na região Sul e Sudeste devido ao desenvolvimento industrial e do tipo de ocupação 

desenvolvida.

Figura 1.2 – Prevalência de casos de silicose nas regiões Sul e Sudeste do Brasil.

1.4.2 – Formas de silicose e diagnóstico

A silicose pode ser classificada em três diferentes formas clínicas: i) silicose aguda ou

silicoproteinose, que geralmente ocorre em profissionais que trabalham com jateamento de 

areia e moagem de pedra (43,61,62), e é caracterizada por inflamação intersticial com a 

presença de neutrófilos e corpos lamelares em macrófagos alveolares e hipertrofia dos 

pneumócitos tipo 2, assim como, excessiva produção de material protéico e surfactante, que 

se deposita nos alvéolos. Geralmente ocorre de 4 a 5 anos após a exposição. (32,63,64). ii) 

silicose acelerada pode ser considerada uma silicose em fase intermediária, já que suas 

características podem variar de alterações morfológicas similares às verificadas na silicose 

aguda, com presença de um exudato alveolar rico em lipoproteínas à inflamação crônica e 

com o desenvolvimento rápido e progressivo das lesões (64). No espaço intersticial observa-

se espessamento dos septos alveolares decorrente de hiperplasia e hipertrofia de pneumócitos 

do tipo 2 e um intenso infiltrado de macrófagos com corpos lamelares e partículas de sílica 

(63) manifestando-se de cinco a dez anos após a exposição. Geralmente ocorre em ocupações 

como escavação de poços e corte de pedras (43,62); Tanto na silicose aguda, quanto na 
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acelerada o indivíduo é exposto a altas concentrações de partículas de sílica recém fraturada 

em um curto período. iii) silicose crônica é a manifestação mais comum da doença. Como 

atividades relacionadas encontram-se a indústria de beneficiamento e de transformação de 

minerais. Seu desenvolvimento é lento e progressivo, depende de uma exposição diária a 

pequenas concentrações de partículas de sílica podendo demorar de 10 a 20 anos para a 

doença se manifestar. Está associada a um processo inflamatório crônico, resultando no 

desenvolvimento da fibrose pulmonar. A persistência das partículas de sílica nos pulmões 

devido à ineficiência na sua eliminação, leva à manutenção do processo inflamatório com 

deposição de colágeno, sendo dessa forma, caracterizada como uma doença nodular, com 

lesões hialinizadas com frequente presença de sílica nos nódulos. Os granulomas estão 

localizados, em sua maioria na parte superior do pulmão e na pleura e com a exposição 

continuada aumentam de tamanho e densidade (32,43,61,62). 

Geralmente, a silicose encontra-se associada a outras doenças de grande relevância na 

saúde pública como: tuberculose (32,65-68); neoplasias (32,66,69); e doenças autoimunes 

(66,70), o que complica ainda mais o estado de saúde do paciente e ainda dificulta o 

diagnóstico da doença.

O diagnóstico das pneumoconioses tem como base a história clínica e ocupacional do 

paciente e avaliação da função pulmonar e a radiografia simples de tórax, que deve ser 

avaliado por dois pneumologistas diferentes de acordo com a classificação da Organização 

Internacional do Trabalho (OIT). Segundo este Órgão, os nódulos podem ser classificados em 

12 subcategorias (0/-, -0/0, 0/1, 1/0, 1/1, 1/2, 2/1, 2/2, 2/3, 3/2, 3/3, 3/+), onde a categoria 0 

está relacionada a pequenas opacidades, relativamente raras; a categoria 1 compreende um 

número reduzido de pequenas opacidades; a categoria 2, caracteriza-se por numerosas 

opacidades de tamanho pequeno com alteração da estrutura normal dos pulmões, enquanto na 

categoria 3 observam-se numerosas opacidades com destruição total ou parcial da estrutura 

pulmonar. Com base nessa classificação, no Brasil, para o diagnóstico de silicose é necessário 

que a leitura da radiografia seja realizada por no mínimo dois leitores experientes e quando o 

resultado for igual ou maior que 1/0 (52,55). Entretanto, recentemente testes mais sofisticados 

como ressonância magnética, tomografia computadorizada de alta resolução têm sido 

igualmente empregados (32,61-64,71).
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1.4.3 – Sílica

A sílica é um mineral formado por dois átomos de oxigênio e um de silício (SiO2) que 

não possui cor nem odor tendo ponto de fusão à 1.600 ºC. Apesar da sílica manter a sua 

fórmula molecular, ela pode apresentar duas estruturas moleculares básicas diferindo apenas 

na organização de suas estruturas: a forma amorfa, menos tóxica, possui um rearranjo 

aleatório dos átomos e está presente em lã de vidro, sílica gel, e no vidro. Enquanto a forma 

cristalina, também chamada de forma livre, sendo considerada a mais tóxica, possui um 

rearranjo tetraédrico de quatro átomos de oxigênio ao redor de um átomo de silício, dessa 

forma, o compartilhamento dos átomos de oxigênio de um tetraedro com outro átomo de 

silício proporciona a formação de uma rede cristalina tridimensional e é encontrada em 

granito, arenito, areia e quartzo (26,45,72,73). Esta possui oito diferentes rearranjos 

estruturais, entretanto, apenas três são considerados mais importantes: a-quartzo, tridimita e 

cristobalita. Por ser um composto extremamente difundido pela crosta terrestre, cerca de 60% 

de seu peso, a sílica está distribuída por diversas atividades como agricultura, mineração, 

construção, jateamento de areia, produção de ferro, aço, borracha, tintas, sabões, entre outras. 

Por possuir alto ponto de fusão, a sílica possui alta resistência à variação de 

temperaturas e é quimicamente resistente a reagentes comuns. Possui uma grande capacidade 

de ligar-se a metais dando origem aos silicatos como talco, feldspato, caulim, entre outros. 

Sua reatividade depende de sua forma, pré-processamento e estado de subdivisão. Já foi 

descrita a capacidade da sílica formar radicais livres de oxigênio como o ânion superóxido 

(O2
-) e radicais hidroxilas (.OH) através da reação de Fenton (Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH- + 

.OH) e que estes estão em níveis aumentados em poeiras contendo sílica cristalina gerada 

recentemente, como por exemplo, em atividades como jateamento de areia, escavação de 

túneis, entre outras (63). A exposição da molécula de sílica à água, como por exemplo, no 

corte de peças de mármore, forma compostos como hidróxido de silício (SiOH) e poli(2-vinil-

piridina-N-óxido) responsáveis pela redução da toxicidade das partículas de sílica devido à 

diminuição da geração de radicais livres de oxigênio, principalmente .OH. Porém, não é 

apenas a quantidade de partícula inalada, mas também o seu tamanho que determinam o 

desenvolvimento da silicose. 

A partir de 1992, órgãos governamentais, como a International Organization for 

Standardization (ISO), e o Comité Europeén de Normalisation (CEN) passaram a classificar e 

estipular a quantidade de partículas passíveis de serem inaladas no ambiente de trabalho. 

Dessa forma, a classificação foi a seguinte: i) fração de particulado inalável, partículas de até 
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100 μm capazes de penetrar pelo nariz e boca; ii) fração de particulado torácico, são partículas 

inaláveis com até 25 μm que podem penetrar nas vias aéreas superiores e iii) a fração de 

particulado respirável, são partículas menores que 10 μm capazes de penetrar pelas vias 

aéreas inferiores e se depositarem nos alvéolos (73). Sendo assim, as partículas maiores de 10 

m depositam-se rapidamente enquanto as menores que 5 m permanecem em suspensão, 

permitindo a sua inalação. As maiores que 3 m geralmente são eliminadas através do sistema 

mucociliar das vias aéreas superiores, enquanto que as menores depositam-se nos alvéolos, 

levando à ativação das células residentes, disparando assim o processo inflamatório (74).

Dados complementares mostraram, ainda, que a resposta inflamatória avaliada 6 meses após a 

provocação com sílica mostrou clara dependência do tamanho da partícula inalada, uma vez 

que partículas de tamanho igual a 1.8 m induziram resposta muito mais acentuada do que 

aquelas de 0,74 m (75), provavelmente devido a capacidade de eliminação das partículas 

pelas células do sistema imune, como macrófagos.

1.4.4 – Patogênese

Caracterizada pelo desenvolvimento de um processo inflamatório e fibrogênico 

intenso associada à ineficácia do sistema de esteira mucociliar ascendente em remover as 

partículas de sílica, levando, assim, a formação de granulomas, a silicose é uma doença 

crônica progressiva e irreversível (26,73,76). O depósito de sílica nos pulmões ativa, 

inicialmente, as células residentes, principalmente macrófagos, células epiteliais e fibroblastos 

(77).

Os macrófagos alveolares são encontrados, em geral, localizados no interior dos 

alvéolos e constituem uma das primeiras células residentes que entram em contato com o 

agente agressor. Apresentam-se em número elevado nas vias aéreas, no interstício pulmonar e 

dentro dos alvéolos, constituindo, assim, importantes células efetoras do processo de 

imunidade inata. Seu papel é fundamental para a eliminação de partículas inaladas, pois atua, 

juntamente com as células epiteliais, através de dois processos: o processo químico, que 

ocorre quando a partícula inalada é lipofílica ou é solúvel no fluído de revestimento epitelial; 

e o processo físico que compreende a fagocitose, drenagem para os linfonodos (78). Por não 

serem capazes de sofrer opsonização, acredita-se que as partículas de sílica são reconhecidas 

por receptores de reconhecimento endocítico padrão, como a família de receptores 
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“scavenger”, que inclui: SR-AI/II, MARCO, SRCL, SR com lecitina tipo C e SCARA5 (78-

80). 

Apesar de haver evidências de que a ligação da partícula de sílica nos receptores 

“scavengers” atua atenuando a resposta inflamatória (81), o estresse oxidativo causado pelo 

contato de grandes quantidades de partículas de sílica com essas células, liberando espécies 

reativas de oxigênio formadas durante a ruptura ou esmagamento da sílica (com meia-vida de 

cerca de 1-2 dias) (82-84), induz a liberação de cálcio do retículo endoplamático, levando a 

ativação de fatores de transcrição como NF-B e AP-1, que dão início à síntese de 

quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias, como por exemplo, as interleucinas (IL)-1, -6 e -8 e 

o TNF- (78,84-86). Dois estudos, realizados em 2008, mostram que a endocitose das 

partículas de sílica induz a ativação do inflamossoma NALP3, e que este processo estaria

associado ao dano do lisossoma, desestabilização da membrana e o influxo de potássio 

(87,88), contribuindo para o desenvolvimento da silicose. O NALP-3 é um receptor 

citoplasmático que pertence à família dos receptores do tipo NOD. Quando ativado ele 

oligomeriza-se e transforma-se no inflamassoma NALP3, este, por sua vez, ativa caspase-1 

que consequentemente cliva pró-IL-1 e pró-IL-18 em IL-1 e IL-18, respectivamente (89). 

Essas citocinas são capazes de: i) ativar células endoteliais e neutrófilos a expressar moléculas 

de adesão como ICAM-1 e VCAM-1, facilitando o recrutamento de leucócitos para o 

interstício alveolar; ii) ativar e estimular a proliferação de linfócitos; iii) induzir resposta 

inflamatória sistêmica (90-94). Por sua vez, os linfócitos ativados produzem citocinas (como a 

linfotoxina e o IFN-) responsáveis pela quimiotaxia e ativação de monócitos e neutrófilos 

(78,95,96). Em 2006, Wu e colaboradores descreveram a redução da frequência e função de 

células T regulatórias em pacientes silicóticos (97). Em 2010, Liu e colegas demonstraram 

que em uma fase aguda, linfócitos T regulatórios (Treg) são capazes de aumentar a resposta 

Th2 em detrimento da resposta Th1, entretanto, em uma fase crônica, a depleção dessas 

células em um modelo murino de silicose foi capaz de reduzir a fibrose pulmonar induzida 

por partícula de sílica (98). Song e colaboradores (2012) mostraram em um modelo murino 

que linfócitos Th17 também são importantes para o desenvolvimento da silicose e ainda que a 

depleção de células Treg reduzem a diferenciação dos linfócitos em Th17 e a produção de IL-

17, citocina associada ao recrutamento de neutrófilo e a indução da produção de citocinas, 

conferindo ao linfócito e ao neutrófilo importantes papéis no desenvolvimento da silicose

(96).
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Além de iniciarem a produção de espécies reativas de oxigênio e mieloperoxidase 

(MPO) (no caso dos neutrófilos) através da ativação de NADPH-oxidase, os macrófagos e

neutrófilos também são responsáveis pela produção de enzimas capazes de degradar a matriz 

extracelular como metaloproteases 2 e 9 (MMPs), o que leva à lesão de células endoteliais e 

pneumócitos tipo 1 assim como hipertrofia e hiperplasia de pneumócitos tipo 2, que 

juntamente com as células epiteliais e os macrófagos produzem citocinas prófibrogências 

como TGF-, IL-13 e TNF- responsáveis por recrutar e ativar fibroblastos, células que 

normalmente se encontram no estroma de vários tecidos, e, no caso do pulmão, estão 

presentes na adventícia de estruturas vasculares e nas vias respiratórias (91-94). A população 

de fibroblastos ativada é heterogênea, dentre elas, estas células podem apresentar um fenótipo 

diferenciado com produção de IL-6, MCP-1, COX-2 e PGE2; que ocupa grande parte da lesão 

durante o período ativo do processo de fibrose (99). Um desses fenótipos corresponde ao 

miofibroblasto que se caracteriza por ser uma célula com alta plasticidade fenotípica, por 

possuir função primária no processo de reparo e remodelamento, ou seja, atuante na regulação 

da degradação da matriz via secreção das metaloproteases e substituição por matriz recém 

sintetizada. Nesta condição, estas células passam a expressar a proteína -actina de músculo 

liso (-SMA) 77,100) e adquirem características morfológicas, com clara presença de fibras 

de estresse (101,102).

