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RESUMO

Ledo, Patricia dos Santos. “Remodelamento vascular e parenquimatoso
induzido pela paracoccidioidomicose experimental” 2019. 83f. Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade Séo Paulo, Ribeirdo Preto - SP, Brasil,
2019.

Introducdo: A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica
causada por fungos saprofitas e termodimérficos do solo, Paracoccidioides spp.
Regimes eficazes de tratamento estdo disponiveis para controlar a infeccéo fungica.
O desafio clinico atual é diagnosticar precocemente e tratar as sequelas
respiratérias da PCM como hipertensdo pulmonar. Objetivo: Investigar a
hipertensdo pulmonar na paracoccidioidomicose pulmonar experimental e humana.
Métodos: Uma Unica injecéo intrapulmonar de 1x10® leveduras de Paracoccidioides
brasiliensis foi injetada em dez ratos machos Wistar com 8 semanas de idade. O
controle recebeu solucdo salina. Apos 8 semanas, o cateterismo do ventriculo direito
foi realizado, e logo apos foi realizado o sacrificio. Todos os parametros dos
pacientes com diagndstico de paracoccidioidomicose foram coletados entre 2005 e
2017 por meio de prontuario eletrénico. Quinze bidpsias pulmonares e 5 casos de
autopsia de enfisema foram obtidos. H&E, coloracdo com picrosirius red,
microscopia eletrbnica, imunohistoquimica e morfometria foram realizadas. Medidas
e principais resultados: O granuloma peribronquiolar e o padréo de deposicao de
fiboras de colageno e adventicia expandida foram muito semelhantes entre as
amostras humana e experimental, com destaque para 0s pequenos vasos. A
pressdo pulmonar e a parede do ventriculo direito estavam aumentadas. As células
SMA + mostraram que 50% dos pacientes apresentavam um fenotipo agressivo sem
diferencas clinicas, radiolégicas e patolégicas. Conclusdes: A hipertensdo pulmonar
induzida por paracoccidioidomicose € uma nova doenca relacionada a um subgrupo
significativo de pacientes apds sua cura. Esta relacionado & camada adventicia de
vasos pulmonares e ao estado miofibroblastico. Recomenda-se o rastreamento
ecocardiografico e o seguimento clinico prolongado em todos os pacientes com
paracoccidioidomicose e sua inclusdo na classificacdo de hipertensao pulmonar da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS).

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose pulmonar; hipertensdo pulmonar;
ecocardiografia, humana, experimental, adventicia.
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ABSTRACT

Ledo, Patricia dos Santos. “Pulmonary vascular and parenchymal remodeling
induced by experimental paracoccidioidomycosis" 2019. 83f. School of Medicine
of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto —SP, Brazil, 2019.

Rationale: Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic systemic mycosis caused
by a soil saprophyte and thermodimorphic fungus, While effective treatment is
available to control the infection, many patients considered clinically cured develop
pulmonary hypertension, and the current challenge is to provide early diagnosis of
this post PCM infection induced sequel. Objective: To investigate pulmonary
hypertension in experimental and human pulmonary paracoccidioidomycosis
subjects.  Method: A  single intrapulmonary instillation of  1x10°
paracoccidioidomycosis yeast was injected in ten 8-month-old male Wistar rats. The
control received saline solution. After 8 weeks, right ventricle catheterization and
sacrifice were performed. The cases were selected from patients diagnosed with
paracoccioidomycoses from 2005 to 2017, and the data collected from electronic
medical record files. Lung tissue were obtained from 15 PCM lung surgical biopsy
cases and 5 emphysema autopsy control cases. H&E, picrosirius red staining,
electron microscopy, immunohistochemistry and morphometry were performed.
Results: Pattern of the peribronchiolar granulomas and pulmonary arteries adventitia
and perivascular collagen layer expansion were similar between experimental
samples and subjects, Marked mural remodeling of pulmonary arteries, highlighted
by smooth muscle actin (SMA) immunoperoxidaese stain, was seen in 50% of PCM
patients independent of clinical, radiologic or pathologic phenotype. Conclusions:
Pulmonary hypertension induced-PCM is a post infection outcome seen in infection
free patients, and is a relatively new described disease. It is characterized by severe
pulmonary arteries transmural remodeling involving mostly myofibroblastic and
perivasular collagen components. We recommend screening echocardiogram and
long term clinical follow-up for all patients with paracoccidioidomycosis and its
inclusion of this pulmonary hypertension category in the World Health Organization
(WHO) pulmonary hypertension classification.

Key-words: Pulmonary paracoccidioidomycosis; pulmonary  hypertension;
echocardiopraphy, human, experimental, adventitia.
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Paracoccidioides brasiliensis inalada (Fase Infecciosa) com a deposi¢do colagénica por
ativacdo miofibroblastica (Fase Fibrotica). O microambiente pulmonar de citocinas, fatores
de crescimento e pequenas moléculas modulam a camada adventicia de pequenos vasos
para promover a hipertensdo pulmonar (Fase Hipertensiva). Nossos achados em conjunto,

corroboram essa hipdtese fiSIopatolOGICA. ..........oiiuuuiiiiiiieie e 69
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Paracoccidioidomicose

1.1.1. Breve Historico

A Paracoccidioidomicose (PCM) foi descrita originalmente por Adolfo Lutz,
médico e cientista brasileiro em 1908 (1); que ao analisar lesGes bucais de dois
pacientes, identificou a existéncia de fungos de natureza dimoérfica distintas do
Coccidioides immitis, descrevendo assim, a PCM como doenca de lesdes graves e
ulcerativa. Classificou-a como micose pseudococcidica e foi incluida em um grupo
que denominou de histoblastomicoses americanas (2,3). Alfonso Splendore,
bacteriologista italiano, que também estudou a PCM, cultivando o seu agente
etiolégico, e o enquadrando no género Zymonema, Zymonema brasiliense (3).

Em 1927, Montenegro realizou a inoculacdo experimental do agente
etioldgico por via testicular em cobaias e, em 1930, Floriano Paulo de Almeida criou
um novo género dentro do Reino Fungi — Paracoccidioides, validando o nome da
espécie criada por Splendore. De 1930 em diante, o estudo experimental e
imunologico ampliaram-se, bem como a literatura pertinente a PCM, surgindo desta
forma as primeiras drogas para o tratamento da doenca (3).

Em 1971, houve a consagracdo do termo “Paracoccidioidomicose” em
importante simpoésio realizado com o apoio da Organizacdo Pan-americana da
Saude na cidade de Medellin (Colémbia), o qual reuniu micologistas e patologistas
latino-americanos, resultando na publicacdo de um dnico volume intitulado

“Paracoccidioidomycosis” no ano de 1972 (3).
1.1.2. Distribuicdo Geogréfica e Incidéncia

A PCM é endémica em paises da Ameérica Latina, com maior prevaléncia no
Brasil (80%), e depois na Venezuela, Colombia e Argentina (Figura 1) (4,5). Os
casos autoctones sao registrados no continente americano, entre os paralelos 23° N
e 34,5° S, ou seja, México e Argentina, em areas de clima subtropical umido com
rios e florestas em galerias, associadas a populacao rural (4,6).

E a principal micose sistémica do Brasil, a populacéo infectada pelo fungo

pode chegar até 10%, o que representa a maior incidéncia entre as doencgas
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negligenciaveis como a esquistossomose e leishmaniose (7,8). Além disso, apesar
da melhor eficdcia dos tratamentos disponiveis (9,10) e tendéncia apontando
diminuicdo da mortalidade (10), a incidéncia média de PCM demonstra constancia,
ocorrendo anualmente em 2 a cada 100.000 individuos no Brasil (2,4,11); quanto a
prevaléncia no pais, a PCM ainda permanece sem inclusdo na categoria de doencas
de notificacdo compulsoria, portanto os dados estimados ndo podem ser calculados
com precisdo; atualmente, apenas os Estados do Parana, Rondbnia, Mato Grosso
notificam os casos e o Estado de Goias se mobilizou para a notificacdo (12).
Recentemente, Shikanai et al recomendaram que seja instituida a notificacdo
compulséria de casos de PCM provavel e comprovada para melhoria no

atendimento dos pacientes (11).

Figura 1- Areas geograficas da endemicidade da PCM na América Latina: O) Primeiras
areas reconhecidas de alta endemicidade; (‘) alta endemicidade observada desde as Ultimas
décadas do século 20; ( <>) area com alguma evidéncia recente de endemicidade crescente; ( Q)
areas de endemicidade moderada; ( <>) baixa endemicidade; ( <>) nao ha casos ou casos raros de
paracoccidioidomicose relatados nesses paises ou regides.

Fonte: Martinez R (2017).
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1.1.3. Eco-epidemiologia

Por um longo periodo o fungo, Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis),
foi aceito como o Unico agente etiologico da PCM, no entanto, em 2009 uma nova
espécie de Paracoccidioides, o Paracoccidioides lutzii (originalmente conhecida
como cepa Pb01-like no Complexo P. brasiliensis), foi proposta por Teixeira et al
através da reunido de dados sobre biologia molecular, ecologia, morfologia e dados
filogenéticos (13-16).

P. brasiliensis e Paracoccidioides Lutzii (P. lutzii) sdo fungos dimorficos, ou
seja, com adaptacdo morfofisiolégica dependente de fatores como temperatura,
disponibilidade de oxigénio e alimento (13,17). Acredita-se que o P. brasiliensis
habite preferencialmente ambiente Uumido e com indices pluviométricos elevados
(900 mm a 1.800 mm), seu habitat natural e as condi¢bes de vida soprofitica ndo
foram totalmente elucidados (2,13).

