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RESUMO 

 

A fumaça de cigarro (FC) está envolvida na gênese de inúmeras doenças 

como o câncer, doenças pulmonares e cardiovasculares. Sabe-se que a 

elevada produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) está implicada 

nesses processos fisiopatológicos, e que pode resultar na ativação da 

AMPK e na diminuição da mTOR, induzindo assim a autofagia. No 

entanto, ainda não está bem estabelecida a alteração autofágica em 

condição de exposição à FC no tecido pulmonar. Este estudo objetivou 

avaliar os efeitos da exposição à FC em diferentes tempos, nas moléculas 

envolvidas no processo autofágico, e a participação de SESN2, AMPK e 

mTOR na regulação e modulação da via autofágica. Analisar esses efeitos 

com a suplementação de N-acetilcisteína (NAC) e após a cessação da 

exposição à FC. Os experimentos foram conduzidos em três etapas. Com 

o objetivo de verificar as maiores alterações moleculares para a 

identificação do time course, na 1ª etapa, 60 camundongos Swiss foram 

divididos em 6 grupos (n=10), conforme o tempo de exposição à FC, 

sendo: 7, 15, 30, 45 e 60 dias, que foram expostos a 4 cigarros comerciais 

com filtro (alcatrão 10mg; nicotina 0,8mg; monóxido de carbono 10mg) 

por sessão, 3 sessões/dia, todos os dias da semana, e o grupo controle 

(CT): sem exposição. Devido aos grupos expostos apresentarem maiores 

alterações das moléculas autofágicas nos 45 dias, utilizou-se este tempo 

para as seguintes etapas do experimento. Na 2º etapa, os animais foram 

suplementados com NAC por gavagem oral (60mg/Kg/dia) e divididos 

em 4 grupos a saber: CT, CT + NAC, FC/45 dias sem NAC e FC/45 dias 

+ NAC. A 3º etapa consistiu da cessação à FC na qual os animais foram 

divididos em 6 grupos: CT, FC/45 dias e FC/45 dias de exposição + os 

seguintes dias de cessação: 7, 15, 30 e 45. O tecido pulmonar foi coletado 

para análise das espécies reativas por DCFH e a detecção da fosforilação 

e dos níveis proteicos das moléculas foi realizada por western blot. Os 

resultados da 1ª etapa demonstraram que a exposição à FC aumentou 

significativamente a produção de ERO, a fosforilação de AMPK e ULK1, 

os níveis proteicos de SESN2, ATG12 e LC3B; e diminuiu a fosforilação 

de mTOR, nos 30, 45 e 60 dias de exposição. Na 2º etapa com a 

suplementação de NAC, as alterações moleculares foram prevenidas, 

comprovando o envolvimento das ERO na indução da autofagia. Na 3º 

etapa com a cessação da exposição à FC, ocorreu uma diminuição das 

ERO, da fosforilação de AMPK e ULK1, das moléculas autofágicas e  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

aumento da fosforilação de mTOR, compatível com a atenuação da 

autofagia. Tomado em conjunto, os resultados confirmaram que das ERO 

geradas pela exposição à FC induziu aumento da fosforilação de AMPK 

tornando-a ativa, levando à autofagia a partir da inibição da mTOR e/ou 

através da ativação da ULK1, e que esses eventos foram prevenidos com 

a suplementação de NAC e após a cessação da exposição à FC. 

 

Palavras-chave: autofagia; espécies reativas de oxigênio; pulmão; 

tabagismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Cigarette smoking (CS) is involved in the pathogenesis of many disorders 

such as cancer, cardiovascular and pulmonary diseases. It is known that 

the increased production of reactive oxygen species (ROS) is involved in 

these pathophysiological processes and may result in AMPK activation 

and mTOR reduction thereby inducing autophagy. However the role of 

autophagy in condition of exposure to CS in lung tissue has not yet been 

well established. This study aimed to evaluate the molecular effects of 

exposure to CS at different times in the autophagic process and the 

participation of: SESN2, AMPK and mTOR in the regulation and 

modulation of the autophagic pathway; analyze these effects with 

supplementation with N-acetylcysteine (NAC) and after cessation of CS 

exposure. The experiments were conducted in three stages. In order to 

verify the greatest molecular changes for the identification of the time 

course, in the first stage 60 mice were divided into 6 groups (n = 10) as 

the exposure time to the CS being: 7, 15, 30, 45 and 60 days, they were 

exposed to 4 commercial cigarettes with filter (10mg tar, 0.8mg nicotine 

and 10mg carbon monoxide) per session, 3 sessions/day, daily for 7, 15, 

30, 45, 60 days and control group (CG) without exposure. Inasmuch as 

the exposed groups exhibit major changes in autophagic molecules at 45 

days, this time was determined for the following stages of the experiment. 

In the second stage the animals were supplemented with NAC by oral 

gavage (60 mg/kg/day) and divided into 4 groups, namely: CG, CG + 

NAC, CS/45 days without NAC and CS/45 days + NAC. The third stage 

consisted of the cessation of CS in which the animals were divided into 6 

groups: CG, CS/45 days and CS/45 exposure days and the following days 

of cessation: 7, 15, 30 and 45. The lung tissue was collected for analysis 

of ROS by DCFH and detection of phosphorylation and protein levels of 

molecules was performed by western blotting. The results of the first 

stage have shown that exposure to CS significantly increased production 

of ROS, the AMPK and ULK1 phosphorylation, SENS2, ATG12 and 

LC3B protein levels and decreased mTOR phosphorylation in 30, 45 and 

60 days exposure. In the second stage with NAC supplementation the 

molecular alterations were prevented proving the involvement of ROS in 

the induction of autophagy. In the third stage with cessation of CS 

exposure there was a decrease in ROS, AMPK and ULK1 

phosphorylation, autophagic molecules and increased mTOR 

phosphorylation, compatible with autophagy attenuation. Taken together 

the results confirmed that ROS generated by CS exposure increased  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AMPK phosphorylation turning it active leading to autophagy from 

mTOR inhibition and/or ULK1 activation, and that these events were 

prevented with NAC supplementation and after smoke exposure 

cessation. 
 

Key words: autophagy; lung; smoke cigarette; reactive oxygen species. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), neste 

século, cem milhões de mortes serão atribuídas ao tabaco (WHO Report 

on the Global Tobacco Epidemic, 2013). Há aproximadamente 1 bilhão 

de fumantes no mundo e o uso do tabaco parece estar aumentando 

(Rosenberg et al., 2015). De acordo com a última Pesquisa Nacional de 

Saúde (PNS), de 2013, do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), a prevalência de usuários atuais de produtos derivados de tabaco 

foi de 15,0%, ou seja, 21,9 milhões de pessoas (IBGE, 2013). Estudos têm 

mostrado uma forte associação das principais doenças crônicas não 

transmissíveis, tais como doenças cardiovasculares, oncológicas, 

pneumonias e doenças crônicas respiratórias, a fatores de risco com alta 

prevalência, como o tabagismo, sendo este o principal fator de risco no 

caso das doenças pulmonares (IBGE, 2013).  

Os mecanismos moleculares que levam ao aparecimento das 

doenças pulmonares crônicas induzidas pela fumaça de cigarro ainda não 

estão completamente esclarecidos. Notavelmente, a Doença Pulmonar 

Obstrutiva Crônica (DPOC) é o distúrbio mais frequente desencadeado 

pela exposição à fumaça de cigarro, cuja composição pode apresentar 

uma mistura de mais de 5000 substâncias tóxicas, que contém altos níveis 

de oxidantes, as quais podem induzir a inflamação (Sangani e Ghio, 

2011;Goldkorn et al., 2014; Itoh et al., 2014).  

  A DPOC é uma das principais causas de morbidade e mortalidade 

em todo o mundo e pode-se atribuir grande parte dos casos ao tabagismo, 

cuja eliminação seria suficiente para reduzir drasticamente o número de 
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casos da doença (Mascarenhas et al., 2011). É uma doença incurável, 

considerada um dos principais problemas de saúde global, sendo hoje 

responsável por 5% dos óbitos totais e que será a terceira causa de morte 

no mundo em 2020 (Vlahos e Bozinovski, 2014). No Brasil, 14.320 

milhões de pessoas têm DPOC relacionada ao tabagismo, sendo esta a 

quinta causa de mortalidade, levando a 3 milhões de mortes a cada ano 

(Rabahi, 2013; Rufino, 2013). A fisiopatologia da DPOC é caracterizada 

por limitação do fluxo aéreo associada a uma exacerbada resposta 

inflamatória nos pulmões, relacionada a gases e partículas nocivas. Há 

evidências de fenótipos diferentes da doença como fibrose e obstrução de 

pequenas vias aéreas, enfisema com alargamento dos espaços aéreos e 

destruição do parênquima pulmonar, perda do recuo elástico e obstrução 

das vias aéreas de pequeno calibre, exigindo intervenções terapêuticas 

distintas (Mannino e Buist, 2007; Tuder e Petrache, 2012).  

O incremento na taxa de mortalidade da DPOC contrasta com a 

expressiva redução observada em outras enfermidades, tais como câncer, 

doença coronariana, acidente vascular cerebral e síndrome da 

imunodeficiência adquirida. Essa redução é atribuída, em grande escala, 

a uma maior eficácia no diagnóstico e no tratamento dessas condições, 

parcialmente decorrente de avanços na compreensão dos seus 

mecanismos etiopatogênicos (Tuder e Petrache, 2012). 

