
 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

Escola de Medicina 

Programa de Pós-Graduação em Medicina e Ciências da Saúde 
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RESUMO 

 

A fibrose pulmonar é uma forma específica de pneumonia intersticial caracterizada por piora 

progressiva da dispneia e da função pulmonar e associada a um mau prognóstico. Além da 

causa idiopática, a fibrose pulmonar pode ser causada por drogas como a bleomicina (BLM) - 

usada no tratamento de linfomas e tumores germinativos. A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é um 

composto glicolítico endógeno de alta energia que possui efeitos antifibróticos, anti-

inflamatórios e imunomodulador. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da FBP sobre um 

modelo de fibrose pulmonar induzida por BLM em camundongos e investigar seu efeito 

utilizando um sistema de cultura de fibroblastos de pulmão embrionário humano (MRC-5). 

Camundongos C57BL/6 foram divididos em grupos Controle, FBP, BLM, BLM + FBP. Foi 

administrada uma dose única de bleomicina intratraqueal (7,5 U/kg) para avaliar a 

sobrevivência, o acompanhamento do peso corporal, o escore Ashcroft e a histologia 

(hematoxilina-eosina, tricrómio de Masson e picrosirius). Para avaliar a função pulmonar e o 

lavado broncoalveolar (LBA) foi administrada uma dose única de bleomicina a 1,2 U/kg por 

via intratraqueal. O tratamento com FBP (500 mg/kg) foi administrado no dia 0 

intraperitonealmente. Fibroblastos (células MRC-5) foram utilizados para acessar o efeito da 

FBP in vitro. In vivo, a FBP aumentou a taxa de sobrevivência e reduziu a perda de peso 

corporal quando BLM e BLM mais FBP foram comparados (p <0,05). FBP também previne a 

perda de função pulmonar causada por BLM e diminuiu as células inflamatórias no LBA. O 

grau de fibrose e a densidade superficial de colágeno foi menor nos pulmões de animais que 

receberam BLM mais FBP comparado com BLM apenas (p <0,05). In vitro, a FBP (0,62 e 1,25 

mM) apresentou actividade inibidora em células MRC-5 e foi capaz de induzir a senescência 

em fibroblastos. Estes resultados mostraram que a FBP tem o potencial de reduzir os efeitos 

tóxicos da bleomicina e pode proporcionar terapia de suporte para métodos convencionais de 

pacientes que utilizam essa terapia para o tratamento do câncer.  

 

Palavras-chave: fibrose pulmonar, bleomicina, análise de sobrevivência, fibroblastos. 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Pulmonary fibrosis is a specific form of interstitial pneumonia characterized by progressive 

worsening of dyspnea and lung function and associated with a poor prognosis. In addition to 

the idiopathic cause, pulmonary fibrosis may be caused by drugs such as bleomycin (BLM) - 

used in lymphomas and germinative tumors treatments. Fructose-1,6-bisphosphate (FBP) is a 

high energy endogenous glycolytic compound that has antifibrotic, anti-inflammatory and 

immunomodulatory effects. The aim of this study was to assess the effect of FBP on BLM-

induced pulmonary fibrosis model in mice and investigate its effect using a human embryonic 

lung fibroblast (MRC-5) culture system. C57BL/6 were divided into Control, FBP, BLM and 

BLM plus FBP. A single dose of bleomycin (7.5 U/kg) was administered intratracheally in mice 

and survival, body weight, Ashcroft Score and histological analysis (hematoxylin-eosin, 

Masson’s trichrome and picrosirius) were performed. Pulmonary function and bronchoalveolar 

lavage fluid (BALF) were also evaluated after a single dose of bleomycin (1.2 U/kg – 

intratracheally).  Treatment with FBP (500 mg/kg) was given on day 0 intraperitoneally. 

Fibroblasts (MRC-5 cells) were used to access the effect of FBP in vitro. In vivo, FBP increased 

survival rate and reduced the body weight loss when BLM and BLM plus FBP were compared 

(p< 0.05). FBP also prevented the loss of pulmonary function caused by BLM and decreased 

BALF inflammatory cells. The level of fibrosis and the superficial collagen density were lower 

in the lungs of animals that received BLM plus FBP as compared to BLM only (p<0.05). In 

vitro, FBP (0.62 and 1.25 mM) had inhibitory activity on MRC-5 cells and was able to induce 

senescence in fibroblasts. These results showed that FBP has the potential of reducing the toxic 

effects of BLM and may provide supportive therapy for conventional methods used for the 

treatment of cancer. 

