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RESUMO

A presenca de infec¢Bes fungicas tem se tornado comum na pratica odontoldgica.
Uma maior compreensédo do funcionamento do sistema imune em humanos revelou
gue a imunidade da mucosa da boca fornece uma resposta Unica aos patdogenos
fungicos. Estudos mostram que a inibicdo da apoptose pode influenciar no resultado
da infecgéo, afetando a resisténcia do hospedeiro e aumentando a suscetibilidade a
infecgao pelo Histoplasma capsulatum e pelo Paracoccidioides brasiliensis. As razdes
pelas quais a apoptose contribui para a exacerbacao das micoses, ainda ndo 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 lesfes
orais de Histoplasmose (HO) e de Paracoccidioidomicose (PCM) quando comparadas
com a mucosa oral normal. Foram analisadas 16 biopsias de pacientes com HO, 17
de PCM e 14 de mucosa oral com caracteristicas histolégicas de normalidade. O
material foi avaliado por meio da técnica de imuno-histoquimica indireta, onde foram
avaliadas de forma semi-quantitativa as células imunomarcadas. A expressao in situ
de Bak e Bcl-2 foi significativamente maior nas biopsias dos pacientes com HO e PCM
guando comparadas com a mucosa oral normal (Kruskal-Wallis, p = <0,0001). Os
resultados encontrados demonstram haver uma alteracdo da homeostasia do
microambiente nas lesdes de HO e PCM em relagdo a quantidade da Bcl-2 e Bak,
expressas na mucosa oral normal, o que corrobora para a hipotese de haver estimulos
na cinética da via intrinseca da apoptose, que podem estar exercendo influéncia na
implantacdo e manutencao do fungo no tecido do hospedeiro, onde 0s mecanismos
utilizados pelo patégeno para escapar da acdo do sistema imune, podem contribuir
para a piora das micoses na cavidade oral.

Palavras-chave: Apoptose; Cavidade oral; Histoplasmose; Paracoccidioidomicose;

Via intrinseca da Apoptose.






ABSTRACT

The presence of fungal fungi has become common in dental practice. A greater
understanding of the functioning of the immune system in humans has revealed that
the mucosal immunity of the mouth provides a unique response to fungal pathogens.
Studies show that apoptosis can influence the outcome of infection, affecting host
resistance and increasing susceptibility to infection by Histoplasma capsulatum and
Paracoccidioides brasiliensis. The reasons why apoptosis contributes to the
exacerbation of mycoses have not yet been delineated, especially in the oral cavity.
The aim of this study was to evaluate the immunoexpression of intrinsic apoptosis
pathway proteins (Bcl-2, Bak) in oral lesions of Histoplasmosis (HO) and
Paracoccidioidomycosis (PCM) when detected with a normal oral mucosa. There were
16 biopsies from patients with HO, 17 from PCM and 14 from oral mucosa with normal
histological characteristics. The material was evaluated using the indirect
immunohistochemistry technique, where the immunostained cells were semi-
quantitatively evaluated. Bak and Bcl-2 in situ expression was significantly higher in
biopsies from patients with HO and PCM when detected with normal oral mucosa
(Kruskal-Wallis, p = <0.0001). The results showed that there is a change in the
homeostasis of the microenvironment in HO and PCM lesions in relation to the amount
of Bcl-2 and Bak, expressed in the normal oral mucosa, which corroborates the
hypothesis that there are stimuli in the kinetics of the intrinsic pathway of apoptosis ,
which may be influencing 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 worsening of mycoses in the oral cavity.

Keywords: Apoptosis; Oral cavity; Histoplasmosis; Paracoccidioidomycosis; Intrinsic

pathway of Apoptosis.
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1. INTRODUCAO

Histoplasmose:

A Histoplasmose (HP) € uma doenca sistémica descrita primeiramente por
Samuel Darling em 1905, sendo causada pelo fungo dimorfico Histoplasma
capsulatum (H. capsulatum), causando variadas manifestacfes clinicas. Os fungos
séo 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 regibes 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
concentracdo de ureia (SOUSA; MUNERATO, 2017).

O H. capsulatum entra no organismo predominantemente por via inalatoria,
onde a quantidade de in6culo e o estado imunolégico do hospedeiro influenciam na
apresentacdo e evolucao 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, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), transplante de 6rgaos e tratamento imunossupressor (FERREIRA et al., 2002;
FLOR et al., 2003; TORRES RODRIGUEZ; SEGURA-ROCA; COOL, 2009).

A doenca 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 sao os bracos, face e
tronco (KLEIN et al., 2016).

Na HD muitas lesGes 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 Histoplasmose Oral (HO) estdo presentes em 30% a 50% dos pacientes
com HD (FERREIRA et al., 2002). Estas podem ocorrer em quase toda parte da
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mucosa oral, como a lingua, palato e mucosa jugal, sendo os locais mais comuns
(AKIN etal., 2011). Como diagndstico 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 positivos (COBB et
al., 1989; RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2014). E uma infec¢&o micética oportunista
potencialmente fatal entre os pacientes com HIV em é&reas de alta prevaléncia da
infeccdo, especialmente em individuos com uma contagem de linfécitos CD4 de
menos de 150 céls/mL (SAROSI; JOHNSON, 1992; KAUFFMANN, 2007; SOLARI et
al., 2007).

Na HP o exame microscépico exibe um infiltrado difuso de macréfagos ou, na
maioria das vezes, acumulos de macréfagos organizados em granulomas. As células
gigantes multinucleadas normalmente sdo vistas junto com a inflamacéo
granulomatosa. O microrganismo causador ¢é dificil de ser identificado nos cortes de
rotina corados com hematoxilina e eosina; no entanto, corantes especiais, cComo 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).

Paracoccidioidomicose:

Adolpho Lutz, em 1908 observando les6es encontradas na boca de alguns
pacientes foi o primeiro a descrever as principais consideracdes sobre o fungo
causador da Paracoccidioidomicose (PCM). Esta micose também ficou conhecida
como blastomicose brasileira, blastomicose sul-americana e moléstia de Lutz
(ARAUJO, 1999).

A espécie Paracoccidioides ssp. E representada por fungos dimérficos termais
que, em sua forma saprofita, vivem livre na natureza, provavelmente nas plantas, no
solo e na agua (ARAUJO, 1999). Esta é a micose sistémica mais importante da
América Latina, Brasil, Venezuela e Argentina, sendo estes 0s paises com o maior
namero de pacientes (OLIVEIRA et al., 2015).

Devido aos avancgos nos estudos filogenéticos de diferentes Paracoccidiodes,
esta espécie foi dividida em dois géneros: o Paracoccidiodes. brasiliensis (P.
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brasiliensis) e o Paracoccidiodes lutzii (P. lutzii). Estes fungos expressam fatores que
facilitam sua sobrevivéncia em condi¢bes adversas dentro das células e tecidos e
como tal, beneficiam o desenvolvimento da doenca (CASADEVALL; PIROFSKI,
1999).

A PCM é uma micose endémica no Brasil, responsavel pela maior causa de
mortalidade e a oitava mais importante causa de mortalidade por doencas infecciosas
cronicas, atingindo taxas de 0,9 - 1 morte por 1.000.000 de habitantes (COUTINHO et
al., 2002; BOCCA et al., 2013). Estima-se que 3.360 novos casos ocorram por ano,
refletindo as altas taxas de morbidade e mortalidade atribuida a PCM no Brasil
(BLOTTA et al.,1999; MARTINEZ, 2010; BELLISSIMO-RODRIGUES; MACHADO;
MARTINEZ, 2011; LOTH et al., 2011; DE SOUZA et al., 2014; VIEIRA et al., 2014).

Estudos ecoepidemioldgicos tém demonstrado a ocorréncia da micose em
varias regides do Brasil, ressaltando a importancia desta doenca no pais (OLIVEIRA
et al.,, 2015). No Brasil as regibes endémicas para a PCM séo: Séo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (YASUDA et al.,
2006; GONDAK et al., 2012).

A PCM é classificada de acordo com sua historia natural e condi¢des clinicas
do paciente nas formas aguda ou subaguda e crénica. As manifestacdes clinicas
dependem da viruléncia da cepa infectante do fungo, do grau e do tipo de resposta
imunolégica desencadeada, dos tecidos infectados e, especificamente, de
caracteristicas intrinsecas do seu hospedeiro (GONDAK et al., 2012).