Modelos animais de exposição à fumaça que refletem a 

fisiopatologia da doença com precisão, têm sido desenvolvidos e têm 

alcançado um rápido progresso na identificação de mecanismos 

patogênicos e de novas terapias (Itoh et al., 2014). Não obstante, também 

há importância nos estudos que avaliem a primeira resposta da fumaça de 

cigarro em um pulmão hígido ou durante um período subcrônico, com 
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intuito de observar alterações relevantes que podem ter um papel 

importante nos primeiros eventos do desenvolvimento da DPOC (van der 

Vaart et al., 2004). A inalação da mesma contém inúmeros oxidantes, 

radicais livres e compostos químicos que podem levar ao estresse 

oxidativo nos pulmões e em vários outros tecidos, ocasionando morte 

celular e senescência tecidual (Shi et al., 2012). Aumento nos níveis de 

marcadores de estresse oxidativo produzidos nas vias aéreas é refletido 

nos espaços aéreos, no escarro, na exalação, nos pulmões e sangue de 

pacientes com doenças respiratórias (Rahman, 2003). 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são mediadores 

derivados do metabolismo do oxigênio molecular (O2) e são encontradas 

em todos os sistemas biológicos (Storz, 2011, Malaviya et al., 2014). Em 

condições fisiológicas, o O2 sofre redução tetravalente na cadeia 

respiratória, resultando na formação de água. No entanto, o oxigênio pode 

receber apenas 1 elétron formando o ânion superóxido (O2
•) que ao ser 

catalizado pela enzima superóxido dismutase (SOD) gera intermediários 

com potencial nocivo como o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Rahman, 

2002; Rahman, 2003). Em adição, na presença de ferro, através de uma 

reação secundária não-enzimática, o H2O2 é convertido a radical hidroxila 

OH•, denominada reação de Fenton (Comhair e Erzurum, 2002). 

 A produção de ERO é parte integrante do metabolismo e está 

presente em condições normais, notadamente nos processos fisiológicos 

envolvidos na produção de energia, regulação do crescimento celular, 

fagocitose, sinalização intracelular e síntese de substâncias, tais como 

hormônios e enzimas (Rahman e Adcock, 2006). A ativação dessas 

células resulta na formação de O2
•, que é rapidamente convertido a H2O2 

pela enzima superóxido dismutase (SOD).  
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As ERO em sistemas biológicos são geralmente produzidas 

através de reações enzimáticas e não enzimáticas de transferência de 

elétrons (Comhair e Erzurum, 2002). Os principais sítios e processos 

celulares geradores de oxidantes são a mitocôndria, os microssomos, os 

sistemas enzimáticos xantina/xantina oxidase e a NADPH oxidase 

(Droge, 2002; Henze e Martin, 2003; Andrade Júnior et al., 2005; Valko 

et al., 2007; Bouzid et al., 2015). No sistema respiratório, as principais 

fontes endógenas de oxidantes são os macrófagos alveolares, as células 

epiteliais, as células endoteliais e as células inflamatórias tais como 

neutrófilos, eosinófilos, monócitos e linfócitos (Nakahira et al., 2014).  

As espécies reativas produzidas pelos fagócitos são a principal 

causa de dano tissular associado a doenças pulmonares inflamatórias 

crônicas (Rahman, 2002; Rahman, 2003). Poluentes atmosféricos, tais 

como ozônio, dióxido de nitrogênio, dióxido de enxofre e em especial a 

fumaça de cigarro, contribuem para a presença de oxidantes no organismo 

o que potencializa o estado de oxidação das células (Droge, 2002). A 

fumaça de cigarro contém compostos tóxicos, incluindo oxidantes 

potentes (aproximadamente 1014 radicais livres por inalação), tais como 

acroleína, H2O2, OH• e radicais orgânicos (Rahman, 2003). A exposição 

pulmonar a esses componentes tóxicos causa dano tissular o que culmina 

uma resposta inflamatória imediata quando caracterizada por oxidantes 

adicionais (Malaviya et al., 2014). Várias doenças pulmonares estão 

associadas ao estresse oxidativo pelo aumento da produção de ERO e de 

espécies reativas de nitrogênio (ERN) no sistema respiratório, e/ou 

diminuição dos níveis de antioxidantes (Andrade Júnior et al., 2005; Hu 

et al., 2007). 
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As vias de sinalização induzidas por ERO incluem uma 

variedade de proteínas da cascata das quinases ativadas por mitógenos 

(MAPK), envolvendo a c-Jun-quinase N-terminal (JNK) e p38 MAP 

quinase. A JNK pertence à família da proteína quinase ativada por 

estresse (SAPK) e foi originalmente identificada pela sua capacidade de 

fosforilar o resíduo N-terminal do fator de transcrição c-Jun. Sua 

sinalização regula diversas funções biológicas, incluindo apoptose, 

proteção celular, metabolismo e homeostase epitelial em resposta a 

diversos estressores ambientais, tais como irradiação ultravioleta, 

citocinas, bem como ERO (Cui et al., 2007). Em adição, o estresse 

oxidativo pode estar relacionado à indução da necrose e apoptose, sendo 

o foco de intensivas investigações (Storz, 2011). No entanto, pouco se 

sabe sobre as moléculas sinalizadoras sensíveis às ERO, que intercedem 

na sobrevivência celular ou proteção, sob condições de níveis moderados 

de estresse oxidativo.  

Há relatos de que as ERO podem induzir as proteínas sestrinas 1 

e 2 (Heidler et al., 2013). As sestrinas (SESN) são proteínas que 

pertencem à família das proteínas antioxidantes, que podem suprimir o 

estresse oxidativo e regular a sinalização da AMPK (proteína quinase 

ativada por níveis de AMP) e mTOR (molécula alvo da rapamicina em 

mamíferos, do inglês mammalian target of rapamicin) (Lee et al., 2013). 

Feng et al. (2005) observaram que as sestrinas estão envolvidas no 

processo de ativação da AMPK (Greer et al., 2007). Estudos mostraram 

que as SESN1/2 tem expressões aumentadas sob estresse oxidativo 

(Budanov et al., 2004). Budanov e Karin (2008) demonstraram que as 

SESN1/2 são reguladoras negativas da via mTOR e que elas executam 

esta função dependente do estado redox via fosforilação da AMPK e, 
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consequentemente, da TSC2. As ERO ativam as SESN 1 e 2, que ativam 

a AMPK e, desta forma, diminuem a sinalização de mTORC1 (Budanov 

e Karin, 2008). Em contrapartida, a SESN 2 parece bloquear o acúmulo 

de ERO e a ativação da mTOR, cujo papel tem efeitos opostos na 

patogênese da DPOC (Heidler et al., 2013). 

A AMPK tem um papel multifuncional independente de 

regulação de energia e, portanto, tem sido implicada em diversas doenças 

(Shang e Wang, 2011; Barbosa et al., 2013; Perng et al., 2013). Estudos 

recentes indicam que a ativação da AMPK pode modular a inflamação, 

podendo ser ativada por níveis intracelulares aumentados de ERO em 

diversos tipos celulares, como no tecido pulmonar, após a exposição à 

fumaça de cigarro (Steinberg e Kemp, 2009; Shirwany e Zou, 2014). A 

AMPK, uma heterotrimérica serina/treonina quinase, que contém uma 

subunidade catalítica (α), com duas isoformas (α1 e α2) e duas 

subunidades regulatórias (β e γ), com as seguintes isoformas (β1, β2, γ1 

γ2 e γ3), foi inicialmente conhecida como uma crítica reguladora da 

homeostase energética e descrita pela primeira vez, em 1973, como uma 

proteína induzida por AMP (Hardie, 2003; Carling, 2004). AMPK pode 

ser ativada alostericamente por um aumento intracelular da razão 

AMP/ATP sob diversas condições fisiológicas, tais como exercício 

extenuante, ou patológicas, como privação de glicose e isquemia com 

depleção de energia celular (Hardie, 2003). 

A AMPK exerce efeitos sobre o metabolismo da glicose e dos 

lipídeos, expressão gênica e síntese proteica (Zhou et al., 2001). Ela atua 

em diversos órgãos, incluindo músculo, tecido adiposo, pulmão e 

hipotálamo. Seu maior efeito é desligar vias metabólicas anabólicas que 

consumam ATP, ao mesmo tempo em que estimula vias metabólicas que 
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produzam ATP (por exemplo, as vias catabólicas de oxidação de glicose 

e de ácidos graxos) (Hardie, 2003; Carling, 2004). Para realizar esses 

efeitos, a AMPK fosforila diretamente enzimas regulatórias envolvidas 

nessas vias e também atua indiretamente sobre a expressão gênica (Zhou 

et al., 2001; Hardie, 2003). Por causa de seus efeitos metabólicos, AMPK 

é considerada um possível alvo terapêutico para prevenção e tratamento 

de algumas doenças (Viollet et al., 2010). 

O balanço energético é mantido por um sistema homeostático 

complexo envolvendo vias sinalizadoras em múltiplos tecidos e órgãos. 

A AMPK parece ser enzima chave nesta função. No entanto, a AMPK 

também está envolvida em vários outros processos que não puramente 

energéticos, tais como síntese proteica, proliferação e crescimento 

celular. Parece que a AMPK desempenha essas funções, principalmente, 

por inibir uma molécula alvo, a mTOR (Guertin e Sabatini, 2005).  

