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RESUMO

A Histoplasmose é uma doenca fungica que envolve o pulméo, pele e mucosa oral,
onde a eficacia da resposta imune contra a doenca, envolve mecanismos efetores
celulares e moleculares que exercem influéncia na defesa do hospedeiro contra o
fungo. Entre os elementos imunoldgicos que modulam o curso da infeccédo esta a
apoptose. Estudos demostram que a inibicdo da apoptose pode influenciar no
resultado da infecgdo em patdgenos intracelulares e extracelulares e/ou modular a
resposta inflamatdria, afetando a resisténcia do hospedeiro e aumentando a
suscetibilidade a infeccdo pelo Histoplasma Capsulatum. As razdes pelas quais a
apoptose contribui para a exacerbacdo da micose, ainda nao foram delineadas,
principalmente na cavidade oral. O objetivo do trabalho foi avaliar a imunoexpressao
de proteinas da via intrinseca da apoptose (Bcl-2, Bak) em lesdes orais de
Histoplasmose (HO), quando comparadas com a mucosa oral com caracteristicas de
normalidade. Foram analisadas 16 bidpsias de pacientes com HO e 14 de fragmentos
de mucosa oral com caracteristicas histolégicas de normalidade. O material foi
avaliado por meio da técnica de imuno-histoquimica indireta, onde foram quantificadas
de forma semi-quantitativa as células do infiltrado inflamatério imunomarcadas com
aumento de 640X, com auxilio do software “Image J”. A expresséao in situ de Bak e
Bcl-2 foi significativamente maior nas biopsias dos pacientes com HO, quando
comparadas com o grupo controle (Mann Whitney, p=0,0434). Os resultados
encontrados demonstram haver uma alteracdo da homeostasia do microambiente nas
lesbes de HO em relacdo a quantidade da Bcl-2 e Bak, expressas pelas células
inflamatérias envolvidas com a micose. O que corrobora para a hipétese de haver
estimulos na cinética da via intrinseca da apoptose, que podem estar exercendo
influéncia na implantacdo e manutencdo do fungo no tecido do hospedeiro, onde os
mecanismos utilizados pelo patégeno para escapar da acao do sistema imune, podem
contribuir para a evolucdo e agravamento da doenca na cavidade oral. Ha
necessidade de novos estudos sobre as demais proteinas anti e pro- apoptoéticas
expressas pelas células inflamatérias envolvidas na resposta imune contra o fungo,

para que estas hipéteses possam ser confirmadas.

Palavras-chave: Apoptose. Cavidade oral. Histoplasmose. Via intrinseca da
Apoptose.



ABSTRACT

Histoplasmosis is a fungal disease that involves the lung, skin and oral mucosa, where
the effectiveness of the immune response against the disease involves cellular and
molecular agents that influence the defense of the host against the fungus. Among the
immunological elements that modulate the course of infection is apoptosis. Studies
show that inhibition of apoptosis can influence the outcome of infection in intracellular
and extracellular pathogens and/or modulate the inflammatory response, affecting host
resistance and increasing susceptibility to Histoplasma Capsulatum infection. The
reasons why apoptosis contributes to the exacerbation of mycosis have not yet been
delineated, especially in the oral cavity. The objective of this study was to evaluate the
immunoexpression of proteins of the intrinsic pathway of apoptosis (Bcl-2, Bak) in oral
lesions of Histoplasmosis (HO), when compared with the oral mucosa with normal
characteristics. We analyzed 16 biopsies of patients with HO and 14 of fragments of
oral mucosa with histological characteristics of normality. The material was evaluated
using the indirect immunohistochemistry technique, where the cells of the
immunomarked inflammatory infiltrate were quantified semi-quantitatively with an
increase of 640X, with the aid of the software "Image J". The in situ expression of Bak
and Bcl-2 was significantly higher in biopsies of patients with HO, when compared with
the control group (Mann Whitney, p=0.0434). The results show that there is a change
in microenvironment homeostasis in HO lesions in relation to the amount of Bcl-2 and
Bak, expressed by the inflammatory cells involved with mycosis. This corroborates the
hypothesis that there are stimuli in the kinetics of the intrinsic pathway of apoptosis,
which may be exerting influence on the implantation and maintenance of the fungus in
the host tissue, where the mechanisms used by the pathogen to escape the action of
the immune system, may contribute to the evolution and worsening of the disease in
the oral cavity. There is a need for further studies on the other anti- and pro-apoptotic
proteins expressed by the inflammatory cells involved in the immune response against

the fungus, so that these hypotheses can be confirmed.

