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MTT: 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
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PCM: Paracoccidioidomicose
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PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate

SBF: Soro bovino fetal/Fetal bovine serum

SMZ-TMP: associagdo sufametoxazol-trimetropim

TGF-: Fator de transformagéo do crescimento beta

Th: T helper

THP-1: Linhagem celular de mondcitos humanos

TIMP: Inibidor tecidual de metaloproteinase/Tissue inhibitor of metalloproteinase
TNF-a: Fator de necrose tumoral-alpha

a-SMA: Alpha-actina de musculo liso/Alpha-Smooth Muscle Actin
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Resumo

dos Reis, K. H. Potencial antifibrético de substancias bioativas vegetais: viabilidade
celular e atividade funcional de fibroblastos pulmonares humanos. 2019. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2019.

A paracoccidioidomicose (PCM) é micose sisttémica causada por fungos do género
Paracoccidioides; suas principais formas clinicas sdo aguda/subaguda e cronica (FC).
Apesar do tratamento antifingico ser eficaz, a maioria dos paciente com a FC da doenca
apresentam sequelas, incluindo fibrose pulmonar. Sabe-se que o estabelecimento da
fibrose na PCM é um processo precoce e sua relagdo com o tratamento antiflngico néo é
bem esclarecido. As plantas possuem o chamado metabolismo secundario e, portanto, sao
utilizadas para fins terapéuticos desde os primdrdios. Portanto, o objetivo deste estudo foi
identificar novos candidatos terapéuticos com propriedades anti-fibréticas frente a
fibroblastos pulmonares humanos a partir de espécies do género Piper, Peperomia,
Davilla, Eugenia e Silybum. Além de avaliar o efeito da associacdo da silimarina ao
antifungico cotrimoxazol (CMX) em modelo experimental murino da PCM. Nossos
resultados demonstraram potencial pro-fibrético das espécies Piper aduncum, Piper
gaudichaudianum e Piper arboreum, induzindo maior producdo de pro-coladgeno | em
fibroblastos pulmonares humanos. Entretanto, o alcaloide/amida comumente isolado do
género Piper, a piplartina, apresentou potencial anti-fibrético, reprimindo a producéo de
pré-colageno 1. Além de verificarmos gque a associacdo da silimarina e CMX exibe um
potencial antifibrotico e uma resposta pré Thl. Por outro lado, a silibinina isolada,
componente majoritario da silimarina, ndo apresentou diferenca quanto a producao de
pré-colageno 1. Nossos resultados sdo promissores, uma vez que demonstram pela
primeira vez o efeito protetor da piplartina na fibrose pulmonar e o uso da combinacao
terapéutica silimarina e CMX no tratamento da PCM pulmonar.

Palavras-Chave: Extratos vegetais; Fibrose pulmonar; Paracoccidioidomicose; Piper.
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Abstract

dos Reis, K. H. Antifibrotic potential of plant bioactive substances: functional and
cellular viability of human pulmonary fibroblasts. 2019. Thesis (Master) — Faculty of
Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides; its main clinical forms are acute/subacute and chronic (CF). Although
antifungal therapy is effective, most patients with CF suffer from sequelae, including
pulmonary fibrosis. It is known that the establishment of fibrosis in PCM is an early
process and its relation to antifungal treatment is not well understood. Plants have the
secondary metabolism and have been used for therapeutic purposes since the earliest. In
this context, the present study aims to identify new therapeutic candidates with
antifibrotic properties against human pulmonary fibroblasts from species of the genus
Piper, Peperomia, Davilla and Eugenia. In addition to evaluating the effect of silimarine
in association with CMX in murine experimental model of PCM. Our results
demonstrated the pro-fibrotic potential of the species P. aduncum, P. gaudichaudianum
and P. arboreum, inducing greater pro-collagen | production in human lung fibroblasts.
However, the compound isolated piplartine presented antifibrotic potential, upregulating
the production of pro-collagen 1. In addition, we find that the association of silymarin the
herbal antifungal CMX demonstrated antifibrotic potential and a response pro Thl.
However, isolated silibinin does not presented difference of production of pro-collagen
1. Our results are promising, as they demonstrate for the first time the protective effect of
piplartine on pulmonary fibrosis and the use of the therapeutic combination silymarin and
CMX in the treatment of pulmonary PCM.

