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Resumo  
 

ALMEIDA, D. F. Fibrose pulmonar na paracoccidioidomicose: influência do fungo e do 

hospedeiro na fibrogênese. 2017. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2017. 

 

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica causada por fungos do gênero 

Paracoccidioides; suas principais formas clínicas são aguda/subaguda e crônica (FC). Restrita 

à América Latina, a PCM apresenta alta incidência no Brasil, Colômbia e Venezuela, 

especialmente entre os trabalhadores rurais. A maioria dos pacientes com a forma crônica da 

doença, mesmo após tratamento eficaz, apresentam sequelas, incluindo fibrose pulmonar 

(FP). Os problemas sociais, econômicos e psicológicos desencadeados pela FP são 

subestimados. Apesar da fibrogênese na PCM ser reconhecida como um processo precoce, 

seus mecanismos não estão totalmente conhecidos. Assim, o presente estudo tem por objetivo 

avaliar a influência de componentes dos isolados fúngicos e do hospedeiro sobre fibroblastos 

pulmonares. Foram utilizados fibroblastos pulmonares humanos da linhagem MRC-5 e 

fibroblastos pulmonares murinos, isolados de camundongos BALB/c. Fibroblastos foram 

cultivados in vitro com exoantígenos de isolados das espécies P. brasiliensis (Pb18 e Pb326) e 

P. lutzii (Pb01, Pb8334 e Pb66); gp43 purificada, e soros de pacientes com FC em diferentes 

momentos do tratamento (antes do tratamento, cura clínica, cura sorológica e cura aparente). 

Após 24 horas de cultivo, foram avaliadas a proliferação celular e produção de citocinas e 

fatores de crescimento por fibroblastos murinos e humanos. Nossos resultados demonstraram 

que componentes do fungo interferem em fibroblastos pulmonares, pela indução da 

proliferação, aumento dos níveis de TGF-β1 e diminuição dos níveis de IL-6 e VEGF e FGFb. 

Além disso, nós observamos que exoantigenos induziram altas produções de pró-colágeno I 

por fibroblastos humanos. Gp43 induziu aumento nos níveis de TGF-β1 em fibroblastos 

humanos. Em conclusão, nossos resultados demonstram pela primeira vez que componentes 

de P.brasiliensis e P.lutzzi interferem na fibrogênese por agir diretamente na biologia de 

fibroblastos pulmonares. Além disso, evidenciamos que soros de pacientes com FC interferem 

diferentemente na proliferação e ativação de fibroblastos pulmonares de acordo com cada 

momento do tratamento. 

 

Palavras-chave: paracoccidioidomicose, fibroblasto, fibrose pulmonar. 



 

 
 

 

Abstract  

 
ALMEIDA, D. F. Pulmonary Fibrosis in Paracoccidioidomycosis: Influence of fungus 

and host in Fibrogenesis. 2017. Thesis (Master) – Faculty of Medicine of Botucatu, 

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2017. 

 
Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic mycosis caused by fungi of genus 

Paracoccidioides; its main clinical forms are acute/subacute form and the chronic form (CF). 

Endemic in Latin America, PCM presents high incidence in Brazil, Colombia and Venezuela, 

especially among rural workers. Most part of patients with FC exhibits sequelae even after an 

effective fungal treatment, presenting pulmonary fibrosis (PF). The social, economic and 

psychological issues caused by PF are still underestimated. In PCM, fibrogenesis is 

recognized as an early process; however, its mechanisms are unknown. Thus, the present 

study aimed to evaluate the modulatory and functional influence of fungal and host 

components on pulmonary fibroblast. For this, it was utilized human pulmonary fibroblasts of 

cell line MRC-5 and murine pulmonary fibroblasts isolated of BALB/c mice. Next, cells were 

cultivated with different concentrations of isolates of P. brasiliensis (Pb18 and Pb326) and P. 

lutzii (Pb01, Pb8334 and Pb66); purified gp43, and serum of patients with CF in different 

moments of treatment (before treatment, clinical cure, serological cure and apparent cure). 