Outro ponto bem abordado na literatura é a capacidade das partículas de sílica levarem

células à apoptose ou à necrose. Em 2005, Wang e colaboradores mostraram que a partícula 

de sílica era capaz de ativar o fator de transcrição p53 através da transativação da proteína p53 

e fosforilação da serina 392 (103). Esta proteína possui como principal função bloquear o 

ciclo celular caso haja algum dano no DNA, para isso, ela se liga ao DNA e ativa a 

transcrição de p21. A proteína p21 se liga aos complexos de CdK e bloqueia sua atividade 

cinásica, necessários para que a célula entre e progrida na fase S. Além disso, a p53 pode 

ativar a transcrição dos genes codificadores de proteínas que promovem a liberação do 

citocromo c da mitocôndria, como por exemplo, as proteínas da família Bcl-2 (Bax e Bak) e 

levar a célula à apoptose(104). Joshi e Knecht descreveram, este ano (2013), a seqüência 

temporal dos eventos que levam à apoptose de macrófagos que fagocitaram a partícula de 

sílica (105). Neste trabalho, os autores demonstram que a resposta celular frente à exposição a 

partícula de sílica é rápida, quando 30 minutos após verifica-se a ocorrência de 

extravasamento do conteúdo do fagolisossomo, seguido de hiperpolarização mitocondrial (3-6 

horas), ativação das caspases e formação de vacúolo celular. Entre 30 minutos e 2 horas, após 
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o início do processo de apoptose, ocorre a condensação nuclear e a expressão de 

fosfatidilserina na membrana. A ativação da cascata de caspases pode ocorrer por diversos 

mediadores, entre eles o TNF-, e esse processo pode estar relacionado ao fato das partículas

de sílica desencadearem uma resposta auto-imune, devido ao reconhecimento inespecífico do 

DNA do prórpio indivíduo (77).

Figura 1.3: Esquema representativo do processo patológico ocorrido no pulmão após o 

depósito de sílica no parênquima pulmonar.  Macrófagos; Linfócitos; Neutrófilos; 

células epiteliais; Fibroblastos;    Partícula de sílica; Granuloma. 
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1.4.4.1 – Fator de Necrose Tumoral (TNF

O TNF foi descrito inicialmente em 1893, por Coley, que o definiu como um elemento

importante no processo de indução de necrose em tumores. Entretanto, foi somente em 1975, 

que ele foi caracterizado como uma toxina endógena e recebeu a denominação de TNF (106). 

Em 1984, Pennica e colaboradores foram os primeiros a isolarem esta proteína de macrófagos

(107). Atualmente, fazem parte da família do TNF as seguintes citocinas: TNF-alfa, TNF-

beta, ligante CD40, ligante Fas, ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF e LIGHT 

(111).

O TNF- é uma proteína trimérica transmembranar, e em humanos, o gene desta 

proteína que possui 233 aminoácidos, está localizado no cromossomo 6, enquanto em 

camundongos está localizado no cromossomo 17, dando origem a uma proteína com 235 

aminoácidos e de massa molecular equivalente a 26 kDa (108-111). Inicialmente, o TNF- é 

sintetizado em sua forma transmembranar para, em seguida, ser clivado em sua forma solúvel 

(com massa molecular equivalente a 17 kDa.) por uma metaloprotease chamada TACE 

(“TNF- Converting Enzyme”). Origina-se, então, a proteína funcional do TNF- com 157 e 

156 aminoácidos, em humanos e camundongos, respectivamente. A sua forma biologicamente 

ativa homotrimérica possui massa molecular de 52 kDa. (108-113).

Apesar de ser produzido por diversas células, como fonte principal de TNF-

encontram-se principalmente os macrófagos e monócitos (114). O TNF- possui várias 

funções fisiológicas e patológicas como, por exemplo, indução de células tumorais à necrose e 

à apoptose; regulação do ciclo do sono; desenvolvimento embrionário; desenvolvimento 

linfoide; assim como na defesa contra patógenos (111,114). Ele também possui características 

pirogênicas, onde pequenas quantidades de TNF- podem causar febre, caquexia e depressão. 

Por fim, mas não menos importante, o TNF- também atua nas respostas inflamatórias aguda 

e crônica, modulando propriedades vasculares (111,114), angiogênese (115), indução de 

migração de leucócitos, modulação da expressão de moléculas de adesão (116-118), indução

da gênese de outras citocinas e estimulação da proliferação e ativação de fibroblastos (119). 

Estes fenômenos em conjunto são importantes dentro do contexto inflamatório e fibrótico 

associado a diversas doenças. Devido ao seu leque de atuação, é considerado como uma 

citocina pleiotrópica e pró-inflamatória, (110,111,114,120), desencadeando seus efeitos 

mediante interação com receptores específicos. 

O TNF- liga-se especificamente a dois tipos receptores transmembranares que 



24

possuem 28% de homologia, principalmente na porção extracelular, e um domínio rico em 

cisteína. A porção intracelular de seus receptores quase não possui homologia, o que confere a 

diferença de sinalização entre eles (108). O receptor do tipo 1, TNFR1 (ou TNF-R55, 

TNFRSF1a, p55TNFR ou CD120a), é o responsável por desencadear a maioria das respostas 

celulares produzidas pelo TNF- e possui massa molecular igual a 55 kDa. É fortemente 

ativado por ambas as formas de TNF- (mTNF- e sTNF-) e diferentemente do TNFR2, 

possui em porção intracelular um “domínio de morte” (111). A ligação do TNF- ao TNFR1 

resulta na indução de uma cascata de sinalização iniciada pela liberação da proteína 

silenciadora do “domínio de morte” (SODD) do domínio intracelular do TNFR1 (ICD). O 

ICD é reconhecido pela proteína adaptadora do receptor do TNF- associada ao “domínio de 

morte” (TRADD), o qual recruta proteínas adaptadoras, como a Proteína de Interação com o 

Receptor (RIP), o Fator Associado ao Receptor de TNF- (TRAF, principalmente TRAF-2 e 

TRAF-5) e a proteína FAS associada ao “domínio de morte” (FADD). A partir deste 

momento, duas vias são iniciadas. O TRAF recruta as proteínas inibitórias da apoptose celular 

1 e 2 (cIAP-1 e cIAP-2), que formam um complexo de sinalização do receptor de TNF-

(TNF-RSC) juntamente com o complexo de montagem de ubiquitina linear (LUBAC), 

formada pelas proteínas HOIL-1, HOIP e Sharpin que são responsáveis pela poliubiquitinação 

de RIP que, por sua vez, ativa TAK1 (quinase ativadora de TGF- 1) e por conseguinte, 

IKK e IKK que fosforilam IB e libera o fator de transcrição NF-B, responsável pela 

transcrição de genes de citocinas próinflamatórias (111,121). TAK1 também é capaz de ativar 

JNK e p38, resultando na fosforilação de c-jun e ATF2 com subseqüente formação do 

complexo c-jun/ATF2, um fator de transcrição também chamado de proteína ativadora 1 (AP-

1). Já a ativação de FADD e a desubquitinação de RIP1 leva ao recrutamento e ativação da 

caspase 8 que por sua cliva a proteína próapoptótica Bid. Sua forma clivada transloca para a 

mitocôndria e reduz o potencial da membrana mitocondrial, resultando na liberação do 

citocromo c que, em ação conjunta com o fator ativador de protease apoptótica (Apaf 1), se 

liga ao iniciador da pró-caspase 9 formando o complexo apoptossoma, responsável pela 

ativação de caspases, dentre elas, a 3 e a 7 o que resulta na apoptose celular (111).

O segundo receptor, o TNFR2 (ou TNF-R75, TNFRSF1b, p75TNFR ou CD120b) 

possui massa molecular de 75 kDa. Por não possuir o domínio de morte, seu mecanismo de 

ação é um pouco diferenciado. A ligação do TNF-, ao TNFR2, não é capaz de induzir 

apoptose, entretanto, é capaz de formar o complexo TRAF-2/TRAF-5 e levar à ativação de 

fatores de transcrição como NF-B e AP-1 (111). Entretanto, quando este receptor apresenta-
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se em níveis elevados é capaz de ativar, subseqüentemente, a cascata intracelular do TNFR1, 

desencadeando a resposta celular (109,119,122-124).

Mais ainda, ambos os receptores podem existir na corrente sanguínea em sua forma 

solúvel, após a sua clivagem por proteases (metaloproteases). Acredita-se que possuam como

função antagonizar o efeito do TNF- ou, ainda, servir de reservatório que contribuiria para 

manutenção níveis basais disponíveis de TNF- (125).

Em 2006, Fichtner-Feigl e colaboradores demonstraram, que a ligação do TNF- ao 

TNFR1 e consequente ativação do fator de transcrição NF-B leva ao aumento na síntese do 

receptor 2 da citocina IL-13 (IL13R2), e que a ligação da IL-13 a esse receptor ativa o 

fator de transcrição AP-1, sendo este o responsável pela transcrição de TGF-, que é uma 

citocina que possui reconhecida ação prófibrótica (92).

1.4.4.1.1 – Fator Nuclar-kappa B (NF-B

O NF-B é um fator de transcrição que regula mais de 200 genes que codificam

imunoreceptores, quimiocinas, citocinas e moléculas de adesão (111). Ele também atua 

participando nos processos de proliferação celular, apoptose, angiogênese, estresse oxidativo, 

dentre outros (111,126). O NF-B pode ser formado por homo ou heterodímero dos cinco 

membros da família do NF-B, que consiste em: p65 (RelA), RelB, c-REL, NF-B1 

(p50/p105) e NF-B2 (p52). As proteínas do NF-B podem ser divididas em dois grupos: o 

primeiro inclui RelA, RelB e c-Rel que contêm domínios transativadores potentes (TDs), o 

que permite que atuem como proteínas transativadoras, ou seja ativando a transcrição gênica.

enquanto o segundo inclui as proteínas p50 e p52, que não possuem TDs e, portanto, não são 

capazes de ativar a transcrição gênica, reprimindo a ativação do NF-B. Dessa forma, a 

associação dos membros da família do NF-B determinará sua função. (126,127). A família 

do NF-B compartilha 300 aminoácidos altamente conservados chamados de Domínio de 

Homologia Rel (RHD) que é responsável por sua dimerização e sua ligação ao DNA e ao IB

(126).

O NF-B está localizado inicialmente em sua forma inativa no citosol, ligado a seu 

inibidor IB, e pode ser ativado por duas vias: A via clássica, que é iniciada através da ligação 

do TNF- a seu receptor, e conforme descrito anteriormente, levando à ativação e 
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fosforilação do complexo IB quinase (IKK). Este é formado pelas proteínas IKK, IKK e 

NEMO que são responsáveis pela fosforilação de dois resíduos de serina na porção N-

terminal da proteína IB e consequente liberação do NF-B. No citoplasma, durante a 

degradação de IB, a proteína quinase A (PKA) fosforila a serina 276 do NF-B, que é 

essencial para a o recrutamento da proteína ligante ao elemento de resposta a adenosina 3,5 

monofosfato cíclica (CREB) e da porção p65, assim como, ativar a transcrição gênica (126).

Normalmente essa via ativa os complexos p50/p65 e p50/c-Rel do NF-B a translocarem para 

o núcleo (128). Além da PKA, mitógenos e a proteína quinase ativada por estresse 1 (SEK-1) 

também são responsáveis pela fosforilação da serina 276 do NF-B. A fosforilação da serina 

529 pela caseína quinase II e da serina 536 pelo IKK, após a estimulação com TNF-,

aumenta a atividade transcripcional do NF-B. Além de fosforilação, o NF-B também pode 

sofrer acetilação e/ou metilação, o que pode alterar sua função (126). A via alternativa de 

ativação do NF-B é desencadeada pela ação de linfotoxinas, fator de ativação de células B, 

ligante CD40 ou vírus. Esta via é independente de NEMO e dependente de TRAF e quinase 

indutora de NF-B (NIK), que ativam homodímero de IKK, que cliva p100 em p52, que, 

por sua vez, transloca para o núcleo como heterodímero p52/RelB e inicia a transcrição. 

Outros fatores como radiação ultravioleta e NADPH oxidase também podem ativar a via 

alternativa do NF-B (126,128). 

A regulação da transcrição pelo NF-B se dá através da ligação direta do NF-B à 

região promotora, podendo ativar genes como a ciclina D1 e c-myc, que estão envolvidos no 

processo de proliferação celular, garantindo assim a continuidade da resposta inflamatória 

(127). De forma interessante, na silicose experimental foi observado que a inibição do NF-B, 

através da utilização de uma composto sintético, Bay 11-7085, foi responsável pela redução 

da inflamação e deposição de colágeno no pulmão de camundongos (129).
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Figura 1.4: Esquema representativo do mecanismo de ação do TNF-. Adaptado de 

Chu et al, 2013 (111).

1.4.5 – Prevenção e tratamento

Apesar do decréscimo da prevalência da silicose com o passar dos anos, 

principalmente após a implementação de planos de prevenção (74), ainda hoje, sua incidência

é grande, em grande parte devido à má utilização de equipamentos de proteção individual

(EPIs) e do controle da poeira no ambiente de trabalho. As ações preventivas designadas pela 

OMS incluem o controle da fonte de poeira através da eliminação ou substituição de 

materiais, modificação ou substituição de processos e equipamentos, manutenção dos 

equipamentos, utilização de métodos úmidos e alteração das práticas de trabalho 

(26,30,32,62). Além disso, é importante que haja o acompanhamento da trajetória da 
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transmissão da poeira através do isolamento da fonte ou dos trabalhadores, utilizando sistemas 

fechados e/ou cabines de exaustão. Assim como, o treinamento dos trabalhadores sobre Boas 

Práticas de Trabalho, higiene pessoal, utilização de EPIs como capacetes que forneçam ar 

externo puro, máscara para completa filtração do ar, limpeza periódica do local de trabalho, 

estocagem e rotulagem, fixação de sinais de alerta e áreas restritas, monitoramento ambiental 

e sistemas de alarme, além de monitoração regular através da realização de radiografia de 

tórax regularmente (36,74,131). 

Diversos estudos sugerem um tratamento antifibrótico para a silicose, entretanto, até o 

momento nenhum se mostrou realmente eficaz em reverter o processo inflamatório causado 

pela inalação da partícula de sílica (132-137). No Brasil, não foi estipulado protocolo 

medicamentoso específico para o tratamento das pneumoconioses fibrogênicas, como a 

silicose. Entretanto, devem-se tomar medidas para o tratamento usual de co-morbidades 

associadas a estas disfunções, por exemplo, doença pulmonar crônica obstrutiva, tuberculose 

e câncer. O Ministério da Saúde também não indica o uso de corticosteróides, mesmo nos 

casos com evolução progressiva independente do afastamento da exposição ao agente 

fibrogênico (62).

Como até o momento a silicose não possui um tratamento curativo, estudos são 

constantemente incentivados a fim de descobrir um tratamento eficaz. Porém, de forma a 

melhorar a condição de vida do paciente, sugere-se medidas como a interrupção da exposição 

à sílica em estágio inicial da doença; a oxigenioterapia, pois pacientes pneumoconióticos 

podem evoluir para insuficiência respiratória crônica; e nos casos mais graves o transplante de 

pulmão passa a ser uma alternativa, porém ainda há um risco muito grande tanto para o 

doador quanto para o paciente, que é de não sobreviver após a operação devido a 

complicações pós-cirúrgicas (32,138).