Sabe-se, porém, que tanto P. brasiliensis quanto P. lutzii podem se
apresentar na forma filamentosa (micélio) ou na forma de levedura. Em temperatura
ambiente (22-25°C), no solo ou cultivo in vitro, apresentam-se em fase micelial,
estruturas filamentosas contendo conidios (particulas infectantes) com diametro de
5um (18,19). P. brasiliensis, nessas condicdes apresenta-se macroscopicamente em
colénias brancas de textura lisa ou algodonosa, condicionadas a cepa e condi¢cdes
de crescimento (2,4).

Em temperaturas mais quentes (35 — 37°C) (hospedeiro ou cultivo in vitro)
desenvolvem col6nias cerebriforme ou leveduriformes de cor creme.
Microscopicamente observam-se células arredondadas, multinucleadas e com
paredes celulares birrefringentes e espessas. Os esporos exibem brotamentos,
tomando a forma de levedura, um arranjo denominado “mickey mouse” ou “roda de
leme” (levedura mée é circundada por dois ou varios brotamentos de ceélulas-filhas,
respectivamente) (2).

Paracoccidioides brasiliensis possui quatro espécies filogenéticas: S1
(espécie 1), PS2 (espécie filogenética 2), PS3 (espécie filogenética 3) e PS4
(espécie filogenética 4) descritas recentemente (20—-22). Uma nova classificacéo foi
proposta por Turissini et al, recomendando que seja restrito o uso de P. brasiliensis

para S1 e adotados os nomes P. americana para PS2, P. restrepiensis para PS3 e
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P. venezuelensis para PS4, classificadas como espécies distintas, incluindo P. lutzii
(23).

O genotipo S1 foi subdividido em Sla e Slb, sendo S1b associada a maioria
dos casos clinicos, como a linhagem mais altamente recombinante e diversa, e esta
€ amplamente distribuida na América do Sul (Figura 2) e a diversidade genética
entre as linhagens de Paracoccidioides apresentam associacdes com a distribuicao
geografica, nichos ecoldgicos e patogenicidade (22,24). Sla e S1b ocorrem no
Brasil, Argentina, Peru, Venezuela, Paraguai e Uruguai; o genoétipo PS2 ocorre no
Brasil e Venezuela; o gendtipo PS3 na Colémbia, mas ja foi isolado na Venezuela e
0 gendtipo PS4 na Venezuela (14,24).

A multiplicidade de informacdes sobre a infeccdo e doenca por
Paracoccidioides spp. foram obtidas em estudos sem distingdo entre as espécies
abrangidas (13). Os aspectos moleculares e epidemiologicos do P. lutzii (Pb01) tém

sido apontados como diferentes de uma cepa comum (Pb18) (16).

Figura 2- Distribuicdo geogréfica das espécies cripticas de Paracoccidioides lutzii e
Paracoccidioides brasiliensis. Modificado (atualizacdo na distribuicdo de P. lutzii) de: Mufioz JF,
Farrer RA, Desjardins CA, Gallo JE, Sykes S, Sakthikumar S, et al. Genome diversity, recombination,
and virulence across the major lineages of Paracoccidioides. mSphere 2016; 1(5): e00213-163. PS2;
PS3; PS4; Sla; S1b: phylogenetic species of Paracoccidioides brasiliensis; Pl: Paracoccidioides lutzii.
™

Fonte: Shikanai et al (2017).
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1.1.4. Classificagdo e Manifestacfes Clinicas

A Paracoccidioidomicose € classificada em PCM-infeccdo e PCM-doenca
conforme dados clinicos e a histdria natural da doenca (25,26). As manifestacdes
clinicas e evolugdo da doenca dependem da viruléncia da cepa, da interacao
parasito-hospedeiro — grau e tipo de resposta imunolégica - e tipo de tecido
infectado e estdo associadas a faixa etaria, ocorrendo frequentemente em pacientes
entre 30 e 60 anos (13,18,27).

1.1.4.1. PCM-infeccéo

A PCM-infeccao afeta individuos de ambos 0s sexos que evoluiram para
cura espontaneamente, que nao apresentam sintomas ou que albergam o fungo
(Paracoccidioides spp.) em laténcia e respondem positivamente a aplicacdo da
paracoccidioidina (antigeno de P. brasiliensis). O teste avalia hipersensibilidade
tardia e nesses pacientes ndo se observa depressdo da resposta imune celular,
sendo possivel identificar cicatrizes radiolégicas pulmonares em alguns casos.

(4,13,26).

1.1.4.2. PCM-doenca

Na PCM-doenca ha manifestacdo dos aspectos clinicos e patolégicos da
infeccdo e o desenvolvimento tardio que se apresenta de duas formas: aguda/

subaguda (tipo juvenil) e cronica (tipo adulto) (18,25,28).

Forma aguda/ subaguda

Forma severa e de evolucdo rapida, afeta criancas, adolescentes e jovens
adultos (30-40 anos) de ambos os sexos, comprometendo de modo preferencial o
sistema mononuclear fagocitario. Geralmente, os pacientes apresentam depresséo
da resposta imune celular, aumento da producdo de anticorpos especificos e
raramente apresentam lesdes cutaneas (11,25,26). Frequentemente ha
linfadenomegalia — que pode ser associada a aderéncia e produzir massas tumorais
-, manifestacfes digestivas, hepatoesplenomegalia, e envolvimento Osteo-articular

(11,18,25). O comprometimento pulmonar é raro (25). Outros sinais clinicos séo
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febre, perda de peso e anorexia (11).

Ocorrem dois subtipos: Grave — que é caracterizada por histéria curta,
instalacdo e progressao rapidas, e diminuicdo da capacidade de trabalho. Nodulos
linfaticos, figado, baco e medula 6ssea sdo os principais acometidos. Moderada —
caracterizada por instalagéo e progressdo mais lentas que as de tipo grave; nesse
caso, o dano do estado geral e da capacidade de trabalho é menor e geralmente

compromete apenas um sistema ou uma cadeia linfatica (26).

Forma croénica

E a forma clinica mais frequente (90% dos casos), acometendo
principalmente homens (22:1 em relagdo as mulheres) na faixa etaria entre 30 e 60
anos (11,18,26). Evidencia-se por duracdo prolongada, instalacao lenta e gradual e de
forma silenciosa, podendo ser diagnosticada tardiamente. Pode ser leve, moderada
ou grave se distinguindo em dois subtipos: unifocal e multifocal (18,26); com
manifestacdes pulmonares presentes em 90% dos pacientes; na sequéncia os 6rgaos
mais afetados sdo a pele e mucosa da via aerodigestiva (11).

Unifocal — acomete apenas um 0Orgdo ou sistema, como por exemplo, o
sistema nervoso, os pulmdes e as supra-renais. A imunidade celular esta pouco
deprimida ou conservada e 0s anticorpos estdo presentes em niveis moderados (26).
Em até 25% dos casos os pulmdes podem ser os unicos afetados (18). Multifocal —
Se caracteriza por sintomas e sinais que acometem mais de um 6rgdo ou sistema.

Resposta imune celular e resposta humoral sdo variaveis (26).

1.1.5. Fatores de Predisposicao

Existem vérios fatores contribuintes a progressdo da PCM-infeccdo para a
PCM-doenca, incluindo a resposta imunoldgica do hospedeiro, origem genética,
condicdes de vida e demografia (13).

O género mais acometido € o masculino, sendo a propor¢cdo de doentes
entre homens e mulheres de 10:1 (18); as mulheres s&o menos propensas a
desenvolverem a PCM, pela agdo do horménio estradiol (17B-estradiol) - os fungos

possuem receptores para estrégeno em sua parede - que atua como bloqueador na
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conversdo dos conidios aspirados para leveduras na interacdo parasito-hospedeiro
(27,29-31).

O predominio de homens afetados também esta correlacionado ao trabalho
agricola em areas endémicas (11,32) ou pacientes que anteriormente tiveram
contato com o meio rural (13), ja que a PCM é doencga ocupacional de agricultores e
outros profissionais que manejam o solo (13,33).

Em relacédo a idade, a micose acomete majoritariamente pacientes entre 30
e 60 anos, mas também tem sido observada em criancas e idosos (11,18,34).

Quanto a etnia ndo foi identificada predisposicao para o desenvolvimento da
doenca (13,32).

Outros agravantes para o desenvolvimento da PCM séo o tabagismo e o
etilismo. As alteracdes pulmonares ocasionadas pelo tabagismo estdo associadas
ao posterior desenvolvimento da doenca, e o risco de desenvolvé-la € 14 vezes
maior entre fumantes do que nao fumantes, sendo que 90% dos pacientes que

apresentam a doenca na forma crénica sdo fumantes (35,36).

1.1.6. Fisiopatologia

A principal porta de entrada do fungo (Paracoccidioides spp) é a via
inalatéria (37) e com menor frequéncia pode ocorrer inoculagdo traumatica por via
cutanea ou mucosas (27). Lesbes no tubo digestivo tem sugerido que a PCM pode
ser adquirida por ingestdao do fungo. Provavelmente, o fungo, em saprofitismo no
solo ou vegetais, atinge diretamente o homem, ndo havendo contdgio na forma inter-
humana (38).

A infeccdo é adquirida entre 10 e 20 anos de idade, e conforme resposta
imunologica do hospedeiro pode ser eliminada, controlada ou permanecer latente
em meio a fibrose, ou pode ocorrer reativagdo enddégena do foco e levar a
cronicidade da doenca (2,11,25,39).

Propagulos (conidios) infectantes, uma vez inalados, podem ser engolfados
por células fagociticas do reticulo endotelial no parénquima pulmonar ou podem
atingir as unidades bronquiolo-alveolares do hospedeiro, se aderindo ao tecido.
Alguns sistemas enzimaticos do patdégeno sdo ativados dando origem a formas

leveduriformes do fungo que constituirdo sua forma parasitaria, passando a se
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multiplicar por brotamento mdultiplo, onde ha formacdo de um complexo primario
paracoccidioico (2,18,25,39).