Keywords: Plant extracts; Pulmonary fibrosis; Paracoccidioidomycoses; Piper.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.  Paracoccidioidomicose

Descrita em 1908 por Adolfo Lutz, a paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose
sisttmica, granulomatosa, causada por fungos termodimorficos do género
Paracoccidioides (1). Este género era composto inicialmente por duas espécies: P. lutzii
e P. brasiliensis, sendo o ultimo composto por um complexo de cinco agrupamentos
filogenéticos classificados como espécies cripticas: Sla, S1b, PS2, PS3 e PS4 (2-3).
Entretanto, Turissini et al. (4), baseado em estudos de genealogia genética nuclear e
mitocondrial, propuseram trés novas espécies para PS2, PS3 e PS4, sendo P. americana,
P. restrepienses e P. venezuelensis, respectivamente. Além disso, esses autores
englobaram as espécies S1a e S1b como P. brasiliensis. De qualquer modo, as mudancas
propostas corroboraram com as distribuicGes das espécies, uma vez que as espécies
cripticas Sla e S1b estdo amplamente distribuidas pela América do Sul (1,3,5); a espécie
P. americana (PS2) foi encontrada na Venezuela e no sudeste do Brasil (1-2,6); as
espécies P. restrepienses e P. venezuelensis (PS3 e PS4) sdo endémicas da Colémbia e
Venezuela, respectivamente (2,7). Contudo, vale ressaltar que é dificil de estabelecer a
incidéncia real de cada espécie filogenética e sua implicacdo na prética (8).

A PCM ¢é uma doenca geograficamente restrita a América Latina e no Brasil, foi
considerada a oitava maior causa de mortalidade dentre todas as doengas crénicas e
parasitarias, apresentando a maior mortalidade entre as micoses sistémicas (9). No entanto,
0 nicho ecologico dos fungos Paracoccidioides spp. continua sendo desconhecido. O
fungo foi poucas vezes isolado do solo e o Unico reservatorio natural conhecido do P.

brasiliensis € o tatu da espécie Dasypus novemcinctus (10-11).
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Profissdes ou atividades relacionadas com o manejo de solos contaminados com
o fungo (ex: agricultura, terraplanagem, preparacdo do solo, transporte de vegetais e
jardinagem) s&o os principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenca (12).
Desnutricéo, tabagismo e o consumo de alcool também s&o fatores de risco para a PCM
(9,13). A infeccéo por Paracoccidioides spp. ocorre pela via respiratoria apés a inalagdo
de conideos e/ou fragmentos de hifas (forma infectante) suspensos no ar (14) que atingem
0s pulmaes e se transformam em formas leveduriformes (forma patogénica) (15).

As principais formas clinicas da PCM séo a forma aguda/sub-aguda (FA), forma
cronica (FC) e forma residual (FR). A FA, também chamada juvenil, em geral
compromete criangas, adolescentes e adultos jovens, apresenta historia clinica de curta
duracdo (mediana de dois meses) e exibe manifestacdes clinicas compativeis com o
comprometimento de O6rgdos do sistema fagocitico mononuclear (figado, baco e
linfonodos). A FC, em geral, compromete adultos com mais de 30 anos de idade, que
apresentam doenca de longa duracdo (em geral acima de seis meses), acometendo
pulmdes e mucosa das vias aerodigestivas superiores com grande frequéncia. Muitos
pacientes apresentam sequelas apos tratamento da PCM, as quais constituem a FR (16).

O tratamento da doenca € realizado com derivados azolicos, como cetoconazol,
fluconazol e itraconazol (ITC) e associacdo sufametoxazol-trimetoprim (SMZ-TMP),
também denominada cotrimoxazol (CMX); a anfotericina B é reservada para 0s casos
mais graves (12). O ITC é atualmente a melhor escolha para o tratamento da PCM (17).
Entretanto, no Brasil o CMX possui distribuicdo gratuita no Sistema Unico de Satde e

por isso continua sendo amplamente empregado no tratamento da PCM.
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1.2.  Fisiopatologia e imunidade na PCM

Os pulm@es constituem a porta de entrada habitual do Paracoccidioides spp no
organismo humano e a resposta imune do individuo pode variar de acordo com a carga
genética, género, estado nutricional, tamanho do indculo e viruléncia da cepa inalada (18).