Keywords: Apoptosis. Oral cavity. Histoplasmosis. Intrinsic pathway of apoptosis.
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1 INTRODUCAO/REVISAO BIBLIOGRAFICA

Infecgbes fangicas orais tém aflingido a humanidade por milénios. A
Criptococose, Aspergillose, Mucormicose, Histoplasmose, Paracoccidioidomicose e a
Candidiase tem se tornado presentes na pratica odontolégica do dia a dia. Uma maior
compreensao do funcionamento do sistema imune em humanos revelou que a
imunidade da mucosa da boca fornece uma resposta Unica aos patdogenos fungicos.
Na dltima década, houve avancos significativos na andlise qualitativa e quantitativa
dos microbiomas orais, na quantificacdo simultanea de células imunes, citocinas,
mecanismos de morte e sinalizacdo celular de células microbianas com sinais de
infecgdes fangicas orais, com a finalidade de diagnosticar e prever a suscetibilidade a
doenca fungica oral (CANNON, 2022).

No Brasil e em paises da América do Sul e Central, parte significante da
populacdo € acometida por Histoplasmose em sua forma disseminada (NEVILLE et
al., 2016).

A Histoplasmose (HP) € uma doenca sistémica descrita primeiramente por
Samuel Darling em 1905, sendo causada pelo fungo dimoérfico Histoplasma
capsulatum (H. capsulatum), causando variadas manifestacdes clinicas. Os fungos
sdo esporos de forma micélica que viajam pelo ar; entretanto no organismo humano
estes se encontram na fase de levedura (GOODWIN; DES PREZ, 1978; MILLER et
al., 1982; BOUTROS et al., 1995; NEGRONI, 1999).

E uma doenca prevalente em regifes das Américas do Norte, Central, Latina
e Africa, sendo tipicamente encontrada em &areas rurais com temperatura tropical
(MIGNOGNA et al., 2001).

A doenca é adquirida pela inalacdo de particulas de poeira do solo,
contaminadas por fezes de passaros e morcegos que contém esporos na forma
infecciosa do fungo em areas quentes, Umidas e em ambientes que contém alta
concentracéo de ureia (SOUSA; MUNERATO, 2017).

O H. capsulatum entra no organismo predominantemente por via inalatoria,
onde a quantidade de inéculo e o estado imunoldgico do hospedeiro influenciam na
apresentacdo e evolucdo da doenca. Se o individuo for imunossuprimido ou a
exposicgéo tiver sido maciga, serdo apresentadas formas de maior severidade, como

descrito em pacientes com Linfoma, infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana
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(HIV), transplante de oOrgaos e tratamento imunossupressor (FLOR et al.,, 2003;
GOMES et al., 2002; TORRES RODRIGUEZ; SEGURA-ROCA; COOL, 2009).

A doencga acomete primariamente os pulmdes, no entanto, pode haver o
envolvimento da pele e mucosa oral, se caracterizando como uma forma de
Histoplasmose Disseminada (HD) (HERNANDEZ; MORGENSTERN; WEISS, 1986).
Na Ameérica Latina, sitios primarios para as lesdes cutaneas sdo os bracos, face e
tronco (KLEIN et al., 2016).

Na HD muitas lesdes orais ocorrem, podendo afetar varias areas da cavidade
oral (VIDYANATH et al., 2013) mas na forma isolada, sao raras (YOUNG et al., 1972).
Lesdes de HO estéo presentes em 30% a 50% dos pacientes com HD (FERREIRA et
al., 2002). Estas podem ocorrer em quase toda parte da mucosa oral, com a lingua,
palato e mucosa jugal, sendo os locais mais comum (AKIN et al.,, 2011). Como
diagnoéstico diferencial das lesBes orais, devem ser incluidas doencas como a
Paracoccidioidomicose e o Carcinoma de Células Escamosas (YOUNG et al., 1972,
FERREIRA et al., 2002).

A HD é mais prevalente em homens (PUTOT et al., 2015), bem como, em
pacientes adultos, idosos ou imunocomprometidos, como os HIV+(COBB et al., 1989;
RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2014). E uma infeccdo micética oportunista
potencialmente fatal entre os pacientes com HIV em areas de alta prevaléncia da
infeccdo, especialmente em individuos com uma contagem de linfocitos CD4 de
menos de 150 céls/mL (KAUFFMANN, 2007; SOLARI et al., 2007; SAROSI;
JOHNSON, 1992).

A eficacia da resposta imune contra a infec¢do do H. capsulatum, requer uma
orquestracdo de numerosos efetores celulares e moleculares sollaveis
(ALLENDORFER et al.,, 1999). Numerosas citocinas que regulam a imunidade
protetora, como a IL-12, IFN-y e o GM-CSF, exercem grande influéncia na defesa do
hospedeiro contra o fungo (DEEPE; GIBBONS; WOODWARD, 1999). Mas de todas
as citocinas, o TNF-a é essencial para a sobrevivéncia dos hospedeiros em trabalhos
experimentais ja realizados em animais infectados pelo H. capsulatum (WOOQOD et al.,
2003).

