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RESUMO 

O uso de animais como modelos para estudo e pesquisa é uma prática antiga nas ciências, 

notadamente nas ciências da vida, permitindo uma representação próxima e complexa do 

funcionamento de vias metabólicas, fisiologia, estruturas anatômicas e evolução de patologias 

humanas. Nesse contexto, a forma pela qual a condição patológica evolui no modelo animal, 

nos permite predizer como ocorrerá no humano, possibilitando a identificação de alvos 

terapêuticos. A silicose é uma doença pulmonar fibrosante com impactos significativos na 

saúde pública, estimando-se milhões de trabalhadores expostos globalmente. Tal patologia 

está intimamente ligada à inspiração de partículas de dióxido de silício, sílica cristalina, 

destacando a relevância da exposição à esta poeira, presente em diversos setores industriais, 

como jateamento de areia, mineração e construção civil. A inalação destas partículas não 

causa apenas a silicose, mas uma série de outras condições danosas à saúde do indivíduo, 

como enfisema pulmonar, câncer de pulmão e doenças autoimunes. O mecanismo patológico 

da doença envolve a ativação de diversas vias fisiológicas inflamatórias decorrentes da 

inalação da inalação das partículas de sílica, resultando em fibrose por deposição de colágeno. 

Assim, foi proposto neste estudo o desenvolvimento e validação de um modelo experimental 

utilizando camundongos da linhagem C57BL/6. Visou também atingir os Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável (ODS) 3, Saúde e Bem-Estar, e 8, Trabalho Decente. Para que 

isto fosse possível, diversas análises foram feitas, como histopatologia pulmonar e 

morfometria do parênquima do pulmão, além de determinar de maneira qualitativa e 

quantitativa moléculas do processo inflamatório e oxidativo importantes na evolução 

patológica da silicose, utilizando para este fim, técnicas como ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) e reação de transcriptase reversa seguida de reação em cadeia da 

polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Por fim, o modelo desenvolvido neste 

trabalho foi válido para observação e compreensão de mecanismos histopatológicos da 

doença, porém futuros ensaios são necessários para o aperfeiçoamento da metodologia 

proposta para análises bioquímicas e moleculares dos processos decorrentes da silicose 

Palavras-Chave: Silicose; Inflamação; Doença Ocupacional; Modelo Animal 
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ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

FAZ: Fatty acid synthase 

FASL: Ligante de fatty acid synthase 

FRAP: Capacidade de redução férrica 
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MMPs: metaloproteinases de matriz 
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NOX2: NADPH oxidase 2 
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OMS: Organização Mundial Da Saúde 

PAS: Periodic Acid Schiff 



 

PBS: Tampão fosfato-salino 

REBIR: Rede de Biotérios de Roedores 

RNA: Ácido ribonucleico 

RNS: Espécies reativas de nitrogênio 

ROS: Espécies reativas de oxigênio 

RPM: Rotações por minuto 

RT-qPCR: Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real 

SOD: Superóxido dismutase 

STAT3: Signal transducers and activators of transcription 3 

TBA: Ácido tiobarbitúrico 

TBARS: Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TCA: Ácido tricloroacético 

TGF-beta: Fator de crescimento transformador beta 

TMB: Tetrametilbenzidina 

TMP: 1,1,3,3-tetrametilciclo-propanotetraol 

TNFR: Receptores de fator de necrose tumoral 

TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa 

TPTZ: 2,4,6-tripiridil-s-triazina 

UFU: Universidade Federal de Uberlândia 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Importância De Animais Na Experimentação 

O emprego de animais como modelos de estudo remete à Grécia Antiga, na qual 

nomes como Aristóteles já os utilizam para compreensão de fenômenos fisiológicos e 

constituições anatómicas (Franco, 2013). A sua importância, até hoje, principalmente para as 

ciências da vida, é inegável, haja vista que permitem uma representação verossímil e 

complexa do funcionamento de vias metabólicas, fisiologia, estruturas anatômicas.  

É também de suma importância para estudo da evolução de patologias, o que pode ser 

comprovado ao analisarmos o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina, que entre 1901 e 2020, 

aproximadamente 84% dos estudos premiados utilizaram animais modelos como forma de 

chegar aos resultados (Jota Baptista et al., 2021). Neste contexto, é importante ressaltar que a 

compreensão profunda de uma doença, passa pela instauração de um modelo confiável e 

validado que consegui representar a complexidade do funcionamento patogênico e fisiológico 

frente ao invasor proporcionando respostas chaves para o desenvolvimento de terapias (Bale 

et al., 2019). 

Na contemporaneidade, o principal animal utilizado em pesquisas biomédicas são os 

roedores (Domínguez-Oliva et al., 2023), devido à sua semelhança fisiológica ao ser humano, 

podendo emular condições normais e anormais.  

 Eles possuem estruturas morfológicas semelhantes e identitárias aos humanos, além 

de proximidade genética elevada. Além disso, possuem várias estruturas análogas que 

possuem um funcionamento muito próximos.  

Por fim, fidelidade, pois ao somarmos o que foi levantado acima, ao seu 

comportamento social e modo de vida, conseguem simular com alta verossimilhança a 

condição estudada de maneira reprodutível (Swearengen, 2018). 

Ademais, os modelos murinos possuem outra característica de suma importância para 

seu uso como modelo, seu pequeno tamanho, facilidade de manutenção quando observadas e 

obedecidas sua dignidade e alta taxa de reprodução, permitem com que eles sejam mantidos 

em instalações que facilitem e permitam seu uso na pesquisa (Graham; Prescott, 2015; Kay; 

Hoekstra, 2008).  

Por mais que existam formas aproximadas de substituição, como as organoides, 

culturas de células que simulam o funcionamento de um órgão, elas apresentam uma série de 

limitações fisiológicas e de extrapolação à condição humana, que não permitem que sejam 

maneiras perfeitas de substituição (Andrews; Kriegstein, 2022) 
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1.2 Doenças Ocupacionais e Silicose 

As doenças ocupacionais são condições patológicas clinicamente diagnosticáveis 

relacionadas as condições de trabalho e todas os perigos envolvidos em tal ambiente, sendo 

necessária uma clara relação de causa e efeito entre a patologia e a ação laboral (van der 

Molen; Frings-Dresen, 2019), e afetam vários trabalhadores em diferentes setores da indústria 

mundial. As patologias ocupacionais podem mudar completamente o estado de saúde de um 

trabalhador que progressivamente podem surgir com sintomas leve à graves e/ou doenças com 

quadro agudo podendo evoluir para crônico (Algranti et al., 2021). 