A mTOR é uma evolucionária e conservada proteína (280 kDa) 

que pertence à família das quinases associadas às fosfatidilinositol 

quinases (Wullschleger et al., 2006). A proteína mTOR regula processos 

celulares críticos tais como oncogênese, metabolismo, crescimento e 

diferenciação celular (Guertin e Sabatini, 2005). Ela possui dois 

complexos nas células: mTORC1 (complexo 1) e mTORC2 (complexo 

2). O mTORC1 está envolvido com aumento da síntese proteica e 

crescimento celular através da ativação da proteína S6 quinase (proteína 

ribossomal p70S6k) e inativação da proteína 1 ligadora do fator de 

iniciação em eucarioto 4E - eIF4E (4E-BP1). O mTORC1 em mamíferos 

consiste de Raptor (proteína regulatória da mTOR), PRAS40 (substrato 1 

da Akt rico em prolina) e mLST8 (subunidade semelhante à proteína 

Gβ/GβL) (Guertin e Sabatini, 2005; Yang e Guan, 2007). O complexo 2, 
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que controla o citoesqueleto e a divisão celular, consiste de Rictor, 

PROTOR e mLST8 (Astrinidis et al., 2002). Em adição, a rapamicina, um 

inibidor do crescimento celular, rapidamente inibe o mTORC1 

(Sarbassov et al., 2004). A atividade do mTORC1 é positivamente 

regulada e ativada pelos fatores de crescimento, vias PI3K/Akt, 

Wnt/GSK3 e ERK/RSK (Wullschleger et al., 2006; Yang e Guan, 2007). 

O controle positivo e negativo da atividade do complexo mTORC1 é 

exercido pela TSC2, uma GTPase, que, por sua vez, é inibida por Rheb 

(Hay e Sonenberg, 2004; Corradetti e Guan, 2006). A atividade da TSC2 

é regulada por várias quinases, incluindo a AMPK (Kwiatkowski e 

Manning, 2005; Corradetti e Guan, 2006). Em adição, recentes trabalhos 

demonstram que a mTOR também está envolvida com a modulação do 

sistema imune (Ellisen, 2010; Fielhaber et al., 2012; Fredriksson et al., 

2012). 

O estudo de Yoshida e colaboradores (2010) mostraram que 

camundongos knockout de RTP801 ou REDD1 (regulated in 

development and DNA damage response-1), proteína associada ao 

estresse oxidativo celular e que tem um papel crucial na inibição da 

sinalização de mTORC1 durante o estresse hipóxico (Katiyar et al., 

2009), não apresentaram dano pulmonar induzido pela fumaça de cigarro. 

Esses mesmos autores observaram que a superexpressão dessa proteína 

aumenta marcantemente o dano celular em pulmão de camundongos 

expostos a fumaça de cigarro. Interessantemente, esses pesquisadores 

observaram que em camundongos superexpressando RTP801 (no 

pulmão) os danos pulmonares ocorreram mesmo sem fumaça. Isso 

demonstra a relevância do estresse oxidativo na gênese de danos 
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pulmonares. O mTORC1 também tem sido estudado por sua ação 

reguladora da autofagia.  

A autofagia é um processo catabólico altamente conservado, pelo 

qual o material citoplasmático danificado (como proteínas, lipídeos e 

organelas) é transportado para o lisossomo para degradação por meio de 

vesículas chamadas autofagossomas (Mizushima e Komatsu, 2011). A 

autofagia atua como um mecanismo de sobrevivência sob condições de 

estresse e manutenção da integridade celular através da regeneração de 

metabólitos precursores da limpeza das células. A autofagia atua 

principalmente como um mecanismo protetor que pode prevenir a morte 

celular. A interação entre os elementos regulatórios de autofagia e 

apoptose sugerem, todavia, mecanismos complexos ainda não elucidados 

(Choi et al., 2013). 

O passo inicial na autofagia é o isolamento e invólucro de 

materiais marcados para degradação, incluindo organelas danificadas, 

substratos ubiquitinados ou agregados de proteínas não dobradas ou mal 

dobradas, em uma membrana chamada de fagóforo (Ryter et al., 2010). 

O alongamento e a maturação do mesmo levam à formação de uma 

vesícula de dupla membrana chamada autofagossoma, cuja função é 

transportar as cargas para serem degradadas nos lisossomos. A membrana 

exterior do autofagossoma une-se então à membrana lisossomal 

formando o autofagolisossoma. O conteúdo do autofagolisossoma é 

subsequentemente degradado por proteases lisossomais (Choi et al., 

2013). Diversos complexos multiproteicos têm sido identificados na 

mediação da autofagia. A primeira proteína ativada é a homóloga de Atg1 

em mamíferos: proteína relacionada à autofagia 1/ quinase semelhante à 

Unc-51 (ULK1), Atg101, quinase de adesão focal (FAK), proteína de 
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interação (FIP200) e Atg13. Estas proteínas estão predominantemente 

localizadas no citosol e mantém-se unidas como um complexo em 

condições de abundância de nutrientes (Choi et al., 2013). 

Sob condições homeostáticas, mTORC1 interage com o 

complexo ULK1(ULK1–Atg101–FIP200–Atg13) para inibir sua função. 

No caso de estresse celular, mTORC1 se dissocia do complexo ULK1, 

permitindo sua associação com a membrana do retículo endoplasmático 

para iniciar a formação do autofagossoma. O complexo ULK1, por sua 

vez, controla a atividade e localização de um outro complexo 

multiproteico, o qual consiste de proteína autofágica beclin-1 (Atg6), 

proteína de triagem vacuolar 34 (VPS34) Atg14, que é responsável pela 

iniciação do isolamento da membrana e nucleação do fagóforo. A 

atividade de beclin-1 é negativamente regulada pela proteína 

antiapoptótica Bcl-2, que, sob condições homeostáticas, existe em um 

complexo inibitório. A indução da autofagia resulta na dissociação de 

beclin-1 de Bcl-2, sendo que beclin-1 então forma um complexo com 

VPS-34. VPS possui a atividade de fosfatidilinositol 3 quinase, que induz 

alterações físicas na membrana, facilitando a formação do fagóforo e o 

recrutamento de proteínas de ligação requeridas para a maturação do 

autofagossoma (Choi et al., 2013). Este complexo macromolecular (VPS-

34–Atg14–beclin-1) tem a habilidade de integrar múltiplas proteínas que 

podem regular a autofagia positivamente (Ambra, UVRAG, BIF-1) ou 

negativamente (Rubicon, Bcl-2, Bcl-xL). Os próximos passos são 

regulados por duas reações semelhantes à ubiquitina (Patel et al., 2013).  

A primeira reação envolve a conjugação covalente de Atg5 a 

Atg12 via Atg7 e Atg10. O complexo Atg5/Atg12 conjuga-se 

subsequentemente à proteína Atg16L1, o que é essencial para o 
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alongamento do fagóforo. O complexo Atg16L1/Atg5/Atg12 também 

pode mediar a conversão da proteína associada a microtúbulos de cadeia 

leve 3 (LC3 I) ou Atg8 em LC3II, uma fosfatidiletanolamina em forma 

lipidada (PE). Atg4 participa na conversão através da facilitação da 

exposição C-terminal do resíduo de glicina em LC3, o sítio de conjugação 

de PE. LC3-II associa-se com a membrana interna e externa do 

autofagossoma e ajusta sua expansão. Ocorre então a fusão do 

autofagossoma ao lisossoma, cuja membrana interna associada a LC3-II 

é degradada por hidrolases, enquanto que a membrana externa é reciclada 

via Atg4 (Malaviya et al., 2014).  

A autofagia pode ser regulada negativamente através de fatores 

de crescimento e positivamente a partir da ativação da AMPK. A AMPK 

é uma molécula que tem uma importância particular na viabilidade 

celular, pois sua ativação sob baixos níveis de ATP/AMP inibe a mTOR 

e induz a autofagia (Patel et al., 2013; Malaviya et al., 2014). Estudos 

demonstram que a SESN2 tem expressão aumentada sob estresse 

oxidativo (Budanov et al., 2004) e que isso pode estar relacionado em 

partes na ativação da autofagia via fosforilação da AMPK que participa 

desse processo também a partir da fosforilação direta de ULK1, dando 

início à cascata autofágica. (Figura1). 
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Figura 1.Sinalização e regulação da autofagia. A autofagia pode ser regulada 

negativamente por diferentes estímulos por fatores de crescimento e 

positivamente através da ativação da AMPK via SESN2 induzida por ERO, que 

inibe a mTOR tornando o complexo ULK1-Atg13-FIP200 ativo, iniciando a 

autofagia. O complexo formado por ULK1 une-se a um segundo complexo: 

PI3KCIII-p150-beclin-1, que se encontra associado à Atg14 e dá inicio ao 

alongamento da membrana do fagóforo. As proteinas Atg12 e Atg5 facilitadas 

por Atg7 e Atg10, formam um complexo e ligam-se à Atg16; este complexo 

resultante é incorporado à membrana externa do fagóforo, isolando-o para 

possibilitar seu alongamento. Após, LC3 é submetido a clivagem proteolítica 

ativada por Atg4, formando LC3I, que terá seu domínio glicina ligado à Atg7 e 

posteriormente à Atg3, que realiza a conjugação de LC3I com PE, formando 

LC3II, incorporando-se à membrana do autofagossoma, levando ao seu 

alongamento e sequestro dos componentes celulares. As proteínas LAMP1, 

LAMP2 e Rab7 medeiam a fusão do autofagossoma maduro com os lisossomos 

citosólicos, formando o autofagolisossomo, hidrolisando os componentes 

celulares sequestrados. Adaptado de Cell Signaling Technology (2013). 
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Há relatos de papéis divergentes da autofagia em doenças 

pulmonares (Nakahira et al., 2014). Notavelmente, um aumento da 

autofagia tem sido associado ao fenótipo pró-patogênico e pró-apoptótico 

na DPOC que resulta da exposição crônica à fumaça de cigarro. A 

expressão de LC3B-II e a formação do autofagossoma estão aumentadas 

em tecido pulmonar de pacientes com DPOC. Em animais submetidos à 

inalação de fumaça de cigarro a longo prazo, uma deficiência genética em 

LC3B foi associada à resistência ao desenvolvimento do enfisema (Chen 

et al., 2008). No entanto, estudos comprovaram uma insuficiente 

autofagia, através do acúmulo de p62 e proteínas ubiquitinadas em 

homogeneizados de pacientes com DPOC, que está envolvida na 

aceleração da senescência induzida pela fumaça de cigarro associada à 

secreção de interleucina 8 (IL-8) (Fujii et al., 2012).  