O P. brasiliensis em seu primeiro periodo de infec¢do é assintomético para o
hospedeiro, porém ja existe o desenvolvimento da resposta imune, tanto mediada
por anticorpos como por células (39). O éxito da implantacéo do fungo nos tecidos
do hospedeiro € dependente da interacdo patdogeno-hospedeiro, mediada por fatores
como adaptacdo, adesao, invasao, patogenicidade, viruléncia da cepa infectante,
volume do inoculo, fatores genéticos, e resposta imune do hospedeiro. Esta ira gerar
um ambiente em resposta ao estimulo do fungo através da producao de citocinas e
estimulo de células fagocitarias (macrofagos) (25,27). As células fagociticas ndo sao
capazes de eliminar os fungos, porém os mecanismos de defesa estimulados pelas
citocinas coordenam a intensidade da resposta granulomatosa e podem levar a sua
eliminacgéo (27).

A estimulacdo do sistema imune do hospedeiro se iniciara com o0s
macrofagos e as células dendriticas: células fagociticas com capacidade de
reconhecer os antigenos (fungo) e ativar o sistema imune de diferentes formas,
como ativagdo do sistema complemento, producdo de citocinas e recrutamento de
células inflamatérias (Figura 3) (39). A producdo de citocinas, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) é capaz de ativar linfécitos (L) T e o interferon-gama
(IFN-y), que ativam os macrofagos por intermédio de células natural killer (NK) e
LTCD4", inibindo a replicacéo do fungo (27,39)

As células T Helper do Tipo Thl, Th2 e células T regulatorias CD4" CD25"
(Treg) séo importantes reguladoras da resposta imune na PCM e acredita-se que as
células Tregs (CD4+ CD25+) podem controlar a resposta imune local e sistémica
(27).

A formacdo de granulomas densos a partir do padrdao de resposta Thl
juntamente com a resposta imune inata de um individuo saudavel pode resolver a
infeccdo. E possivel atuacéo de outros tipos de respostas imunoldgicas, porém, s&o
ineficientes na contencédo da infec¢cao, como por exemplo, a resposta Th2. A maioria
das formas clinicas da doenga se deve a insuficiéncia da resposta Thl,
consequentemente ndo ha formacgéao de granulomas densos (27,40).

Na forma aguda/subaguda da PCM hé& presenca do padrao de resposta Th2,
ja a forma crénica e de gravidade moderada existe atuagdo da resposta imune
intermediaria entre Thl e Th2 (27,40).
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A resposta gerada do hospedeiro contra a PCM induz inflamacéo ao redor
de um ou mais fungos, caracterizada por congestdo vascular, edema e predominio
de polimorfonucleares (neutroéfilos e eosindfilos). A reacdo imune € especifica, com
formacdo de granulomas de padrdo tuberculéide e a intensidade da inflamacé&o
granulomatosa é regulada pela interacdo das citocinas pré e anti-inflamatérias. O
equilibrio entre estas citocinas € essencial para impedir a lesdo tecidual e

progressao da doenca (27,39).

Figura 3- Microambiente decorrentes da interacdo entre P. brasiliensis e fagocito
mononuclear. Note o papel critico das citocinas nas diferentes respostas imune e/ou celulares.

‘I*Resposta inflamatdria
TMF-q . EFEITOS  _, Febre
Mediadores IL-1p SISTEMICOS — Leucocitose
Inflamatdrios | ) ¢ Leucopenia
-1z Cagquexia
IL-18 TProteinas de fase aguda
IL-8
EFEITOS * ‘PMeutrofilos na lesdo
pamAcrings  Tlesio tecidual
[microambiente)
J-Apoptose
"4 Sobrevivéncia do
fungo dentro da célula
TGF-f
IL-10
PGE, , +Thl
Mediadores L Resposta linfoproliferativa
Anti-inflamatdrios +IgE
‘IFibrose

Fonte: Parise, Fortes et al (2011).
1.1.7. Diagnostico

1.1.7.1 Diagnéstico Laboratorial

Mesmo em casos evidentes € necessaria confirmacéo laboratorial; o padréo
ouro é o diagnostico etiolégico baseado na visualizagdo direta do fungo atravées de
material colhido das lesdes, seja um raspado, secre¢do, puncao ou biopsia de
orgaos supostamente acometidos (11,18,25,28).

Rotineiramente usa-se a coloracdo por Hematoxilina & Eosina (H&E), mas
outras coloracdes que evidenciam melhor os fungos também podem ser realizadas,
como o método Giemsa, acido periddico-Schiff (PAS), Gomori-Grocott e 0 método da
prata metenamina (25,28).

O teste intradérmico com paracoccidioidina ndo é especifico, podendo ser



36

negativo nas formas graves e positivo em individuo sadio. Testes sorologicos
especificos sdo importantes para o diagnostico de PCM e na avaliagdo da resposta
do paciente a tratamentos especificos (28).

Em servicos de referéncia, os testes sorologicos disponiveis sdo 0s ensaios
imunoenziméticos (ELISA) e immunoblots (IB), imunodifusdo dupla (DID) e
contraimunoeletroforese (CIE). Esses testes exibem uma sensibilidade entre 80% e
95% (11). O titulo de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis tem correlacdo com a
gravidade das formas clinicas, com niveis mais elevados na forma aguda/subaguda
e na forma disseminada da doenca. Essas informagfes ainda sdo desconhecidas na
PCM causada pelo P. lutzii. Casos de PCM com resultados falso-negativos estéao
frequentemente associados a pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) ou imunodeprimidos e lesdes muito localizadas. Reacfes falso-
positivas também podem ocorrer com pacientes com aspergilose, histoplasmose e
leishmaniose (11).

1.1.7.2 Radiolégico

Para diagnostico radioldgico séo utilizados a Radiografia simples do térax
(Raio-X) e a tomografia computadorizada do térax de alta resolu¢do (TCAR). As
lesbes sdo comumente bilaterais, prevalecendo os dois tercos inferiores dos
pulmbes, podem apresentar nédulos de diferentes dimensdes, consolidacbes e
cavitacbes e o acometimento pleural é pouco frequente. Na TCAR podem ser
visualizados nédulos, espessamento dos septos interlobulares, areas de opacidade

em vidro fosco, areas de enfisema e espessamento peribroncovascular (25,28).

1.1.7.3 Microscopia

O aspecto microscopico dominante é o granuloma, possuindo caracteristica
epitelidide ou tuberculoide com células gigantes do tipo Langhans. Os granulomas
sdo constituidos de histiocitos epitelidides, ora em paligada, circundados por
infiltrado linfocitario. Plasmécitos podem ser frequentes, ja inflamacdo aguda é

pouco frequente. Pode se observar ainda necrose fibrindide e microabscessos (28).
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1.1.8. Tratamento
1.1.8.1. Quimioterapia

A maioria dos antifungicos séo eficazes no tratamento das diversas formas
clinicas da doenca, pela alta sensibilidade de P. brasiliensis e P. lutzii a maioria
desses agentes (11). As primeiras drogas empregadas e ainda indicadas sédo as
sulfas, que apresentam como vantagem o custo baixo, a seguranca para uso
prolongado e boa penetragao no Sistema Nervoso Central (SNC) (28).

O Itraconazol é a opcao terapéutica que apresenta maior eficacia e menor
indice de efeitos colaterais, sendo a melhor op¢cédo nas formas leves e moderadas.
Trata-se de um derivado tiazdlico, com mecanismo de acdo semelhante ao do
Cetoconazol com alta afinidade pelo citocromo P-450 da célula fangica. Porém a
terapia ambulatorial mais utilizada é o trimetoprim-sulfametoxazol combinado, pois
tem baixo custo (25,28,41).

Para tratar as formas leves e moderadas da doenca, nos casos de
resisténcia a sulfa, utiliza-se o Cetoconazol, um derivado imidazoélico. E
contraindicado durante a gestacdo e o0s principais efeitos colaterais sdo dores
abdominais, hepatite e nauseas (28).

Na forma grave da doenca, quando ha soma de diversos fatores como: risco
iminente de morte, resisténcia a sulfa, impossibilidade de receber imidazolicos ou
tiazolicos e associagdo a insuficiéncia hepética grave, utiliza-se a Anfotericina B via
intravenosa, que possui acao antiflngica potente e € extremamente toxica (28,41).
Outra opcao terapéutica para pacientes graves que necessitam ficar hospitalizados é
o trimetoprim-sulfametoxazol por via intravenosa (41).

A quimioterapia é o tratamento convencional da PCM e costuma ser de
longo prazo para permitir o controle das manifestacdes clinicas da micose e prevenir
a recidiva. Pesquisadores estdo desenvolvendo vacinas terapéuticas para atuar

como adjuvante no tratamento da Paracoccidioidomicose (11,27,41,42).

1.1.8.2. Vacinas Terapéuticas

As vacinas terapéuticas com antigenos flngicos para serem administradas
em associacdo com a quimioterapia visam estimular a resposta imune celular,

reduzindo o tempo de tratamento e prevenindo recidiva da doenca (12,27,42).
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O epitopo P10 foi demonstrado como potente imundgeno para confeccao de
vacina contra a PCM. E formado por uma sequencia de 15 aminoacidos isolados da
glicoproteina gp43 e possui alta capacidade de inducdo de resposta imunolégica
através da proliferacdo das células T. Este mesmo estudo demonstrou que um Unico
peptideo, mesmo sem um adjuvante, teve efeito terapéutico, e que sob
quimioterapia a protecao pdde ser alcancada com doenca ja estabelecida (12,42).