 No Brasil, as doenças ocupacionais respiratórias são consideradas de suma 

preocupação por atingirem trabalhadores de áreas chave do país, como mineração e 

construção civil (Brasil, 2001), exemplos são: a asma alérgica a antracose pulmonar e a 

silicose sendo a última causa de morte de cerca de 3000 mil brasileiros nos últimos 30 anos e 

afetando outros 310000 até 2017 em estimativas (Algranti et al., 2021). 

Cabe ressaltar que estas condições são causadas, principalmente pela inalação de 

partículas suspensas no ar, poeiras, advindas na manipulação e quebra de rochas no geral e 

seus derivados. A inalação constante de qualquer partícula de poeira pode levar um dano no 

tecido pulmonar o qual se for agravado pela constância da exposição e por situações 

exaustivas do trabalho podem resultar nas patologias supracitadas (Ophir et al., 2016).  

Poeiras são consideradas partículas sólidas de tamanho e origem variáveis, formadas 

pela trituração ou ruptura de material sólido, suspensa ou que é capaz de se manter suspensa 

no ar e normalmente são maiores que 0,5 m (mícrons –> 1 μm= 10
-6

m) (Thompson; Qi, 

2022)  (Arbex et al., 2012).  

Os setores que mais expõem os trabalhadores ao risco de inalarem micropartículas são 

aqueles envolvidos com jateamento de areia, indústria de cerâmica, tijolo e vidro, fundição de 

ferro, carvoarias, mineração, extração de rochas, construção civil, artesanatos, acabamento em 

mármore, ardósia, granito e outras pedras, fabricação de material abrasivo, escavação de 

poços, atividades de protético e atividade agrícola de aragem dentre outros, nos quais as 

partículas são advindas de materiais e rochas compostos principalmente por sílica e a poeira 

advinda deste comporto (Ribeiro, 2010). 

 A poeira de sílica é composta de dióxido de silício (SiO2) que pode ser encontrada em 

diferentes formas, tais como: sílica cristalina; sílica vítrea e sílica amorfa. O dióxido de silício 

é um composto binário natural formado por oxigênio e silício, um dos compostos mais rico na 

crosta terrestre (Terra Filho; Santos, 2006). Segundo Ribeiro, 2010, a sílica cristalina é um 

grupo mineral que é mais conhecida como quartzo, abundante nos mais variados tipos de 
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rocha, na areia e nos solos. O quartzo pode ser encontrado em oito arranjos estruturais 

diferentes (polimorfos) do SiO2. Dentre os sete mais importantes na crosta terrestre estão: α-

quartzo, cristobalita, tridimita, moganita, keatita, coesita e stishovita (FUNDACENTRO, 

2020) 

A inalação da poeira oriunda de tal composto pode levar a silicose, que é uma doença 

respiratória pulmonar fibrosante causada pela inalação e deposição de pequenas partículas de 

sílica cristalina, que leva a formação de granuloma e fibrose do tecido pulmonar, levando à 

insuficiência respiratória (Bhattacharya et al., 2016; Greenberg et al., 2007; Pollard, Kenneth 

Michael, 2016). A Silicose é muito frequente em países desenvolvidos e naqueles em 

desenvolvimento. É estimado que trabalhadores expostos chega a 23 milhões na China, 11,5 

milhões na Índia, 3,2 milhões na União Europeia e 2 milhões no Brasil (Leso et al., 2019; The 

Lancet Respiratory, 2019) 

Apesar dos avanços na prevenção da silicose em vários países, atualmente não existe 

tratamento clínico que reverta ou pare a progressão da patologia (Sato et al., 2018), o que se 

torna ainda mais preocupante quando é levado em conta o potencial carcinogênico envolvido 

com a patogenia já relatado (Kim et al., 2018). Desta forma, desde o final da década de 90 a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) em parceria com a Organização Internacional do 

Trabalho (OIT) vem lutando para diminuir os casos de trabalhadores expostos, para evitar o 

número de óbitos.  

1.3 Classificações Da Silicose 

A silicose pode ser classificada em aguda, crônica e acelerada (Kim et al., 2018). A 

forma aguda é caracterizada pelo agrupamento de proteinose primária nos alvéolos 

pulmonares, surge nos trabalhadores após poucas semanas de exposição as altas 

concentrações de sílica cristalina e é conhecida como silicoproteinose. Isto pode ocasionar o 

dano no parênquima pulmonar e normalmente há uma rápida evolução para o óbito. Ambos os 

sintomas são sistêmicos e respiratórios e o quadro é acompanhado de intensa dispneia, 

astenia, febre, dor de cabeça, perda de peso e hipoxemia.  

A radiografia desta forma da doença apresenta como achados, padrão de infiltrado 

alveolar bilateral, com distribuição difusa. A tomografia de alta resolução, padrão de 

opacidade em vidro fosco, espessamento septal liso nas áreas alteradas e imagem de 

condensação com distribuição geográfica ou regional (Martins et al., 2002). As alterações 

patológicas envolvem lesão de pneumócitos tipo I, presença na luz alveolar de exsudado 

constituído por material lipoproteináceo, que pode ser corado com Periodic Acid Shiff (PAS), 
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proliferação de pneumócitos tipo II e aumento da produção de fosfolipídios, em particular o 

dipalmitol lecitina (1). A inflamação intersticial com presença de fibrose geralmente está 

presente, mas não é intensa, podendo ou não ser detectada a presença de granulomas. 

Geralmente está patologia acomete trabalhadores que realizam jateamento de areia ou 

perfuração de rochas.  

 A silicose crônica é mais comum e ocorre após mais de 10 a 30 anos de exposição ou 

de latência. A evolução é inicialmente assintomática, e pode começar com sintomas de 

dispneia progressiva. O exame de imagem revela a presença de infiltrado micronodular 

bilateral, com predomínio nas zonas pulmonares superiores, poupando os seios costofrênicos 

em pacientes que está no estágio inicial. Durante a progressão da doença, aumento das hilares 

mediastinais, coalescência dos nódulos e a formação de grandes opacidades, geralmente 

bilaterais, podem ocorrer, esta condição é denominada de fibrose maciça progressiva (Cox et 

al., 2014). 

A tomografia desta segunda forma mostra a presença de espessamento de interstício 

axial, micronódulos centrolobulares e subpleurais, com distribuição difusa nos lobos 

superiores, massas conglomeradas com formato irregular, aumento de linfonodos e áreas com 

enfisema (Arakawa et al., 2005). Tipicamente é observado alteração histopatológica de 

nódulo silicótico, localizado ao redor de bronquíolos respiratórios e dos vasos, nas regiões 

subpleurais, na pleura visceral e em linfonodos (Kuncová et al., 1971).  