After 24 hours, cellular proliferation and production of cytokines and grow factors by murine 

and human pulmonary fibroblasts were evaluated. Our results showed that the fungal 

components interfered in fibroblast by induce proliferation and increased levels of TGF-β1 

and decreased IL-6, VEGF and bFGF. In addition we observed that exoantigens induced high 

production of pro-collagen I by human fibroblasts. Gp43 induced increased levels of TGF-β1 

by human cells. In conclusion, our findings showed at first time that components of 

P.brasiliensis and P.lutzii interfere in the fibrogenesis by directly act in the biology of 

pulmonary fibroblast. Furthermore, we verified that serum of FC-patients interfere in 

proliferation and activation of pulmonary fibroblasts according to each moment of treatment. 

 

 

Keywords: paracoccidioidomycosis, fibroblast, pulmonary fibrosis 
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1.INTRODUÇÂO 

 

1.1. Paracoccidioidomicose 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica granulomatosa causada por 

fungos termo-dimórficos do gênero Paracoccidioides [1,2]. A PCM foi descrita pela primeira 

vez, em 1908, por Adolfo Lutz. O termo paracoccidioidomicose foi instituído em 1971 na 

reunião de micologistas das Américas em Medellin (Colombia) e persiste, até hoje, como 

nomenclatura oficial. 

O nicho e habitat deste gênero de fungos ainda não foram totalmente caracterizados, 

porém, sabe-se que colonizam solos úmidos na fase micelial e podem ter como hospedeiro 

natural o tatu Dasypus novemcintus [3,4]. A PCM representa grande impacto na saúde pública 

em países da América Latina, sendo Brazil, Venezuela e Colômbia os mais acometidos com 

prevalência de mais de 15.000 casos relatados entre 1930 e 2012 [5]. E no Brasil, foi 

considerada em 2009 a nona maior causa de mortalidade entre doenças parasitárias [6]. São 

considerados fatores de risco para a manifestação da doença a desnutrição, tabagismo e 

consumo de álcool [7] 

A infecção ocorre através da inalação de conídeos e/ou fragmentos de hifas (forma 

infectante) que atingem os pulmões e se transformam em leveduras (forma patogênica) [8]. 

Uma vez dentro do hospedeiro pode ocorrer disseminação do parênquima pulmonar para os 

linfonodos regionais, podendo também se disseminar via corrente sanguínea e/ ou linfática 

[9]. 

As principais formas clínicas são a forma aguda/subaguda (FA) e forma crônica (FC). 

A FA é caracterizada por acometer principalmente crianças e adultos jovens, apresenta 

história clínica de curta duração (mediana de dois meses) e atinge órgãos do sistema 

fagocítico mononuclear como fígado, baço e linfonodos. A FC acomete em geral adultos com 

30 anos ou mais, apresenta história clínica de longa duração (acima de 6 meses) e acomete 

principalmente pulmões e mucosa das vias aero-digestivas. A maioria dos pacientes 

acometidos é do sexo masculino, trabalhadores rurais, que assim se tornam impossibilitados 

de exercerem suas atividades devido aos problemas respiratórios decorridos da doença, 

levando a diversos problemas socioeconômicos e psicológicos ainda subestimados. Pacientes 

que apresentam sequelas após o tratamento são classificados como FR [10].  

Para o tratamento da PCM são utilizadas drogas como os derivados azólicos 

cetoconazol e itraconazol (ITC) e também a associação sufametoxazol-trimetoprim, também 

chamada de cotrimoxazol (CMX) [11]. A sulfadiazina é pouco utilizada e a anfotericina B é 
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reservada para casos mais graves, devido à sua toxicidade. O ITC é atualmente, a melhor 

escolha para o tratamento da PCM, Cavalcante et al. evidenciaram que sua utilização 

propiciou cura clínica mais precoce e uma melhor tolerância [12]. 

 

1.2 Fungos do gênero Paracoccidioides 

O gênero de fungos Paracoccidioides pertence à ordem Onygenales e a família 

Ajellomycetaceae [13] e é composto por duas espécies: Paracoccidioides brasiliensis e o 

Paracoccidioides lutzii. Sendo ainda a espécie P.brasiliensis divida em 5 espécies crípiticas: 

S1a e S1b que compreende isolados distribuídos por toda a América Latina, principalmente 

Brasil, Argentina e Paraguai [14,15], PS2 composta por isolados venezuelanos e brasileiros; 

PS3 restrita na Colômbia e PS4 restrita na Venezuela. O isolado Pb01 é filogeneticamente 

distinto das outras cepas, definido como Paracoccidioides lutzii e principalmente isolado em 

pacientes da região Centro-Oeste [2,14] e região Norte do Brasil, mais precisamente no 

Estado do Pará [16].  