Na HP o exame microscopico exibe um infiltrado difuso de macréfagos ou, na
maioria das vezes, acumulos de macrofagos organizados em granulomas. As células
gigantes multinucleadas normalmente s&o vistas junto com a inflamacéo

granulomatosa. O microrganismo causador é dificil de ser identificado nos cortes de
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rotina corados com hematoxilina e eosina; no entanto, corantes especiais, como 0s
métodos PAS e metamina de prata de Grocott-Gomori, demonstram imediatamente
as leveduras tipicas medindo de 1 a 3 ym de H. capsulatum (NEVILLE et al., 2016).

Em organismos pluricelulares, a apoptose € indispensavel para o seu
desenvolvimento e homeostase (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021).

As primeiras observacdes da morte celular programada (MCP) datam de 1842,
quando Karl Vogt observou que durante a metamorfose do sapo, a notocorda é
eliminada por morte celular. No entanto, a pesquisa sobre a morte celular programada
comecou em 1972, quando o termo apoptose comecou a ser usado por John Keer e
colaboaradores. A apoptose foi diferenciada da necrose como uma forma definida de
MCP com altera¢des morfolégicas particulares (KERR; WYLE; CURRIE, 1972).

A apoptose ocorre em varias condi¢cfes fisioldgicas e patolégicas. Como
processo fisioldgico, a apoptose é fundamental para a homeostase tecidual, incluindo
a remodelacao tecidual e a regulacdo das respostas imunoldgicas (SING; LETAI,
SAROSIEK, 2019).

Ao longo dos ultimos 30 anos, os mecanismos moleculares que regulam a
apoptose tém sido amplamente investigados em varios organismos. Atualmente a
apoptose consiste em dois subtipos principais, chamados apoptose extrinseca e
intrinseca. Em ambas as vias, 0s principais reguladores sdo as caspases, a familia
Bcl2, a proteina P53, a familia do fator de necrose tumoral (TNF) e inibidores de
proteinas de apoptose (IAPs) (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021).

A apoptose € um padréo rigidamente controlado de morte celular, necessario
para o crescimento e desenvolvimento de organismos multicelulares, possuindo
caracteristicas morfolégicas proprias e coordenadas (WONG, 2011).

Durante a apoptose ocorre uma retragcdo da célula que causa perda da
aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. As organelas celulares
permanecem com a sua morfologia original, com excecdo, das mitocondrias, que
podem apresentar ruptura da membrana externa (GRIVICICH; REGNER; ROCHA,
2007). No nucleo celular, a cromatina sofre condensacdo e se concentra junto a
membrana nuclear, que se mantém intacta. A membrana celular forma
prolongamentos e o nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana
nuclear (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

A apoptose € caracterizada pela condensacdo irreversivel da cromatina,

fragmentac&o do DNA, altera¢bes da membrana e formac&o de corpos apoptéticos. E
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considerada uma morte celular ndo patolégica, ou "necrose de encolhimento” (KERR,
1971). Envolve a desintegracdo sincronizada de células danificadas em fragmentos
chamados corpos apoptéticos, sendo estes, uma pequena quantidade do contetdo
intracelular cercado por membrana, contendo os padrdes moleculares associados a
patdogenos e a dano celular (DAMPs e PAMPs). Os receptores presentes nos
macrofagos reconhecem as células apoptéticas e removem essas células danificadas
para evitar uma resposta inflamatéria (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021).

A via intrinseca da apoptose (também chamada mitocondrial ou Bcl2 regulada)
requer ativacdo das Caspases citosolicas por meio da liberagdo do citocromo ¢
mitocondrial e envolve a regulacdo da permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa por proteinas familia Bcl-2. As proteinas Bcl-2 que promovem a morte celular,
incluem aquelas com varios dominios de BH (Bax, Bak) ou uma Unica sequéncia BH3
(Bad, Bik, Bid, Puma, Bim, Bmf e Noxa) (MARTINOU; YOULE, 2011). Véarias proteinas
de Bcl-2 com dominio BH possuem acao anti-apoptéticas, estas incluem as proteinas
Bcl-2, Bcl-xL e Bcl-w. Proteinas pré-apoptéticas como o Bax e o Bak, oligomerizam as
mitocondrias alterando a permeabilidade da membrana permitindo a liberagédo do
citocromo c no citosol (PORTT et al., 2011).

Durante a apoptose intrinseca, as mitocondrias receberam danos suficientes
para segregar proteinas que existem no espaco inter membranoso das mitocondrias.
Este caminho apoptético € mediado por membros da familia Bcl2 (QUARLERI;
CEVALLOS; DELPINO, 2021).

A familia Bcl2 regula de perto a permeabilizacdo da membrana externa da
mitocondria. O processo envolve membros pro-apoptoéticos, como o Bcl2x, Bax,
Bak/Bakl, e membros anti-apoptéticos, como o Bcl2, BcIxL e BcLb (CZABOTAR et
al., 2014; SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).

O Bcl-2 e Bcl-xL inibem a apoptose, pois previnem a liberacdo de citocromo ¢
e sao chamados de reguladores anti-apoptoticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak sdo
proteinas pré-apoptéticas (HENGARTNER, 2000). A expresséao de Bcl-2 é capaz de
inibir a geragédo de espécies reativas do oxigénio e a acidificacao intracelular, bem
como estabilizar o potencial de membrana da mitocondria (VANDER HEIDEN;
THOMPSON, 1999).