Estudos prévios têm sugerido interação entre elevados níveis de 

ERO na ativação da autofagia, e isso pode estar relacionado em parte à 

regulação de sestrina 2 (SESN2). O aumento de SESN2 pode ativar a 

AMPK e consequentemente inibir a mTOR gerando um aumento da 

autofagia (Kiffin et al., 2006; Scherz-Shouval et al.,2007; Chen et al., 

2008). 

Baseado nestes estudos, a utilização de antioxidantes torna-se 

interessante e pode ser uma alternativa na prevenção e recuperação dos 

danos causados pela fumaça de cigarro no pulmão. Dentre os compostos 

com alta ação antioxidante, encontra-se a N-acetilcisteína (NAC). A N-

acetilcisteína (C5H9NO3S) é formada pelo aminoácido L-cisteína 

(C3H7NO2S), adicionado de um grupo acetil (-CO-CH3), que torna mais 

rápida sua absorção e distribuição por via oral (Tsei et al., 2013). Durante 

muitos anos, ela foi utilizada como antídoto na intoxicação por 



56 
 

paracetamol e é comumente administrada no tratamento de doenças 

respiratórias por suas propriedades mucolíticas e anti-inflamatórias (Cai 

et al., 2009). Atualmente, continua sendo muito estudada como 

antioxidante, atuando como molécula precursora da glutationa reduzida 

(GSH) (Asevedo et al., 2014; Sanguinetti, 2015). A proteção antioxidante 

nos tecidos do trato respiratório é garantida pela GSH, uma molécula 

redox sensível com um grupo tiol presente no tecido de revestimento 

epitelial, que, através da transformação da forma reduzida para a forma 

oxidada, exerce um potente efeito antioxidante, sendo então convertida 

novamente à forma reduzida pela enzima glutationa redutase (Tse e 

Tseng, 2014). 

A NAC, quando administrada por via oral, é desacetilada à 

cisteína, com consequente aumento na concentração de glutationa 

reduzida no plasma e, em vias aéreas, é demonstrada pelo aumento de 

GSH no lavado broncoalveolar pela captação ativa da glutationa no 

plasma pelos pulmões, que é o principal sítio da síntese de GSH 

juntamente com o fígado (Bridgeman et al., 1991). Foi demonstrado, em 

animais expostos à fumaça de cigarro, um novo mecanismo de ação da 

NAC, acerca do efeito positivo no fator de transcrição Nrf2 (nuclear 

erythroid 2 –related fator-2), que é um regulador crucial do estado redox 

(Reddy et al., 2008), bem como em pacientes com DPOC, que foi 

revelado estar diminuído (Boutten et al., 2010). 

Enquanto exacerbado aumento da mTOR no pulmão está 

relacionado ao câncer (Ekman et al., 2012), a redução demasiada dessa 

proteína relaciona-se com descontrole da proliferação, crescimento e 

reparo celular, bem como aumento inflamatório e autofagia (Budanov e 

Karin, 2008; Ellisen, 2010; Yoshida et al., 2010; Choi et al., 2013). Diante 
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disso, parece sensato imaginar que a fumaça de cigarro pode aumentar a 

atividade da sestrina induzida por ERO. A sestrina, por sua vez, aumenta 

a atividade da AMPK. Elevada fosforilação da AMPK inibe ativação da 

mTOR, que, em última instância, deixa de inibir moléculas inflamatórias 

e reparo das células, ou seja, as moléculas inflamatórias apresentam 

liberação aumentada ou mesmo descontrolada. Diversos autores 

demonstraram que as ERO regulam a autofagia, e que a fumaça de cigarro 

aumenta as ERO. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos 

quais o aumento das ERO induzido pela fumaça de cigarro pode culminar 

em maior atividade autofágica e se esses efeitos podem ser revertidos com 

o uso de antioxidante e o cessar da exposição à fumaça. 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos das espécies reativas de oxigênio sobre o 

processo autofágico no tecido pulmonar de camundongos Swiss expostos 

à fumaça de cigarro. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Observar os efeitos da exposição à fumaça de cigarro na 

produção de espécies reativas, na fosforilação da AMPK e da mTOR, nos 

níveis proteicos de SESN2 e no processo autofágico a partir da 

fosforilação de ULK1 e dos níveis proteicos de LC3-II; 
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b) Determinar o time course para as análises moleculares das 

próximas etapas do estudo a partir da exposição à fumaça de cigarro de 

camundongos Swiss em 7, 15, 30 45 e 60 dias; 

c) Avaliar os efeitos da exposição à fumaça de cigarro 

concomitante à administração de NAC sobre a produção de espécies 

reativas, na fosforilação da AMPK e da mTOR, nos níveis proteicos de 

SESN2 e no processo autofágico a partir da fosforilação de ULK1 e dos 

níveis proteicos de LC3-II; 

d) Analisar os efeitos da cessação da exposição à fumaça de 

cigarro sobre a produção de espécies reativas, na fosforilação da AMPK 

e da mTOR, nos níveis proteicos de SESN2 e o processo autofágico a 

partir da fosforilação de ULK1 e dos níveis proteicos de LC3-II. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

A metodologia do presente estudo seguiu os princípios éticos 

para o uso de animais de laboratório determinados pelo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA) e Sociedade Brasileira de Ciência 

em Animais de Laboratório (SBCAL). Este projeto foi avaliado e 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA), da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense – UNESC, sob o protocolo 

número 01/2013-2 (Anexo 1), e respeitou estritamente os princípios éticos 

na experimentação animal. Após os experimentos, os restos mortais dos 

animais foram acondicionados em saco branco leitoso e encaminhados 

para freezer (conservação) na própria universidade. Após isso, foram 

coletados e transportados por uma empresa terceirizada. Os resíduos 

foram tratados fisicamente e, posteriormente, encaminhados para 

disposição final em aterro sanitário. Todos os procedimentos estão de 

acordo com a RDC nº 306/2004 da ANVISA (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária).  

 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DOS ANIMAIS 

 

Foram utilizados 160 camundongos machos Swiss, recebidos 

com quatro semanas de vida provenientes do Centro de Bioterismo da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), pesando entre 30-

40g. Os animais foram mantidos em ciclos de 12 horas claro e 12 horas 
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escuro, em ambiente com 70% de umidade e com temperatura entre 20ºC 

e 22ºC, alojados em gaiolas de poliuretano com cobertura metálica (dez 

animais por caixa), alimentados com ração padrão para roedores e água 

ad libitum.  

3.3 PROTOCOLO DE EXPOSIÇÃO À FUMAÇA DE CIGARRO 

Os animais foram expostos à fumaça de 4 cigarros comerciais 

com filtro contendo alcatrão 10mg; nicotina 0,8mg; monóxido de carbono 

10mg (Marlboro, Philip Morris) por sessão, 3 sessões/dia (8:30, 13:30 e 

17:30), todos os dias da semana, por 7, 15, 30, 45 e 60 dias de acordo com 

o protocolo adaptado de adaptado de Valença et al., 2004 e Menegali et 

al., 2009 (Quadro 1).  

 

 Manhã 

(8:30) 

Tarde 

(13:30) 

Noite 

(17:30) 

Tempo 

cigarro 

Tempo 

exaustão 

Domingo 
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min. 1 min. 

Segunda 
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min. 

Terça 
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min. 

Quarta 
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min. 

Quinta 
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min. 

Sexta 
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min. 

Sábado 
4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min. 

Quadro 1 - Protocolo de exposição à fumaça de cigarro. 

 

Os animais foram mantidos em exposição à fumaça de cada 

cigarro durante 6 minutos, em uma câmara de inalação de acrílico com 
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divisórias (40cm x 30cm x 25cm), cuja capacidade total foi de 30 litros 

(Figura 2). 

                                                                                                   

Figura 2 - Câmara de Inalação (40 cm de comprimento, 30 cm de largura e 25 cm 

de altura). 

 

Cada cigarro foi acoplado a uma seringa de plástico de 60 mL 

com a qual se injetou a fumaça no interior da câmara de inalação. O 

procedimento de insuflar e desinsuflar a seringa foi finalizado com a 

queima do cigarro até o seu terço final, que durou em média 3 minutos. 

