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RESUMO 

  
FIGUEIRÔA, Silviane Fernandes da Silva. Dimorfismo sexual no modelo 
experimental de enfisema pulmonar induzido por papaína em camundongos. 

Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de 
Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos necessários para a obtenção do grau de 
Mestre em Ciências. 
 
Introdução: Características típicas da doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) 
podem ser induzidas pela administração exógena de proteases, como a papaína. 
Apesar da vasta descrição dos aspectos celulares e moleculares envolvidos, muito 
ainda precisa ser explorado em relação ao comportamento funcional dos animais 
nesses modelos. O presente trabalho objetiva estudar as alterações da mecânica 
pulmonar, da histologia e o estresse oxidativo decorrentes da exposição à papaína. 
Materiais e Métodos: Trinta camundongos BALB/c machos e fêmeas (20-25 g) 
adultos jovens foram aleatoriamente divididos em quatro grupos. Realizou-se uma 
instilação intratraqueal semanal, durante 2 semanas, de 50 µL de NaCl a 0,9 % 
grupos salina macho (SALM) e salina fêmea (SALF), ou 50 µL de solução 
fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL grupos papaína macho 
(PAPM) e papaína fêmea (PAPF). Os animais foram pesados semanalmente e 
duas semanas após a última instilação, os animais foram sedados, anestesiados e 
paralisados. Os parâmetros da mecânica pulmonar [pressões resistiva (ΔP1), 
viscoelástica (ΔP2) e total (ΔPtot), elastância estática (Est) e componente elástico 

da viscoelasticidade (E)] foram aferidos pelo método de oclusão ao final da 
inspiração. Os pulmões foram preparados para histologia e foram realizados 
ensaios bioquímicos para a avaliação do estresse oxidativo. 
Conclusões: A exposição pulmonar à papaína provocou alterações funcionais 
mais acentuadas em machos, com aumento dos componentes elástico, resistivo e 
viscoelástico da mecânica pulmonar. Enquanto que as fêmeas apresentaram 
apenas aumento de componente elástico e resistivo. Houve aumento de 
celularidade no parênquima pulmonar, caracterizado por influxo de células 
polimorfonucleares. A redução do número de fibras colágenas e elásticas 
corroboram o perfil de lesão grave desenvolvido nos modelos de protease, no 
período de 14 dias pós-estímulo. Foi observado aumento da capacidade residual 
funcional (CRF) e do diâmetro alveolar médio (Lm) em ambos os gêneros. Em 
relação à variação do peso corporal, os animais lesados apresentaram menor 
ganho de peso corporal ao longo das semanas. Foi observada depleção da enzima 
antioxidante catalase no pulmão. Isto sugere um mecanismo de defesa pulmonar 
contra as ERO. As fêmeas apresentaram adicionalmente,  maior TBARS e menor 
relação GSH-GSSG quando comparadas ao machos lesados.  Os resultados do 
grupo PAPM são compatíveis com lesões pulmonares mais graves e já 
estabelecidas. 
 
Palavras –chave: Enfisema Pulmonar, Papaína, Modelo Experimental; 
Camundongo; Mecânica Pulmonar; Elastância; Histologia; Estresse Oxidativo. 
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ABSTRACT 
 
FIGUEIRÔA, Silviane Fernandes da Silva. Sexual Dimorphism in Papain 
Induced-Pulmonary Emphysema Experimental Model in Mice. Instituto de 
Biofísica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ. 
 
Introduction: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) typical features may 

be induced by exogenous administration proteases such as papain. Despite the 
extensive description of the cellular and molecular aspects involved, much remains 
to be explored in relation to the functional performance of animals in these models. 
Our aims are to study the changes in lung mechanics, histology and oxidative stress 
in papain exposed female and male mice. 
Materials and methods: Thirty Balb/c male and female (20-25 g) were randomly 

divided into four groups. The animals recived 50 μL of saline (groups SALF and 
SALM), or 0.2 U/μL of papain, diluited in 50 μL of saline (groups PAPM and PAPF) 
intratracheal, once a week, for 2 weeks. The animals were weighed once a week 
and two weeks after the last intratracheal instillation, the animals were sedated, 
anesthetized and paralyzed. The parameters of lung mechanics [resistive (ΔP1), 
viscoelastic (ΔP2) and total pressures (ΔPtot), static elastance (Est) and elastic 

component of viscoelasticity (E)] were measured by the method of occlusion at the 
end of inspiration. The lungs were prepared for histology and biochemical tests 
were performed for evaluation of oxidative stress. 
Conclusions: Papain exposure caused pulmonary functional changes more 
pronounced in males, with an increase of elastic, resistive and viscoelastic 
components of pulmonary mechanics, while females showed only an increase in 
elastic and resistive components. Increased cellularity of lung parenchyma was 
characterized by influx of polymorphonuclear cells. The reduction of collagen fibers 
and elastic supports the profile of serious injury protease models within 14 days 
post-stimulus. Increase of functional residual capacity (FRC) and mean alveolar 
diameter (Lm) were observed in both genders. Male and female mice exposed to 
papain had lower body weight gain. Changes of antioxidant enzymes were 
observed, suggesting a mechanism for pulmonary defense against ROS. The 
results of  PAPM group are consistent with more severe lung injuries and already 
established. 
 
 
Keywords: Pulmonary emphysema, Papain, Lung Mechanics; elastance; Histology; 
Oxidative Stress. 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 ASPECTOS GERAIS  

1.1.1 Doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é caracterizada por 

limitação do fluxo aéreo, não totalmente reversível, inflamação de pequenas 

vias aéreas e destruição do parênquima pulmonar (Voelkel, 2002). A síndrome 

clínica da DPOC inclui manifestações extrapulmonares, como anemia, 

osteoporose, redução da massa corporal e do trofismo muscular (Cote e cols, 

2007; Sabir, 2007, Filkelstrein, 1995). Constitui uma doença respiratória 

progressiva caracterizada por dispnéia, tosse e aumento da secreção pulmonar 

(Tuder, 2003a). 

Apesar das similares alterações funcionais, os sinais e sintomas clínicos 

da DPOC manifestam-se como diferentes afecções: bronquite crônica, 

enfisema pulmonar e bronquiolite obliterante são as três formas morfológicas 

da DPOC (Figura 1). Ademais, estas três doenças podem se apresentar 

associadas no mesmo paciente (Jeffery, 2001). 

 

Figura 1: Ilustração da via aérea no pulmão normal e na DPOC. Adaptado de 

(Snider e cols., 1985). 
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A DPOC é a 5ª causa de morte no mundo, com estimativa de se tornar a 

3ª causa até 2020. No Brasil, a prevalência desta doença cresceu cerca de 3,4 

vezes nos últimos 20 anos (Pauwels e cols., 2001). Dentre os pacientes com 

DPOC, 20% apresentam enfisema, ao passo que 80% tem bronquite crônica 

ou uma combinação de enfisema e bronquite crônica (Barnes, 2000).  

Em seres humanos, além da observação dos sinais clínicos da doença, 

a DPOC é diagnosticada pela espirometria pulmonar, que evidencia o 

comprometimento da função pulmonar por meio dos valores de volume 

expiratório forçado no 1º segundo (VEF1), capacidade vital forçada (CVF), e a 

relação destes (Figura 2). 

 

 

 

 

Figura 2: Exemplo de traçados espirométricos em indivíduos normais e 

pacientes com DPOC. Estão representados no gráfico, o volume expiratório 
forçado no 1º segundo (VEF1) e a capacidade vital forçada (CVF). Adaptado de  
(GOLD, 2004). 
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Pacientes com DPOC tipicamente apresentam diminuição de VEF1
 
e da 

relação VEF1/CVF e o grau de anormalidade espirométrica geralmente reflete 

a gravidade da DPOC (Hoog, 2004). 

 

Classificação da DPOC conforme a gravidade (GOLD, 2004) 

 

Estádio 0: Em risco - Tosse crônica e expectoração; a função pulmonar é 

ainda normal.  

 

Estádio I: DPOC leve - Leve limitação do fluxo aéreo (VEF1/CVF < 70%, mas 

VEF1 >  podendo ser acompanhada de tosse crônica e 

expectoração. 

 

Estádio II: DPOC Moderada - Agravamento da limitação do fluxo aéreo (VEF1 

< 80% e > 30% do previsto) e, progressão dos sintomas, com dispnéia 

tipicamente desenvolvida ao esforço.  

• Exacerbação dos sintomas, que tem um impacto sobre a qualidade de vida e 

o prognóstico do paciente, especialmente notada em pacientes com VEF1 < 

50% do previsto.  

 

Estádio III: DPOC Grave - Grave limitação do fluxo aéreo (VEF1 < 30% do 

previsto) ou presença de insuficiência respiratória.                                                                      
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1.1. 2  Enfisema pulmonar 

O enfisema é definido como uma dilatação anormal dos espaços aéreos, 

acompanhada por destruição das paredes alveolares (Snider, 1985; Shapiro, 

2002).   

 

 

 

Figura 3:  Estrutura alveolar no pulmão normal e no enfisema pulmonar. 

Adaptado de (Voelkel, 2008). 
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A destruição alveolar característica do enfisema se inicia nos espaços 

aéreos distais ao bronquíolo terminal, levando ao dano da parede alveolar e 

perda de unidades alveolares, não associado à fibrose pulmonar significativa 

(Berg e cols., 2003; Celli e cols., 2007; Pauwels, 2004; Aoshiba e cols., 2003; 

Snider e cols., 1985; Vlahovic e cols., 1999).  

Tal destruição reduz a força de retração elástica e, conseqüentemente, 

do fluxo aéreo expiratório, ocasionando um quadro progressivo de 

hiperinsuflação pulmonar (Hoog e cols, 2004) 

Os tipos de enfisema podem ser definidos de acordo com o 

acometimento da anatomia dos ácinos pulmonares, etiologia e comportamento 

fisiopatológico, conforme descrito a seguir (Kim e cols., 1991): 

- O enfisema paraseptal é o enfisema cicatricial decorrente de processos 

inflamatórios, como tuberculose e pneumonia. Não tem como característica 

principal a limitação do fluxo aéreo.  

- O panacinar caracteriza-se por comprometido do ácino, com alargamento 

difuso, habitualmente estendendo-se desde a região hilar até a periferia dos 

pulmões. Esse enfisema é encontrado nos pacientes portadores da deficiência 

de alfa-1-antitripsina e é o padrão verificado na reprodução experimental por 

meio de enzimas proteolíticas, como neste trabalho, onde foi utilizada a 

papaína. 

- O centrolobular está associado, na maioria das vezes, ao tabagismo e 

compromete preferencialmente os lobos superiores. Estudos mostram que 

pacientes tabagistas podem apresentar tanto o tipo centro-lobular como o pan-

acinar, com graus variáveis de acometimento em um mesmo pulmão. 
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Figura 4: Anatomia pulmonar normal e nas 3 formas de enfisema pulmonar. 
Adaptado de (Kim e cols., 1991). 

 

O tabagismo constitui o maior fator de risco para o desenvolvimento do 

enfisema, estando presente em 80% a 90% dos casos. A deficiência de alfa-1-

antitripsina, na forma homozigota, é responsável por apenas 1% dos casos 

(Fletcher e Peto, 1977). 

A fisiopatologia do enfisema não é completamente conhecida. A 

hipótese mais aceita a respeito do seu desenvolvimento é a presença de um 

desequilíbrio entre a atividade de proteases e anti-proteases no tecido 

pulmonar, resultando em degradação da elastina (Janoffi, 1985). Quatro 

mecanismos são apontados como principais na patogenia do enfisema (Suki e 

cols., 2003; Yoshida e Tuder, 2007; Barnes, 2006): 

1- Inalação de partículas nocivas, tais como aquelas contidas na fumaça do 

cigarro, levam à inflamação crônica, resultando em aumento do número 

de macrófagos, neutrófilos e linfócitos CD8+. 
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2- Desequilíbrio entre o balanço proteolítico e anti-proteolítico, resultando 

em um aumento da atividade proteolítica, destruição do parênquima 

pulmonar e desenvolvimento do enfisema. 

3- Estresse oxidativo, que ocorre quando espécies reativas de oxigênio são 

produzidas em excesso no mecanismo de defesa antioxidante. 

4- Alteração no mecanismo de reparo tecidual. 

Joss e cols, (2002) e Hoog, (2004), sugerem, ainda, que o prejuízo 

nutricional, a suscetibilidade genética e a instabilidade do surfactante podem 

ser mecanismos causais na DPOC. 

 

1.2 PRINCIPAIS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA PATOGÊNESE DO 

ENFISEMA PULMONAR. 

 

1.2.1 - Inflamação pulmonar 

 Patologicamente, o enfisema pulmonar caracteriza-se por inflamação 

difusa do parênquima pulmonar e das vias aéreas (Saetta e cols., 2002; 

Hautamaki e cols., 1997).  A inflamação crônica na DPOC está associada ao 

aumento na expressão gênica e de proteínas no lavado broncoalveolar de 

diferentes quimiocinas e mediadores pró-inflamatórios, incluindo TNF-, IL1-, 

IL-8, MIP-2, MIP-1, MIP-1, IL-12, IL-18, (Churg e cols., 2008). Muitos dos 

genes que originam agentes pró-inflamatórios são regulados pelo fator de 

transcrição nuclear (NF)-B. De fato, o NF-B encontra-se ativado nos pulmões 

e em células inflamatórias (particularmente macrófagos alveolares) de 

indivíduos com DPOC (Barnes, 2006; Di Stefano e cols., 2002). 
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 A limitação progressiva de fluxo aéreo tem sido associada à resposta 

inflamatória anormal dos pulmões a agentes nocivos, como poluentes aéreos 

(Jeffery e cols., 2001; Cosio, 2001).  

 Em contraste com a inflamação presente na asma, um predomínio de 

linfócitos CD8+ é característico de biópsias brônquicas, de pequenas vias 

aéreas e de parênquima pulmonar, de pacientes com DPOC (Hogg e cols., 

2004; Saetta e cols., 1998). Além disso, a inflamação na DPOC não responde 

ao tratamento com corticosteróide, o que poderia ser potencialmente explicado 

pelo efeito do medicamento em aumentar a sobrevida de neutrófilos, por meio 

da inibição de apoptose (Keatings e cols., 1997; Cox e cols., 1995). 

 Pacientes com DPOC apresentam aumento do número de macrófagos e 

neutrófilos, tanto em tecido pulmonar e de vias aéreas, quanto no lavado 

broncoalveolar ou escarro (Keatings e cols., 1997; Retamales e cols, 2001), 

sendo descrita uma correlação positiva entre o número de macrófagos e 

neutrófilos nas vias aéreas e a gravidade da doença (Keatings e cols., 1997; Di 

Stefano e cols., 1998). Essas células liberam mediadores inflamatórios e 

espécies reativas de oxigênio em resposta a irritantes (Keatings e cols., 1997), 

bem como uma variedade de enzimas elastolíticas, incluindo elastase 

neutrofílica, MMP-2, -8, -9, -12, catepsina G, K, L e S, e proteinase-3, que 

contribuem para a destruição do parênquima pulmonar (Barnes e cols., 2003). 

Achados experimentais recentes reforçam a correlação entre destruição de 

fibras elásticas, células e mediadores inflamatórios, e distensão alveolar (Churg 

e cols., 2007). Ademais, fragmentos de elastina liberados durante a 

degradação das fibras elásticas recrutam mais células inflamatórias para o 
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parênquima pulmonar, aumentando a inflamação e a destruição do tecido 

pulmonar (Houghron, 2006). 

 Em modelos experimentais como o nosso, de enfisema pulmonar 

induzido por papaína, o processo inflamatório é caracterizado por um forte 

influxo de células polimorfonucleares, com aumento do número de neutrófilos 

(Hayes e cols., 1975; Parra e cols., 1980; Bowden, 1984). 

 Alguns outros estudos demonstram a presença de neutrófilos em áreas 

de destruição de tecido em pacientes com enfisema, e o aumento do número 

destas células é reproduzido nos modelos experimentais com instilação de 

proteases, observando-se uma correlação entre o número de neutrófilos e o 

grau de lesão pulmonar (Damiano e cols., 1986; Eidelman e cols., 1990; 

Filkelstein e cols., 1995). Pastor e cols., (2006), descrevem o aumento do 

número de macrófagos nos três primeiros dias após instilação de papaína em 

ratos Wistar, e um decréscimo progressivo deste número após 10 e 60 dias. 

 A presença de variabilidade substancial na celularidade total também é 

descrita em indivíduos com graus de doença II e III, uma vez que a DPOC é 

reconhecida como uma condição heterogênea, onde vários fatores intrínsecos 

e extrínsecos (e.g., história de tabagismo, tabagismo atual, poluentes 

ambientais, predisposição genética, diferentes tratamentos) podem influenciar 

a infiltração de células inflamatórias na mucosa brônquica (Churg e cols., 

2002).  

 O papel fisiopatológico específico de cada tipo celular envolvido no 

enfisema ainda necessita ser determinado (Yoshida e Turner, 2007). É 

descrito, porém, que a mobilização de células inflamatórias para o pulmão 

proporciona a liberação de mediadores potencialmente destrutivos, incluindo 
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proteases e citocinas, as quais diretamente contribuem para destruição e 

remodelamento tecidual (Rahman e Kilty, 2006; Segundo Yang e cols, 2006). 

Adicionalmente, o estresse oxidativo gerado ativa o fator de transcrição nuclear 

(NF-kB) e o ativador da proteína -1 (AP-1), desencadeando a transcrição de 

citocinas proinflamatórias e tornando este processo ainda mais dinâmico/cíclico 

(Figura 5)  

 

 

Figura 5: Recrutamento celular e processo inflamatório na DPOC. 

 

1.2.2 Hipótese protease-antiprotease 

 A teoria clássica sobre o mecanismo de destruição tecidual do enfisema 

se baseia no desequilíbrio entre proteases e antiproteases (Barnes, 2000). 

Várias enzimas proteolíticas, como elastase neutrofílica e diferentes 
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metaloproteases de matriz (MMP), juntamente com enzimas antiproteolícas, 

como 1-antitripsina e inibidores teciduais de metaloproteases de matriz 

(TIMP), são responsáveis pela manutenção e reparo da matriz extracelular 

pulmonar normal, regulando a deposição e destruição de fibras elásticas e 

colágenas. A hipótese de desequilíbrio protease-antiprotease foi formulada a 

partir da observação de que indivíduos com deficiência de 1-antitripsina, 

potente inibidor endógeno da elastase neutrofílica, desenvolviam enfisema 

precocemente, particularmente quando fumantes (Laurell e Ericksson, 1963). 

Esses achados levaram ao uso de diferentes proteases no desenvolvimento de 

modelos experimentais de enfisema, dentre eles o modelo experimental de 

enfisema pulmonar induzido por papaína, confirmando a importância deste 

mecanismo na fisiopatologia da doença. 

 Shapiro e cols., (2003), demonstraram a redução no desenvolvimento de 

enfisema em camundongos knock out para elastase neutrofílica, submetidos à 

exposição crônica à fumaça de cigarro.  

 Em seres humanos a destruição alveolar secundária ao desequilíbrio 

entre proteases e antiproteases está estreitamente relacionada à inflamação 

pulmonar desencadeada pela exposição a gases nocivos, dentre eles a fumaça 

de cigarro. Esta provoca uma cadeia de resposta inflamatória com participação 

de macrófagos alveolares e influxo de neutrófilos no parênquima pulmonar, 

levando à grande liberação de proteases, que, por sua vez, sobrepuja as 

defesas antiproteolíticas do trato respiratório inferior, com conseqüente 

destruição do parênquima pulmonar (Gross e cols., 1965; Laurell e cols., 1963). 

O neutrófilo e a elastase neutrofílica são peças fundamentais na hipótese 
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protease-antiprotease, participando como fatores principais no enfisema 

(Janoffi, 1985).  

 No entanto, a participação exata das MMPs, assim como da elastase 

neutrofílica, na patogênese do enfisema não foi completamente estabelecida. 