A morte do Paracoccidioides spp ocorre pela acdo do peroxido de hidrogénio
(H202) produzido pelos macrofagos, que sdo potencializados pela resposta imune
adaptativa do tipo T-helper 1 (Thi), caracterizada pela alta produgédo de IFN-y
induzida/potencializada pela ativacdo de linfdcitos que séo atraidos para o sitio da lesdo
(19,20). Qualquer deficiéncia ou alteragdo nesse processo leva ao estabelecimento da
doenga e a sua progresséao.

As manifestacdes clinicas da PCM variam de acordo com o tipo de resposta imune
desenvolvida pelo paciente (21,22). Em alguns casos, devido a incapacidade de
desenvolvimento de resposta efetiva Thy, ocorre um desvio para outros padrdes de
respostas imunologicas (18,21). Dessa forma, existindo comportamentos imunolégicos
distintos nas FA e FC da doenca.

Na FA, observa-se predominio da producéo de citocinas do perfil Tha/Thg (IL-4,
IL-5 e IL-9), também denominada de resposta imune humoral. A resposta imune humoral
ndo é efetiva para a doenca, pois a producdo elevada dessas citocinas acentua a deficiéncia
da resposta imune celular, resultando na ndo reatividade a antigenos de Paracoccidioides
spp. Além disso, tais citocinas induzem alta producéo de anticorpos do isotipo IgG4, IgA
e IgE (18,23). Estes isotipos de anticorpos apresentam capacidade reduzida de fixagdo do
complemento e baixa afinidade com os receptores FCR presentes nos fagocitos, resultando
baixo nivel de fagocitose pelos macréfagos e subsequente multiplicagéo e disseminagéo

fangica.

18



A FC, que ocorre devido a reativacdo de focos latentes e, portanto, apds o
hospedeiro ter organizado uma resposta imune adaptativa eficiente frente ao
Paracoccidioides spp, apresenta instalacio lenta e progressiva. A excecdo dos que
apresentam a forma grave, pacientes com a FC apresentam resposta Th; preservada, isto
é, a semelhanca de individuos saudaveis, sdo reativos ao teste intradérmico com
paracoccidioidina. Apresentam ainda, intensa producdo de citocinas pré-inflamatorias
como TNF-a, IL-1p, IL-17 e de peroxido de hidrogénio. Embora esses mediadores sejam
importantes para a eliminacdo do fungo, sua superproducao induz efeitos deletérios e ndo
conferem protecdo. A producdo de anticorpos também pode estar elevada, e se caracteriza
por imunoglobulinas dos isotipos IgG1 e 1gG2 (24), que possuem maior capacidade de
fixacdo de complemento e maior afinidade pelos receptores FcR (IgG1 > 1gG2 > 1gG4).
Embora esse conjunto de elementos seja importante para a eliminacdo do fungo, a
capacidade de lise microbiana ndo acompanha a multiplicagdo do fungo e o individuo
adoece. Por se tratar de processo inflamatério crénico, esses pacientes, em geral, ja
apresentam fibrose logo no primeiro atendimento clinico, quando se observa producéo

mais acentuada de TGF-: e do fator de crescimento de fibroblasto basico (FGFb) (23).

1.3.  Fibrose Pulmonar e PCM

Ainda hoje o tratamento da PCM apresenta enormes desafios, com frequentes
recaidas e sequelas debilitantes (25). E um tratamento longo, pode variar de nove a
dezoito meses, com avaliagBes clinicas, imunoldgicas e radiologicas frequentes dos
pacientes (12). As sequelas pulmonares sdo as de maior prevaléncia e incluem a fibrose
pulmonar e o enfisema. Essas sequelas levam ao comprometimento funcional e

incapacitacdo do paciente. Apos tratamento, a funcdo pulmonar poucas vezes é normal,
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revelando padréo obstrutivo em 85% dos casos, com frequéncias iguais de obstrucao leve,
moderada e intensa (25,26), interferindo na qualidade de vida do paciente (27).