Outras substancias imunomoduladoras séo consideradas para o
desenvolvimento de vacinas; uma alternativa sdo as moléculas associadas as
proteinas de choque térmico (heat-shock proteins —HSP) devido a sua relacdo em
diferentes fendmenos da imunidade inata e adaptativa. A vacina DNAhsp65 foi
testada em modelo murino da PCM, induzindo a resposta Thl. Outra molécula, a
HSP60, induziu resposta imune protetora contra a infeccdo (27). As vacinas
baseadas em &cido desoxirribonucleico (DNA) e os peptideos parecem ser propicias
no controle de micoses sistémicas (12,27,42).

Héa controvérsias nos critérios de cura, sendo necessaria andlise do quadro
clinico, da regressdo dos sinais e sintomas, estabilizacdo radioldgica e exame
micoldégico negativo (25,28). P. brasiliensis poderd permanecer em cicatrizes ou
ndédulos fibrosos calcificados, sendo assim, a cura clinica e a cura sorologica sédo
independentes da cura biolégica (28). Dos pacientes diagnosticados com a PCM, até
60% evoluem com graves morbidades respiratorias como fibrose pulmonar (FP),
hipertensédo pulmonar (HP) e cor pulmonale, resultando em insuficiéncia respiratoria

e 6bito mesmo apds tratamento antifingico bem sucedido (43,44).
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2. INTRODUCAO

Fibrose e Hipertensédo Pulmonar

A FP na PCM é consequencial a inflamacdo granulomatosa desencadeada
pela infeccdo do P. brasiliensis, regulada dinamicamente por citocinas como o fator
de transformacdo do crescimento beta (transforming growth factor beta, TGF- ) e
interleucina-6 (IL6), células imunes como os linfcitos, e proteinas da matriz
extracelular como a laminina e colagenos (45,46). A convergéncia desses processos
desencadeia, em Ultima analise, a ativacdo miofibroblastica e sua deposicdo de
matriz extracelular com distorcdo arquitetural do eixo broncovascular e do
componente septal, resultando em remodelamento parenquimatoso broncocéntrico e
septal, diminuicdo da complacéncia parenquimatosa e vascular, e perda de funcéo
pulmonar associada a insuficiéncia respiratoria. (47—-49).

Da mesma forma, diversas etiologias de fibrose pulmonar como outras
doencas infecciosas, doencas imunes, exposicdo a drogas e doencas idiopéticas
parecem demonstram similar sequéncia fisiopatolégica terminal, ou seja,
constitucional ativacdo miofibroblastica e deposicédo de matriz extracelular (50,51).

Nota-se, assim, alteracdes nos diversos tipos de elementos da matriz, como
colageno tipo |, Ill, V e VI, fibronectina, decorina e glicosaminoglicanos (52,53). Por
exemplo, o colageno V é uma fracdo menor, normalmente ndo exposto nos tecidos,
critico na geometria das fibras com o colageno I, sendo a cadeia a1(V) relacionada
ao controle do didmetro das fibras e a cadeia a2(V) associada a fibrilogénese, mas
que nas condicdes fibrogénicas tem recebido destaque, além do desbalanco fibrilar,
por sua funcdo de desencadear resposta imunoldgica, devido a preservacdo dos
dominios glomerulares e telopeptideos (NH3 e COOH), altamente imunogénicos
(54,55). Entretanto, seu papel fisiopatologico e impacto na fibrogénese determinada
pela PCM é atualmente desconhecido.

A progressdo da FP na PCM é também dirigida pelo padrdo da resposta
imune. Podemos ilustrar que os fungos séo fortes indutores da resposta Th17, e esta
€ essencial para o clearance fungal. Pacientes com a forma adulta da PCM mostram
predominéncia da resposta Th17. Interessantemente, o principal indutor da ativacao
miofibroblastica é o mesmo fator de diferenciacéo inicial da resposta Th17, o TGF-B.
Nosso grupo tem demonstrado a relacdo da resposta imune Th1l7 mediada pelos
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coldgenos na manutencao periférica da deposicdo de matriz extracelular, porém
essa interagcdo matriz-imune ainda permanece néo desvendada na PCM (47).

Adicionalmente, a ativacdo miofibroblastica e deposicdo de matriz
extracelular tém sido descrita na adventicia de vasos pulmonares, caracterizando-se
como um centro regulador da resposta imunorregulatéria paracrina (56). Assim,
alteragbes fibro-inflamatérias em contiguidade poderiam contribuir para o
espessamento e endurecimento arterial e arteriolar, entrando em um eterno ciclo
vicioso de endurecimento, reducdo da complacéncia, lesdo endotelial e ativacéo
miofibroblastica (57). Mecanismos fisiopatoldgicos que podem contribuir de maneira
determinante na evolugdo para HP (58,59).

A HP é um fator de mau prognéstico quando associada a les6es pulmonares
cronicas, como sequelas fibréticas pulmonares (60,61). Ela é caracterizada por
pressdo arterial pulmonar média (PAPm) superior a 20 mmHg em repouso (62),
podendo ser subclassificada como pré-capilar (PAWP < 15 mmHg) ou pds-capilar
(PAWP> 15 mmHg), conforme a presséo de cunha da artéria pulmonar (PAAP) (63).
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é classificada em cinco
grupos e o0s pacientes sdo reunidos com base em semelhancas clinicas,
fisiopatolégicas, perfis hemodindmicos e conduta terapéutica. Os grupos séo: grupo
1 - hipertensdo arterial pulmonar (HAP); grupo 2 - hipertensao pulmonar devido a
doenca cardiaca esquerda; grupo 3 - hipertensdo pulmonar devido a doenca
pulmonar e/ou hipdxia; grupo 4 - hipertensdo pulmonar tromboembdlica cronica,
grupo 5 - hipertensédo pulmonar com mecanismos pouco claros ou multifatoriais (63—
65). Assim, 0s poucos relatos publicados de hipertensdo pulmonar em pacientes
com PCM os colocam no grupo 1 da OMS, com suposto acometimento pré-capilar
(66—69).

Como a HP possui sintomas inespecificos relacionados a sobrecarga do
ventriculo direito e & manutencdo do debito cardiaco, como inicialmente dispneia,
acompanhada de exaustdo progressiva, e tardiamente sincope ou pré-sincope, dor
toracica, vertigem, hemoptise ou hemoptoicos, estes podem ser atribuidos a
evolucdo sequelar fibrotica da PCM ou comorbidades associadas como enfisema
pulmonar, perfazendo por essa razdo muitas vezes a néo suspeita clinica da HP
(70,71).

Dentre os varios exames realizados para confirmacdo de HP, como

eletrocardiograma, radiografia simples do torax, e testes de funcdo pulmonar, a
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avaliacdo ecocardiografica € o principal procedimento ndo invasivo, capaz de
identificar sobrecarga cardiaca direita e outras alteragBes indicativas de HP, no
entanto, sua acuracia € limitada, por diversos fatores como, por exemplo, operador
dependente e precisdo da mensuracdo da velocidade do jato regurgitante da
tricuspide e da presséo atrial direita para estimativa confiavel da pressao sistolica, ja
que estas sdo impossiveis de se obter em 10% dos casos (72,73)

O Unico exame com alta acuracia para confirmar a HP é o cateterismo
cardiaco direito (CATE), procedimento invasivo realizado para avaliacdo da presséo
pulmonar e da vasorreatividade da circulacdo pulmonar. O CATE direito precisa ser
realizado em centros especializados e apresenta certa morbidade (1,1%) e
mortalidade (0,055%) (70,72).

Diante do exposto, o grande desafio clinico da PCM é o diagndstico precoce
e tratamento das sequelas pulmonares. Mais de 50% dos pacientes com PCM
desenvolvem algum grau de fibrose pulmonar e um quarto deles apresentam
adicional fibrose “de novo” (37,74,75), corroborando a ideia da adicional ativacao
miofibroblastica pos-cura da infec¢do paracoccidioidomicotica. Ademais, 80% dos
pacientes revelam alteracdes vasculares com diagnéstico de hipertensdo pulmonar
em até 30% deles (66—68,76). Desta forma, torna-se imperativo este trabalho na
busca de descricdo clinica da HP pdés PCM e caracterizacao fisiopatolégica da

ativacdo miofibroblastica em amostras humanas e modelos animais.
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3. HIPOTESE

A Paracoccidioidomicose é uma doenca tropical negligenciada, endémica em
nossa regido com incidéncia constante apesar do éxodo rural e das melhores
condi¢cbes de tratamento farmacologico da infec¢cdo pulmonar. Atualmente a fibrose
pulmonar poés-infeccao tratada é a maior causa de morbi-mortalidade dos pacientes
cronicos. Por outro lado, poucos relatos na literatura tém demonstrado a hipertenséo
pulmonar poés-infeccdo tratada. Nossa hipotese de trabalho baseia-se no substrato
fisiopatolégico comum entre as duas sequelas acima descritas: a ativacéo
miofibroblastica. Assim, o remodelamento vascular seria desencadeado pelo gatilho
pés-infeccioso. O entendimento hemodindmico pulmonar associado ao papel do
remodelamento vascular por ativagdo miofibroblastica e deposicdo de matriz
extracelular no microambiente vascular podem ser criticos para a elucidacao de vias
fisiopatoldgicas e desenvolvimento de terapias eficazes na paracoccidioidomicose

sequelar.
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4. OBJETIVO

Caracterizar a hipertensdo pulmonar induzida pela paracoccidioidomicose
em humanos e em um modelo experimental de fibrose pulmonar induzido por P.