Resultados prévios demonstram que a inibição de MMP reduz o influxo de 

neutrófilos e macrófagos (Pemberton e cols., 2006; Shapiro e cols., 2003), 

enquanto a elastase neutrofílica é capaz de ativar MMPs e degradar inibidores 

de metaloproteases, sugerindo uma cooperação entre elastase neutrofílica e 

MMPs no sentido de aumentar a atividade proteolítica de ambas (Shapiro e 

cols., 2003).  

 Os modelos experimentais de enfisema induzido por proteases, como a 

papaína, fundamentam-se na teoria do desequilíbrio protease-antiprotease 

para o desenvolvimento do enfisema em animais. 

 

1.2.3 Estresse oxidativo 

Outro importante mecanismo na patogênese da DPOC é representado 

pelo estresse oxidativo. O estresse oxidativo resulta do desequilíbrio entre a 

ação dos agentes oxidantes e antioxidantes, com predomínio dos oxidantes, 

com conseqüente dano, tanto aos lipídeos, quanto ao DNA. Em termos gerais, 

o estado de estresse oxidativo orgânico parece variar com a concentração de 

oxigênio, o tipo de tecido analisado, dieta e a idade do individuo, ingestão de 

fármacos, exposição a condições ambientais impróprias, tais como radiação 

ultravioleta, poluição, umidade relativa, temperatura ambiente e estresse 

emocional. 
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Esta situação de estresse oxidativo traduz-se na incapacidade de 

impedir ou reparar as repercussões das espécies reativas de oxigênio (ERO) 

sobre as estruturas celulares, e já foi descrito que ocorre em todos os seres 

biológicos, mesmo em situações de funcionalidade basal, isto é, em repouso 

(Mota e cols., 2004). Um incremento do estresse oxidativo pode dever-se não 

só ao aumento na produção de radicais livres e ERO, mas, também, a redução 

da capacidade antioxidante ou, ainda, à conjugação destes dois fatores. 

O aumento dos níveis de ERO nas vias aéreas e tecido pulmonar após 

exposição à papaína pode originar-se diretamente da lesão ocasionada no 

parênquima pulmonar ou indiretamente, a partir da liberação de ERO por 

macrófagos e neutrófilos, que infiltram os pulmões. Além disso, macrófagos e 

neutrófilos oriundos de quadros de DPOC apresentam maior liberação de ERO 

(Bridges e cols., 1985; Hoidal e cols., 1981; Ludwig e Hoidal., 1982; Macnee, 

2005a). Evidências de lesão oxidante são descritas em modelos animais de 

exposição a proteases, com aumento compensatório da expressão de catalase 

em macrófagos (Mccusker e Hoidal, 1990), aumento de produtos de 

peroxidação lipídica e marcadores de dano oxidativo ao DNA em vias aéreas e 

células epiteliais alveolares (Aoshiba e cols., 2003), bem como depleção de 

substâncias antioxidantes, como a glutationa e o ácido ascórbico (Cavarra e 

cols., 2001a). 

 

1.2.3.1 Radicais livres 

Radicais livres são átomos ou moléculas com um ou mais elétrons 

desemparelhados no seu orbital externo e que se formam quando uma ligação 

covalente é quebrada. Devido à presença de tais elétrons não pareados, os 
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radicais são altamente reativos e podem interagir com importantes 

componentes celulares, como a membrana celular ou o DNA nuclear ou 

mitocondrial, levando ao dano da função celular ou até mesmo à morte da 

célula (Ciencewicki e cols., 2008).  

Entretanto, além desta potencial ação nefasta sobre a integridade e 

funcionalidade celular, os radicais livres e outras substâncias com eles 

relacionadas também respondem pela regulação de importantes mecanismos 

fisiológicos, tais como: sinalização celular, regulação da expressão de alguns 

genes, mediação de reações inflamatórias e potencialização de mecanismos 

de defesa orgânica, uma vez que fazem parte do arsenal de armas letais 

leucocitárias (Pryor, 1986; Droge e cols., 1994; Hii e Ferrante, 2007). 

Os radicais livres podem ser encontrados em grande quantidade na 

natureza relacionados aos átomos de oxigênio, nitrogênio, hidrogênio, carbono, 

enxofre, sendo classificados em função do átomo portador dos elétrons 

desemparelhados (Vasconcelos e cols., 2007). Todavia, os radicais livres de 

oxigênio: radical superóxido (O2
-), hidroxila (OH) e hidroperoxila (HO2) são os 

que possuem maior relevância biológica, não só devido à sua elevada 

toxicidade, mas, também, pelo fato de serem os mais prevalentes nos 

organismos vivos que utilizam o oxigênio como comburente. Há, contudo, 

outras moléculas altamente reativas e potencialmente tóxicas para o 

organismo, as quais, por não conterem nenhum elétron desemparelhado nos 

seus orbitais, não se enquadram na definição de radical livre. Apesar de não 

serem verdadeiros radicais, estas moléculas, que incluem o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o ácido hipocloroso (HClO), são potenciais geradoras de 

radicais livres, e, por esta razão, as suas repercussões orgânicas, fisiológicas 



 16 

ou tóxicas devem ser igualmente consideradas (Shan e cols., 1989; Halliwell, 

1991; Lee e cols., 2004). Logo, ao invés da denominação “radicais livres”, 

passou-se a utilizar “espécies reativas”, para englobar, além dos radicais, estas 

moléculas. Como em sua maioria tais espécies são derivadas do metabolismo 

do O2, normalmente se utiliza o termo “espécies reativas de oxigênio” (ERO) 

(Ferreira e Matsubara, 1997).  

O balanço redox em líquidos biológicos, organelas, células ou tecidos é 

determinado pela presença de pares redox responsáveis pelo fluxo de elétrons. 

Esses sofrem freqüentes interconversões entre o estado reduzido e o oxidado 

(Vasconcelos e cols., 2007). Cabe recordar que reações de redução implicam 

em ganho de elétrons, e as de oxidação em perda. Portanto, quando no 

metabolismo normal ocorrer uma redução do oxigênio molecular (O2), este 

ganhará um elétron, formando o radical superóxido (O2
-), considerado instável 

por possuir número ímpar de elétrons na última camada. 

ERO são encontradas em todos os sistemas biológicos. As fontes 

geradoras são: cadeia de transporte de elétrons da mitocôndria, retículo 

endoplasmático e nicotinamida-adenina nucleotídeo (NADH/NADPH) oxidase 

associada à membrana. Durante esses processos biológicos são formados 

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

e hidroxila (OH-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Este, apesar de não ser um 

radical livre, pela ausência de elétrons desemparelhados na última camada, é 

um metabólito do oxigênio extremamente deletério, uma vez que participa da 

reação que produz a OH-, é capaz de atravessar camadas lipídicas, pode reagir 

com a membrana eritrocitária e com proteínas ligadas ao ferro, mostrando-se 
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altamente tóxico para as células. A reatividade das ERO é neutralizada com a 

entrada de quatro elétrons no processo de redução do O2.   

 

1.2.3.2 Peroxidação lipídica  

A peroxidação lipídica pode ser definida como uma cascata de eventos 

bioquímicos resultante da ação dos radicais livres sobre os lipídeos insaturados 

das membranas celulares, gerando principalmente L (radical alquila), LO 

(alcoxila) e LOO (peroxila), levando à destruição dos lipídeos insaturados. 

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das ERO, porém a 

membrana mostra-se um dos mais atingidos, há perda da seletividade na troca 

iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos 

lisossomas, e formação de produtos citotóxicos (como o malondialdeído). 

Todas essas modificações oxidativas causam mudanças nas propriedades 

físicas e químicas das membranas, culminando com a morte celular. A 

lipoperoxidação também pode estar associada aos mecanismos de 

envelhecimento, câncer e a exacerbação da toxicidade de xenobióticos. A 

peroxidação lipídica é uma reação em cadeia, representada pelas etapas de 

iniciação, propagação e terminação, descritas a seguir. A etapa de iniciação, 

como já descrito, compreende o ataque de uma espécie reativa (geralmente 

OH-), que subtrai um átomo de hidrogênio de um grupo metileno, normalmente, 

de um ácido graxo poli-insaturado, deixando um elétron desemparelhado no 

carbono. Este radical é comumente estabilizado por rearranjo molecular, 

formando um dieno conjugado. Sob condições aeróbicas, o radical de carbono 

do dieno conjugado reage com O2 (que é uma molécula hidrofóbica e, portanto, 

se concentra no interior das membranas) e forma o radical peroxila. Este 
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radical peroxila é capaz de subtrair hidrogênio de moléculas de lipídeos 

adjacentes, cujo radical de carbono sofre novo rearranjo, reage com O2 e forma 

outro radical peroxila e assim, sucessivamente, caracterizando a reação em 

cadeia da etapa de propagação. O radical peroxila combina-se, então, com o 

hidrogênio subtraído, gerando o lipídeo hidroperóxido (LOOH) que, ao sofrer 

quebra, forma aldeídos, como malonaldeido, entre outros. Na decomposição 

dos hidroperóxidos lipídicos são gerados radicais peroxila e alcoxila através da 

reação de Fenton. A terceira e última etapa da peroxidação lipídica, a etapa de 

terminação, instala-se com a neutralização dos radicais formados por ação de 

antioxidantes lipossolúveis ou pela reação de dois radicais lipídicos, formando 

produtos sem radicais.   

Nem sempre os processos de lipoperoxidação são prejudiciais, pois 

seus produtos atuam significativamente na reação em cascata a partir do ácido 

aracdônico (formação de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatória 

(Halliwell e Gutteridge, 1990). Todavia, o excesso de tais produtos pode ser 

lesivo (Ross e Moldeus, 1991, Vasconcelos e cols., 2007). 

 

1.2.3.3 Sistemas de defesa antioxidante 

Devido ao elevado potencial de toxicidade do oxigênio e à sua grande 

utilização pelos organismos aeróbios, torna-se necessário que estes estejam 

suficientemente munidos de uma diversidade de sistemas antioxidantes para 

proteger as suas células dos efeitos nocivos das ERO (Evans, 2000; Banerjee 

e cols,. 2003; Lambertucci e cols., 2007). 

Um antioxidante é, por definição, qualquer substância que, quando 

presente em baixas concentrações relativas à dos potenciais substratos 
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oxidáveis, retarda significativamente, ou inibe, a oxidação desses substratos 

pelas ERO (Halliwell, 1991; Sies, 1997; Droge, 2002). Estas substâncias 

possuem a capacidade de fornecer elétrons/átomos de hidrogênio às ERO sem 

se transformarem em moléculas instáveis. Os mecanismos de defesa 

antioxidante nos diferentes tecidos compreendem sistemas enzimáticos e não 

enzimáticos (Garcia e cols., 1999) e podem ser classificados em função da sua 

localização orgânica (antioxidantes intracelulares e extracelulares) e da sua 

origem, seja da dieta (antioxidantes exógenos), ou da síntese endógena 

(antioxidantes endógenos). 

No interior da célula a eliminação dos compostos reativos, constitui um 

pré requisito para a sobrevivência celular, sendo normalmente efetuada por: 1) 

sistemas enzimáticos, tais como a superóxido dismutase (SOD), a catalase 

(CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR) e 2) 

sistemas não-enzimáticos, tais como glutationa reduzida (GSH), coenzima Q 

(CoQ), ácido úrico, vitamina E (alfa-tocoferol), vitamina C (ácido ascórbico), 

flavonóides, carotenóides, proteinas de transpote de metais de transição, 

transferrina e ceruloplasmina (Beckman e Ames, 1998; Sen, 2001). Destes, os 

agentes que apresentam um papel mais preponderante dentro dos sistemas 

intracelulares de defesa antioxidante são a SOD, a CAT e a GPx (Lee e cols, 

2004; Moreno e cols., 2005; Foronjy e cols., 2006). Em situações de produção 

exagerada de ERO, cada uma destas enzimas possui a capacidade de 

catalisar reações que conduzem à produção de espécies menos reativas 

(Ferreira e cols., 2006). 
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1.2.3.4 Catalase (CAT)  

A CAT é uma enzima presente na maioria dos organismos aeróbios e é 

responsável pela conversão do H2O2 intracelular em água e oxigênio, estando 

a maior parte da atividade desta enzima localizada nos peroxissomas. Na 

maioria dos animais, a CAT está presente em praticamente todos os órgãos, 

particularmente concentrada no fígado e nos eritrócitos. As mitocôndrias e o 

retículo endoplasmático contêm, também, alguma atividade da CAT, embora 

muito reduzida. Encéfalo, coração e músculos esqueléticos contêm pequenas 

quantidades desta enzima (Halliwell, 1991; Ferreira e cols., 2006). 

 

1.2.3.5 Glutationa Peroxidase (GPx) 

A GPx é considerada a enzima mais importante para a oxidação do 

H2O2 a água. A GPx dos mamíferos tem maior afinidade pelo H2O2 do que a 

CAT, e, assim, em concentrações baixas de H2O2, a GPx apresenta um papel 

muito mais ativo na sua remoção celular. 

 Apresenta-se sob quatro formas: GPx 1 ou clássica, encontrada no 

citosol de todas as células do corpo; a GPx 2 ou gastrointestinal, especifica do 

trato gastrointestinal; GPx 3 ou plasmática ou extracelular, encontrada no fluido 

do revestimento interno do pulmão e no leite materno, além do plasma em 

mamíferos, e a GPx 4, que atua sobre peróxidos de resíduos de ácidos graxos 

na membrana e lipoproteínas (Bast e cols., 1991). O seu correto funcionamento 

depende da presença de selênio (nutriente antioxidante) na sua constituição e 

da disponibilidade de H2O2 e de outros hidroperóxidos, utilizando a glutationa 

reduzida (GSH) como doador de elétrons, formando glutationa oxidada (GSSH) 

e água (Figura 6). Este funcionamento atribui à GPx um papel importante na 
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proteção celular das membranas lipídicas, proteínas e ácidos nucléicos contra 

as ERO (Halliwell, 1991; Ferreira e cols., 2006). 

O sistema redox GSH é crucial na manutenção intracelular da 

homeostase GSH/ GSSG, que é crítica para processos celulares fisiológicos 

normais, e que representam um dos mais importantes sistemas de defesa nas 

células pulmonares. A exposição de células epiteliais in vitro a oxidantes como 

H2O2 e hiperóxia está relacionada a depleção de GSH, associado ao aumento 

de GSSG, seguido por um gradativo aumento compensatório de GSH (Rahman 

e cols., 1996; e Shi e cols., 1994).   

                      

 

2O2
- + 2H+  ----------------------- H2O2 + O2

 

SOD 

2H2O2 ----------------------- 2H2O + O2
 

CAT 

H2O2 + 2GSH ----------------------- 2H2O + GSSG 

GPx 

Figura 6. Reações catalisadas pelas enzimas antioxidantes (SOD- superóxido 

dismutase; CAT- catalase e GPx- glutationa peroxidase, GSH e GSSG- formas 
reduzida e oxidada da glutationa). 
 

1.2.4 Mecanismo de lesão-reparo 

Inúmeras evidências confirmam que a resposta inflamatória a agentes 

nocivos, acompanhada por liberação de vários mediadores, incluindo 

proteases, oxidantes e peptídeos tóxicos, culmina em destruição do tecido 

pulmonar (Churg e cols., 2002). No entanto, em presença de lesão, o pulmão, 

como vários outros tecidos, é capaz de iniciar mecanismos de reparo. 
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Processos de reparo parecem estar ativos mesmo no pulmão normal, com 

renovação diária de cerca de 5% das fibras colágenas. A manutenção da 

estrutura tecidual normal requer um equilíbrio entre quantidade de colágeno 

sintetizado e degradado, consistente com um mecanismo de reparo ativo no 

tecido pulmonar normal (Rennard e cols., 2006). Dessa forma, a destruição 

tecidual que caracteriza o enfisema representa um desequilíbrio entre os 

processos de destruição e reparo teciduais, de forma análoga ao desequilíbrio 

protease-antiprotease, sendo a parede alveolar incapaz de regenerar sua 

matriz (Churg e cols., 2008). 

Vários mecanismos foram propostos para explicar essa “falência de 

manutenção/reparo pulmonar”, como: aumento de apoptose celular (Imai e 

cols., 2001; Majo e cols., 2001; Tuder e cols., 2003b; Yokohori e cols., 2004); 

redução de proliferação e quimiotaxia celular (Carnevali e cols., 1998; Rennard 

e cols., 2007); depressão da produção e atividade de lisil oxidase, uma enzima 

crucial para a configuração final das fibras elásticas e colágenas (Laurent e 

cols., 1983); e aumento da expressão de marcadores associados ao 

envelhecimento (Nyunoya e cols., 2006; Tsuji e cols., 2006).  

Evidências em modelos animais sugerem, ainda, que a falência de 

reparo representa um processo dependente do tempo e dose de exposição ao 

agente agressor (Churg e cols., 2008).  

A enzima proteolítica papaína, utilizada neste trabalho, promove um 

dano direto e extenso ao parênquima pulmonar. Esses efeitos podem resultar, 

também, de alterações de vias bioquímicas, afetando diferentes funções de 

reparo, como quimiotaxia e proliferação celular, bem como produção e 

remodelamento da matriz extracelular (Rennard e cols., 2006). Além disso, as 
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fibras elásticas representam o componente de matriz mais dificilmente 

reparado. A incapacidade das células pulmonares em restaurar as fibras 

elásticas degradadas exacerba o processo da doença, levando ao 

comprometimento permanente da função pulmonar e degeneração tecidual 

progressiva (Johanson e cols., 1973) 

 

1.3 MATRIZ EXTRACELULAR, ESTRUTURA E FUNÇÃO NO ENFISEMA  

 

Em mamíferos, os pulmões são órgãos cuja função primária é captar o 

oxigênio para o organismo e dele eliminar o excesso de dióxido de carbono. 

Para realizar as trocas gasosas em seres humanos, o pulmão apresenta uma 

área em torno de 70 a 100 m2 distribuída por aproximadamente 300 milhões de 

alvéolos (D’Angelo e cols., 1989). 

Os tecidos conectivos dos pulmões são compostos de células e da 

matriz extracelular (MEC), que inclui uma variedade de macromoléculas 

biológicas e água (Suki e cols., 2003). A matriz extracelular consiste em 

macromoléculas fisicamente associadas: as proteínas estruturais fibrosas 

(fibras colágenas e elásticas) e a matriz intersticial composta de glicoproteinas 

embebidas em um gel de proteoglicanos e glicosaminoglicanos (Yuan e cols., 

1997).  

No pulmão normal, as células da própria matriz, mais precisamente o 

fibroblasto, são encarregadas de secretar suas proteínas. Essas proteínas 

encontram-se organizadas em uma rede de espaços que circundam as células, 

ocupando um volume significativo no tecido. A MEC não representa um 

material inerte, com a função apenas estrutural, mas fornece informações 
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sobre migração, ligação, diferenciação e organização das células, modulando 

uma série de processos (Raghow, 1994; Chen e cols., 2001; Cotran e cols., 

1999; Parks e cols., 2001). As macromoléculas mais importantes na 

determinação de processos mecânicos da MEC são: colágeno, elastina e 

proteoglicanos (Suki e cols., 2005; Pelosi e cols., 2007).  

Embora a contribuição exata de cada um desses elementos permaneça 

desconhecida, o comportamento mecânico da matriz colágeno-elastina-

proteoglicanos provavelmente representa a principal porção de dissipação de 

energia tecidual durante a respiração (Al Jamal e cols., 2001; Fredberg e cols., 

1989; Mijailovich e cols., 1994; Stamenovic e Yager., 1988; Fung e cols., 1993).  

A principal função das glicoproteínas é a capacidade de se ligar 

simultaneamente a componentes da MEC e proteínas integrantes da 

membrana celular (Snider e cols 1985.; Cotran e cols.,1999). 