A forma crénica, também denominada “do adulto”, € a mais comum na pratica
clinica. Desenvolve-se a partir do complexo primario pulmonar ou da reativacdo de
foco quiescente pulmonar ou metastatico. A maior parte dos casos tem inicio nos
pulmbes e progride lentamente. Geralmente, € observada em adultos do sexo
masculino com mais de 30 anos de idade. Apresenta quadro clinico de duracao
prolongada, normalmente acima de seis meses de histdria clinica, e se expressa
frequentemente pelo comprometimento pulmonar e tegumentar (cutaneo e/ou
mucoso) (VILLALBA, 1998).

As manifestacdes bucais na PCM sao muito importantes, uma vez que 30 a
50% destas ocorrem como queixa principal. Tais manifestacdes afetam
principalmente, os labios, bochechas, soalho da boca, lingua e faringe, podendo

invadir varias areas simultaneamente, como lesfes inflamatorias granulomatosas
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cronicas e progressivas (SPOSTO et al., 1993; TOLENTINO et al., 2010; BRAZAO-
SILVA et al., 2011; AZENHA et al., 2012; ABREU E SILVA et al., 2013; NEVILLE et
al., 2016).

A capacidade do Paracoccidiodes de colonizar seus hospedeiros é altamente
dependente de mecanismos que facilitem o fungo em eliminar as barreiras fisicas e
imunologicas impostas pelo hospedeiro, onde os patégenos se aderem as células
hospedeiras, tornando a colonizagdo bem-sucedida (MONTENEGRO; FRANCO,
1994; FORTES et al., 2011).

Nos tecidos do hospedeiro a invasdo € um evento complexo, geralmente
envolvendo varios mecanismos de regulacdo da homeostase celular e a expressao
de varios diferentes fatores de viruléncia, que permitem o desenvolvimento de uma
micose sistémica com extenséo profunda ao organismo hospedeiro (OLIVEIRA et al.,
2015).

Na PCM é frequente a ocorréncia de distarbios imunorregulatorios,
manifestando-se com graus variados, exibindo depresséo da imunidade mediada por
células, ativacao deficiente de leucécitos polimorfonucleares e macrofagos, ativacéo
policlonal de linfécitos B e titulos elevados de anticorpos da classe IgG (ALCANTARA,
2002).

O substrato inflamato6rio na PCM é caracterizado pela presenca de uma reagao
inflamatéria granulomatosa e supurativa, com destaque para a formacdo do
granuloma paracoccididédico. Como varios tipos celulares estdo envolvidos na
inflamacdo granulomatosa da PCM, ha a necessidade de existir um meio de
comunicacdo entre estas células, que é realizado por mediadores moleculares
denominados de citocinas. Estas dirigem todas as etapas da resposta inflamatéria e
do reparo tecidual (ALCANTARA, 2002; ARAUJO, 2014, ARAUJO et al., 2015).

Apoptose celular:

Em organismos pluricelulares, a apoptose € indispensavel para o seu
desenvolvimento e homeostase (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021). As
primeiras observagdes da morte celular programada (MCP) datam de 1842, quando
Karl Vogt observou que durante a metamorfose do sapo, a notocorda € eliminada por

morte celular. No entanto, a pesquisa sobre a morte celular programada comegou em
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1972, quando o termo apoptose comecou a ser usado por John Keer e colaboradores.
A apoptose foi diferenciada da necrose como uma forma definida de MCP com
alteracdes morfoldgicas particulares (KERR; WYLE; CURRIE, 1972).

A apoptose ocorre em varias condigcbes fisiologicas e patologicas. Como
processo fisiologico, a apoptose é fundamental para a homeostase tecidual, incluindo
a remodelacéo tecidual e a regulacdo das respostas imunolégicas (SINGH; LETAI,
SAROSIEK, 2019).

Ao longo dos ultimos 30 anos, os mecanismos moleculares que regulam a
apoptose tém sido amplamente investigados em varios organismos. Atualmente é
sabido que a apoptose consiste em dois subtipos principais, chamados apoptose
extrinseca e intrinseca. Em ambas as vias, 0s principais reguladores séo 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 via intrinseca da apoptose (também chamada mitocondrial ou Bcl2 regulada)
requer ativacdo das Caspases citosolicas por meio da liberacdo do citocromo c
mitocondrial e envolve a regulagdo 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).

Varias proteinas de Bcl-2 com dominio BH possuem acao anti-apoptéticas,
estas incluem as proteinas Bcl-2, Bcl-xL e Bcl-w. Proteinas pré-apoptoticas como o
Bax e o Bak, oligomerizam as mitocéndrias alterando a permeabilidade da membrana
permitindo a liberacdo 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 mitocéndrias.
Este caminho apoptético € mediado por membros da familia Bcl2 (QUARLERI;
CEVALLOS; DELPINO, 2021).

A familia Bcl2 regula de perto a permeabilizagdo da membrana externa da
mitocondria. O processo envolve membros pro-apoptoticos, como o Bcl2x, Bax,
Bak/Bakl, e membros anti-apoptéticos, como o Bcl2, BeIxL 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
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proteinas pré-apoptéticas (HENGARTNER, 2000). A expresséao de Bcl-2 é capaz de
inibir a geracdo de espécies reativas do oxigénio e a acidificacdo intracelular, bem
como, estabilizar o potencial de membrana da mitocondria (VANDER HEIDEN,;
THOMPSON, 1999).

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 ¢ no citosol mediado por Bax e Bak. A presenca de citocromo c é essencial
para manter a cadeia respiratoria 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 (LIU et al.,1996; ZOU et al., 1997; HAKEM et al., 1998; LI
et al., 2000). Em seguida, a Caspase 9 se ativa clivando a Caspase-3, -6, e -7 entre
outras, induzindo a acdo de DNAses, inativando proteinas envolvidas na reparacao
do DNA (KUIDA et al., 1998; YU et al., 2002).

Relacao da apoptose celular com doencas flngicas:

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 infeccbes e pode
ser mediada por variedade de determinantes de viruléncia codificados pelos
patégenos, o que favorece a eliminacdo de células do sistema imune ou evasao da
resposta de defesa do hospedeiro, que tentam agir para eliminar a infeccéo
(WEINRAUCH; ZYCHLINSKY,1999).

Um grande numero de patdégenos 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).

Alguns patogenos 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 algumas circunstancias patégenos que conseguem inibir a apoptose,

podem ter como alvo, as mitocondrias de células imunes ou epiteliais que atuam como
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barreira para a prevencao da infeccdo, induzindo a apoptose intrinseca e eliminando
estas células ou paralisando suas fun¢gdes. Uma vez que a apoptose geralmente nao
provoca respostas inflamatorias, este pode ser o caminho preferido por alguns
patébgenos, em vez de outras formas de morte celular, para o 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
patégenos destroem mecanismos de defesa induzindo a morte de células imunes por
apoptose, enquanto o sistema imunolégico tenta desenvolver mecanismos para
reconhecer células danificadas pela infeccéo e alertar outras células para a presenca
de agentes infecciosos (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021).

A entrada de um fungo nas células hospedeiras é 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 P. brasiliensis, o H. capsulatum
e outros fungos de induzir apoptose em fagocitos pode ser um fator importante na
viruléncia, reduzindo os mecanismos de defesa do hospedeiro, e usando a apoptose
do fagdcito em proveito préprio, 0 que permitiria sua sobrevivéncia intracelular em
células epiteliais (DEL VECCHIO et al., 2009; ASHIDA et al., 2011).

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

Proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl2 s8o necessarios para a cinética
normal e extensdo da morte de células hospedeiras como os macrofagos, durante a
infeccdo por H. capsulatum. Isso decorre da secrecéo de proteina Cbpl dependente
da unido ao calcio celular e da ativagdo de Caspases mediadas por Bax e Bak (ISSAC
et al., 2015). A manipulag&o das vias de morte celular dos macrofagos, podem induzir
a morte desses fagoécitos, sendo este mecanismo usado pelo fungo, para aumentar a
viruléncia em infec¢des pelo H. capsulatum (DEEPE JR; BUESING, 2012).
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O esclarecimento dos mecanismos, receptores e fatores microbianos
envolvidos na apoptose podera revelar novos “insights” sobre o relagdo hospedeiro-
patbgeno e novos potenciais alvos terapéuticos. O presente trabalho contribuiu no
conhecimento sobre a apoptose na sua via intrinseca em infec¢des fungicas orais

profundas mais prevalentes, fato esse, pouco estudado nos dias atuais.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

e Avaliar a imunoexpressao de proteinas da via intrinseca da apoptose em
lesbes orais de PCM cronica e HO, quando comparadas a mucosa oral com

caracteristicas de normalidade.