A apoptose mitocondrial € iniciada pela liberacdo de fatores pro-apoptoticos
como a pro-caspase-9, o citocromo c, a diablo 1AP-binding mitocondrial protein

(DIABLO/Smac), bem como, a endonuclease G do espaco intermembranoso
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mitocondrial, aumentado pela permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial,
seguida pela ativacao do iniciador caspase 9 (CASP-9) (TAIT; GRENN, 2010).

Em células saudaveis, a proteina X associada a Bcl2 ou Bax, esta localizada
no citosol e o seu antagonista a chamada Bak esta localizada na membrana
mitocondrial externa. Quando Bax e Bak sao ativados, eles se unem dentro da
membrana externa das mitocéndrias com aumento da permeabilizacdo da membrana
(CZABOTAR et al., 2014)

Membros da familia BCL2 anti-apoptéticos ou pro-sobrevivéncia celular,
incluindo Bcl2, Bclw, Bclxl, controlam as atividades de Bax e Bak. Especificamente,
os membros do Bcl2 evitam sua segmentacdo mitocondrial, a oligomerizacdo e sua
ativacao por se unir ao Bax e Bak (UREN et al., 2017).

A ativacdo de Bax e Bak é conhecida como um passo sem retorno, que
inevitavelmente conduz a morte celular. Isso se deve, em parte, ao lancamento de
citocromo c no citosol mediado por Bax e Bak. A presenca de citocromo c é essencial
para manter a cadeia respiratéria mitocondrial e seu potencial de membrana para
limpar espécies reativas de oxigénio. No citoplasma, o citocromo c ativa as vias de
sinalizacao e as caspases (LI et al., 2000; HAKEM et al., 1998; ZOU et al., 1997; LIU
et al.,1996). Em seguida, a CASP- 9 se ativa clivando a CASP-3, -6, e -7 entre outras,
induzindo a acdo de DNAses, inativando proteinas envolvidas na reparacdo do DNA
(KUIDA et al., 1998; YU et al., 2002).

O desencadeamento ou a prevencao da apoptose pode ser um passo critico
no desenvolvimento de processos infecciosos (STRASSER; CORY; ADAMS, 2011).
Esta tem sido observada como uma resposta a uma variedade de infec¢des e pode
ser mediada por variedade de determinantes de viruléncia codificados pelos
patégenos, o que favorece a eliminacdo de células do sistema imune ou evaséo da
resposta de defesa do hospedeiro, que tentam agir para eliminar a infeccéo
(WEINRAUCH; ZYCHLINSKY,1999).

Um grande numero de patogenos podem desregular a apoptose, buscando
uma ativacdo da morte celular programada alternativa, criando um mecanismo de
“backup” que permite que células alteradas alertem as células do sistema imune para
a presenca de um patdgeno no organismo (JORGENSEN; RAYAMAJHI; MIAO, 2017).

Mecanismos de morte celular sdo usados por organismos multicelulares para

sacrificar células infectadas por microrganismos em beneficio das células
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circundantes, onde a morte celular programada, como a apoptose, € produzida como
uma resposta imune inata do hospedeiro (ZITVOGEL; KEPP; KROEMER, 2010).

Por outro lado, a morte celular também pode ser vantajosa aos microrganismos
patogénicos. Alguns patégenos sdo capazes de inibir a morte celular para sobreviver
e multiplicar dentro da célula hospedeira; e outros induzem a morte celular como um
mecanismo por escapar de uma célula e infectar uma célula adjacente (BEHAR;
DIVANGAHI; REMOLD, 2010; LAMKANFI; DIXIT, 2010).

Em uma doenca infecciosa, a apoptose extrinseca pode ser ativada pelos
PAMPs e ligantes de morte secretados pelos microrganismos. Além disso, infec¢des
também ativam a apoptose intrinseca devido a danos ao DNA, alteracdo na
sinalizacdo de calcio e estresse metabdlico das células infectadas (QUARLERI;
CEVALLOS; DELPINO, 2021).

Em algumas circunstancias patégenos que conseguem inibir a apoptose,
podem ter como alvo, as mitocéndrias de células imunes ou epiteliais que atuam como
barreira para a prevencao da infeccao, induzindo a apoptose intrinseca e eliminando
estas células ou paralisando suas fungfes. Uma vez que a apoptose geralmente nao
provoca respostas inflamatérias, este pode ser o caminho preferido por alguns
patdgenos, em vez de outras formas de morte celular programada em beneficio de
sua sobrevivéncia (BIELASZEWSKA et al., 2017).