As propriedades elásticas do colágeno e fibras elásticas diferem, em 

grande medida. O colágeno, elemento mais abundante, admite apenas 

alongamento mínimo, mostrando grande resistência à tração. Inversamente, as 

fibras elásticas são altamente distensíveis, apresentando menor resistência à 

tração (Hoppin e cols., 1986; Mijailovich e cols., 1993; Weibel, 1986). No 

parênquima pulmonar, a elastina oferece elasticidade, especialmente em níveis 

mais baixos de estresse, enquanto as fibras colágenas se encontram dispostas 

de forma mais solta e ondulada, sendo progressivamente recrutadas com o 

aumento do estresse, conferindo suporte contra a ruptura do tecido (Garcia e 

cols.,1999; Maksym e Bates, 1997). A organização e a interação entre essas 

fibras e não só o número absoluto destas, constituem importantes fatores que 

influenciam o comportamento mecânico (Mijailovich e cols., 1994; Yuan e cols., 
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1997). Estudos prévios sugerem que os conteúdos de colágeno e elastina 

influenciam diretamente a rigidez e viscosidade do parênquima pulmonar (Faffe 

e cols., 2002; Faffe e cols., 2006; Fust e cols., 2004; Mercer e Crapo, 1990).  

Embora a maioria dos estudos aponte a elastina como principal alvo de 

destruição no enfisema, as alterações fisiopatológicas também podem resultar 

de anormalidades na matriz de colágeno (Ito e cols., 2005). As fibras 

colágenas, mais rígidas, protegem o pulmão contra ruptura em grandes 

volumes. Assim, a presença de destruição alveolar no enfisema implica em 

comprometimento da rede de colágeno (Suki e cols., 2003)  

A destruição alveolar presente no enfisema engloba não só a morte de 

células epiteliais alveolares, mas principalmente a destruição da matriz 

extracelular (MEC) que compõe a estrutura do parênquima pulmonar. O 

pulmão enfisematoso apresenta perda de paredes alveolares com conseqüente 

destruição de partes do leito capilar, com prejuízo da função pulmonar e 

consequentemente das trocas gasosas (Heard, 1969) 

A destruição da matriz pulmonar presente no enfisema, com degradação 

das fibras que compõem o parênquima e consequente desarranjo da rede de 

interdependência alveolar, contribui para a limitação de fluxo aéreo, reduzindo 

o recolhimento elástico pulmonar, bem como a sustentação das vias aéreas. 

Ademais, a inflamação de pequenas vias aéreas também contribui para as 

alterações funcionais observadas no enfisema. 

O processo inflamatório provoca aumento de espessura da parede das 

vias aéreas, juntamente com indução de fibrose e hipertrofia da camada 

muscular lisa, resultando em estreitamento e instabilidade da luz dos espaços 
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aéreos; o aumento do número de células inflamatórias correlaciona-se com o 

comprometimento do parênquima pulmonar (Saetta e cols., 2002).  

Em um movimento cíclico de distensão e recolhimento, a microestrutura 

do parênquima pulmonar atua como um suporte de tensão (Lai-Fook e cols., 

1977), a pressão transpulmonar (força de distensão do pulmão) é transmitida 

através do parênquima, distendendo todas as estruturas intrapulmonares 

(Mead e cols., 1957; Segundo Lai-Fook e cols., 1977). Fibras dispostas em 

rede podem exibir propriedades viscoelásticas e histeréticas (Brown e cols., 

1994; Bull e cols., 1957; Sasaki e cols., 1993), porém, com a evolução da 

doença e a  hiperinsuflação pulmonar resultante, estas propriedades tornam-se 

ineficientes e o pulmão torna-se menos complacente, ou seja, mais rígido. 

 

1.3.1 Proteínas estruturais fibrosas 

1.3.1.1 Fibras colágenas 

As fibras colágenas são as mais freqüentes do tecido conjuntivo e têm 

como função promover um arcabouço extracelular, sendo constituídas de uma 

escleroproteína denominada colágeno. O colágeno é a proteína mais 

abundante do corpo humano (Abergel e cols, 1985). Tais fibras são os 

principais constituintes da MEC, desempenhando funções importantes na 

homeostase e respostas celulares em condições de lesão do parênquima 

pulmonar (Goldstein, 1991) 

Foram isolados ao menos 6 tipos de fibras colágenas:  

- I, II, III, do tipo fibrilares ou intersticiais, são as principais; 

- IV, V e VI, não fibrilares ou amorfas. 
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Segundo Suki e cols, (2005), o colágeno tipo I é uma das principais 

proteínas do interstício pulmonar, importante no desenvolvimento e nas 

reações fibróticas. 

O turnover do colágeno, é um processo cíclico necessário para a 

manutenção da arquitetura normal do pulmão. Em presença de agressões 

leves, a produção de colágeno é limitada e capaz de restaurar a arquitetura 

pulmonar.  

Por outro lado, lesões graves podem resultar em cicatriz generalizada, com 

consequente destruição da arquitetura e função pulmonares, indicando que o 

processo biomecânico implicado na sua síntese reage muito rapidamente à 

agressão (Chesnutt e cols., 1997; Armstrong e cols., 1999; Rocco e cols., 

2001). A substituição de colágeno tipo III por tipo I, mais rígido, pode responder 

por distúrbios nas trocas gasosas e alterações fisiológicas em estágios tardios 

de fibrose (Entzian e cols., 1990).  

Modelos experimentais de enfisema pulmonar induzido por proteases 

descrevem uma inicial perda de colágeno e elastina. Posteriormente, com a 

normalização dos níveis de glicosaminoglicanos e elastina, ocorre um aumento 

dos níveis do colágeno ( Kuhn e cols, 1976). 

 

1.3.1.2 Fibras elásticas 

As fibras elásticas são encontradas associadas às fibrilas de colágeno e 

têm a função de fornecer elasticidade ao tecido. Apresentam, como 

componente principal, a elastina, uma escleroproteína mais resistente que o 

colágeno, e a microfibrila elástica, formada por glicoproteína especializada. 
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Estas fibras cedem facilmente às trações, porém retornam à sua forma original 

tão logo cessem as forças deformantes (Gerli e cols., 1990). 

As propriedades das fibras elásticas dependem de seu componente 

amorfo. Nos processos de reparação pulmonar, após a destruição de fibras 

maduras do sistema elástico, ocorre gradual substituição por fibras mais 

imaturas, pobres em elastina e, portanto, menos extensíveis (Starcher, 2000). 

A renovação da elastina faz-se necessária para o crescimento tecidual e 

remodelamento. 

 Esse processo, porém, é muito lento e requer enzimas específicas para iniciar 

sua degradação. Dessa forma, sob condições normais, ocorre pouco 

remodelamento de fibras elásticas na vida adulta (Montes, 1992). 

Após uma agressão, as fibras elásticas, assim como as fibras colágenas, 

se reorganizam durante o processo de remodelamento da MEC. Além disso, 

esse processo pode ser parcialmente responsável pela perda da arquitetura 

normal das paredes alveolares, pois a destruição intensa do sistema elástico 

leva à reativação da síntese de elastina, porém de forma desorganizada, com 

prejuízo às propriedades mecânicas do pulmão (Negri e cols., 2000). Estudos 

realizados por Johanson e cols, (1973), e Kuhn e cols, (1976), relataram a 

destruição e a anormal reparação das fibras elásticas dos pulmões de animais 

expostos a enzimas proteolícas, nos modelos experimentais de enfisema 

pulmonar, com significativa redução destas no período de quinze dias pós-

exposição. 
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1.4  MODELO EXPERIMENTAL DE ENFISEMA INDUZIDO POR PAPAÍNA  

 

Apesar da vasta descrição dos aspectos celulares e moleculares 

envolvidos, pouco foi explorado em relação ao comportamento funcional dos 

animais nesses modelos. Em camundongos, as características da DPOC 

humana podem ser modeladas pela administração de proteases, agentes 

químicos, partículas e exposição à fumaça de cigarro. 

A reprodução da doença em animais visa elucidar dúvidas com relação 

a fisiopatologia e viabilizar formas de tratamento, desta forma, vários modelos 

experimentais têm sido usados para o estudo do enfisema pulmonar. Muitas 

espécies foram utilizadas, incluindo roedores, cães, cobaias, macacos e 

ovelhas (Mahadeva e Shapiro, 2002; Shapiro, 2000; Wright e Churg., 1990; 

Wendel, e cols., 2000; Dhami e cols., 2000). No entanto, os camundongos 

oferecem maior vantagem para investigação das vias patogênicas da doença, 

devido aos avanços na engenharia genética, grande quantidade de 

informações sobre o genoma de camundongos e abundância de anticorpos 

específicos disponíveis (Lopes e cols., 2009).  

Embora inúmeras espécies sejam utilizadas em diferentes protocolos de 

modelos animais, Borzone e cols.,(2007), ressaltam as diferenças entre duas 

espécies no desenvolvimento do enfisema induzido por protease. Em seu 

estudo, tanto hamsters quanto ratos, desenvolveram as características do 

enfisema e apresentaram inflamação e aumento do diâmetro alveolar médio 

após receberem instilações de proteases, sendo estas alterações 

significativamente maiores em hamsters. 
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O modelo ideal de DPOC permitiria reproduzir todas as diferentes lesões 

anatômicas associadas à doença, ou seja, a bronquite crônica, a bronquiolite 

obliterante e o enfisema pulmonar em um curto período de tempo. No entanto, 

os modelos disponíveis reproduzem principalmente os quadros de enfisema 

pulmonar, dada à vasta lesão ocasionada no parênquima pulmonar. Desta 

forma, a instilação pulmonar de proteases com atividade “elastolítica”, como a 

papaína, tem sido extensamente usada em animais de laboratório, e os 

resultados das modificações causadas na morfologia e fisiologia pulmonar são 

similares ao enfisema humano panolobular/panacinar (Pushpakom e cols., 

1970; Hayes e cols., 1975). O modelo de enfisema pulmonar induzido pela 

instilação de papaína é amplamente descrito, e o desenvolvimento da doença 

ocorre rapidamente, estabelecendo-se a forma grave da doença após a 

instilação da protease, pois o camundongo é descrito como um animal 

suscetível ao desenvolvimento do enfisema (Lopes e cols.,2009). 

A papaína é uma enzima proteolítica proveniente do látex das folhas e 

frutos do mamão verde adulto, Carica papaya, cultivado nos países tropicais. A 

extração do látex do mamão se dá por incisões no fruto, havendo a liberação 

de um exsudato fluido límpido, aquoso, sensível ao oxigênio e ao calor. Na 

forma industrializada, esse látex, depois de seco, pulverizado e peneirado é 

acondicionado adequadamente em frascos de polietileno e comercializado, 

devendo ser mantido ao abrigo da luz (Gross e cols., 1964; Takaro e White,  

1973).  

A indução do enfisema pela instilação pulmonar de papaína baseia-se 

na teoria de um desequilíbrio gerado por ela, na produção de substâncias 

agressoras e protetoras do ácino pulmonar (Janoffi, 1985). Gross e cols.; 
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(1964) foram os primeiros a conseguir reproduzir um modelo experimental de 

enfisema induzido por papaína em ratos. Foram realizadas instilações de 

papaína intratraquealmente e os resultados foram similares ao do enfisema 

humano.  

Após, muitos outros modelos foram testados, como os de Takaro e 

White (1973) também com instilações traqueais de papaína em cães, e Haddad 

e cols.,(1979) pela nebulização de solução contendo papaína. Nestes estudos 

foram vistas alterações na mecânica ventilatória coerentes com o enfisema em 

humanos: aumento da capacidade residual funcional, do volume pulmonar 

total, alterações na complacência, e redução da pressão de retração elástica.  

Adicionalmente, Churg e cols., (2008), e Pemberton e cols., (2006), 

descreveram proteção de 67 e 72% contra o desenvolvimento de enfisema 

após administração de antiproteases, ressaltando a importância do 

desequilíbrio protease-antiprotease no desenvolvimento da doença. 

Estudos de Snider e cols, (1986 e 1992) descrevem que a administração 

traqueal de proteases inicialmente leva à desorganização da matriz 

extracelular, resultando em arquitetura anormal das vias aéreas e alargamento 

do espaço aéreo. Segundo Kuhn e Starcher, (1980) a indução da lesão 

elastolítica é seguida por uma resposta inflamatória, que ocasiona a perda de 

colágeno e elastina, aumentando o diâmetro alveolar médio, dentre outras 

alterações funcionais.  

Estas alterações foram confirmadas por Fló e cols., (2005) e Fusco e 

cols., (2001) que demonstraram adicionalmente, maior diâmetro alveolar médio 

e capacidade residual funcional nos animais que foram ventilados 

mecânicamente ou que fizeram atividade física após a instilação de papaína. 



 32 

Pastor e cols., (2006), demonstram, ainda, o aumento do número de 

fenestrações nas unidades alveolares e do diâmetro alveolar médio em ratos 

Wistar que receberam papaína, e redução do número de macrófagos ao longo 

de três, dez e sessenta dias de exposição. 

A DPOC será até 2020 a 5ª causa de incapacidade no mundo (Michaud 

e cols., 2001; Sullivan e cols., 2000) e há 20 anos é observado um aumento 

progressivo do acometimento de mulheres pela doença, principalmente com o 

avançar da idade. Alguns estudos atribuem este fato ao aumento das taxas do 

tabagismo feminino, embora a prevalência continue a ser inferior a dos homens 

(Mannino e cols., 2002). Mulheres, em comparação com homens, apresentam 

um rápido declínio da função pulmonar com o avançar da idade e este declínio 

se inicia entre 45 e 50 anos, período que corresponde a peri- e pós-

menopausa, ou seja, a idade parece ser um fator determinante nas alterações 

da função pulmonar para mulheres (Fletcher e Peto, 1977). Em mulheres, a 

exposição ao fumo está relacionada à maior hiperreatividade brônquica e 

inflamação quando comparada aos homens (O’Byrne e cols., 1984). Dransfield 

e cols., (2007); Gan e cols., (2006) e Martinez e cols., (2006), ressaltam as 

diferenças entre os gêneros no desenvolvimento do enfisema e Sverzellatti e 

cols., (2009), descrevem que o gênero influencia a relação entre enfisema e 

características clínicas. 

Dada à complexidade da fisiopatologia do enfisema pulmonar, existe 

grande interesse na compreensão dos mecanismos envolvidos nesta doença, o 

que tem sido realizado por meio de modelos experimentais utilizando animais 

de ambos os gêneros. 
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1.5 MECÂNICA RESPIRATÓRIA 

 

1.5.1 Noções básicas 

A respiração representa um processo cíclico, envolvendo trabalho 

mecânico dos músculos respiratórios para a movimentação do sistema 

respiratório. Dois componentes constituem o sistema respiratório: o pulmão e a 

parede torácica. Como parede torácica subentende-se todas as estruturas em 

movimento durante o ciclo respiratório à exceção dos pulmões. A pressão 

motriz, gerada pela contração muscular durante a inspiração, precisa vencer 

forças de oposição, tais como: a) forças elásticas dos tecidos pulmonares e 

parede torácica; b) forças resistivas resultantes do fluxo de gás pelas vias 

aéreas e movimentação das moléculas constituintes do tecido pulmonar e dos 

tecidos da parede torácica (D’Angelo, 1994); c) forças viscoelásticas dos 

tecidos pulmonares e da parede torácica; d) forças plastoelásticas 

responsáveis pela histerese (Hildebrandt, 1970); e) forças inerciais (dependem 

da massa dos tecidos e dos gases) (Mead, 1961); f) forças gravitacionais 

(incluídas nas forças elásticas) (Milic-Emili, 1977); e g) forças de distorção da 

parede torácica. Contudo, durante a respiração basal, considera-se as forças 

inerciais e de distorção da parede como desprezíveis (Rodarte e Rehder, 

1986). 

A elasticidade é uma propriedade da matéria que permite ao corpo 

retornar à sua forma original após ter sido deformado por uma força sobre ele 

aplicada. Um corpo perfeitamente elástico como uma mola, obedecerá à lei de 

Hooke, ou seja, a variação de comprimento é diretamente proporcional à força 

aplicada, até que seu limite elástico seja atingido. Em visão tridimensional, 

teríamos volume proporcional à pressão. O tecido pulmonar e a parede torácica 
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possuem propriedades elásticas e obedecem à lei de Hooke, de modo que 

quanto maior a pressão motriz, maior o volume de gás inspirado. A tangente da 

curva volume-pressão ou a relação entre a variação de volume gasoso 

mobilizado (V) e a pressão motriz necessária para manter o sistema 

respiratório insuflado é conhecida como complacência do sistema respiratório 

(Crs). Logo, Crs = V/Pel,rs, onde Pel,rs corresponde à pressão elástica do 

sistema respiratório. 

Cabe ressaltar que, ao invés de complacência, utiliza-se freqüentemente 

a variável elastância, que corresponde ao inverso da complacência (Ers = 

1/Crs), ou seja, representa a relação entre a variação de pressão e o volume 

mobilizado resultante. O cálculo da elastância do sistema respiratório 

apresenta vantagens, já que as elastâncias do pulmão (EL) e da parede 

torácica (Ew) são adicionadas diretamente: Ers = EL + Ew, enquanto se 

somam os inversos das complacências: 1/Crs = 1/CL + 1/Cw.  

Dois fatores respondem pelo comportamento elástico do pulmão. Um 

deles é representado pelos componentes elásticos do tecido pulmonar (fibras 

elásticas e colágenas). Acredita-se que o comportamento elástico do pulmão 

não dependa do simples alongamento das fibras de tecido conjuntivo, mas, 

principalmente, do seu arranjo geométrico. Todas as estruturas pulmonares 

encontram-se interligadas pela trama de tecido conjuntivo pulmonar, de forma 

que, quando há insuflação, todos esses componentes se dilatam. Esse 

fenômeno chama-se “interdependência” e contribui para manter todos os 

espaços aéreos abertos.  

Além das propriedades elásticas dos tecidos pulmonares, os pulmões 

ainda apresentam um importante fator a contribuir para as suas características 
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elásticas: a tensão superficial exercida pelas moléculas recobrindo a zona de 

troca gasosa. Existe tensão superficial na interface ar-líquido porque as 

moléculas do líquido são atraídas com maior intensidade para o interior do 

próprio líquido do que para a fase gasosa acima deste. A tensão superficial 

tem a propriedade importante de gerar pressão no interior de uma bolha. A 

relação entre a tensão superficial na parede e a pressão desenvolvida dentro 

da bolha de sabão é dada pela Lei de Laplace. Essa lei afirma que, para cada 

superfície da bolha, a pressão (P) é proporcional ao dobro da tensão (T) 

desenvolvida pelo raio (r), ou, para ambas as superfícies, P = 4T/r. Entretanto, 

quando somente uma interface está envolvida, como em um alvéolo esférico 

revestido por líquido na sua face interna, o numerador apresenta o número 2 

em lugar de 4. Considerando-se dois alvéolos de diferentes tamanhos 

conectados através de uma via aérea comum, e com tensão superficial 

semelhante, pode-se depreender, com base na Lei de Laplace, que a pressão 

no alvéolo menor seria maior do que no alvéolo maior. Desta forma, os alvéolos 

menores esvaziar-se-iam nos maiores, resultando em alvéolos colapsados e 

ductos alveolares hiperinsuflados. Contudo, isso não ocorre nos pulmões 

normais, pois a tensão superficial do surfactante, líquido de composição 

protéica e, principalmente, fosfolipídica secretado pelos pneumócitos tipo II, é 

consideravelmente menor do que a da solução salina que recobre as mucosas 

pulmonares. Dessa forma, há um equilíbrio entre os alvéolos maiores e 

menores, com mesma pressão mantida em seus interiores.  

Durante a movimentação do sistema respiratório, quando ocorre fluxo de 

gás, um elemento adicional ao elástico precisa ser vencido pela pressão motriz: 

a resistência. A resistência do sistema respiratório (Rrs) pode ser calculada 
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dividindo-se a pressão resistiva do sistema respiratório (Pres,rs) por fluxo 

aéreo. Pres,rs representa a pressão necessária para vencer seus componentes 

resistivos. Semelhantemente à complacência, e pelas mesmas razões, a 

resistência do sistema respiratório se subdivide em seus componentes 

pulmonar e de parede.  