Este gênero ainda possui a característica do termo-dimorfismo, ou seja, possui a 

capacidade de mudar morfologicamente dependendo da temperatura. O fungo se encontra na 

forma micelial (forma infectante) e a 37°C no interior do hospedeiro transforma-se na forma 

leveduriforme (forma patogênica) [8]. 

Em relação ao metabolismo, são capazes de secretar de 30 à 35 proteases como 

ubiquitinil hidrolase (família C19) e metaloendopeptidase dependente de ATP (família M41) 

que são exclusivas desses fungos. Além disso, secretam enzimas que degradam açúcares 

abundantes em paredes celulares de plantas, indicando que esse grupo pode ser capaz de se 

alimentar de celulose, enquanto crescem no solo [17]. 

Em cultura, estes fungos na fase micelial apresentam o crescimento lento (20 – 30 

dias), a colônia apresenta micélio aéreo curto de cor branca ou creme e, muitas vezes, 

apresenta pigmento castanho na parte reversa, quando aderidas ao ágar, apresentam 

rachaduras e irregularidades no contorno. À temperatura entre 35-37°C, em meio de cultura, a 

colônia se desenvolve mais rapidamente (8-12 dias), apresenta um aspecto cerebriforme e 

consistência macia, cor creme e pode ser facilmente removida do substrato. [18].  

Sua parede celular é composta principalmente por polissacarídeos como quitina, 

polímeros de glicose, proteínas e lipídeos podendo variar de acordo com sua morfologia. A 

quitina apresenta-se em maior quantidade na forma leveduriforme, podendo alcançar 43% do 

peso seco da parede celular e no máximo 13% da parede celular micelial. A camada externa 

da parede na fase leveduriforme é constituida por α-1-3glucana predominante e por β-1-3-
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glucana, na fase de micélio [19]. Especula-se que essa dinâmica de composição de parede 

representa um mecanismo de escape do fungo, uma vez que fagócitos humanos são incapazes 

de digerir a α-1,3 glucana, por produzirem apenas a enzima β- glucanase, sendo capazes de 

digerir a parede somente quando o fungo se encontra na fase micelial [20]. 

Os vários isolados podem apresentar diferenças em sua composição e também podem 

produzir quantidades variáveis de antígenos. Entre as proteínas intracelulares estão: a 

glicoproteína de 43 kDa (gp43) principal antígeno secretado e o mais específico para o 

diagnóstico de infecção por P. brasiliensis [20–22]; aspartil protease (PbSAP) de 66-kDa 

[23]; chaperona mitocondrial de choque térmico Mdj1 [24] e proteína gp75 que tem atividade 

fosfatase [25]. 

 

1.3. Resposta Imune na PCM 

A resposta imune do indivíduo à infecção pelo Paracoccidioides spp determina a 

evolução da infecção. A resposta pode variar de acordo com o estado nutricional, tamanho do 

inoculo, carga genética e gênero do indivíduo. A ação do peróxido de hidrogênio (H2O2) 

produzido pelos macrófagos [26], é a principal causa da morte do Paracoccidioides spp. A 

produção deste metabólito é potencializada pela resposta imune adaptativa do tipo Th1, 

caracterizada pela produção de IFN-γ pelos linfócitos ativados, atraídos para o sítio da lesão. 

Qualquer descompasso, deficiência ou alteração nesse processo leva ao estabelecimento da 

doença e a sua progressão.  

O comportamento imunológico é distinto entre as formas clínicas da doença [27–30]. 

Em pacientes com FA, observa-se produção de citocinas do perfil Th2/Th9 (IL-4, IL-5 e IL-9). 