O uso da apoptose por microrganismos em beneficio de sua sobrevivéncia,
sugere uma co-evolucao entre os agentes infecciosos e o sistema imune. No qual os
patdgenos destroem mecanismos de defesa induzindo a morte de células imunes por
apoptose, enquanto o sistema imunolégico tenta desenvolver mecanismos para
reconhecer células danificadas pela infec¢éo e alertar outras células para a presenca
de agentes infecciosos (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021).

A entrada de um fungo nas células hospedeiras € iniciada quando estes
obtenham acesso a superficie da célula, que entdo gera sinais para induzir sua
internalizacdo. Este processo é regulado geneticamente e bioquimicamente por meio
da apoptose, estando este processo associado com a patogénese de varias doencas
(THOMPSON, 1995).

A capacidade dos agentes patogénicos, como o H. capsulatum e outros fungos
de induzir apoptose em fagdécitos pode ser um fator importante na viruléncia,

reduzindo os mecanismos de defesa do hospedeiro, e usando a apoptose do fagocito
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em proveito préprio, 0 que permitiria sua sobrevivéncia intracelular em células
epiteliais (DEL VECCHIO et al., 2009; ASHIDA et al., 2011).

O H. capsulatum induz a apoptose quando estes invadem as células epiteliais
ou fagécitos, buscando aumentar suas vantagens quanto a sua sobrevivéncia
intracelular (CACERE et al., 2002; SOUTO et al., 2003; MENDES-GIANNINI et al.,
2004; VERICIMO et al., 2006; KETELUT-CARNEIRO et al., 2015). Tais fatos, ainda
nao foram estudados nas lesbes orais de pacientes acometidos pela micose induzida
por estes fungos.

Em pacientes com sepse de origem bacteriana e fangica, os linfocitos
apresentam taxas de apoptose aumentada, mas também ambas CASP -8 e -9 estéo
aumentadas quanto a sua expressdo, enquanto os niveis de Bcl-2 mostram-se
reduzidos (HOTCHKISS et al., 2005).

A apoptose parece exercer um importante papel dentre os muitos elementos
imunologicos que modulam o curso da infec¢ao pelo H. capsulatum, onde a inibicdo
da apoptose pode influenciar o resultado da infeccdo com patégenos intracelulares e
extracelulares e/ou modular a resposta inflamatéria (GAVRILESCU; DENKERS, 2003;
CARRERO; CALDERON; UNANUE, 2004).

Em 2005, Allen e Deepe Jr, demonstraram que a apoptose € uma caracteristica
proeminente em leucdcitos pulmonares de camundongos infectados pelo H.
capsulatum e que células T constituem a maioria das células apoptéticas. Este estudo,
comprovou que a magnitude da apoptose foi regulada ndo apenas pela TNF-a mas
também pela interacao Fas-FasL, e a inibicdo das Caspases envolvidas foi associada
a uma resposta imune adaptativa prejudicada, modulando assim a gravidade da HP.

Proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl2 sdo necesséarios para a cinética
normal e extensdo da morte de células hospedeiras como os macréfagos, durante a
infeccdo por H. capsulatum. Isso decorre da secrecéo de proteina Cbpl dependente
da unido ao calcio celular e da ativacdo de Caspases mediadas por Bax e Bak (ISSAC
et al., 2015). A manipulacdo da vias de morte celular dos macréfagos, podem induzir
a morte desses fagoécitos, sendo este mecanismo usado pelo fungo, para aumentar a
viruléncia em infecgbes pelo H. capsulatum (DEEPE Jr; BUESING, 2012).

Durante uma infeccdo, a modulacdo da apoptose permite que patdogenos se
reproduzam e sobrevivam no hospedeiro. No entanto, a morte celular programada
ocorre em uma variedade de caminhos que produzem diferentes variacoes

morfologicas e respostas imunoldgicas; e a apoptose € apenas uma delas. Apesar da
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diversidade de padrbes de morte celular, a relacao evolutiva entre as vias distintas de
uma célula em apoptose permanece em grande parte desconhecidos. Mais pesquisas
sobre apoptose e sua interelacdo com outras modalidades de morte celular sé&o
necesséarias para determinar a interagdo entre as diferentes vias de sinalizacao, a
definicdo o ponto principal de ndo retorno da apoptose e seu papel como morte
excessiva ou deficiente em doencas infecciosas humanas. O esclarecimento dos
mecanismos, receptores e fatores microbianos envolvidos na apoptose podera revelar
novos “insights” sobre o relagdo hospedeiro-patégeno e novos potenciais alvos
terapéuticos. Espera-se que o presente trabalho possa contribuir de forma significativa
no muito que ainda precisa ser estudado sobre a apoptose em infecciosas fungicas

orais.
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2 OBJETIVOS

Geral:
Avaliar em bidpsias de lesGes orais de Histoplasmose a imunoexpresséao de

proteinas das vias intrinseca e extrinseca da apoptose.