A resistência pulmonar pode ser subdividida em dois subcomponentes: a 

resistência das vias aéreas (Raw), que depende do fluxo de ar no interior dos 

pulmões, e a resistência tecidual (Rtis), determinada pelas perdas energéticas 

geradas pela viscosidade (isto é, atrito) pertinente à movimentação do pulmão. 

A resistência das vias aéreas pode ser influenciada pela geometria da árvore 

traqueobrônquica, pelo volume pulmonar, pela complacência das vias aéreas, 

pela densidade e viscosidade do gás inspirado e pela musculatura lisa dos 

brônquios. A resistência tecidual depende da velocidade do deslocamento, o 

que é importante tanto durante a inspiração como na expiração. A resistência 

da parede torácica também sofre influência das perdas energéticas geradas 

pela viscosidade pertinente à movimentação das moléculas que constituem os 

tecidos da parede torácica.  

Além dos componentes elásticos e resistivos, o sistema respiratório 

apresenta, também, propriedades viscoelásticas, tanto no tecido pulmonar 

quanto na parede torácica. A viscoelasticidade foi descrita a partir do 

comportamento de fios de seda. Esse tipo de material obedece à lei da 

proporcionalidade entre a força aplicada e o alongamento resultante (Lei de 

Hooke), porém apenas por um curto período de tempo após a aplicação da 

força. Quando se mantém a carga por um tempo prolongado, o alongamento 
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passa a aumentar continuamente. Este fenômeno está presente em vários 

tecidos animais (Dorrington, 1980). 

Substâncias viscoelásticas, quando mantidas sob deformação 

constante, apresentam queda da tensão, chamada de relaxamento de tensão 

(“stress relaxation”), ou simplesmente, relaxamento, quando o corpo é estirado. 

Por outro lado, sob tensão constante, o corpo tende a se deformar 

continuamente com o decorrer do tempo, fenômeno chamado “creep”. 

Ressalte-se que esta deformação não é irreversível, mas sim reprodutível, 

podendo ser repetida, desde que seja precedida por um período de tempo 

onde o material permaneça em condições de repouso, a fim de apagar a 

memória do evento anterior. A viscoelasticidade permite o intercâmbio de 

energia (pressão) entre o componente elástico e o resistivo. Por exemplo, 

durante uma pausa inspiratória, a energia potencial (pressão) acumulada no 

componente elástico pode ser dissipada sob a forma de calor pelo componente 

resistivo. 

 

1.5.2 Estudo da Mecânica Respiratória 

Na tentativa de compreender a complexidade do sistema respiratório e 

seus componentes (pulmão e parede torácica), além dos diversos mecanismos 

envolvidos durante a respiração, foram utilizados modelos matemáticos 

relativamente simples, que se aproximam da realidade. Para tanto, faz-se 

necessária a interpretação fisiológica de variáveis mensuráveis como fluxo, 

volume e pressão na abertura das vias aéreas. 

O modelo mais simples utiliza 2 elementos, uma resistência 

(representada por um tubo) e uma elastância (representada por um balão) 
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(Figura 7). Esse modelo baseia-se na assertiva de que as propriedades 

mecânicas do sistema respiratório independem do volume pulmonar e do fluxo, 

e que os fatores inerciais são desprezíveis. Considerando-se o sistema 

respiratório normal, esse modelo pode ser utilizado, e tornou-se tão popular 

que geralmente refere-se à equação a ele associada como "equação de 

movimento do sistema respiratório". Essa equação é dada por: 

P(t) = E.V(t) + R.V’(t) 

onde, em qualquer instante t, E e R representam, respectivamente, a elastância 

e a resistência do sistema respiratório e P significa a pressão motriz capaz de 

produzir volume (V) e fluxo aéreo (V’). Entretanto, apesar do modelo de 

compartimento único continuar sendo amplamente utilizado, não é possível 

empregá-lo com precisão para o estudo da mecânica em presença de doenças 

pulmonares, sendo necessário um modelo de dois ou mais compartimentos, 

que apresentem diferentes constantes de tempo para descrever o 

comportamento mecânico do sistema respiratório. Além disso, essa equação 

de movimento não explica o decaimento lento da pressão traqueal observado 

após oclusão das vias aéreas ao final da inspiração (Bates e cols., 1985a; 

1985b; Don e Robson, 1965), a dependência de freqüência de R e E na faixa 

de 0-2 Hz (Barnes e cols., 2000; Bates e cols., 1988; Brusasco e cols., 1989; 

Hantos e cols.,1986; 1987), bem como a presença de histerese na curva 

volume-pressão quase-estática em pulmões isolados (Similowski e Bates, 

1991). 

Passa-se, então, ao estudo da mecânica respiratória utilizando-se modelos 

bicompartimentais que consideram a heterogeneidade de distribuição de gás nos 

pulmões (Mead, 1961) e a viscoelasticidade dos tecidos (Mount, 1955). 
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Figura 7- Modelo linear uni-compartimental. Representação anatômica (A), 
elétrica (B) e reológica (corpo de Voigt, C). R, resistência do sistema 
respiratório; E, elastância do sistema respiratório; V, variações de volume; P, 
pressão (Bates, 1985) 

 

Na década de 60 foram descritos os primeiros modelos 

biocompartimentais para estudo da mecânica respiratória, associando a 

natureza multicompartimental do sistema respiratório a heterogeneidade da 

distribuição de gás nos pulmões ( Otis e cols., 1956; Mead, 1969) ou à 

viscoelasticidade dos tecidos (Mount, 1955). 

Em 1985, Bates e cols. representaram o modelo, originalmente proposto 

por Mount, na forma de um modelo físico composto por elementos elásticos 

representados por molas e por elementos resistivos expressos por 

amortecedores (Bates e cols., 1985b). Os autores realizaram uma análise 

teórica do comportamento não homogêneo do sistema respiratório submetido à 

ventilação mecânica com fluxo inspiratório constante, seguida por oclusão 

súbita das vias aéreas. Imediatamente após a oclusão, ocorre uma queda 

rápida da pressão traqueal (P1), indo do seu valor máximo (Pmax) até um 

ponto de inflexão (Pi), seguida por uma queda lenta (P2) até atingir um platô, 

que corresponde à pressão de retração elástica do sistema respiratório (Pel), 

como mostrado na Figura 8.  

 
A B C 
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Figura 8 – Esquema do método de oclusão ao final da inspiração. Registros de 
volume, fluxo aéreo e pressão traqueal em função do tempo. O platô da 
pressão traqueal ocorreu após uma pausa inspiratória de 5 s. Após a oclusão 
das vias aéreas ao término da inspiração, atinge-se o valor máximo de pressão 
(Pmáx), seguido de uma queda rápida na pressão transpulmonar até ser 

atingido um ponto de inflexão (Pi). Essa primeira queda de pressão (P1) 
corresponde à pressão dissipada para vencer o componente viscoso do 

pulmão. Em seguida ocorre uma queda lenta da pressão (P2) correspondente 
à pressão gasta para vencer os componentes viscoelástico e/ou inomogêneo 
do pulmão, até se chegar a um ponto de equilíbrio elástico, representado pela 
pressão de retração elástica pulmonar (Pel). INSP, inspiração; VT, volume 
corrente. 

 

O modelo de Bates e cols.,(1988) é constituído por dois submodelos, 

pulmão e parede torácica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que 

são submetidos à mesma variação de volume (Figura 9). A subunidade 

pulmonar consiste de um amortecedor, representando a resistência das vias 

aéreas (Rinit,L) em paralelo com um corpo de Kelvin, que consiste de uma 

mola representando a elastância estática (Est,L) em paralelo com um corpo de 

Maxwell, caracterizado por uma mola, componente elástico (E2,L), e um 

amortecedor, componente resistivo (R2,L), dispostos em série. E2, L, R2,L e a 
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constante de tempo correspondente (2,L=R2,L/E2,L) estimam as propriedades 

viscoelásticas do pulmão. Já a subunidade da parede torácica é representada 

por uma resistência (Rinit,w) e pelo corpo de Kelvin, caracterizado pela 

elastância estática da parede torácica (Est,w) e pelos parâmetros que 

correspondem a viscoelasticidade (E2,w, R2,w e 2,w). (Bates e cols., 1988) 

Quando se alonga esse modelo (afastamento das duas barras 

horizontais), a uma velocidade constante (v), a carga da mola E2 aumenta com 

o tempo (Ti) e a velocidade do amortecedor R2 se aproxima da velocidade de 

alongamento (v); assim, a força exercida pela mola E2 aproxima-se de R2.v. 

Se for realizada uma interrupção de fluxo, o movimento relativo das duas 

barras horizontais cessa. Com isso, o comprimento da mola E2 diminui 

gradualmente até atingir seu comprimento de equilíbrio. Logo, nesse modelo, o 

decaimento pressórico lento (P2), observado após a interrupção do fluxo, é 

interpretado como equivalente ao relaxamento da mola E2, resultando em 

dissipação calórica de energia no amortecedor R2. 

A queda de pressão que ocorre imediatamente após a oclusão das vias 

aéreas, durante a insuflação pulmonar com fluxo constante, fornece a variação 

de pressão do sistema respiratório que seria obtida na ausência de 

desigualdades da constante de tempo e “stress relaxation”, ou seja, o 

componente viscoso ou homogêneo do sistema respiratório. A queda mais 

lenta da pressão, que ocorre subseqüentemente até ser atingindo o platô, 

reflete a pressão dissipada em decorrência da viscoelasticidade e/ou 

heterogeneidade do sistema, as quais determinam, respectivamente, o “stress 

relaxation” e o “pendelluft” (Bates e cols., 1985a; 1988).  
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Figura 9 - Modelo de molas e amortecedores para interpretação da 
mecânica do sistema respiratório com a técnica de interrupção do fluxo, 
proposto por Bates e cols.,(1985). Pulmão e parede torácica apresentam um 
componente resistivo (Rinit,L e Rinit,w, respectivamente) em paralelo com 
um corpo de Kelvin; este é composto por componente elástico (Est,L e 
Est,w, respectivamente), representando a elastância estática dos dois 
compartimentos, em paralelo com um corpo de Maxwell, conjunto de 
amortecedor e mola em série (R2,L – E2,L, e R2,w - E2,w, respectivamente), 
os quais representam o comportamento viscoelástico. A distância entre as 
duas barras horizontais é análoga ao volume pulmonar (V) e a tensão entre 
elas é análoga à pressão na abertura das vias aéreas (P). 

 

Relaxamento de estresse pulmonar é a capacidade do pulmão de se 

adaptar a uma insuflação mantida, apresentando redução da pressão em 

função do tempo. Quando permanece sob um comprimento constante 

(volume), o pulmão pode alterar sua tensão com o tempo, logo, o gradiente de 

pressão diminui progressivamente. O relaxamento de estresse ocorre após 

alterações súbitas do comprimento. Nesse caso, o tempo necessário para o 

estiramento é menor do que a constante de tempo (2 = R2.C2). O relaxamento 

de estresse depende do realinhamento da matriz extracelular e de perdas de 

energia nos tecidos pulmonares e na interface ar-líquido (Hori e Hildebrandt, 

1971). Já o pendelluft é a transferência de um pequeno volume de gás dos 

compartimentos pulmonares de maior pressão para os compartimentos de 
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menor pressão, representando o reajuste estático das diferenças regionais de 

volume pulmonar resultantes de desigualdades de constante de tempo (Bates e 

cols., 1985a; Otis e cols., 1956). 

Vários fatores contribuem para o stress relaxation no pulmão, como o 

fenômeno de abertura e fechamento das vias aéreas e espaços alveolares, e 

as perdas de energia nos tecidos e na interface ar-líquido. As fibras de 

colágeno e elastina, isoladamente, apresentam pouca adaptação ao 

estiramento, mas o arranjo da matriz fibroelástica apresenta contribuição 

significativa para este fenômeno. Alguns autores ressaltam o papel da interface 

ar-líquido como o principal determinante do stress relaxation no pulmão (Horie 

e Hildebrandt, 1971). 

O comportamento não homogêneo da parede torácica não está 

completamente esclarecido. A parede torácica pode se comportar como um 

sistema de dois compartimentos, um de baixa complacência, representando 

pela caixa torácica e outro de complacência mais elevada, o abdômen (Peslin e 

cols., 1975). Além disso, a pressão intrapleural não é uniforme em toda a 

cavidade torácica, sendo afetada pela contração do diafragma e pela 

movimentação do abdômen (D’Angelo e cols., 1974). As propriedades 

mecânicas do sistema respiratório podem sofrer influência da parede 

abdominal (Zin e cols., 1989), ajudando a explicar a queda não homogênea da 

pressão pleural após a oclusão das vias aéreas. A abertura extensa da parede 

abdominal leva ao aumento de elastância e resistência, provavelmente 

secundário à redistribuição de volumes gasosos no pulmão (Zin e cols., 1989). 

O primeiro estudo em animais realizado de acordo com o proposto por 

Bates e cols. (Bates e cols., 1985b), com subdivisão do sistema em seus 
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componentes pulmonar e de parede, foi realizado por Saldiva e cols., (1987). 

Posteriormente, outros trabalhos também demonstraram a contribuição 

significativa da parede torácica para as desigualdades do sistema respiratório 

(Auler e cols., 1987; D´Angelo e cols., 1994; Macedo-Netto e cols., 1998; 

Moreira e cols., 1997; Rocco e cols., 1999; Zin e cols., 1989), comprovando 

que elas podem ser atribuídas aos componentes pulmonar e de parede. 

O método de oclusão das vias aéreas após insuflação com fluxo 

constante não é capaz de determinar a contribuição relativa do pendelluft 

(desigualdades de constantes de tempo) e do stress relaxation (componente 

viscoelástico) para o desenvolvimento da queda lenta observada na pressão 

traqueal (Bates e cols., 1985a; 1988; Kochi e cols., 1988b). No entanto, vários 

autores acreditam ser maior a contribuição representada provavelmente pelo 

stress relaxation (Bates e cols., 1988; Kochi e cols., 1988a; Similowski e cols., 

1991). 

No final dos anos 80, foi demonstrada, por meio do método de oclusão 

ao final da inspiração, a dependência das resistências pulmonares, de parede e 

do sistema em relação ao fluxo e volume (Kochi e cols., 1988a e 1988b). Em 

condições de isovolume, as resistências intrínsecas pulmonares (Rinit,L), da 

parede (Rinit, w) e do sistema respiratório (Rinit,rs) aumentam linearmente com 

o aumento do fluxo, enquanto a pressão necessária para vencer a 

viscoelasticidade e/ou inomogeneidade e o pendelluft (P2,L P2,w e P2,rs) 

aumenta progressivamente, mas a variação deste crescimento decai, 

chegando a zero (Similowski e cols, 1989). Em outras palavras, se fosse 

possível calcular uma resistência utilizando-se esses valores de pressão e fluxo 

no momento da oclusão, ela cairia com a elevação do fluxo. Na situação de 
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isofluxo, aumentando-se o volume, Rinit,L, Rinit,w e Rinit,rs decrescem, 

enquanto que P2,L P2,w e P2,rs  aumentam de modo similar àquele obtido 

em situação de isovolume  (D’Angelo e cols., 1989; Kochi e cols., 1988a e 

1988b; Similowski e cols, 1989). 

Em 1988, o modelo de oclusão ao final da inspiração foi validado por 

estudos utilizando-se cápsulas posicionadas em pontos diferentes da superfície 

pleural (Bates e cols., 1988). Ao medir diretamente a pressão alveolar, 

comprovou-se ser esta homogênea em todo o pulmão, apresentando pico de 

pressão coincidente com o ponto de inflexão (Pi) observado na curva de 

pressão traqueal. Logo, a pressão alveolar mostra comportamento semelhante 

ao encontrado na segunda fase da pressão traqueal, a de queda lenta. Tal 

observação indica que a variação de pressão responsável pela queda lenta 

(P2) ocorre em conseqüência a um fenômeno nas vias aéreas bem distais, 

alvéolo e tecido pulmonar.  

Logo, P2 é uma manifestação do comportamento tecidual de 

adaptação ao estresse (Bates e cols., 1988; Saldiva e cols., 1992).  

Apesar de haver diversas técnicas para analisar a mecânica do sistema 

respiratório, nos últimos anos o método da oclusão ao final da inspiração vem 

sendo bastante utilizado, tanto em animais, quanto em seres humanos 

anestesiados (Auler e cols., 1987; Bates e cols., 1985b; D’Angelo e cols., 1994; 

1989; Macedo-Neto e cols., 1998; Rocco e cols., 1999; Saldiva e cols., 1987). 

Esse método foi empregado no presente trabalho, por fornecer informações 

individualizadas sobre o componente pulmonar e permitir a análise de suas 

propriedades elástica, viscosa e viscoelástica. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A DPOC é uma importante causa de mortalidade e morbidade em todo o 

mundo. As projeções da Organização Mundial da Saúde alertam que em 2030, 

a DPOC causará 10 milhões de mortes, significando mais óbitos do que a 

síndrome da imunodeficência adquirida, tuberculose, acidentes 

automobilísticos, suicídio e homicídios combinados (Pauwels e cols., 2001). 

Apesar da vasta descrição dos aspectos celulares e moleculares 

envolvidos, a patogenia da DPOC permanece não completamente esclarecida 

e pouco tem sido explorado em relação ao comportamento funcional dos 

animais nesses modelos. 

O fumo é considerado o principal fator de risco para o desenvolvimento 

do enfisema pulmonar, porém apenas 20% dos fumantes desenvolvem a 

doença, o que torna o estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na 

gênese do enfisema fundamental. 

A descoberta de que humanos com deficiência de 1- antitripsina 

encontram-se mais susceptíveis ao enfisema (Laurell e cols., 1963), gerou a 

hipótese protease-antiprotease, que até os dias de hoje, é a teoria mais aceita 

no desenvolvimento do enfisema. Desde então, modelos animais de ambos os 

gêneros são utilizados em estudos que buscam a maior compreensão da 

fisiopatologia e o desenvolvimento de terapias celulares envolvendo esta 

afecção. 

Em seres humanos, as diferenças no desenvolvimento da doença em 

ambos os sexos é sugerida por estudos epidemiológicos (Martinez e 

cols.,2006; Gan e cols., 2006; Dansfield e cols., 2007), o que torna esta 

investigação relevante em animais de diferentes gêneros. 
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A patogênese do enfisema, hoje largamente obtida em modelos animais 

sugere que o influxo neutrofílico agudo no pulmão, seguido de acumulação 

subaguda de outras células inflamatórias do sistema imune (e talvez células 

residentes) liberam proteases elastolíticas em excesso no microambiente local, 

causando destruição da matriz extracelular do pulmão. No modelo induzido por 

papaína, a destruição ocorre pela ação direta da protease, associada ao 

estresse oxidativo e processo inflamatório gerados. O ineficaz reparo alveolar e 

de fibras elásticas, colágenas e talvez de outros componentes da matriz 

extracelular, resulta em alargamento do espaço aéreo e hiperinsuflação 

pulmonar definido como enfisema pulmonar. 

O presente trabalho estuda a evolução temporal das propriedades 

elásticas, resistivas e viscoelásticas e/ou inomogêneas pulmonares, bem como 

a histologia e o processo inflamatório por meio de ensaios bioquímicos de 

estresse e dano oxidativos do pulmão em um modelo murino de exposição à 

papaína. 
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3. OBJETIVO 

Estabelecer um modelo experimental de enfisema pulmonar induzido por 

papaína, com alteração funcional, que possa ser utilizado em estudos da 

fisiopatologia e de terapias celulares na DPOC, avaliando um possível 

dimorfismo sexual na gênese da doença. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar os efeitos da instilação intratraqueal de papaína em 

camundongos machos e fêmeas sobre: 

 a variação do peso dos animais ao longo do protocolo experimental; 

 as propriedades elásticas, resistivas e viscoelásticas e/ou 

inomogêneas do pulmão pelo método de oclusão ao final da 

inspiração; 

 a celularidade total e diferencial no parênquima pulmonar; 

 o conteúdo de fibras colágenas e do sistema elástico; 

 o diâmetro alveolar médio e a capacidade residual funcional;  

 o processo inflamatório e o estresse oxidativo ocasionados após a 

exposição à papaína. 
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4- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 - Animais Utilizados 

Trinta camundongos BALB/c, machos e fêmeas, oriundos do biotério do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica da Universidade Estadual de 

Campinas, com 6 semanas, pesando 20  5 g (média  erro padrão), foram 

aleatoriamente alocados em quatro grupos para experimentos de medida da 

mecânica respiratória e estudo histopatológico. Cabe salientar que foram 

desconsiderados deste n total (n= 30) os animais que morreram durante o 

protocolo (2 animais grupo PAPM, 2 animais do grupo PAPF e 1 animal SALF).  

