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RESUMO 

Leão, Patricia dos Santos. “Remodelamento vascular e parenquimatoso 
induzido pela paracoccidioidomicose experimental" 2019. 83f. Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto, Universidade São Paulo, Ribeirão Preto - SP, Brasil, 
2019. 
 
Introdução: A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica endêmica 
causada por fungos saprófitas e termodimórficos do solo, Paracoccidioides spp. 
Regimes eficazes de tratamento estão disponíveis para controlar a infecção fúngica. 
O desafio clínico atual é diagnosticar precocemente e tratar as sequelas 
respiratórias da PCM como hipertensão pulmonar. Objetivo: Investigar a 
hipertensão pulmonar na paracoccidioidomicose pulmonar experimental e humana. 
Métodos: Uma única injeção intrapulmonar de 1x108 leveduras de Paracoccidioides 
brasiliensis foi injetada em dez ratos machos Wistar com 8 semanas de idade. O 
controle recebeu solução salina. Após 8 semanas, o cateterismo do ventrículo direito 
foi realizado, e logo após foi realizado o sacrifício. Todos os parâmetros dos 
pacientes com diagnóstico de paracoccidioidomicose foram coletados entre 2005 e 
2017 por meio de prontuário eletrônico. Quinze biópsias pulmonares e 5 casos de 
autopsia de enfisema foram obtidos. H&E, coloração com picrosirius red, 
microscopia eletrônica, imunohistoquímica e morfometria foram realizadas. Medidas 
e principais resultados: O granuloma peribronquiolar e o padrão de deposição de 
fibras de colágeno e adventícia expandida foram muito semelhantes entre as 
amostras humana e experimental, com destaque para os pequenos vasos. A 
pressão pulmonar e a parede do ventrículo direito estavam aumentadas. As células 
SMA + mostraram que 50% dos pacientes apresentavam um fenótipo agressivo sem 
diferenças clínicas, radiológicas e patológicas. Conclusões: A hipertensão pulmonar 
induzida por paracoccidioidomicose é uma nova doença relacionada a um subgrupo 
significativo de pacientes após sua cura. Está relacionado à camada adventícia de 
vasos pulmonares e ao estado miofibroblástico. Recomenda-se o rastreamento 
ecocardiográfico e o seguimento clínico prolongado em todos os pacientes com 
paracoccidioidomicose e sua inclusão na classificação de hipertensão pulmonar da 
Organização Mundial da Saúde (OMS). 
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Palavras-chave: Paracoccidioidomicose pulmonar; hipertensão pulmonar; 
ecocardiografia, humana, experimental, adventícia. 
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ABSTRACT 

Leão, Patricia dos Santos. “Pulmonary vascular and parenchymal remodeling 
induced by experimental paracoccidioidomycosis" 2019. 83f. School of Medicine 
of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão 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 1x108 
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. 
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Key-words: Pulmonary paracoccidioidomycosis; pulmonary hypertension; 
echocardiopraphy, human, experimental, adventitia. 
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PAS: Ácido periódico-Schiff (coloração)  

PAWP: Pulmonar artery wedge pressure (Pressão de cunha da artéria pulmonar) 

Pb01: Paracoccidioides lutzii  

Pb18: Paracoccidioides brasiliensis 18 (cepa considerada virulenta) 

PCAP: Pressão de cunha arterial pulmonar  

PCM: Paracoccidioidomicose (doença causa por fungos Paracoccidioides spp.) 

PS2: Espécie filogenética 2 do complexo P. brasiliensis 

PS3: Espécie filogenética 3 do complexo P. brasiliensis 

PS4: Espécie filogenética 4 do complexo P. brasiliensis 

PSAP: pulmonar artery systolic pressure (Pressão sistólica da artéria pulmonar) 

RVP: Resistência vascular pulmonar  

RVSP: Pressão sistólica do ventrículo direito  

RX: Radiografia de tórax  

S: Sul  

S1: Espécie 1 do Complexo de Paracoccidioides brasiliensis 

SDA: Ágar Sabouraud Dextrose  

SMA: Smooth muscle Actin (Actina músculo liso) 

SNC: Sistema Nervoso Central 

TCAR: Tomografia computadorizada (Tomografia de Alta Resolução) 

TGF-β: Fator de crescimento transformador beta 

Th1: Células T Helper do Tipo Th1  

Th17: Células T Helper do Tipo Th17 

Th2: Células T Helper do Tipo Th2 

TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa 

Treg: Células T reguladoras 

VD: ventrículo direito  
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

1.1. Paracoccidioidomicose 

1.1.1. Breve Histórico  

 

A Paracoccidioidomicose (PCM) foi descrita originalmente por Adolfo Lutz, 

médico e cientista brasileiro em 1908 (1); que ao analisar lesões bucais de dois 

pacientes, identificou a existência de fungos de natureza dimórfica distintas do 

Coccidioides immitis, descrevendo assim, a PCM como doença de lesões graves e 

ulcerativa. Classificou-a como micose pseudococcídica e foi incluída em um grupo 

que denominou de histoblastomicoses americanas (2,3). Alfonso Splendore, 

bacteriologista italiano, que também estudou a PCM, cultivando o seu agente 

etiológico, e o enquadrando no gênero Zymonema, Zymonema brasiliense (3). 

 Em 1927, Montenegro realizou a inoculação experimental do agente 

etiológico por via testicular em cobaias e, em 1930, Floriano Paulo de Almeida criou 

um novo gênero dentro do Reino Fungi – Paracoccidioides, validando o nome da 

espécie criada por Splendore. De 1930 em diante, o estudo experimental e 

imunológico ampliaram-se, bem como a literatura pertinente à PCM, surgindo desta 

forma às primeiras drogas para o tratamento da doença (3).  

Em 1971, houve a consagração do termo “Paracoccidioidomicose” em 

importante simpósio realizado com o apoio da Organização Pan-americana da 

Saúde na cidade de Medellín (Colômbia), o qual reuniu micologistas e patologistas 

latino-americanos, resultando na publicação de um único volume intitulado 

“Paracoccidioidomycosis” no ano de 1972 (3).    

 

1.1.2. Distribuição Geográfica e Incidência 

 

A PCM é endêmica em países da América Latina, com maior prevalência no 

Brasil (80%), e depois na Venezuela, Colômbia e Argentina (Figura 1) (4,5). Os 

casos autóctones são registrados no continente americano, entre os paralelos 23° N 

e 34,5° S, ou seja, México e Argentina, em áreas de clima subtropical úmido com 

rios e florestas em galerias, associadas à população rural (4,6). 

É a principal micose sistêmica do Brasil, a população infectada pelo fungo 

pode chegar até 10%, o que representa a maior incidência entre as doenças 
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negligenciáveis como a esquistossomose e leishmaniose (7,8). Além disso, apesar 

da melhor eficácia dos tratamentos disponíveis (9,10) e tendência apontando 

diminuição da mortalidade (10), a incidência média de PCM demonstra constância, 

ocorrendo anualmente em 2 a cada 100.000 indivíduos no Brasil (2,4,11); quanto à 

prevalência no país, a PCM ainda permanece sem inclusão na categoria de doenças 

de notificação compulsória, portanto os dados estimados não podem ser calculados 

com precisão; atualmente, apenas os Estados do Paraná, Rondônia, Mato Grosso 

notificam os casos e o Estado de Goiás se mobilizou para a notificação (12).  

Recentemente, Shikanai et al recomendaram que seja instituída a notificação 

compulsória de casos de PCM provável e comprovada para melhoria no 

atendimento dos pacientes (11).  

 

Figura 1- Áreas geográficas da endemicidade da PCM na América Latina: (   ) Primeiras 
áreas reconhecidas de alta endemicidade; (  ) alta endemicidade observada desde as últimas 
décadas do século 20; (    ) área com alguma evidência recente de endemicidade crescente; (    ) 
áreas de endemicidade moderada; (    ) baixa endemicidade; (    ) não há casos ou casos raros de 
paracoccidioidomicose relatados nesses países ou regiões.  

 

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

 

Por um longo período o fungo, Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), 

foi aceito como o único agente etiológico 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 reunião de dados sobre biologia molecular, ecologia, morfologia e dados 

filogenéticos (13–16).   