Várias modalidades de tratamento têm sido testadas com o objetivo de reduzir a 

resposta inflamatória à sílica. Em alguns casos recomenda-se a lavagem broncoalveolar para 

remoção das partículas e o uso de alumínio como modificador das propriedades superficiais 

das partículas, até o uso de corticosteróides e imunossupressores e uso de broncodilatadores. 

Entretanto nenhuma destas abordagens mostrou-se eficaz na melhoria do quadro clínico e dos 

parâmetros de função pulmonar (32,62,139). Alguns estudos demonstram também que a 

eficiência da tetrandrina, um alcalóide utilizado na China para o tratamento da artrite 

reumatóide e da silicose, que atua na inibição da ativação de macrófagos e fibroblastos. Sua 

associação com antifibróticos, como o óxido-N-polivinilpiridina, potencializa sua ação e 
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diminui os efeitos adversos (140,141). Nos últimos anos, a terapia com células-troncos 

também se mostrou promissora para o tratamento da silicose, já que reduziu diversos 

parâmetros da doença, como redução da expressão de citocinas, deposição de colágeno, área 

do granuloma e melhora da função pulmonar em camundongos (134,136). Desde 2009, Wang 

e colegas vem descrevendo a importância do receptor “scavenger” CD36, que quando ativado 

é responsável por regular a quebra do TGF-1 latente (inativo) em TGF-1, uma citocina com 

um papel importante no desenvolvimento da silicose (132,135). Entretanto, o estudo destes 

potenciais tratamentos têm sua eficiência atestada somente em modelos experimentais, o que 

implica que ainda há um longo caminho para que se tornem alternativas para o tratamento da 

silicose em humanos. 

1.5 – Inibidores do TNF-

A inibição do TNF- se tornou uma ferramenta importante para diversas doenças, 

como a artrite reumatóide e doença de Crohn (142). Dessa forma, vários compostos são 

utilizados tanto em estudos clínicos quanto em modelos experimentais animais. Podemos 

dividi-los em basicamente dois grupos: os inibidores de TNF- sintéticos, como a talidomida 

e os imunobiológicos, como o Infliximabe e o Etanercepte (143). O tipo de terapia utilizada 

geralmente depende do quadro clínico do paciente e as vantagens de cada inibidor. 

1.5.1 – Talidomida

A talidomida (-ftalimida-glutarimida) é um derivado do ácido glutâmico e possui 

dois anéis imidazólicos (glutarimida e ftalimida). Possui dois isômeros: o isômero S, 

responsável pela teratogenicidade e o isômero R, responsável pelo seu efeito sedativo (144).

Este composto foi inserido no mercado pela empresa alemã Grünenthal, em 1954, como 

agente sedativo. Inicialmente, se mostrou um medicamento perfeito, pois testes pré-clínicos 

em camundongos e ratos não demonstraram nenhum efeito tóxico, mesmo quando 

administrado em altas concentrações. Dessa forma, a talidomida foi amplamente utilizada em 

pacientes grávidas em função de sua propriedade antiemética. Entretanto, em 1961, 

comprovou-se a ocorrência de má formação fetal quando da administração da talidomida em 

pacientes que se encontravam nos três primeiros meses de gravidez e, devido ao efeito 

teratogênico, o composto foi retirado do mercado. Entretanto, em 1965, o interesse pela 
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talidomida recrudesceu com vistas ao tratamento portadores de hanseníase, quando foi 

observada uma significativa melhora condição clínica destes pacientes (145-147). Diversas 

hipóteses surgiram para justificar a causa da sua atividade teratogênica, dentre elas, a 

capacidade da talidomida em induzir o estresse oxidativo com conseqüente oxidação do DNA, 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), como superóxido, dano a proteínas e 

lipídeos durante o desenvolvimento embrionário (147-150). Outra hipótese proposta por 

D’Amato e colegas, em 1994, quando observaram que a talidomida era capaz de inibir a 

angiogênese induzida pelo fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-2) (151). Como este é 

um processo essencial para o desenvolvimento de membros superiores e inferiores, sua 

inibição pela talidomida poderia determinar a morte celular e a teratogênese. Em 2010, Ito e 

colaboradores demonstraram, em experimentos realizados em embriões de peixe zebra e aves,

que a capacidade teratogênica da talidomida estava associada a sua ligação à proteína 

cereblon, que forma um complexo através da ligação de ubiquitinas com a proteína ligante de 

dano do DNA 1 e a Cul4A, responsáveis expressão do fator de crescimento de fibroblasto 

(FGF-8) e conseqüente desenvolvimento de membros durante a fase embrionária (152). Sendo 

assim, a administração da talidomida em pacientes grávidas, ou mesmo a concepção após o 

início do tratamento é desaconselhável. Como ainda não há evidências que mostram a 

ausência de risco teratogênico para o feto caso o pai esteja sob tratamento com a talidomida, 

orienta-se que o mesmo também evite o ato sexual sem proteção (147).

Em contrapartida aos efeitos teratogênicos, diversos estudos demonstraram que a 

talidomida possui um papel anti-inflamatório (153), imunomodulatório (154); e 

antiangiogênico (151). E atualmente é indicado como tratamento de doenças inflamatórias 

como mieloma múltiplo (155,156) e hansenísase (157). Em 1993, Moreira e colaboradores 

demonstraram o efeito supressor da talidomida sobre a produção de TNF-, quando foi 

verificada a diminuição do tempo de meia-vida do RNA mensageiro deste fator de 

aproximadamente 30 min para 17 min (158). Além disso, a talidomida pode inibir a ativação 

do fator de transcrição NF-B impedindo a transcrição de algumas citocinas pró-inflamatórias

importantes no contexto da silicose incluindo IL-6, TGF-1 e o próprio TNF-, além de inibir 

a expressão de algumas moléculas de adesão, como ICAM-1 (146,159,160). Estas ações em 

conjunto contribuem para a redução do processo inflamatório.
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1.5.2 – Infliximabe

O infliximabe (Remicade®), assim como o adalimumabe, certolizumabe pergol e 

golimumabe, é classificado no grupo dos medicamentos imunobiológicos. Ele é um anticorpo 

monoclonal quimérico anti-TNF-que possui a porção Fc (IgG1k) derivado de anticorpos 

humano e a porção Fv (variável) derivada de anticorpos de camundongo. Esta porção é 

caracterizada pela grande afinidade e capacidade de neutralização, e ligar-se às duas formas 

de TNF-, transmembranar e solúvel, impedindo, assim, a ação do TNF-em seus receptores

(161).  Essa inibição leva à lise de células produtoras de TNF-, via ativação do sistema 

complemento (142), e é capaz de induzir apoptose de células inflamatórias (162,163). Apesar 

de ser um medicamento de alto custo, atualmente, o infliximabe é amplamente aplicado para o 

tratamento da artrite reumatóide (142,164), doença de Crohn (165), psoríase (166), dentre 

outras.

Entretanto, alguns autores vêm descrevendo alguns efeitos colaterais relacionados ao 

uso do infliximabe, como o aumento da predisposição ao enfisema pulmonar, doenças auto-

imune, infecções oportunistas e reativação de infecções latentes; principalmente se o paciente 

já apresentou diagnóstico de tuberculose (167,168). Acredita-se que este efeito está,

provavelmente, relacionado ao fato do infliximabe se ligar fortemente à ambas as formas do 

TNF-, principalmente  a forma  transmembranar, já que esta forma está mais relacionada 

com a resposta do sistema imune. Confirmando esses dados, a administração de Etanercepte, 

anticorpo anti TNF-, que possui menor afinidade à porção transmembranar do TNF-, leva a 

resolução do processo inflamatório, sem que observemos infecções recorrentes (169).

1.5.3 – XPro 1595

Por ser uma citocina pleiotrópica e atuar em processos fisiológicos e patológicos do 

organismo, a inibição o TNF- pode acarretar em efeitos colaterais significativos para o 

indivíduo, como o desenvolvimento de enfisema pulmonar em pacientes com artrite 

reumatóide tratados com Infliximabe e a reincidência de tuberculose (167,168). Nas últimas 

décadas, vem sendo demonstrado que as formas transmembranar e solúvel do TNF-

possuem papéis distintos em processos fisiopatológicos. Enquanto o TNF- transmembranar 

está envolvido na manutenção do sistema imune, o TNF- solúvel está diretamente 

relacionado ao processo inflamatório frente ao contato com o antígeno (170,171). Dessa 
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forma, a indústria farmacêutica Xencor, investiu em uma nova classe de medicamentos, 

chamados de Dominante Negativo do TNF- (DN-TNF). Essa nova molécula, chamada de 

XPro 1595, é uma proteína baseada na seqüência de 157 aminoácidos do TNF- solúvel 

humano, que sofreu modificações estruturais limitantes para sua ligação às porções Y87H e 

A145R dos receptores R1 e R2 do TNF- (172,173). O mecanismo de ação está baseado na 

necessidade do TNF- em se apresentar na forma de homotrímeros para que possa se ligar a 

seus receptores. Nessa condição, o DN-TNF é capaz de se intercalar às subunidades do TNF-

 solúvel e formar heterotrímeros incapazes de se ligarem aos receptores (171,172). Diversos 

estudos apontam que esta molécula é capaz de reduzir o processo inflamatório, sem 

comprometer a o sistema imunológico do indivíduo, o que garante uma grande vantagem 

quando comparado com os anticorpos monoclonais utilizados atualmente na clínica (174-

176).

1.6 - TNF- vs. Silicose

Dados da literatura demonstram o papel importante do TNF- no componente 

inflamatório de diversas doenças, incluindo disfunções pulmonares como verificado no 

quadro de hiper-reatividade das vias aéreas (177-179).

O TNF- possui uma ampla gama de efeitos biológicos que incluem desde a indução 

de migração de leucócitos, modulação da expressão de moléculas de adesão (116-118), assim 

como ativação de fibroblastos (119) e angiogênese (115), fenômenos que em conjunto são 

importantes dentro do contexto inflamatório e fibrótico associado a diversas doenças.

De fato, há na literatura relatos que apontam para a implicação do TNF- em diversas 

disfunções. Um importante exemplo é a artrite reumatóide, uma vez que foi demonstrado que 

esta doença apresentava expressão aumentada de TNF-, e que o tratamento com anticorpo 

monoclonal anti-TNF- assim como o bloqueio de ambos os receptores para TNF-

mostram-se extremamente eficientes em inibir a prevalência da artrite reumatóide (180-182). 

Ao nível pulmonar, foi demonstrado que o TNF- participa no desenvolvimento da doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), quando foram detectados aumento nos níveis de TNF-

no lavado broncoalveolar, no catarro induzido e no tecido de biópsia proveniente de pacientes 

portadores da doença. Em associação, foi identificado que o polimorfismo no gene que 

codifica o TNF- leva à predisposição de indivíduos fumantes a desenvolver o quadro de 
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DPOC (183). Na condição da asma brônquica também foram obtidas evidências de um papel 

relevante para o TNF-, quando foi detectado aumento nos níveis do mRNA e da proteína ao 

nível pulmonar. De forma interessante, uma correlação foi feita entre a ocorrência destes 

fenômenos e o quadro de hiper-reatividade pulmonar, tanto experimentalmente em 

camundongos como em humanos (110,116,184,185). O envolvimento do TNF-foi proposto 

em doenças de caráter fibrótico com base na observação de diminuição no depósito de 

colágeno em animais tratados com anticorpo anti-TNF-no desenvolvimento da resposta 

silicótica em camundongos, provavelmente, pela capacidade do TNF- junamente com a IL-

13 serem capazes de ativarem a transcrição do TGF- (177,186). Além disso, Yucesoy e 

colaboradores, em 2001, identificaram a existência de polimorfismo no gene que codifica o 

TNF- em trabalhadores de minas portadores de silicose (187).

Verificamos anteriormente que tanto o comprometimento da função pulmonar e a

hiper-reatividade das vias aéreas, bem como a deposição excessiva de tecido fibrótico e 

presença de granulomas na silicose mostraram-se dependentes da ação do TNF-, conforme 

atestado através da supressão destes fenômenos em animais nocautes para o receptor tipo I 

desta citocina (28). Dessa forma, fármacos que fossem capazes de inibir a sua ação podem 

indicar um potencial tratamento para a silicose, dentre eles podemos citar a Talidomida e os 

medicamentos biológicos como o Infliximabe, Etanercepte, Adalimumabe, Certolizumabe 

pergol e Golimumabe. 
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Figura 1.5: Esquema representativo dos mecanismos de ação dos inibidores de TNF-. 

A Talidomida, responsável por reduzir a meia-vida do mRNA do TNF- e consequentemente 

a quantidade de proteína traduzida; O Infliximabe, capaz de se ligar a ambas as moléculas de 

TNF- e o XPro 1595, um dominante negativo do TNF- que inibe seletivamente a ação do 

TNF- solúvel. Adaptado de McCoy et al, 2008 (188).
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2 – Objetivo  

2.1 – Objetivo Geral

Com base no exposto anteriormente e utilizando o modelo experimental da silicose em 

camundongos, tivemos por objetivo investigar o efeito do tratamento com compostos que 

inibem a geração e a ação do TNF- incluindo a talidomida e o infliximabe (Remicade®), 

respectivamente. De forma adicional, avaliamos o efeito do composto XPro 1595, um inibidor 

dominante negativo que neutraliza seletivamente a forma solúvel do TNF-, no quadro da 

silicose.

2.2 – Objetivos específicos

Para responder às nossas perguntas resolvemos avaliar o efeito do tratamento com 

talidomida, infliximabe e XPro 1595 sobre os parâmetros:

I. De função pulmonar (resistência e elastância) e hiper-reatividade das vias 

aéreas de camundongos, 28 dias após estimulação com sílica;

II. Das alterações morfológicas no parênquima pulmonar de camundongos, 28 

dias após estimulação com sílica;

III. Do conteúdo de matriz extracelular (colágeno) no tecido pulmonar de 

camundongos, 28 dias após estimulação com sílica;

IV. Da produção de mediadores pró-inflamatórios e prófibróticos no tecido 

pulmonar de camundongos, 28 dias após estimulação com sílica;

V. Da resposta de macrófagos e fibroblastos no tecido pulmonar de camundongos, 

28 dias após estimulação com sílica;

VI. Da ativação do fator de transcrição NF-B no tecido pulmonar de 

camundongos, 28 dias após estimulação com sílica;

VII. Da ativação e viabilidade de macrófagos, células epiteliais e fibroblastos in 

vitro.
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3 – Material e Métodos  

3.1 – Animais

Foram utilizados camundongos da cepa Swiss-Webster, machos, pesando entre 18 a 

20 gramas, provenientes do Centro de Experimentação e Controle de Animais de Laboratório 

(CECAL). Os mesmos foram mantidos em estantes climatizadas com temperatura e umidade 

controladas (21± 2°C e 50 ± 10%, respectivamente), sendo submetidos ao ciclo de claro e 

escuro de 12 horas e livre acesso à ração e água. Todos os procedimentos foram aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Fiocruz sob Licença nº L-034/09.