Os animais receberam cuidados conforme o guia preparado pelo Comitê 

de Cuidados e Uso dos Animais de Laboratório do Conselho Nacional de 

Pesquisas dos Estados Unidos (U.S. Department of Health and Humane 

Services, 1985) e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), Centro de Ciências da Saúde, UFRJ. 

 

4.2 - Caracterização dos Grupos Experimentais 

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: 

 GRUPO SALINA FÊMEA (SALF) n = 6 – os camundongos receberam 50 

l de salina (0,9% NaCl), instilados via intratraqueal 1 vez por semana 

por duas semanas. 

 GRUPO SALINA MACHO (SALM) n = 6 – os camundongos receberam 

50 l de salina (0,9% NaCl), instilados via intratraqueal 1 vez por 

semana por duas semanas. 
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 GRUPO PAPAINA FÊMEA (PAPF) n = 9 - os camundongos receberam 

50 l de solução (0,9% NaCl) contendo 10 U de papaína na 

concentração de 0,2 U/L , 1 vez por semana durante duas semanas, 

via intratraqueal. 

 GRUPO PAPAINA MACHO (PAPM) n=9 - os camundongos receberam 

50 l de solução (0,9% NaCl) contendo 10 U de papaína na 

concentração de 0,2 U/L, 1 vez por semana durante duas semanas, via 

intratraqueal. 

 

4.3 - Protocolo Experimental 

Para a realização de cada instilação traqueal, os animais foram sedados 

pela inalação de sevofluorano, pesados (balança Filizola, modelo BR, 

Indústrias Filizola SA, SP, Brasil) e realizada a abertura de óstio anterior na 

traquéia, a devida solução foi administrada intratraquealmente por seringa de 

insulina. A papaína (Becton Dickinson – USP 225310) foi previamente ativada 

em tampão fosfato de sódio 0.1M contendo EDTA 10mM, Nacl 0,4 e 5 mM DTT 

(ditiotreitol) por 10minutos a 40ºC.  

 

Figura 10: Esquema do protocolo experimental que iniciou-se em Do com a 1ª 

instilação. Após 1 semana (D7) ocorreu a 2ª instilação, seguida de um período 
de espera que compreende o 14º dia (D 14)  e o 21º dia ( D 21), onde a coleta 
dos dados ocorreu. 
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Realizou-se uma instilação intratraqueal semanal, durante 2 semanas. 

Os animais foram pesados semanalmente. Duas semanas após a última 

instilação, foi realizada a coleta e análise dos dados (Figura 10).  

Após o período de espera, os animais foram sedados com diazepam (1 

mg, i.p.), em seguida pesados (balança Filizola, modelo BR, Indústrias Filizola 

SA, SP, Brasil) e, então, anestesiados com pentobarbital sódico (20 mg/kg, 

i.p.). 

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em decúbito dorsal 

sobre uma pequena mesa, sob foco cirúrgico, sendo seus membros fixados por 

esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos estendidos a 90 graus 

em relação ao corpo e os membros inferiores estendidos em diagonal. Após o 

posicionamento cirúrgico, foi realizada traqueotomia com introdução de jelco 

20G com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de diâmetro interno, sendo a 

cânula fixada à traquéia por meio de fios de algodão.  

Os animais foram paralisados com brometo de pancurônio (através de 

administração intra-peritoneal) na dose de 0,1 mg/kg. Os camundongos foram, 

então, acoplados à prótese ventilatória por um ventilador de fluxo constante 

(Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevidéu, Uruguai) com 

freqüência de 100 incursões respiratórias por minuto e um volume corrente (VT) 

de 0,2 mL. 

Após a adaptação ao respirador, os animais foram submetidos a incisão 

cirúrgica da pele e subcutâneo, na linha média do abdome justo abaixo do 

apêndice xifóide. A incisão medial foi estendida, superficialmente, ao longo da 

parede torácica até a fúrcula esternal, sendo, então, a pele do animal retirada 

por tração lateral. A seguir, a incisão do plano muscular abdominal foi 
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estendida lateralmente, para esquerda e para direita, seguindo o bordo inferior 

das costelas até atingir a linha axilar anterior, bilateralmente. Com a cavidade 

abdominal aberta, é possível visualizar o diafragma, que foi perfurado e 

secionado segundo a mesma orientação da abertura da parede abdominal. 

Justo antes da perfuração do diafragma, a cânula traqueal foi conectada ao 

transdutor de pressão. 

Após a seção do diafragma, a pressão se eleva e representa a pressão 

de retração elástica do pulmão. Tal valor pressórico foi aplicado ao sistema 

como pressão positiva ao final da expiração (PEEP), que foi, em média, de 2 

cmH2O, a fim de evitar o desenvolvimento de colapso pulmonar e atelectasias 

(Rodrigues e cols., 1993, Saldiva e cols, 1992). 

Após a retirada do diafragma, a parede torácica foi removida por cortes 

longitudinais bilaterais ao nível da linha axilar anterior, em toda sua extensão, e 

corte transversal, abaixo da clavícula. 

O ventilador foi ajustado previamente para gerar uma pausa de 5 

segundos ao final da inspiração durante as medidas. Foram tomados cuidados 

especiais na manutenção do volume corrente (VT = 0,2 mL) e fluxo (V’= 1 mL/s) 

constantes em todos os animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes fluxos, 

volumes e duração da inspiração nas variáveis medidas (Kochi e cols., 1988a, 

1988b; Similowski e cols., 1989). 

O tubo traqueal foi conectado a um pneumotacógrafo para pequenos 

animais, como descrito por Mortola e Noworaj, (1983), para medida de fluxo 

aéreo (V'), sendo o respirador acoplado à outra extremidade do 

pneumotacógrafo. O pneumotacógrafo é constituído por uma cânula metálica 

com duas saídas laterais conectadas a um transdutor diferencial de pressão, 
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Validyne MP 45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA), para medida de 

fluxo aéreo, sendo o volume corrente obtido por integração do sinal de fluxo. 

Pela outra saída lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor diferencial 

de pressão Validyne MP45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA) para 

medida da pressão traqueal (Ptr) (Figura 11).  

Uma vez que não houve modificações abruptas no diâmetro do nosso 

circuito, os erros de medida da resistência ao fluxo foram provavelmente 

evitados (Loring e cols., 1979). O espaço morto do equipamento é de 0,3 mL. 

Todos os sinais foram condicionados e amplificados em polígrafo Beckman tipo 

R (Beckman, Schiller Park, IL, EUA). Os sinais de pressão e fluxo foram 

passados através de filtros Bessel de 8 polos (902LPF, Frequency  Devices,  

Haverhill,  MA,  EUA), convertidos (12 bits) de analógico para digital (DT-

2801A, Data Translation, Malboro, MA, EUA) e armazenados em um 

computador. Todos os dados foram coletados usando o software LABDAT 

(RHT-InfoData Inc., Montreal, QC, Canadá) (Figura 10). 

Durante os experimentos foi evitado ao máximo a manipulação da 

cânula traqueal com aspirações e insuflações, para eliminar possíveis 

interferências sobre os parâmetros medidos. 

Os parâmetros da mecânica respiratória foram determinados 2 semanas 

após a instilação intratraqueal de Salina (grupo SAL) e de Papaína (grupo 

PAP), sendo obtidos por meio do registro de 10 ciclos respiratórios pelo método 

da oclusão ao final da inspiração (descrito a seguir), em 6-9 animais. 
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Figura 11: Montagem Experimental constituindo de: 

1 - Cilindro de ar comprimido. 

2 - Válvula redutora de pressão. 

3 - Ventilador de fluxo inspiratório constante e duas válvulas solenóides. 

4 - Pneumotacógrafo. 

5 - Peça “T” para medida de pressão nas vias aéreas. 

6 - Cânula traqueal. 

7 - Mesa cirúrgica. 

8 - Transdutor de pressão traqueal. 

9  - Transdutor diferencial de pressão para medida de fluxo. 

10 - Polígrafo de oito canais com amplificação dos sinais de V’ e Ptr. 

11 - Filtros. 

12 - Conversor analógico-digital de 12 bits e Microcomputador. 
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4.4 - Método de Oclusão ao Final da Inspiração 

A mecânica respiratória foi avaliada pelo método de oclusão ao final da 

inspiração (Bates e cols, 1985a), que permite analisar separadamente os 

componentes elástico, viscoso e viscoelástico e/ou inomogêneo do sistema 

respiratório. 

No animal com o tórax aberto, a Ptr é, na realidade, a pressão 

transpulmonar (PL). Após a oclusão das vias aéreas ao final da inspiração, sob 

fluxo constante, ocorre uma queda súbita da PL até um ponto de inflexão (Pi,L) 

a partir do qual o decaimento da pressão assume caráter mais lento, atingindo 

um platô em sua porção terminal. Esta fase de platô corresponde à pressão de 

retração elástica do pulmão (Pel,L). A diferença de pressão que caracteriza a 

queda rápida inicial (P1,L), representada pela diferença entre a pressão 

máxima inicial (Pmax,L) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta 

(Pi,L), corresponde ao componente viscoso pulmonar.  

A segunda variação de pressão (P2,L), representada pela queda lenta, 

do Pi ao platô (Pel,rs), reflete a pressão dissipada para vencer o componente 

viscoelástico (“stress relaxation”) e/ou inomogêneo (“pendelluft”) do tecido 

pulmonar. A soma de P1,L e P2,L fornece a variação total de pressão no 

pulmão (Ptot,L) (Figura 12). 
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Figura 12: Método de Oclusão ao Final da Inspiração. Registros dos sinais de 
fluxo aéreo, volume (V) e pressão transpulmonar (PL) em função do tempo. Os 
pulmões foram ventilados com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 
mL/s, e o platô foi alcançado após uma pausa inspiratória de 5 s. 
 

A linha de base do registro de pressão corresponde à pressão positiva 

ao final da inspiração (PEEP) de 2 cmH2O. Pmáx,L = pressão máxima 

pulmonar alcançada e Pi,L = pressão no ponto de inflexão pulmonar. 

As elastâncias estática (Est,L) e dinâmica (Edyn,L) do pulmão podem, 

então, ser obtidas dividindo-se Pel,L e Pi,L, respectivamente, pelo volume 

corrente. E,L é a diferença entre Edyn,L e Est,L. 

Para a realização da oclusão, o aparelho utiliza uma válvula com tempo 

de fechamento definido (10 ms). Como este fechamento não é absolutamente 

instantâneo, o volume nunca cai a zero imediatamente após a oclusão, 

propiciando, assim, a existência de um pequeno fluxo. Este fluxo será 
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responsável pelo aumento do volume pulmonar e, conseqüentemente, de Pi,L 

e Pel,L. Por isso, foi feita correção de acordo com Kochi e cols., (1988a e 

1988b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Fórmulas utilizadas na análise da mecânica pulmonar. Onde: 

P1,L = pressão necessária para vencer o componente viscoso pulmonar 

P2,L= pressão necessária para vencer o componente viscoelástico e/ou 
inomogêneo pulmonar 

Ptot,L = variação total de pressão pulmonar 
Pmax,L= pressão pulmonar máxima  
Pi,L= pressão pulmonar no ponto de inflexão 
Pel,L= pressão de retração elástica pulmonar 
Est,L= elastância estática do pulmão 
Edyn,L = elastância dinâmica do pulmão 

E,L = componente elástica da viscoelasticidade pulmonar 
VT = volume corrente 
Ti = tempo inspiratório 

 

A resistência total do equipamento (Req), incluindo a cânula traqueal, foi 

previamente aferida através da aplicação de fluxos de ar ao sistema com 

concomitante registro das variações de pressão (P).  

P1 = Pmax – Pi 

P2 = Pi – Pel 

Ptot = P1 + P2 

Est = Pel / VT 

Edyn = Pi / VT 

E = Edyn – Est 

Ti = VT/V´ 
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Uma vez que R = P / V’, a resistência do equipamento corresponde ao 

coeficiente angular da curva PxV’. A Req, constante até fluxos de 26 mL/s, foi 

de 0,08 cmH2O/mL/s.  

A variação de pressão determinada pelo equipamento (Peq = Req.V’) 

foi subtraída de Ptot,L, e P1,L, de forma que os resultados refletem 

propriedades mecânicas intrínsecas. 

Os animais foram sacrificados após a realização da medida da mecânica 

respiratória. 

 

4.5 - Órgão Analisado 

A traquéia foi ocluída ao término da expiração relaxada (capacidade 

residual funcional) e os pulmões removidos e colocados em uma solução 

tamponada (tampão fosfato Millonig) de formaldeído a 10% para posterior 

análise histopatológica. 

 

4.6 – Estudo Histopatológico, Morfometria e Celularidade 

 

4.6.1 – Microscopia Óptica 

4.6.1.1 Fixação e Preparo das Lâminas 

Os pulmões ocluídos ao final da expiração, foram perfundidos com 

solução salina e, posteriormente, foram colocados em solução tamponada de 

formol por 24 horas. 

 Após a fixação, o material foi emblocado em parafina, obtendo-se cortes 

histológicos com 3 m de espessura. As lâminas com os cortes pulmonares 

foram coradas com hematoxilina e eosina. 
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4.6.1.2 Análise Histológica, Morfometria e Celularidade 

As lâminas contendo os cortes pulmonares foram analisadas por 

microscopia óptica (microscópio Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) 

segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos.  

Para a análise descritiva, toda a superfície da lâmina foi observada com 

todas as estruturas pulmonares representadas, em aumento de 100 e 400x.  

A análise quantitativa foi realizada pela técnica convencional de 

contagem de pontos (“point-couting”), utilizando uma ocular, acoplada ao 

microscópio, contendo um sistema de referência de 100 pontos e 50 linhas 

dispostos em paralelo (Figura 14). 

Em um aumento de 1000x foram avaliados dez campos aleatórios e não 

coincidentes por lâmina para quantificação da celularidade total e do número 

de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) no tecido 

pulmonar. Nesse aumento, a área total do retículo de referência corresponde a 

10.000 m2. Dessa forma, pontos que caíam sobre tecido pulmonar foram 

computados, determinando-se a área ocupada por tecido em m2. Computou-

se, então, o número total de células, bem como o número de PMN e MN 

presentes no campo, sendo o valor final expresso por “número de células/m2 

de tecido pulmonar”. Para determinação do diâmetro alveolar médio (Lm) foram 

contados o número de interceptos alveolares, em 20 campos aleatórios, em 

cada lâmina, em um aumento de 200x, sendo: Lm = Σ do comprimento dos 

segmentos de reta (1250 µm)/ nº de interceptos. 

As lâminas também foram coradas com métodos específicos para 

quantificação de fibras colágenas e sistema elástico. Colágeno: Os tecidos 
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foram corados em solução de Picrosirius (Montes e cols., 1992). Fibras do 

sistema elástico: foi utilizado o método de resorcina-fucsina de Weigert 

modificado com oxidação (ORF), sendo as fibras elásticas foram identificadas 

como fibras negras. Em cada animal foram analisados 10 campos 

randomicamente selecionados. A área de parênquima pulmonar ocupada por 

fibras colágenas e elásticas foi quantificada pela técnica de contagem de 

pontos em imagens capturadas aleatoriamente em 10 campos não-

coincidentes (400x). A quantificação foi realizada em imagens de alta definição 

(2024 x 1536 pixels) utilizando-se o programa Image Pro Plus 4.5.1 software 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USD). Os resultados foram expressos 

em percentual de densidade de superfície/campo.  

 

 

 

Figura 14 – Retículo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificação 
dos parâmetros morfométricos. 
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4.7 Determinação da Capacidade Residual Funcional (CRF)  

As variáveis mecânicas pulmonares variam dependendo do volume 

pulmonar total. Para medida da CRF, os pulmões foram pesados em balança 

de precisão (peso inicial) (Precision – PR 1000, com capacidade de 1 kg e 

precisão de 1 cg, Dourado, SP, Brasil). A seguir, um becker de 500 mL, 

contendo solução salina (NaCl a 0,9%) previamente aquecida a 37oC e uma 

peça metálica suspensa sobre uma haste, foi posicionado acima da balança. 

Esta foi ajustada a zero e os pulmões foram submersos no becker presos à 

peça metálica e a um peso adicional para que afundem completamente. 

Ocorreu, então, deslocamento de volume e o conjunto foi novamente pesado 

(peso final). O peso em gramas indicado na balança correspondeu ao volume 

do órgão em mililitros, assumindo que a densidade da salina seja semelhante à 

dos tecidos e igual a 1,0. O volume deslocado (ou peso final) menos o peso 

inicial dos pulmões é igual ao volume de ar contido nos pulmões, ou seja, a 

CRF (CRF = volume deslocado – peso inicial). 

4.8 Ensaios bioquímicos de estresse e dano oxidativo 

As análises de estresse oxidativo no pulmão foram realizadas no 

Laboratório de Reparo Tecidual, Departamento de Histologia e Embriologia, 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro. 

Para análise do desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes sofrido 

pelos diferentes tecidos foram realizados ensaios bioquímicos que medem a 

atividade das enzimas antioxidantes ou de marcadores de estresse e dano 

oxidativo. 
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Os seguintes parâmetros de estresse oxidativo foram avaliados: 

atividade da enzima antioxidante catalase (CAT), razão glutationa 

reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) e a peroxidação lipídica pelo método 

de estudo das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 

Para essas análises, os brônquios principais direito e esquerdo foram 

ocluídos com fio de algodão e os pulmões separados. O pulmão direito foi 

removido e mantido a -70ºC por uma semana. Em seguida, foi homogeneizado 

(homogeneizador modelo NT 136, Novatécnica, São Paulo, Brasil) com solução 

tampão (fosfato de potássio 100 mM + EDTA 5 mM, solução final 1000 mL) e 

centrifugado (centrífuga modelo 243M, FANEM, São Paulo, Brasil) a 7000 g 

durante dez minutos. Ao final, foi medida a quantidade de proteína em cada 

amostra. 

 

4.8.1 Dosagem de proteínas 

A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de Bradford (1976), 

que utiliza o corante coomassie brilliant blue G-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) para a determinação de proteínas totais em uma amostra. Tal 

método consiste na interação entre o corante G-250 e macromoléculas de 

proteínas que contém aminoácidos de cadeias laterais básicas ou aromáticas. 

No pH de reação, a interação entre a proteína e o corante estabiliza a forma 

aniônica do mesmo, causando uma visível mudança de coloração inicialmente 

castanha para tons em azul, de acordo com a concentração da proteína. G-250 

ligado à proteína tem sua absorbância alterada de 465 nm para 595 nm. Em 

uma placa de 96 poços, prepara-se a curva padrão com albumina (1 mg/mL) 

em triplicata e, em seguida, o poço teste (200 L de reagente Bradford e 
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amostra). A leitura da placa foi realizada com leitor de ELISA (Modelo 550, Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) no comprimento de onda de 595 nm. 

 

4.8.2 Medida da peroxidação lipídica 
 

O dano oxidativo foi mensurado pelo método de estudo das substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Draper e Hadley, 1990). O ácido 

tiobarbitúrico reage com lipídios de membrana oxidados gerando um 

subproduto da lipoperoxidação (malondialdeído, MDA). MDA reage com TBA, 

gerando um produto colorido róseo lido em espectrofotômetro (Ultrospec 2100 

Pro, Amersham-Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra). Alíquotas do 

homogeneizado pulmonar dos grupos salina e papaína foram desproteinizadas 

com 800 μL de 10% de ácido tricloroacético e centrifugadas a 1000 g por dez 

minutos. O sobrenadante (500 μL) foi misturado com 500 µL de TBARS 0,67%. 