brasiliensis (cepa Pb18) em nivel funcional e morfofisiopatologico.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos pretendem determinar:

1) o grau de hipertenséo arterial pulmonar dos animais por meio de estudo
funcional hemodinamico;

2) o padrdo histomorfométrico vascular dos pulmdes através da analise
morfométrica histoquimica de Picrosirius red em amostras experimentais e humanas
(biopsia);

3) a ativagdo miofibroblastica com estudo da imunoexpresséo de alfa-SMA
em amostras experimentais e humanas (biopsia);

4) o perfil clinico-ecocardiografico e hemodinamico dos pacientes com
PCM atendido no HCRP/FMRP/USP.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Declaracéo de Etica

Todos os experimentos em humanos e animais seguiram as normas
regulamentadas para experimentos em humanos e em animais, conforme as
Diretrizes Eticas Nacionais e Internacionais vigentes. Todos os procedimentos
humanos e experimentais foram revisados e aprovados pelo Comité de Revisao
Institucional e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Brasil sob o protocolo 1.852.097.
6.2. Animais e Tratamento experimental

6.2.1. Biotério

Todos os animais (ratos Wistar Hannover) foram provenientes da rede de
biotérios da Universidade de S&o Paulo em Ribeirdo Preto e ficaram alojados em
caixas de polipropileno (41x34x16cm) forradas com maravalha, sendo alocados 4
animais por caixa, pesando aproximadamente 250 gramas cada, no biotério da
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Os animais ficaram em
condicdes livres para alimentacéo (racdo padrdo para laboratérios) e hidratacao, e
foram expostos a um ciclo claro e escuro de 12 horas. A limpeza das caixas e da

sala onde os animais estavam alojados ocorreu 3 vezes por semana.

6.2.2. Paracoccidiodes utilizado e preparo das amostras

Para este estudo foram utilizadas cepas de Paracoccidioides brasiliensis
(Pb18), originalmente isolada de um paciente em 1929 (77). Essas cepas de
Paracoccidioides pertencem a Micoteca do Laboratorio de Investigagdo em
Micologia Médica do Departamento de Clinica Médica da FMRP-USP, mantidas na
forma micelial por repiques sucessivos em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) a
temperatura ambiente (menor que 30°C).

Para realizacdo do experimento a cepas foram crescidas em meio Fava-

Netto a 37°C por 7 — 10 dias, ou seja, foi utilizado o fungo na forma leveduriformes
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(Figura 4). A suspenséo inicial do fungo foi preparada a partir de colbnias crescidas
e ressuspendidas em solucdo salina 0,9% estéril, de forma a obter uma turvagéo
equivalente a 1x10® cel/mL. Para garantir a homogeneidade das suspensdes foi

realizada a contagem celular na Camara de Neubauer (Figura 5).

Figura 4- Paracoccidioides spp. no tubo de ensaio. A. Paracoccidioides brasiliensis; B.
Paracoccidioides lutzii.

Fonte: Autoria propria.

Figura 5- CAmara de Neubauer. Em destague: Quadrante de leitura, denominada
rede de contagem, localizado na parte central da cédmara de Neubauer e gravado
diretamente no vidro.
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Fonte: https://quercuslab.es/1433-thickbox_default/camara-de-neubauer-ce.jpg
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6.2.3 Métodos da padronizacao da via de inoculacao

Para padronizar a via de inoculacdo e melhor mimetizar a infeccéo, foram
realizados testes de inoculacdo em quatro diferentes vias: intrapulmonar,
intratraqueal, intravenosa (veia caudal) e intraperitoneal em um total de 5 animais
por grupo. Cada animal recebeu 200ul de suspens&o flingica contendo 1x10° cel/mL
(cepa Pb18). Apés 4 semanas de infeccdo, os animais foram submetidos a
eutanasia. As amostras de pulmao foram coletadas e processadas conforme
protocolo padrdo de insuflacdo e fixacdo com formalina 10% tamponada. Apés 6
horas, as amostras foram processadas em sequéncias de alcoois e xiléis para
emblocamento em parafina e cortes micrométricos com espessura de 4um foram
corados com H&E. A quantidade de granulomas com fungos nos pulmdes por area

total pulmonar foi utilizada como padr&o positivo de infecgéo.

6.2.4. Inoculacéo fungica Intrapulmonar

Uma Unica instilacdo intrapulmonar de 1x10® cel/mL de leveduras de
Paracoccidioides brasiliensis em 500uL de salina (250ul em cada pulméo) foi
administrada a 10 ratos Wistar Hannover machos com 8 semanas de idade,
pesando aproximadamente 250 gramas (grupo Pb) (Figura 6). O grupo controle de 6
ratos Wistar Hannover, com peso e idade igual ao grupo Pb, recebeu solucdo salina.
Primeiramente os animais foram anestesiados (10mg/kg de Cetamina intraperitoneal
de Park-Davis e 0,3mg/kg de Xilazina de Rompum, Bayer, Brasil), e acomodados na
mesa cirargica em decubito dorsal, com as patas presas com fita para ficar na
posi¢do estendida. A puncdo foi realizada na linha média intraclavicular a 45 graus,
utilizando-se seringa de 1mL e agulha fina (26G), sendo inoculada a suspenséao
fungica (grupo Pb) e a solucéo salina (grupo controle) diretamente nos pulmdes. A
instilacao foi realizada de modo lento e progressivo conforme a retirada da agulha
dos pulmdes, para que nao fosse inoculada a suspensdo fungica em um Udnico
ponto, mimetizando a distribuicdo da carga fangica como se fosse aspirado pelo
animal. Apos o procedimento, os animais foram acomodados em suas respectivas

caixas em decubito elevado e observados diariamente.
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Figura 6- Instilagdo intrapulmonar do fungo e de solu¢do salina nos grupos Pb e Controle,
respectivamente.

Grupo Pb (1x108 cel/mL) Grupo Controle (salina)
10 animais 6 animais

Fonte: Autoria Propria.

6.2.5. Cateterismo Cardiaco Direito

O estudo hemodinamico foi realizado no Laboratério de Fisiologia Cardiaca
— FMRP/USP, sob orientacéo do Prof.Dr. Hélio Cesar Salgado.

Para obtencdo das medidas da pressao ventricular cardiaca, apés 8
semanas, os animais foram anestesiados (10 mg/kg de Cetamina intraperitoneal de
Park-Davis e 0,3 mg/kg de Xilazina de Rompum, Bayer, Brasil), depois foi realizada
a tricotomia e assepsia na regido supraclavicular e entdo, incisdo cirtrgica seguido
do isolamento da veia jugular externa e introducdo do cateter de polietileno - P50
PLAYADAMS - ID.058 mm (0,23”) e OD.965mm (0,38”)- até o VD, obtendo-se
assim, o registro da pressao ventricular direita.

As medidas hemodinamicas foram obtidas com um cateter transdutor (MLT
1199BPADInstrument) e amplificador Windack pro+DATA ACQDI-7XOUSBO e
analisado por AcgKknowledge software (Biopac Systems Inc.) (Figuras 7 e 8) (78).

Apés o cateterismo cardiaco direito, os animais receberam dose letal de
anestésico para que a amostragem dos pulmdes fosse realizada.
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Figura 7- Cateterismo do ventriculo direito. A. Introducdo do cateter de Polietileno P50
PLAYADAMS -ID 058 mm (.0,23") e OD.965mm (0.38") B. Animal preparado junto com o0s
equipamentos necessarios e realiza¢do da medida pelo cateter transdutor MLT 1199BPADInstrument.
(Autoria Prépria).

Fonte: Autoria propria.

Figura 8- Registro hemodinamico processado pelo AcqgKnowledge software (Biopac
Systems Inc.).
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6.2.6. Amostragem dos pulmoes

Para a amostragem dos pulmdes foi efetuada assepsia do térax e
posteriormente a abertura do mesmo. A veia cava inferior e a aorta foram
dissecadas para instilacdo de solucdo salina estéril (cloreto de sodio 0,9%) no
coracdo para depuracdo das hemacias dos vasos sanguineos pulmonares. Os
pulmbes e o coracdo de cada animal foram retirados. Uma canula de Silastic foi
introduzida na traqueia para que os pulmdes fossem perfundidos com formaldeido
10% tamponado sob pressdo controlada a 25 mmHg (Figura 9). Logo apés, a
traqueia foi clampeada para a fixacdo dos pulmdes por um periodo médio de 6 horas
(Figura 10). ApoOs esse periodo, os pulmdes foram seccionados em 5mm de
espessura utilizando-se a técnica de amostragem randdmica uniforme isotropica
recomendado pela American Thoracic Society / European Respiratory Society
(ATS/ERS) (79,80), permitindo uma maior acuracia e precisdo dos resultados
obtidos.

Figura 9- Pulmé&o direito instilado com formaldeido 10% tamponado. Note a insuflagédo

pulmonar apés instilacéo e clampeamento da traqueia.

7

Fonte: Autoria prépria.



51

Figura 10- Pulm&es imersos em formaldeido 10% tamponado. Note a completa imerséo

por um periodo de 4-6 horas para fixacao.

Fonte: Autoria prépria.

6.2.7. Processamento histolégico

Apos a fixacdo e seccdo dos pulmdes (Figura 11A), as fatias foram
amostradas em cassetes e lavadas em agua corrente para retirada do excesso de
formaldeido 10% tamponado por um tempo aproximado de 10 minutos (Figura 11B),
em seguida os cassetes foram colocados no processador automéatico de tecidos
LUPETEC PT 05; em um tempo programado de 30 minutos para cada banho em
alcool ascendente, ou seja, alcool 70% (2 cubas), alcool 80%, alcool 95% e alcool
100% (4 cubas), depois os cassetes foram imersos em duas cubas de xilol por um
periodo de 1 hora cada, e finalmente por 1 hora na primeira cuba de parafina
(Parafina 1) e 2 horas na segunda cuba de parafina (Parafina 2) numa temperatura
de 60°C (Figura 11C).