Decorridos os 6 minutos, a cobertura superior da caixa foi retirada e, 

ligando o exaustor da capela, a fumaça foi evacuada durante 1 minuto, e 

os animais entraram em contato com o ar ambiente. O procedimento foi 

repetido com os demais cigarros. Durante o período de exposição, a 

concentração média de monóxido de carbono no interior da caixa variou 

de 499-732 ppm (avaliado com medidor de monóxido de carbono digital 

portátil da marca Instrutherm®). Os animais que permaneceram 

ventilando em ar ambiente nas mesmas condições foram considerados 

controle (Valença et al., 2004; Menegali et al., 2009). Cada cigarro gerou 

aproximadamente 1 L de fumaça que foi distribuído na câmara 

(capacidade da câmara: 30 L). A concentração de fumaça no interior da 

câmara foi de 3% durante a exposição. O referido protocolo foi escolhido 
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visto dispor de uma concentração importante da fumaça de cigarro sem 

causar a morte dos animais. 

Após a última exposição, os animais sofreram eutanásia e as 

amostras do tecido pulmonar foram coletadas para posterior análise 

molecular e bioquímica.  

3.3.1 Etapa 1 – Exposição de camundongos à fumaça de cigarro em 

diferentes tempos (tempo-dependente) 

 

 

Figura 3: Desenho experimental – Etapa1 

 

Nesta etapa, foi determinado o time-course de 45 dias de 

exposição à fumaça de cigarro, devido às maiores alterações moleculares 

observadas neste período. Para isso, foram utilizados 60 camundongos 

Swiss machos, que inicialmente foram divididos aleatoriamente em 6 

grupos (n=10). Após, os camundongos foram expostos à fumaça de 

cigarro por diferentes tempos, a saber: i) controle (sem exposição); ii) 7; 

iii) 15; iv) 30; v) 45; vi) 60 dias. Após 12 horas dos decorridos tempos de 

exposição, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical para 
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coleta de material biológico, sendo retirados fragmentos do pulmão 

direito para realização do Western blot e Diacetato de 

Diclorofluoresceína (DCFH). 

3.3.2 Etapa 2 – Exposição de camundongos à fumaça de cigarro por 

45 dias (time-course) tratados com NAC 

 

Figura 4: Desenho experimental – Etapa2 

 

Baseado na etapa anterior, foi utilizado o time-course de 45 dias 

para exposição de camundongos à fumaça de cigarro e suplementados 

com NAC (N-acetilcisteína). Dessa forma, para analisar os efeitos do 

antioxidante sobre o tecido pulmonar após a exposição à fumaça de 

cigarro, quatro grupos de camundongos foram estabelecidos (40 animais): 

i) controle (não expostos); ii) controle suplementado com NAC (não 

expostos); iii) 45 dias de exposição à fumaça de cigarro; iv) 45 dias de 

exposição à fumaça de cigarro com suplementação concomitante da 

NAC. A suplementação com o antioxidante foi realizada diariamente 

através de gavagem oral com a utilização de uma cânula com dimensão 
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suficiente para alcançar a orofaringe. A NAC (Zanbon Brasil, São Paulo) 

foi administrada na concentração de 60 mg/kg por dia, em um volume 

total de 0,5mL em dose única diária (Farombi et al., 2008) que de acordo 

com estudos prévios (dados ainda não publicados) realizados em 

colaboração com outros laboratórios de nosso PPG, não apresentou 

toxicidade.  

 Após 12 horas dos decorridos tempos de exposição, os animais 

foram eutanasiados por deslocamento cervical para coleta de material 

biológico, sendo retirados fragmentos do pulmão direito para realização 

do Western blot e DCFH. 

 

3.3.3 Etapa 3 – Cessação da exposição à fumaça de cigarro  

 

Figura 5: Desenho experimental – Etapa3 

Para avaliar os efeitos da cessação da fumaça de cigarro sobre o 

tecido pulmonar, seis grupos de camundongos (n=60) foram organizados: 

i) controle (não expostos); ii) 45 dias de exposição à fumaça de cigarro; 
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iii) 45 dias de exposição à fumaça de cigarro e 7 dias de cessação; iv) 45 

dias de exposição à fumaça de cigarro e 15 dias de cessação; v) 45 dias 

de exposição à fumaça de cigarro e 30 dias de cessação; vi) 45 dias de 

exposição à fumaça de cigarro e 45 dias de cessação Após 12 horas dos 

decorridos tempos de exposição, os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical para coleta de material biológico, sendo retirados 

fragmentos do pulmão direito para realização do Western blot e DCFH. 

 

3.4 QUANTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES REATIVAS POR 

DIACETATO DE DICLOROFLUORESCEÍNA (DCFH-DA) 

 

DCFH-DA é uma técnica bastante utilizada como meio de 

detecção da produção de ERO (Kalyanaraman et al., 2012). A oxidação 

do DCFH causa a fluorescência da difluoresceína, que pode facilmente 

ser lida em fluorímetro. Neste ensaio, 100 µL de água e 75 µL de DCFH-

DA foram adicionados a 25 µL de homogeneizado de amostra, 

homogeneizados em vórtex e levados ao banho-maria 37°C, ao abrigo da 

luz, por um período de 30 minutos. Separadamente, foi preparada a curva 

de calibração, utilizando-se como padrão o DCF 0,1 µM, diluído em 

tampão fosfato/EDTA em pH 7,4, em diferentes concentrações. Tanto as 

amostras quanto a curva de calibração foram processadas em duplicata e 

ao abrigo da luz. Ao final dos trinta minutos, foram feitas as leituras no 

fluorímetro (488 nm de emissão e 525 nm excitação). Os resultados foram 

expressos em mmol de DCF por mg de proteínas (Wang e Joseph, 1999). 
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3.5 ANÁLISE DOS NÍVEIS DE PROTEÍNAS E DE FOSFORILAÇÃO 

POR WESTERN BLOT 

 

Doze horas após a última sessão de exposição à fumaça de 

cigarro, os animais sofreram eutanásia por guilhotina, um fragmento do 

tecido pulmonar foi extraído e imediatamente homogeneizado em tampão 

específico, contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 

100mM de pirofosfato de sódio, 100mM de fluoreto de sódio, 10mM de 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 10mM de vanadato de sódio, 

2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4ºC com Polytron MR 2100 

(Kinematica, Suíça). O homogeneizado foi centrifugado a 11000 rpm, por 

30 minutos, a 4ºC. No sobrenadante, determinou-se a concentração de 

proteínas totais (por teste colorimétrico), utilizando-se para isso o método 

de Lowry et al. (1951). As proteínas foram ressuspensas e conservadas 

em tampão Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT (Laemmli, 1970) e, 

posteriormente, realizada a determinação do imunoblotting com 

anticorpos específicos. Para isso, alíquotas contendo 250µg de proteína 

por amostra foram aplicadas sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A 

eletroforese foi realizada em cuba Mini-PROTEAN® Tetra 

electrophoresis system (Bio-Rad, Hércules, Estados Unidos da América), 

com solução tampão para eletroforese. As proteínas separadas no SDS-

PAGE, foram transferidas para a membrana de nitrocelulose, utilizando-

se o equipamento de eletrotransferência Mini Trans-Blot®Electrophoretic 

Transfer Cell (Bio-Rad, Hércules, Estados Unidos da América). As 

membranas de nitrocelulose contendo as proteínas transferidas foram 

incubadas em solução bloqueadora por 2 horas, à temperatura ambiente, 

para diminuir as ligações proteicas inespecíficas. A seguir, as membranas 
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foram incubadas com anticorpos primários específicos: anti-Sesn2, anti-

AMPK, anti-pAMPK, anti-mTOR, anti-pmTOR, anti-ULK1, anti-

pULK1, anti-Atg12 e anti-LC3-II, adquiridos da Cell Signaling 

Biotechnology (Beverly, Estados Unidos da América), sob agitação 

constante e overnight à 4ºC. As membranas originais foram reblotadas 

com α-tubulina como proteína controle. A seguir, as membranas foram 

incubadas em solução com anticorpo secundário conjugado com 

peroxidase, durante 2 horas, à temperatura ambiente. Após, as membranas 

foram incubadas por dois minutos com substrato enzimático e expostas 

ao filme de RX em cassete de revelação, para marcação radiográfica. As 

bandas foram escaneadas e a intensidade das bandas foi determinada 

através de densitometria ótica, utilizando o programa ImageJ 1.50i 

(Wayne Rasband National Institute of Health, USA).  

 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram expressos como média e erro padrão da média 

(média ± EPM). As variáveis foram analisadas quanto à normalidade de 

distribuição, usando o teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade de 

variância foi avaliada por meio do teste de Levene. As diferenças entre os 

grupos foram determinadas a partir da análise de variância (ANOVA) 

one-way para a etapa 1 e two-way para as etapas 2 e 3, seguida pelo teste 

post-hoc de Tukey. O nível de significância estabelecido foi de p<0,05. O 

software utilizado para a análise dos dados foi o Statistical Package for 

the Social Sciences (SPSS), versão 22 para Windows. 4  
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4 RESULTADOS  

 

4.1 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO DE CAMUNDONGOS À FUMAÇA 

DE CIGARRO (ETAPA 1) 

 

 O presente estudo teve como objetivo avaliar as maiores 

alterações das moléculas envolvidas na via da autofagia em camundongos 

através da exposição à fumaça de cigarro em diferentes tempos e para 

isso, os mesmos foram expostos à fumaça durante 7, 15, 30, 45 e 60 dias. 

Considerando que a diminuição do peso corporal é uma das 

consequências do tabagismo, teve-se interesse em avaliar o peso dos 

animais nos diferentes tempos de exposição. Com a exposição à fumaça 

de cigarro observou-se redução do peso corporal dos camundongos nos 

tempos 7, 15, 30, 45 e 60 dias quando comparado ao grupo controle (Fig 

6a). 