2.2. ESPECIFICOS

e Descrever os aspectos clinicos e patolégicos em amostras de pacientes com
PCM e HO,;

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

e Comparar aimunoexpressao das proteinas da via intrinseca da apoptose em
lesbes de HO e PCM e na mucosa oral com caracteristicas de normalidade.
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3. HIPOTESE

O conhecimento da expressao das proteinas das vias intrinsecas da apoptose
nas células do infiltrado inflamat6rio envolvidas na resposta contra o P. brasiliensis e
o H. capsulatum, pode auxiliar na elucidacdo dos mecanismos envolvidos na
disseminacdo dos patogenos e inducdo da imunossupressao, favorecendo a
disseminagéo destes, ou ainda, beneficiar na erradicagdo ou a permanéncia e
sobrevivéncia deste agentes infecciosos no hospedeiro, podendo ser utilizado como

um marcador de gravidade para estas doencas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra:

Apés a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Uberaba (CEP-UNIUBE) (CAAE:13675019.7.0000.5145 e 88456318.3.0000.5145)
(Anexo 1) foram coletados os dados referentes a 16 pacientes com resultados de
exame anatomopatolégico com diagndstico de HO, 17 pacientes com resultados de
exame anatomopatolégico com diagnéstico de PCM oral e de 14 fragmentos de
mucosa oral com caracteristicas de normalidade (FMOCN). Sendo a amostragem nao
probabilistica por critério de conveniéncia, devido a disponibilidade imediata dos
casos.

Os casos de PCM e FMOCN foram obtidos do Servico de Anatomia Patoldgica
do Curso de Odontologia da Universidade de Uberaba (SAPCOU), e os casos de HO
foram obtidos do Servico de Anatomia Patolégica do Hospital Rawson da Provincia
de Cordoba (SAPHR) e da Catedra de Anatomia Patolégica A da Faculdade de
Odontologia da Universidade Nacional de Coérdoba — Argentina (CAPFOUNC), no
periodo de 1995 a 2019.

Para cada caso de HO, PCM e de FMOCN diagnosticado no SAPCOU, SAPHR
e na CAPFOUNC, foram fornecidas as seguintes informac6es: nimero do prontuério,
namero do laboratério, idade, sexo genético, cor de pele, tipo de bidpsia, localizacédo
e diagnaostico histopatoldgico, sendo que, os dados foram fornecidos, por meio de uma
planilha eletrénica montada no Software Excel®.

De posse dos numeros dos prontudrios dos casos de HO, PCM 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) (Apéndice 1) autorizando a utilizagcdo no presente projeto, do
material de biopsia estocado em blocos de parafina.

ApoOs a assinatura do TCLE pelos 47 pacientes que compuseram a amostra,
autorizando a utilizacdo do material de bidpsia estocado em parafina, os blocos foram
entdo encaminhados para a realizacdo das coloracdes histoquimicas e imuno-

histoquimicas.
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As técnicas de histoquimica e imunohistoquimica foram realizadas nas
dependéncias da Universidade de Uberaba, no Servico de Anatomia Patoldgica do
Curso de Odontologia e no Laboratério de Pesquisa em Biologia Celular e Molecular
localizados no Campus Aeroporto da Universidade de Uberaba, salas 2D31 e 52.

Os blocos de parafina selecionados foram cortados em micrétomo com cortes
seriados de 5um de espessura. Nas laminas foram realizadas a coloracdo
histoquimica de Hematoxilina e Eosina (HE) (MICHALANY, 1980) e em seguida foi

realizada a técnica imuno-histoquimica indireta.

4.2 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 Laboratério de Pesquisa em Biologia Celular e Molecular localizados
no Campus Aeroporto da Universidade de Uberaba, sala 2D52.

Inicialmente houve a preparacdo das laminas que receberiam os cortes
histoldgicos, as quais foram mergulhadas em solucédo de gelatina (15 g de gelatina,
1,59 de sulfato de cromo potassio e 3 litros de agua destilada), por duas horas. A partir
dos blocos de parafina foram obtidos cortes histologicos de 3 um de espessura, sendo
estes estendidos sobre lamina previamente gelatinizada, sendo estes 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 &lcool 70% com tempo de 5 minutos cada banho, e depois
mergulhadas por 5 minutos em agua ultrapura para tirar o excesso do alcool.

Para recuperacao 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, apos
esse tempo as laminas foram retiradas e permaneceram por 10 minutos ainda dentro
da solucdo de acido citrico. Apos 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
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permaneceram em camara Umida por 2 horas. Em seguida 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 secundéario 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 tampédo PBS e Tween 20, a 0,05%, e secas
onde foi acrescentada a solugao 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 reacao 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 andlise 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.

4.3 Identificagdo e estudo morfomeétrico da imunomarcacao:

Na avaliacdo morfométrica das laminas de imunohistoquimica, o numero 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
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cortes histologicos capturadas por microscopio Zeiss Axioskop 2 (Carl Zeiss,
Gottingen, Germany) equipado com uma camera digital Axiocam e software
AxioVision (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) com aumento de 400X. Para auxiliar na
contagem e analise das células imunomarcadas as imagens obtidas dos cortes foram
analisadas como auxilio do software “Image J” (National Institutes os Health, USA).
Foi analisada a presenca de células imunomarcadas no tecido conjuntivo de cada
corte capturado. Esta foi classificada como negativa (0), escassa ou < 50% de células

imunomarcadas e abundante ou > 50% de células imunomarcadas.

4.4 Anélise estatistica:

A analise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prisma 7.0.
A analise das variaveis foi feita pelo teste de Dunn e Kruskal-Wallis, onde resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor
que 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Dados epidemiolégicos e clinicos:

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 localizagBes preferenciais das lesdes foram: lingua (43,75%), o palato duro
(37,5%), mucosa jugal (6,25%), palato mole (6,25%) e gengiva (6,25%).

Dos 17 casos de PCM oral na forma cronica selecionados para este trabalho,
100% eram do sexo masculino, etnia branca, com idade variando de 32 a 89 anos,
onde as localizacdes preferenciais das lesées foram: o palato (20%), lingua (32%),
mucosa jugal (18%), labio inferior (20%) e regiao retromolar (10%).

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 localizagcbes preferenciais das lesdes foram: lingua, labio
inferior e mucosa jugal representaram individualmente 21,4% cada, palato duro e

regiao retromolar (7,14%) e gengiva (14,28%).

5.2 Dados da imunomarcagéo:

Nas células do grupo controle, a imunomarcacgao para Bak foi moderada no
citoplasma de células epiteliais e escassa nas células endoteliais e fibroblasticas. Ja
as células coradas por Bcl-2, a imunomarcacao foi intensa tanto no citoplasma de
células epiteliais, como nas células endoteliais e fibroblasticas das células da mucosa
oral.

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 macréfagos que continham o H. capsulatum no seu
interior.

No grupo de pacientes com PCM, as células exibiram a expresséo da proteina

Bak e Bcl-2 de forma intensa no citoplasma de células mononucleares e no citoplasma
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de células gigantes multinucleadas que estavam proximas ao P. brasiliensis, tanto nos

granulomas organizados e ndo organizados.
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Figura 1. Imunomarcacgéo para Bak e Bcl2 em bidpsias de pacientes com mucosa oral normal (A, B),
HO (C, D), PCM (E, F). Em (A, B) expressao de Bak e Bcl2 foi leve moderada no citoplasma de
células epiteliais e escassa nas células endoteliais e fibroblasticas. Nas imagens da amostras de HO
(C e D) a expressao de Bak e Bcl2, foi intensa no citoplasma da células do infiltrado inflamatério,
principalmente no interior de macréfagos com o H.capsulatum em seu interior. Nas imagens da
amostras de PCM (E e F) a expressao de Bak e Bcl2, foi intensa no citoplasma da células do infiltrado
inflamatorio, principalmente no interior de células gigantes e do infiltrado de células inflamatérias do
granuloma com numerosos P. brasiliensis em seu interior. (Aumento de 630X).

Na analise dos resultados do estudo morfométrico, o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis demonstrou haver diferenca significativa na imunoexpressao de Bak e
Bcl-2 em relacdo aos grupos estudados. 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 e na Figura 2 A e B.