P. brasiliensis e Paracoccidioides Lutzii (P. lutzii) são fungos dimórficos, ou 

seja, com adaptação morfofisiológica dependente de fatores como temperatura, 

disponibilidade de oxigênio e alimento (13,17). Acredita-se que o P. brasiliensis 

habite preferencialmente ambiente úmido e com índices pluviométricos elevados 

(900 mm a 1.800 mm), seu hábitat natural e as condições de vida soprofítica não 

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 conídios (partículas infectantes) com diâmetro de 

5µm (18,19). P. brasiliensis, nessas condições apresenta-se macroscopicamente em 

colônias brancas de textura lisa ou algodonosa, condicionadas a cepa e condições 

de crescimento (2,4).  

 Em temperaturas mais quentes (35 – 37°C) (hospedeiro ou cultivo in vitro) 

desenvolvem colônias 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 mãe é circundada por dois ou vários brotamentos de células-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 classificação 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 genótipo S1 foi subdividido em S1a e S1b, sendo S1b associada à maioria 

dos casos clínicos, como a linhagem mais altamente recombinante e diversa, e esta 

é amplamente distribuída na América do Sul (Figura 2) e a diversidade genética 

entre as linhagens de Paracoccidioides apresentam associações com a distribuição 

geográfica, nichos ecológicos e patogenicidade (22,24). S1a e S1b ocorrem no 

Brasil, Argentina, Peru, Venezuela, Paraguai e Uruguai; o genótipo PS2 ocorre no 

Brasil e Venezuela; o genótipo PS3 na Colômbia, mas já foi isolado na Venezuela e 

o genótipo PS4 na Venezuela (14,24). 

A multiplicidade de informações sobre a infecção e doença por 

Paracoccidioides spp.  foram obtidas em estudos sem distinção entre as espécies 

abrangidas (13).  Os aspectos moleculares e epidemiológicos do P. lutzii (Pb01) têm 

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

 

Figura 2- Distribuição geográfica das espécies crípticas de Paracoccidioides lutzii e 
Paracoccidioides brasiliensis. Modificado (atualização na distribuição de P. lutzii) de: Muñoz 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; S1a; S1b: phylogenetic species of Paracoccidioides brasiliensis; Pl: Paracoccidioides lutzii.  

 
Fonte: Shikanai et al (2017). 
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1.1.4. Classificação e Manifestações Clínicas 

 

A Paracoccidioidomicose é classificada em PCM-infecção e PCM-doença 

conforme dados clínicos e a história natural da doença (25,26).  As manifestações 

clínicas e evolução da doença dependem da virulência da cepa, da interação 

parasito-hospedeiro – grau e tipo de resposta imunológica - e tipo de tecido 

infectado e estão associadas à faixa etária, ocorrendo frequentemente em pacientes 

entre 30 e 60 anos (13,18,27). 

 

1.1.4.1. PCM-infecção 

 

A PCM-infecção afeta indivíduos de ambos os sexos que evoluíram para 

cura espontaneamente, que não apresentam sintomas ou que albergam o fungo 

(Paracoccidioides spp.) em latência e respondem positivamente à aplicação da 

paracoccidioidina (antígeno de P. brasiliensis). O teste avalia hipersensibilidade 

tardia e nesses pacientes não se observa depressão da resposta imune celular, 

sendo possível identificar cicatrizes radiológicas pulmonares em alguns casos.  

(4,13,26).  

 

1.1.4.2. PCM-doença 

 

Na PCM-doença há manifestação dos aspectos clínicos e patológicos da 

infecção e o desenvolvimento tardio que se apresenta de duas formas: aguda/ 

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

 

Forma aguda/ subaguda  

Forma severa e de evolução rápida, afeta crianças, adolescentes e jovens 

adultos (30-40 anos) de ambos os sexos, comprometendo de modo preferencial o 

sistema mononuclear fagocitário. Geralmente, os pacientes apresentam depressão 

da resposta imune celular, aumento da produção de anticorpos específicos e 

raramente apresentam lesões cutâneas (11,25,26). Frequentemente há 

linfadenomegalia – que pode ser associada à aderência e produzir massas tumorais 

-, manifestações digestivas, hepatoesplenomegalia, e envolvimento ósteo-articular 

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

Ocorrem dois subtipos: Grave — que é caracterizada por história curta, 

instalação e progressão rápidas, e diminuição da capacidade de trabalho. Nódulos 

linfáticos, fígado, baço e medula óssea são os principais acometidos. Moderada — 

caracterizada por instalação e progressão 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 linfática (26). 

 

Forma crônica 

É a forma clínica mais frequente (90% dos casos), acometendo 

principalmente homens (22:1 em relação às mulheres) na faixa etária entre 30 e 60 

anos (11,18,26). Evidencia-se por duração prolongada, instalação 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 

manifestações pulmonares presentes em 90% dos pacientes; na sequência os órgãos 

mais afetados são a pele e mucosa da via aerodigestiva (11).   

Unifocal – acomete apenas um órgão ou sistema, como por exemplo, o 

sistema nervoso, os pulmões e as supra-renais. A imunidade celular está pouco 

deprimida ou conservada e os anticorpos estão presentes em níveis moderados (26). 

Em até 25% dos casos os pulmões podem ser os únicos afetados (18). Multifocal — 

Se caracteriza por sintomas e sinais que acometem mais de um órgão ou sistema. 

Resposta imune celular e resposta humoral são variáveis (26).  

 

1.1.5. Fatores de Predisposição  

 

Existem vários fatores contribuintes à progressão da PCM-infecção para a 

PCM-doença, incluindo a resposta imunológica do hospedeiro, origem genética, 

condições de vida e demografia (13).  

O gênero mais acometido é o masculino, sendo a proporção de doentes 

entre homens e mulheres de 10:1 (18); as mulheres são menos propensas a 

desenvolverem a PCM, pela ação do hormônio estradiol (17β-estradiol) - os fungos 

possuem receptores para estrógeno em sua parede - que atua como bloqueador na 
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conversão dos conídios aspirados para leveduras na interação parasito-hospedeiro 

(27,29–31).  

 O predomínio de homens afetados também está correlacionado ao trabalho 

agrícola em áreas endêmicas (11,32) ou pacientes que anteriormente tiveram 

contato com o meio rural (13), já que a PCM é doença ocupacional de agricultores e 

outros profissionais que manejam o solo (13,33). 

Em relação à idade, a micose acomete majoritariamente pacientes entre 30 

e 60 anos, mas também tem sido observada em crianças e idosos (11,18,34). 

 Quanto à etnia não foi identificada predisposição para o desenvolvimento da 

doença (13,32). 

 Outros agravantes para o desenvolvimento da PCM são o tabagismo e o 

etilismo. As alterações pulmonares ocasionadas pelo tabagismo estão associadas 

ao posterior desenvolvimento da doença, e o risco de desenvolvê-la é 14 vezes 

maior entre fumantes do que não fumantes, sendo que 90% dos pacientes que 

apresentam a doença na forma crônica são fumantes (35,36).  

 

1.1.6. Fisiopatologia 

 

A principal porta de entrada do fungo (Paracoccidioides spp) é a via 

inalatória (37) e com menor frequência pode ocorrer inoculação traumática por via 

cutânea ou mucosas (27). Lesões no tubo digestivo tem sugerido que a PCM pode 

ser adquirida por ingestão do fungo. Provavelmente, o fungo, em saprofitismo no 

solo ou vegetais, atinge diretamente o homem, não havendo contágio na forma inter-

humana (38).  

A infecção é adquirida entre 10 e 20 anos de idade, e conforme resposta 

imunológica do hospedeiro pode ser eliminada, controlada ou permanecer latente 

em meio à fibrose, ou pode ocorrer reativação endógena do foco e levar à 

cronicidade da doença (2,11,25,39).  

Propágulos (conídios) infectantes, uma vez inalados, podem ser engolfados 

por células fagocíticas do retículo endotelial no parênquima pulmonar ou podem 

atingir as unidades bronquíolo-alveolares do hospedeiro, se aderindo ao tecido. 