 Este possui uma estrutura central acelular formada por tecido fibroso hialino, podendo 

ou não estar calcificado, circundado por fibras colágenas com distribuição concêntrica, é 

possível notar na camada periférica a presença de infiltrado linfocitário e por macrófagos
 

(Krefft et al., 2020). Os pacientes que apresentam a forma crônica da doença podem ter sua 

progressão acelerada, com evolução para óbito em poucos meses ou anos.  

 A silicose acelerada ocorre no intervalo de progressão entre as formas aguda e crônica, 

com um período de exposição entre cinco e 10 anos. A diferença entre a crônica é que, a 

patologia acelerada é uma doença latente. As alterações histopatológicas e exames de imagem 

mostram que existe uma significante presença de siliocoproteinose característica da forma 

aguda e a presença de nódulos silicóticos, partículas de sílica birrefringentes e fibrose 

intersticial que é encontrado na forma crônica (Costa et al., 2015; Levin et al., 2019). A 

progressão é mais rápida e alguns trabalhadores têm mostrado rápida e severa progressão da 

doença (Akgun et al., 2015). 

 Ademais das doenças ocasionadas pela sílica cristalina, vários estudos têm mostrado 

que pacientes expostos a esta poeira são mais propensos a terem efisema pulmonar, câncer de 
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pulmão, tuberculose, micobacterioses não-tuberculosas, glomerulonefrite, lesão aguda renal, 

artrite reumatóide, esclerodermia e outras doenças autoimunes (Chen et al., 2019; Krefft et 

al., 2020). 

1.4 Via Das Metaloproteínas, Fator Nuclear kappa B (NF-Kβ), Fator de crescimento 

transformador beta (TGF-beta), Caspase e Apoptose 

A exposição à poeira de sílica cristalina induz um dano tecidual no parênquima 

pulmonar, fibrose, decorrente da atividade de macrófagos após a endocitose de partículas de 

sílica. Esta deposição de sílica cristalina dispara várias vias envolvendo as metaloproteínas 

(MMPs), o NF-Kß, o TGF-beta e a apoptose (Adamcakova, J.; Mokra, D., 2021). O aumento 

dos níveis do fator de transcrição NF-Kß nas células epiteliais dos brônquios e nos 

macrófagos induz o aumento da produção de interleucina 1-beta (IL-1ß) e de fator de necrose 

tumoral alfa (TNF- α) que estimulam os fibroblastos presentes no parênquima pulmonar a 

produzirem uma maior quantidade de fibras de colágenos (Tan; Chen, 2021).  

De forma somatória o TGF-ß também promove o aumento da produção de colágeno 

pelos fibroblastos presentes no pulmão de pacientes com silicose. O estímulo gerado nos 

fibroblastos também promove a síntese de novos componentes da matriz extracelular e as 

MMPs são alvos deste estímulo. As MMPs que participam na remodelagem tecidual, são 

sintetizadas massivamente pelos macrófagos alveolares no estágio inicial da fibrose na 

tentativa de controlar e degradar as fibras de colágeno excedente (Xie et al., 2021). 

 A resposta inflamatória também é notável nesta patologia. As Caspases são 

responsáveis pela maturação das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e interleucina 18 (IL-18), 

além de levar a um tipo de apoptose chamada piroptose, a qual resulta em morte celular, dano 

tecidual por consequência e liberação de fatores de inflamação (Schmidt, 2023). Este evento 

envolve as enzimas Caspases ativadoras (Caspase 8, Caspase 9) e efetoras (Caspase 3, 

Caspase 7 e Caspase 6).  

Geralmente as Caspases são ativadas por dois mecanismos, pela via intrínseca e 

extrínseca. Na via intrínseca, as Caspases são ativadas por meio de liberação do Citocromo C 

pela mitocôndria e na via extrínseca é através da interação de receptores de morte com seus 

ligantes. Os receptores de mortes são compostos por receptor TNF (TNFR), dos quais 

incluem FAS, TNF-R1 e TRAIL-R1 e 2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1 

and 2), cujos respectivos ligantes são FASL (Fatty acid synthase (FAZ) ligand), TNF-α e 

TRAIL (Adam-Klages et al., 2005; Itoh; Nagata, 1993).  

Nesse contexto, cabe-se ressaltar que estudos que buscam entender a função de FASL 
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na silicose existem, sendo aquele desenvolvido por Borges e colaboradores em 2001 (Borges 

et al., 2001) responsável por demonstrar que tal molécula tem ação protetora, já que animais 

expostos a sílica cristalina na ausência de tal ligante não desenvolveram silicose, enquanto os 

animais selvagens, com o ligante, desenvolveram. 

Ainda neste contexto de apoptose, outros marcadores de suma importância na silicose 

são aqueles que envolvem o estresse oxidativo, isto ocorre devido ao grande número de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS) advinda tanto da própria estrutura 

da sílica e seus radicais óxidos e superóxidos (Gulumian et al., 2006) e pela ativação da 

macrófagos alveolares que, após a fagocitose da sílica, entram em um processo de apoptose o 

qual libera grandes quantidades de ROS (Du et al.). A ativação de tais células pode ocorrer 

por vias como do inflamassoma NLRP3 e Phox (Marrocco; Ortiz, 2022), Fosfato de 

Dinucleótido de Nicotinamida e Adenina (NADPH) oxidase 2 (NOX2) e vias mitocondriais 

danificadas (Joshi et al., 2015). 

Ademais, estudos propostos por Zeidler e colaboradores (Zeidler et al., 2004), mostram 

que as RNS também participam ativamente da inflamação por silicose, sendo produzidas pela 

enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) a qual tem sua transcrição aumentada em 

ambientes inflamatórios a fim de aumentar o recrutamento imunológico e ativar macrófagos 

(Gao et al., 2022), levando a formação de moléculas extremamente oxidativas as quais levam 

ao dano do tecido. 

Neste contexto, complexos antioxidativos são ativados, como aqueles envolvendo a 

heme-oxigenase 1 (HO-1) (Nakashima et al., 2018), haja vista que esta enzima é responsável 

pela neutralização de ROS, além de outras como a superóxido dismutase (SOD), a qual tem a 

mesma funcionalidade, mas para compostos específicos (Miao, 2012). 

Dessa forma, espera-se que, no desenvolvimento patológico da silicose, exista uma 

expressão aumentada de enzimas sintetizadoras de espécies oxidativas, além de concentrações 

aumentadas de tais moléculas no perfil bioquímico, além também, do aumento daquelas 

responsáveis por combater ou suprimir o processo de oxidação e morte celular. 