Os resultados apresentados na tabela 2 e nas figuras 1 e 2 demonstram haver
uma alteracdo da homeostasia do microambiente nas les6es de HO e PCM oral em
relacdo a quantidade de proteinas intrinsecas anti-apoptética (Bcl-2) e pro-apoptotica
(Bak) quando comparado a mucosa oral com caracteristicas de normalidade (grupo

controle).
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Tabela 2- Expresséo in situ das proteinas Bak e Bcl-2 da via intrinseca da Apoptose na HO, PCM
€ Nno grupo controle.

Proteinas n (%)
Controle HO PCM P value *
Bak <0,0001*
0% 12 (85,72%) 0 (0%) 0 (0%)
1% -50% 2 (14,28%) 5 (31,25%) 12 (70,58%)
> 50% 0 (0%) 11 (68,75%) 5 (29,42%)
Bcl-2 <0,0001*
0% 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1% -50% 13 (92,85%) 0 (0%) 7 (41,18%)
> 50% 1 (7,15%) 16 (100%) 10 (58,82%)

*Qs valores foram significativos quando a probabilidade foi menor de 5% (p<0,05). HO: Histoplasmose
oral. PCM: Paracoccidioidomicose.
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Figura 2 — A - Distribuicdo das células imunomarcadas de Bak e nas lesdes de HO,
PCM e no grupo controle. B - Distribuigcdo das células imunomarcadas de Bcl-2 e nas
lesbes de HO, PCM e no grupo controle * Kruskal-Wallis, p = <0,0001.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, houve maior prevaléncia de pacientes do sexo masculino,
adultos e de etnia branca. Esse quadro esta de acordo com achados anteriores de
estudos sobre micoses profundas da cavidade oral (BICALHO et al., 2001 e
MARTINEZ et al., 2015; SHINKANAI-YASUDA et al., 2017) que demonstraram uma
predilecdo da infeccdo por PCM em trabalhadores rurais do sexo masculino que
exerciam atividades correlacionadas ao campo, como terraplanagem, jardinagem e
cultivo de vegetais.

Costa et al 2020, através de uma revisdo sistematica analisou 25 artigos de
acordo com o Prisma Guedelines, e concluiu que a PCM em mulheres € rara,
normalmente associada a alteragdes sistémicas como: infecgao pelo HIV, gravidez ou
depressdao. Situacao verificada em nosso estudo, onde a maioria da amostra pertencia
ao sexo masculino.

De acordo com os dados coletados, foi observado que o sitio mais comumente
afetado pelas les6es de PCM e HO foi a lingua, divergente dos estudos de Arruda et
al., 2018, que realizaram um estudo multicéntrico com analise de 320 casos de lesGes
orais de PCM em que houve prevaléncia de les6es na gengiva inserida e na mucosa
alveolar, respectivamente. Entretanto, os dados demonstrados por Vidyanath et al.,
2013, concordam com os resultados desta pesquisa concluindo que a localizacao
mais frequente das lesbes orais de HO ocorre na lingua.

Em relacéo ao processo de infeccédo pelos patdégenos estudados, percebe-se
gue a inducdo de apoptose em células do hospedeiro tem sido associada a
patogénese dos fungos. Os estudos de Mendes-Giannini em 2004 e Del Vecchio em
2009, demonstraram um maior niumero de células apoptéticas através da exposicao
ao P. brasiliensis sugerindo como requisito para sobrevivéncia do fungo, desencadear
apoptose nas células epiteliais. O aumento da imunoexpresséo das moléculas Bak e
Bcl-2 encontrados no presente estudo reforca o desequilibrio da apoptose celular
nessa doenca.

Vérios estudos, demonstram que o P. brasiliensis e o H. capsulatum induzem
a apoptose quando estes invadem as células epiteliais ou fagdcitos, 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;
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KETELUT-CARNEIRO et al., 2015). Como os mecanismos de inducédo da apoptose,
ainda ndo foram totalmente esclarecidos principalmente nas lesdes orais de pacientes
acometidos pela PCM e HO, compreender a relacdo entre o aumento da
imunoexpressdo de moléculas pré e anti-apoptéticas nessas infec¢des, pode ser
relevante para elucidar os mecanismos de sobrevivéncia destes fungos na cavidade
oral. No presente trabalho os resultados encontrados corroboraram com um maior
conhecimento sobre a apoptose na PCM oral e HO.

Isaac et al em 2015, demonstraram que a apoptose desempenha um papel
importante na célula hospedeira mediada pelo H. capsulatum, demonstrando o
aumento das proteinas da familia Bcl-2, Bak e Bax, que contribuiu para a morte da
célula hospedeira. Os dados encontrados no presente estudo demostraram o aumento
na expressao das proteinas Bak e Bcl-2, o que estd em consonancia com os achados
destes autores, indicando que a apoptose celular pela via intrinseca contribui com a
manutenc¢do da infeccdo de macrofagos pelo H. capsulatum.

Os dados encontrados no presente estudo revelaram a imunoexpressao
aumentada de moléculas apoptéticas da via intrinseca nas infec¢des induzidas pelo
H. capsulatum e P. brasiliensis. Fato semelhante foi constatado em trabalhos
experimentais com camundongos, em que o P. brasiliensis influenciou na modulacéo
da apoptose de células epiteliais A549 pela imunoexpressao de moléculas apoptéticas
como Bcl-2, Bak e CASP-3, confirmando a alterac&o nas vias da apoptose pelo fungo,
gue pode sobreviver e se espalhar para outras partes do corpo (DEL VECCHIO et al.,
2009). Silva et al., 2015, mostraram que as adesinas 14-3-3 e a gp43 possuem forte
influéncia neste processo.

Estudos experimentais anteriores, demonstraram que a expressao do Bcl-2 foi
significativamente reduzida nas células T dos pacientes com PCM em comparacao
com os niveis dos controles (CACERE et al., 2009). Em pacientes com sepse de
origem bacteriana e fungica, os linfécitos apresentam taxas de apoptose alteradas,
onde os niveis de Bcl-2 mostram-se reduzidos (HOTCHKISS et al., 2005). No entanto,
os dados encontrados nesta pesquisa apontaram resultado distinto. A
imunoexpressdo de Bcl-2 apresentou-se aumentada nas células do infiltrado
inflamatorio tanto nas lesées orais de PCM quanto na de HO. Essa divergéncia pode

estar relacionada aos diferentes sitios dos estudos realizados e por estes serem
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experimentais, sendo necessario maiores investigacoes para esclarecimentos dessas
distin¢des, principalmente utilizando amostras de pacientes.

Silva e colaboradores em 2015, propuseram mecanismos que justificam a
expressao alterada das moléculas Bak e Bcl-2 na PCM, onde o patdgeno induz a
apoptose através da expressao de Bak, levando a uma resposta celular do organismo
aumentando a expressao de Bcl-2 para evitar a morte celular. Ou ainda, o fungo induz
a expressao de Bak e Bcl-2 para danificar a célula sem maté-la, protegendo-se assim
do sistema imune do hospedeiro, resultados estes semelhantes ao encontrado nos
experimentos de Mendes-Giannini em 2004. Os resultados encontrados no presente
estudo, demostraram um desequilibrio gerado pelo patdégeno na expressao aumentada
das moléculas estudadas, principalmente a Bak que possui acdo pré-apoptotica, o que
esta de acordo aos achados dos autores citados acima.

O aumento na expressao das proteinas Bak e Bcl-2, quando comparado a
mucosa oral com caracteristicas de normalidade (grupo controle) e demonstrado nas
Figuras 1 e 2 e na Tabela 2, pode ser interpretado como uma forma encontrada pelo
H. capsulatum e pelo P. brasiliensis de modular a apoptose pela maior expresséo de
moléculas anti e pré-apoptéticas da via intrinseca, influenciando na desregulacéo da
apoptose pelo fungo, que pode sobreviver e se espalhar para outras partes do corpo,
promovendo uma possivel inibicdo da resposta imune durante as infeccdes, conforme
apresentado por Del Vecchio e colaboradores em 2009; Ashida e colaboradores em
2011.

As diferencas encontradas na expressao das proteinas da via intrinseca da
apoptose e os resultados estatisticos presentes neste trabalho, corroboram com a
afirmativa postulada por Cacere e colaboradores em 2009, onde o H. capsulatum e o
P. brasiliensis podem buscar obter vantagens quanto a sua sobrevivéncia intracelular,
interferindo no aumento da expressao de moléculas pré-apoptoticas (Bak), induzindo
a apoptose e facilitando sua sobrevivéncia, fato estes também defendido por Souto e
colaboradores em 2003; Mendes-Giannini e colaboradores em 2004; Vericimo e
colaboradores em 2006 e Ketelut-Carneiro e colaboradores em 2015.