 Para avaliar as espécies reativas induzidas pela fumaça de 

cigarro, a oxidação do DCFH foi analisada. Observou-se que a oxidação 

do DCFH (DCF) foi maior nos tempos 30, 45 e 60 dias, quando 

comparado ao grupo não exposto à fumaça de cigarro (Fig 6b). Sabendo-

se que as espécies reativas podem ativar e modular moléculas 

antioxidantes, primeiramente os níveis proteicos de SESN2 foram 

avaliados. Pode-se observar um aumento significativo dos níveis 

proteicos de SESN2 nos tempos 30, 45 e 60 dias de exposição à fumaça 

de cigarro quando comparado ao grupo controle (Fig 6c). Ao analisar a 

fosforilação da AMPK, notou-se um aumento que foi significativamente 

maior nos tempos 15, 30, 45 e 60 dias. Por outro lado, a fosforilação da 



70 
 

mTOR foi menor nos tempos 15, 30, 45 e 60 dias, demonstrando uma 

relação inversa entre as duas moléculas (Fig 6d). 

 A seguir avaliou-se a fosforilação da ULK1 e constatou-se um 

aumento significativo da fosforilação de ULK1 em 30, 45 e 60 dias de 

exposição à fumaça de cigarro, comparado ao grupo não exposto (Fig 6e). 

Quanto aos níveis proteicos de ATG12, observou-se um aumento 

significativo em 30, 45 e 60 dias comparado ao grupo controle (Fig 6f). 

Em adição, identificou-se um aumento dos níveis proteicos de LC3B que 

foi marcantemente significativo nos 30, 45 e 60 dias de exposição à 

fumaça de cigarro em comparação aos animais não expostos e aos 

expostos por 7 dias (Fig 6g). 
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Figura 6A. Peso dos animais, DCF, fosforilação e níveis proteicos das moléculas 

analisadas no tecido pulmonar de camundongos Swiss expostos à fumaça de 

cigarro. Determinação do peso corporal (a), níveis de dicloro fluoresceína – DCF 

(b), níveis proteicos de SESN2 (c), fosforilação da AMPKthr172 (eixo y) e mTOR 

Ser2448 (eixo z) (d), fosforilação da ULK Ser317 (e). As barras são apresentadas como 

média ± EPM de 10 amostras por grupo para peso corporal e para DCF, e 5 

amostras (pool de 2 camundongos por amostra) para as análises moleculares, 

*p<0,05 versus grupo controle (cont – não exposto a fumaça). 
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Figura 6B. Fosforilação e níveis proteicos das moléculas analisadas no tecido 

pulmonar de camundongos Swiss expostos à fumaça de cigarro. Níveis proteicos 

de Atg12 (f), níveis proteicos de LC3 II (g) e bandas representativas das 

moléculas (h). A membrana foi estripada e re-blotada com α-tubulina. As barras 

são apresentadas como média ± EPM de 10 amostras por grupo para peso corporal 

e para DCF, e 5 amostras (pool de 2 camundongos por amostra) para as análises 

moleculares, *p<0,05 versus grupo controle (cont – não exposto a fumaça) 
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4.2 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO DE CAMUNDONGOS À FUMAÇA 

DE CIGARRO POR 45 DIAS E SUPLEMENTADOS COM NAC 

(ETAPA 2)  

 

A partir das alterações moleculares mais expressivas na 

exposição à fumaça de cigarro durante os 45 dias da etapa 1, determinou-

se o time-course e deu-se seguimento à etapa 2. 

Com relação às espécies reativas induzidas pela fumaça de 

cigarro, o grupo suplementado com NAC apresentou uma redução 

significativa dos níveis de DCF quando comparado ao grupo exposto a 45 

dias sem suplementação (Fig 7a). Ao avaliar a SESN2 que é uma das 

proteínas moduladas por ERO, verificou-se que após a suplementação 

com NAC, houve uma diminuição significativa dos níveis proteicos dessa 

molécula em comparação ao grupo não suplementado, confirmando a sua 

ativação e importância na diminuição das ERO e na modulação da via 

autofágica (Fig 7b). 

Com relação a fosforilação de AMPK no grupo suplementado 

com NAC, houve uma redução significativa em comparação ao grupo não 

suplementado. Contrariamente, observou-se um aumento significativo da 

fosforilação da mTOR com a suplementação de NAC, em comparação ao 

grupo exposto sem suplementação (Fig 7c e 7d, respectivamente). Ao 

analisar a fosforilação de ULK1 observou-se diminuição significativa da 

fosforilação com a suplementação de NAC em comparação com o grupo 

não suplementado (Fig 7e). 

Com o intuito de avaliar o comportamento das moléculas 

iniciadoras da autofagia com a suplementação de NAC, detectou-se uma 

diminuição significativa dos níveis proteicos de ATG12 e LC3B nos 45 
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dias de exposição com a suplementação de NAC, em comparação ao 

grupo 45 dias não suplementado (Fig 7f e 7g, respectivamente). 
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Figura 7A. DCF, fosforilação e níveis proteicos das moléculas estudadas no 

tecido pulmonar de camundongos Swiss expostos à fumaça de cigarro por 45 

dias e suplementados com NAC. Níveis de dicloro fluoresceína – DCF (a), níveis 

proteicos de SESN2 (b), fosforilação da AMPKthr172 (c), fosforilação da mTOR 

Ser2448 (d), fosforilação da ULK Ser317 (e). A membrana foi estripada e re-blotada 

com α-tubulina. As barras são apresentadas como média ± EPM de 10 amostras 

por grupo para peso úmido do pulmão e DCF, e 5 amostras (pool de pulmão de 2 

camundongos por amostra) para as análises moleculares, *p<0,05 versus grupo 

controle (cont – não exposto a fumaça). #p<0,05 versus grupo exposto a fumaça 

de cigarro por 45 dias (45). 
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Figura 7B. Fosforilação e níveis proteicos das moléculas estudadas no tecido 

pulmonar de camundongos Swiss expostos à fumaça de cigarro por 45 dias e 

suplementados com NAC. Níveis proteicos de Atg12 (f), níveis proteicos de LC3 

II (g) e bandas representativas das moléculas (h). A membrana foi estripada e re-

blotada com α-tubulina. As barras são apresentadas como média ± EPM de 10 

amostras por grupo para peso úmido do pulmão e DCF, e 5 amostras (pool de 

pulmão de 2 camundongos por amostra) para as análises moleculares, *p<0,05 

versus grupo controle (cont – não exposto a fumaça). #p<0,05 versus grupo 

exposto a fumaça de cigarro por 45 dias (45). 
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4.3 EFEITOS DA CESSAÇÃO À FUMAÇA DE CIGARRO EM 

CAMUNDONGOS EM DIFERENTES TEMPOS (ETAPA 3)  

 

Observou-se uma redução significativa nos níveis de DCF nos 

15, 30 e 45 dias de cessação em relação ao grupo exposto à fumaça de 

cigarro durante 45 dias (Fig 8a).  

Com relação aos níveis proteicos de SESN2 e a fosforilação de 

AMPK, observou-se diminuição significativa nos tempos 15, 30 e 45 dias 

de cessação em comparação aos expostos por 45 dias (fig 8b e 8c, 

respectivamente). Por outro lado, a fosforilação de mTOR apresentou 

aumento significativo e progressivo nos 15, 30 e 45 dias de cessação em 

relação aos 45 dias de exposição (fig 8d).  

Observou-se uma diminuição significativa da fosforilação da 

ULK1 na cessação em relação aos 45 dias de exposição (Fig 8e). Com 

relação aos níveis proteicos de ATG12 e LC3B, pode-se constatar uma 

redução significativa nos 7 (somente para LC3B), 15, 30 e 45 dias de 

cessação em comparação aos 45 dias de exposição (Fig 8f e 8g). 
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Figura 8A. DCF, fosforilação e níveis proteicos das moléculas estudadas no 

tecido pulmonar de camundongos Swiss expostos à fumaça de cigarro por 45 

dias e cessados por 7, 15, 30 e 45 dias. Determinação dos níveis de dicloro 

fluoresceína – DCF (a), níveis proteicos de SESN2 (b), fosforilação da 

AMPKthr172 (c), fosforilação da mTOR Ser2448 (d), fosforilação da ULK Ser317 (e). A 

membrana foi estripada e re-blotada com α-tubulina. As barras são apresentadas 

como média ± EPM de 10 amostras por grupo para DCF, e 5 amostras (pool de 

pulmão de 2 camundongos por amostra) para as análises moleculares, *p<0,05 

versus grupo controle (cont – não exposto a fumaça). #p<0,05 versus grupo 

exposto a fumaça de cigarro por 45 dias (45). 
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Figura 8B. Fosforilação e níveis proteicos das moléculas estudadas no tecido 

pulmonar de camundongos Swiss expostos à fumaça de cigarro por 45 dias e 

cessados por 7, 15, 30 e 45 dias. Níveis proteicos de Atg12 (f), níveis proteicos 

de LC3 II (g) e bandas representativas das moléculas (h). A membrana foi 

estripada e re-blotada com α-tubulina. As barras são apresentadas como média ± 

EPM de 10 amostras por grupo para DCF, e 5 amostras (pool de pulmão de 2 

camundongos por amostra) para as análises moleculares, *p<0,05 versus grupo 

controle (cont – não exposto a fumaça). #p<0,05 versus grupo exposto a fumaça 

de cigarro por 45 dias (45). 
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 5 DISCUSSÃO 

 

 O tabagismo é uma das principais causas de morte evitável; é 

considerado um fator crucial no desenvolvimento de doenças pulmonares 

crônicas e um importante problema de saúde pública mundial (IBGE, 

2013; Rosenberg et al., 2015). A fumaça de cigarro contém inúmeros 

oxidantes, radicais livres e substâncias químicas altamente lesivas que 

podem induzir o estresse oxidativo nos pulmões e em outros órgãos 

levando à morte celular e senescência (Shi et al., 2012; Rahman, 2003). 