A produção elevada dessas citocinas acentua a deficiência da resposta imune celular, levando 

à ausência de reatividade frente a antígenos de Paracoccidioides spp. Além disso, as citocinas 

de perfil Th2/Th9 induzem produção muito elevada de anticorpos do isotipo IgG4 [31] que 

apresentam reduzida capacidade de fixação de complemento e pequena afinidade pelos 

receptores FcR, fagocitose e, consequentemente, a eliminação do fungo, tornam-se 

comprometidas. 

A FC, que ocorre devido à reativação de focos latentes e, portanto, após o hospedeiro 

ter organizado uma resposta imune adaptativa eficiente frente ao Paracoccidioides spp, 

apresenta instalação lenta e progressiva. À exceção dos que apresentam a forma grave, 

pacientes com a FC apresentam resposta Th1 preservada, isto é, são reatores ao teste 

intradérmico com paracoccidioidina. Apresentam ainda, intensa produção de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL-17 e de peróxido de hidrogênio. Embora esses 
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mediadores sejam importantes para a eliminação do fungo, sua superprodução induz efeitos 

deletérios e não conferem proteção. A produção de anticorpos também pode estar elevada, e 

se caracteriza por imunoglobulinas dos isotipos IgG1 e IgG2 [31], que possuem maior 

capacidade de fixação de complemento e maior afinidade pelos receptores FcR (IgG1 > IgG2 

> IgG4). Embora esse conjunto de elementos seja importante para a eliminação do fungo, a 

capacidade de lise microbiana não acompanha a multiplicação do fungo e o indivíduo adoece. 

Por se tratar de processo inflamatório crônico, esses pacientes, em geral, já apresentam fibrose 

logo no primeiro atendimento clínico, quando se observa produção mais acentuada de TGF-β1 

e do fator de crescimento de fibroblasto básico (FGFb) [32]. 

 

1.4. Fibrose Pulmonar na PCM 

Após tratamento antifúngico eficaz, pacientes com FC podem apresentar fibrose nos 

diferentes órgãos comprometidos, os pulmões, particularmente, também exibem o enfisema. 

Essas sequelas levam ao comprometimento funcional e incapacitação do paciente. A função 

pulmonar poucas vezes é normal, revelando padrão obstrutivo em 85% dos casos, com 

frequências iguais de obstrução leve, moderada e intensa [33–35]. Os achados necroscópicos 

de pacientes com PCM revelam que a fibrose pulmonar é caracterizada por extensas áreas de 

depósito de colágeno próximas à região hilar, envolvendo outras estruturas como linfonodos, 

brônquios e artérias. As fibras colágenas se encontram na periferia dos granulomas e se 

estendem a brônquios e vasos sanguíneos próximos. Além disso, Tuder et al. [36] observaram 

proliferação de fibras reticulares em áreas distintas do processo granulomatoso, indicando que 

o próprio fungo ou seus componentes podem induzir a produção de colágeno.  

Apesar da sua importância, poucos estudos têm focado especificamente a fibrogênese 

pulmonar que ocorre na PCM. Cock et al.[37] demonstraram em modelo experimental murino 

que esse processo é precoce. Araujo [38], em estudos necroscópicos demonstrou a presença 

de fibrose em pacientes que não receberam tratamento antifúngico, mais recentemente, 

Venturini et al. [32] demonstraram que a produção de TGFβ1 e FGF por monócitos de 

pacientes com FC já se encontra elevada no momento do diagnóstico, e em outro estudo, foi 

demonstrado que após a introdução do tratamento antifúngico, ocorre aumento da fibrose 

pulmonar [39]. Em geral, durante a evolução da PCM, a função pulmonar encontra-se alterada 

observando-se hipoxemia com predominância da perfusão sobre a ventilação pulmonar [40]. 

De acordo com os autores, é possível que o envolvimento pulmonar ocorra na fase precoce da 

doença, uma vez que pacientes com padrão obstrutivo e misto apresentam envolvimento 

precoce das vias respiratórias com alterações na difusão e ventilação. Mesmo com a regressão 
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das lesões radiológicas após o tratamento, não há recuperação da função pulmonar sendo 

comum a dispneia a grandes e pequenos esforços [34].  

 

1.5. Mecanismos relacionados à fibrose pulmonar   

Fibrose é uma patologia associada com um amplo espectro de injúrias que podem ser 

causadas por diversas razões, incluindo tratamento antibiótico, infecção e exposição 

ambiental [41–43].  