Alguns sistemas enzimáticos do patógeno são ativados dando origem a formas 

leveduriformes do fungo que constituirão sua forma parasitária, passando a se 



34 
 

multiplicar por brotamento múltiplo, onde há formação de um complexo primário 

paracoccidióico (2,18,25,39).   

O P. brasiliensis em seu primeiro período de infecção é assintomático para o 

hospedeiro, porém já existe o desenvolvimento da resposta imune, tanto mediada 

por anticorpos como por células  (39). O êxito da implantação do fungo nos tecidos 

do hospedeiro é dependente da interação patógeno-hospedeiro, mediada por fatores 

como adaptação, adesão, invasão, patogenicidade, virulência da cepa infectante, 

volume do inoculo, fatores genéticos, e resposta imune do hospedeiro. Esta irá gerar 

um ambiente em resposta ao estímulo do fungo através da produção de citocinas e 

estímulo de células fagocitárias (macrófagos) (25,27). As células fagocíticas não são 

capazes de eliminar os fungos, porém os mecanismos de defesa estimulados pelas 

citocinas coordenam a intensidade da resposta granulomatosa e podem levar à sua 

eliminação (27).  

A estimulação do sistema imune do hospedeiro se iniciará com os 

macrófagos e as células dendríticas: células fagocíticas com capacidade de 

reconhecer os antígenos (fungo) e ativar o sistema imune de diferentes formas, 

como ativação do sistema complemento, produção de citocinas e recrutamento de 

células inflamatórias (Figura 3) (39). A produção de citocinas, como o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) é capaz de ativar linfócitos (L) T e o interferon-gama 

(IFN-γ), que ativam os macrófagos por intermédio de células natural killer (NK) e 

LTCD4+, inibindo a replicação do fungo (27,39) 

As células T Helper do Tipo Th1, Th2 e células T regulatórias CD4+ CD25+ 

(Treg) são importantes reguladoras da resposta imune na PCM e acredita-se que as 

células Tregs (CD4+ CD25+) podem controlar a resposta imune local e sistêmica 

(27).  

A formação de granulomas densos a partir do padrão de resposta Th1 

juntamente com a resposta imune inata de um indivíduo saudável pode resolver a 

infecção. É possível atuação de outros tipos de respostas imunológicas, porém, são 

ineficientes na contenção da infecção, como por exemplo, a resposta Th2. A maioria 

das formas clínicas da doença se deve à insuficiência da resposta Th1, 

consequentemente não há formação de granulomas densos (27,40).  

Na forma aguda/subaguda da PCM há presença do padrão de resposta Th2, 

já a forma crônica e de gravidade moderada existe atuação da resposta imune 

intermediária entre Th1 e Th2 (27,40). 
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A resposta gerada do hospedeiro contra a PCM induz inflamação ao redor 

de um ou mais fungos, caracterizada por congestão vascular, edema e predomínio 

de polimorfonucleares (neutrófilos e eosinófilos). A reação imune é específica, com 

formação de granulomas de padrão tuberculóide e a intensidade da inflamação 

granulomatosa é regulada pela interação das citocinas pró e anti-inflamatórias. O 

equilíbrio entre estas citocinas é essencial para impedir a lesão tecidual e 

progressão da doença (27,39). 

 

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

 

Fonte: Parise, Fortes et al (2011). 

1.1.7. Diagnóstico  

1.1.7.1 Diagnóstico Laboratorial 

 

Mesmo em casos evidentes é necessária confirmação laboratorial; o padrão 

ouro é o diagnóstico etiológico baseado na visualização direta do fungo através de 

material colhido das lesões, seja um raspado, secreção, punção ou biopsia de 

órgãos supostamente acometidos (11,18,25,28). 

Rotineiramente usa-se a coloração por Hematoxilina & Eosina (H&E), mas 

outras colorações que evidenciam melhor os fungos também podem ser realizadas, 

como o método Giemsa, ácido periódico-Schiff (PAS), Gomori-Grocott e o método da 

prata metenamina (25,28). 

O teste intradérmico com paracoccidioidina não é específico, podendo ser 
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negativo nas formas graves e positivo em indivíduo sadio. Testes sorológicos 

específicos são importantes para o diagnóstico de PCM e na avaliação da resposta 

do paciente a tratamentos específicos (28).  

Em serviços de referência, os testes sorológicos disponíveis são os  ensaios 

imunoenzimáticos (ELISA) e immunoblots (IB), imunodifusão dupla (DID) e 

contraimunoeletroforese (CIE). Esses testes exibem uma sensibilidade entre 80% e 

95% (11). O título de anticorpos específicos anti-P. brasiliensis tem correlação com a 

gravidade das formas clínicas, com níveis mais elevados na forma aguda/subaguda 

e na forma disseminada da doença. Essas informações ainda são desconhecidas na 

PCM causada pelo P. lutzii. Casos de PCM com resultados falso-negativos estão 

frequentemente associados a pacientes com Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS) ou imunodeprimidos e lesões muito localizadas. Reações falso-

positivas também podem ocorrer com pacientes com aspergilose, histoplasmose e 

leishmaniose (11).  

 

1.1.7.2 Radiológico 

 

Para diagnóstico radiológico são utilizados a Radiografia simples do tórax 

(Raio-X) e a tomografia computadorizada do tórax de alta resolução (TCAR). As 

lesões são comumente bilaterais, prevalecendo os dois terços inferiores dos 

pulmões, podem apresentar nódulos de diferentes dimensões, consolidações e 

cavitações e o acometimento pleural é pouco frequente. Na TCAR podem ser 

visualizados nódulos, espessamento dos septos interlobulares, áreas de opacidade 

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

 

1.1.7.3 Microscopia 

 

O aspecto microscópico dominante é o granuloma, possuindo característica 

epitelióide ou tuberculoide com células gigantes do tipo Langhans. Os granulomas 

são constituídos de histiócitos epitelióides, ora em paliçada, circundados por 

infiltrado linfocitário. Plasmócitos podem ser freqüentes, já inflamação aguda é 

pouco frequente. Pode se observar ainda necrose fibrinóide e microabscessos (28).  
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1.1.8. Tratamento 

1.1.8.1. Quimioterapia 

 

A maioria dos antifúngicos são eficazes no tratamento das diversas formas 

clínicas da doença, pela alta sensibilidade de P. brasiliensis e P. lutzii à maioria 

desses agentes (11). As primeiras drogas empregadas e ainda indicadas são as 

sulfas, que apresentam como vantagem o custo baixo, a segurança para uso 

prolongado e boa penetração no Sistema Nervoso Central (SNC) (28).  

O Itraconazol é a opção terapêutica que apresenta maior eficácia e menor 

índice de efeitos colaterais, sendo a melhor opção nas formas leves e moderadas. 

Trata-se de um derivado tiazólico, com mecanismo de ação semelhante ao do 

Cetoconazol com alta afinidade pelo citocromo P-450 da célula fúngica. 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 doença, nos casos de 

resistência à sulfa, utiliza-se o Cetoconazol, um derivado imidazólico. É 

contraindicado durante a gestação e os principais efeitos colaterais são dores 

abdominais, hepatite e náuseas (28).  

Na forma grave da doença, quando há soma de diversos fatores como: risco 

iminente de morte, resistência à sulfa, impossibilidade de receber imidazólicos ou 

tiazólicos e associação à insuficiência hepática grave, utiliza-se a Anfotericina B via 

intravenosa, que possui ação antifúngica potente e é extremamente tóxica (28,41). 

Outra opção terapêutica 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 manifestações clínicas da micose e prevenir 

à recidiva. Pesquisadores estão desenvolvendo vacinas terapêuticas para atuar 

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

 

1.1.8.2. Vacinas Terapêuticas 

 

 As vacinas terapêuticas com antígenos fúngicos para serem administradas 

em associação com a quimioterapia visam estimular a resposta imune celular, 

reduzindo o tempo de tratamento e prevenindo recidiva da doença (12,27,42).  
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O epítopo P10 foi demonstrado como potente imunógeno para confecção de 

vacina contra a PCM. É formado por uma sequencia de 15 aminoácidos isolados da 

glicoproteína gp43 e possui alta capacidade de indução de resposta imunológica 

através da proliferação das células T. Este mesmo estudo demonstrou que um único 

peptídeo, mesmo sem um adjuvante, teve efeito terapêutico, e que sob 

quimioterapia a proteção pôde ser alcançada com doença já estabelecida (12,42).  