Finalizado o tempo de processamento os cassetes foram retirados do
processador automatico e a amostra foi transferida para placa aquecida para que
cada fragmento do tecido pulmonar fosse colocado manualmente em férmas de
aluminio para a confeccdo dos blocos (Figura 11D). Em seguida, parafina liquida foi
adicionada por meio do dispensador de parafina e o cassete colocado por cima para
identificacdo da amostra (Figura 11E). Feito isso, a amostra contida na placa
aguecida foi colocada sobre uma placa refrigerada, cujo objetivo era endurecer a

parafina (Figura 11F e G) possibilitando que o tecido fosse cortado através do
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micrétomo em cortes sequenciais com espessura de 4um (Figura 11H). Os cortes
foram transferidos para o Banho histolégico contendo agua a 40°C para distender o
corte (Figura I). Em seguida, a lamina de vidro foi posicionada no banho histolégico
a 45 graus para que 0 corte se posicionasse no centro da lamina, sem que
houvessem dobras, bolhas ou perdas de tecido (Figura | e J). Em seguida, as
laminas foram expostas a temperatura ambiente para secar, depois levadas a estufa
a 60°C por um tempo maximo de 12 horas para escorrer a parafina e posteriormente
passaram pelo processo de desparafinacdo conforme protocolo padrdo nos
laboratorios, foram coradas com H&E e Picrosirius Red, seguindo o protocolo para
cada coloragcdo e posteriormente passaram pelo processo de hidratacdo e

montagem das laminas com meio de montagem.

Figura 11 — Processamento histolégico. (A) seccdo dos pulmdes, (B) amostras nos
cassetes em formaldeido 10% tamponado e posterior lavagem com &gua corrente para retirada do
excesso de formaldeido 10% tamponado dos tecidos pulmonares, (C) amostras no Processador
automatico LUPETEC PT 05 para os banhos de alcoois ascendentes, banhos de xilol e parafina, (D)
amostras na placa aquecida para posicionamento dos fragmentos na forma de aluminio, (E) inclusédo
do material em meio a parafina liquida, (F) amostras embebidas na parafina séo colocadas sob uma
placa refrigerada para endurecimento da parafina em blocos, (G) bloco de parafina com amostra de
tecido pulmonar pronto para corte, (H) cortes sequenciais do tecido, (l) lamina de vidro posicionado
num angulo de 45 graus para estender o corte sob a mesma, (J) corte posicionado no centro da
lamina.

Fonte: Autoria prépria.
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6.3. Pacientes, biopsias e ecocardiografia.

Foram coletados parametros clinicos, radioldgicos e ecocardiograficos entre
2005 e 2017 de todos os pacientes com diagnostico de paracoccidioidomicose no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo HCRP/FMRP/USP, através da analise minuciosa do prontuario eletrénico
Athos. A busca por biopsia pulmonar de todos os pacientes resultou em quinze
biopsias pulmonares. Como controle foram selecionados 5 casos de autépsia de
enfisema pulmonar. Todas as bidpsias foram revisadas por um patologista pulmonar
(ATF).

Os dados clinicos analisados foram sexo, idade, presenca de tosse,
dispneia, comorbidade, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), tabagismo e
carga tabagica. Os parametros radiolégicos analisados consistiam em diametro da
artéria pulmonar e da aorta descendente, medidas de ventriculo direito e esquerdo,
artéria segmentar e brénquios, presenca de opacidade e enfisema pulmonares e
cardiomegalia. Na ecocardiografia, os dados analisados foram area da superficie
corporal, diametro diastélico e sistolico finais, encurtamento fracionario, fracdo de
ejecdao, fluxo tricuspide e venoso pulmonar, frequéncia cardiaca e pressao sistolica

do ventriculo direito.
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6.4. Ensaio de Histologia, Histoquimica e Histomorfometria

Os blocos de tecido pulmonar da biépsia pulmonar humana e do pulméo
experimental foram processados no micrétomo em cortes sequenciais de 4um e
corados com H&E para andlise do padrdo de acometimento compartimental
pulmonar. Além disso, a coloracéo de picrosirius red foi realizada para avaliacdo do

colageno total. A quantificacdo do colageno foi analisada de acordo com o protocolo
padrdo do nosso laboratorio, descrito em detalhes por Fabro et al (47), conforme a

Diretriz de morfometria American Thoracic Society / European Respiratory Society
(ATS/ERS) (79,80). Resumidamente, 10 fotos dos vasos pulmonares em aumento
de 40 vezes foram obtidas randomicamente e a porcentagem de area da adventicia
preenchida por fibras colagénicas birrefringentes, visualizada sob luz polarizada de
microscopio Novel acoplado a camera Lite HD, dividida pela sua area total foi obtida

pelo software Image Pro Plus 6.0.0.260, Media Cybernetics, Inc.

6.4.1. Imunoistoquimica

Para deteccdo das células SMA-a (Smooth muscle Actin) positivas foi
utilizado o kit LSAB® 2 System-HRP (HRPLSAB, DAKO), baseado no método
colorimétrico com peroxidase horseradish ligada a streptavidina biotilinada, conforme
padronizado no nosso laboratério (81). Resumidamente, apds incubacdo em solucéo
de bloqueio, o anti-corpo primario anti-a-SMA (Rabbit polyclonal, ab5694, Abcam,
Cambridge, MA 02139-1517 USA, na diluicdo 1:100) foi incubado seguido pela
sequencial incubagéo do anticorpo biotinilado. A visualizagdo foi alcangada por meio

de reacdo enzimatica apés incubacéo do substrato com a solugdo cromoégena.

6.4.2. Microscopia eletronica

A microscopia eletronica ultraestrutural foi realizada apdés 8 semanas de
infeccdo com PCM, utilizando pulm&o de rato em secc¢Oes ultrafinas fixadas em
paraformaldeido 4% e embebidas em resina Lowicryl HM-20, seguindo o protocolo

estabelecido pelo nosso laboratorio (47).
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7. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos como a média = desvio padrdo. Todos os
procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o software SPSS v.13.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL, 2004).

Os dados foram avaliados através do teste t e ANOVA com Tukey ou
Dunnett post hoc testes para comparac¢des multiplas quando os dados eram normais
e as variancias eram homogéneas. A correlacdo de Spearman foi usada para
avaliacdo das relacBes entre variaveis. Um valor de p inferior (<) a 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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8. RESULTADOS

8.1. Padronizacao da via de inoculacao

A maior densidade de granulomas com fungos paracoccidioidomicéticos foi
significativamente demonstrada no grupo intrapulmonar em relacdo aos grupos
intratraqueal, intraperitoneal e intravenosa (veia caudal), como demonstrado na
Figura 12, o qual foi escolhido para seguimento do estudo. Cada grupo foi composto

por 5 ratos Wistar Hannover, com idade de 8 semanas e peso aproximado de 250
gramas.

Figura 12 - Densidade de granulomas paracoccidioidomicoticos
nos diferentes grupos de vias de inoculagao. *P <0,05
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Fonte: Autoria propria.

8.2. Paracoccidioidomicose experimental revela remodelamento
vascular relacionada a hipertensdo pulmonar.

Para determinar o papel da PCM em vasos com consequente hipertensao
pulmonar, a inducdo do fungo (cepa Pbl8) foi realizada por puncédo direta com

agulha fina (26G) via intrapulmonar, puncionando e injetando o inéculo diretamente
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nos pulmdes dos animais na linha meédia intraclavicular a 45 graus. Apos 8 semanas,
a taxa de incidéncia de granulomas no tecido pulmonar foi de 60%. Nenhuma
evidéncia de PCM foi encontrada em outros 6rgaos. Os granulomas mostravam-se
de padrao epitelidide, alguns com células gigantes do tipo Langhans, outros com
necrose de coagulagdo; sempre localizados no eixo broncovasculares em um
padréo broncovascular. O remodelamento bronquiolar com distor¢céo arquitetural foi
destacada pela deposicao de matriz extracelular e infiltracdo inflamatoria em todos
os casos (Figura 13A). Os vasos arteriais mostraram-se com uma demarcada
expansdo da camada adventicia, proporcionalmente maior nos pequenos vasos que
nos demais, independentemente da distancia entre eles e granulomas (Figura 13B-
D). Algumas células miofibroblasticas e fibras foram observadas na adventicia,
especialmente nos vasos <50um (Figura 13D). Funcionalmente, a presséo sistolica
do ventriculo direito foi significativamente maior no grupo Pb em relacdo ao controle
(Figura 13E). Da mesma forma, seus efeitos afetaram significativamente o ventriculo
direito (Figura 13F). Nossos dados experimentais sugerem que a
paracoccidioidomicose pode induzir um remodelamento vascular de camada

adventicia com evolucao para hipertenséo pulmonar.
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Figura 13- Paracoccidioidomicose Experimental e Hipertensao Pulmonar. Observa-se
granuloma bem formado peribronquiolar (A), além da camada adventicia expandida de vasos grandes
(B), médios (C) e pequenos (D). Pressao ventricular direita na sistole foi significativamente maior no
grupo Pb em relagao ao grupo controle (E). O ventriculo direito foi espessado apos a infec¢do por Pb
(F). *P <0,05.
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8.3. O granuloma paracoccidioidomicético experimental induz
ativacdo miofibroblastica adventicial com extensa deposicdo