Denomina-se fibrose a formação ou desenvolvimento de tecido conectivo em órgãos 

ou tecidos quando em processo de cicatrização. Ocorre em determinadas circunstâncias em 

que há aumento do estroma conjuntivo de um órgão decorrente de cicatrização ou de um 

processo reacional em que a produção de matriz extracelular pode não estar relacionada com 

o processo reparativo. Em consequência das modificações na arquitetura do órgão e das 

alterações na função das células parenquimatosas, podem surgir distúrbios funcionais [44]. 

Os mecanismos que induzem a fibrose ainda não foram elucidados, porém, acredita-se 

que seja resultado de uma desregulação durante o reparo tecidual [45]. O reparo tecidual 

ocorre em 4 estágios: 1- Coagulação, 2- Homeostase, 3-Inflamação, 4-Proliferação e 

remodelação [46]. Durante a proliferação e remodelação, os fibroblastos proliferam no local 

da injúria [47] e secretam citocinas incluindo o TGF-β1 que atua de forma autócrina e 

parácrina para induzir proliferação e/ou eventual diferenciação de fibroblastos em 

miofibroblastos [48–50]. Estas células secretam matriz extracelular e proteínas incluindo 

colágeno e fibronectina [45,47,51] que são entrelaçadas para proporcionar um substrato de re-

epitelização do tecido [47]. Miofibroblastos também expressam α-SMA, proteína que integra 

filamentos de actina, proporcionando as células o fenótipo contrátil [52,53]. Embora 

inicialmente benéfico, o processo de regeneração tecidual pode se tornar patogênico se este 

continuar desenfreadamente, resultando em remodelamento da matriz extracelular e formação 

de cicatriz permanente. Em alguns casos, pode até evoluir para falha do órgão e morte. 

No ápice da interação célula-célula durante a cura tecidual há duas classes chave de 

citocinas: mediadores pró-fibróticos e mediadores antifibróticos. O TGF-β1 é o mais bem 

caracterizado mediador pró-fibrótico na fibrose pulmonar este é um fator de crescimento 

secretado por um amplo espectro de células, incluindo fibroblastos, com efeitos que são 

específicos para o tipo celular e tecidual [49,54–58]. 

Em oposição ao TGF-β1, a prostaglandina E2 (PGE2) é um medidor lipídico anti-

fibrótico predominantemente secretado por células epiteliais como indutor de quiêscencia de 

fibroblastos [59,60]. Ele ainda atua como regulador negativo de TGF-β1, inibindo a 
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proliferação de fibroblastos e diferenciação em miofibroblastos e secreção de matriz 

extracelular [48,50,60–62]. 

Acredita-se que o balanço de reguladores positivos e negativos (TGF-β1 e PGE2, por 

exemplo) seja necessário para o alcance da homeostase e assim evitar a ativação excessiva de 

fibroblastos [63]. A rede de colágeno depositada por fibroblastos é regulada continuamente 

pela síntese do colágeno e seu catabolismo. O “desligamento” do colágeno e outras proteínas 

da matriz extracelular são controlados por várias metaloproteinases (MMPS) e seus inibidores 

de metaloproteinases (TIMPs) que são produzidas por granulócitos, macrófagos, células 

epidermais e miofibroblastos. 

Pacientes com fibrose pulmonar apresentam dificuldade ao respirar, obtêm um mau 

prognóstico e consequentemente uma redução da qualidade de vida [64–68]. Tratamentos 

para a fibrose pulmonar são limitados. Transplante de pulmão foi considerado a única 

intervenção até recentemente. Em outubro de 2015 duas drogas Nintedanib (lheim, Ingelheim 

am Rhein, Alemanha) e perferidone (Shionogi & Co., Ltd., Osaka, Japan; Marnac Inc., 

Dallas, TX, USA) foram aprovadas nos EUA para o tratamento para a fibrose pulmonar 

idiopática [69]. Nenhuma dessas terapias é curativa, ambos os tratamentos diminuem, mas, 

não param ou revertem o progresso da fibrose pulmonar idiopática marcada pela redução do 

declínio da capacidade vital dos pacientes [70–72]. Ambas as drogas atuam na dinâmica dos 

fibroblastos inibindo proliferação, diferenciação e produção de TGF-β1. Contudo, nenhuma 

destas drogas demonstrou promover a sobrevivência ou regeneração das células epiteliais em 

pulmões fibróticos. 