Allen em 2005, conduziu um estudo para determinar se a inducao da apoptose
de linfocitos pelo H. capsulatum influenciou a resisténcia do hospedeiro ao fungo. As
descobertas levantaram a possibilidade de que a inducdo da apoptose nao soO

influenciou na susceptibilidade da infec¢cdo, mas também serviu como marcador de sua
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gravidade. Esse desequilibrio das vias de inducdo da apoptose também foram
percebidos nos resultados deste trabalho através da expressao alterada das moléculas
estudadas.

As alteragdes encontradas neste trabalho, demonstraram mudangas na
expressdo das proteinas Bak e Bcl-2, corroborando para a hipotese de haver
estimulos na cinética da via intrinseca da apoptose, que podem estar exercendo
influéncia na implantacdo e manutencdo dos fungos no tecido do hospedeiro,
conforme demonstrado por Gavrilescu; Denkers em 2003; Carrero; Calderon; Unanue
em 2004; Behar; Divangahi; Remold em 2010; Lamkanfi e Dixit em 2010; Deepe Jr;
Buesing em 2012; Issac e colaboradores em 2015; Quarleri; Cevallos; Delpino em
2021.

Em 2009, Del Vecchio e colaboradores, ressaltaram ser importante a realizagao
de mais estudos para a compreensdo da interacdo entre fungos e as vias de
transducédo de sinal em células do hospedeiro, incluindo a sinalizacéo relacionada a
apoptose, bem como, trabalhos que contribuam no entendimento dos mecanismos e
das proteinas envolvidas nas vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose. Neste
contexto, o estudo realizado teve como limitagdo a ndo investigacdo das moléculas
da via extrinseca da apoptose nestas infeccdes fungicas, que poderiam contribuir para

a melhor compreenséo dos achados.
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7. CONCLUSAO

Com base na amostra estudada, e apds analise dos objetivos propostos neste

estudo, constatou-se que:

o No presente trabalho houve prevaléncia de pacientes adultos, do sexo
masculino e etnia branca, sendo a lingua o sitio preferencial das lesdes.

o Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram o aumento da
imunoexpressao das proteinas da via intrinseca da apoptose (Bak, Bcl-2) nos grupos
de pacientes com PCM e HO.

o Em comparacéo ao tecido oral com caracteristicas de normalidade, houve um
aumento na imunoexpressao da proteina anti-apoptotica Bcl-2 e pro-apoptética Bak,
nos grupos de PCM e HO, demonstrando assim, haver um desequilibrio na expresséo
de proteinas da via intrinseca da apoptose.

o O mecanismo de inducdo a apoptose utilizados pelos fungos estudados na
tentativa de escapar da acdo do sistema imune, pode contribuir para a evolucédo e
agravamento das micoses avaliadas, devido ao desequilibrio de proteinas anti e pré
apoptoticas da via intrinseca, encontrado nas amostras testadas quando comparadas

ao grupo controle.
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Titulo da Pesquisa: Estudo morfométrico da densidade de mastécitos, quantificagdo de colageno, fibrose e
das vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose, em biopsias de lesbes orais de
Histoplasmose.

Pesquisador: Marcelo Sivieri de Aratjo

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 13675019.7.0000.5145

Instituigdo Proponente: Sociedade Educacional Uberabense
Patrocinador Principal: SOCIEDADE EDUCACIONAL UBERABENSE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.376.681

Apresentacgio do Projeto:

A Histoplasmose oral (HO) & uma doenga flngica rara, e pouco se sabe sobre o comportamento do
Histoplasma capsulatum na cavidade oral. Estudos em humanos sobre a resposta do hospedeiro contra a
invasdo e sobrevivéncia de fungos nas estruturas orais sdo escassos. Os mecanismos envolvidos na
estratégia deste fungo em induzir apoptose em células orais, reduzindo os mecanismos de defesa do
hospedeiro, em proveito proprio, permitindo sua sobrevivéncia intracelular no hospedeiro, ainda carecem de
estudos. Os objetivos da pesquisa serdo avaliar, em bibpsias de lesGes orais de Histoplasmose a densidade
de mastdcitos, a porcentagem de fibrose e as vias intrinseca e extrinseca da apoptose; avaliar, in situ, a
densidade de mastocitos, a porcentagem de fibrose; Quantificar e comparar a densidade de mastdcitos e a
porcentagem de fibrose em lesGes de HO e na mucosa oral com caracteristicas de normalidade; Avaliar, in
situ, a imunoexpressao de proteinas da via intrinseca e extrinseca da apoptose e quantificar e comparar a
imuncexpressao das proteinas das vias intrinseca e extrinseca da apoptose em lesdes de HO e na mucosa
oral com caracteristicas de normalidade. Serdo coletados os dados de todos os resultados de exame
anatomopatologico com diagnoéstico de Histoplasmose oral (HO) e de fragmento de mucosa oral com
caracteristicas de normalidade (FMOCN) do Servigo de Anatomia Patologica do Curso de Odontologia da
Universidade de Uberaba (SAPCOU), no periodo de abril de 1999 a abril de 2019, provenientes da
Policlinica Odontolbgica Getllio Vargas da Universidade de Uberaba.
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Para cada caso de Histoplasmose oral e de fragmento de mucosa oral com caracteristicas de normalidade
diagnosticados serdo fornecidas as seguintes informagdes: nimero do prontuario, nimero do laboratério,
idade, género, cor de pele, tipo de bidpsia, localizagio e diagnbstico histopatoldgico. De posse dos nimeros
dos prontuarios, os pacientes seréo contatados para que assinem o Termo de Consentimenta Livre
Esclarecido autorizando a utilizagdo do material de biopsia estocado em blocos de parafina no SAPCOU.
Serdo selecionados como amostra da pesquisa, 45 individuos, onde 30 individuos terdo diagnostico positivo
para HO e outros 15 (grupo controle), terdo diagnostico histopatolégico para FMOCN. Serdo realizadas, de
acordo com o caso, técnicas de coloragdo de Hematoxilina e Eosina, coloragido de Picrossirius e
imunohistoquimica, para a morfomotria e quantificagéo celular das amostras. As l&minas serdo observadas
no microscopio de luz polarizada com aumento de 400X, fotografadas e analisadas através do software
“Image J" (National Institutes os Health, USA). Os resultados serdo submetidos a testes estatisticos
apropriados e serdo consideradas estatisticamente significantes as diferengas em que a probabilidade de
rejeicdo da hipotese de nulidade seja menor que 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

*Avaliar em bibpsias de lesdes orais de Histoplasmose a densidade de mastocitos, a porcentagem de
fibrose e as vias intrinseca e extrinseca da apoptose.

Objetivos Secundérios:

*Avaliar in situ a densidade de mastdcitos

*Avaliar in situ a porcentagem de fibrose.

*Quantificar e comparar a densidade de mastécitos e a porcentagem de fibrose em lesges de HO e na
mucosa oral com caracteristicas de normalidade.

*Avaliar in situ a imunoexpressdo de proteinas da via intrinseca e extrinseca da apoptose (Bcl-2, Bak,
(Caspases -3, -B,-9, Fas/CD95, Fas-L).

*Quantificar e comparar a imunoexpresséo das proteinas das vias intrinseca e extrinseca da apoptose em
lesbes de HO e na mucosa oral com caracteristicas de normalidade.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os beneficios superam os riscos. Existe o risco da perda da confidencialidade dos dados. Contudo, o
pesquisador props medidas para minimizar esse risco. Nao existe beneficio direto para o participante.
Porém, os resultados obtidos poderao contribuir com a literatura académica no que diz respeito aocs fatores
de viruléncia do Histoplasma capsulatum, o que poderia levar a melhorias
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significativas no tratamento de pacientes com esta infecgéo, criando protocolos terapéuticos que poderiam
aumentar a prote¢do mediada por células em pacientes infectados pelo fungo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é pertinente e possui valor cientifico. O tema & atual e relevante. Os métodos estao descritos
com clareza e permitem gue os objetivos sejam alcangados.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacao cbrigatdria:

Foram apresentados os seguintes documentos:

- Projeto de pesquisa

- Folha de rosto assinada pelo pro-reitor de pesquisa, pds-graduacao e extensdo da Universidade de
Uberaba, Prof. Dr. Andre Luis Teixeira Fernandes. Nesta folha consta a participagio de 45 participantes.
- Carta de autorizagéo para a utilizagdo das dependéncias da Policlinica Odontolbgica Getllio Vargas,
assinada pelo diretor Prof. Msc. Otavio de Oliveira Filho.