Outras substâncias imunomoduladoras são consideradas para o 

desenvolvimento de vacinas; uma alternativa são as moléculas associadas às 

proteínas de choque térmico (heat-shock proteins –HSP) devido à sua relação em 

diferentes fenômenos da imunidade inata e adaptativa. A vacina DNAhsp65 foi 

testada em modelo murino da PCM, induzindo a resposta Th1. Outra molécula, a 

HSP60, induziu resposta imune protetora contra a infecção (27). As vacinas 

baseadas em ácido desoxirribonucleico (DNA) e os peptídeos parecem ser propícias 

no controle de micoses sistêmicas (12,27,42). 

Há controvérsias nos critérios de cura, sendo necessária análise do quadro 

clínico, da regressão dos sinais e sintomas, estabilização radiológica e exame 

micológico negativo (25,28). P. brasiliensis poderá permanecer em cicatrizes ou 

nódulos fibrosos calcificados, sendo assim, a cura clínica e a cura sorológica são 

independentes da cura biológica (28). Dos pacientes diagnosticados com a PCM, até 

60% evoluem com graves morbidades respiratórias como fibrose pulmonar (FP), 

hipertensão pulmonar (HP) e cor pulmonale, resultando em insuficiência respiratória 

e óbito mesmo após tratamento antifúngico bem sucedido (43,44).  
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2. INTRODUÇÃO 

Fibrose e Hipertensão Pulmonar 

 

A FP na PCM é consequencial à inflamação granulomatosa desencadeada 

pela infecção do P. brasiliensis, regulada dinamicamente por citocinas como o fator 

de transformação do crescimento beta (transforming growth factor beta, TGF- β) e 

interleucina-6 (IL6), células imunes como os linfócitos, e proteínas da matriz 

extracelular como a laminina e colágenos (45,46). A convergência desses processos 

desencadeia, em última análise, a ativação miofibroblástica e sua deposição de 

matriz extracelular com distorção arquitetural do eixo broncovascular e do 

componente septal, resultando em remodelamento parenquimatoso broncocêntrico e 

septal, diminuição da complacência parenquimatosa e vascular, e perda de função 

pulmonar associada à insuficiência respiratória. (47–49).  

Da mesma forma, diversas etiologias de fibrose pulmonar como outras 

doenças infecciosas, doenças imunes, exposição a drogas e doenças idiopáticas 

parecem demonstram similar sequência fisiopatológica terminal, ou seja, 

constitucional ativação miofibroblástica e deposição de matriz extracelular (50,51).  

Nota-se, assim, alterações nos diversos tipos de elementos da matriz, como 

colágeno tipo I, III, V e VI, fibronectina, decorina e glicosaminoglicanos (52,53). Por 

exemplo, o colágeno V é uma fração menor, normalmente não exposto nos tecidos, 

crítico na geometria das fibras com o colágeno I, sendo a cadeia α1(V) relacionada 

ao controle do diâmetro das fibras e a cadeia α2(V) associada a fibrilogênese, mas 

que nas condições fibrogênicas tem recebido destaque, além do desbalanço fibrilar,  

por sua função de desencadear resposta imunológica, devido a preservação dos 

domínios glomerulares e telopeptídeos (NH3 e COOH), altamente imunogênicos 

(54,55). Entretanto, seu papel fisiopatológico e impacto na fibrogênese determinada 

pela PCM é atualmente desconhecido. 

A progressão da FP na PCM é também dirigida pelo padrão da resposta 

imune. Podemos ilustrar que os fungos são fortes indutores da resposta Th17, e esta 

é essencial para o clearance fungal. Pacientes com a forma adulta da PCM mostram 

predominância da resposta Th17. Interessantemente, o principal indutor da ativação 

miofibroblástica é o mesmo fator de diferenciação inicial da resposta Th17, o TGF-β. 

Nosso grupo tem demonstrado a relação da resposta imune Th17 mediada pelos 
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colágenos na manutenção periférica da deposição de matriz extracelular, porém 

essa interação matriz-imune ainda permanece não desvendada na PCM (47).  

Adicionalmente, a ativação miofibroblástica e deposição de matriz 

extracelular têm sido descrita na adventícia de vasos pulmonares, caracterizando-se 

como um centro regulador da resposta imunorregulatória parácrina (56). Assim, 

alterações fibro-inflamatórias em contiguidade poderiam contribuir para o 

espessamento e endurecimento arterial e arteriolar, entrando em um eterno ciclo 

vicioso de endurecimento, redução da complacência, lesão endotelial e ativação 

miofibroblástica (57). Mecanismos fisiopatológicos que podem contribuir de maneira 

determinante na evolução para HP (58,59).  

A HP é um fator de mau prognóstico quando associada a lesões pulmonares 

crônicas, como sequelas fibróticas pulmonares (60,61). Ela é caracterizada por 

pressão arterial pulmonar média (PAPm) superior a 20 mmHg em repouso (62), 

podendo ser subclassificada como pré-capilar (PAWP ≤ 15 mmHg) ou pós-capilar 

(PAWP> 15 mmHg), conforme a pressão de cunha da artéria pulmonar (PAAP) (63). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), é classificada em cinco 

grupos e os pacientes são reunidos com base em semelhanças clínicas, 

fisiopatológicas, perfis hemodinâmicos e conduta terapêutica. Os grupos são: grupo 

1 - hipertensão arterial pulmonar (HAP); grupo 2 - hipertensão pulmonar devido à 

doença cardíaca esquerda; grupo 3 - hipertensão pulmonar devido à doença 

pulmonar e/ou hipóxia; grupo 4 - hipertensão pulmonar tromboembólica crônica; 

grupo 5 - hipertensão pulmonar com mecanismos pouco claros ou multifatoriais (63–

65). Assim, os poucos relatos publicados de hipertensão pulmonar em pacientes 

com PCM os colocam no grupo 1 da OMS, com suposto acometimento pré-capilar 

(66–69). 

Como a HP possui sintomas inespecíficos relacionados à sobrecarga do 

ventrículo direito e à manutenção do debito cardíaco, como inicialmente dispneia, 

acompanhada de exaustão progressiva, e tardiamente síncope ou pré-síncope, dor 

torácica, vertigem, hemoptise ou hemoptoicos, estes podem ser atribuídos à 

evolução sequelar fibrótica da PCM ou comorbidades associadas como enfisema 

pulmonar, perfazendo por essa razão muitas vezes a não suspeita clínica da HP 

(70,71). 

Dentre os vários exames realizados para confirmação de HP, como 

eletrocardiograma, radiografia simples do tórax, e testes de função pulmonar, a 
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avaliação ecocardiográfica é o principal procedimento não invasivo, capaz de 

identificar sobrecarga cardíaca direita e outras alterações indicativas de HP, no 

entanto, sua acurácia é limitada, por diversos fatores como, por exemplo, operador 

dependente e precisão da mensuração da velocidade do jato regurgitante da 

tricúspide e da pressão atrial direita para estimativa confiável da pressão sistólica, já 

que estas são impossíveis de se obter em 10% dos casos (72,73) 

O único exame com alta acurácia para confirmar a HP é o cateterismo 

cardíaco direito (CATE), procedimento invasivo realizado para avaliação da pressão 

pulmonar e da vasorreatividade da circulação 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 clínico da PCM é o diagnóstico 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 ativação 

miofibroblástica pós-cura da infecção paracoccidioidomicótica. Ademais, 80% dos 

pacientes revelam alterações vasculares com diagnóstico de hipertensão pulmonar 

em até 30% deles (66–68,76). Desta forma, torna-se imperativo este trabalho na 

busca de descrição clínica da HP pós PCM e caracterização fisiopatológica da 

ativação miofibroblástica em amostras humanas e modelos animais.  
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3. HIPÓTESE 