Contudo, muitos estudos ainda são inconclusivos em relação aos 

mecanismos que levam a alterações moleculares e estruturais. Como 

recentes pesquisas apontam para o envolvimento da autofagia neste 

processo (Wen et al, 2013; Malaviya et al, 2014; Aggarwal et al, 2016; 

Mizumura et al, 2016); o presente estudo teve como objetivo investigar o 

papel da fumaça de cigarro na via da autofagia. Para isso foi utilizado um 

modelo animal de exposição à fumaça de cigarro, adaptado de Valença et 

al. (2004), e Menegali et al. (2009).  

Ao avaliar o peso corporal dos animais, detectou-se uma 

diminuição ponderal significativa ao longo dos dias de exposição. A 

relação entre o tabagismo e o peso corporal, já está bem consolidada na 

literatura, e inúmeros mecanismos podem estar envolvidos neste processo 

(Grunberg, 1982; Wager-Srdar et al., 1984; Levin et al., 1987; Grunberg 

et al., 1988; Perkins, 1992). Indivíduos que fumam apresentam 

frequentemente uma redução do índice de massa corporal em comparação 

a indivíduos não fumantes e há evidências de uma relação inversa entre 

perda de peso e cessação. Um dos mecanismos de ação parece ser 

mediado pela nicotina. Em um estudo experimental de Chen e 

colaboradores (2005), realizado com camundongos Balb/C de oito 
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semanas expostos à fumaça de cigarro, foi apontada uma redução 

significativa ponderal e uma diminuição da ingestão alimentar evidente 

já nos 2 dias de exposição, sendo que este achado corrobora com o 

presente estudo, onde a redução de peso foi significativa aos 7 dias de 

exposição à fumaça de cigarro. Um outro trabalho de Carlos e 

colaboradores, (2014) realizado com camundongos C57BL/6 expostos à 

fumaça de cigarro através de um protocolo equivalente ao do presente 

estudo, observaram uma diminuição significativa do peso corporal após 

30, 45 e 60 dias de exposição em comparação aos valores basais, sendo 

estes achados semelhantes aos encontrados no estudo atual. 

A redução do apetite e a diminuição ponderal com a exposição à 

fumaça é consistente com achados em seres humanos e com vários 

estudos experimentais que utilizaram a administração de nicotina 

(Grunberg 1982, Bishop, Parker et al. 2002, Bellinger, Cepeda-Benito et 

al. 2003). Em uma recente revisão, Harris et al. (2016) apontam que a 

fumaça do cigarro e a nicotina promovem alterações de peso corporal 

decorrentes de mudanças no metabolismo da glicose, resultantes da 

ativação da lipase lipoproteica que promove a degradação dos 

triglicerídeos em ácidos graxos livres; da ativação do sistema nervoso 

simpático e de outras alterações que podem levar ao aumento do consumo 

de energia e consequentemente à perda de peso. Em adição, um estudo de 

Mineur et al., (2011) revelou que a nicotina age de forma agonista sobre 

o sistema nervoso central através da ativação da via hipotalâmica, 

reduzindo a ingesta alimentar, o ganho de peso e o índice de massa 

corporal.  

Considerando que os pulmões são alvos primários e suscetíveis 

ao dano oxidativo causado pelo tabagismo, os níveis das espécies reativas 
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de oxigênio (ERO) foi avaliado (através do DCFH) no tecido pulmonar 

nos diferentes tempos de exposição. O presente estudo demonstrou um 

aumento significativo da oxidação do DCFH nos 30, 45 e 60 dias de 

exposição. Estudo de Raza et al. (2013) expôs camundongos BALB/C à 

9 cigarros diários por 4 dias, e foi observado um aumento de ERO 

(também mensurado pelo DCFH) no tecido pulmonar em comparação ao 

controle. Em adição, um estudo realizado por Carlos e colaboradores 

(2014) onde foram utilizados camundongos C57BL/6, também foi 

relatado um aumento significativo das ERO a partir do sétimo dia de 

exposição à fumaça de cigarro e que se manteve até os 60 dias. Este 

mesmo estudo comprovou o dano oxidativo pulmonar através do aumento 

dos níveis de TBARS e carbonilas, e diminuição dos níveis de sulfidrilas 

no tecido pulmonar de camundongos expostos à fumaça de cigarro em um 

protocolo foi muito semelhante ao do presente estudo, o que pode ter 

ocorrido na atual pesquisa, porém esses dados não foram avaliados. 

Com o objetivo de verificar as alterações no estado redox celular 

e na autofagia, os camundongos foram suplementados com NAC, na 

quantidade de 60 mg/Kg administrada em uma única dose diária e os 

resultados mostraram uma redução significativa dos níveis de DCF, após 

45 dias de exposição + NAC em comparação aos 45 dias sem NAC. Esse 

resultado era esperado uma vez que a NAC é uma poderosa molécula 

tiolica com propriedades antioxidantes. A ação antioxidante da NAC é 

conferida diretamente através dos seus três grupos sulfidrilas que atuam 

como elétrons na neutralização de radicais livres, e indiretamente através 

do reabastecimento dos níveis intracelulares de glutationa (GSH) (Matera 

et al., 2016). No sistema respiratório a proteção antioxidante é garantida 

principalmente pela GSH presente no tecido epitelial através da mudança 
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da forma reduzida para a oxidada, sendo após convertida novamente para 

a forma reduzida pela enzima glutationa redutase (Kim, Lee et al. 2013; 

Sanguinetti, 2015). O aumento dos níveis de GSH pode ter reduzido a 

quantidade de H2O2, justificando a diminuição dos níveis de DCF no 

presente estudo. 

Objetivando comprovar através de uma segunda estratégia 

metodológica que o estado redox estava envolvido no processo autofágico 

e sabendo que a cessação reduziria os níveis de ERO, numa terceira etapa, 

os camundongos foram expostos à fumaça de cigarro por 45 dias e em 

seguida ao processo de cessação da exposição por diferentes tempos.  

Identificou-se no presente estudo uma diminuição significativa 

dos níveis de DCF nos 15, 30 e 45 dias de cessação à fumaça de cigarro, 

em comparação com os 45 dias de exposição, o que comprova uma 

diminuição dos níveis de ERO devido ao possível aumento dos níveis de 

antioxidantes sintetizados no período de cessação. Estudos clínicos 

realizados em longos períodos de exposição à fumaça de cigarro, têm 

demonstrado peroxidação lipídica sistêmica, depleção de antioxidantes 

no plasma e elevação das respostas inflamatórias teciduais (Yanbaeva et 

al., 2007), porém as moléculas chaves responsáveis por interromper esse 

processo ainda não são bem compreendidas. Em um estudo randomizado 

e controlado realizado com 434 indivíduos tabagistas após a cessação do 

hábito tabágico, foi observado um aumento significativo dos níveis de 

GSH nos indivíduos ex tabagistas após 12 meses, em comparação aos que 

continuaram fumando, confirmando que houve uma redução do estresse 

oxidativo após a cessação do tabagismo (Mons et al., 2016). Em um 

estudo de Wozniak et al. (2013) realizado com 73 indivíduos fumantes 

com DPOC que foram submetidos a um programa de cessação do 
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tabagismo, 35 tabagistas sem DPOC e 35 indivíduos não tabagistas 

saudáveis (grupo controle), onde foram avaliadas amostras de sangue 

após o primeiro, segundo e terceiro mês de abstinência tabágica, foi 

identificada uma diminuição significativa dos biomarcadores de 

peroxidação lipídica e aumento da atividade de SOD e GPx após 2 e 3 

meses de cessação em comparação ao grupo controle, o que comprova 

uma diminuição do estresse oxidativo com a cessação. Um estudo de 

Polidori et al. (2003) identificaram uma concentração de antioxidantes 

diminuída no plasma de indivíduos tabagistas sem doença pulmonar antes 

do período da cessação e que se restabeleceu após 4 semanas de 

abstinência.  

Ao avaliar os níveis proteicos de SESN2 no tecido pulmonar, 

percebeu-se um aumento significativo nos 30, 45 e 60 dias de exposição 

à fumaça de cigarro. Um recente estudo de Heidler et al. (2013) realizado 

com camundongos knockout para SESN2 expostos à fumaça de cigarro 6 

horas por dia durante 5 dias da semana por 8 meses, demonstrou que a 

inativação de SESN2 protegeu o animal do desenvolvimento do enfisema 

pulmonar induzido pela fumaça de cigarro. Por outro lado, os mesmos 

autores observaram uma superexpressão de SESN2 em pulmões de 

indivíduos tabagistas e especialmente em pulmões de indivíduos com 

DPOC avançada em comparação com indivíduos saudáveis fumantes sem 

doença pulmonar. A SESN2 pertence à família das proteínas 

antioxidantes altamente conservadas, e apesar de não possuir atividade 

antioxidante catalítica intrínseca, exerce um papel importante na 

supressão de ERO (Rhee e Bae, 2015). Acredita-se que em mamíferos a 

SESN2 reduza o estresse oxidativo resgatando a atividade peroxidase das 

peroxiredoxinas (Budanov et al., 2004) e através da ativação do fator de 
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transcrição NRF2 (Bae et al., 2013). Há evidências ainda de que após 

estímulos, o aumento de SESN2 pode ativar a AMPK resultando em uma 

regulação negativa da mTOR (Lee et al., 2010).  