3.2 – Indução da Silicose e Tratamentos 

Para a indução da silicose, os camundongos foram anestesiados mediante aerolização 

de uma mistura contendo isoflurano (0,5%) e ar atmosférico, até completa sedação. Em 

seguida, os animais foram instilados por via intranasal com 10 mg sílica (SiO2; partícula: 0,5-

10 µm ~80% - 1-5 µm; Sigma-Aldrich, EUA) ou salina  (NaCl 0,9%) estéril, em um volume 

final de 50 µL, gotejados em ambas as narinas com auxílio de uma pipeta automática. Os 

tratamentos realizados seguiram administração terapêutica, com esquemas variando conforme 

o fármaco em questão. A talidomida ((RS)-2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1H-isoindole-1,3(2H)-

dione – C13H10N2O4; FUNED, Brasil) foi administrada nas doses de 25 e 50mg/kg por via oral 

diariamente, durante 7 dias consecutivos,  iniciando-se 21 dias pós-sílica. O infliximabe 

(Remicade® – C6428H9912N1694O1987S46; Janssen, EUA) foi administrado nas doses de 1,25

mg/kg por via intraperitonial, nos dias 7, 14 e 21 pós-sílica. O antagonista da forma solúvel 

do TNF,  XPro 1595 (10mg/kg - Xencor, EUA) foi administrado por via intraperitoneal nos 

dias 21, 22, 25 e 27 pós-sílica (tratamento terapêutico) e nos dias -1, 1, 5, 8, 11, 15, 18, 22 e 

27 pós-sílica (tratamento profilático). Todas as análises foram realizadas 28 dias após a 

indução da silicose (Figura 3.1). Para este trabalho, utilizamos um total de 270 camundongos.
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Figura 3.1 – Esquema indução da silicose experimental e tratamentos A –

Talidomida; B –Infliximabe; C – XPro 1595 (Terapêutico) ; D – XPro 1595 (Profilático).

3.3 – Avaliação da Função Pulmonar e Hiperreatividade das Vias Aéreas

Os parâmetros de resistência (cmH2O/mL/s) e elastância (mL/cmH2O), referentes a 

avaliação da função pulmonar, foram mensurados em pletismógrafo barométrico de corpo 

inteiro invasivo (Buxco Research System). Para tanto, os camundongos foram anestesiados 

com Nembutal (Pentobarbital) (60mg/kg, i.p.) e curarizados com brometo de pancurônio 

(Pavulon®, 1 mg/kg). Em seguida, os animais foram traqueostomizados, dispostos em 

câmaras individualizadas e aquecidas (37ºC), e feita inserção de uma cânula para captura da 
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pressão esofagiana. A cânula traqueal foi conectada a um ventilador mecânico, com fluxo (2 -

5 mL) e volume (200 µL) corrente sendo mantidos constantes, para registro dos parâmetros 

da função pulmonar (FinePointe RC; Buxco Eletronics). Após a estabilização dos valores de 

resistência e elastância, os animais foram submetidos à aerolização com PBS e ao agente 

broncoconstrictor metacolina (3-27 mg/mL), sendo em seguida feita a medida da função 

pulmonar por um período de 5 minutos. Os valores de resistência e elastância foram 

registrados e avaliados no Software Buxco Biosystem XA (189).

3.4 – Análise Histológica

Após a avaliação da função pulmonar, os animais foram eutanasiados com 

pentobarbital (250 mg/kg); exsangüinados através de um corte na veia cava abdominal e o 

pulmão foi perfundido com solução de salina (NaCl 0,9%) através da inserção de um escalpe 

no coração (ventrículo direito). Para a análise histológica, o lobo esquerdo foi infundido com 

1 mL de solução Milloning (155 mM NaH2PO4;  105mM NaOH; Formol 10%, qsp H2O 

destilada 1L) sendo mantido imerso em igual solução por no mínimo 48 horas antes do 

processamento. O lobo direito foi retirado, congelado em nitrogênio líquido e mantido a -80ºC 

para posteriores análises. Após a etapa de fixação, o pulmão foi desidratado através de 

sucessivos banhos em soluções com concentrações crescentes de etanol (70 a 100%), por 

aproximadamente 10 minutos em cada etapa. O material foi clarificado em xilol por 

aproximadamente 15 minutos e submetido a sucessivos banhos de parafina até a sua inclusão 

e confecção dos blocos. As amostras de tecido foram cortadas em micrótomo (Leica – RM 

2125RT) na espessura de 5 µm, e submetidas à coloração com Hematoxilina e Eosina (H&E) 

e Picrosirius (190,191). As análises foram realizadas por microscopia de campo claro em 

microscópio (Olympus U-TV1X), acoplado a uma câmera de vídeo (Olympus Q Color 3 –

0044C-194), e a captura realizada mediante o uso de um “software” de análise (Q Capture)

(versão 3.1). As imagens foram analisadas através do software Image-Pro plus (Media 

Cybernetics) (versão 6.2.1.491).

3.4.1 – Análise Morfométrica

Foi utilizado um retículo contendo 100 pontos e 50 linhas paralelas que foi fixado na 

ocular do microscópio. Através da utilização da objetiva de 20x foi realizada a contagem dos 
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pontos coincidentes com área onde haja presença de granuloma, feita em dez campos

aleatórios e não coincidentes. O número de pontos contados foi dividido pelo número total de 

pontos no retículo, obtendo-se assim a fração da área do campo pulmonar ocupado por 

granuloma, sendo o resultado expresso sob a forma de percentual (192,193).

3.5 – Quantificação de mediadores inflamatórios por ELISA

As amostras foram homoganeizadas em uma solução de lise (PBS 1x, Triton 100-X 

0,1%; complete®) e o sobrenadante foi plaqueado em placas de 96 poços, às quais foram 

adicionados 100 μL/poço do anticorpo de captura diluído em tampão (NaCl 1,5M, H3BO4 

0,5M e NaOH 1N; pH=7,4) pelo período de incubação de 12 horas a 4ºC. Em seguida, os 

poços foram lavados 3 vezes (200 μL/poço) com tampão 1 (timerosal, KPO4 1M e Tween 20 

0,005%). Após esta etapa, para bloqueio de sítios inespecíficos, a placa foi preenchida (250 

μL/poço) com PBS/albumina sérica bovina (BSA, 1%) por 1 hora à 20ºC. Em seguida, os 

poços foram lavados 3 vezes com tampão 1 (200 μL/poço). As amostras de pulmão ou 

sobrenadante e os padrões foram diluídos em tampão 2 (2% de soro fetal bovino - SFB em 

PBS) e adicionados aos poços (100 μL/poço). Após o período de incubação (2 horas a 37ºC), 

procedeu-se a nova sequência de 3 lavagens (200 μL/poço) com tampão 1. A seguir foi 

acrescentado 100 μL/poço do anticorpo detector biotinilado (100 μg/mL), sendo mantida a 

incubação por 1 hora a 20ºC. Os poços foram lavados com o tampão 1 (200 μL/poço), 

seguindo-se a etapa de incubação por 1 hora a 20 ºC (50 μL/poço) com a mistura 

neutravidina-HRP diluído no tampão 2. Após a última lavagem com tampão 1 (200L/poço), 

foi feita a adição do substrato (K-Blue®) (100 L/poço) para o desenvolvimento da reação 

colorimétrica (aproximadamente 5 a 30 minutos), que foi interrompida após acréscimo de 100 

μL/poço de H2SO4 (0,19 M). A análise espectrofotométrica foi realizada em leitora de placa 

no comprimento de onda de 450 nm.

3.6 – Quantificação de colágeno

Foi utilizado o kit Sircol® (Biocolor, Inglaterra). As amostras foram previamente 

maceradas em 1 mL de solução de homogeneização (Tris-Base 0,05M + NaCl 1M + 

inibidores de protease – Complete, Roche, pH 7.5) e incubados “overnight” à 4ºC. Após esse 

período, as amostras foram submetidas à centrifugação por 15.000 x g por 60 minutos a 4°C. 
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O sobrenadante foi recolhido e com 20 μL foi realizada a reação. Inicialmente foram 

adicionados 250 μL do reagente Sircol dye às amostras. As mesmas permaneceram sob 

agitação por 30 minutos a temperatura ambiente e após esse período foram centrifugadas à 

12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o “pellet ressuspenso em 

250 μL do reagente Alkalin. Em seguida, homogeneizado por 10 minutos e 200 μL da 

amostra final foram transferidos para placas de 96 poços. A análise foi realizada em 

espectrofotômetro à 555 nm e o resultado expresso em μg/mg de tecido. 

3.7 – Imunohistoquímica

Cortes histológicos foram fixados sobre lâminas filmadas com poli-L-lisina, 

desparafinizados no xilol e hidratados com sucessivos banhos com etanol (100% a 70%). Em 

seguida, foi realizada a reconstituição antigênica através de incubação com uréia 3 M por 15 

minutos. Seguiram-se, então, sucessivas lavagens com TBS 1X (Tris-HCl 0,05 M + NaCl 0,5

M, pH 7,6 ) e bloqueio da peroxidase endógena através da incubação com H2O2 a 3% em 

metanol por 15 minutos. Posteriormente, uma solução de Tris-HCL + BSA 2% por 2 horas a 

fim de bloquear antígenos inespecíficos. Após, os cortes foram incubados “overnight” com o 

anticorpo primário (F4/80, 1:100 – MCAP497, Serotec, USA ou -SMA, 1:800 – A2547, 

Sigma, USA) à 4ºC. Posteriormente, os cortes passaram por sucessivas lavagens com TBS 1X 

e foram incubados a temperatura ambiente por 2 horas com os respectivos anticorpos 

secundário (anti-IgG de camundongo - STAT72, Serotec, USA - para F4/80 e anti-IgG de 

cabra - HAF007, R&D, USA - para - -SMA). Foram novamente lavados, revelados com 3-

amino-9-etilcarbazol (AEC) entre 10 a 20 minutos e contra-corados com hematoxilina de 

Mayer por 1 minuto. As lâminas foram montadas utilizando um meio aquoso contendo 

gelatina. As imagens foram capturadas com o auxílio do “software” de análise (Q Capture)

(versão 3.1). E, então, analisadas através da quantificação do número de “pixel” da cor que 

indicava a marcação. pelo software Image-Pro plus (Media Cybernetics) e o resultado 

expresso por pixel/μm2.

3.8 – Western Blotting

Para a detecção de NF-B foi realizada em amostras de proteínas citoplasmáticas e 

nucleares, utilizando tecido pulmonar (20 mg) homogeneizados em 500 μL do tampão de lise 
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1 (10 mM de HEPES (pH 7.6); 15 mM KCl; 2 mM MgCl2; 0,1 mM EDTA; 5 mM de -

mercaptoetanol; 0,2% Nonidente P-40), seguida de incubação por 10 minutos em banho de

gelo e centrifugação à 800 xg por 30 segundos. O sobrenadante foi recolhido (extrato 

citoplasmático) e feita adição ao “pellet” de 500 μL do tampão de lise 2 (50 mM HEPES (pH 

7.6); 400 mM KCl; 0,1 mM EDTA; 10% Glicerol; 5 mM de -mercaptoetanol). Após 

homogeneização, incubação em banho de gelo por 30 minutos e centrifugação a 800 xg por 10 

minutos sendo recolhido o sobrenadante (extrato nuclear). Para a quantificação de proteína foi 

utilizada a técnica de BCA (#C2284 e #B9643, Sigma-Aldrich, USA). De forma sucinta, foi 

feita adição de 200 μL da solução contendo cobre e ácido bincinchonico, na proporção 1:60 às 

amostras, incubação por 30 minutos à 37ºC e feita a leitura em espectrofotômetro à 562 nm. 

Para a técnica de eletroforese, foi utilizado o gel de poliacrilamida (10%) ao qual foram 

adicionados o extrato citoplasmático (10 μg de proteína) e nuclear (30 μg), posteriormente 

submetidos à uma diferença de potencial de 80V. Em seguida, as proteínas separadas através 

do peso molecular foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, que foi bloqueada 

com BSA 5% por 1 hora e incubada com o anticorpo primário (NF-B p65 #SC-372, Santa 

Cruz e fosfo-NF-kB p65 (ser 276) #3037, Cell Signalling) “overnight”. As membranas foram 

lavadas 3 vezes por 10 minutos com TBST 0,15% (0,015 M Tris-HCl; 0,14 M NaCl; 0,15% 

Tween 20 – pH 7,6) e incubadas com o anticorpo secundário (IgG anti-coelho conjugado 

HRP, #HAF008, R&D System) por 2 horas. O ciclo de lavagem com TBST 0,15% foi 

repetido 3 vezes. Para detecção das bandas foi utilizado ECL (# RPN 2107, GE Healthcare 

Amersham) e revelação com filme (#8689358, Perkinelmer) e soluções (Revelador: #8610248 

e Fixador: #1562826) Kodak. Após completa secagem do filme, o mesmo foi escaneado e 

feita detecção da densidade das n bandas através do programa Image J (1.43u). O valor de 

densidade da banda de NF-B fosforilado (p-NF-B p65) foi dividido pelo valor da respectiva 

banda de NF-B p65, sendo o resultado expresso em unidades arbitrárias.

3.9 CULTURA DE CÉLULAS

Macrófagos Alveolares

Foi utilizada a linhagem de macrófagos alveolares murinos AMJ2C11 proveniente do 

banco de célula da UFRJ. As células foram mantidas em meio DMEM suplementado com 5% 

de SFB, penicilina (1x106 U/mL) e estreptomicina (0,2 g/mL) e para a realização do 

experimento foi utilizada a concentração de 0,25 x 106 células/ poço. As células foram 
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incubadas em meio DMEM com 2% de SFB “overnight” à 37ºC com 5% de CO2. Em 

seguida, foi realizada substituição do meio e incubação com diferentes concentrações de 

talidomida (10-9 à 10-3 M; FUNED), infliximabe (1 a 100 μg/mL; Janssen) e XPro 1595 (1 -

100 μg/mL; Xencor) por 1 hora. Em seguida, as células foram estimuladas com sílica (300 

μg/mL; Sigma) por um período 6 horas em estufa à 37ºC com 5% de CO2. Posteriormente, o 

sobrenadante foi recolhido, congelado em nitrogênio líquido e armazenado em freezer -80ºC 

para quantificação da produção de TNF-.