Apesar da sua importancia, poucos estudos tém focado especificamente a
fibrogénese pulmonar que ocorre na PCM. Cock et al. (28) demonstraram em modelo
experimental murino que esse processo é precoce. Araujo (29), em estudos necroscopicos
demonstrou a presenca de fibrose em pacientes que ndo receberam tratamento
antifungico. Tuder et al. (30) observaram presenca de deposicao de fibras reticulares no
septo alveolar em &reas distantes da lesdo granulomatosa, e assim, 0s autores sugeriram
a possibilidade de componentes do proprio fungo atuarem no processo de fibrogénese.
Venturini et al. (31) demonstraram que a producdo de TGF-B1 e FGFb por mondcitos de
pacientes com FC da doenca ja se encontra elevada no momento do diagndstico; em outro
estudo, foi demonstrado que apds a introdugdo do tratamento antifingico, ocorre um
aumento dos niveis plasméticos de PDGF, um fator de crescimento envolvido na fibrose
(32). Em um estudo recentemente finalizado, nosso grupo observou que o momento do
inicio do tratamento é o0 momento-chave para o desenvolvimento de fibrose pulmonar em
maior nivel (33). Entretanto a relacdo entre o tratamento antifungico e o desenvolvimento

da fibrose continua incerto.

1.4.  Reparo tecidual e fibrose

Todos 0s organismos Vivos possuem mecanismos para responder a estimulos
agressivos. Agressoes teciduais de qualquer natureza desencadeiam de imediato uma
série de eventos, cujo objetivo é impedir danos ao organismo e restabelecer a integridade
tecidual (34). Esta cascata de eventos é chamada de cicatrizagdo e nos humanos acontece

devido aos mecanismos de reparo tecidual (35).
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O reparo tecidual pode ser dividido em trés fases: (1) inflamacéo, (2) formacéo de
tecido de granulagdo com deposicéo de matriz extracelular (MEC) e (3) remodelacéo (36).
No tecido de granulagdo os fibroblastos sdo as células mais abundantes, devido a alta
concentragdo de TGF-B no microambiente (37), fator de crescimento relacionado a
proliferacdo de fibroblastos e sua diferenciagdo em miofibroblastos (38). Essas células
secretam MEC e proteinas incluindo colageno e fibronectina (34,35,37-40), acarretando
remodelacdo da MEC e, consequentemente, resolugcdo completa da ferida.
Miofibroblastos também expressdo a-SMA, proteina que integra filamentos de actina e,
0 aparecimento precoce dessas células na cicatrizacdo sugerem papel importante na
evolugdo dos eventos pro-fibroticos (41).

O fator de crescimento de fibroblastos basico (FGFb) é outro mediador que
desempenha papel fundamental para esse processo. O FGFb é um importante fator
mitogénico para diferentes tipos celulares presentes no tecido lesionado, como
fibroblastos e queratindcitos (42). Além da proliferacdo, o FGFb pode regular a sintese e
a deposicdo de componentes da MEC, incluindo coldgeno e fibronectina (43). Esse
processo é fundamental para a sobrevivéncia de todos os organismos. No entanto, se
desregulado pode levar ao desenvolvimento de fibrose patol6gica ou cicatrizacdo
permanente (41), prejudicando a func¢do normal do tecido. Em alguns casos, pode evoluir
para faléncia de 6rgaos e/ou morte.

A fibrose pulmonar pode ser resultado de muitos tipos de lesdo pulmonar ou
inflamacdo, caracterizada pelo acimulo de células fibroblasticas e proteinas da MEC (41),
seus mecanismos de indugdo permanecem mal definidos, porém, acredita-se que seja
resultado da desregulagdo no remodelamento da MEC, acarretando em um acumulo
excessivo da mesma. A renovacao do coladgeno e o remodelamento da MEC séo regulados

por varias metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores, que incluem os inibidores
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teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (39). Mudancgas na sintese e catabolismo da
MEC regulam o aumento ou diminuicdo do colageno dentro da ferida. A fibrose ocorre
quando o colageno sintetizado por fibroblastos e miofibroblastos excede a taxa na qual
ele é degradado (40,44).