 

1.6. Papel dos fibroblastos na inflamação 

Os fibroblastos são células presentes em diversos tecidos e possuem a capacidade de 

se diferenciar em outras células, incluindo cartilagem, osso, adipócito e células de músculo 

liso. Fibroblastos são uma população heterogênea e se origina através de diferentes processos. 

Entre esses processos estão a migração e diferenciação de células da medula óssea, 

denominadas de fibrócitos; a diferenciação de células epiteliais através da transição epitelial-

mesenquimal (EMT), e sendo recentemente sugerido a diferenciação de células endoteliais 

através da transição endotelial-mesenquimal (EndMT) [73]. Apesar dos fibroblastos serem 

uma das células mais abundante do estroma, estas células permanecem relativamente mal 

caracterizadas em termos moleculares [74]. Esta ausência de marcadores específicos dificulta 

a caracterização dos subconjuntos dessas células. Porém, algumas proteínas específicas 
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possibilitam a fenotipagem de fibroblastos como fibronectina, CD90, COL I, III e IV e pró-

colágeno [75]. 

Em resposta a estímulo microbiano, injúria mecânica, sinais derivados de linfócitos e 

macrófagos, fatores autócrinos e padrões moleculares associados a patógenos (PAMPS) que 

interagem com receptores de reconhecimento (TLR), fibroblastos podem secretar citocinas, 

quimiocinas e prostaglandinas [76]. A interação entre fibroblastos e leucócitos através de 

receptores CD40/CD40L, resulta na ativação do fator nuclear NFkB com níveis elevados de 

IL-6, IL-8 e ciclooxigenase 2 [77]. Além disso, essas células são responsáveis por definir 

ativamente o microambiente dos tecidos e desempenharem papel importante na transição da 

inflamação, visto que a produção inapropriada de quimiocinas como SDF-1, IFN-β e 

componentes da matriz extracelular por fibroblastos pode afetar diretamente as células do 

sistema imune levando ao estabelecimento da inflamação crônica [78]. 

 

1.7. Racional científico do estudo 

A PCM é uma doença endêmica da América latina, e apesar de representar problemas 

na saúde pública, é negligenciada. Mesmo após o tratamento antifúngico finalizado com 

sucesso, a maior parte dos pacientes portadores da forma crônica apresenta sequelas, dentre 

elas a fibrose pulmonar. Como consequência esses pacientes apresentam problemas 

respiratórios que acabam incapacitando-os muitas vezes de exercerem suas profissões e 

atividades. Em alguns casos, essa condição pode desencadear problemas psicológicos, e 

intensificar o quadro de alcoolismo já frequente nesses pacientes. 

Até o momento, ainda não foram totalmente elucidados os mecanismos que levam a 

fibrose durante a PCM, e poucos são os estudos que focam no papel das células pulmonares 

durante esse processo. Na literatura estudos focam no mecanismo de adesão e infecção de 

células por parte do fungo [79,80]. Uma lacuna ainda não explorada é o papel do fungo e seus 

componentes no aspecto funcional e modulador nas células responsáveis pela instalação da 

fibrose, como fibroblastos e miofibroblastos. Esse racional tem por fundamento estudos 

patológicos que verificaram que áreas de deposicição de colágenos em septo alveolar ocorrem 

à distância da lesão granulomantosa, sugerindo que componentes do fungo poderiam atuar 

nesse processo. 
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6.CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados demonstram pela primeira vez uma nova metodologia de isolamento 

de fibroblastos pulmonares murinos, além de evidenciar a capacidade de exoantígenos 

de isolados de fungos do gênero Paracoccidioides ssp promoverem a proliferação e 

elevada produção de pró-colágeno I e TGF-β1 em fibroblastos pulmonares. 

Evidenciamos também que componentes do soro de pacientes com a forma crônica da 

paracoccidioidomicose interferem diferentemente na proliferação e ativação de 

fibroblastos pulmonares de acordo com cada momento do tratamento.  

 