Especificos:

e Avaliar in situ a imunoexpressao de proteinas da via intrinseca da apoptose
(Bcl-2, Bak).

e Quantificar e comparar a imunoexpressao das proteinas da via intrinseca da
apoptose em lesbes de HO e na mucosa oral com caracteristicas de

normalidade.
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3 METODOLOGIA

Amostra:

Apés a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Uberaba (CEP-UNIUBE) (CAAE : 13675019.7.0000.5145) foram coletados os dados
referentes a 16 pacientes com resultados de exame anatomopatolégico com
diagnostico de HO e de 14 fragmentos de mucosa oral com caracteristicas de
normalidade (FMOCN) do Servico de Anatomia Patolégica do Curso de Odontologia
da Universidade de Uberaba (SAPCOU), e do Servico de Anatomia Patologica do
Hospital Rawson da Provincia de Coérdoba (SAPHR) e da Céatedra de Anatomia
Patologica A da Faculdade de Odontologia da Universidade Nacional de Cérdoba —
Argentina (CAPFOUNC), no periodo de 1995 a 2019.

Para cada caso de HO e de FMOCN diagnosticado no SAPCOU, SAPHR e na
CAPFOUNC, foram fornecidas as seguintes informac¢fes: niumero do prontuario,
namero do laboratério, idade, género, cor de pele, tipo de bidpsia, localizagcédo e
diagnéstico histopatologico, sendo que, os dados foram fornecidos, por meio de uma
planilha eletrénica montada no Software Excel®.

De posse dos numeros dos prontuarios dos casos de HO e de FMOCN
diagnosticados no SAPCOU, SAPHR e na CAPFOUNC, os prontuarios foram
levantados para que fossem obtidas informacfes que permitissem o contato para com
estes pacientes, a fim de que, estes assinassem o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE) autorizando a utilizagdo no presente projeto, do material de
bidpsia estocado em blocos de parafina. Apés a assinatura do TCLE pelos 34
pacientes que compuseram a amostra, autorizando a utilizacdo do material de biopsia
estocado em parafina, os blocos foram entdo encaminhados para a realizacdo das
coloracgdes histoquimicas.

A técnica de imunohistoquimica foi realizada nas dependéncias da
Universidade de Uberaba, no Servico de Anatomia Patologica do Curso de
Odontologia e no Laboratério de Pesquisa em Biologia Celular e Molecular localizados
no Campus Aeroporto da Universidade de Uberaba, sala 2D 31 e 52.

Os blocos de parafina selecionados foram cortados em micrétomo com cortes
seriados de 5um de espessura. Nas laminas foram realizadas a coloracdo de

Hematoxilina e Eosina (HE).
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Imuno-histoquimica:

A técnica de imuno-histoquimica indireta foi realizada nas dependéncias da
Universidade de Uberaba, no Servico de Anatomia Patolégica do Curso de
Odontologia e no Laboratoério de Pesquisa em Biologia Celular e Molecular localizados
no Campus Aeroporto da Universidade de Uberaba, sala 2D 31 e 52. Inicialmente
houve a preparacdo das laminas que receberiam os cortes histolégicos, as quais
foram mergulhadas em solucéo de gelatina (15 g de gelatina, 1,5g de sulfato de cromo
potéssio e 3 litros de dgua destilada), por duas horas. A partir dos blocos de parafina
foram obtidos cortes histolégicos de 3 um de espessura, sendo estes estendidos sobre
uma lamina previamente gelatinizadas e incubados em estufa a 37°C durante 24
horas.

As laminas foram desparafinizadas em quatro banhos de xilol cada um por 10
minutos, em seguida passadas por dois banhos de alcool absoluto, um banho de
alcool 95%, um banho de alcool 70% com tempo de 5 minutos cada banho, e depois
mergulhadas por 5 minutos em agua ultra pura para tirar o excesso do alcool.

Para recuperacdo dos antigenos, as laminas foram colocadas em Banho Maria
a 90°C em acido citrico 0.01 molar pH=6,0 onde permaneceram por 30 minutos, apés
esse tempo as laminas foram retiradas e permaneceram por 10 minutos ainda dentro
da solucdo de acido citrico. Ap6s o resfriamento, para o bloqueio de ligacdes
inespecificas, as laminas foram secas uma a uma e entdo acrescentados 100ul de
PBS/BSA 2% em cada corte durante 30 minutos.

ApOs secar as laminas uma a uma, o anticorpo primario foi diluido em PBS/BSA
2% de acordo com as especificacdes de cada anticorpo e colocado nas laminas onde
permaneceram em camara Umida por 2 horas. Em seguidas as laminas foram lavadas
durante 5 minutos por 4 vezes com PBS e Tween 20, a 0,05%. Apés a lavagem, as
laminas foram imersas na solucdo de agua oxigenada 30% e metanol por 10 minutos
e lavadas novamente durante 5 minutos por 4 vezes com PBS e Tween 20, a 0,05%.