A mistura foi aquecida por trinta minutos em água fervente e, então, resfriada 

em temperatura ambiente por cinco minutos. A fase orgânica, contendo o 

cromógeno rosa foi extraída com 750 μL de n-butanol e absorbância de 532 nm 

mensurada usando o espectrofotômetro (Ultrospec 2100 Pro, Amersham-

Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra). Os valores de TBARS (nMol/mg 

proteína) foram expressos com base em uma curva padrão de MDA.  

 

4.8.3 Marcadores de Estresse Oxidativo 

 

4.8.3.1 Catalase (CAT) 

A análise bioquímica que avalia a atividade da enzima antioxidante 

catalase (CAT), produzida por células e organelas, foi mensurada em resposta 
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à quantidade de peróxido de hidrogênio (Aebi, 1984). O consumo de H2O2 gera 

diferença de cor medida em espectrofotômetro no comprimento de onda de 240 

nm. Assim, misturou-se 60 µL do homogeneizado pulmonar dos quatro grupos 

experimentais com tampão fosfato e peróxido de hidrogênio. 1,6 µL/mL. Os 

valores de CAT foram corrigidos pelo valor de proteína de cada amostra (U 

catalase/mg proteína). 

 

4.8.3.2 Razão GSH/ GSSG 

A razão GSH/GSSG é considerada um marcador de estresse oxidativo 

Esse ensaio é baseado na reação da GSH ou GSSG com 5,5'-ditiobis-(2- ácido 

nitrobenzóico) (DTNB) que produz o 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB) (Rahman, 

2006). Para determinar GSSG, amostras de homogeneizados de pulmão foram 

tratadas previamente com 2-vinilpiridina, que reage covalentemente com GSH 

(mas não com GSSG). O excesso de 2-vinilpiridina é neutralizado com 

trietanolamina. A taxa de formação de TNB, mensurada 

espectrofotometricamente, é proporcional à concentração de GSH ou GSSG na 

amostra. A concentração de uma amostra conhecida é determinada pelo 

cálculo de uma regressão linear gerada a partir de uma curva padrão de GSH 

ou GSSG. 

Alíquotas de homogeneizado de pulmão foram tratadas com ácido 

sulfossalicílico na proporção de 1:1, e centrifugadas a 900 g por dez minutos. 

Os ensaios foram realizados separadamente e utilizaram 200 μl do 

sobrenadante para leitura da GSH e 200 μl para leitura de GSSG. Em seguida, 

as amostras para a GSSG foram incubadas por 60 min com 4 μl de 2-

vinilpiridina e em seguida tratadas com 65μl de trietanolamina, a fim de ajustar 
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o pH entre 6,0-7,0. Após o preparo das amostras, as leituras foram realizadas 

adicionando-se 1.400 μl tampão fosfato de potássio (KPE), 200 μl de amostra, 

120 μl de glutationa redutase (GR) e 120 μl de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo-fosfato (NADPH). A mistura foi homogeneizada e a absorbância 

mensurada em espectrofotômetro (Ultrospec 2100 Pro UV/Visible 

Spectrophotometer, Amersham – Biosciences, Inglaterra) a 412 nm, em um 

tempo de 120 s, com intervalos de 30 s. 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Foi aplicado o teste da mediana de Levene, para verificar a 

homogeneidade de variâncias. Como todos os dados satisfizeram a esse, a 

análise de variância de dupla entrada foi empregada (two-way  ANOVA), 

seguida de teste de Tukey para comparações múltiplas. Para comparação de 

valores percentuais utilizou-se transformada arcoseno. A correlação entre os 

achados funcionais e histológicos foi realizada pelo teste de Spearman. Em 

todos os testes, o nível de significância foi de 5%.  A análise estatística foi 

realizada com o programa estatístico SigmaStat 3.11 (Systat Software, Inc. 

Chicago, IL, USA). 
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5 RESULTADOS 

 5.1 MECÂNICA RESPIRATÓRIA 

Os valores de volume e fluxo utilizados durante o experimento são 

mostrados na tabela 1 e não variaram significativamente entre os grupos 

estudados. 

Tabela 1: Fluxo e volume nos animais dos grupos salina e papaína 

 Fluxo (mL/s) Volume (mL) 

SALM 1,00  0,001 0,20  0,002 

SALF 1,00  0,004 0,20  0,002 

PAPM 1,00  0,001 0,20  0,002 

PAPF 1,00  0,000 0,20  0,001 

Os valores representam média ± EPM de 6-9 animais por grupo (10 
determinações/animal). Camundongos machos e fêmeas foram expostos a 50 
µL de NaCl a 0,9 % (grupos SALM e SALF, respectivamente) ou 50 µL de 
solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos 
PAPM e PAPF, respectivamente). 

 

A evolução da massa corporal semanal relativa a massa inicial de 

camundongos machos e fêmeas que receberam salina (SALM e SALF) e 

papaína (PAPM e PAPF), está ilustrada na figura 15. Os animais que 

receberam papaína não apresentaram ganho de massa corporal em relação a 

inicial, quando comparados aos seus controles, que ganharam massa ao longo 

das semanas, demonstrando que a exposição à papaína influenciou no ganho 

de massa tanto em machos quanto em fêmeas.   

Os parâmetros da mecânica pulmonar obtidos nos grupos SALM, SALF, 

PAPM, PAPF estão representados nas figuras 16 a 19. 

A exposição à papaína provocou aumento estatisticamente significativo 

da elastância estática pulmonar nos grupos que receberam papaína, em 

relação aos seus controles (Figura 16). Somente o grupo PAPM apresentou 
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aumento significativo no componente viscoelástico da elastância quando 

comparado ao seu controle (Figura 17). A exposição à papaína também 

provocou aumento de P1 nos grupos PAPM e PAPF, enquanto P2, obteve 

aumento apenas no grupo PAPM (Figuras 18 e 19).  

Os dados de mecânica pulmonar de cada animal, separadamente, são 

apresentados no anexo A. 
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Figura 15: Evolução da massa corporal temporalmente. Os pontos 
representam a média ± EPM da massa corporal semanal relativa a massa 
inicial de camundongos machos e fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % 
(grupos SAL) ou 50 µL de solução fisiológica contendo papaína na 
concentração de 0,2 U/µL (grupos PAP). *Relação da massa corporal semanal 
relativa a inicial significativamente diferente da apresentada pelo seu controle 
(p<0,05). 
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Figura 16: Elastância estática (Est) em camundongos machos e fêmeas 
expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SAL) ou 50 µL de solução fisiológica 
contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos PAP). Os animais 
foram analisados 2 semanas  após a última instilação. Os valores são média + 
EPM de 6-9 animais/grupo (10 determinações/animal). Letras diferentes 
representam valores significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 17: Componente viscoelástico da elastância (E) em camundongos 
machos e fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SAL) ou 50 µL de 
solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos 
PAP). Os animais foram analisados 2 semanas após a última instilação. Os 
valores são média + EPM de 6-9 animais/grupo (10 determinações/animal). 
Letras diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 18: Variação da pressão pulmonar resistiva (P1), em camundongos 
machos e fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SAL) ou 50 µL de 
solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos 
PAP). Os animais foram analisados 2 semanas  após a última instilação. Os 
valores são média + EPM de 6-9 animais/grupo (10 determinações/animal). 
Letras diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 19: Variação da pressão pulmonar viscoelástica/inomogênea (P2), em 
camundongos machos e fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos 
SAL) ou 50 µL de solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 
U/µL (grupos PAP). Os animais foram analisados 2 semanas  após a última 
instilação. Os valores são média + EPM de 6-9 animais/grupo (10 
determinações/animal). Letras diferentes representam valores 
significativamente diferentes (p<0,05). 
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5.2 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA  

5.2.1 Análise qualitativa 

Na análise histopatológica qualitativa foi observado aumento dos 

espaços aéreos, com destruição de septo alveolar nos grupos expostos à 

papaína, sendo estas alterações mais evidentes no grupo PAPM. Observou-se, 

também, aumento de celularidade no septo alveolar, sugerindo presença de 

inflamação pulmonar (Figura 20).  

Na figura 21 observamos o rompimento e a irregularidade das fibras 

elásticas no parênquima pulmonar dos animais que receberam instilações de 

papaína (PAPM e PAPF). Lâminas coradas com orceína.  
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Figura 20: Fotomicrografias (200X) representativas de parênquima pulmonar 

(H-E) de camundongos machos e fêmeas (n= 6-9) expostos a 50 µL de NaCl a 
0,9 % (grupos SALM e SALF, respectivamente) ou 50 µL de solução fisiológica 
contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos PAPM e PAPF, 
respectivamente). 
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Figura 21: Fotomicrografias (400X) representativas de parênquima pulmonar 

coradas com orceína para identificação de fibras do sistema elástico em 
camundongos machos e fêmeas (n = 6-9) expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % 
(grupos SALM e SALF, respectivamente) ou 50 µL de solução fisiológica 
contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos PAPM e PAPF, 
respectivamente).  
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5.2.2 Análise quantitativa 

A exposição à papaína provocou aumento do diâmetro alveolar médio 

(Lm), atingindo significância estatística nos grupos (PAPM e PAPF) 

comparados aos seus controles, indicando redução de área disponível para 

troca gasosa (Tabela 2). 

Foi observado maior aumento na capacidade residual funcional (CRF) no 

grupo PAPM quando comparado ao grupo PAPF (Figura 22) 

Os valores obtidos na quantificação de celularidade total e diferencial no 

parênquima pulmonar dos grupos estudados são apresentados na figura 23. 

Foi observado aumento no número total de células, representado por aumento 

do número de células polimorfonucleares e diminuição das mononucleares nos 

grupos PAPM e PAPF, quando comparados aos seus controles.   

A Figura 24 ilustra a correlação entre as celularidade total e a Elastância 

(Est). O aumento da celularidade se correlaciona diretamente com o aumento 

da Elastância. 

Na análise do conteúdo de fibras colágenas e elásticas no parênquima 

pulmonar foi observada redução significativa do número destas em resposta a 

exposição à papaína em ambos os gêneros (Figuras 25 e 26). 
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Tabela 2 : Diâmetro alveolar médio (Lm) 

 

 

Os valores representam média ± EPM de 6-9 animais por grupo (20 
determinações/animal). Os camundongos machos e fêmeas foram expostos a 
50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SALM e SALF, respectivamente) ou 50 µL de 
solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos 
PAPM e PAPF, respectivamente). Os animais foram analisados 2 semanas 
após a última instilação. *Valores significativamente diferentes de SALM e 
SALF, respectivamente (p<0,05). 
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Figura 22: Capacidade residual funcional (CRF) de camundongos machos e 

fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SALM e SALF, 
respectivamente) ou 50 µL de solução fisiológica contendo papaína na 
concentração de 0,2 U/µL (grupos PAPM e PAPF, respectivamente). Os 
animais foram analisados 2 semanas após a última instilação. Os valores são 
média + EPM de 6-9 animais/grupo. Letras diferentes representam valores 
significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 23: Número de células polimorfonucleares (PMN), mononucleares (MN) 

e totais (Cel tot) por área de tecido pulmonar de camundongos machos e 
fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (SAL) ou 50 µL de solução 
fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (PAP). Valores são 
média + EPM de 6-9 animais por grupo (10 campos/animal). Letras diferentes 
representam valores significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 24: Correlação entre celularidade total e elastância (Est) de 
camundongos machos e fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos 
SALM e SALF, respectivamente) ou 50 µL de solução fisiológica contendo 
papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos PAPM e PAPF, 
respectivamente). Os animais foram analisados 2 semanas  após a última 
instilação. Os valores são média + EPM de 6-9 animais/grupo. 
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Figura 25: Percentual de fibras colágenas em relação à área de tecido 

pulmonar (densidade de superfície/campo) de camundongos machos e fêmeas 
expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SALM e SALF, respectivamente) ou 
50 µL de solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL 
(grupos PAPM e PAPF, respectivamente). Os animais foram analisados 2 
semanas após a última instilação. Os valores são média + EPM de 5-9 
animais/grupo (10 campos/animal). Letras diferentes representam valores 
significativamente diferentes (p<0,05). 

Machos

F
ib

ra
s
 c

o
lá

g
e
n

a
s
 (

%
)

0,0

0,2

0,4

SAL

PAP

Fêmeas

b
b

a a



 86 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26:. Percentual de fibras do sistema elástico em relação à área de 

tecido pulmonar (densidade de superfície/campo) de camundongos machos e 
fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SALM e SALF, 
respectivamente) ou 50 µL de solução fisiológica contendo papaína na 
concentração de 0,2 U/µL (grupos PAPM e PAPF, respectivamente). Os 
animais foram analisados 2 semanas após a última instilação. Os valores são 
média + EPM de 6-9 animais/grupo (10 campos/animal). Letras diferentes 
representam valores significativamente diferentes (p<0,05). 
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5.3 ENSAIOS BIOQUÍMICOS DE ESTRESSE E DANO OXIDATIVO 

Visando avaliar o desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes sofrido 

pelos tecidos após exposição à papaína, foram realizados ensaios bioquímicos 

que medem a atividade das enzimas antioxidantes ou de marcadores de 

estresse oxidativo e peroxidação lipídica.  

A Figura 27 representa a peroxidação lipídica em resposta a exposição à 

papaína. Observa-se um aumento significativo das substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), produto final da peroxidação lipídica, no grupo 

PAPF em relação ao SALF, enquanto os machos não apresentaram diferença 

significativa. 

A Figura 28 apresenta a quantidade de catalase (CAT) no pulmão. 

Houve depleção da catalase nos grupos que receberam papaína (PAPM e 

PAPF), e esta foi significativamente maior no grupo PAPM. 

A Figura 29 ilustra o comportamento da Relação GSH/GSSG no pulmão. 

A relação se reduz significativamente no grupo PAPF em relação ao seu 

controle.
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Figura 27: Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA) no pulmão de 

camundongos machos e fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos 
SAL) ou 50 µL de solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 
U/µL (grupos PAP). Os animais foram analisados 2 semanas após a última 
instilação. Os valores são média + EPM de 3-5 animais/grupo. Letras diferentes 
representam valores significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 28: Atividade da catalase no pulmão de camundongos machos e 
fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos SAL) ou 50 µL de solução 
fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 U/µL (grupos PAP). Os 
animais foram analisados 2 semanas após a última instilação. Os valores são 
média + EPM de 3-5 animais/grupo. Letras diferentes representam valores 
significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 29: O comportamento da relação GSH/ GSSG no pulmão de 

camundongos machos e fêmeas expostos a 50 µL de NaCl a 0,9 % (grupos 
SAL) ou 50 µL de solução fisiológica contendo papaína na concentração de 0,2 
U/µL (grupos PAP). Os animais foram analisados 2 semanas após a última 
instilação. Os valores são média + EPM de 3-4 animais/grupo. Letras diferentes 
representam valores significativamente diferentes (p<0,05). 
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6. DISCUSSÃO 

 O modelo de enfisema pulmonar por instilação intratraqueal de papaína 

utilizado neste estudo induziu alterações estruturais, inflamatórias e estresse 

oxidativo, compatíveis com o observado no enfisema, incluindo aumento de 

espaços aéreos, influxo de células polimorfonucleares no parênquima pulmonar 

e redução do número de fibras colágenas e do sistema elástico. Alterações 

mais acentuadas da mecânica pulmonar foram observadas em machos, com 

aumento dos componentes elástico, resistivo e viscoelástico da mecânica 

pulmonar. Enquanto que as fêmeas apresentaram apenas aumento de 

componente elástico e resistivo. 

Diversos modelos têm sido utilizados com o objetivo de melhor 

esclarecer os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na DPOC. A exposição à 

papaína foi utilizada neste estudo por ser descrita na literatura como uma forma 

rápida e eficaz para a reprodução do enfisema pulmonar (Snider e cols., 1986; 

Hayes e cols., 1975; Takaro e White, 1973). Este modelo nos possibilitou 

explorar aspectos relevantes, ainda pouco descritos, sobre o comportamento 

funcional dos animais. 

Os modelos experimentais auxiliam na compreensão dos fenômenos 

naturais e possibilitam o estudo de estruturas e órgãos de difícil acesso em 

seres humanos. A possibilidade de controlar as variáveis ambientais, sociais e 

patológicas em animais de experimentação também justificou, no nosso 

experimento, a escolha de pequenos animais. Diversas espécies de 

camundongo e rato dentre outros animais, como cães (Haddad e cols., 1979), 

têm sido utilizadas nos modelos experimentais de enfisema pulmonar, e os 

camundongos não necessitam de um período muito longo para se encontrarem 
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em condições de uso, após seu nascimento. Adicionalmente, apresentam 

vantagens para a investigação de vias patogênicas da doença, devido aos 

avanços na engenharia genética e a abundãncia de anticorpos disponíveis 

(Vlahovic e cols.,1999). Estudo recente (Lopes e cols., 2009) descreve o 

desenvolvimento de alterações funcionais, compatíveis com o enfisema 

panacinar em camundongos BALB/c, espécie também utilizada em nosso 

estudo. Após a instilação de papaína, os animais apresentaram aumento do 

diâmetro alveolar médio e da expressão tecidual de 8-isosprostano, sinalizando 

a presença de estresse oxidativo. 

Nosso desenho experimental foi proposto com base em trabalhos 

prévios (Fló e cols., 2005; Fusco e cols., 2001; Borzone e cols., 2007 e Lopes e 

cols., 2009) que mostram alterações funcionais características do enfisema 

pulmonar, após a instilação dessa mesma dose de papaína. A forma de 

administração da papaína e o protocolo experimental variaram entre os estudos 

e, embora alguns tenham utilizado a nebulização ou a instilação nasal de 

papaína, Gross e cols., (1965) já haviam demonstrado a eficiência e precisão 

da instilação intratraqueal no desenvolvimento deste modelo, apesar desta 

forma de administração ser mais trabalhosa. Adicionalmente, este último 

trabalho demonstrou características do enfisema panacinar em ratos após 3 

semanas da administração da papaína em dose única. Por utilizarmos 

camundongos, o volume máximo a ser instilado não poder ultrapassar 50ul, 

então optamos por administrar a papaína em duas doses, sendo uma por 

semana. Após o período de duas semanas, analisamos os dados.   

Apesar do modelo experimental empregado refletir as principais 

alterações observadas em pacientes enfisematosos, o modelo experimental por 
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instilação de proteases apresenta limitações pelo fato da lesão pulmonar ser 

causada por instilações súbitas, diferentemente da exposição contínua a baixos 

níveis de inflamação que acredita-se estar presente na lesão pulmonar 

consequente ao tabagismo (Dawkins e Sockley, 2001). Desta forma, as 

instilações intratraqueais de papaína nas vias aéreas podem não refletir  

os processos enzimáticos que resultam da ação direta de células inflamatórias 

em resposta ao ato prolongado de fumar (Liou e Campbell, 1996). No entanto, 

como assinalado por Dawkins e Stockey, (2001), os modelos experimentais de 

enfisema induzido por instilação de protease nas vias respiratórias são 

extremamente úteis no estudo da doença após a sua instilação, como foi o 

nosso objetivo neste estudo. 

 Embora inúmeras informações estejam disponíveis na literatura acerca 

das alterações estruturais secundárias à exposição à papaína, poucos estudos 

abordam o comportamento funcional do pulmão nesses modelos. Tal escassez 

deve-se provavelmente à maior dificuldade de realização de medidas 

funcionais em camundongos. Mensurar parâmetros da função pulmonar em 

animais tão pequenos quanto estes representa um desafio. Entretanto, está 

comprovado que, com o equipamento adequado, como foi o caso, as medidas 

são fiéis e fornecem informações importantes para a compreensão dos 

mecanismos envolvidos nas doenças pulmonares (Bates,1988). 