 

Keywords: pulmonary fibrosis, bleomycin, survival analysis, fibroblasts. 
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CAPÍTILO 1 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 A fibrose pulmonar é uma doença progressiva e fatal que envolve a remodelação do 

espaço aéreo distal e do parênquima pulmonar, resultando no comprometimento das trocas 

gasosas (1). Ela é a pneumonia intersticial mais comum, sendo uma doença progressiva que 

possui um prognóstico variável (2). Os pacientes com fibrose pulmonar têm uma sobrevida 

média de 2,5 a 3,5 anos após o diagnóstico (3-5), afeta principalmente homens, em sua maioria 

após os 60 anos, e sua incidência aumenta com o avançar da idade (6-8). 

 A reparação de tecidos danificados é um mecanismo biológico importante que permite 

a substituição ordenada de células lesadas em um processo extremamente importante para a 

sobrevivência (9). No entanto, quando este processo torna-se desregulado levando ao 

desenvolvimento de fibrose permanente, é caracterizada pelo acúmulo de componentes da 

matriz extracelular (MEC) no local da lesão (10). A histopatologia da doença também mostra 

proliferação anormal de células mesenquimais, diferentes graus de fibrose, distorção da 

arquitetura pulmonar e espaços aéreos císticos subpleural (3 a 10 mm de diâmetro), e focos de 

fibroblastos e miofibroblastos (1, 11, 12).  

 Nas primeiras fases após os danos nos tecidos, células epiteliais e endoteliais liberam 

mediadores inflamatórios que iniciam uma cascata de coagulação-antifibrinolítica provocando 

a coagulação e o desenvolvimento de uma MEC provisória. A agregação de plaquetas e 

subsequente desgranulação, por sua vez, promove a dilatação dos vasos sanguíneos e aumento 

da permeabilidade, o que permite o recrutamento eficiente de células inflamatórias para o local 

da lesão (9, 13). 

 Lesão epitelial, estresse oxidativo, distúrbios da coagulação e inflamação estão 

envolvidos em uma interação complexa que conduz à transformação de fibroblastos em 

miofibroblastos, e prolonga a sobrevivência dessas células produtoras de MEC (12, 14). O 

excesso de colágeno que é produzido por esses miofibroblastos é depositado de forma 

desorganizada no interior da MEC. Em pulmões de pacientes com fibrose pulmonar, o excesso 

de colágeno tipo I predomina nas áreas de fibrose madura, enquanto o colágeno tipo III é o tipo 

predominante em áreas de fibrose recém estabelecida (15-18) (Figura 1). 
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Figura 1. Ativação e diferenciação de fibroblastos. Fibroblastos residentes são ativados 

quando o tecido sofre uma agressão e, em seguida, começam a produzir mais colágeno e 

quimiocinas. Após isso, fibroblastos ativados se diferenciam em miofibroblastos, que ainda 

produzem colágeno, mas não produzem quimiocinas. Outros tipos de células, como as células 

mesoteliais, as células endoteliais, as células epiteliais e os fibrócitos circulantes também 

participam no desenvolvimento de miofibroblastos. (18). 

 

 Além das causas idiopáticas, a fibrose pulmonar pode ser causada por tratamento 

radioterápico, fatores ocupacionais e ambientais, condições médicas como sarcoidose e lúpus 

eritematoso sistêmico e medicamentos (nitrofurantoína ou etambutol, amiodarone, rituximab e 

quimioterápicos, como methotrexate e a bleomicina) (1, 19, 20). 

 Bleomicina (BLM) é um agente antitumoral que foi isolado de uma cepa de 

Streptomyces verticillus em 1966 (21) e é utilizada com sucesso para tratar uma variedade de 

malignidades como tumores de células germinativas, linfoma de Hodgkin, tumores de testículo 

e câncer de cabeça e pescoço (22, 23). No entanto, a eficácia terapêutica da BLM é limitada por 

provocar uma pneumonia dose dependente, que pode afetar até 46% dos pacientes, dos quais 

3% morrem. Ainda, a fibrose pulmonar intersticial (também chamada alveolite fibrosante) se 

desenvolve em 10% dos pacientes e acarreta grande morbidade. (22, 24). 