3.9.2 – Células Epiteliais Humanas

Foi utilizada a linhagem de pneumócitos tipo II (A549) derivados de adenocarcinoma 

pulmonar humano proveniente do Banco de Células da UFRJ. As células foram mantidas em 

meio DMEM suplementado com 10% de SFB, penicilina (1x106 U/mL) e estreptomicina (0,2 

g/mL), e para a realização do experimento foi utilizada a concentração de 0,5 x 104 células/ 

poço. As células foram incubadas em meio DMEM com 2% de SFB “overnight” à 37ºC com 

5% de CO2. Em seguida, foi realizada substituição do meio e incubação com diferentes 

concentrações de talidomida (10-9 à 10-3 M; FUNED), infliximabe (1 a 100 μg/mL; Janssen) e 

XPro 1595 (1 - 100 μg/mL; Xencor) por 1 hora.  Posteriormente, as células foram estimuladas 

com sílica (300 μg/mL; Sigma) por um período 24 horas em estufa à 37ºC com 5% de CO2. 

Ao final, o sobrenadante foi recolhido e armazenado em freezer -80ºC para quantificação da 

produção de IL-8. 

3.9.3 – Fibroblastos Pulmonares

Os fibroblastos pulmonares foram obtidos de ambos os pulmões de camundongos 

instilados com sílica (7 dias), a partir de processo de digestão enzimática por colagenase tipo I 

(1 mg/mL) durante 2 horas . As amostras foram centrifugadas a 504 x g, à 4 ºC durante 10 min 

e o “pellet” ressuspenso e plaqueado em garrafa médias contendo meio DMEM suplementado 

com 20% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (1x106 U/mL) e estreptomicina (0,2 g/mL).

Após a terceira passagem, as células foram submetidas ao processo de tripsinização (Tripsina 

1,25 g/L + EDTA 0,2 g/L), contadas em câmara de Neubauer e plaqueadas em placas de 96 

poços na concentração de 12,5 x103 células/poço. Para a análise da proliferação celular foi 

utilizada a técnica de incorporação de timidina+3H. Vinte e quatro horas após o plaqueamento, 
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as células foram incubadas com talidomida (10-9 à 10-3 M; FUNED), infliximabe (1 a 100 

μg/mL; Janssen) e XPro 1595 (1 - 100 μg/mL; Xencor) e, em seguida, estimuladas com IL-13 

(40 ng/mL). Após 20 horas foram adicionados 0,5 μCi de timidina+3H (Metil-3H-Timidina; 

Amersham) e, feita incubação por 4 horas. O DNA marcado foi transferido para um filtro que 

posteriormente, foi imerso em líquido de cintilação. A detecção da radiotividade foi realizada 

em contador beta (Beckman, Série LS-6500).

3.9.4 – Viabilidade celular

Para a avaliação da viabilidade celular foi utilizado o ensaio colorimétrico com base 

na utilização do reagente 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-yl) - 2,5 - difeniltetrazolium brometo (MTT). 

Para tato as células foram tripsinizadas, e em seguida adicionadas a placas de 96 poços, na 

densidade de 2 x 104 células por poço. Uma hora após, os compostos foram adicionados e 

incubação por 21 horas. Em seguida, foi adicionado a solução de MTT (0,5 mg/mL) e as 

células foram incubadas durante 3 horas. Após esse período a placa foi centrifugada à 2.800 x

g por 3 minutos à 4°C. O sobrenadante foi descartado e os cristais residuais dissolvidos com

DMSO 100%. A análise da densidade ótica foi realizada em espectrofotômetro a 540nm.

3.10 – Análise Estatística

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados através de análise de variância (ANOVA), seguida de teste de comparação múltipla 

de “Student -Newman-Keuls”. Para comparação entre dois grupos experimentais, foi utilizado 

o teste “t” de Student para amostras não-pareadas. No caso da análise da área de granuloma os 

parâmetros apresentados em forma percentual foram submetidos à transformação arcoseno, a 

fim de tornar sua distribuição próxima ao normal, permitindo, assim, a realização dos testes 

de variância descritos acima (194). Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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4 – Resultados

4.1 – Efeito da talidomida sobre a silicose experimental em camundongos

4.1.1 – Função pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas

Inicialmente avaliamos o efeito da talidomida (25 e 50 mg/kg) sobre a função 

pulmonar de camundongos silicóticos, com ênfase na resistência das vias aéreas (Figura 4.1A) 

e elastância pulmonar (Figura 4.1B). Verificamos que os animais silicóticos apresentaram 

níveis aumentados de resistência e elastância em comparação aos controles (Figura 4.1A e 

4.1B, respectivamente). Apenas o aumento no nível de elastância basal foi sensível à maior 

dose de talidomida. Na condição de estimulação com o agente broncoconstritor metacolina (3, 

9 e 27mg/ml), observamos a ocorrência de uma exacerbação na resposta de resistência e 

elastância nos animais silicóticos quando comparados aos animais do grupo controle, 

indicando um quadro de hiper-reatividade. O tratamento com talidomida se mostrou eficaz em 

inibir ambos os parâmetros (Figuras 4.1A e 4.1B). 

4.1.2 – Morfologia e morfometria do tecido pulmonar

Em seguida, realizamos avaliação morfológica dos pulmões, utilizando a coloração 

por H&E. Observamos que os animais do grupo controle, instilados com salina, apresentaram 

parênquima com estrutura íntegra e preservada (Figura 4.2A), enquanto que aqueles do grupo 

estimulado com sílica apresentaram resposta inflamatória caracterizada por marcado infiltrado 

leucocitário e extensa fibrose com formação de granulomas dispersos no tecido (Figura 4.2B). 

O tratamento terapêutico com talidomida, nas doses de 25 mg/kg (Figura 4.2C) e 50 mg/kg 

(Figura 4.2 D), foram eficazes em reduzir tanto o infiltrado inflamatório quanto a formação de 

granulomas. A análise morfométrica confirmou nossa análise prévia, revelando supressão da 

resposta fibrótica granulomatosa (Figura 4.2E).
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Figura 4.1: Efeito da talidomida sobre a função pulmonar e hiper-reatividade das 

vias aéreas de camundongos instilados com sílica (10mg/50μl). Foram avaliados os 

parâmetros de (A) resistência das vias aéreas e (B) elastância pulmonar na condição de 

aerolização de PBS e metacolina (3 - 27 mg/ml). Os camundongos foram tratados a partir do 

21º dia após a instilação de sílica durante 7 dias consecutivos. A análise foi realizada 24 horas 

após a última administração do composto. Os resultados foram expressos como média ± 

E.P.M. de um n experimental de 6 a 8 animais por grupo. + P < 0,05 em comparação ao grupo 

controle; * P < 0.05 em comparação ao grupo sílica.
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Figura 4.2: Efeito da talidomida sobre alterações morfológicas no pulmão de 

camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com 

salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com talidomida (25 mg/kg) (C); sílica e 

tratados com de talidomida (50 mg/kg) (D). Análise morfométrica do parênquima pulmonar 

(E). As imagens são representativas de 6 a 8 animais por grupo. Barra = 100 μm; Br = 

bronquíolos; *= granuloma. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no 

mínimo 6 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo sílica. 
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Na sequência, avaliamos o efeito do tratamento com a talidomida sobre a deposição de 

componentes da matriz extracelular, com especial ênfase sobre o colágeno. Através da 

coloração de Picrosirius vimos que os pulmões dos camundongos do grupo controle 

apresentaram discreta marcação rósea, correspondente ao tecido conjuntivo constituinte do 

parênquima e à membrana basal das vias aéreas e vasos sanguíneos (Figura 4.3A). Os animais 

silicóticos mostraram intensa marcação preferencialmente na região correspondente à 

presença dos granulomas (Figura 4.3B). Após o tratamento com talidomida, verificamos que a 

maior dose se mostrou eficaz em inibir a deposição de colágeno no pulmão dos camundongos 

silicóticos (Figura 4.3C e 4.3D), enquanto que a dose menor não exerceu efeito significativo

(Figura 4.3C). A análise quantitativa do conteúdo de colágeno pulmonar confirmou os 

achados obtidos quando da análise histológica (Figura 4.3E). 

4.1.3 – Geração de mediadores inflamatórios/fibróticos no tecido pulmonar

Buscando compreender o mecanismo de ação, analisamos o efeito da talidomida sobre 

a geração de mediadores inflamatórios e fibróticos produzidos ao nível do tecido pulmonar. 

Verificamos primeiramente que os animais silicóticos apresentaram aumento nos níveis das 

citocinas TNF- (Figura 4.4A), IFN- (Figura 4.4B) e IL-6 (Figura 4.4C) e das quimiocinas 

MCP-1 (Figura 4.4D) e MIP-2 (Figura 4.4E) ao nível do tecido pulmonar. O tratamento dos 

animais silicóticos com talidomida inibiu a produção de MCP-1 (Figura 4.4D) e IFN- (Figura 

4.4B), em ambas as doses testadas, enquanto que TNF- (Figura 4.4A), MIP-2 (Figura 4.4E) 

e IL-6 (Figura 4.4C) foram reduzidos somente na maior dose de talidomida (50 mg/kg). 

4.1.4 - Células alvos presentes no tecido pulmonar

Nesta etapa partimos para avaliar o efeito da talidomida sobre células alvos 

importantes no contexto da silicose, incluindo macrófagos e fibroblastos. Tivemos como base 

a técnica de imunohistoquímica quando foram identificadas células positivas para os 

antígenos F4/80 e -actina de músculo liso (-SMA) marcadores de macrófagos e 

fibroblastos ativados (miofibroblastos), respectivamente. 

Analisando a expressão de F4/80, vimos que os animais do grupo controle 

apresentaram ausência de marcação no parênquima pulmonar (Figura 4.5A), enquanto que os 

animais silicóticos apresentaram marcado aumento na população de células marcadas 

localizadas predominantemente na região de granulomas (Figura 4.5B). O tratamento dos 

animais silicóticos com talidomida, em ambas as doses, levou a uma redução na expressão de 
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         Figura 4.3: Efeito da talidomida sobre a deposição de colágeno no pulmão de 

camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com 

salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com talidomida (25 mg/kg) (C); sílica e 

tratados com de talidomida (50 mg/kg) (D). Análise quantitativa do conteúdo de colágeno 

tecidual (E). As imagens são representativas de  6 a 8 animais por grupo. Br = bronquíolos;

*= granuloma. Seta= fibras colágenas. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. 

de no mínimo 6 animais por grupo. Barra = 100μm; + P<0,05 comparado ao grupo controle; 

*P<0,05 comparado ao grupo sílica.
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Figura 4.4: Efeito da talidomida sobre a geração de mediadores inflamatórios no  

pulmão de camundongos silicóticos. (A) TNF-; (B) IFN-; (C) IL-6; (D) MCP-1 e (E) 

MIP-2. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no mínimo 6 animais por 

grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao grupo instilado com 

sílica.
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Figura 4.5: Efeito da talidomida sobre a expressão de F4/80 no pulmão de 

camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com 

salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com talidomida (25 mg/kg) (C); sílica e 

tratados com talidomida (50 mg/kg) (D); Controle negativo – omissão do anticorpo primário 

(E); Avaliação quantitativa em pixels (F). Barra = 100 μm; Br = bronquíolos; *= granuloma.

Seta = células positivas para F4/80. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 

no mínimo 5 animais por grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado 

ao grupo instilado com sílica. 
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F4/80 (Figuras 4.5C e 4.5D). A análise quantitativa realizada através da contagem de “pixels”, 

em sistema de analisador de imagem, confirmou os achados histológicos (Figura 4.5F). É 

importante mencionar que o controle negativo do ensaio de imunohistoquímica incluiu a 

omissão do anticorpo primário e não foi evidenciada qualquer marcação, garantindo a 

especificidade da reação (Figura 4.5E).

Em seguida, avaliamos a expressão de -SMA em células presente no parênquima 

pulmonar. Como ilustrado na figura 4.6, observamos ausência de marcação nos animais do 

grupo controle (Figura 4.6A), enquanto que no pulmão dos camundongos silicóticos foi 

verificada presença de células positivas para -SMA, predominantemente na região de 

formação de granulomas (Figura 4.6B). O tratamento com talidomida, em ambas as doses, foi 

capaz de reduzir a intensidade de marcação (Figuras 4.6C e 4.6D). A análise quantitativa do 

número de “pixels” confirmou os achados histológicos (Figura 4.6E). 

  4.1.4.1 -   Células alvos in vitro

Como passo seguinte, passamos a avaliar o potencial efeito direto da talidomida sobre 

células relevantes no contexto da silicose incluindo macrófagos, fibroblastos e células 

epiteliais. Utilizando linhagem de macrófagos alveolares de camundongos (AMJ2C11),

verificamos que a incubação com partículas de sílica (300 μg/ml) induziu a produção/secreção 

de TNF- em comparação às células incubadas com meio, e que o pré-tratamento com 

talidomida (10-9 – 10-3 M) foi capaz de inibir esta resposta em todas as concentrações testadas 

(Figura 4.7A). Ao observarmos a viabilidade das células frente ao tratamento com a 

talidomida, apenas a maior concentração se mostrou tóxica para as células (Figura 4.7B).