 

A Paracoccidioidomicose é uma doença tropical negligenciada, endêmica em 

nossa região com incidência constante apesar do êxodo rural e das melhores 

condições de tratamento farmacológico da infecção pulmonar. Atualmente a fibrose 

pulmonar pós-infecção tratada é a maior causa de morbi-mortalidade dos pacientes 

crônicos. Por outro lado, poucos relatos na literatura têm demonstrado a hipertensão 

pulmonar pós-infecção tratada. Nossa hipótese de trabalho baseia-se no substrato 

fisiopatológico comum entre as duas sequelas acima descritas: a ativação 

miofibroblástica. Assim, o remodelamento vascular seria desencadeado pelo gatilho 

pós-infeccioso. O entendimento hemodinâmico pulmonar associado ao papel do 

remodelamento vascular por ativação miofibroblástica e deposição de matriz 

extracelular no microambiente vascular podem ser críticos para a elucidação de vias 

fisiopatológicas e desenvolvimento de terapias eficazes na paracoccidioidomicose 

sequelar. 
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4. OBJETIVO 

 

Caracterizar a hipertensão pulmonar induzida pela paracoccidioidomicose 

em humanos e em um modelo experimental de fibrose pulmonar induzido por P. 

brasiliensis (cepa Pb18) em nível funcional e morfofisiopatológico. 
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5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos pretendem determinar: 

1) o grau de hipertensão arterial pulmonar dos animais por meio de estudo 

funcional hemodinâmico; 

2) o padrão histomorfométrico vascular dos pulmões através da análise 

morfométrica histoquímica de Picrosirius red em amostras experimentais e humanas 

(biopsia); 

3) a ativação miofibroblástica com estudo da imunoexpressão de alfa-SMA 

em amostras experimentais e humanas (biopsia);  

4) o perfil clínico-ecocardiográfico e hemodinâmico dos pacientes com 

PCM atendido no HCRP/FMRP/USP. 
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6. MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1. Declaração de Ética  

 

Todos os experimentos em humanos e animais seguiram as normas 

regulamentadas para experimentos em humanos e em animais, conforme as 

Diretrizes Éticas Nacionais e Internacionais vigentes. Todos os procedimentos 

humanos e experimentais foram revisados e aprovados pelo Comitê de Revisão 

Institucional e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, Universidade de São 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 São Paulo em Ribeirão 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 

Clínica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. Os animais ficaram em 

condições livres para alimentação (ração padrão para laboratórios) e hidratação, 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 à Micoteca do Laboratório de Investigação em 

Micologia Médica do Departamento de Clínica Médica da FMRP-USP, mantidas na 

forma micelial por repiques sucessivos em meio Ágar Sabouraud Dextrose (SDA) à 

temperatura ambiente (menor que 30°C).  

Para realização 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 suspensão inicial do fungo foi preparada a partir de colônias crescidas 

e ressuspendidas em solução salina 0,9% estéril, de forma a obter uma turvação 

equivalente a 1x108 cel/mL. Para garantir a homogeneidade das suspensões foi 

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

 

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

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: https://quercuslab.es/1433-thickbox_default/camara-de-neubauer-ce.jpg 

  

Figura 5- Câmara de Neubauer. Em destaque: Quadrante de leitura, denominada 
rede de contagem, localizado na parte central da câmara de Neubauer e gravado 
diretamente no vidro.  
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6.2.3 Métodos da padronização da via de inoculação 

 

Para padronizar a via de inoculação e melhor mimetizar a infecção, foram 

realizados testes de inoculação em quatro diferentes vias: intrapulmonar, 

intratraqueal, intravenosa (veia caudal) e intraperitoneal em um total de 5 animais 

por grupo. Cada animal recebeu 200µl de suspensão fúngica contendo 1x108 cel/mL 

(cepa Pb18). Após 4 semanas de infecção, os animais foram submetidos à 

eutanásia. As amostras de pulmão foram coletadas e processadas conforme 

protocolo padrão de insuflação e fixação com formalina 10% tamponada. Após 6 

horas, as amostras foram processadas em sequências de álcoois e xilóis para 

emblocamento em parafina e cortes micrométricos com espessura de 4µm foram 

corados com H&E. A quantidade de granulomas com fungos nos pulmões por área 

total pulmonar foi utilizada como padrão positivo de infecção. 

 

 

6.2.4. Inoculação fúngica Intrapulmonar 

 

Uma única instilação intrapulmonar de 1x108 cel/mL de leveduras de 

Paracoccidioides brasiliensis em 500µL de salina (250µl em cada pulmão) 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 solução 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 cirúrgica em decúbito dorsal, com as patas presas com fita para ficar na 

posição estendida. A punção foi realizada na linha média intraclavicular a 45 graus, 

utilizando-se seringa de 1mL e agulha fina (26G), sendo inoculada a suspensão 

fúngica (grupo Pb) e a solução salina (grupo controle) diretamente nos pulmões. A 

instilação foi realizada de modo lento e progressivo conforme a retirada da agulha 

dos pulmões, para que não fosse inoculada a suspensão fúngica em um único 

ponto, mimetizando a distribuição da carga fúngica como se fosse aspirado pelo 

animal. Após o procedimento, os animais foram acomodados em suas respectivas 

caixas em decúbito elevado e observados diariamente.  
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Figura 6- Instilação intrapulmonar do fungo e de solução salina nos grupos Pb e Controle, 
respectivamente.  

 

Fonte: Autoria Própria. 

 

6.2.5. Cateterismo Cardíaco Direito 

 

O estudo hemodinâmico foi realizado no Laboratório de Fisiologia Cardíaca 

– FMRP/USP, sob orientação do Prof.Dr. Hélio Cesar Salgado. 

Para obtenção das medidas da pressão ventricular cardíaca, após 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 região supraclavicular e então, incisão cirúrgica seguido 

do isolamento da veia jugular externa e introdução 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 pressão ventricular direita.     

As medidas hemodinâmicas foram obtidas com um cateter transdutor (MLT 

1199BPADInstrument) e amplificador Windack pro+DATA ACQDI-7XOUSBO e 

analisado por AcqKnowledge software (Biopac Systems Inc.) (Figuras 7 e 8) (78).  

Após o cateterismo cardíaco direito, os animais receberam dose letal de 

anestésico para que a amostragem dos pulmões fosse realizada. 
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Figura 7- Cateterismo do ventrículo direito. A. Introdução do cateter de Polietileno P50 
PLAYADAMS -ID 058 mm (.0,23") e OD.965mm (0.38") B. Animal preparado junto com os 
equipamentos necessários e realização da medida pelo cateter transdutor MLT 1199BPADInstrument. 
(Autoria Própria). 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 8- Registro hemodinâmico processado pelo AcqKnowledge software (Biopac 
Systems Inc.).  

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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6.2.6. Amostragem dos pulmões 

 

Para a amostragem dos pulmões foi efetuada assepsia do tórax e 

posteriormente a abertura do mesmo. A veia cava inferior e a aorta foram 

dissecadas para instilação de solução salina estéril (cloreto de sódio 0,9%) no 

coração para depuração das hemácias dos vasos sanguíneos pulmonares. Os 

pulmões e o coração de cada animal foram retirados. Uma cânula de Silastic foi 

introduzida na traqueia para que os pulmões fossem perfundidos com formaldeído 

10% tamponado sob pressão controlada a 25 mmHg (Figura 9). Logo após, a 

traqueia foi clampeada para a fixação dos pulmões por um período médio de 6 horas 

(Figura 10).  Após esse período, os pulmões foram seccionados em 5mm de 

espessura utilizando-se a técnica de amostragem randômica uniforme isotrópica 

recomendado pela American Thoracic Society / European Respiratory Society 

(ATS/ERS) (79,80), permitindo uma maior acurácia e precisão dos resultados 

obtidos. 

 

Figura 9- Pulmão direito instilado com formaldeído 10% tamponado. Note a insuflação 

pulmonar após instilação e clampeamento da traqueia.  

 

Fonte: Autoria própria. 

  



51 
 

Figura 10- Pulmões imersos em formaldeído 10% tamponado. Note a completa imersão 

por um período de 4-6 horas para fixação.  