 O efeito antineoplásico da BLM envolve rupturas simples e duplas no DNA por um 

complexo de bleomicina, íon ferrosos e oxigênio molecular (20, 25). A redução do oxigênio 

molecular por íons ferrosos quelados pela BLM leva à subtração de hidrogênio dos carbonos 

C3 e C4 da desoxirribose, resultando na clivagem da ligação C3-C4 e liberação de uma base 
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com uma ruptura da cadeia de DNA (Figura 2). Ainda, ela é inativada in vivo pela enzima 

bleomicina hidrolase, uma aminopeptidase citosólica que tem uma atividade mais baixa na pele 

e nos pulmões, o que pode explicar a toxicidade específica do fármaco nestes órgãos (23, 26). 

 A resposta fibrótica à lesão induzida por BLM tem sido associada a uma perda adquirida 

da atividade da bleomicina hidrolase (27) e é mediada por mecanismos imunológicos, 

caracterizados pela migração de células efetoras ativadas no pulmão e a liberação de 

mediadores pró-inflamatórios que acabam resultando no desenvolvimento de fibrose pulmonar 

(9, 13, 23). Sua ação pró-fibrótica foi primeiramente observada em cães e é o principal e mais 

bem caracterizado agente utilizado em modelos animais de indução de fibrose, mas atualmente 

os animais mais utilizado para estudos são camundongos da linhagem C57BL/6. Esse modelo 

tem sido utilizado para o estudo de diversos fatores inerentes à fibrose, como o mecanismo de 

ação de fatores de crescimento e agentes fibróticos como o fator de transformação do 

crescimento beta (TGF-β1), controle de apoptose e sua inibição e analisar alterações de células 

epiteliais, de miofibroblastos, estresse oxidativo e alterações da MEC (28-30). 

 

Figura 2. Mecanismos propostos para 

geração de “bleomicina ativada” in vivo. 
Bleomicina liga-se a Cu(II) de forma intensa. 

Intracelularmente, a bleomicina-Cu(II) pode 

ser reduzida a bleomicina-Cu(I), que reage com 

O2 para iniciar transformações radicais e 

clivagem de DNA. Além disso, os ligantes do 

complexo bleomicina-Cu(I) são capazes de 

trocar e apenas esta forma pode perder metal e 

ligar Fe(II). Portanto, para que a bleomicina 

ativada (bleomicina-Fe(III)-OOH) seja gerada, 

a bleomicina-Cu(II) deve ser reduzida a 

bleomicina-Cu(I) intracelularmente. O Cu(I) 

deve então dissociar da bleomicina e um Fe(II) 

deve ligar. Uma vez ligado Fe (II), ocorre a 

química para formar a bleomicina ativada (23). 

 

  

 Modelos experimentais in vitro também são uma excelente alternativa para testar os 

efeitos de componentes sobre tecidos e células pulmonares. A cultura de células, obtidas a partir 

de modelos animais ou humanos, permite a análise do crescimento, fenótipo, expressão de 

receptores, juntamente com os produtos que sintetizam. Em placas de cultura de tecidos, os 

fibroblastos crescem e se aderem, permitindo o tratamento com diferentes compostos (28). Os 

fibroblastos de tecido de granulação (miofibroblastos) desenvolvem várias características 
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ultraestruturais e bioquímicas que têm sido sugeridas por desempenhar um papel importante na 

fisiopatologia das doenças fibróticas (31). Portanto, diferentes linhagens celulares são usadas 

para estudar o processo fibrótico e testar medicamentos para seu tratamento. As células MRC-

5 são derivadas de fibroblastos de pulmão fetal humano e foram caracterizadas por Jacobs, 

Jones e Baille (1970) (32). Estas células expressam características importantes dos 

miofibroblastos e, por conseguinte, são consideradas como uma linha de células de 

miofibroblastos (33). São também úteis para demonstrar o efeito de vários compostos numa 

cultura experimental isolada e para explorar a fisiopatologia da fibrose básica (34). 

 Apesar do aspecto clínico da fibrose pulmonar apresentar diferentes graus de fibrose 

intersticial e inflamação do parênquima, os achados de diagnóstico adicionais relevantes 

permanecem em grande parte indescritível. Além disso, não há terapias substanciais 

desenvolvidas para reverter a fibrose pulmonar já estabelecida e há poucas terapias que 

retardem a progressão crônica da doença (5, 35). 