- Carta de autorizagdo para a utilizagdo do Servigo de Anatomia Patologica do Curso de Qdontologia da
Universidade de Uberaba, assinada pelo diretor do curso Prof. Dr. Luis Henrique Borges.

- Termos de Gonsentimento Livre e Esclarecido para participantes diagnosticados com Histoplasmose oral e
de fragmento de mucosa oral com caracteristicas de normalidade.

Recomendacgoes:
Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O relator vota pela aprovacao do protocolo de pesquisa

Consideragtes Finais a critério do CEP:

Em 06/06/2019 a plenaria votou de acordo com o relator, pela aprovagdo da proposta. O CEP-UNIUBE
lembra o pesquisador sobre seu compromisso com a Resolugio 466/12, especialmente no que diz respeito
4 entrega do Relatério Parcial e Final, conforme estabelece a Resolug3o.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1341443.pdf 09:39:56
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Projeto Detalhade / |PROJETOBROCHURAPESQUISADOR | 09/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito
Brochura versaofinal.pdf 09:38:44 |Aradjo
or
Folha de Rosto folhaderostoprojetohistoplasmose.pdf 09/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito
09:37:00 |Araljo

Brochura Pesquisa |PROJETOBROCHURAPESQUISADOR.| 02/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito
pdf 10:46:04 | Aradjo

TCLE / Termos de |ANEXOSTCLEPOLICLINICA.pdf 02/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito

Assentimento / 10:07:50 |Araljo

Justificativa de

Auséncia

Qutros ANEXOZAUTORIZDIRETORPOLICLINI | 02/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito
CA. pdf 10:04:21 | Araijo

Qutros ANEXO1AUTORIZADIRETORCURSO.p| 02/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito
df 10:03:54 | Aradjo

TCLE /Termos de |ANEXO4TCLEpacientesmucosanormal. | 02/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito

Assentimento / pdf 10:00:41 | Aradjo

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |ANEXO_3TCLE_pacientecom_HISTOP.| 02/05/2019 |Marcelo Sivieri de Aceito

Assentimento / pdf 09:57:34 |Araljo

Justificativa de

Auséncia

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

UBERABA, 07 de Junho de 2019

Assinado por:

Geraldo Thedei Junior
(Coordenador(a))
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Titulo da Pesquisa: Estudo das vias extrinseca e intrinseca da apoptose em bi6psias de lestes orais de
Paracoccidioidomicose cronica.

Pesquisador: Marcelo Sivieri de Aradjo

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 88456318.3.0000.5145

Institui¢do Proponente: Sociedade Educacional Uberabense
Patrocinador Principal: SOCIEDADE EDUCACIONAL UBERABENSE

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.697.871

Apresentagao do Projeto:

O projeto intitulado "Estudo das vias extrinseca e intrinseca da apoptose em bidpsias de lesGes orais de
Paracoccidioidomicose crénica" encaminhado pelo Pesquisador Marcelo Sivieri de Araljo, descreve que:
"Muito ainda precisa ser esclarecido sobre o comportamento do Paracoccidioides ssp. na cavidade oral.
Estudos em humanos sobre a resposta do hospedeiro contra a invasdo e sobrevivéncia do fungo nas
estruturas orais sdo escassos. Os mecanismos envolvidos na estratégia deste fungo em induzir apoptose
em células orais, reduzindo os mecanismos de defesa do hospedeiro, em proveito proprio, permitindo sua
sobrevivéncia intracelular no hospedeiro,ainda carecem de estudos."

As amostras serdo: "coletados a partir dos dados referentes a todos os resultados de exame
anatomopatolégico com diagnéstico de Paracoccidioidomicose oral crénica (PCMQOC) e de fragmento de
mucosa oral com caracteristicas de normalidade (FMOCN) do Servigo de Anatomia Patolégica do Curso de
Odontologia da Universidade de Uberaba (SAPCOU), no periodo de abril de 1999 a abril de 2019,
provenientes da Policlinica Odontologica Getilio Vargas da Universidade de Uberaba (POGV)". O autor
relata que o "Tamanho da Amostra no Brasil: 45".

Ademais, "serdo obtidas informagdes que permitam o contato para com estes pacientes, a fim de que, estes
assinem o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) autorizando a utilizagdo do material de
biopsia estocado em blocos de parafina no SAPCOU".

Enderego: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitario CEP: 3B.055-500
UF: MG Municipio: UBERABA
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UNIVERSIDADE DE UBERABA - Plataforma
UNIUBE {Dfﬂﬂ

Continuagdo do Parecer: 2.687.871

Objetivo da Pesquisa:

Retira-se da proposta:

"Objetivo Primario: Avaliar in situ a imunoexpressao de proteinas da via intrinseca(Bcl-2, Bak) e da via
extrinseca (Caspases -3, -8,-9, Fas/CD95, Fas-L) da apoptose (Caspases -3, -8,-9, Fas/CD95, Fas-L).
Obijetivo Secundério: Quantificar e comparar a imunoexpresséio das proteinas da via intrinseca e extrinseca
da apoptose em lesdes de PCM oral crénica e na mucosa oral

com caracteristicas de normalidade".

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: o autor relata que os riscos sdo: "minimos ou inexistentes, pois serdo tomadas medidas preventivas
adequadas por parte do pesquisador responsavel, quanto a perda da confidencialidade dos dados obtidos".
Pela caracteristica retrospectiva do estudo, nenhum paciente sera submetido a nenhum novo procedimento
exclusivamente para esta pesquisa.

Dessa forma os beneficios relatados: "melhorias significativas no tratamento de pacientes com infeccoes
fingicas,como a PCM, criando protocolos terapéuticos que poderiam aumentar a protegido mediada por
células empacientes infectados pelo fungo”, séo superiores aos riscos.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é pertinente e tem valor cientifico adequado. Em razao dos baixos riscos e dos potenciais
beneficios, a mesma deve ser realizada sem dificuldade éticas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Apresenta-se o projeto na plataforma Brasil, projeto completo, autorizagao do Gestor do Curso e do Diretor
da Policlinica, folha de rosto e TCLE adequado.

Nota-se auséncia do Termo de Compromisso dos Pesquisadores.

Recomendacgdes:
MNio ha...

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O relator vota pela aprovagao da proposta, salvo melhor juizo dos membros do CEP-UNIUBE.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em 06/06/2018 a plenaria votou de acordo com o relator, pela aprovagdo da proposta, lembrando o
proponente do compromisso com o que trata a Resolugdo 466/12, especialmente no que diz respeito a
entrega dos Relatorios Parcial e Final da pesquisa ao CEP.

Enderego: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitario CEP: 38.055-500
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UNIVERSIDADE DE UBERABA - Plataforma
UNIUBE asil
Continuagdo do Parecer: 2.687.871
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 24/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 713582.pdf 16:57:48
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 24/04/2018 |Marcelo Sivieri de Aceito
16:54:58 | Araljo

Projeto Detalhado / |PROJETODEPESQUISAPCMAPOPTO | 23/04/2018 |Marcelo Sivieri de Aceito

Brochura SE.pdf 10:09:12 | Aradjo

Investigador

QOutros ANEXOS5.pdf 23/04/2018 |Marcelo Sivieri de Aceito
10:07:40 | Araljo

QOutros ANEXO2.pdf 23/04/2018 |Marcelo Sivieri de Aceito
10:07:20 | Aradjo

Qutros ANEXO1.pdf 23/04/2018 |Marcelo Sivieri de Aceito
10:07:07 | Aradjo

TCLE / Termos de |ANEXO4TCLEpacientesmucosanormal. | 23/04/2018 |Marcelo Sivieri de Aceito

Assentimento / pdf 10:05:18 |Araljo

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |ANEXO3TCLEpPCM.pdf 23/04/2018 |Marcelo Sivieri de Aceito

Assentimento / 10:05:07 |Araljo

Justificativa de

Auséncia

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

UBERABA, 07 de Junho de 2018

Assinado por:

Geraldo Thedei Junior

(Coordenador)

Enderego: Av.Mene Sabino, 1801

Bairro: Universitario
UF: MG
Telefone:

Municipio:
(34)3319-8850

CEP: 38.055-500
UBERABA

Fax: (34)3314-8910

E-mail: cep@uniube.br
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Uberaba, de de 2019.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA OS PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM MUCOSA
ORAL COM CARACTERITICAS DE NORMALIDADE

Nome do participante da pesquisa:

|dentificagédo (RG) do participante da pesquisa:

Nome do responsavel (quando aplicavel):

|dentificagéo (RG) do responsavel:

Titulo do projeto: “Estudo morfométrico da densidade de mastdcitos,
quantificagdo de colageno, fibrose e das vias intrinsecas e extrinsecas da
apoptose, em biopsias de lesoes orais de Histoplasmose”.