colagénica

Os granulomas mostram-se circundados por uma demarcada deposi¢cédo de
fibras colagénicas (Figura 14A), as quais se estendem em contiguidade a camada
adventicia de grandes e meédios vasos (Figura 14B e C). Surpreendentemente,
pequenos vasos (<50um) revelaram expansdo mais intensa da camada adventicia
por fibras colagénicas, especialmente por fibras grossas (Figura 14D); amarelas e
vermelhas), representadas em grande proporcéo por fibras de colageno tipo I. Além
disso, essa deposicdo colagénica em pequenos vasos foi positivamente
correlacionada com o nivel de pressdo arterial pulmonar média (Figura 14E).
Finalmente, a imunoexpressdo da actina do musculo liso alfa (Figura 14F) e a
presenca de fibronexus (Figura 14G) na camada adventicia ratificaram a ativagao

miofibroblastica como um pivé critico de remodelamento vascular.
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Figura 14- Deposi¢cao experimental de matriz extracelular e ativagdo miofibroblastica
em modelo experimental de PCM. A deposi¢do de fibras de coldgeno em granuloma (A) e na
camada adventicia de grande (B), médio (C) e pequenos vasos (D) foram destacados por coloragéo
de picrossirius red visualizados sob luz polarizada. Deposicao de fibras de colagéno em pequenos
vasos correlacionou-se positivamente com a média da presséo arterial pulmonar (E). Células SMA +
(F) e fibronexus (G) na camada adventicia de pequenos vasos por imuno-histoquimica e microscopia
eletrbnica, respectivamente, foram destacados, corroborando destacada ativagdo miofibroblastica na
dventicia.
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8.4. Biodpsia pulmonar com diagnéstico de paracoccidioidomicose
mostra remodelamento da adventicia por espessamento da matriz

extracelular

Para testar o potencial translacional de nossos achados experimentais,
revisamos as bidpsias pulmonares de pacientes diagnosticados com PCM do
HCFMRP-USP entre 2005 e 2017. Desta forma, achados muito similares entre
animais e humanos foram evidénciados. A expansdo da camada adventicia e
deposicdo de fibras colagénica foram mais proeminentes em pequenos vasos
(Figura 15). Curiosamente, embora a maioria dos pacientes seja tabagista, a
deposicao de fibras coldgenas aumentou significantemente em pequenos vasos de

pacientes com PCM em comparacéo aos enfisematosos (Figura 15).
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Figura 15- Biépsia pulmonar humana de pacientes com paracoccidioidomicose.
Observa-se que a morfologia dos granulomas e vasos colorados por H&E e picrosirius red foram
muito similares ao painel experimental. Os pequenos vasos mostraram certo grau de hialinizacao da
adventicia, além de deposicao de fibras colagénicas, as quais foram aumentadas em comparacao
com casos de enfisema.
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8.5. Alteracbes estruturais e funcionais da Hipertensdo pulmonar

induzida por paracoccidioidomicose humana.

Para avaliar a repercussdo funcional dos achados morfolégicos do
remodelamento vascular, o quadro clinico-radio-ecocardiografico e dados
hemodindmicos foram tabulados de nosso prontuario eletrénico dos ultimos 10 anos,
totalizando 510 pacientes com diagnostico de paracoccidioidomicose pulmonar, de
acordo com os critérios das Diretrizes Brasileiras (75). A maioria dos pacientes eram
homens entre cinquenta e sessenta anos de idade e fumantes inveterados. Um terco
dos pacientes tem DPOC e a média de carga tabagica foi de 67 magos/ano. Dos 510
pacientes com PCM pulmonar, apenas 16 (3,14%) tinham ecocardiografia € nenhum
tinha o cateterismo cardiaco direito realizado. Metade desses pacientes com a
ecocardiografia teve a pressao sistolica da artéria pulmonar (PSAP) maior que 35
mmHg apdés a cura da PCM (N = 8). Além disso, este subgrupo de pacientes
apresentou correlacao positiva entre PSAP alta e tempo de cura longo (Figura 16) e
maior pressao sistélica do ventriculo direito (RVSP) em comparacdo com outro
grupo (Tabela 1). Todos os parametros clinicos, tomogréaficos e ecocardiograficos
(exceto RVSP) néo distinguem o subgrupo desses dois pacientes, ndo destacando
diferencas de DPOC e tabagismo entre o subconjunto de ambos o0s pacientes
(Tabela 1).
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Figura 16 - Quadro de tempo para hipertensdo pulmonar por PSAP (mmHg). Nota-se
dois subgrupos de pacientes ap6s a cura da PCM (2 anos sem evidéncias clinico-laboratoriais de
PCM): 1) aumento progressivo do PSAP de acordo com o tempo; e 2) PSAP estavel no tempo. Os
parametros ecocardiograficos foram obtidos por meio de prontuario eletrénico. PCM =

paracoccidioidomicose; PSAP = Presséo sistolica da artéria pulmonar.
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Tabela 1 - Parametros clinicos, tomograficos e ecocardiograficos de pacientes com
paracoccidioidomicose. Os pacientes foram categorizados por normal (£35) ou alterado (> 35)

PSAP (mmHg).

PSAP (mmHg)

PARAMETROS <35 >35 v aﬁ)or
(N=8) (N=8)

Sexo (M;F) 7:1 6:2 -
Idade (anos)* 49,50+3,16 |51,50+£4,81| 0,73
o Tosse 2 5 0,16
O | Dispneia 2 5 0,16
% Comorbidades 4 4 0,95
O | DPOC 3 5 0,63
Fumante 5 6 0,65
Maco cigarro-ano* 59+9,00 |76.67+21.86| 0,59
PA diametro (mm)* | 25,33+1,25 [29,57+2,20| 0,14
< AAo diametro (mm)* | 32,83+2,02 |32,86+1,68| 0,99
L | PA/AAo* 0,77 £0,02 (0,919 +0,087| 0,17
é VD/VE (mm)* 0,83 +0,08 0,98+0,14 0,40
8 SA/B (mm)* 1,11 £ 0,07 1,08 + 0,09 0,80
S | Opacidade 5 6 0,65
O | Enfisema 1 4 0,13

Cardiomegalia 0 2 -
Altura (cm)* 168,1+3,22 |162,4+3,34| 0,24
Peso (kg)* 78,76 + 10,34 | 56,63 +2,08 | 0,06
< | BSA (m?3)* 1,74 £ 0,11 1,59 + 0,03 0,22
';:" EDD (cm)* 4781+1,62 |4508+1,79| 0,28
% ESD (cm)* 28,14+0,83 | 2760+£1,96 | 0,78
O | FS (%)* 40,67 +0,76 |38,70+1,50 | 0,13
@ EF (%)* 67,75+3,10 |61,38+4,43| 0,26
ZE) TF* 46,75+ 2,38 | 53,57+£4,76 | 0,21
O | PVF* 74,13+295 | 71,50+557 | 0,68
fu) FC (bpm)* 75,75+4,79 |83,67+512| 0,29
RVSP* 33,38+0,73 | 46,38 £4,57 | 0,010

Nota: * M = SD; Abreviaturas: M, média; SD, desvio padréo; BSA, &rea da superficie
corporal; EDD, diametro diastélico final; ESD, diametro sistdlico final; EF, encurtamento fracionario;
EF, fracdo de ejecdo; TF, fluxo tricuspideo; PVF, fluxo venoso pulmonar; FC, frequencia cardiaca;
RVSP, pressao sistdlica do ventriculo direito; DPOC, doenca pulmonar obstrutiva crénica; PA, artéria
pulmonar; AAo, aorta ascendente; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo; SA, artérias
segmentares; B, bronquios.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5454185/#s0005title
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9. DISCUSSAO

Paracoccidioidomicose pulmonar é uma infeccdo fangica adquirida por
inalacdo. O primeiro estagio da resposta de defesa no microambiente pulmonar é
uma reacdo granulomatosa centrada nas vias aéreas. Cronicamente, focal
deposicao de fibras colagénicas € aumentada, causando distor¢cdo arquitetural local
e fibrose pulmonar. Nossos achados sugerem que este processo fibro-inflamatorio,
provavelmente por citocinas como o TGF-B, de maneira paracrina, promove a
ativacdo miofibroblastica de modo permanente na camada adventicia de pequenos
vasos, favorecendo a hipertensdo pulmonar induzida por paracoccidioidomicose
(Figura 17) (82,83).

Nosso estudo experimental foi o primeiro a desenvolver um modelo
experimental de instilacdo intrapulmonar de leveduras para originar a doenca
pulmonar isolada. Isso permitiu um modelo mais préximo da PCM pulmonar
humana, j& que ele impede uma resposta sistémica da inflamac¢éo granulomatosa
causada por outros modelos, como por instilacdo intranasal, intramuscular,
intraperitoneal ou instalacao intravenosa de leveduras de Paracoccidioides spp. (84).

Apos 8 semanas da administracdo intrapulmonar, 0s granulomas
peribronquiolares foram mais destacados nos eixos broncovasculares centrais com
discreta deposicdo colagénicas intra e perigranulomatosa, além de um infiltrado
inflamatorio linfocitario discreto. Estes achados sédo diferentes de outros modelos
mais sistémicos, ja que eles apresentam-se habitualmente com uma acentuada
reacdo granulomatosa com demarcada fibrose pulmonar, as vezes até mesmo com
areas de consolidacdo e intenso infiltrado linfocitario, aléem do acometimento
granulomatoso de outros 6rgaos (85). Por outro lado, nosso painel histopatolégico
experimental foi muito semelhante ao painel de laminas das biépsias pulmonar,
especialmente em padrédo inflamatério e fibrético das lesdes pulmonares (66).