Pacientes com fibrose pulmonar apresentam uma queda em sua qualidade de vida,
devido alteracdes em suas funcdes respiratdrias, incapacitando-os de exercerem suas
profissdes e atividades (45). Na PCM, esse quadro € ainda pior, pois a maioria dos
pacientes da forma cronica séo trabalhadores rurais em sua fase ativa de trabalho,
podendo acarretar graves problemas socioecondmicos, como, por exemplo, doencas

psicoldgicas e intensificar o quadro de alcoolismo.

1.5. Espécies vegetais com potencial terapéutico

As plantas sdo utilizadas como medicamentos desde os tempos pré-histéricos (46),
acredita-se que uma das primeiras formas de utilizacdo tenha sido a busca por alivio e
cura de doencas (47). InUmeras espécies utilizadas na medicina popular despertam
interesse nao apenas na area farmacéutica, mas também nas areas alimentar, agronémica
e cosmética (47). Sendo assim, é de nosso interesse estudar espécies comumente
utilizadas na medicina popular no tratamento de diferentes complicacdes.

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales e estd classificada entre as
Angiospermas mais basais (48), compreende cerca de 4000 espécies e sao encontradas
em regides tropicais e subtropicais (49). Atualmente, esta familia esta dividida em cinco
géneros: Piper L., Peperomia Ruiz e Pavon, Manekia Trel., Zippelia Blume e Verhuellia
(50), sendo os géneros Piper e Peperomia considerados os mais representativos da

familia, com aproximadamente 2000 e 1700 espécies, respectivamente (49).
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Espécies da familia Piperaceae séo utilizadas na medicina popular no tratamento
de complicacBes hepéticas e renais, queixas estomacais, resfriado, gastrite, como anti-
inflamatdrio, entre outras (51,52). Diversas classes de metabdlitos secundarios, como
alcaloides/amidas, derivados do &cido benzoico, lignanas e terpenos presentes em tais
espécies sdo apontados como 0s possiveis responsaveis por sua atividade biologica (53).
Estudos bioldgicos demonstraram que espécies da familia Piperaceae possuem atividades
tripanocida (50), leishmanicida (54), antibacteriana (55), antifingica (53,56,57) e
potenciais anti-viral (58) e anti-tumoral (59). Recentemente, espécies da familia
Piperaceae também estdo sendo estudadas para controle de vetores (60,61) e pragas (62).
Apesar desses achados, pouco se conhece sobre a agdo in vivo destes extratos sobre o
sistema imunologico.

Além das espécies da familia Piperaceae, as espécies Davilla nitida (Vahl)
Kubitzki e Davilla elliptica A. St.-Hil. e espécies do género Eugenia também sdo
utilizadas na medicina popular. Entretanto, tais espécies sao utilizadas para tratamento de
problemas gastricos.

Kushima et al. (63) demonstraram que o extrato metandélico de Davila nitida foi
capaz de proteger a mucosa gastrica em diversos modelos de inducdo de Ulceras e
apresentou atividade bactericida contra Helicobacter pylori. Além de seu extrato
etanolico apresentar atividade bactericida contra diferentes bactérias gram-positivas e
gram-negativas (64). Estudos fitoquimicos relatam que espécies do género Davilla
apresentam composicdo similar: flavonoides, taninos condensados e acido galico
(63,65,66). Espécies do género Eugenia sdo utilizadas na medicina popular para curar
distarbios digestivos e também como anti-febril, anti-inflamatério e diurético (67).
Estudos fitoquimicos relatam flavonoides e taninos como componentes majoritarios de

Eugenia spp. (68,69).
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A espécie Silybum marianum (L.) Gaertn., também conhecida como Cardo
Mariano, pertence a familia Asteraceae (70) e tem sido objeto de diversos estudos, devido
interessante, anticarcinogénica (71), antifibrotica (72), antioxidante e anti-inflamatoria
(73). Tal espécie é utilizada na medicina popular contra problemas hepéticos (74) e,
atualmente, também possui sua atividade hepatoprotetora bem descrita (70). Extratos
padronizados secos de seus frutos e sementes ja vem sendo utilizados em diversos
tratamentos de doencas com diferentes etiologias em humanos (75). Seu potencial
benéfico se d& pela alta concentracdo de silimarina em sua composicéo, flavonoide mais

prevalente (76).