1.5 Via da Inflamassoma 

 A internalização de partículas de sílica pela via endocítica e o reconhecimento destas 

partículas como antígenos leva à união de receptores intracitoplasmáticos do tipo domínio de 

oligomerização ligante de nucleotídeo (NOD) (NLR) que contribui para a formação dos 

complexos multienzimáticos denominados inflamassoma. A formação do inflamassoma por 

ativação do receptor 3, NLRP3, é composto por três estruturas básicas, os NLR, a proteína 
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adaptadora (ASC) e a pró-Caspase, capaz de promover a resposta inflamatória. Nas últimas 

décadas, o papel da via do inflamassoma na silicose tem sido estudado por vários 

pesquisadores (Cassel et al., 2008; Dostert et al., 2008; Hornung et al., 2008).  

O inflamassoma leva a conversão de citocinas pró-inflamatória IL-1β e IL-18 em suas 

formas ativa por meio da ação da Caspase-1 e liberação de fatores de crescimento, fator de 

crescimento de fibroblasto (bFGF) e o grupo de proteína de alta mobilidade B1 (HMGB1) no 

meio extracelular (Keller et al., 2008; Lamkanfi et al., 2010; Rubartelli, 2012). Os 

camundongos deficientes ASC, NLRP3 e IL1-β, quem apresentam silicose, são resistentes à 

infiltração de células inflamatórias, à formação de granuloma, à deposição de colágeno e 

desenvolvimento de fibrose em resposta à instilação de sílica (Cassel et al., 2008).  

Além do mais, o antagonista do receptor IL1-β demonstrou ser efetivo na redução de 

IL1-β e atenuou a inflamação e fibrose induzida pela presença de sílica em camundongos 

(Guo et al., 2013; Piguet et al., 1993). Quanto ao envolvimento do NLRP3 na modulação da 

apoptose em modelo de camundongo com insuficiência respiratória aguda, foi observado que 

em camundongos deficientes de NLRP3 tem menor expressão da proteína transdutora de sinal 

e ativadora de transcrição 3 (STAT3), o qual regula a metaloproteinase de matrix 9 (MMP-9) 

e Bcl-2, consequentemente aumentando o número de apoptose nas células epiteliais alveolar 

(Mizushina et al., 2015). 

 As descobertas acima descritas indicam que o inflamassoma e a apoptose são cruciais 

no desenvolvimento da patofisiologia da silicose em humanos e no modelo animal. Porém, 

investigações que estude a ativação do inflamassoma após ativação da Caspase-1, ainda é 

pouco explorado. A inflamação em células de mamíferos em resposta ao TNF-α pode ser 

direcionar à apoptose o qual ativa a pro-Caspase-8, por outro lado se a via NF-Kβ for ativada 

em resposta ao TNF- α a inflamação geralmente é mantida. Entretanto, a resposta dual gerada 

pelo TNF-α nos eventos de apoptose e da manutenção da resposta inflamatória foi pouco 

endereçada na silicose. Por outro lado, as Caspases podem ser alvos terapêuticos para o 

tratamento da silicose, considerando o alto potencial destas moléculas serem centrais no 

desenvolvimento da silicose.  

Considerando que a experimentação animal é essencial para a compreensão dos 

mecanismos de onset das doenças, na descoberta de métodos preventivos, diagnóstico e 

tratamento da doença a proposta desta pesquisa é usar o modelo animal para melhor 

compreender a silicose. Portanto, este trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um 

modelo experimental animal para que, enquanto não exista métodos de substituição, criar um 

processo refinado que permita a compreensão da evolução da patologia ocupacional silicose 
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de forma verossímil ao que ocorre no ser humano. Para isto, foram utilizados camundongos 

C57BL/6 com a finalidade de construir um modelo para tal doença e observar as mudanças 

fisiológicas decorrentes de tal processo em um ponto de vista histológico, bioquímico e 

molecular. Neste contexto o trabalho se encaixa nos Objetivos de Desenvolvimento 

Sustentável (ODS) 3, Saúde e Bem-Estar, e 8, Trabalho Descente. 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral: 

Desenvolver e validar um modelo experimental silicose crônica utilizando 

camundongos da linhagem C57BL/6. 

2.2 Objetivos Específicos: 

 Analisar a histopatologia no parênquima pulmonar de camundongos sem silicose e 

com silicose. 

 Avaliar a morfometria do parênquima pulmonar em animais sem silicose e com 

silicose. 

 Mesurar os níveis de creatinina e ureia no soro dos animais sem silicose e com 

silicose. 

 Determinar os níveis das citocinas TNF-α e IL-10 no soro de camundongos 

selvagens. 

 Determinar, em homogenato de pulmão de camundongos selvagens, com e sem 

silicose, a concentração dos analitos bioquímicos: 

o Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

o Espécies reativas de oxigênio (ROS); 

o Capacidade de redução férrica do plasma (FRAP); 

 Determinar, em pulverizado de pulmão de camundongos selvagens, com e sem 

silicose, a expressão e abundância das seguintes moléculas envolvidas na evolução 

patológica da silicose: 

o Óxido nítrico sintase induzida (iNOS); 

o Hemoxigenase (HO-1) 

o NLRP3; 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Animais: 

Foram utilizados camundongos fêmeas C57BL/6 com 8 a 12 semanas de idade e 

pesando entre 20-25 g, fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU). Os animais foram mantidos em ambiente com 

temperatura (22 ± 2° C) e ciclo de claro/escuro (12/12 h), controlados automaticamente com 

acesso livre à alimentação e água até o momento da realização dos ensaios. A utilização dos 

animais foi aprovada pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEUA) em 

protocolo 041/21. 

Os animais foram divididos em 2 grupo, com 5 animais cada, em 4 repetições: 

 Grupo 01: Animais selvagens – Controle: instilados com solução salina; 

 Grupo 02: Animais selvagens – Silicose: instilados com sílica cristalina; 

3.2 Manutenção dos animais e inoculação de nano partículas de sílica: 

As nanopartículas de sílica (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América) foram 

esterilizadas por aquecimento em autoclave a 200ºC por 4 horas, após isso foram preparadas, 

para cada repetição do ensaio, uma suspensão, contendo, respectivamente: 0,312mg, 0,625mg, 

1,25mg e 2,5mg dos cristais em 50µL de tampão fosfato-salino (PBS) (12,5mg/kg, 25mg/kg, 

50mg/kg e 100mg/kg animal respectivamente) em PBS estéril, imediatamente antes do uso 

foram sonicadas por 15 minutos. 