Há várias técnicas desenvolvidas para a análise da mecânica 

respiratória, porém o método de oclusão das vias aéreas ao final da inspiração 

difundiu-se por apresentar a vantagem de individualizar variações de pressões 

em seus componentes resistivos, elásticos e viscoelásticos e/ou inomôgeneos 
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(Bates, 1985b). Avanços importantes ocorreram clínica e experimentalmente a 

partir desse conhecimento. 

No presente estudo, observamos aumento dos componentes elástico 

(Est) e resistivo (P1) nos camundongos machos e fêmeas que receberam 

papaína (grupos PAPM e PAPF), e viscoelásticos e P2) em machos 

(grupo PAPM); estes últimos resultados são relativos à periferia do pulmão 

(Figuras 16,18,17 e 19 respectivamente).  

Na fase inicial da doença, possivelmente encontraríamos a redução da 

elastância, como consequência da perda de recolhimento elástico determinado 

pelas fibras do parênquima pulmonar, como o apresentado por Fusco e cols., 

(2001). No entanto, no modelo de enfisema induzido por papaína em 

camundongos, dada a vasta destruição do parênquima pulmonar e progressiva 

limitação ao fluxo aéreo, com retenção progressiva de volume nos pulmões, 

observamos o aumento da Est, indicando um pulmão mais rígido e menos 

complacente. O trabalho supracitado administrou a mesma dose por instilação 

única em ratos Wistar, e analisou os dados 40 dias após a instilação da 

papaína, o que não corresponde ao nosso protocolo. Adicionalmente, Borzone 

e cols, (2007), chamaram a atenção para as diferenças entre as espécies, em 

modelos animais, quando comparou os efeitos da papaína entre hamsters e 

ratos. Ambos desenvolveram características do enfisema pulmonar, entretanto, 

hamsters apresentaram, comparativamente, maior diâmetro alveolar médio, 

fragmentação do septo alveolar e processo inflamatório que os ratos. Segundo 

Ihrig, 1971, os ratos são menos suscetíveis ao desenvolvimento da doença por 

apresentarem maiores níveis da anti-protease -1 anti-tripsina. Os 

camundongos apresentam apenas 60% dos níveis encontrados em ratos, 



 96 

sugerindo uma maior predisposição ao desenvolvimento da doença. Estudos 

em modelos de enfisema pela exposição à fumaça de cigarro relacionaram a 

gravidade do enfisema desenvolvido aos níveis de anti-protease presentes 

(Guerassimov e cols., 2004, Takubo e cols., 2002). 

P1 reflete a pressão dissipada para vencer a resistência de vias aéreas 

centrais (Similowski, 1989) e o seu aumento é coerente com o modelo de 

doença pulmonar obstrutiva crônica desenvolvido e amplamente descrito 

(Cosio, 2001).  P2 está relacionada ao relaxamento por tensão (stress 

relaxation) do tecido pulmonar, juntamente com contribuição do pendelluft 

(Bates, 1988; D’angelo, 1989; Saldiva e cols., 1992). O aumento de E e P2 

(Figuras 14 e 16) obtido nos machos que receberam papaína (grupo PAPM) 

demonstra  maior heterogeneidade do parênquima destes animais (Bates e 

cols., 1985; 1988). O aumento da pressão necessária para vencer o 

componente viscoelástico e/ou inomogêneo (ΔP2), e o componente 

viscoelástico da elastância (E) verificado nesse grupo, sugerem uma lesão 

mais grave e com a presença de áreas inomogêneas na periferia, quando 

comparado ao grupo das fêmeas (PAPF)  

Em estudos prévios, Dransfield e cols., (2007); Gan e cols., (2006) e Martinez e 

cols., (2006), ressaltam as diferenças entre os gêneros no desenvolvimento do 

enfisema. Sverzellatti e cols., (2009), descrevem que o gênero influencia a 

relação entre enfisema e características clínicas, sendo o enfisema no sexo 

masculino predominante na periferia pulmonar, com maior acometimento de 

vias aéreas distais, corroborando os resultados de E e P2 encontrados nos 

animais machos em nosso estudo. 
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Alterações da mecânica pulmonar foram acompanhadas por aumento da 

capacidade residual funcional (CRF) (Figura 22), diâmetro alveolar médio 

(Tabela 2) e redução na quantidade total de fibras colágenas e do sistema 

elástico do parênquima pulmonar (Figura 25 e 26) em machos e fêmeas. A 

destruição e desorganização das fibras da matriz é uma característica central 

do enfisema, o que está coerente com a redução dessas fibras no parênquima 

após a instilação da enzima proteolítica (Figura 21) (Johanson e cols.1973; 

Kuhn e cols., 1976). Tal redução do número de fibras e a destruição de 

componentes estruturais do parênquima pulmonar ocasionam limitação ao 

fluxo aéreo. Progressivamente, o aumento do volume retido nos pulmões 

(CRF) é acompanhado de alargamento dos espaços alveolares, e redução da 

área efetiva para as trocas gasosas (Figura 20), o que caracteriza o enfisema 

grave proposto por este modelo (Snider e cols., 1986).  

Em relação à variação da massa corporal, os animais de ambos os 

gêneros expostos à papaína apresentaram menor ganho de massa corporal em 

relação a inicial, quando comparados aos seus controles (Figura 15), achado 

este que se coaduna com as manifestações extrapulmonares do enfisema, 

como o consumo muscular observado em pacientes com DPOC grave 

(Yoshida e Tuder, 2007).  

 Além de alterações na mecânica pulmonar, a inflamação crônica 

representa componente central na fisiopatologia do enfisema, sendo 

igualmente bem documentada a resposta inflamatória induzida por exposição a 

proteases com participação central de neutrófilos, linfócitos T e macrófagos 

(Hayes e cols., 1975; Parra e cols., 1980; Bowden, 1984). O processo 

inflamatório, caracterizado por aumento do número de células 
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polimorfonucleares e de celularidade total, foi significativamente maior nos 

animais que receberam papaína quando comparados aos seus controles 

(Figura 23). Ambos os gêneros apresentaram comportamento semelhante. 

Entretanto, no presente estudo, observamos redução no número de células 

mononucleares nos animais expostos à papaína. Apesar da aparente 

contradição com a descrição da literatura (Keatings e cols., 1997; Retamales e 

cols., 2001; Di Stefano e cols., 1998) comportamento semelhante foi observado 

em estudo sobre a exposição temporal de papaína em ratos Wistar, com um 

aumento do número de células mononucleares nos 3 primeiros dias após a 

instilação de papaína, seguida de uma redução deste número a partir do 10º 

até 60º dia após a exposição, período que compreende os 14 dias do nosso 

estudo (Pastor e cols., 2006).  

Independente de eventuais particularidades nos principais tipos celulares 

envolvidos no processo inflamatório, a presença de inflamação tem sido 

diretamente relacionada ao grau de destruição alveolar e gravidade da doença, 

tanto clínica (Saetta e cols., 1998) quanto experimentalmente (Churg e cols., 

2007). Dados prévios de nosso grupo demonstram, em outros modelos de 

inflamação, uma correlação positiva entre o aumento de células inflamatórias 

no parênquima pulmonar e aumento de Est (Laks e cols., 2008). A Figura 24 

ilustra esta correlação, sugerindo que o recrutamento de células inflamatórias 

para o parênquima pulmonar, ocasiona o espessamento do septo alveolar e 

consequentemente o aumento da elastância pulmonar. 

O estresse oxidativo também tem sido sugerido como forte contribuinte 

na patogênese e progressão da DPOC em diferentes espécies (Saetta e cols., 

2002; Hautamaki e cols.,1997; Macnne, 2001; Pryor e Stone, 1993).  
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Como resultado do estresse oxidativo, o organismo tenta reduzir o dano 

utilizando-se do sistema de defesa antioxidante. Foram medidas, neste estudo, 

a atividade de enzimas envolvidas na cadeia do estresse oxidativo: catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), avaliada através da relação glutationa 

reduzida/ glutationa oxidada (GSH/ GSSG),  bem como a peroxidação lipídica, 

avaliada pelo método das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

em amostras de tecido pulmonar de camundongos instilados com salina e 

papaína (Figuras 27, 28 e 29). 

Sabe-se que a peroxidação lipídica (ou lipoperoxidação) é um indicativo 

de que a condição de estresse oxidativo está estabelecida (Jayaraj e cols., 

2006; Weng e cols., 2007). Os processos de lipoperoxidação nem sempre são 

prejudiciais, pois seus produtos atuam significativamente na reação em cadeia 

a partir do acido aracdônico e, portanto, na resposta inflamatória (Halliwell, 

1990). A lipoperoxidação é uma cascata de eventos e cada evento da reação, a 

partir do radical lipídico, gera um subproduto que pode ser dosado para 

quantificar o dano oxidativo. O TBARS está no início dessa cascata de eventos.  

Já foi mencionado que a variação na atividade de enzimas antioxidantes 

indica o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Pryor, 

1986). Houve, de fato, a diminuição de CAT nos grupos que receberam 

instilação de papaína (PAPM e PAPF) (Figura 28), indicando a condição de 

estresse oxidativo nestes grupos lesados, depletando a enzima do sistema 

antioxidante, CAT. O grupo PAPM, diferentemente do PAPF, não apresentou 

aumento de TBARS (Figura 27) e não obteve diferença significativa na relação 

GSH/GSSG (Figura 29), entretanto, apresentou consumo da enzima CAT, 

caracterizando a presença do estresse oxidativo. 
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A razão GSH/GSSG é considerada um marcador de estresse oxidativo e 

da atividade da (GPx). O sistema redox GSH é crucial na manutenção 

intracelular da homeostase GSH/GSSG, que é critico para os processos 

fisiológicos celulares normais e representa um dos mais importantes sistemas 

de defesa antioxidantes nas células pulmonares (Meister e Anderson, 1983). 

Este sistema usa o GSH como substrato na detoxificação de peróxidos tais 

como H2O2 e peróxidos lipídicos, e através da glutationa peroxidase, gera 

GSSG que tem importante ação protetora antioxidante contra radicais livres e 

outros oxidantes, estando relacionada à resposta inflamatória (Deneke e 

Fanburg, 1989; Droge e cols., 1994). A redução da relação GSH/GSSG 

ocorrida no grupo PAPF, sugere uma maior ação da glutationa peroxidase em 

uma possível tentativa de combate ao dano oxidativo no pulmão das fêmeas 

que receberam papaína e corrobora a descrição da literatura para exposições 

agudas a proteases e a fumaça de cigarro (Li e cols., 1994; Rahman e cols., 

1996) (Figura 29).  

  

Vários autores (MacNee, 2000; Langley- Evans e cols., 1996) relatam 

que mulheres fumantes ativas apresentam deficiência relativa de estrogênio 

quando comparadas a não fumantes. O cigarro induz isoenzimas CYP1A1 e 

CYP1A2 do citocromo P450, que alteram o metabolismo do estrógeno. A 

terapia de reposição hormonal no período da pós-menopausa está associado à 

melhora da função pulmonar, redução da obstrução do fluxo aéreo e 

hiperreatividade brônquica, sugerindo que mulheres com idade até 50 anos, 

aproximadamente, são protegidas pela ação hormonal normal. 
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Esta pode ser uma explicação viável para os nossos resultados, uma 

vez que analisamos parâmetros da mecânica pulmonar, histologia e o estresse 

oxidativo em camundongos adultos jovens, e embora os animais do grupo 

PAPF apresentem lesões compatíveis com o enfisema pulmonar, estas 

manifestações são mecanicamente mais pronunciadas nos animais do grupo 

de machos (PAPM), com maior comprometimento da periferia pulmonar. Por 

terem apresentado um aumento de TBARS e uma redução da relação 

GSH/GSSG quando comparadas aos animais machos (PAPM), e adicionando-

se o comportamento da mecânica pulmonar, as fêmeas (PAPF) parecem 

apresentar diferenças no mecanismo de lesão, como previamente descrito em 

trabalhos com humanos (Sverzellatti e cols., 2009), manifestando uma forma 

menos extensa da doença e com evolução mais lenta quando comparada ao 

sexo masculino. 
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7. CONCLUSÕES 

 O modelo experimental de enfisema pulmonar induzido por papaína 

utilizado neste estudo manifestou-se diferentemente em machos e fêmeas. A 

exposição à papaína provocou alterações funcionais mais acentuadas em 

machos, com aumento dos componentes elástico, resistivo e viscoelástico da 

mecânica pulmonar. Por outro lado, as fêmeas apresentaram apenas aumento 

dos componentes elástico e resistivo. 

Apesar das diferenças funcionais, o aumento de celularidade no 

parênquima pulmonar, caracterizado por influxo de células polimorfonucleares, 

foi semelhante entre machos e fêmeas. A capacidade residual funcional e o 

diâmetro alveolar médio apresentaram-se aumentados, e os animais 

apresentaram menor ganho de massa corporal em ambos os grupos lesados, 

indicando lesão do parênquima pulmonar. A redução do número de fibras 

colágenas e elásticas corroboram o perfil de lesão grave desenvolvido nos 

modelos de protease, no período de 14 dias pós-estímulo. 

Foi observado, como nos parâmetros de mecânica pulmonar, dimorfismo 

sexual nas enzimas antioxidantes no pulmão. Isto sugere um mecanismo de 

defesa pulmonar contra as ERO diferente entre machos e fêmeas. Os 

resultados do grupo PAPM são compatíveis com lesões pulmonares mais 

graves e já estabelecidas, quando comparados às fêmeas . 
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Avaliar temporalmente os efeitos da exposição à papaína em 

camundongos de ambos os gêneros. 

 

 Avaliar os efeitos de doses maiores de papaína em fêmeas. 

 

 Avaliar a ação de terapias celulares e antioxidantes no modelo 

estabelecido. 
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ANEXOS 



ANEXO A – Parâmetros da mecânica pulmonar em cada animal dos grupos 
SALM, SALF, PAPM, PAPF.  
 

                 

SALM Fluxo Volume Est Edyn E P1 P2 Ptot 

SALM1 1,0020  0,2006  20,9814 26,9485  5,9671 0,5469 1,1950 1,7419 

SALM2 1,0049  0,1965  20,9620 24,2025  3,2405 0,3247 0,6363 0,9610 

SALM3 0,9926  0,2047  19,8905 24,0531  4,1626 0,3608 0,8511 1,2118 

SALM4 1,0095  0,2084  21,4212 26,9972  5,5760 0,4813 1,1614 1,6428 

SALM5 1,0074  0,2102  20,5578 25,1550  4,5972 0,4817 0,9663 1,4480 

SALM6 1,0066  0,1945  14,4321 18,9003  4,4682 0,3947 0,8689 1,2636 

         

Média 1,0038  0,2025  19,7075  24,3761  4,6686  0,4317  0,9465  1,3782  

DP 0,0055  0,0058  2,4055  2,7146  0,8991  0,0775  0,1914  0,2652  

EPM 0,0023  0,0024  0,9821  1,1082  0,3671  0,0317  0,0781  0,1083  

n 6  6  6  6  6  6  6  6  

DP/Média 0,55% 2,86% 12,21% 11,14% 19,26% 17,96% 20,22% 19,24% 

         

         

         

         

                 

SALF Fluxo Volume Est Edyn E P1 P2 Ptot 

SALF1 1,0023 0,1917 18,7737  25,1374  6,3637  0,5565  1,2199  1,7764  

SALF2 1,0050 0,1951 26,2115  32,1747  5,9632  0,5675  1,1641  1,7316  

SALF3 1,0031 0,1949 25,6980  32,0065  6,3085  0,5560  1,2297  1,7857  

SALF4 1,0022 0,1924 27,6111  32,9240  5,3129  0,6082  1,0213  1,6294  

SALF5 1,0040 0,2154 16,5106  21,0024  4,4918  0,3433  0,9670  1,3102  

SALF6 1,0002 0,1989 16,6673  21,2375  4,5702  0,3713  0,9087  1,2800  

         

Média 1,0028 0,1981 21,9120  27,4137  5,5017  0,5005  1,0851  1,5856  

DP 0,0015 0,0081 4,6874  5,1406  0,7670  0,1030  0,1255  0,2117  

EPM 00,0006 0,0033 1,9136  2,0986  0,3131  0,0421  0,0512  0,0864  

n 6 6 6  6  6  6  6  6  

DP/Média 0,15% 4,08% 21,39% 18,75% 13,94% 20,59% 11,56% 13,35% 

         

         

         

PAPM Fluxo Volume Est Edyn E P1 P2 Ptot 

PAPM1 1,0057  0,2058  28,8187 35,5203  6,7016 0,5935 1,3785 1,9720 

PAPM2 1,0102  0,2107  23,7679 29,8776  6,1097 0,6059 1,2874 1,8933 

PAPM3 1,0066  0,2035  24,4870 30,2066  5,7197 0,7084 1,1631 1,8715 

PAPM4 0,9987  0,1941  25,3409 30,7090  5,3682 0,8917 1,0417 1,9334 

PAPM5 0,9975  0,2101  21,7270  26,7076  4,9807  0,8646  1,0452  1,9099  

PAPM6 1,0046  0,1959  35,0846  44,5446  9,4600  0,9999  1,8543  2,8542  

PAPM7 1,0087  0,1997  22,7216  28,1427  5,4210  0,7113  1,0824  1,7937  

PAPM8 1,0042  0,1954  23,6669  29,5812  5,9143  0,9458  1,1547  2,1005  

PAPM9 1,0100  0,2064  24,1601  29,5464  5,3864  0,5895  1,1125  1,7020  



         

         

Média 1,0051  0,2024  25,5305  31,6485  6,1180  0,7678  1,2355  2,0034  

DP 0,0043  0,0060  3,8591  5,0858  1,2731  0,1511  0,2427  0,3184  

EPM 0,0014  0,0020  1,2864  1,6953  0,4244  0,0504  0,0809  0,1061  

n 9  9  9  9  9  9  9  9  

DP/Média 0,43% 2,96% 15,12% 16,07% 20,81% 19,68% 19,64% 15,89% 

         

         

PAPF Fluxo Volume Est Edyn E P1 P2 Ptot 

PAPF1 1,0038  0,1922  26,2929 31,6379  5,3450 0,6688 1,0260 1,6948 

PAPF2 0,9974  0,2045  30,7728 37,3016  6,5288 0,6408 1,3344 1,9752 

PAPF3 1,0108  0,2016  23,8422  29,2339  5,3917  0,6428  1,0869  1,7297  

PAPF4 1,0060  0,1945  26,4936  31,9531  5,4595  0,6035  1,0618  1,6653  

PAPF5 1,0068  0,1969  29,4904  34,9420  5,4516  0,7309  1,0734  1,8043  

PAPF6 1,0064  0,1953  36,0466  43,1664  7,1198  0,7956  1,3900  2,1856  

PAPF7 1,0182  0,1998  37,3721  42,5540  5,1818  0,6850  1,0353  1,7203  

PAPF8 0,9967  0,2098  30,3952  35,3491  4,9539  0,5568  1,0334  1,5902  

PAPF9 1,0027  0,2012  25,9256 33,1888  7,2632 0,7221 1,4610 2,1831 

         

         

Média 1,0054  0,1995  29,6257  35,4807  5,8550  0,6718  1,1669  1,8387  

DP 0,0062  0,0052  4,3617  4,5242  0,8230  0,0677  0,1652  0,2101  

EPM 0,0021  0,0017  1,4539  1,5081  0,2743  0,0226  0,0551  0,0700  

n 9  9  9  9  9  9  9  9  

DP/Média 0,62% 2,60% 14,72% 12,75% 14,06% 10,07% 14,15% 11,42% 

         

 
 
 

 



ANEXO B: CELULARIDADE TOTAL E DIFERENCIAL EM CADA ANIMAL 
DOS GRUPOS SALM, SALF, PAPM, PAPF.  . 
 