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

6.2.7. Processamento histológico 

 

Após a fixação e secção dos pulmões (Figura 11A), as fatias foram 

amostradas em cassetes e lavadas em água corrente para retirada do excesso de 

formaldeído 10% tamponado por um tempo aproximado de 10 minutos (Figura 11B), 

em seguida os cassetes foram colocados no processador automático de tecidos 

LUPETEC PT 05; em um tempo programado de 30 minutos para cada banho em 

álcool ascendente, ou seja, álcool 70% (2 cubas), álcool 80%, álcool 95% e álcool 

100% (4 cubas), depois os cassetes foram imersos em duas cubas de xilol por um 

período 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 automático e a amostra foi transferida para placa aquecida para que 

cada fragmento do tecido pulmonar fosse colocado manualmente em fôrmas de 

alumínio para a confecção dos blocos (Figura 11D). Em seguida, parafina líquida foi 

adicionada por meio do dispensador de parafina e o cassete colocado por cima para 

identificação da amostra (Figura 11E). Feito isso, a amostra contida na placa 

aquecida 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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micrótomo em cortes sequenciais com espessura de 4μm (Figura 11H). Os cortes 

foram transferidos para o Banho histológico contendo água a 40ºC para distender o 

corte (Figura I).  Em seguida, a lâmina de vidro foi posicionada no banho histológico 

à 45 graus para que o corte se posicionasse no centro da lâmina, sem que 

houvessem dobras, bolhas ou perdas de tecido (Figura I e J). Em seguida, as 

lâminas foram expostas à temperatura ambiente para secar, depois levadas à estufa 

a 60°C por um tempo máximo de 12 horas para escorrer a parafina e posteriormente 

passaram pelo processo de desparafinação conforme protocolo padrão nos 

laboratórios, foram coradas com H&E e Picrosirius Red, seguindo o protocolo para 

cada coloração e posteriormente passaram pelo processo de hidratação e 

montagem das lâminas com meio de montagem. 

 

Figura 11 – Processamento histológico. (A) secção dos pulmões, (B) amostras nos 
cassetes em formaldeído 10% tamponado e posterior lavagem com água corrente para retirada do 
excesso de formaldeído 10% tamponado dos tecidos pulmonares, (C) amostras no Processador 
automático LUPETEC PT 05 para os banhos de álcoois ascendentes, banhos de xilol e parafina, (D) 
amostras na placa aquecida para posicionamento dos fragmentos na fôrma de alumínio, (E) inclusão 
do material em meio a parafina líquida, (F) amostras embebidas na parafina são 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, (I) lâmina de vidro posicionado 
num ângulo de 45 graus para estender o corte sob a mesma, (J) corte posicionado no centro da 
lâmina.  

 

                                        Fonte: Autoria própria. 
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6.3. Pacientes, biópsias e ecocardiografia. 

 

Foram coletados parâmetros clínicos, radiológicos e ecocardiográficos entre 

2005 e 2017 de todos os pacientes com diagnóstico de paracoccidioidomicose no 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de 

São Paulo HCRP/FMRP/USP, através da analise minuciosa do prontuário eletrônico 

Athos. A busca por biopsia pulmonar de todos os pacientes resultou em quinze 

biópsias pulmonares. Como controle foram selecionados 5 casos de autópsia de 

enfisema pulmonar. Todas as biópsias foram revisadas por um patologista pulmonar 

(ATF).  

Os dados clínicos analisados foram sexo, idade, presença de tosse, 

dispneia, comorbidade, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), tabagismo e 

carga tabágica. Os parâmetros radiológicos analisados consistiam em diâmetro da 

artéria pulmonar e da aorta descendente, medidas de ventrículo direito e esquerdo, 

artéria segmentar e brônquios, presença de opacidade e enfisema pulmonares e 

cardiomegalia. Na ecocardiografia, os dados analisados foram área da superfície 

corporal, diâmetro diastólico e sistólico finais, encurtamento fracionário, fração de 

ejeção, fluxo tricúspide e venoso pulmonar, frequência cardíaca e pressão sistólica 

do ventrículo direito. 
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6.4. Ensaio de Histologia, Histoquímica e Histomorfometria  

 

Os blocos de tecido pulmonar da biópsia pulmonar humana e do pulmão 

experimental foram processados no micrótomo em cortes sequenciais de 4µm e 

corados com H&E para análise do padrão de acometimento compartimental 

pulmonar. Além disso, a coloração de picrosirius red foi realizada para avaliação do 

colágeno total. A quantificação do colágeno foi analisada de acordo com o protocolo 

padrão do nosso laboratório, 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 área da adventícia 

preenchida por fibras colagênicas birrefringentes, visualizada sob luz polarizada de 

microscópio Novel acoplado a câmera Lite HD, dividida pela sua área total foi obtida 

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

 

6.4.1. Imunoistoquímica 

 

Para detecção das células SMA-α (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 laboratório (81). Resumidamente, após incubação em solução 

de bloqueio, o anti-corpo primário anti-α-SMA (Rabbit polyclonal, ab5694, Abcam, 

Cambridge, MA 02139-1517 USA, na diluição 1:100) foi incubado seguido pela 

sequencial incubação do anticorpo biotinilado. A visualização foi alcançada por meio 

de reação enzimática após incubação do substrato com a solução cromógena.  

 

6.4.2. Microscopia eletrônica 

 

A microscopia eletrônica ultraestrutural foi realizada após 8 semanas de 

infecção com PCM, utilizando pulmão de rato em secções ultrafinas fixadas em 

paraformaldeído 4% e embebidas em resina Lowicryl HM-20, seguindo o protocolo 

estabelecido pelo nosso laboratório (47). 
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7. ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

Os dados foram expressos como a média ± desvio padrão. Todos os 

procedimentos estatísticos 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 comparações múltiplas quando os dados eram normais 

e as variâncias eram homogêneas. A correlação de Spearman foi usada para 

avaliação das relações entre variáveis. Um valor de p inferior (<) a 0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 
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8. RESULTADOS 

8.1. Padronização da via de inoculação 

 

A maior densidade de granulomas com fungos paracoccidioidomicóticos foi 

significativamente demonstrada no grupo intrapulmonar em relação 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. 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

8.2. Paracoccidioidomicose experimental revela remodelamento 

vascular relacionada à hipertensão pulmonar. 

 

Para determinar o papel da PCM em vasos com consequente hipertensão 

pulmonar, a indução do fungo (cepa Pb18) foi realizada por punção direta com 

agulha fina (26G) via intrapulmonar, puncionando e injetando o inóculo diretamente 

Figura 12 - Densidade de granulomas paracoccidioidomicóticos 
nos diferentes grupos de vias de inoculação. *P <0,05 
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nos pulmões dos animais na linha média intraclavicular a 45 graus. Após 8 semanas, 

a taxa de incidência de granulomas no tecido pulmonar foi de 60%.  Nenhuma 

evidência de PCM foi encontrada em outros órgãos. Os granulomas mostravam-se 

de padrão epitelióide, alguns com células gigantes do tipo Langhans, outros com 

necrose de coagulação; sempre localizados no eixo broncovasculares em um 

padrão broncovascular. O remodelamento bronquiolar com distorção arquitetural foi 

destacada pela deposição de matriz extracelular e infiltração inflamatória em todos 

os casos (Figura 13A). Os vasos arteriais mostraram-se com uma demarcada 

expansão da camada adventícia, proporcionalmente maior nos pequenos vasos que 

nos demais, independentemente da distância entre eles e granulomas (Figura 13B-

D). Algumas células miofibroblásticas e fibras foram observadas na adventícia, 

especialmente nos vasos <50µm (Figura 13D). Funcionalmente, a pressão sistólica 

do ventrículo direito foi significativamente maior no grupo Pb em relação ao controle 

(Figura 13E). Da mesma forma, seus efeitos afetaram significativamente o ventrículo 

direito (Figura 13F). Nossos dados experimentais sugerem que a 

paracoccidioidomicose pode induzir um remodelamento vascular de camada 

adventícia com evolução para hipertensão pulmonar. 
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Figura 13- Paracoccidioidomicose Experimental e Hipertensão Pulmonar. Observa-se 

granuloma bem formado peribronquiolar (A), além da camada adventícia expandida de vasos grandes 

(B), médios (C) e pequenos (D). Pressão ventricular direita na sístole foi significativamente maior no 

grupo Pb em relação ao grupo controle (E). O ventrículo direito foi espessado após a infecção por Pb 

(F).  *P <0,05.  