 Os animais utilizados nos ensaios instilados intratraquealmente com suspensão de 

nanopartículas de sílica preparadas tal qual descrito na literatura em uma única dose (Yang et 

al., 2021). Brevemente, os animais foram injetados com medicamento pré-anestésico (MPA), 

composto por uma solução de morfina (dose: 2,5 mg/kg animal) e meloxicam (dose: 0,2 

mg/kg animal), após 30 minutos foi aplicado o anestésico, sendo este uma solução de 

quetamina (dose: 7,5 mg/kg animal) e midazolam (dose: 0,65 mg/kg animal) 

 Em seguida, a região foi desinfetada e uma incisão de aproximadamente 0,5 cm foi 

realizada na região do pescoço do animal para expor a traqueia, sendo injetada a dose de sílica 

correspondente à repetição do ensaio, sendo elas: 12,5mg/kg, 25mg/kg, 50mg/kg e 100mg/kg 

animal de nanopartículas de sílica. A solução com volume de 50 µl foi depositada diretamente 

na traqueia através de uma seringa de 30 unidades entre os anéis cartilaginosos. Após a 

instilação foi realizada uma massagem no tórax do animal, para espalhar melhor a solução de 

sílica, e posteriormente a este procedimento o animal foi suturado na incisão. Os animais do 
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grupo controle receberam 50 μL de PBS. Após 8 semanas, período para desenvolvimento de 

silicose crônica, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical após anestesiados 

em isoflurano, foi coletado o sangue e o pulmão dos animais. 

3.3 Análise histopatológica pulmonar 

Para observação da morfologia e alterações histológicas nos diferentes órgãos dos animais 

infectados, C57BL/6J, a coleta dos órgãos foi realizada após 8 semanas de inoculação da nano 

partícula de sílica. Os cortes teciduais do lóbulo pulmonar esquerdo de todos os animais 

foram coletados e então fixados em uma solução tamponada de formalina a 10% v/v. 

Posteriormente, os órgãos passaram por desidratação seguindo o protocolo: imersão em 

soluções sequenciais de álcool a 70%, 85%, 95% (v/v) e três soluções distintas de álcool 

absoluto por 30 minutos cada. Em seguida, serão submersos por 30 minutos em três soluções 

de xileno, seguidos por imersão em parafina líquida. Os órgãos foram posteriormente 

embutidos em blocos de parafina em posição vertical e deixados em temperatura ambiente 

para ocorrer a solidificação. 

Após 24 horas, os blocos foram seccionados em duas seções perpendiculares de 4 µm de 

espessura, utilizando um Micrótomo Leica RM2125 RTS (Leica Microsystems GmbH, 

Wetzlar, Alemanha). As lâminas foram colocadas em estufa por 24 horas para fixar os cortes. 

Posteriormente, as lâminas foram coradas com eosina e hematoxilina (Cardiff et al., 2014). 

Após esse procedimento, as lâminas foram digitalizadas utilizando um scanner Scanscope 

AT, Leica (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha), e as imagens obtidas dos 

pulmões, em um aumento de 20x, foram divididas em 10 campos microscópicos, os quais 

foram analisados em relação ao espessamento do área de septo pulmonar. 

Além disso, foi avaliado o dano tecidual por fibrose de maneira qualitativa, criando 

um escore variável (entre 0 e 3, sendo 0 dano inexistente, e 3, dano grave), para os 

parâmetros: Manguito perivascular; migração leucocitária; eritrócitos em tecido, a fim de 

avaliar hemorragias; congestão vascular; edema; infiltração leucocitária; rompimento 

alveolar. Posteriormente, foram comparadas as médias de cada parâmetro entre os animais 

controle e com silicose. 

 

3.4 Perfil de citocinas 

As concentrações de TNF e IL-10 foram mensuradas em amostras séricas dos 

camundongos de todos os grupos. A quantificação das citocinas foi realizada a partir de kits 
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de ELISA comerciais, conduzidos de acordo com protocolos recomendados pelo fabricante 

(BD Biosciences, San Diego, EUA). 

Brevemente, placas de alta afinidade de 96 poços (Corning Laboratories Inc, New York, 

EUA) foram revestidas com anticorpos de capturas anti-camundongos específicos para 

citocinas dosadas, e incubadas overnight a 4ºC. Posteriormente, para se bloquear os sítios 

inespecíficos, foi adicionado a placa, 10% de soro fetal bovino em PBS 0,01M (pH7,2) por 1 

hora. Após o bloqueio, curvas padrões das respectivas citocinas em diluições seriadas e 

amostras a serem testadas foram acrescidas as placas e incubadas por 2 horas. Para a 

quantificação da presença das citocinas nas amostras, anticorpos de detecção anti-citocinas 

murinas conjugadas com biotina e acrescidos de estreptavidina-peroxidase foram incubados 

por 1 hora. Entre cada passo, as placas foram lavadas com PBS-T 0,05% (PBS- T). A reação 

foi desenvolvida com tetrametilbenzidina (TMB) seguido pela adição de ácido sulfúrico 2M 

para interromper a reação. A densidade óptica (DO) foi determinada a 450 nm em um leitor 

de microplacas (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA). As concentrações das citocinas 

foram determinadas a partir da curva padrão com concentrações conhecidas de citocinas, e os 

resultados expressos em pg/mL, de acordo com os limites de detecção do ensaio. 

3.5 Perfil bioquímico de soro 

As coletas de sangue para as análises bioquímicas foram realizadas no dia da 

eutanásia, pela via retro orbital e sob anestesia inalatória com isoflurano. As amostras foram 

coletadas em tubo eppendorf de 1,5 ml e centrifugadas à 3000 rotações por minuto (RPM) 

durante 10 minutos em centrífuga refrigerada automática para separação do soro e 

acondicionamento em tubos criogênicos. As amostras foram mantidas sob refrigeração (2 ºC a 

8 ºC) até o momento da análise, realizada no mesmo dia da coleta. 

As determinações das concentrações de creatinina no soro, foram realizadas com o uso 

de kits comerciais da Labtest Diagnóstica (S.A., Lagoa Santa, Brasil), que utiliza um 

procedimento cinético otimizado de dois pontos, baseado na reação de Jaffé modificada. Para 

as dosagens, 50 μL da amostra de soro serão adicionados à 50 μL de picrato alcalino, 

misturados e aspirados para a cubeta do analisador automático, ajustado a zero em 510 nm, e 

então medidas as absorbâncias aos 30 e 90 segundos. Os resultados foram expressos em 

mg/dL. Para dosagem da ureia que é hidrolisada pela urease, gerando amônia e dióxido de 

carbono. Foi usado 10 μL de soro para a cubeta do fotômetro previamente ajustado a 340 nm, 

e então medidas as absorbâncias aos 30 e 90 segundos. Os resultados foram calculados pela 

diferença de absorbância entre os dois tempos e expressos em mg/dL 
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3.6 Preparação de homogenato de pulmão para ensaios bioquímicos 

Os pulmões dos animais grupo controle e silicose foram homogeneizados, 

individualmente, em 1 mL de tampão de homogeneização frio (tampão fosfato 0,1 M 

contendo 0,15 M de KCl; pH 7,4). O sobrenadante, após centrifugação a 9000 G durante 10 

minutos a 4°C, foi utilizado para as seguintes determinações:  

o Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

o Espécies reativas de oxigênio (ROS); 

o Capacidade de redução férrica do plasma (FRAP); 

O método de Bradford (Bradford, 1976), com uma curva analítica feita com albumina 

sérica bovina, foi utilizado para determinar a concentração total de proteínas nos 

homogeneizados. A absorbância foi medida a 570 nm em um espectrofotômetro leitor de 

placas de 96 poços. 