 

SALM PMN MN TOTAL TECIDO PMN/m
2
 MN/m

2
 TOTAL/m

2
 

SALM1 16 29,6 45,6 36,4 4,55E-03 8,44E-03 1,30E-02 

SALM2 17,8 28,4 46,2 41,2 4,29E-03 7,03E-03 1,13E-02 

SALM3 15,2 26,1 41,3 40,3 3,83E-03 6,61E-03 1,04E-02 

SALM4 18,4 37,5 55,9 45 4,24E-03 8,58E-03 1,28E-02 

SALM5 16,5 27,7 40,18 38,5 4,44E-03 7,30E-03 1,17E-02 

SALM6 19,2 34,1 53,3 41,2 4,67E-03 8,39E-03 1,31E-02 

        

Média 17,18 30,57 47,08 40,43 4,33E-03 7,72E-03 1,21E-02 

DP 1,40 3,97 5,78 2,65 2,67E-04 7,72E-04 9,74E-04 

EPM 0,57 1,62 2,36 1,08 1,09E-04 3,15E-04 3,97E-04 

n 6 6 6 6 6 6 6 

DP/Média 8,14% 12,97% 12,28% 6,55% 6,16% 10,00% 8,07% 

        

SALF PMN MN TOTAL TECIDO PMN/m
2
 MN/m

2
 TOTAL/m

2
 

SALF1 15,7 28,5 44,2 32,7 4,87E-03 8,82E-03 1,37E-02 

SALF2 17,3 29,2 46,5 31,7 5,55E-03 9,38E-03 1,49E-02 

SALF3 14,8 27 41,8 38,6 3,88E-03 7,04E-03 1,09E-02 

SALF4 14,3 23,7 38 37,5 3,90E-03 6,27E-03 1,02E-02 

SALF5 20,6 28,9 49,5 37,3 5,60E-03 7,84E-03 1,34E-02 

SALF6 16,5 27,7 40,18 38,5 4,44E-03 7,30E-03 1,17E-02 

        

Média 16,53 27,50 43,36 36,05 4,71E-03 7,78E-03 1,25E-02 

DP 2,07 1,85 3,86 2,78 7,01E-04 1,05E-03 1,67E-03 

EPM 0,85 0,76 1,58 1,13 2,86E-04 4,31E-04 6,81E-04 

n 6 6 6 6 6 6 6 

DP/Média 12,55% 6,73% 8,91% 7,71% 14,90% 13,57% 13,36% 

        

        

PAPM PMN MN TOTAL TECIDO PMN/m
2
 MN/m

2
 TOTAL/m

2
 

PAPM1 39,9 19,4 59,3 39,5 1,02E-02 4,99E-03 1,52E-02 

PAPM2 33,2 13,7 46,9 34,2 1,03E-02 4,29E-03 1,46E-02 

PAPM3 33,6 15,1 48,7 29,7 1,17E-02 5,43E-03 1,72E-02 

PAPM4 35,6 14,9 50,5 29,1 1,34E-02 5,66E-03 1,90E-02 

PAPM5 32,8 16,1 48,9 34,5 9,67E-03 4,78E-03 1,44E-02 

PAPM6 32,4 17,6 50 32 1,08E-02 5,83E-03 1,66E-02 

PAPM7 31,9 12,3 44,2 36,9 8,78E-03 3,42E-03 1,22E-02 

PAPM8 32,5 13,7 46,2 28,8 1,17E-02 4,92E-03 1,66E-02 

PAPM9 32,6 11,7 44,3 28,5 1,21E-02 4,52E-03 1,66E-02 

        

        

Média 33,83 14,94 48,78 32,58 1,09E-02 4,87E-03 1,58E-02 

DP 2,37 2,33 4,30 3,72 1,32E-03 7,03E-04 1,85E-03 

EPM 0,79 0,78 1,43 1,24 4,39E-04 2,34E-04 6,17E-04 

n 9 9 9 9 9 9 9 

DP/Média 7,00% 15,59% 8,81% 11,42% 12,03% 14,43% 11,70% 

        

        

PAPF PMN MN TOTAL TECIDO PMN/m
2
 MN/m

2
 TOTAL/m

2
 

PAPF1 30,2 17,3 47,5 29,6 1,03E-02 6,04E-03 1,64E-02 

PAPF2 29,4 13,2 42,6 26,9 1,12E-02 5,17E-03 1,64E-02 

PAPF3 30,5 18 48,5 26,1 1,21E-02 7,14E-03 1,93E-02 

PAPF4 27,5 16,7 44,2 28,2 1,03E-02 6,07E-03 1,63E-02 



PAPF5 32,9 19,2 52,1 26,4 1,27E-02 7,47E-03 2,02E-02 

PAPF6 29,3 11,1 40,4 26,3 1,12E-02 4,35E-03 1,55E-02 

PAPF7 63,6 20,3 83,9 30,6 2,01E-02 6,71E-03 2,69E-02 

PAPF8 30,5 17,4 43,54545 26 1,18E-02 6,79E-03 1,86E-02 

PAPF9 26,3 11,2 37,5 27,9 9,50E-03 4,10E-03 1,36E-02 

        

        

Média 33,36 16,04 48,92 27,56 1,22E-02 5,98E-03 1,81E-02 

DP 10,84 3,19 13,04 1,56 2,98E-03 1,14E-03 3,63E-03 

EPM 3,61 1,06 4,35 0,52 9,95E-04 3,78E-04 1,21E-03 

n 9 9 9 9 9 9 9 

DP/Média 32,50% 19,90% 26,65% 5,66% 24,55% 18,97% 20,02% 

 

 



ANEXO C: PESO CORPORAL POR SEMANA DOS ANIMAIS DOS GRUPOS 
SALM, SALF, PAPM E PAPF. 
 

 
     

SALF PESO/ SEMANA  

NOME  0 1 2 3 

     

SALF1 22 22,7 23,24 23,5 

SALF2 20,7 20,75 21,6 22 

SALF3 21,4 22 22,56 23 

SALF4 18 17,9 18,8 19 

SALF5 20 21,43 20,7 21,5 

SALF6 21,53 22,17 21,78 23,4 

     

MEAN 20,6050  21,1583  21,4467  22,0667  

SD 1,3288  1,5793  1,4232  1,5510  

SEM 0,5425  0,6448  0,5810  0,6332  

n 6  6  6  6  

SD/MEAN 6,45% 7,46% 6,64% 7,03% 

     

     

     

SALM1 23,3 21,8 23,46 24,08 

SALM2 20,7 22,5 24,7 24,45 

SALM3 21,3 21,14 23,3 23,4 

SALM4 22,14 22,4 22,84 23,63 

SALM5 20,4 20,7 21,39 21,74 

SALM6 20,6 20,2 20,8 22,05 

     
MEAN 21,4067  21,4567  22,7483  23,2250  

SD 1,0245  0,8513  1,3083  1,0010  

SEM 0,4182  0,3475  0,5341  0,4087  

n 6  6  6  6  

SD/MEAN 4,79% 3,97% 5,75% 4,31% 

     

     

PAPF1 22,8 22,6 21,5 22,9 

PAPF2 22,6 22 20,5 21,17 

PAPF3 24,2 23 23,3 22,69 

PAPF4 21,8 20,25 20,74 20,61 

PAPF5 20,8 20,4 20,9 20,66 

PAPF6 22,8 21 20,6 21,5 

PAPF7 25,41 25,6 27,1 26 

PAPF8 23,06 22,4 22 22,4 

PAPF9 19,27 20 21,43 20,48 

     

MEAN 22,5267  21,9167  22,0078  22,0456  

SD 1,6888  1,6680  1,9800  1,6467  

SEM 0,5629  0,5560  0,6600  0,5489  

n 9  9  9  9  

SD/MEAN 7,50% 7,61% 9,00% 7,47% 

     

     



PAPM1 22,2 24,15 21 22,2 

PAPM2 20,8 20,4 20,9 20,66 

PAPM3 21,2 20,2 20,5 21 

PAPM4 19,9 20 20,13 20,68 

PAPM5 22,1 22,53 23,06 23 

PAPM6 20,7 20,9 20,04 20 

PAPM7 21,8 20,25 20,74 20,6 

PAPM8 24,2 23 23,3 22,69 

PAPM9 22,84 23,1 22,51 22 

     

MEAN 21,7489  21,6144  21,3533  21,4256  

SD 1,2133  1,4850  1,1877  1,0025  

SEM 0,4044  0,4950  0,3959  0,3342  

n 9  9  9  9  

SD/MEAN 5,58% 6,87% 5,56% 4,68% 

 



ANEXO D : CAPACIDADE RESIDUAL FUNCIONAL DOS GRUPOS SALM, 
SALF, PAPM E PAPF. 
 

 

 CRF 
CRF 

FINAL 

SALM1 0.28-0.38 0.10 

SALM2 0.24-0.35 0.11 

SALM3 0.27-0.42 0.15 

SALM4 0.19-0.40 0.21 

SALM5 0.25-0.41 0.16 

SALM6 0.28-0.45 0.17 

   

 CRF 
CRF 

FINAL 

SALF1 0.21-0.32 0.11 

SALF2 0.20-0.30 0.10 

SALF3 0.24-0.34 0.10 

SALF4 0.20-0.40 0.20 

SALF5 0.22-0.35 0.13 

SALF6 0.23-0.29 0,07 

 

 CRF 
CRF 

FINAL 

PAPM1 0.21-0.59 0.48 

PAPM2 0.28-0.54 0.26 

PAPM3 0.25-0.63 0.38 

PAPM4 0.23-0.56 0.33 

PAPM5 0.22-0.55 0.33 

PAPM6 0.19-0.60 0.41 

PAPM7 0.24-0.48 0.24 

PAPM8 0.22-0.63 0.41 

PAPM9 0.19-0.56 0.37 
 

 

 CRF 
CRF 

FINAL 

   

PAPF1 0.23-0.49 0.26 

PAPF2 0.23-0.55 0.32 

PAPF3 0.25-0.50 0.25 

PAPF4 0.25-0.49 0.24 

PAPF5 0.26-0.55 0.29 

PAPF6 0.18-0.49 0.31 

PAPF7 0.23-0.53 0.30 

PAPF8 0.26-0.53 0.27 

PAPF9 0.22-0.50 0.28 

 



ANEXO E: PERCENTUAL DE FIBRAS COLÁGENAS DOS GRUPOS SALM, SALF, PAPM, PAPF 

         

         

         

Grupos pontos Vv colágeno       

SALF1 3 19%       

SALF2 3,1 19%       

SALF3 2,5 16%       

SALF4 2 13% Média SD menor maior CV  

SALF5 2,8 18% 17% 2,77% 13,98% 19,52% 16,56%  

SALM1 3,6 23%       

SALM2 3,1 19%       

SALM3 2,7 17%       

SALM4 2,8 18% Média SD menor maior CV  

SALM5 2,3 14% 18% 3,03% 15,10% 21,15% 16,72%  

PAPM1 2 13%       

PAPM2 2,2 14%       

PAPM3 2,3 14%       

PAPM4 1,9 12%       

PAPM5 2 13% Média SD menor maior CV  

PAPM6 1,5 9% 12% 1,74% 10,65% 14,14% 14,05%  

PAPF1 1,6 10%       

PAPF2 1,7 11%       

PAPF3 1,5 9%       

PAPF4 1,4 9%       

PAPF5 1,3 8%       

PAPF6 1,8 11%       

PAPF7 1,6 10%       

PAPF8 1,5 9% Média SD menor maior CV  

PAPF9 1,6 10% 10% 0,94% 8,78% 10,67% 9,70%  

 



ANEXO F: PERCENTUAL DE  FIBRAS ELÁSTICAS DOS GRUPOS SALM, SALF, PAPM 
E PAPF.  

          

 GRUPOS         

          

 SALM         

 SALM1 SALM2 SALM3 SALM4 SALM5 SALM6    

 16 17 21 13 19 17    

 17 16 14 15 14 15    

 17 15 15 15 19 16    

 18 12 13 14 16 13    

 13 12 18 16 16 20    

 15 12 12 14 16 19    

 14 22 17 17 17 11    

 15 18 14 15 17 14    

 16 13 18 19 15 12    

 14 16 17 16 18 13    

Vv fibra elástica 18% 18% 19% 18% 20% 18%    

          

 PAPM         

 PAPM1 PAPM2 PAPM3 PAPM4 PAPM5 PAPM6 PAPM7 PAPM8 PAPM9 

 7 9 5 8 8 6 7 9 7 

 6 9 6 5 6 5 5 8 5 

 8 9 10 8 5 4 3 6 3 

 8 12 7 6 6 8 6 5 4 

 6 8 10 2 5 3 7 7 7 

 6 7 6 3 6 4 5 3 6 

 9 8 8 4 5 8 5 4 5 

 6 9 5 9 5 8 3 5 5 

 7 10 7 7 4 7 6 6 6 

Vv fibra elástica 8% 11% 8% 7% 7% 7% 6% 7% 6% 

          

          

          

 SALF         

 SALF1 SALF2 SALF3 SALF4 SALF5 SALF6    

 20 19 18 16 12 16    

 19 15 15 16 13 13    

 13 17 15 10 18 13    

 18 18 14 15 17 14    

 19 15 15 18 14 17    

 13 16 11 17 13 19    

 12 18 19 18 20 20    

 18 17 13 14 18 18    

 17 14 12 13 15 18    

 18 13 10 12 16 19    

Vv fibra elástica 20% 19% 17% 18% 19% 20%    

          

          

 

 
 
 
 
 
         



 
PAPF 

 PAPF1 PAPF2 PAPF3 PAPF4 PAPF5 PAPF6 PAPF7 PAPF8 PAPF9 

 15 6 7 6 6 8 9 10 10 

 17 4 8 3 4 7 5 8 11 

 10 7 11 6 5 5 3 7 8 

 9 6 6 6 4 8 4 5 9 

 12 6 7 10 10 2 6 4 7 

 11 8 6 5 6 4 10 3 4 

 10 4 4 8 4 9 5 6 5 

 10 5 6 5 3 10 8 7 3 

 15 7 7 10 3 11 7 3 2 

 13 10 13 12 4 9 10 2 8 

Vv fibra elástica 15% 8% 9% 8% 6% 9% 8% 7% 8% 

 



ANEXO G: DIÂMETRO ALVEOLAR MÉDIO (Lm) DOS GRUPOS SALM, SALF, 
PAPM E PAPF. 
 
 

SALM  Lm 

SALM1 40,36 

SALM2 41,42 

SALM3 38,22 

SALM4 41,06 

SALM5 36,08 

SALM6 39,32 

  

  

  

  

Média 39,41 

DP 1,8339 

EPM 0,7487 

n 6 

DP/Média 4,65% 

  

SALF  Lm 

SALF1 35,57 

SALF2 38,00 

SALF3 37,78 

SALF4 36,76 

SALF5 41,45 

SALF6 36,11 

  

  

  

  

Média 37,6117 

DP 1,9175 

EPM 0,7828 

n 6 

DP/Média 5,10% 

  

  

PAPM  Lm 

PAPM1 59,31 

PAPM2 61,80 

PAPM3 58,50 

PAPM4 54,83 

PAPM5 58,93 

PAPM6 59,31 

PAPM7 57,65 

PAPM8 60,33 

PAPM9 58,35 

  

Média 58,7789 

DP 1,8028 

EPM 0,6009 

n 9 

DP/Média 3,07% 

  

  



PAPF  Lm 

PAPF1 40,39 

PAPF2 45,90 

PAPF3 45,50 

PAPF4 44,20 

PAPF5 46,38 

PAPF6 40,92 

PAPF7 46,81 

PAPF8 47,41 

PAPF9 48,32 

  

Média 47,2789 

DP 1,9819 

EPM 0,6606 

n 9 

DP/Média 4,19% 

 
 
 

 



Amostras ( TECIDO - 60 µL) mg proteína tempo 0 tempo 60 T0 - T60 Item 3 Item 5 U de catalase/mg de proteina

SAL F1 0,029 0,260 0,228 0,032 0,076 0,020 134,6

SALF2 0,046 0,238 0,203 0,035 0,083 0,020 91,1 Média SD Vm VM CV

SALF3 0,036 0,264 0,232 0,032 0,076 0,020 104,4 110,0 22,3 87,7 132,3 20,26%

SALM3 0,030 0,286 0,259 0,027 0,064 0,018 117,0

SALM6 0,026 0,312 0,284 0,028 0,066 0,021 121,4

SALM7 0,033 0,367 0,341 0,026 0,061 0,023 83,1 Média SD Vm VM CV

SALM8 0,035 0,315 0,290 0,025 0,059 0,019 90,2 102,9 19,1 83,8 122,0 18,57%

PAPF1 0,032 0,421 0,291 0,130 0,307 0,129 74,5

PAPF2 0,030 0,405 0,383 0,022 0,052 0,021 81,2

PAPF3 0,053 0,300 0,290 0,010 0,024 0,007 63,3

PAPF4 0,050 0,332 0,306 0,026 0,061 0,020 60,7 Média SD Vm VM CV

PAPM1 0,060 0,425 0,392 0,033 0,078 0,033 39,4

PAPM2 0,052 0,416 0,379 0,037 0,087 0,036 46,6

PAPM5 0,039 0,438 0,303 0,135 0,319 0,140 59,3

PAPM6 0,065 0,351 0,322 0,029 0,068 0,024 44,0 Média SD Vm VM CV

PAPM7 0,044 0,463 0,425 0,038 0,090 0,042 48,7 47,6 7,4 40,2 55,0 15,49%

ANEXO H: CATALASE NO PULMÃO  DOS GRUPOS SALM, SALF, PAPM, PAPF.



ANEXO J: RELAÇÃO GSH/ GSSG NO PULMÃO DOS GRUPOS SALM, SALF, PAPF, PAPM.

Grupos GSH GSSG GSH/GSSG

SALF1 28,38 19,70 1,44

SALF2 25,29 17,89 1,41 Média SD Menor Maior CV

SALF3 24,28 18,40 1,32 1,39 0,06 1,33 1,45 4,56%

SALM1 54,38 35,04 1,55

SALM3 51,65 44,35 1,16

SALM5 40,40 35,13 1,15 Média SD Menor Maior CV

SALM6 40,04 25,56 1,57 1,36 0,23 1,13 1,59 17,09%

PAPF1 31,29 35,25 0,89

PAPF2 27,13 28,52 0,95

PAPF3 17,15 21,05 0,81 Média SD Menor Maior CV

PAPF4 37,03 46,19 0,80 0,86 0,07 0,79 0,93 8,06%

PAPM1 32,09 25,05 1,28

PAPM2 26,07 23,62 1,10

PAPM3 39,90 28,56 1,40 Média SD Menor Maior CV

PAPM4 18,40 16,58 1,11 1,22 0,14 1,08 1,37 11,63%



ANEXO I: TBARS NO PULMÃO DOS GRUPOS SALM, SALF, PAPM, PAPF

TMP ABS FC=TMP/Abs FC médio

0 0,000 0,00 3,44

0,02 0,004 5,00

0,1 0,009 11,11

0,5 1,065 0,47

1 1,670 0,60

Grupos Tecido ABS FCm X Abs. amostra mg proteina na amostra nMol de MDA/mg de proteína

SALF1 0,032 0,11 0,19 0,58

SALF2 0,034 0,12 0,31 0,38 Média Desvio Range Range CV (20%)

SALF3 0,036 0,12 0,24 0,51 0,49 0,10 0,39 0,59 20,51%

SALM2 0,043 0,15 0,30 0,50

SALM5 0,056 0,19 0,42 0,46

SALM7 0,043 0,15 0,22 0,68 Média Desvio Range Range CV (20%)

SALM8 0,043 0,15 0,23 0,63 0,56 0,10 0,46 0,67 18,53%

PAPF1 0,060 0,21 0,21 0,97

PAPF2 0,075 0,26 0,20 1,27

PAPF3 0,087 0,30 0,35 0,85

PAPF5 0,077 0,26 0,21 1,26 1,09 0,21 0,88 1,30 19,37%

PAPM1 0,064 0,22 0,40 0,55

PAPM2 0,049 0,17 0,34 0,49

PAPM4 0,036 0,12 0,17 0,71

PAPM6 0,064 0,22 0,43 0,51 Média Desvio Range Range CV (20%)

PAPM7 0,063 0,22 0,30 0,73 0,60 0,11 0,48 0,71 19,16%
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