No presente estudo observou-se uma redução dos níveis 

proteicos de SESN2, fosforilação da AMPK e aumento da fosforilação da 

mTOR no grupo exposto à fumaça de cigarro por 45 dias e suplementado 

com NAC. Sugere-se que após a suplementação com NAC, houve um 

aumento da atividade antioxidante celular e concomitantemente uma 

diminuição dos níveis proteicos de SESN2, por ser uma molécula que 

participa na redução dos níveis de ERO. Kim et al. (2013), ao tratarem 

células de câncer de cólon com quercetina e quercetina + NAC, 

observaram que nas células tratadas somente com quercetina, houve um 

incremento da apoptose e da geração de ERO que foi responsável pelo 

aumento da expressão de SESN2 e que a mesma foi acompanhada da 

ativação da AMPK. Nas células tratadas concomitantemente com NAC, 

os autores detectaram uma diminuição de SESN2, da expressão de p53 e 

da fosforilação da AMPK induzindo a ativação de mTOR. Os 

pesquisadores ainda identificaram que a atividade da mTOR induzida 

pela SESN2, foi dependente da fosforilação da AMPK. Verificou-se na 

presente tese, um comportamento inverso entre a mTOR e AMPK e que 

foi dependente do tempo, achado que já era esperado. Observou-se que 

houve um aumento da expressão da SESN2 com maior fosforilação da 

AMPK e menor fosforilação de mTOR. Foi demonstrado no estudo de 

Kim et al. (2011) que a AMPK pode regular a autofagia juntamente com 

a mTOR através da fosforilação direta de ULK1 em condições de 

privação de nutrientes. Com relação à cessação da exposição à FC, o 

presente estudo detectou uma diminuição dos níveis de ERO confirmada 
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pela diminuição dos níveis de DCF a partir dos 15 dias de cessação e dos 

níveis proteicos de SESN2, demonstrando que essa proteína participa dos 

processos redox celulares. Foi constatada também uma diminuição 

significativa da fosforilação da AMPK nos 15, 30 e 45 dias de cessação e 

como esperado, houve um aumento da fosforilação da mTOR que foi 

significativo nos 15, 30 e 45 dias de cessação.  

Em um trabalho realizado por Furlong e colaboradores (2015) 

com o objetivo de avaliar a via autofágica em homogeneizados ovarianos 

de camundongos expostos à fumaça de cigarro, foi detectada uma 

diminuição significativa da mTOR em contraste com um aumento 

significativo da AMPK em comparação com o grupo controle, o que foi 

consistente com os achados do presente estudo apesar da distinção celular 

entre ambos. A autofagia ocorre a partir de uma interação entre AMPK e 

mTOR através da fosforilação coordenada de ULK1 (Kim et al., 2011; 

Roach, 2011). No presente estudo, observou-se aumento da fosforilação 

da ULK1 nos 30, 45 e 60 dias de exposição comparado ao grupo controle, 

que pode ter ocorrido através da inibição da mTOR, tornando-a ativa, ou 

da ativação direta pela AMPK. A ULK1 é uma enzima downstream da 

mTOR que regula a nucleação da membrana do fagóforo e que é o 

antecessor do autofagossoma, sendo sua ativação crucial para a iniciação 

da autofagia (Choi et al., 2013). Após o alongamento do fagóforo, é 

imprescindível a formação de um segundo complexo: LC3 – PE para que 

aconteça o sequestro dos componentes celulares a serem degradados 

(Nakahira et al., 2014). A LC3B é uma proteína frequentemente analisada 

em estudos experimentais como marcador da formação do autofagossoma 

(Klionsky et al., 2016). No corrente estudo, identificou-se uma elevação 

significativa dos níveis proteicos de ATG12 e LC3B nos 30, 45 e 60 dias 
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de exposição quando comparado com o grupo controle, demonstrando 

que houve um aumento das moléculas envolvidas no início do processo 

autofágico. Em um estudo realizado com extrato de fumaça de cigarro 

(EFC) em cultura de células epiteliais de Zhu et al. (2013), observaram 

um aumento importante da expressão de LC3B-I e LC3B-II e que esta 

elevação foi dose e tempo dependente. Estudo de Chen e colaboradores 

(2008) mostrou uma alteração na autofagia que foi confirmada através do 

aumento dos níveis LC3B-II/I, e das proteínas ATG4, AT5-ATG12 e 

ATG7, além do incremento dos autofagossomas identificado através dos 

vacúolos pela microscopia eletrônica (ME) nos pulmões de pacientes com 

DPOC em comparação com a pequena formação dos vacúolos evidentes 

nos tecidos do grupo controle. Em adição, esses mesmos autores 

utilizando cultura de células epiteliais pulmonares humanas knockdown 

para LC3B, observaram uma inibição da autofagia que protegeu as células 

epiteliais de apoptose induzida pelo extrato da fumaça de cigarro (EFC) 

e que em animais com deficiência genética de LC3B, houve uma 

associação com a resistência ao desenvolvimento do enfisema pela 

exposição à fumaça de cigarro. Em outro estudo, Chen et al. (2010) 

realizaram um trabalho utilizando ratos wistar LC3B-/- e obtiveram uma 

redução significativa dos níveis de apoptose e resistência ao enfisema em 

tecido pulmonar após a exposição de fumaça de cigarro.  

 No presente estudo identificou-se uma diminuição da 

fosforilação da ULK1, dos níveis proteicos de ATG12 nos tempos 15, 30 

e 45 dias e LC3B nos tempos 7, 15, 30 e 45 dias de cessação da exposição 

à fumaça de cigarro, o que aponta para uma diminuição da autofagia. Em 

um estudo de Lam et al. (2010) ao avaliar o estado estável dos níveis de 

LC3B em homogeneizados de pulmão enriquecidos com lisossomos, 
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identificaram um aumento in vivo da degradação de LC3B que foi 

sensível a um inibidor de protease e que o mesmo foi dependente do 

tempo, pois persistiu até 24 horas após a exposição à FC, revelando que 

a fumaça de cigarro causa um aumento acumulativo do fluxo autofágico 

no tecido pulmonar. Por fim, os resultados sugerem que o aumento dos 

níveis de ERO ocasionado pela exposição à fumaça de cigarro gerou um 

incremento dos níveis proteicos de SESN2, que consequentemente 

aumentou a fosforilação de AMPK tornando-a ativa, levando à autofagia 

a partir da inibição da mTOR e ativação da ULK1, e que esses eventos 

podem ser minimizados através da suplementação com a NAC.  

O presente estudo é o primeiro a relatar uma diminuição da 

autofagia com a cessação da exposição à fumaça de cigarro, de fato, este 

evento pode ser extrapolado às prováveis alterações do tecido pulmonar 

decorrentes da autofagia exacerbada em seres humanos, e futuramente 

gerar novas pesquisas para uma melhor compreensão deste processo e o 

impacto do mesmo sobre o manejo da doença. A literatura ainda é 

discordante em relação ao processo autofágico. Especula-se que com a 

exposição à fumaça de cigarro e na doença pulmonar crônica, a autofagia 

pode ser vantajosa ou deletéria dependendo do tipo celular e da 

intensidade do estímulo, porém, muitos estudos apontam para um 

desequilíbrio deste processo que pode influenciar na manutenção da 

inflamação e da integridade do tecido pulmonar que se perpetua mesmo 

após a cessação do hábito tabágico.  

Sugere-se mais estudos que envolvam outras moléculas para 

melhor compreensão deste processo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo evidenciou que a exposição à fumaça de 

cigarro resultou no aumento das espécies reativas de oxigênio que levou 

à modulação da autofagia através das moléculas AMPK, mTOR e ULK1 

no tecido pulmonar de camundongos Swiss. Com relação aos efeitos da 

exposição à fumaça de cigarro, foi evidenciado um acréscimo da 

fosforilação da AMPK e diminuição da fosforilação da mTOR que foi 

dependente do aumento dos níveis proteicos de SESN2. Foi observado 

também um aumento da fosforilação de ULK1 e dos níveis proteicos de 

ATG12 e LC3B. 

Com a suplementação de NAC e a cessação da exposição à 

fumaça de cigarro observou-se diminuição da fosforilação da AMPK e 

um aumento da fosforilação da mTOR que foi dependente da diminuição 

dos níveis proteicos de SESN2. Com relação às moléculas envolvidas no 

processo autofágico, observou-se um aumento da fosforilação de ULK1 

e dos níveis proteicos de ATG12 e LC3B.  

As alterações moleculares após o uso concomitante de NAC e a 

estratégia da cessação reforçaram ainda mais a possível participação das 

espécies reativas de oxigênio no processo de ativação da autofagia em 

tecido pulmonar de camundongos expostos à fumaça de cigarro.  
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Figura 9. Conclusão esquemática: as espécies reativas de oxigênio (ERO) geradas 

pela exposição à fumaça de cigarro, ocasionou um aumento da fosforilação de 

AMPK tornando-a ativa, que oi dependente do aumento dos níveis proteicos de 

SESN2 levando à autofagia a partir da inibição da mTOR e/ou por ativação da 

ULK1, e que esses achados foram prevenidos com a suplementação de NAC. 
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