Historicamente, a terapia padrão para fibrose pulmonar foi uma combinação de prednisona, N-

acetilcisteína e azatioprina, porém esse regime não é efetivo. Dessa forma, uma enorme gama 

de trabalho nos últimos anos alterou radicalmente a compreensão dos mecanismos moleculares 

subjacentes com o intuito de possibilitar uma terapêutica direcionada ao mecanismo de ação da 

doença (36, 37) Apesar de nenhuma medicação ter sido encontrada para curar pacientes com 

fibrose pulmonar, o nintedanibe e pirfenidona são atualmente as drogas mais indicadas para o 

tratamento da fibrose pulmonar, pois parecem retardar a progressão da doença. Além disso, a 

pirfenidona parece ter um benefício na mortalidade dos pacientes (38, 39). Contudo, pesquisas 

por drogas mais eficazes e com menores efeitos adversos são de grande valia e têm sido 

desenvolvidas com o intuito de avançar na descoberta de uma terapia promissora prevenção da 

fibrose pulmonar. 

 O frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é um intermediário glicolítico endógeno de alta energia 

produzido pela atividade da fosfofructoquinase-1 através da fosforilação da frutose 6-fosfato 

(40), que demonstra vários efeitos terapêuticos benéficos, como na nefrotoxicidade (41), na 

função contrátil do coração (42), nos parâmetros hemodinâmicos (43), no fígado (44), no 

intestino (45), no cérebro (46), na sepse (47) e na lesão aguda de pulmão (48, 49). 

Fisiologicamente, foi constatada que a FBP tem a capacidade de diminuir a quantidade de cálcio 

extracelular, melhorando o rendimento mecânico cardíaco e atenuando os comprometimentos 

respiratórios (48-50) e mediando a ativação de fosfoquinase-C, que modula a atividade 

intracelular do cálcio (51). A FBP, ainda, é capaz de aumentar a captação celular de potássio 
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que resulta em uma diminuição intracelular da concentração de sódio e reduz, assim, o edema 

celular citotóxico (52). 

 Esse composto também inibe a formação de radicais livres, a ativação de neutrófilos 

(53) e a proliferação de linfócitos T (47), tendo, portanto, efeitos antiinflamatório e 

imunomodulador importantes. Não obstante, o mecanismo pelo qual a FBP reduz a formação 

de radicais livres está envolvido com o aumento nos níveis de ATP, tendo em vista de que este 

pode ser o regulador fisiológico da atividade catalítica da enzima nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADP) oxidase, que é uma das enzimas responsáveis pela produção 

desses radicais (54). Ainda, estudos demonstraram que a FBP apresenta efeitos sobre a 

fibrogênese, modulando a ação dos fibroblastos, alterando a liberação de TGF- β1 e diminuindo 

a secreção de colágeno (44, 55, 56). De Mesquita et al. (2013) (44) avaliou os efeitos da FBP 

em células estreladas hepáticas e evidenciou uma diminuição significativa na expressão de 

mRNA de colágeno tipo I e redução dos níveis de TGF-β1 e de colágeno total secretados. Além 

disso, a FBP promoveu a reversão fenotípica dessas células de miofibroblastos a fibroblastos, 

o que foi evidenciado por alterações morfológicas, capacidade de armazenar gotículas de 

lipídeos reestabelecida e aumento dos níveis de expressão do PPAR-γ, mostrando, assim, um 

grande potencial antifibrótico. Santos et al.  (2012) (49) avaliou o efeito protetor da FBP na 

lesão pulmonar aguda induzida por Zymosan em camundongos e concluiu que o composto 

promoveu efeitos antiinflamatórios por meio da atenuação do edema pulmonar, óxido nítrico 

sintetase induzível (iNOS), o que diminuiu os níveis de óxido nítrico. 

 Entretanto, esses possíveis efeitos benéficos ainda não foram avaliados em modelos 

experimentais de fibrose pulmonar. Dessa forma, o presente projeto se propõe a avaliar o efeito 

da frutose-1,6-bisfosfato em modelos experimentais de fibrose pulmonar in vivo, por meio de 

duas linhagens de camundongos, e in vitro, por meio da cultura de células pulmonares. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 A bleomicina é um agente antitumoral muito utilizado na prática clínica para o 

tratamento de tumores de células germinativas, linfoma de Hodgkin, tumores de testículo e 

câncer de cabeça e pescoço, porém a toxicidade pulmonar por esse medicamento é alta e a 

fibrose pulmonar se desenvolve em muitos pacientes. Um dos maiores desafios frente a este 

efeito colateral é o controle da resposta imune e da deposição de colágeno no tecido pulmonar, 

visto que são mecanismos importantes, contribuindo para a instalação do processo patológico. 