Avaliamos, então, o efeito da talidomida sobre fibroblastos pulmonares provenientes 

de silicóticos (Figura 4.8), observamos que a talidomida não interferiu com a viabilidade de 

fibroblastos silicóticos (Figura 4.8A). Quando da estimulação com a citocina pró-fibrótica IL-

13 (40 ng/ml) vimos uma clara resposta de proliferação celular quando comparada àquela 

decorrente da incubação das células apenas com meio. Este fenômeno mostrou-se sensível 

frente ao tratamento das células com talidomida (Figura 4.8B). 
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Figura 4.6: Efeito da talidomida sobre a expressão de -SMA no pulmão de 

camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com 

salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com talidomida (25 mg/kg) (C); sílica e 

tratados com talidomida (50 mg/kg) (D); Controle negativo – omissão do anticorpo primário 

(E); Avaliação quantitativa em pixels (F). Barra = 100 μm; Br = bronquíolos; *= granuloma.; 

Seta = células positivas para F4/80. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 

no mínimo 5 animais por grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado 

ao grupo instilado com sílica. 
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Figura 4.7: Efeito da talidomida sobre a ativação de macrófagos alveolares 

(AMJ2C11) estimulados com sílica in vitro. (A), Quantificação de TNF- do sobrenadante 

6 horas após estímulo com sílica (300 μg/mL); (B), Avaliação da viabilidade celular por 

MTT. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de triplicata por grupo. Este 

gráfico é representativo de dois experimentos. + P<0,05 comparado ao grupo não-estimulado; 

*P<0,05 comparado ao grupo estimulado com Sílica
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Figura 4.8: Efeito da talidomida sobre a viabilidade e proliferação de fibroblastos 

pulmonares provenientes de camundongos silicóticos estimulados com IL-13 in vitro. 

(A), Avaliação da viabilidade celular por MTT; (B), Proliferação de fibroblastos provenientes 

de camundongos silicóticos. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no 

mínimo triplicata por grupo. Este gráfico é representativo de dois experimentos.  + P<0,05 

comparado ao grupo não estimulado; *P<0,05 comparado ao grupo estimulado com IL-13.
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a sequência analisamos as células epiteliais e para tanto utilizamos a linhagem de 

alveolares humanas (linhagem A549). Observamos que a estimulação com partículas de sílica 

(300 μg/ml) levou à produção e secreção de IL-8 quando comparada à incubação com meio 

(Figura 4.9A). A avaliação da viabilidade celular através do ensaio de MTT mostrou que a 

concentração de 10-3M reduziu de forma discreta a viabilidade desta população de células 

(Figura 4.9B). 

4.2 – Efeito do infliximabe e XPro-1595 sobre a silicose experimental em 

camundongos 

Nesta etapa do trabalho fizemos uso de compostos inibidores do TNF-, com especial 

destaque para o infliximabe, um anticorpo monoclonal quimérico (humano/murino) 

neutralizante das formas solúvel e transmembranar do TNF-. O composto XPro1595, um 

inibidor dominante negativo seletivo para a forma solúvel de TNF-, foi utilizado para fins de 

comparação. 

4.2.1 - Função pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas

De forma a identificar a dose mais eficaz de infliximabe a ser utilizada no decorrer do 

estudo, foram testadas as concentrações de 1,25, 2,5 e 5,0 mg/kg, seguindo esquema 

terapêutico de tratamento (ver item 3.2, Figura 3.1). Tomando por base a função pulmonar e 

análise morfométrica, foi escolhida a dose de 1,25 mg/kg para utilização nos experimentos 

subseqüentes, em função de sua maior eficiência em inibir os parâmetros avaliados (dados 

não mostrados). Conforme ilustrado na Figura 4.10, e de forma coerente aos achados 

anteriores, verificamos que os animais silicóticos apresentaram níveis basais aumentados de 

resistência das vias aéreas e elastância pulmonar, assim como, um quadro de hiper-reatividade 

quando da estimulação com aerossol de metacolina (Figuras 4.10A e 4.10B). O tratamento 

terapêutico com infliximabe (1,25 mg/kg) foi capaz de reduzir o aumento no basal de 

resistência e elastância pulmonares, assim como a exacerbação quando do estímulo com 

metacolina, em sua maior dose (Figuras 4.10A e 4.10B, respectivamente). No caso particular 

do composto dominante negativo XPro1595, foram testados dois tipos de protocolo distintos 

que incluíram administração profilática e terapêutica (ver item 3.2, Figura 3.1C e Figura 

3.1D). Resultados similares foram observados no caso do tratamento profilático e terapêutico 

com XPro1595 (10 mg/kg) (ver item 3.2, Figura 3.1C e Figura 3.1D),  quando foi evidenciada

supressão do quadro de hiper-reatividade nos animais silicóticos (Figuras 4.10).
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Figura 4.9: Efeito da talidomida sobre a ativação de células epiteliais humana 

(A549) estimulados com sílica in vitro. (A), Quantificação de IL-8 no sobrenadante 24 horas 

após estímulo com sílica (300 μg/mL); (B), Avaliação da viabilidade celular por MTT. Os 

resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de triplicata por grupo. Este gráfico é 

representativo de 2 experimentos. + P<0,05 comparado ao grupo Não-estimulado; *P<0,05 

comparado ao grupo estimulado com sílica
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Figura 4.10: Efeito do infliximabe e do XPro-1595 sobre a função pulmonar e 

hiper-reatividade das vias aéreas de camundongos  instilados com sílica (10mg/50μl).

Foram avaliados os parâmetros de (A) resistência das vias aéreas e (B) elastância pulmonar na 

condição de aerolização de PBS e metacolina (3 - 27 mg/ml). P, indica profilático; T, indica 

terapêutico. Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. de um n experimental de 6 a 

8 animais por grupo.       + P < 0,05 em comparação ao grupo controle; * P < 0.05 em 

comparação ao grupo sílica.
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4.2.1.2 – Morfologia e morfometria do tecido pulmonar

A avaliação do tecido pulmonar revelou que os animais instilados com salina mostraram 

aspecto morfológico normal, sendo observados espaços alveolares livres de infiltrado 

inflamatório e septos alveolares normais (Figura 4.11A). Os animais silicóticos apresentaram 

extensa área de formação de granulomas localizados de forma dispersa no tecido pulmonar 

(Figura 4.11B). O tratamento com infliximabe (1,25 mg/kg)  (Figura 4.11C), assim como 

com o XPro1595 (10 mg/kg), reduziu significativamente os componentes inflamatório e 

fibrótico do quadro silicótico murino (Figuras 4.11D e 4.11E, respectivamente). A análise 

morfométrica ratificou os achados morfológicos (Figura 4.11F).

A análise de fibras colágenas, utilizando corante de Picrosirius, mostrou que nos 

camundongos silicóticos foi detectado marcado aumento no depósito de fibras colágenas 

correspondente à região dos granulomas (Figura 4.12B), enquanto que os animais controles 

apresentaram pequena quantidade basal de fibras colágenas ao redor de vasos e vias aéreas 

(Figura 4.12A). O tratamento com infliximabe mostrou-se efetivo em atenuar a deposição de 

colágeno tecidual nos animais silicóticos (Figura 4.12C), fenômeno também observado no 

caso da administração profilática e terapêutica do composto XPro1595 (Figuras 4.12D e 

4.12E, respectivamente). A quantificação do conteúdo de colágeno confirmou os achados 

morfológicos (Figura 4.12F).

4.2.1.3 – Geração de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar

Avaliando o perfil de mediadores produzidos no pulmão de camundongos expostos à 

sílica, verificamos aumento nos níveis das citocinas TNF- (Figura 4.13A), IL1-β (Figura 

4.13B) e TGF-β (Figura 4.13C), assim como das quimiocinas MIP-1α (Figura 4.13D) e da 

MIP-2 (Figura 4.13E) em comparação aos animais controles. Quando da administração de 

infliximabe observamos redução nos níveis dos mediadores analisados, incluindo TNF-

(Figura 4.13A), IL1-β (Figura 4.13B) e TGF-β (Figura 4.13C), MIP-1α (Figura 4.13D) e de 

MIP-2 (Figura 4.13E). No caso específico do tratamento com XPro1595, foi observado que 

apenas TGF-β (Figura 4.13C), MIP-1α (Figura 4.13D) e de MIP-2 (Figura 4.13E) mostraram-

se sensíveis ao efeito inibitório do composto.
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Figura 4.11: Efeito do infliximabe e do XPro-1595 sobre alterações morfológicas 

no pulmão de camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais

instilados com salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com infliximabe (1,25 

mg/kg) (C); sílica e tratados com XPro 1595 (10 mg/kg) – Profilático (D); sílica e tratados 

com XPro 1595 (10 mg/kg) – Terapêutico (E). Análise morfométrica de parênquima 

pulmonar (F). As imagens são representativas de 6 a 8 animais por grupo. Barra = 100 μm; Br

= bronquíolos; *= granuloma.. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no 

mínimo 6 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo sílica. 
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Figura 4.12: Efeito do infliximabe e do XPro1595 sobre a deposição de colágeno 

no pulmão de camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais

instilados com salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com infliximabe (1,25 

mg/kg) (C); sílica e tratados com XPro 1595 (10 mg/kg) – Profilático (D); sílica e tratados 

com XPro 1595 (10 mg/kg) – Terapêutico (E). Análise quantitativa do conteúdo de colágeno 

tecidual (F). As imagens são representativas de 6 a 8 animais por grupo. Br = bronquíolos; *= 

granuloma. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no mínimo 6 animais 

por grupo. Barra = 100 μm; + P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao 

grupo sílica.
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Figura 4.13: Efeito do infliximabe e do XPro-1595  sobre a geração de mediadores 

inflamatórios no  pulmão de camundongos silicóticos. (A) TNF-; (B) IL-; (C) TGF-; 

(D) MIP-1 e (E) MIP-2. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no 

mínimo 6 animais por grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao 

grupo instilado com sílica.
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4.2.1.4 – Células alvos presentes no tecido pulmonar

De forma a compreender os potenciais alvos para infliximabe e XPro1595, foi 

realizada análise de macrófagos e fibroblastos através de técnica de imunohistoquímica. 

Notamos que as células positivas para o antígeno F4/80 se mostraram em número aumentado

no pulmão dos animais silicóticos (Figuras 4.14B), em comparação aos animais controles 

(Figuras 4.14A). O tratamento com infliximabe reduziu significativamente a marcação para 

F4/80 (Figuras 4.14C), assim como verificado com o composto XPro1595 – tanto no esquema

profilático como terapêutico (Figura 4.14E). No caso de fibroblastos, detectamos marcação 

aumentada para -SMA no pulmão de camundongos silicóticos (Figura 4.15B), em relação 

aos controles (Figura 4.15A). O tratamento com o infliximabe (Figuras 4.15C) e com o 

XPro1595, significativamente reduziu a marcação tanto para F4/80 como para -SMA 

(Figuras 4.15D e 4.15E). A análise quantitativa realizada através da contagem de “pixels”, em 

sistema de analisador de imagem, confirmou os achados qualitativos tanto para F4/80 (Figura 

4.14F) como para -SMA (Figura 4.15F). O controle negativo do ensaio incluiu a omissão do 

anticorpo primário e não foi evidenciada qualquer marcação, garantindo a especificidade da 

reação (Figura 4.14E e 4.15E).

4.2.1.4.1 -   Células alvos in vitro

Seguindo a estratégia utilizada previamente, partimos para analisar o potencial 

efeito do infliximabe e XPro1595 sobre tipos celulares importantes no contexto da silicose. 

Verificamos que macrófagos alveolares murinos (linhagem AMJ2C11) foram responsivos à 

estimulação com sílica, conforme evidenciado pelo aumento nos níveis de TNF-liberado no 

sobrenadante (Figura 4.16A). O pré-tratamento das células com infliximabe (1 e 100 ng/mL) 

reduziu de forma discreta os níveis de TNF- produzido (Figura 4.16A). Nas mesmas 

condições, o composto XPro1595, apenas em sua maior concentração, apresentou discreto 

efeito inibitório (Figura 4.16A). Entretanto, esta concentração reduziu a viabilidade destas 

células (Figura 4.16B). Ambos os compostos não foram capazes de modificar os níveis basais 

de TNF-(células controles incubadas com meio).

No caso de fibroblastos pulmonares, provenientes de camundongos silicóticos, 

evidenciamos um padrão esperado de proliferação celular frente à ativação com IL-13 e que o 

tratamento com infliximabe (1 e 100 ng/mL) inibiu de forma parcial, porém significativa este 

fenômeno (Figura 4.17A), de forma complementar o infliximabe também foi capaz de 

aumentar a viabilidade celular (Figura 4.17B) . Em outro grupo de experimentos, optamospor
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Figura 4.14: Efeito do infliximabe e do XPro1595 sobre a expressão de F4/80 no 

pulmão de camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais

instilados com salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com infliximabe (1,25 

mg/kg) (C); sílica e tratados com XPro 1595 (10 mg/kg) – Profilático (D); sílica e tratados 

com XPro 1595 (10 mg/kg) – Terapêutico (E).. Controle negativo – omissão do anticorpo 

primário (F); Avaliação quantitativa em pixels (G). Barra = 100 μm. Br = bronquíolos; *= 

granuloma. Seta = células positivas para F4/80. Os resultados foram expressos como a 

média ± E.P.M. de no mínimo 5 animais por grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; 

*P<0,05 comparado ao grupo instilado com sílica. 
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Figura 4.15: Efeito do infliximabe sobre a expressão de -SMA no pulmão de 

camundongos silicóticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com 

salina (A); sílica (10 mg/50μL) (B); sílica e tratados com infliximabe (1,25mg/kg) (C); sílica 

e tratados com infliximabe (1,25 mg/kg) (C); sílica e tratados com XPro 1595 (10 mg/kg) –

Profilático (D); sílica e tratados com XPro 1595 (10 mg/kg) – Terapêutico (E) ; Controle 

negativo – omissão do anticorpo primário (F); Avaliação quantitativa em pixels (G). Barra = 

100 μm; Br = bronquíolos; *= granuloma. Seta = marcação positiva para -SMA. Os

resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no mínimo 5 animais por grupo. + 

P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao grupo instilado com sílica. 
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Figura 4.16: Efeito do infliximabe e XPro 1595 sobre a ativação de macrófagos 

alveolares (AMJ2C11) estimulados com sílica in vitro. (A) Representa a produção de TNF-

 no sobrenadante dessas células 6 horas após o estímulo. (B) Representa a viabilidade 

celular. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de triplicata por grupo. Este 

gráfico é representativo de dois experimentos. + P<0,05 comparado ao grupo não-estimulado; 

*P<0,05 comparado ao grupo estimulado com sílica.