Instituigo onde sera realizado: Universidade de Uberaba (UNIUBE)

Pesquisador Responsdvel: Marcelo Sivieri de Aradjo (CRO-MG 16636)

Enderego do Responsavel: Laboratério de Histopatologia — UNIUBE

Av. Nené Sabino, 1801 - Bairro: Universitario — Campus Aeroporto Sala 2D31

CEP: 38055-500 - Uberaba/MG - Tel: (34) 3319-8978

e-mail: histopatologia@uniube.br / marcelo.sivieri@uniube.br

CEP-UNIUBE: Telefone (34) 3319-8816; e-mail: cep@uniube.br

Vocé esta sendo convidado(a) para participar do projeto “Estude morfométrico da densidade
de mastécitos, quantificagdo de colageno, fibrose e das vias intrinsecas e extrinsecas da
apoptose, em biopsias de lesées orais de Histoplasmose” de responsabilidade de Prof. Dr.
Marcelo Sivieri de Araldjo (CRO-MG 16636), desenvolvido na Universidade de Uberaba
(UNIUBE).

Este projeto tem como objetive estudar a doenga denominada de Histoplasmose, e
procurar entender algumas alteragtes sofridas no interior das células da mucosa bucal, quando
da presenga do fungo causador desta doenga na mucosa da boca.

Este projeto no qual vocé estard participando, é necessario para gue possamos
compreender melhor, como o fungo causador da Histoplasmose, provoca a morte das células
da mucosa bucal e das células de defesa. Estas células deveriam nos proteger contra esta
doenga, fato este que nfo pode ndo ocorrer, @ com isso, os pacientes portadores desta doenga
passam a apresentar vérias lesbes, que podem comprometer sua salde bucal e geral.

Se aceitar participar desse projeto, vocé estara AUTORIZANDO a utilizagao do bloco
de parafina que contém o fragmento de mucosa oral que fol retirado de vocé quando da
realizagio da bidpsia que o(a) diagnosticou como sendo um fragmento de mucosa oral com
caracteristicas de normalidade. Este bloco de parafina se encontra estocado nas dependéncias
do Servigo de Anatomia Patolégica do Curso de Odontologia da Universidade de Uberaba,
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localizado no Campus Aeroporto da UNIUBE, na Av. Nené Sabino, 1801, bloco D sala 31. Este
bloco serd utilizado apenas para confeccionar Idminas de microscépico que serdo utilizadas
neste projeto de pesquisa, como material de controle negativo para a doenga que estaremos
pesquisando.

Os seus dados serdo mantidos em sigilo e serdo utilizados apenas com fins cientificos,
tais como, apresentagbes em congressos e publicagdo de artigos cientificos. Seu nome ou
qualquer identificagio (voz, foto, assinatura etc) jamais aparecerdo.

Pela sua participagdo no estudo, vocé ndo recebera nenhum pagamento, e também
nio tera nenhum custo. Vocé pode parar de participar a qualquer momento, sem nenhum tipo
de prejuizo para vocé ou para seu tratamento/atendimento. Sinta-se & vontade para solicitar, a
gualquer momento, os esclarecimentos que vocé julgar necessdrios. Caso decida-se por ndo
participar, nenhurma penalidade sera imposta a vocé, nem seu tratamento ou atendimento sera
alterado ou prejudicado.

Vocé recebera uma copia desse termo, assinada pela equipe, onde consta a
identificagdo, os telefones da equipe de pesquisadores e o contato do Comité de Etica em
Pesquisa da UNIUBE, caso vocé queira entrar em contato com eles.

Mome do participante ou responsavel e assinatura

Prof. Dr. Marcelo Sivieri de Aradjo (CRO-MG 16636) - Tel: (34) 3319-8978
Pesquisador Responsavel
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Uberaba, de de 2018

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA OS PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM
PARACOCCIDIOIDOMICOSE ORAL CRONICA

Nome do participante da pesquisa:

|dentificagéo (RG) do participante da pesquisa:

Nome do responséavel (quando aplicavel):

|dentificagdo (RG) do responsavel:
Titulo do projeto: ESTUDO DAS VIAS EXTRINSECA E INTRINSECA DA APOPTOSE EM
BIOPSIAS DE LESOES ORAIS DE PARACOCCIDIOIDOMICOSE CRONICA.

Instituigdo onde serd realizado: Universidade de Uberaba (UNIUBE)

Pesquisador Responsavel: Marcelo Sivieri de Aradjo (CRO-MG 16636)

Enderego do Responsavel: Laboratério de Histopatologia — UNIUBE

Av. Nené Sabino, 1801 — Bairro: Universitario — Campus Aeroporto Sala 2D31

CEP: 38055-500 - Uberaba/MG - Tel: (34) 3319-8978

e-mail: histopatologia@uniube.br / marcelo.sivieri@uniube.br

CEP-UNIUBE: Telefone (34) 3319-8816; e-mail: cep@uniube.br

Vocé estd sendo convidado(a) para participar do projeto “ESTUDO DAS VIAS EXTRINSECAE
INTRINSECA DA APOPTOSE EM BIOPSIAS DE LESOES ORAIS DE
PARACOCCIDIOIDOMICOSE CRONICA”, de responsabilidade de Prof. Dr. Marcelo Sivieri
de Araljo (CRO-MG 16636), desenvolvido na Universidade de Uberaba (UNIUBE]).

Este projeto tem como objetivo estudar, algumas alteracdes sofridas no interior das
células de sua mucosa bucal, devido a presenga do fungo causador da doenga diagnosticada
em sua boca.

Este projeto no qual vocé estara participando, € necessario para gue possamos
compreender melhor, como o fungo que causa a doenga diagnosticada em sua boca, provoca
a morte das células da mucosa bucal e de suas células de defesa. Estas células deveriam
proteger vocé contra esta doenga, fato este que n8o ocomeu, jA que vocé acabou
desenvolvendo a lesdo bucal, a qual fol diagnosticada na Policlinica Odontoldgica Getdlio
Vargas da Universidade de Uberaba.

Se aceitar participar desse projeto, vocé estara AUTORIZANDO a utilizagdo do bloco
de parafina que contém o fragmento de mucosa oral que foi retirado de vocé quando da
realizagdo da bidpsia que ofa) diagnosticou com Paracoccidioidomicose oral cronica. Este
bloco de parafina se encontra estocado nas dependéncias do Servigo de Anatomia Patoldgica
do Curso de Odontologia da Universidade de Uberaba, localizado no Campus Aeroporto da
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UNIUBE, na Av. Nené& Sabino, 1801, bloco D sala 31. Este bloco sera utilizado apenas para
confeccionar laminas de microscépico que serdo ufilizadas neste projeto de pesquisa.

Os seus dados serdo mantidos em sigilo e serdo utilizados apenas com fins cientificos,
tais como, apresentagdes em congressos e publicagdo de artigos cientificos. Seu nome ou
qualguer identificagdo (voz, foto, assinatura etc) jamais aparecero.

Pela sua paricipagdo no estudo, vocé ndo receberd nenhum pagamento, e também
néo terd nenhum custo. Vocé pode parar de participar a qualquer momento, sem nenhum tipo
de prejuizo para vocé ou para seu tratamento/atendimento. Sinta-se & vontade para solicitar, a
qualguer momento, os esclarecimentos que vocé julgar necessarios. Caso decida-se por ndo
participar, nenhuma penalidade serd imposta a vocé, nem seu tratamento ou atendimento seré
alterado ou prejudicado.

Vocé receberd uma copia desse termo, assinada pela equipe, onde consta a
identificagdo, os telefones da equipe de pesquisadores e o contato do Comité de Etica em
Pesquisa da UNIUBE, caso vocé queira entrar em contato com eles.