Surpreendentemente, paracoccidioidomicose por via intrapulmonar apos 8
semanas alterou as medidas hemodinamicas dos animais. A presséo no ventriculo
direito foi significativamente maior do que o grupo controle, bem como o
espessamento da parede do ventriculo direito. Ha varios estudos que investigaram
HP em outras doencas, como Zelko et al que demonstraram alteracéo

hemodindmica em camundongos expostos a silica (86) e Zhang et al que
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demonstraram alteragdo hemodinamica nos animais que receberam injecdo de
monocrotalina (87), e Herget et al em ratos com enfisema papaina (88), porém, este
foi o primeiro e Unico estudo até o momento de nosso conhecimento que realizou
cateterismo do ventriculo direito para demonstrar a hipertensdo pulmonar induzida
por paracoccidioidomicose experimental. Este efeito parece ser mediado pela
expansdo das camadas adventicias vasculares destacadas no H&E,
independentemente da proximidade com o granuloma. Tuder et al relata que o
remodelamento vascular pulmonar € a principal alteracdo estrutural na hipertenséao
pulmonar e envolve alteragbes na camada intima, média e na adventicia (89) e
Stenmark et al enfatizam que a adventicia atua como um regulador chave da funcéo
da parede vascular e estrutura (56,90).

De fato, a deposicdo de matriz extracelular € aumentada na camada
adventicia de ratos infectados em comparacdo com 0s controles, especialmente em
pequenos vasos, correlacionando positivamente com pressao arterial pulmonar.
Além disso, miofibroblastos caracterizados por SMA+ e fibronexus estavam
presentes nas camadas adventicias, sendo as principais células a produzir fibras de
colageno. A imunoespressdo de SMA também foi demonstrada no remodelamento
vascular por esquistossomose, que teve como desfecho da infecgdo a HP (91). Da
mesma forma, nossos casos de bidpsia pulmonar humana mostraram a adventicia
de pequenos vasos sempre expandida por deposicdo de fibras de colageno, como
previamente descrito por Tuder et al, mas aqui foram independentemente
relacionadas com o enfisema pulmonar (66). Portanto, todas as nossas descobertas
juntas indicam o miofibroblasto adventicial como regulador fisiopatolégico critico da
funcdo da parede vascular em um microambiente pré-inflamatorio e pro-fibrotico
(90).

Clinicamente, alguns estudos e relatos de casos demonstraram o papel da
hipertensdo pulmonar induzida por paracoccidioidomicose, mas como sequela em
estagios avancados (66,68). Da mesma forma, Machado Filho et al destacaram que
23% dos pacientes com paracoccidioidomicose tém hipertensdo pulmonar (69).
Campos et al demonstraram que 24% dos pacientes tém cor pulmonale, um estagio
final e avancado de hipertensdo pulmonar (67). Paradoxalmente, uma revisdo
recente e as Diretrizes Brasileiras para o0 manejo clinico da paracoccidioidomicose
considera a hipertensdao pulmonar como rara ou ocasional e ndo recomenda

investigacdo nem acompanhamento meédico para hipertensao pulmonar (74,75).



68

Consequentemente, dos 510 pacientes com paracoccidioidomicose, apenas
3,14% tem ecocardiografia e nenhum deles teve cateterismo cardiaco direito
solicitado. Provavelmente, a indicacdo para a ecocardiografia foi proviniente da
investigacao clinica de outras doencas, especialmente doencas cardiovasculares; e
iIsso poderia ser uma limitagdo de nosso estudo retrospectivo. Apesar disso, dois
fendtipos de pacientes com paracoccidioidomicose foram observados. O primeiro
revela que 50% dos pacientes tinham um fendtipo agressivo baseado em nivel de
hipertensédo pulmonar progressiva de acordo com o tempo apés a cura. O segundo
indica um subconjunto de pacientes com fend6tipo mais estavel e ndo progressivo.
Curiosamente, nenhum parametro clinico, radiologico e patologico diferenciaram
estes dois fenotipos de hipertensdo pulmonar, incluindo tabagismo, carga tabagica
e/ou DPOC.

Como até o momento ndo ha estudos que corroborem com nossos achados,
podemos compara-los com o0 que ocorre na esquistossomose, que é uma infeccéo
parasitaria, na qual ja € conhecido o desencadeamento de HP. Graham et al
também observaram aumento dos vasos com consequente diminuicdo da luz do
vaso, demonstrando a implicacdo dessa alteracdo no vaso, com consequente

aumento do VD por meio da ecocardiografia e com HP instalada (92)
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Figura 17 - Esquema fisiopatolégico da interacdo entre paracoccidioidomicose e
hipertensdo pulmonar. Observa-se uma reagdo granulomatosa a levedura de Paracoccidioides
brasiliensis inalada (Fase Infecciosa) com a deposi¢céo colagénica por ativacao miofibroblastica (Fase
Fibrética). O microambiente pulmonar de citocinas, fatores de crescimento e pequenas moléculas
modulam a camada adventicia de pequenos vasos para promover a hipertensdo pulmonar (Fase

Hipertensiva). Nossos achados em conjunto, corroboram essa hip6tese fisiopatolégica.
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10. CONCLUSAO

Em concluséo, nossos dados experimentais e humanos em conjunto indicam
que a hipertensdo pulmonar induzida pela paracoccidioidomicose € uma nhova
doenca relacionada a um subconjunto significativo de pacientes com
paracoccidioidomicose apos sua cura. Além disso, o0 mecanismo fisiopatolégico da
hipertensdo pulmonar parece estar ligado a camada adventicia dos vasos
pulmonares, centro critico para remodelamento vascular mediado por microambiente
pré-inflamatério e proé-fibrético depois da cura de PCM.

Portanto, nosso grupo de pesquisa recomenda a triagem por ecocardiografia
e acompanhamento clinico de longo periodo para hipertensao pulmonar em todos os
pacientes com PCM. A inclusédo futura de hipertensao pulmonar induzida por PCM
na classificacdo de hipertensdo pulmonar na Organizacdo Mundial da Saude seria

apropriada.
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ANEXOS

Anexo A - Protocolo de envio do projeto de pesquisa “Remodelamento vascular e
parenquimatoso pulmonar induzido pela Paracoccidioidomicose experimental” para a
Unidade de Pesquisa Clinica do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.
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Ilustrissima Senhora

Prof*. Dr". Méarcia Guimarédes Villanova
MD.Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Do HCFMRP e da FMRP-USP

Senhora Coordenadora,

Encaminho em anexo o projeto de pesquisa intitulado
REMODELAMENTO VASCULAR E PARENQUIMATOSO PULMONAR INDUZIDO
PELA PARACOCCIDIOIDOMICOSE EXPERIMENTAL, juntamente com a
documentacdo necessdria para avaliagdo ética deste Comité.

O projeto de pesquisa acima mencionado sera desenvolvido no
departamento de DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL.

Informo também que o pesquisador responsavel e orientador
possuem curriculo Lattes.

O orgamento do presente projeto foi analisado pela equipe técnica da
UPC antes da submissao ao Comité e foi APROVADO.

Atenciosamente,
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Obs.: Caso algum chefe possua vinculo com a pesquisa, devera ser solicitada assinatura do suplente. Unidade ze Pe‘sq”isa Clinica-HCRP
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Anexo B - Certificado de Aprovacdo no Comité de Etica no uso de animais da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, registrado

com o numero 120/2016.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Remodelamento vascular e
parenquimatoso pulmonar induzido pela paracoccidioidomicose experimental”, registrado
com o nimero 120/2016, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Alexandre Todorovic Fabro,
envolvendo a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de
julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sio Paulo em

reunido de 31 de outubro de 2016.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 240 ratos Wistar machos pesando 250g
oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sdo Paulo. Vigéncia da autorizagdo: 31/10/2016 a 04/10/2020.

We certify that the Protocol n® 120/2016, entitled “Lung parenchyma and vascular remodeling induced by
experimental paracoccidioidomycosis”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted
by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local
Animal Ethical Committee from Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo in 10/31/2016.
This protocol involves the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except humans) for research purposes, and includes the use of 240 male Wistar rats weighing 250g
from the Central Animal House of Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo. This certificate is
valid until 10/04/2020.

Ribeirdo Preto, 31 de outubro de 2016

D)
/

Prof. Dr. Ferna, do Silva Ramalho
Presidente da CEUA — FMRP — USP

Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo
(16)3315-3301
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Anexo C - Certificado de aprovacéo para excecao do projeto de pesquisa intitulado
‘Remodelamento  vascular e parenquimatoso pulmonar induzido pela
Paracoccidioidomicose experimental” , assim como a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, de acordo
com o Processo HCRP n°14693/2016.

a @ o=

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA / 77\\ | B Bem
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO  {\Res /A 7))  FMRp-usP
hN ,’L &

RIBEIRAO PRETO

Ribeirao Preto, 09 de dezembro de 2016

Oficio n°® 4125/2016
CEP/LVG ,

Prezados Senhores,

O trabalho intitulado “REMODELAMENTO VASCULAR E
PARENQUIMATOSO PULMONAR INDUZIDO PELA PARACOCCIDIOIDOMICOSE
EXPERIMENTAL”, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 442*
Reuniao Ordinaria realizada em 05/12/2016 e enquadrado na categoria:

APROVADO, bem como a solicitacdo de dispensa do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP n° 14693/2016.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizagdo de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolucgdo n® 466/ 12
CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério

Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.

[lustrissimos Senhores

ALEXANDRE TODOROVIC FABRO
PATRICIA DOS SANTOS LEAO (Aluna)
Depto. de Patologia e Medicina Legal

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario — Monte Alegre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP
14048-900 Ribeirao Preto  SP FWA-00002733; IRB-00002186 e

Registro Plataforma Brasil /CONEP n° 5440
(016) 3602-2228
cep@hcrp.usp.br
www.hcrp.usp.br