66

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

+

I L-1 3  [ 4 0  n g /m L] - + + + -

I n f lix im ab e [n g /m L] - - 1 1 0 0 1 0 0

A

*
*

C
P

M
 [

T
im

id
in

a
+

3
H

]

0 .0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

I n f lix im ab e [ n g /m L] - 1 1 0 0

B

C
é
lu

la
s
 V

iá
v

e
is

(D
.O

. 
5

4
0

n
m

)

+

Figura 4.17: Efeito do infliximabe sobre a viabilidade e proliferação de 

fibroblastos pulmonares provenientes de camundongos silicóticos estimulados com IL-13

in vitro. (A) Representa a proliferação celular. (B) Representa a viabilidade celular. Os 

resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no mínimo triplicata por grupo. Este 

gráfico é representativo de dois experimentos.  + P<0,05 comparado ao grupo não estimulado; 

*P<0,05 comparado ao grupo estimulado com IL-13.
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utilizar um sistema de proliferação induzida diretamente pelo TNF-, uma vez que o 

composto XPro1595 neutraliza apenas o TNF- solúvel (1 e 100 ng/mL). Mais ainda, 

considerando que evidências da literatura apontam para um efeito aditivo entre TNF-e IL-

13, no contexto da fibrose (196), foi usado o sistema de cultura de fibroblastos pulmonares 

submetidos à estimulação concomitante com ambas as citocinas. Como pode ser visto na 

figura 4.18A, a estimulação dos fibroblastos com as citocinas isoladamente levou a uma 

resposta de proliferação celular, onde IL-13 mostrou-se mais potente do que o TNF-. A 

estimulação concomitante com IL-13 e TNF-, em concentrações nas quais ambas 

produziram discreto efeito proliferativo, determinou a ocorrência de uma resposta exacerbada 

indicando fenômeno de sinergismo (Figura 4.18 A). O tratamento com XPro1595 foi capaz de 

reduzir parcialmente, porém de forma significativa, a resposta proliferativa causada por

estimulação concomitante de TNF- e IL-13 (Figura 4.18C), apesar de ser capaz de aumentar 

a viabilidade dessas células quando usado sozinho (Figura 4.18B). A análise das células 

epiteliais alveolares da linhagem A 549 mostraram que a produção da quimiocinas IL-8 

induzida pelas partículas de sílica não foi modificada pelo tratamento com infliximabe e com 

XPro 1595 nas concentrações testadas (1 e 100 ng/mL) (Figura 4.19).

4.3.7 – Avaliação da resposta intracelular desencadeada pela inibição do TNF-

 na silicose

Como última etapa do trabalho, avaliamos os níveis do fator de transcrição NF-B no 

tecido pulmonar, elemento considerado crucial nos efeitos associados ao TNF-Chun, 

2013Para tanto, foram utilizados camundongos silicóticos, submetidos ou não ao tratamento 

com infliximabe e XPro1595, e técnica de western blotting. Como mostrado na figura 4.20, 

detectamos aumento da razão entre a forma fosforilada e não fosforilada do NF-B, tanto ao

nível citoplasmático (Figura 4.20A) quanto nuclear (Figura 4.20B), em comparação aos 

animais controles. O tratamento dos camundongos silicóticos com infliximabe (1,25mg/kg) e 

com XPro1595 (10mg/kg), tanto profilática como terapeuticamente, diminuiu 

significativamente nos níveis NF-B em ambos os compartimentos celulares.  
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Figura 4.18: Avaliação da resposta proliferativa de fibroblastos pulmonares provenientes 

de camundongos instilados com sílica e estimulados com IL-13 ou TNF- in vitro. (A) 

Indica a proliferação de fibroblastos estimulados com IL-13 e/ou TNF-; (B) Indica a 

viabilidade celular após o tratamento com XPro 1595; (C) Indica a proliferação de 

fibroblastos tratados com XPro 1595 e estimulados com IL-13 e TNF-. Os resultados foram 

expressos como a média ± E.P.M. de no mínimo triplicata por grupo. Este gráfico é 

representativo de dois experimentos.  + P<0,05 comparado ao grupo não estimulado; *P<0,05 

comparado ao grupo estimulado com IL-13; #P<0,05 comparado ao grupo estimulado com 

TNF-; ● P<0,05 comparado ao grupo estimulado com IL-13 e TNF-.
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Figura 4.19: Efeito do infliximabe e XPro 1595 sobre a ativação de células 

epiteliais humanas (A549) estimuladas com sílica in vitro. Quantificação de IL-8 foi 

realizada no sobrenadante das células, 24 horas após o estímulo com sílica. Os resultados 

foram expressos como a média ± E.P.M. de triplicata por grupo. Este gráfico é representativo 

de 2 experimentos. + P<0,05 comparado ao grupo não-estimulado.
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Figura 4.20: Efeito do infliximabe e XPro1595 sobre a ativação do fator de 

transcrição NF-B no pulmão de camundongos silicóticos. (A) NF-B citolasmático; (B) 

NF-B nuclear. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de no mínimo 3 

animais por grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao grupo 

instilado com sílica.
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          5 – Discussão

A silicose é doença de caráter ocupacional causada pela inalação de poeira contendo 

partículas de sílica cristalina, cujo desenvolvimento e a gravidade são dependentes da 

quantidade e do tempo de exposição à sílica (74). Caracteriza-se pela presença de nódulos 

fibróticos decorrentes de um processo inflamatório persistente e de uma marcada proliferação 

de fibroblastos, com excessivo acúmulo de colágeno e outros componentes da matriz 

extracelular, que em conjunto resultam em um marcado comprometimento da função 

pulmonar (76,195). É uma doença com grau de complexidade elevado, envolvendo uma vasta 

gama de mediadores inflamatórios e prófibróticos, com destaque para o TNF-. Inúmeros 

relatos existem na literatura indicando que TNF-, em função da sua variedade de efeitos 

biológicos como indução da resposta contrátil de células musculares lisas das vias aéreas e 

diminuição da resposta a alguns agentes indutores de relaxamento, assim como 

ativação/recrutamento leucocitário, coloca-se como um mediador chave em processos 

inflamatórios incluindo aqueles ao nível pulmonar incluindo disfunções de caráter obstrutivo 

como a asma brônquica (110,184,185,196-198). No que tange a doenças pulmonares de 

caráter restritivo, observações prévias apontam para a existência de polimorfismo do gene que 

codifica o TNF- e a suscetibilidade à silicose humana (187,199). Dados divergentes foram 

relatados por Wu e colaboradores (2008) indicando haver ausência de tal correlação (200). De 

forma a melhor entender o envolvimento do TNF- no contexto da silicose, utilizando o 

modelo experimental de silicose murina desenvolvida em camundongos Swiss-Webster, 

demonstramos previamente que a instilação intranasal de partículas de sílica determinaram o 

aparecimento de níveis elevados de TNF-tanto em uma fase inicial (7 dias) como tardia (28 

dias), resposta esta que mostrou correlação com a ocorrência de um quadro de 

comprometimento da função pulmonar e de hiper-reatividade das vias aéreas juntamente 

como inflamação e fibrose (28). Mais ainda, evidenciamos que animais depletados para o 

gene codificante para o receptor 1 do TNF-(TNFR1-/-) mostraram supressão do quadro de

comprometimento da função pulmonar e hiper-reatividade, além de clara diminuição da área 

de fibrose e formação de granulomas (28). Estes dados reforçaram a hipótese de ser o TNF-

um potencial alvo terapêutico na silicose. Desta forma, nos sentimos motivados a estender 

nossa análise a fim de investigar o efeito de terapias anti-TNF- sobre a silicose experimental 

murina. Para tanto, foram utilizadas duas estratégias farmacológicas que incluíram a 

utilização de compostos com atividade inibidora sobre a produção do TNF- (talidomida) e 

sobre a ação do TNF- (infliximabe – Remicade®). Foi utilizado, também, o composto 
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Dominante Negativo (DN) do TNF-, XPro 1595, que seletivamente neutraliza a forma 

solúvel do TNF-. 

Como primeira abordagem testamos, em nosso modelo experimental de silicose, a 

talidomida que é um composto reconhecidamente eficaz em inibir a produção do TNF- por

induzir maior instabilidade do mRNA devido à redução do seu tempo de meia vida (158).  A 

talidomida foi administrada de forma terapêutica, nas doses de 25 e 50 mg/kg, por via oral 

durante 7 dias consecutivos, iniciando-se 21 dias pós-sílica. Vimos que os animais silicóticos 

tratados com talidomida apresentaram redução do comprometimento da função pulmonar e da 

hiper-reatividade das vias aéreas, verificada na condição de aerolização com metacolina, 

quando comparados aos controles. Estes achados são coerentes com dados anteriores onde 

demonstramos que os animais TNFR1-/- apresentaram inibição das alterações na função 

pulmonar e, também, da hiper-reatividade das vias aéreas. Além disso, a instilação intranasal 

de TNF- em camundongos foi capaz de promover resposta de hiper-reatividade das vias 

aéreas, o que veio a reforçar a importância deste mediador no contexto de doenças 

pulmonares (28). Dados outros da literatura demonstram o efeito inibitório da talidomida 

sobre a resposta de hiper-reatividade das vias aéreas em modelo de asma alérgica murina 

(201).  Este fato pode estar associada à propriedade do TNF-de induzir resposta em células 

musculares lisa através da ativação da enzima RhoA e da liberação de Ca+ intracelular, 

aumentando, dessa forma, a contratilidade destas células (178,202). 

Além dos efeitos anti-inflamatórios ao nível pulmonar, existem relatos que mostram a 

capacidade da talidomida em inibir a formação de granulomas na condição de modelos 

experimentais de doenças fibrogênicas ou na clínica incluindo a doença renal crônica (203); a 

neurosarcoidose (204,205) e a hanseníase (154). 

Na sequência, então, partimos para avaliar o efeito da talidomida sobre as alterações 

teciduais verificadas no pulmão dos camundongos silicóticos. Vimos que os animais

silicóticos tratados com talidomida apresentaram redução significativa da área de fibrose e de 

granuloma. Corroborando nossos achados, dados da literatura mostram que a talidomida foi 

capaz de inibir o processo fibrótico no pulmão de camundongos estimulados com a 

bleomicina, um medicamento anti-neoplásico que quando instilado leva a um quadro de 

fibrose que é similar àquele verificado no caso de fibrose pulmonar intersticial (146,160). 

De forma complementar, através de técnicas histológicas e coloração por Picrosirius 

(191), evidenciamos que os camundongos silicóticos apresentaram aumento na deposição de 

colágeno, principalmente na região da formação de granulomas e o tratamento com 

talidomida foi capaz de reverter o depósito destas fibras no parênquima pulmonar. Estes 
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achados foram confirmados pela análise quantitativa utilizando a técnica espectrofotométrica 

de Sircol (206), que mostram clara redução do conteúdo total de colágeno na condição do 

tratamento com talidomida. Achados de Tabata e colaboradoes (2007) e Choe e colaboradores 

(2010), demonstraram no modelo de inflamação pulmonar por bleomicina, que os efeitos 

inibitórios da talidomida era responsável pela redução da expressão de citocinas importantes, 

principalmente do fator pró-fibrótico TGF-1, reconhecido por sua atividade sobre a ativação 

de miofibroblastos a produzir colágeno (146,160,207-209). 

Dessa forma, com a finalidade avaliar a ação da talidomida sobre a produção de 

citocinas e quimiocinas, foram feitas análise de diversos mediadores ao nível pulmonar. 

Observamos que os camundongos silicóticos apresentaram aumento na produção de TNF-, 

INF-, IL-6, MCP-1 e MIP-2 e que o tratamento com a maior dose de talidomida foi capaz de 

reduzir a produção de todas as citocinas analisadas. Reforçando nossos achados, trabalhos 

mostram que a talidomida se mostrou eficiente em reduzir a produção de citocinas em 

diferentes modelos experimentais murinos de inflamação pulmonar (146,160,201,210). 

Achados interessantes, onde foram utilizadas células provenientes do lavado broncoalveolar 

de pacientes portadores de doenças pulmonares crônicas como sarcoidose e fibrose pulmonar 

idiopática, também identificaram o efeito inibitório da talidomida sobre a geração de citocinas 

(211).

De forma a investigar potenciais células alvos no caso da talidomida, focamos nossa 

análise em macrófagos e fibroblastos que foram estudados mediante técnica de 

imunohistoquímica e identificação dos marcadores F4/80 e -SMA, respectivamente. 

Animais silicóticos apresentaram aumento da quantidade de células positivas para ambos os 

marcadores, e o tratamento com a talidomida inibiu este fenômeno. Tomando por base estes 

achados, fomos investigar o potencial efeito direto da talidomida sobre estes tipos celulares. 

Para a avaliação da deste composto sobre ativação de macrófagos, foi utilizada uma linhagem 

de macrófagos alveolares murinho (AMJ2C11), quando verificamos nítida ativação na 

condição de estimulação com partículas de sílica , através da elevação nos níveis de TNF-

liberado. No caso de fibroblastos, foram utilizadas células provenientes do pulmão de 

camundongos silicóticos submetidas à estimulação com a citocina prófibrótica IL-13, e 

analisada resposta proliferativa. O tratamento com talidomida reduziu tanto a ativação de 

macrófagos quanto fibroblastos. Suportando nossos dados, foi mostrado por alguns autores 

que a talidomida apresenta atividade supressora sobre ativação de macrófagos peritoneais 

(linhagem RAW 264.7) conforme observado pela redução da produção de óxido nítrico e 

TNF- frente à estimulação com LPS (212,213). 
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Quanto aos fibroblastos, nossos achados estão concordantes com os de Tseng e 

colaboradores (2013) que mostraram que a talidomida foi capaz de inibir a proliferação de 

fibroblastos pulmonares humanos induzida pelo TGF-1, assim como a produção  de 

colágeno (214). Liang e colaboradores (2013) relataram também atividade semelhante da 

talidomida sobre a proliferação de fibroblastos normais e de fibroblastos provenientes de 

quelóides, e ainda, sobre a produção de fibronectina por essas células (215). Optamos também 

por incluir células epiteliais já que por serem fundamentais no revestimento das vias aéreas, 

são responsáveis pelo primeiro contato com substâncias inaladas. Neste caso, foram utilizadas 

células epiteliais oriundas de adenocarcinoma humano (linhagem A549). Vimos que a 

talidomida não foi capaz de alterar nem a produção de IL-8 frente à estimulação com 

partículas de sílica (300 g/mL), nem a taxa de viabilidade celular. Entretanto, dados da 

literatura apontam que a talidomida é capaz de reduzir a expressão do Fator básico de 

crescimento de fibroblasto (bFGF), de forma dose dependente, quando incubada com células 

epiteliais A549 (216). Em queratinócitos estimulados com raios UV, a talidomida também foi 

capaz de inibir a ativação de caspase 1 e conseqüentemente reduzir a ativação de pró-IL-1

em IL-1 (217). Fatores como dose e tipos de citocinas avaliadas poderiam contribuir para 

explicar as diferenças encontradas. 