Nome do participante ou responsével e assinatura

Prof. Dr. Marcelo Sivieri de Araujo (CRO-MG 16636) - Tel: (34) 3319-8978

Pesquisador Responsavel

Janaina Martins de Freitas (CRO-GO 15266 / RA 5109003) — Tel: (64) 99213-4804
Aluna do Curso de Mestrado Académico em Odontologia da UNIUBE
Pesquisadora Colaboradora
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Uberaba, de de 2019

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA OS PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM
HISTOPLASMOSE ORAL

Nome do participante da pesquisa:

Identificagio (RG) do participante da pesquisa:

Nome do responsavel (quando aplicavel):

Identificagio (RG) do responsavel:

Titulo do projeto: Estudo morfométrico da densidade de mastécitos, quantificagdo de
coldgeno, fibrose e das vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose, em biopsias de
lesdes orais de Histoplasmose.

Instituiciio onde seré realizado: Universidade de Uberaba (UNIUBE)

Pesquisador Responsavel: Marcelo Sivieri de Aradjo (CRO-MG 16636)
Enderego do Responsavel: Laboratério de Histopatologia — UNIUBE

Av. Nené Sabino, 1801 — Bairro: Universitario — Campus Aeroporto Sala 2D31
CEP: 38055-500 - Uberaba/MG - Tel: (34) 3319-8978

e-mail: histopatologia@uniube.br / marcelo.sivieri@uniube.br

CEP-UNIUBE: Telefone (34) 3319-8816; e-mail: cep@uniube.br

Vocé estd sendo convidado(a) para participar do projeto “ESTUDO MORFOMETRICO DA
DENSIDADE DE MASTOCITOS, QUANTIFICAGAO DE COLAGENO, FIBROSE E DAS VIAS
INTRINSECAS E EXTRINSECAS DA APOPTOSE, EM BIOPSIAS DE LESOES ORAIS DE
HISTOPLASMOSE", de responsabilidade de Prof. Dr. Marcelo Sivieri de Araljo (CRO-MG
16636), desenvolvido na Universidade de Uberaba (UNIUBE).

Este projeto tem como objetivo estudar, algumas alteragdes sofridas no interior das
células de sua mucosa bucal, devido a presenga do fungo causador da doenga diagnosticada
em sua boca.

Este projeto no qual vocé estard participando, é necessario para que possamos
compreender melhor, como o fungo que causa a doenga diagnosticada em sua boca, provoca
a morte das células da mucosa bucal e de suas células de defesa. Estas células deveriam
proteger wvocé confra esta doenga, fato este que ndoc ocorreu, jJ& que vocé acabou
desenvolvendo a lesdo bucal, a qual foi diagnosticada na Policlinica Odontoldgica Getulio
Vargas da Universidade de Uberaba.

Se aceitar participar desse projeto, vocé estara AUTORIZANDO a utilizag&o do bloco
de parafina que contém o fragmento de mucosa oral que foi retirado de vecé quando da
realizagdo da bidpsia que ofa) diagnosticou com Histoplasmose oral . Este bloco de parafina se
encontra estocado nas dependéncias do Servico de Anatomia Patoldgica do Curso de
Odontologia da Universidade de Uberaba, localizado no Campus Aeroporto da UNIUBE, na Av.
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Mené& Sabino, 1801, bloco D sala 31. Este bloco sera utilizado apenas para confeccionar
laminas de microscopico que serdo utilizadas neste projeto de pesquisa.

Os seus dados serdo mantidos em sigilo e serdo utilizados apenas com fins cientificos,
tais como, apresentagSes em congressos e publicagdo de artigos cientificos. Seu nome ou
gualguer identificagdo (voz, foto, assinatura etc) jamais aparecerio.

Pela sua participagao no estudo, vocé ndo recebera nenhum pagamento, e tambem
néo tera nenhum custo. Vocé pode parar de participar a qualquer momento, sem nenhum tipo
de prejuizo para vocé ou para seu tratamento/atendimento. Sinta-se & vontade para solicitar, a
gualguer momento, os esclarecimentos gue vocé julgar necessarios. Caso decida-se por nédo
participar, nenhuma penalidade sera imposta a vocé, nem seu tratamento ou atendimento sera
alterado ou prejudicado.

Vocé recebera uma copia desse termo, assinada pela equipe, onde consta a
identificagdo, os telefones da equipe de pesquisadores e o contato do Comité de Etica em
Pesquisa da UNIUBE, caso vocé queira entrar em contato com eles.

MNome do participante ou responsavel e assinatura

Prof. Dr. Marcelo Sivieri de Araujo (CRO-MG 16636) - Tel: (34) 3319-8978
Pesquisador Responsavel
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Uberaba, de de 2019

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON HISTOPLASMOSIS ORAL

Nombre del participante de la investigacion:

Identificacion (RG) del participante de la investigacion:

Nombre del responsable (cuando corresponda):

Identificacion (RG) del responsable:

Titulo del proyecto: “Estudio morfométrico de la densidad de los mastocitos

cuantificaciéon de colageno, fibrosis y las vias intrinsecas y extrinsecas de la apoptosis en
biopsias de lesiones orales de la Histoplasmosis”.

Institucién se llevara a cabo: Universidad de Uberaba / Universidad Nacional de
Cérdoba.

Investigador responsable: Dra. Silvia Lopez de Blanc / Dr. Marcelo Sivieri de Aratjo
Direccion del responsable: Laboratorio de Histopatologia — UNIUBE

Av. Nené Sabino, 1801 — Bairro: Universitario - Campus Aeroporto Sala 2D31
CEP: 38055-500 - Uberaba/MG - Tel: 55 34 3319-8978

e-mail: histopatologia@uniube.br / marcelo.sivieri@uniube.br

CEP-UNIUBE: Telefone 55 34 3319-8816; e-mail: cep@uniube.br

Esta siendo invitado a participar en el proyecto "Estudio morfométrico de
la densidad de los mastocitos, cuantificacién de colageno, fibrosis y las vias
intrinsecas y extrinsecas de apoptosis en biopsias de lesiones orales de
histoplasmosis”, la responsabilidad de la Profa. Dra. Silvia Lopez de Blanc y
Prof. Dr. Marcelo Sivieri de Araljo, desarrollado en la Facultad de
Odontologia / Universidad Nacional de Cérdoba (UNC).

Este proyecto tiene como objetivo estudiar, algunos cambios efectuados
dentro de las células de la mucosa oral, debido a la presencia del hongo que
causa la enfermedad diagnosticada en la boca.

Este proyecto en el que usted estara participando, es necesaria para que
podemos comprender mejor, como el hongo que causa la enfermedad
diagnosticada en la boca, causa la muerte de las células de la mucosa oral y sus
células de defensa. Estas células se suponen que protege contra esta
enfermedad, que no ha ocurrido desde que se desarrollé la lesion oral, que fue
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diagnosticada en la Catedra de Estomatologia B. Facultad de Odontologia.
U.N.C.

Si usted acepta participar en este proyecto, se autoriza el uso de taco de
parafina que contiene el fragmento de la mucosa oral que fue tomado de usted
cuando la biopsia que diagnostique con la Histoplasmosis. Este taco de parafina
se encuentra en las instalaciones del servicio de Anatomia Patolégica de la
Catedra de Estomatologia B. Facultad de Odontologia. U.N.C. Este taco se
utilizara sélo para fabricar vidrios para microscopia que se utilizaran en este
proyecto de investigacion.

Sus datos se mantendran confidenciales y se utilizaran Gnicamente con
fines cientificos, como presentaciones en congresos y publicacion de articulos
cientificos. Su nombre o cualquier identificacion (voz, foto, firma, etc.) nunca
apareceran.

Por su participacion en el estudio, usted no recibira ningun pago, y
también tendra ninglun costo. Usted puede dejar de participar en cualquier
momento sin ningun tipo de lesion para usted o para su tratamiento/asistencia.
Siéntase libre de solicitar, en cualquier momento, cualquier aclaracion que
considere necesaria. Si decide no participar, no se le impondran multas, ni su
tratamiento o asistencia se alterara ni menoscabara.

Recibirds una copia de este término, firmada por el equipo, donde se
identificaran, los teléfonos del equipo de investigacion y el contacto del Comité
ético de la Facultad de Odontologia. U.N.C., en caso de que quieras contactarlos.

Nombre del participante o tutor y firma

Profa. Dra. Silvia Lopez de Blanc - Tel: 54 93 51663 3620

Investigadora responsable

Prof. Dr. Marcelo Sivieri de Aratjo - Tel: 55 34 3319-8978

Investigador corresponsable
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