3.7 Parâmetros de dano e defesa oxidativa em homogenato de pulmão 

3.7.1 Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

As análises de estresse oxidativo no tecido pulmonar foram divididos em dois ensaios 

que mensuram o dano oxidativo e um que mensurara mudanças em caracteres de defesa a tal 

processo. Nesse contexto, o primeiro desenvolvido foi aquele utilizado como indicador de 

peroxidação lipídica, a mensuração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

processo que envolve a reação de Malondialdeído (MDA), um dos principais produtos 

liberados quando radicais livres de processos inflamatórios e oxidativos atacam lipídeos de 

membrana, com substâncias reativas a ácido tiobarbitúrico (Ruiz-Ojeda et al., 2018). 

Para o ensaio, foi utilizado o procedimento original descrito por Yagi e colaboradores 

(Yagi, 1982). Os homogeneizados de pulmão foram incubados com ácido tricloroacético 

(TCA) a 10% (p/v) e ácido tiobarbitúrico (TBA) a 0,67% (p/v), diluídos em Na2SO4 a 7,1%, 

a 100 °C por 2 horas. As amostras foram centrifugadas a 10.000 x G por 6 minutos a 4 °C, e a 

fluorescência do sobrenadante foi analisada em microplacas de 96 poços a 515 nm de 

excitação e 553 nm de emissão (PerkinElmer LS 55, Boston, MA, EUA). Uma curva analítica 

foi construída utilizando 1,1,3,3-tetrametilciclo-propanotetraol (TMP) como padrão para 

quantificar a peroxidação lipídica. 

3.7.2 Quantificação de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

Outro método utilizado para mensurar o dano oxidativo ou estado oxidativo do pulmão 

acometido pela silicose, foi a medida das espécies reativas de oxigênio (ROS), as quais são 

moléculas altamente reativas baseadas em oxigênio as quais são produzidas no metabolismo 
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normal dos organismos e ainda mais em quadros de inflamação, seja pela ação acelerada das 

células de defesa do corpo ou pelo desenvolvimento da própria condição inflamatória (Birben 

et al., 2012). 

Para sua quantificação, as amostras foram incubadas com 10µM da molécula 

fluorescente de marcação, diacetato de dicloro-dihidro fluoresceína e o tampão Tris-HCl 

(5mM, pH 7,4) por 3 minutos. Posteriormente lidas em placas de 96 poços a 530nm, tudo de 

acordo com o descrito por Kim e colaboradores (Kim; Xue, 2020).   

3.7.3 Capacidade de redução férrica (FRAP) 

A capacidade de redução férrica do plasma, ou de um homogenato de tecido, é 

conhecida como sua capacidade antioxidante total, pois envolve a ação de todos os sistemas 

antioxidantes do tecido, em pH e condições específicas a fim de converter íons férricos para 

ferrosos, atestando o quão hábil estão os sistemas da amostra para combater contextos 

oxidativos (Benzie; Strain, 1996). 

Para isto, o método baseia-se na conversão de Fe³⁺  em Fe²⁺ , que é complexado pelo 

reagente 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), formando o complexo Fe²⁺ -TPTZ. Os 

homogeneizados de pulmão foram incubados, no escuro, a 37 °C, por 6 minutos, com 10 mM 

de TPTZ e 20 mM de cloreto férrico, ambos diluídos em uma solução tampão de acetato 0,3 

M, com pH ajustado para 3,6. A leitura da absorbância foi realizada em placas de 96 poços a 

um comprimento de onda de 593 nm. Para determinar a capacidade antioxidante total, foi 

elaborada uma curva padrão utilizando trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-

carboxílico).  

Além disso, foi feito um teste em branco com a amostra para minimizar interferências 

cromáticas na absorbância.  

3.8 Extração de RNA: 

O RNA total foi extraído do homogenato do tecido pulmonar. Para isto, após a 

eutanásia, os órgãos serão mantidos em tubos de 2 mL e armazenados em ultrafreezer a -80ºC. 

Logo antes do processamento eles foram retirados e macerados em cadinho com pistilo até 

que formaram um fino pó. Após isso o tecido teve o RNA extraído com reagente Trizol (sob 

especificação do fabricante) seguindo orientação de Lima e colaboradores (Lima et al., 2010) 

3.9 Determinação de moléculas envolvidas na patogênese da silicose por RT-qPCR 

Para a reação em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) o 

primeiro passo foi o uso do ácido ribonucleico (RNA) extraído de acordo com o passo 
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anterior para a produção de ácido desoxirribonucleico codificante (cDNA), para isto foram 

utilizados 300 ng de primers aleatórios em conjunto com 500 ng de RNA já tratado 

anteriormente com DNAses. Os testes serão feitos em triplicatas e utilizando a expressão do 

gene Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como normalizador na construção das 

análises. O RT-qPCR será feito utilizando o sistema SYBR Green com quantidades e 

proporções descritos por Lima e colaboradores (Lima et al., 2013) 

3.10 Análise estatística  

 Gráficos e cálculos estatísticos foram realizadas usando o software GraphPad Prism 

8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). As diferenças entre os grupos foram 

analisadas pelos testes de Two-way ANOVA utilizando o teste de comparação múltipla entre 

os grupos. Os resultados foram expressos como média e erro padrão da média (SEM). Valores 

para P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Manejo e Instilação  

Os animais os quais foram instilados com as concentrações de: 12,5mg/kg, 25mg/kg e 

50mg/kg não desenvolveram nenhuma mudança clínica e histológica as quais poderiam 

indicar o desenvolvimento da silicose, logo, esses valores não conseguiram fomentar o 

modelo para a doença, portando, demais ensaios não foram desenvolvidos. Por fim, os 

resultados comentados neste trabalho são aqueles referentes ao ensaio com concentração de 

100mg/kg animal, o qual mostrou-se válido para o desenvolvimento da patogenia e, portando, 

um modelo utilizável.  