Passando, então, para a segunda abordagem proposta neste trabalho, fomos avaliar o 

efeito de compostos que atuam bloqueando a ação do TNF-. Inicialmente utilizamos o 

infliximabe, um anticorpo monoclonal quimérico humano/murino já utilizado na clínica para 

tratamento de artrite reumatoide (142,164). Trabalhando de forma a identificar a melhor dose 

a ser utilizada, foram feitos testes com diferentes doses 1,25; 2,5 e 5 mg/kg e análise fixada no 

dia 28 pós-sílica. Baseado no trabalho de Deveci e colaboradores (2008) o protocolo seguido 

foi o de administração apenas uma vez por semana, durante três semanas consecutivas, 

iniciando-se 7 dias pós sílica (218). Constaram de nossa avaliação parâmetros já mencionados 

anteriormente. O tratamento dos camundongos silicóticos com o infliximabe produziu um 

efeito supressor sobre a resposta fibrogênica de forma inversamente proporcional às doses 

utilizadas (dados não mostrados). Estes achados poderiam estar associados a algum efeito 

indesejado do infliximabe como a indução de processos granulomatosos associados às doses 

(219-222). Um eventual acúmulo de composto associado a uma menor metabolização, no 

caso de camundongos, poderia contribuir para o menor efeito do infliximabe verificado na 

condição do tratamento com as maiores doses. Desta feita, a menor dose de 1,25 mg/kg foi, 

então, escolhida para utilização nos ensaios subsequentes. Utilizando o protocolo de 

administração terapêutica, vimos que o infliximabe inibiu o decréscimo da função pulmonar 



75

dos camundongos silicóticos, tanto no que se refere à condição basal como, também, a hiper-

reatividade revelado quando da aerolização com metacolina. Dados prévios da literatura 

suportam nossos achados que mostram o efeito inibitório do infliximabe sobre a disfunção 

pulmonar no caso de modelos experimentais (camundongos e ratos) de doenças (218, 223), 

quanto em pacientes asmáticos refratários ao tratamento com glicocorticóides (224). Efeito 

similar foi também notado no caso de artrite reumatóide (225). De forma contrária, pacientes 

portadores de DPOC foram refratários ao tratamento com infliximabe (226), indicando que 

nem todas as doenças pulmonares que estão associadas ao TNF- são sensíveis ao composto 

e/ou que o TNF- pode não constituir um alvo terapêutico para todas as doenças pulmonares.  

Além disso, o tratamento com infliximabe mostrou-se eficaz em reduzir os componentes 

inflamatório e fibrogênico da silicose murina. Estes achados são suportados por estudos 

anteriores que demonstraram a eficiência clínica do infliximabe em diminuir respostas 

inflamatórias de característica granulomatosa (227-230). A utilização de terapia com 

anticorpo anti-TNF- sintetizado por esse grupo mostrou-se eficiente na redução da 

deposição de colágeno em camundongos silicóticos (186). Corroborando nossos achados,

Antoniou e colaboradores (2007) relataram a atividade estabilizadora do infliximabe sobre a 

progressão da doença fibrótica pulmonar em pacientes (231).

Na busca da identificação do mecanismo de ação do infliximabe, avaliamos seu efeito 

sobre a produção de citocinas e vimos que o composto reduziu os níveis aumentados de todos 

os mediadores quantificados ao nível do tecido pulmonar dos animais silicóticos. De forma 

coerente, infliximabe inibiu a geração de citocinas associadas ao quadro de asma alérgica em 

modelos murinos da doença (216,223).

Buscando identificar o efeito direto do infliximabe sobre macrófagos e fibroblastos 

pulmonares, partimos para a utilização de sistema de análise da funcionalidade de células in 

vitro. Verificamos que a incubação de macrófagos e fibroblastos com infliximabe foi capaz de 

suprimir a resposta de ativação celular, sugerindo que o composto tenha atividade direta sobre 

ambos os tipos celulares. Indo ao encontro de nosso achados, dados da literatura mostram que 

o infliximabe foi capaz de abolir a resposta de macrófagos alveolares quando da estimulação 

por Histopasma capsulatum (232). Mais ainda, o tratamento de pacientes portadores de 

sarcoidose com infliximabe mostrou-se eficaz em inibir a presença de macrófagos no tecido 

através da avaliação da expressão da proteína marcadora CD68 (233). Quanto aos 

fibroblastos, Mattyasovszky e colaboradores (2010) mostraram que a estimulação com TNF-

foi capaz de reduzir a taxa de viabilidade e proliferação deste tipo celular, assim como reduzir 

a expressão de colágeno tipo 1 (234). A produção de IL-8 por células epiteliais pulmonares 
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estimuladas com sílica foi refratária à ação do infliximabe, indicando que células epiteliais 

não são alvo direto do composto. Entretanto, dados da literatura apontam para a capacidade 

do TNF- estimular a produção de IL-8 por células epiteliais de bovinos, e que o infliximabe 

foi capaz de suprimir este efeito (235). A espécie animal utilizada assim como o tipo de 

estímulo poderiam ser fatores que justificassem a diferença de resultados observada.

Efeitos colaterais indesejáveis têm sido atribuídos ao infliximabe incluindo alterações 

na função pulmonar (236), ocorrência de lupus, falência cardíaca congestiva (237) e ainda 

desenvolvimento de doenças granulomatosas (214-217). Hipóteses têm sido propostas para 

explicar este efeito dual do infliximabe e uma das possibilidades inclui a sua capacidade de 

inibição de ambas as formas de TNF- membranar e solúvel (238). Dados da literatura 

mostram que os efeitos biológicos do TNF- estão associados a estas duas forma, sendo a 

resposta justácrina associada ao mTNF-, possuindo um papel importante na resolução da 

inflamação e, também na modulação da resposta imunológica contra patógenos (170,173,239-

242). Por sua vez, o TNF- solúvel, sTNF-, possui importante papel em processos 

inflamatórios crônicos, sendo produzida de forma rápida por macrófagos ativados na condição 

de resposta a patógenos atuando no favorecimento do aumento da taxa de fagocitose e a 

secreção de citocinas por macrófagos (173,242-244) e da cascata de apoptose em linfócitos T 

(245). Sendo assim, a inibição apenas da porção solúvel do TNF- parece ser uma estratégia 

interessante de forma a garantir processos benéficos como a inibição do processo inflamatório 

sem que haja comprometimento da resposta imune. Com o objetivo de discriminar a 

relevância das formas de TNF- no contexto da silicose experimental, utilizamos de forma 

totalmente original  uma ferramenta biológica que nos permite bloquear seletivamente a 

forma solúvel da citocina – o DN TNF- XPro 1595. Este composto compete com a 

molécula de TNF- para a formação do heterotrímero, que assim tem sua ligação bloqueada 

ao receptor (172).

Seguindo racional similar ao até então utilizado neste trabalho, por razões de 

eficiência previamente demonstrada em estudo anteriores do grupo do Dr. David Szymkowski 

(176), foi escolhida a dose de 10 mg/kg de XPro 1595 sendo adotados dois protocolos 

experimentais - profilático e terapêutico. Verificamos que o comprometimento da função 

pulmonar, assim como a hiper-reatividade das vias aéreas, nos camundongos silicóticos 

mostraram-se sensíveis ao tratamento com XPro 1595. De forma similar aos nossos achados, 

Maillet e colaboradores (2011) mostraram que XPro 1595 foi capaz de reduzir a resposta de 

hiper-reatividade das vias aéreas em um modelo de asma alérgica murina (176). Em 2012, 
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Sama e colaboradores mostraram que o XPro 1595 foi capaz de reduzir a sensibilidade dos 

canais de cálcio e com isso reduzir o influxo de cálcio intracelular (246).

O tratamento com XPro 1595, em ambos os protocolos, foram capazes de diminuir a 

resposta e formação de granulomas, assim como a deposição de colágeno no tecido pulmonar 

dos camundongos silicóticos. Somado a isso, vimos que o XPro 1595 reduziu a produção de 

citocinas e quimiocinas (TGF-, MIP-1 e MIP-2) nos animais silicóticos, porém em menor 

proporção do que aquela verificada no caso do infliximabe. A fibrose e a formação de 

granulomas foram igualmente sensíveis ao XPro 1595. Este composto reduziu a formação de 

granuloma no tecido pulmonar e hepático de camundongos infectados com o bacilo 

Mycobacterium bovis (BCG) ou estimulados com LPS (171,174). Além disso, foi verificada a 

redução do quantitativo de citocinas e enzimas liberadas no pulmão de camundongos 

alérgicos e fígado de camundongos portadores de disfunção hepática (174,176).

O tratamento com XPro 1595 foi capaz de reduzir o número de células positivas para 

F4/80 e -SMA no pulmão de camundongos silicóticos. De forma complementar, a análise in 

vitro revelou que a maior concentração de XPro 1595 inibiu a produção de TNF- por 

macrófagos estimulados com sílica. Na análise da cultura primária de fibroblastos, utilizamos 

o sistema de proliferação induzida diretamente pelo TNF-, uma vez que o composto 

XPro1595 neutraliza apenas o TNF- solúvel. Mais ainda, considerando que evidências da 

literatura apontam para um efeito aditivo entre TNF-e IL-13, no contexto da fibrose (235),

foi usado o sistema de cultura de fibroblastos pulmonares submetidos à estimulação 

concomitante com ambas as citocinas. A incubação de fibroblastos com XPro 1595 inibiu a 

resposta de proliferação. Até o momento, existem poucos estudos relacionados aos efeitos do 

composto XPro 1595 em sistemas biológicos. Dados de Zalevsky e colaboradores (2007) 

demonstraram o efeito inibitório do XPro 1595 em macrófagos peritoniais (RAW264.7) 

estimulados por LPS (173). De forma inédita, nossos dados referentes a avaliação do 

composto XPro 1595 sobre fibroblastos, ratificam o potencial do composto sobre a reposta de 

proliferação celular. Mais estudos são necessários de forma a melhor caracterizar o 

mecanismo de ação deste composto em sistemas biológicos. 

Neste sentido, tentamos como última análise, comparar o efeito do infliximabe 

e do XPro 1595 sobre a translocação do fator de transcrição NF-B no tecido pulmonar de 

camundongos silicóticos. Dados prévios de Gambelli e colaboradores (2004) e Di Giuseppe e 

colegas (2009) mostraram que o tratamento de camundongos silicóticos com o composto Bay 

11-7085, um inibidor do fator de transcrição NF-B, suprimiu a reposta inflamatória e a 

deposição de colágeno no tecido pulmonar, o que indica a relevância deste fator para o quadro 
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silicótico. Desta forma, através de técnica de western blotting, verificamos o aumento nos 

níveis de NF-B fosforilado, tanto na porção citoplasmática quanto na nuclear, e que o 

tratamento com ambos os compostos foi capaz de inibir este fenômeno (129,247). Estes dados 

sugerem que a via de NF-B é um alvo importante para o efeito inibitório do infliximabe e do 

XPro 1595.  

Em conjunto, nossos dados mostram que a inibição do TNF- gerado pelo processo 

inflamatório desencadeado pela partícula de sílica no pulmão é responsável pela redução da 

translocação do fator de transcrição NF-B e consquentemente a síntese de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias, incuindo o próprio TNF-. A redução desses mediadores 

permitiu uma amenização da resposta inflamatória  com diminuição da expressão e da 

atividade de células do sistema imunológico, como o macrófago, e de células estruturais, 

como o fibroblastos, reduzindo, assim, a síntese de mediadores pró-inflamatórios e colágeno. 

Consequentemente, a área ocupada pelo granuloma, levando a uma melhora na função 

pulmonar desses animais. Mostramos ainda, que a inibição apenas da porção solúvel do TNF-

 é responsável por reduzir seletivamente quimiocinas (MIP-1 e MIP-2) e citocinas (TGF-) 

importantes para o recrutamento celular e para o desenvolvimento do perfil fibrótico da 

silicose sem alterar os níveis de TNF- gerado no pulmão desses animais. Apesar do TNF-

ser uma citocina pró-inflamatória, ele também possui um papel importante no contorle da 

resposta inflamatória. A ausência desta citocina em diversos modelos experimentais 

desencadeou uma resposta inflamatória exacerbada com desorganização da estrutura do 

granuloma, levando o animal a morte (249, 250, 252). No caso da utilização do infliximabe, 

pacientes com artrite reumatóide apresentaram aumento na incidência d tuberculose (251). 

Fator preocupante no caso da silicose, pois na maioria dos casos, pacientes silicóticos também 

apresentam infecção por Mycobacterium sp. (doença denominada silicotuberculose).

Dessa forma, nossos dados mostram que o tratamento com inibidor seletivo da forma 

solúvel do TNF-parece constituir uma ferramenta extremamente importante para aplicação 

no caso de doenças inflamatórias crônicas de natureza fibrótica, como silicose, uma vez que 

atua bloqueando os efeitos deletérios do TNF-, porém preservando seu efeito benéfico de 

modulação do sistema imune associado à forma transmembranar deste mediador.
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6. Conclusão

Tomados em conjunto, nossos resultados mostram que o tratamento terapêutico de 

camundongos silicóticos (28 dias pós-sílica) com compostos que inibam a geração do TNF-

como a talidomida, e a ação do TNF- como o anticorpo monoclonal quimérico 

infliximabe ou o dominante negativo XPro 1595, foi capaz de inibir o comprometimento da 

função pulmonar e a hiper-reatividade das vias aéreas, observada quando da aerolização com 

o agonista colinérgico metacolina. Além disso, os componentes inflamatório e fibrogênico 

também foram inibidos pelos três compostos testados, verificando-se uma redução da área de 

granuloma e da deposição de fibras colágenas. O aumento da produção de citocinas/ 

quimiocinas e da presença de células alvos como macrófagos e fibroblastos mostrou-se 

diminuída no pulmão de camundongos silicóticos tratados com talidomida, infliximabe e 

XPro 1595. O aumento nos níveis do fator de transcrição NF-B translocado para o núcleo foi 

também suprimido pelos infliximabe e XPro 1595. Em sistema de ativação celular in vitro, 

verificamos que macrófagos alveolares e fibroblastos pulmonares mostraram-se afetados 

diretamente pelos compostos testados, quando foi verificada supressão da resposta de 

secreção e proliferação, respectivamente. Entretanto, células epiteliais pulmonares foram 

refratárias aos tratamentos utilizados. Desta forma, elegemos o TNF- como um alvo 

terapêutico importante no contexto da silicose e, que em sua forma solúvel se coloca como de 

potencial relevância no que tange a aplicação na terapia de doenças inflamatórias fibróticas 

pulmonares como a silicose.
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Figura 6.1 – Esquema do efeito de compostos anti-TNF-a sobre o processo 

inflamatório na silicose.
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