Em seguida as laminas foram lavadas duas vezes com PBS e Tween 20, a
0,05% durante 5 min cada para retirada do excesso do anticorpo primario, e incubadas
com anticorpo secundario conjugado a biotina (REVEAL® - SRPINGBIO =
Pleasanton, CA, USA) durante 30 minutos. Posteriormente, foi retirado o excesso do
anticorpo secundario com lavagem em PBS e colocado um complexo de
streptoavidina-biotina que foi incubado por mais 30 minutos em temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas com tampéao PBS e Tween 20, a 0,05%, e secas onde foi
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acrescentada a solucéo reveladora, contendo 1 ml de tampéao Tris-HCI (pH 7,2), 1
comprimido de diaminobenzidina (DAB)(Sigma, St Louis, MO-USA) e 25ul de agua
oxigenada. A reacéo foi interrompida lavando-se em agua corrente.

Posteriormente foi realizada a coloracdo de fundo com hematoxilina e a
montagem das laminas com Entelan®, e em seguida a analise morfométrica das
células positivas foi realizada. A coloracdo de fundo com hematoxilina e a montagem
das laminas com Entelan® foi realizada, seguida da analise morfométrica das células

positivas.

Tabela 1- Especificacdo dos produtos utilizados para cada anticorpo primario

Anticorpo Fabricante Cddigo
Anticorpo anti-Bak humano ST JOHN’S LAB**** STJ112652
Anticorpo anti-Bcl-2 humano BIORBYT*** ORB418681

BIORBYT*** = San Francisco, CA, USA; ST JOHN’S LAB**** = University Way , London, UK.

Identificacdo e estudo morfométrico da imunomarcacao:

Na avaliacdo morfométrica das laminas de imunohistoquimica, o nimero de
células marcadas com positividade foi realizado de forma semi-quantitativa, conforme
descrito por Fregnani e colaboradores em 2009; Kellermann e colaboradores em 2008
e por Henriques e colaboradores em 2011. Esta ocorreu a partir das imagens dos
cortes histoldgicos capturadas por um sistema digital com aumento de 400X.

Cada campo quantificado foi capturado por meio de uma camera acoplada ao
microscépio de luz e computador para digitalizacdo da imagem. Para auxiliar na
contagem e analise das células imuno marcadas as imagens obtidas dos cortes foram
analisadas como auxilio - do software “Image J” (National Institutes os Health, USA).
Foi analisada a presencga de células imunomarcadas no tecido epitelial e conjuntivo
de cada corte capturado. Esta foi classificada como negativa (0), escassa ou < 50%

de células imunomarcadas e abundante ou > 50% de células imunomarcadas.

Analise estatistica:
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A analise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prisma
7.0. A andlise de normalidade e variancia foram feitas pelos testes de Mann-Whitney,
onde resultados foram considerados estatisticamente significativos quando a
probabilidade foi menor que 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 16 casos de HO selecionados para este trabalho, 14(87,5%) eram do sexo
masculino, todos (100%) de etnia branca, com idade variando de 24 a 59 anos, onde
as localizacdes preferenciais das lesbes foram: lingua (43,75%), o palato duro
(37,5%), mucosa jugal (6,25%), palato mole (6,25%) e gengiva (6,25%).

Para os casos controles que tiveram diagndstico histopatolégico de mucosa
oral com caracteristicas de normalidade (14 casos), 57,14% eram pacientes do sexo
masculino, 100% possuiam etnia branca, com idade mais prevalente variando entre
18 a 73 anos, onde as localizacdes preferenciais das lesdes foram: lingua, labio
inferior e mucosa jugal representaram individualmente 21,4% cada, palato duro e
regido retromolar (7,14%) e gengiva (14,28%).

Na analise dos resultados do estudo morfométrico, o teste ndo-paramétrico de
Mann-Withney demonstrou haver diferenca significativa na imunoexpressao de Bak e
Bcl-2 em relacdo ao grupo controle. Os valores de p das proteinas testadas e a
quantificacdo das células imunomarcadas que variou de escassa a intensa podem ser

apreciados na Tabela 2.

Proteinas n (%)
HO Controle Total P value *
Bak <0,0510
0% (0%) 12 (85,72%) 12 (85,72%)
1% -50% 5 (31,25%) 2 (14,28%) 7 (23,33%)
> 50% 11 (68,75%) 0 (0%) 11 (36,66%)
Bcl-2 <0,0001*
0% 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1% - 50% 0 (0%) 13 (92,85%) 13 (43,33%)
> 50% 16 (100%) 1 (7,15%) 17 (56,66%)

*Os valores foram significativos quando a probabilidade foi menor de 5% (p<0,05). HO: Histoplasmose oral. P value:
valor de p.

Tabela 2- Expresséao in situ das proteinas Bak e Bcl-2 da via intrinseca da Apoptose
na Histoplasmose oral e no grupo controle.
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Nas células do grupo controle, a imunomarcagao para Bak foi moderada no
citoplasma de células epiteliais e escassa nas células endoteliais e fibroblasticas
(Figura 1A). Ja as células coradas por Bcl-2, a imunomarcagéao foi intensa tanto no
citoplasma de células epiteliais, como nas células endoteliais e fibroblasticas das
células da mucosa oral (Figura 1B).