Durante o manuseio dos animais não foi observada nenhuma alteração notável das 

condições comportamentais, sejam dos grupos os quais a patologia não se manifestou, seja 

aquele que a silicose foi perceptível 

4.2 Histologia de parênquima pulmonar 

Após instilação, foi feita a medida do parênquima pulmonar, haja vista que, doenças 

inflamatórias causam danos ao tecido alvo, o qual resulta na ativação de cascatas de 

reconstrução tecidual, visando remediar o que foi danificado, resultando tanto no acúmulo 

celular na região, quando a depósitos de colágeno e demais componentes da matriz 

extracelular (Pollard, K. M., 2016). 
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Quando o tecido alvo em questão é o pulmonar, há o espessamento das paredes, ou septos, 

alveolares, resultando na diminuição do volume alveolar total, consequentemente, redução do 

espaço disponível para que sejam feitas as trocas gasosas, hematose. Tais achados foram 

descritos para um roedor em 1980 por Dauber e seu grupo de pesquisa (Dauber et al., 1980),  

Foram escolhidos 10 campos aleatórios das imagens histológicas do pulmão e estes foram 

avaliados, no software ImageJ, o qual permite quantificar a área total de tecido por espaço 

histológico analisado. 

Para a análise estatística testamos a normalidade das distribuições através do teste de 

Kolmogrov-Smirnov, o qual comprovou a distribuição normal dos dados de medida de septo 

pulmonar média dos animais dos grupos. Posteriormente, foi executado um teste T com 

correção de Welch, haja vista a não igualdade dos desvios dos grupos. Foi observado que nos 

animais acometidos pela silicose, houve um aumento significativo da área média de tecido no 

órgão de estudo, sendo a do controle de 38,66% e do animal silicótico 55,71%, indicando, 

portanto, uma redução da área total livre para execução de hematose, logo, redução da 

capacidade respiratória total advindo da silicose (Figura 1).

 

Figura 1: Gráfico representativo da porcentagem média da área pulmonar preenchida por parede 

alveolar, comparação da área de septo pulmonar em porcentagem em relação aos grupos instilados (controle) e 

não instilados (silicose). **** p ≤ 0.0001; 

Tal achado, aumento do septo, vai de acordo com o esperado de acordo com a 

literatura, como reportado por Yang e colaboradores (Yang et al., 2021), que fizeram a 

instilação intratraqueal, resultando em um dano inflamatório no tecido pulmonar, o qual 

levaria a um processo fibrótico, marcado pela deposição de colágeno no septo do órgão, tal 

evento é diretamente correlato ao aumento da área do tecido e comprometimento do espeço de 

hematose.  
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4.3 Análise de dano histopatológico pulmonar 

Ademais ao espessamento de septo, existem outros marcadores que indicam o dano 

causado pelo processo patológico da silicose (King, 1952). Cabe citar presença de células 

inflamatórias, tanto no tecido, quanto dentro dos vasos, presença de edema, rompimento 

alveolar por dano celular, vasos congestos, manguito perivascular, (King, 1952; Zaidi et al., 

1971) e em normativas para quantificação de dano por doenças causadoras de fibrose, como 

proposto por Hübner (Hübner et al., 2008). 

Ao avaliar o heatmap (Figura 2) constate-se que para todos os parâmetros avaliados, o 

dano tecidual foi maior nos animais com silicose do que naqueles utilizados como controle, 

indicando que o protocolo preconizado neste estudo foi efetivo para criar um modelo 

fidedigno para silicose em relação a parâmetros e avaliações histológicas, o que é esperado ao 

observar outros estudos que propõem diferentes protocolos de instilação de sílica em modelos 

murinos (Li et al., 2021). 
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Figura 2: Heatmap representativo da média dos escores para cada parâmetro e grupo de estudo para o 

que foi avaliado. Cores mais quentes (próximas ao amarelo) indicam maiores valores, cores mais frias (próximas 

ao preto) indicam valores menores. 

Portanto, o modelo proposto neste trabalho é válido para a compreensão de 

mecanismos inflamatórias por dano tecidual os quais podem ser extrapolados do contexto 

murino para o humano por conseguir reproduzir a fibrose tecidual tal qual ocorre em casos 

crônicos de fibroses em humanos (Baum; Arnold, 2024),    
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4.4 Perfil de citocinas 

A ativação do inflamassoma decorrente da inalação das partículas de sílica é 

responsável pela ativação de uma série de citocinas pró-inflamatórias, dentre elas o TNF-alfa 

e interleucinas (Adamcakova, Jana; Mokra, Daniela, 2021), as quais iniciam e perpetuam o 

estado inflamatório característico da silicose o qual, por dano tecidual prolongado, leva à 

fibrose. 

Desta forma, pelo processo inflamatório observado nas análises histológicas mostradas 

nos tópicos anteriores, esperava-se uma elevada presença desta citocina. No teste de ELISA 

não foi constatado o aumento de TNF e IL-10, a concentração desta ficou abaixo do limite de 

detecção do Kit, não sendo possível mensurar a mesma. 

Tal impossibilidade de avaliação não é decorrente, provavelmente, da ineficiência do 

modelo proposto, haja vista a possibilidade de avaliar inflamação de maneira marcante. 

Assim, acreditamos que o problema descrito é decorrente do teste ter sido desenvolvido 

utilizando amostras de soro, o qual não é material adequado para a análise feita 

especificamente neste trabalho, sendo o homogenato de tecido um provável substituo eficaz 

que será testado nos próximos ensaios. Ademais, outra opção para contornar o erro seria 

utilizar amostras de homogenato de tecido para determinar as concentrações das citocinas, não 

do soro. 

4.5 Perfil bioquímico de tecido  

O primeiro dano oxidativo a ser analisado no pulmão foi a peroxidação dos lipídeos de 

membrana, o que ocorre pela formação de espécies peroxidativas no tecido, resultante da 

exposição a um agente indutor de inflamação aguda e crônica (Ramos et al., 2021), como os 

radicais peróxido e superperóxido de sílica advindos da evolução da silicose (Gulumian et al., 

2006). Não foi possível observar nenhuma variação entre os animais saudáveis e aqueles com 

silicose, como indicado na figura 3A. A literatura não apresenta muitos trabalhos que 

descrevem estes marcadores em relação à silicose.  