 O uso da frutose-1,6-bisfosfato tem sido benéfico quando empregado em diversos 

modelos experimentais, atuando na redução de radicais livres, retardando o dano celular, 

modulação e liberação de TGF-β e na síntese de colágeno. Para tanto, devido a sua ação anti-

inflamatória e influência na deposição e síntese de colágeno torna-se útil o estudo desse 

composto em modelos experimentais de fibrose pulmonar e sua ação em fibroblastos 

pulmonares isolados. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Avaliar o efeito da frutose-1,6-bisfosfato em um modelo de fibrose pulmonar induzida 

por bleomicina em camundongos e também investigar seu efeito na cultura de fibroblastos de 

pulmão. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito da FBP na sobrevivência de um modelo de fibrose pulmonar induzida 

por bleomicina. 

 Avaliar os efeitos na FBP sobre a morfologia pulmonar de camundongos com fibrose 

pulmonar induzida por bleomicina. 

 Avaliar os efeitos na FBP sobre a perda de peso de camundongos com fibrose pulmonar 

induzida por bleomicina. 

 Avaliar os efeitos da FBP nas células do lavado broncoalveolar de camundongos com 

fibrose pulmonar induzida por bleomicina. 

 Avaliar os efeitos da FBP sobre a proliferação de fibroblastos pulmonares in vitro. 

 Avaliar a citotoxicidade da FBP em fibroblastos pulmonares in vitro. 

 Avaliar os efeitos da FBP sobre a formação de espécies reativas de oxigênio em 

fibroblastos pulmonares in vitro. 

 Avaliar a ação da FBP sobre a apoptose e/ou senescência celular em fibroblastos 

pulmonares in vitro. 
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CAPÍTULO 2 

 

4. ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 Os resultados do presente estudo foram submetidos ao periódico Journal of Breath 

Research. 

 Fator de impacto: 4.177 
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CAPÍTULO 3 

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A BLM é utilizada em diversos protocolos para tratamento do câncer, sendo graves os 

efeitos adversos, como a fibrose pulmonar, que levam a uma grande morbidade e mortalidade. 

Para tanto, o teste de drogas que possam servir tanto para a prevenção quanto para o tratamento 

de seus efeitos adversos são extremamente importantes. 

 Como descrevemos ao longo do estudo, a FBP demonstrou ser um composto eficaz no 

que tange a prevenção da instalação de uma fibrose pulmonar intensa, diminuindo a destruição 

da arquitetura pulmonar e a deposição de colágeno. Mostrou-se, ainda, eficaz ao aumentar a 

sobrevivência de animais quando utilizada uma dose de BLM com alta mortalidade. Quando a 

FBP foi adicionada à cultura de fibroblastos pulmonares in vitro, foi observado um efeito 

inibitório no crescimento celular. Esse resultado demonstra um possível benefício quando se 

avalia a fisiopatologia da fibrose pulmonar, em que a agressão causada pela BLM provoca uma 

resposta inflamatória que ativa fibroblastos e faz com que se transformem em miofibroblastos, 

aumentado sua proliferação para secretar uma quantidade maior de colágeno. Por fim, a 

senescência celular causada pela FBP na cultura de fibroblastos, apesar de contraditória na 

literatura, pode ser benéfica para a fibrose pulmonar, pois não está associada ao aumento da 

geração de ROS e possivelmente pode estar relacionada à redução do tamanho dos telômeros.  

 Dentre as limitações do trabalho, podemos citar a falta da dosagem de substâncias 

importantes na fisiopatologia da fibrose pulmonar, como TGF-β, hidroxiprolina, interleucinas, 

substâncias relacionadas ao estresse oxidativo e o tamanho dos telômeros dos fibroblastos. 

Porém, podemos mostrar por meio de outros métodos, como a histologia e análise 

morfométrica, que a FBP possui um efeito sobre a fibrogênese, diminuindo a deposição do 

colágeno. 

 Portanto, sugere-se que estudos investiguem o mecanismo de ação da FBP na fibrose 

pulmonar induzida por BLM para que futuramente essa substância possa ser associada a 

formulações farmacêuticas no tratamento de pacientes com câncer. 
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