 
 

 
 

Fonte: Autoria própria. 
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8.3. O granuloma paracoccidioidomicótico experimental induz 

ativação miofibroblástica adventicial com extensa deposição 

colagênica 

 

Os granulomas mostram-se circundados por uma demarcada deposição de 

fibras colagênicas (Figura 14A), as quais se estendem em contiguidade à camada 

adventícia de grandes e médios vasos (Figura 14B e C). Surpreendentemente, 

pequenos vasos (<50µm) revelaram expansão mais intensa da camada adventícia 

por fibras colagênicas, especialmente por fibras grossas (Figura 14D); amarelas e 

vermelhas), representadas em grande proporção por fibras de colágeno tipo I. Além 

disso, essa deposição colagênica em pequenos vasos foi positivamente 

correlacionada com o nível de pressão arterial pulmonar média (Figura 14E). 

Finalmente, a imunoexpressão da actina do músculo liso alfa (Figura 14F) e a 

presença de fibronexus (Figura 14G) na camada adventícia ratificaram a ativação 

miofibroblástica como um pivô crítico de remodelamento vascular. 
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Figura 14- Deposição experimental de matriz extracelular e ativação miofibroblástica 
em modelo experimental de PCM. A deposição de fibras de colágeno em granuloma (A) e na 
camada adventícia de grande (B), médio (C) e pequenos vasos (D) foram destacados por coloração 
de picrossirius red visualizados sob luz polarizada. Deposição de fibras de colagéno em pequenos 
vasos correlacionou-se positivamente com a média da pressão arterial pulmonar (E). Células SMA + 
(F) e fibronexus (G) na camada adventícia de pequenos vasos por imuno-histoquímica e microscopia 
eletrônica, respectivamente, foram destacados, corroborando destacada  ativação miofibroblástica na 
dventícia. 

 

 
Fonte: Autoria própria. 
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8.4.  Biópsia pulmonar com diagnóstico de paracoccidioidomicose 

mostra remodelamento da adventícia por espessamento da matriz 

extracelular 

 

Para testar o potencial translacional de nossos achados experimentais, 

revisamos as biópsias pulmonares de pacientes diagnosticados com PCM do 

HCFMRP-USP entre 2005 e 2017. Desta forma, achados muito similares entre 

animais e humanos foram evidênciados. A expansão da camada adventícia e 

deposição de fibras colagênica foram mais proeminentes em pequenos vasos 

(Figura 15). Curiosamente, embora a maioria dos pacientes seja tabagista, a 

deposição de fibras colágenas aumentou significantemente em pequenos vasos de 

pacientes com PCM em comparação aos enfisematosos (Figura 15).  
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Figura 15- Biópsia 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 hialinização da 
adventícia, além de deposição de fibras colagênicas, as quais foram aumentadas em comparação 
com casos de enfisema.  

 

 
 

Fonte: Autoria própria. 



63 
 

8.5. Alterações estruturais e funcionais da Hipertensão pulmonar 

induzida por paracoccidioidomicose humana. 

 

Para avaliar a repercussão funcional dos achados morfológicos do 

remodelamento vascular, o quadro clínico-radio-ecocardiográfico e dados 

hemodinâmicos foram tabulados de nosso prontuário eletrônico dos últimos 10 anos, 

totalizando 510 pacientes com diagnóstico 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 terço 

dos pacientes tem DPOC e a média de carga tabágica foi de 67 maços/ano. Dos 510 

pacientes com PCM pulmonar, apenas 16 (3,14%) tinham ecocardiografia e nenhum 

tinha o cateterismo cardíaco direito realizado. Metade desses pacientes com a 

ecocardiografia teve a pressão sistólica da artéria pulmonar (PSAP) maior que 35 

mmHg após a cura da PCM (N = 8).  Além disso, este subgrupo de pacientes 

apresentou correlação positiva entre PSAP alta e tempo de cura longo (Figura 16) e 

maior pressão sistólica do ventrículo direito (RVSP) em comparação com outro 

grupo (Tabela 1). Todos os parâmetros clínicos, tomográficos e ecocardiográficos 

(exceto RVSP) não distinguem o subgrupo desses dois pacientes, não destacando 

diferenças de DPOC e tabagismo entre o subconjunto de ambos os pacientes 

(Tabela 1). 
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Figura 16 - Quadro de tempo para hipertensão pulmonar por PSAP (mmHg). Nota-se 

dois subgrupos de pacientes após a cura da PCM (2 anos sem evidências clínico-laboratoriais de 

PCM): 1) aumento progressivo do PSAP de acordo com o tempo; e 2) PSAP estável no tempo. Os 

parâmetros ecocardiográficos foram obtidos por meio de prontuário eletrônico. PCM = 

paracoccidioidomicose; PSAP = Pressão sistólica da artéria pulmonar. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 1 - Parâmetros clínicos, tomográficos e ecocardiográficos de pacientes com 
paracoccidioidomicose. Os pacientes foram categorizados por normal (≤35) ou alterado (> 35) 
PSAP (mmHg). 

 

 

 
PARÂMETROS 

PSAP (mmHg) 
P 

valor 
≤35 

(N=8) 
>35 

(N=8) 

C
L

ÍN
IC

O
 

Sexo (M;F) 7:1 6:2 - 

Idade (anos)* 49,50 ± 3,16 51,50 ± 4,81 0,73 

Tosse 2 5 0,16 

Dispneia  2 5 0,16 

Comorbidades 4 4 0,95 

DPOC 3 5 0,63 

Fumante 5 6 0,65 

Maço cigarro-ano* 59 ± 9,00 76.67 ± 21.86 0,59 

T
O

M
O

G
R

A
F

IA
 

PA diâmetro (mm)* 25,33 ± 1,25 29,57 ± 2,20 0,14 

  AAo diâmetro (mm)* 32,83 ± 2,02 32,86 ± 1,68 0,99 

PA / AAo* 0,77 ± 0,02 0,919 ± 0,087 0,17 

VD/VE (mm)* 0,83 ± 0,08 0,98 ± 0,14 0,40 

SA/B (mm)* 1,11 ± 0,07 1,08 ± 0,09 0,80 

Opacidade 5 6 0,65 

Enfisema 1 4 0,13 

Cardiomegalia 0 2 - 

E
C

O
C

A
R

D
IO

G
R

A
F

IA
 

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 (m²)* 1,74 ± 0,11 1,59 ± 0,03 0,22 

EDD (cm)* 47,81 ± 1,62 45,08 ± 1,79 0,28 

ESD (cm)* 28,14 ± 0,83 27,60 ± 1,96 0,78 

FS (%)* 40,67 ± 0,76 38,70 ± 1,50 0,13 

EF (%)* 67,75 ± 3,10 61,38 ± 4,43 0,26 

TF * 46,75 ± 2,38 53,57 ± 4,76 0,21 

PVF* 74,13 ± 2,95 71,50 ± 5,57 0,68 

FC  (bpm)* 75,75 ± 4,79 83,67 ± 5,12 0,29 

RVSP* 33,38 ± 0,73 46,38 ± 4,57 0,010 
 

 
Nota: * M ± SD; Abreviaturas: M, média; SD, desvio padrão; BSA, área da superfície 

corporal; EDD, diâmetro diastólico final; ESD, diâmetro sistólico final; EF, encurtamento fracionário; 
EF, fração de ejeção; TF, fluxo tricuspídeo; PVF, fluxo venoso pulmonar; FC, frequencia cardíaca; 
RVSP, pressão sistólica do ventrículo direito; DPOC, doença pulmonar obstrutiva crônica; PA, artéria 
pulmonar; AAo, aorta ascendente; VD, ventrículo direito; VE, ventriculo esquerdo; SA, artérias 
segmentares; B, brônquios. 