No grupo de pacientes com HO, as células exibiram a expressao da proteina

Bak e Bcl-2 de forma intensa no citoplasma de células mononucleares e de forma

exuberante no citoplasma de macrofagos que continham o H. Capsulatum no seu
interior (Figura 1C e 1D).

Figura 1. Imunomarcacéo para Bak e Bcl-2 em bidpsias de pacientes com mucosa oral normal
(A eB)e HO(C e D). (A) Expressédo de Bak foi moderada no citoplasma de células epiteliais e escassa
nas células endoteliais e fibroblasticas. (B) Expressao de Bcl-2 foi intensa tanto no citoplasma de
células epiteliais, como nas células endoteliais e fibroblasticas. (C e D) A expresséo de Bak e Bcl-2 foi
intensa no citoplasma da células do infiltrado inflamatério, principalmente no interior de macréfagos
com o H. capsulatum em seu interior (Aumento de 630X).
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O aumento na expressdo das proteinas BAK e Bcl-2, quando comparado a
mucosa oral com caracteristicas de normailidade (grupo controle) e demonstrado nos
gréficos das figuras 2 e 3, pode ser interpretado como uma forma encontrada pelo H.
capsulatum de modular a apoptose pela maior expressdo de moléculas apoptoéticas
da via intrinseca, influenciando na inducdo da apoptose pelo fungo, que pode
sobreviver e se espalhar para outras partes do corpo conforme apresentado em

trabalhos experimentais desenvolvidos por Del vecchio e colaboradores em 2009.
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Figura 2- Distribuicdo das células imunomarcadas de Bak e nas lesdes de HO e no grupo controle.
* Mann-Whitney, p = 0,0003; ** Mann-Whitney, p = 0,0510.

O aumento na expressao de BCL2 quando comparado com o0 grupo controle
encontrado neste trabalho que pode ser apreciado no grafico da Figura 3, esta em
consonancia com resultados encontrados por Gamradt e colaboradores em 2016,
onde camundongos expressaram de forma excessiva a proteina BCL2, e a apoptose

promoveu a inibicdo da resposta imune durante infeccées.
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Figura 3- Distribuicdo das células imunomarcadas de Bcl-2 e nas lesdes de HO e no grupo
controle. * Mann-Whitney, p = <0,0001.

As diferencas encontradas na expressdo das proteinas da via intrinseca da
apoptose obtidas neste trabalho podem ser visualizadas no grafico da Figura 4. O
grafico e os resultados estatisticos demonstram nitido aumento da proteina Bak e Bcl-
2. Este resultado pode corroborar com afirmativa postulada por Cacere e
colaboradores em 2009, onde o H. capsulatum pode buscar obter vantagens quanto
a sua sobrevivéncia intracelular, e entdo modular a expressao de moléculas anti e pro-
apoptoticas (Bcl-2 e Bak respectivamente) induzindo a apoptose, facilitando sua
sobrevivéncia.

Os resultados apresentados na tabela 1 e nas figuras 1,2,3 e 4 demonstram
haver uma alteracdo da homeostasia do microambiente nas lesbes de HP oral em
relacdo a quantidade de proteinas intrinsecas anti-apoptética (Bcl-2) e pro-apoptotica

(Bak), expressas pelas células inflamatodrias envolvidas com a micose.
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Figura 4- Distribuicdo das células imunomarcadas de Bak e Bcl2 nas lesdes de HP oral e no
grupo controle. * Mann-Whitney, p = 0,0434.

As alteragcdes encontradas neste trabalho, demonstrando mudangas na
expressdo das proteinas Bak e Bcl-2, corrobora para a hipétese de haver estimulos
na cinética da via intrinseca da apoptose, que podem estar exercendo influéncia na
implantacdo e manutencédo do fungo no tecido do hospedeiro, conforme demonstrado
por Behar; Divangahi; Remold (2010); Lamkanfi e Dixit (2010) e Quarleri; Cevallos;
Delpino (2021).
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5 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

As alterac6es encontradas neste trabalho, corrobora para a hipétese de haver
estimulos na cinética da via intrinseca da apoptose, que podem estar exercendo
grande influéncia na implantacdo do H. capsulatum no tecido do hospedeiro, esse
mecanismo utilizado pelo fungo para escapar da acdo do sistema imune, pode
contribuir para a evolugéo e agravamento da doenca na cavidade oral, pois houve um
desequilibrio na expressdo de proteina anti e pré-apoptoticas (Bcl-2 e Bak
respectivamente) na amostra de HO quando comparadas ao grupo controle.

Héa necessidade de concluirmos os estudos sobre as demais proteinas anti e
pré-apoptéticas expressas pelas células inflamatérias envolvidas na resposta imune
contra o fungo, previstas para o segundo ano deste trabalho, para que que estas

hipéteses possam ser confirmadas.
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