1.6. Compostos isolados de espécies vegetais

Sabe-se que as plantas apresentam o chamado metabolismo secundario (77),
responsavel pela producdo de diversas substancias que permitem sua adequacgao ao meio,
assegurando sua sobrevivéncia (78). E provavel que a sua importancia ecoldgica tenha
alguma relacdo com potencial efeito medicinal para os seres humanos (78,79). No
entanto, a farmacologia e mecanismo de acdo destes produtos sdo objetos de estudo até
os dias atuais (80). Estudos biomonitorados sdo importantes ferramentas para a
identificacdo dos compostos biologicamente ativos presentes no alvo de estudo,
possibilitando o isolamento e uso terapéutico de tais substancias.

A Piplartina é um alcaloide/amida comumente encontrada em espécies do género
Piper (81). Na literatura ha relatos de diversas atividades, entre elas destacam-se atividade
gastroprotetora (82), leishmanicida (83), schistossomida (84), imunomodulador (85),
entre outros. Além de relatos do seu efeito no processo de reparo tecidual (86,87) e fibrose

cardiaca (88).
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A silimarina ¢ um flavonoide isolado da espécie Silybum marianum (89) e é
composta por trés flavolignanas (silibinina, silidianina e silicristina), sendo a silibinina o
componente com maior atividade bioldgica (90), a qual tem sido avaliada em diferentes
contextos, incluindo a fibrose hepatica (91).

A busca por novos farmacos é uma constante necessidade da sociedade moderna
com o intuito de se obter drogas para tratamento de doencas ainda sem tratamento, com
efeito potencializado e reduzidos efeitos colaterais. Introduzir um novo farmaco na area
terapéutica € um processo longo e bastante oneroso (92). O desenvolvimento de uma nova
droga é dividido em varias etapas que incluem: (1) descoberta/caracterizacdo de um
composto com atividade terapéutica; (2) estudos pré-clinicos e (3) estudos clinicos.

Atualmente, sabe-se que o0 uso de plantas sem estudos prévios podem causar
toxicidade e/ou acarretar diversos problemas para animais e humanos, devido a ampla
variedade de metabdlitos secundarios produzidos por essas espécies (93), sendo
necessario a investigacao da farmacologia destes metabdlitos. Portanto, o presente estudo
utiliza modelo in vitro de fibrose pulmonar, com o uso de linhagem de fibroblasto
pulmonar humano, permitindo identificar novas drogas com potencial antifibrotico. Para
0 presente estudo serdo empregados diferentes materiais vegetais das espécies Davilla

nitida, Eugenia speciosa, Silybum maniraum e espécies dos géneros Piper e Peperomia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial antifibrético, in vitro, de substancias bioativas vegetais sobre
viabilidade celular e atividade funcional de fibroblastos pulmonares humanos e, in vivo,

em associacdo ao cotrimoxazol na paracoccidioidomicose.

2.2.  Objetivos especificos

e Determinar a viabilidade celular de fibroblastos pulmonares desafiados com as

substancias bioativas vegetais.

e Caracterizar a atividade funcional de fibroblastos pulmonares humanos desafiados

com as substancias bioativas vegetais a partir da producéo de pré-colageno |.

e Auvaliar a influéncia do tratamento antifibrético sobre a producgdo das citocinas
TGF-B1, MIP1-a, IFN-y, TNF-a e IL-10 envolvidas no processo inflamatorio nos

pulmaes.
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CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que P. aduncum, P. arboreum e P.
gaudichaudianum apresentam potencial pro-fibrético, através da inducéo da producéo de
pré-coladgeno 1; Piplartina apresenta potencial antifibrotico, devido a repressdo na
producdo de pro-colageno 1; Silimarina associada ao CMX apresenta potencial
antifibrotico e o composto silibinina ndo apresentou diferenca quanto a producgéo de pro-
colageno 1.

Nossos resultados sdo promissores, pois sugerem, pela primeira vez, o uso da
piplartina como antifibrético no contexto pulmonar. Bem como, 0 uso da combinacao

terapéutica silimarina + CMX no tratamento da paracoccidioidomicose pulmonar.
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