 

 

 

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

 

Paracoccidioidomicose pulmonar é uma infecção fúngica adquirida por 

inalação. O primeiro estágio da resposta de defesa no microambiente pulmonar é 

uma reação granulomatosa centrada nas vias aéreas. Cronicamente, focal 

deposição de fibras colagênicas é aumentada, causando distorção arquitetural local 

e fibrose pulmonar. Nossos achados sugerem que este processo fibro-inflamatório, 

provavelmente por citocinas como o TGF-β, de maneira parácrina, promove a 

ativação miofibroblástica de modo permanente na camada adventícia de pequenos 

vasos, favorecendo a hipertensão pulmonar induzida por paracoccidioidomicose 

(Figura 17) (82,83). 

Nosso estudo experimental foi o primeiro a desenvolver um modelo 

experimental de instilação intrapulmonar de leveduras para originar a doença 

pulmonar isolada.  Isso permitiu um modelo mais próximo da PCM pulmonar 

humana, já que ele impede uma resposta sistêmica da inflamação granulomatosa 

causada por outros modelos, como por instilação intranasal, intramuscular, 

intraperitoneal ou instalação intravenosa de leveduras de Paracoccidioides spp. (84).  

Após 8 semanas da administração intrapulmonar, os granulomas 

peribronquiolares foram mais destacados nos eixos broncovasculares centrais com 

discreta deposição colagênicas intra e perigranulomatosa, além de um infiltrado 

inflamatório linfocitário discreto. Estes achados são diferentes de outros modelos 

mais sistêmicos, já que eles apresentam-se habitualmente com uma acentuada 

reação granulomatosa com demarcada fibrose pulmonar, às vezes até mesmo com 

áreas de consolidação e intenso infiltrado linfocitário, além do acometimento 

granulomatoso de outros órgãos (85). Por outro lado, nosso painel histopatológico 

experimental foi muito semelhante ao painel de lâminas das biópsias pulmonar, 

especialmente em padrão inflamatório e fibrótico das lesões pulmonares (66).   

Surpreendentemente, paracoccidioidomicose por via intrapulmonar após 8 

semanas alterou as medidas hemodinâmicas dos animais. A pressão no ventrículo 

direito foi significativamente maior do que o grupo controle, bem como o 

espessamento da parede do ventrículo direito. Há vários estudos que investigaram 

HP em outras doenças, como Zelko et al que demonstraram alteração 

hemodinâmica em camundongos expostos à sílica (86) e Zhang et al que 
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demonstraram alteração hemodinâmica nos animais que receberam injeção de 

monocrotalina (87), e Herget et al em ratos com enfisema papaína (88), porém, este 

foi o primeiro e único estudo até o momento de nosso conhecimento que realizou 

cateterismo do ventrículo direito para demonstrar à hipertensão pulmonar induzida 

por paracoccidioidomicose experimental. Este efeito parece ser mediado pela 

expansão das camadas adventícias vasculares destacadas no H&E, 

independentemente da proximidade com o granuloma. Tuder et al relata que o 

remodelamento vascular pulmonar é a principal alteração estrutural na hipertensão 

pulmonar e envolve alterações na camada íntima, média e na adventícia (89) e 

Stenmark et al enfatizam que a adventícia atua como um regulador chave da função 

da parede vascular e estrutura (56,90).  

De fato, a deposição de matriz extracelular é aumentada na camada 

adventícia de ratos infectados em comparação com os controles, especialmente em 

pequenos vasos, correlacionando positivamente com pressão arterial pulmonar. 

Além disso, miofibroblastos caracterizados por SMA+ e fibronexus estavam 

presentes nas camadas adventícias, sendo as principais células a produzir fibras de 

colágeno. A imunoespressão de SMA também foi demonstrada no remodelamento 

vascular por esquistossomose, que teve como desfecho da infecção a HP (91). Da 

mesma forma, nossos casos de biópsia pulmonar humana mostraram a adventícia 

de pequenos vasos sempre expandida por deposição de fibras de colágeno, 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 fisiopatológico crítico da 

função da parede vascular em um microambiente pró-inflamatório e pró-fibrótico 

(90).   

Clinicamente, alguns estudos e relatos de casos demonstraram o papel da 

hipertensão pulmonar induzida por paracoccidioidomicose, mas como sequela em 

estágios avançados (66,68). Da mesma forma, Machado Filho et al destacaram que 

23% dos pacientes com paracoccidioidomicose têm hipertensão pulmonar (69). 

Campos et al demonstraram que 24% dos pacientes têm cor pulmonale, um estágio 

final e avançado de hipertensão pulmonar (67). Paradoxalmente, uma revisão 

recente e as Diretrizes Brasileiras para o manejo clínico da paracoccidioidomicose 

considera a hipertensão pulmonar como rara ou ocasional e não recomenda 

investigação nem acompanhamento médico para hipertensão pulmonar (74,75).  
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Consequentemente, dos 510 pacientes com paracoccidioidomicose, apenas 

3,14% tem ecocardiografia e nenhum deles teve cateterismo cardíaco direito 

solicitado. Provavelmente, a indicação para a ecocardiografia foi proviniente da 

investigação clínica de outras doenças, especialmente doenças cardiovasculares; e 

isso poderia ser uma limitação de nosso estudo retrospectivo. Apesar disso, dois 

fenótipos de pacientes com paracoccidioidomicose foram observados. O primeiro 

revela que 50% dos pacientes tinham um fenótipo agressivo baseado em nível de 

hipertensão pulmonar progressiva de acordo com o tempo após a cura. O segundo 

indica um subconjunto de pacientes com fenótipo mais estável e não progressivo. 

Curiosamente, nenhum parâmetro clínico, radiológico e patológico diferenciaram 

estes dois fenótipos de hipertensão pulmonar, incluindo tabagismo, carga tabágica 

e/ou DPOC. 

Como até o momento não há estudos que corroborem com nossos achados, 

podemos compará-los com o que ocorre na esquistossomose, que é uma infecção 

parasitária, na qual já é conhecido o desencadeamento de HP. Graham et al 

também observaram aumento dos vasos com consequente diminuição da luz do 

vaso, demonstrando a implicação dessa alteração no vaso, com consequente 

aumento do VD por meio da ecocardiografia e com HP instalada (92)  
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Figura 17 - Esquema fisiopatológico da interação entre paracoccidioidomicose e 

hipertensão pulmonar. Observa-se uma reação granulomatosa à levedura de Paracoccidioides 

brasiliensis inalada (Fase Infecciosa) com a deposição colagênica por ativação miofibroblástica (Fase 

Fibrótica). O microambiente pulmonar de citocinas, fatores de crescimento e pequenas moléculas 

modulam a camada adventícia de pequenos vasos para promover a hipertensão pulmonar (Fase 

Hipertensiva). Nossos achados em conjunto, corroboram essa hipótese fisiopatológica. 

 
Fonte: Autoria própria. 
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10. CONCLUSÃO  

 

Em conclusão, nossos dados experimentais e humanos em conjunto indicam 

que a hipertensão pulmonar induzida pela paracoccidioidomicose é uma nova 

doença relacionada a um subconjunto significativo de pacientes com 

paracoccidioidomicose após sua cura. Além disso, o mecanismo fisiopatológico da 

hipertensão pulmonar parece estar ligado à camada adventícia dos vasos 

pulmonares, centro crítico para remodelamento vascular mediado por microambiente 

pró-inflamatório e pró-fibrótico depois da cura de PCM.  

Portanto, nosso grupo de pesquisa recomenda a triagem por ecocardiografia 

e acompanhamento clínico de longo período para hipertensão pulmonar em todos os 

pacientes com PCM. A inclusão futura de hipertensão pulmonar induzida por PCM 

na classificação de hipertensão pulmonar na Organização Mundial da Saúde 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 Clínica do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto, da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 
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Anexo B - Certificado de Aprovação no Comitê de Ética no uso de animais da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, registrado 

com o número 120/2016. 
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Anexo C - Certificado de aprovação para exceção 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 Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, de acordo 

com o Processo HCRP n°14693/2016. 

 