Desta forma, baseamo-nos em ensaios que mostram mudanças nas concentrações de 

espécies reativas de ácido tiobarbitúrico, marcadores do dano peroxidativo, em outros quadros 

inflamatórios pulmonares decorrentes de inalação de compostos particulados tóxicos. Um dos 

estudos indica que, em humanos, tais realidades levariam ao aumento das moléculas 

marcadoras, porém, quando relacionados a inalação de compostos metálicos particulados, não 

disponibilizando dados semelhantes para demais compostos (Ghio; Devlin, 2001).  
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Já outro ensaio, que utilizou ratos como modelo, utilizando silicatos complexados com 

moléculas metálicas, mostrou que a produção de reativos à TBA é diretamente relacionada 

com a característica do metal quelado ao silicato, sendo que este de forma isolada não 

mudaria a os resultados do ensaio de TBARS (Ghio et al., 1996), o que iria de acordo com 

nossos ensaios. 

Em continuidade, foi feita a análise de outro importante marcador da inflamação por 

silicose, as ROS. É notável que as concentrações das ROS, têm um pico inicial importante, 

definindo o início da inflamação e da formação dos nódulos de silicose, o qual é diminuído 

com a evolução para patologia crônica, mas nunca zerado, sempre sendo renovado para a 

manutenção da inflamação, característica da doença (Kumari et al., 2024) 

Os resultados obtidos, descritos na figura 3B, são distintos daqueles esperados pela 

literatura, já que não houve diferença entre o grupo controle e o doente. Em relação a isto, foi 

construída a hipótese que o método selecionado para a detecção das ROS não teve a 

sensibilidade necessária para quantificar tais moléculas em estágio crônico, sendo necessárias 

sondas moleculares mais sensíveis.  

Por fim, o teste escolhido para medir a capacidade antioxidante do tecido, o FRAP, 

ocorreu por ser um teste mais simples do que alguns outros capazes de medir tal atividade, 

além de funcionar de forma mais geral para análise de vias antioxidantes de tecido. Neste 

contexto, também não foram observadas variações significativas entre os grupos, como 

mostrado na figura 3C. 

Na literatura não foram encontrados ensaios que usassem o FRAP como medida de 

capacidade antioxidante em relação à silicose, cabendo assim, em ensaios seguintes, 

analisarmos enzimas e complexos com capacidade de bloquear processos oxidativos mais 

específicos, a fim de buscarmos padronizações mais completas para nosso métodos, tal qual a 

análise das enzimas  SOD e catalase, como atestado por Esfahani e colaboradores (Esfahani et 

al., 2023). 

Figura 3: Gráficos representativos de: (A) Concentração de espécies reativos a ácido tiobarbitúrico, 

expressa em nmol/mg; (B) Espécies reativas de oxigênio. (C) Atividade antioxidante total de tecido pela redução 
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férrica, medida em µmol trolox eq/mg de proteína. Comparação feita entre o grupo não instilado com sílica 

cristalina (Controle) e instilado (silicose). Não houve diferença significativa. 

4.6 Perfil de expressão gênica. 

Em relação aos marcadores moleculares, escolhemos alguns aqueles característicos da 

inflamação decorrente da silicose: HO-1, iNOS e NLRP3 (Cassel et al., 2008; Nakashima et 

al., 2018). Em nossos ensaios observamos um aumento médio da expressão dessas três 

moléculas, como demonstrado na figura 4, entretanto não foi observada diferença estatística 

significativa, após verificação de normalidade por teste de Kolmogorov-Smirnov e análise por 

Teste T. 

Sabe-se, de acordo com o apresentado na literatura que o HO-1 mostra um aumento na 

sua concentração quando avaliamos humanos com silicose crônica, haja vista que tal molécula 

tem sua expressão aumentada a fim de evitar a propagação do dano oxidativo decorrente das 

ROS (Sato et al., 2006). 

Ademais, a interação de macrófagos com a sílica cristalina, caracteristicamente é 

responsável pela superexpressão do marcador inflamatório iNOS, produzindo um excesso de 

óxidos de nitrogênio, que, em primeira instância é responsável pelo recrutamento imunológico 

e capacidade de ação dos macrófagos, mas que em excesso, como no caso, levo a dano 

oxidativo no tecido (Gao et al., 2022). 

Por fim, um dos maiores contribuidores para o dano inflamatório da silicose, NLRP3, 

responsável pela formação do inflamassoma que contribui para a maturação de diversas 

moléculas pró-inflamatórias, é marcadamente superexpresso, sendo este um dos principais 

alvos terapêuticos para a doença (Lam et al., 2022). 

O modelo proposto, portanto, conseguiu representar o aumento médio da expressão de 

moléculas característica da evolução da patologia da silicose, porém, tal aumento não foi 

estatisticamente significativo, sendo necessário um “n” amostral maior para melhor 

padronizar e definir estatisticamente as mudanças moleculares características da doença.  
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Figura 4: Gráficos representativos da variação da expressão, em ΔΔCt das seguintes enzimas: (A) HO-

1; (B) iNOS. (C) NLRP3. Comparação feita entre o grupo não instilado com sílica cristalina (Controle) e 

instilado (silicose). Não houve diferença significativa. 

5 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos com este trabalho permitiram o início da construção de um 

modelo confiável, reprodutível e válido para os estudos da silicose em modelos murinos com 

importante capacidade de extrapolação de dados para o contexto humano. A concentração 

proposta e utilizada de dióxido de sílica, além do método de instilação escolhido, foram 

capazes de gerar importantes alterações histopatológicas, tanto qualitativas quanto 

quantitativas as quais foram documentadas e padronizadas como resultante da inflamação 

decorrente da silicose.  

Entretanto, o modelo não conseguiu mimetizar a alteração bioquímicas relativas à 

doença e apresentou um rol amostral reduzido, sendo incapaz de tornar as mudanças 

moleculares apresentadas, representativas. Tal fato decorreu, além do reduzido “n” amostral 

de animais, das escolhas incorretas das metodologias de análise dos analitos bioquímicos.  

Cabe-se ressaltar, entretanto que, o modelo desenvolvido foi eficaz, pois, se existiram 

alterações histológicas, implicam-se na necessidade de mudanças bioquímicas e genéticas, das 

quais apenas a metodologia escolhida para análise não foi a mais adequada 

Dessa forma, cabe, assim, a necessidade da repetição do ensaio com o rol de amostras 

maiores tangente a quantidade de animais dos grupos experimentais, além da escolha de 

diferentes metodologias, principalmente em relação as análises de perfil bioquímico para 

contribuir com a robustez do modelo para estudo verossimilhante da doença. 

Por fim, conclui-se que a metodologia desenvolvida neste trabalho, após as devidas 

adaptações, tem um potencial marcante para ser uma alternativa para os estudos envolvendo a 

silicose, haja vista que criou uma plataforma que permite correlacionar os danos causados por 

estresse oxidativo e apoptose em uma visão histológica com todas as mudanças do 

microambiente metabólico do inflamassoma. 
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