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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma infecgdo fangica profunda, sistémica, causada
pelo fungo do género Paracoccidioides. Microscopicamente, esta doenca apresenta um
epitélio hiperplasico pseudoepiteliomatoso com areas de microabscesso, com intenso
infiltrado inflamato6rio polimorfonuclear, e tecido conjuntivo com intenso infiltrado
inflamato6rio mononuclear difuso. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é
uma glicoproteina pro-inflamatdria de 45kDa, que é expressa no citoplasma e na
membrana de varios tipos celulares com uma importante funcdo nas etapas do
processo angiogénico. Constituiu-se proposicdo do presente estudo avaliar a
prevaléncia de lesbes bucais da paracoccidioidomicose diagnosticadas no Laboratério
de Anatomopatologia Bucal da UNIFAL-MG no periodo de 1998 a 2020; analisar,
através da imuno-histoquimica, a expressdo do VEGF nas lesdes bucais da
paracoccidioidomicose e comparar a imunoexpressao deste marcador com o0s aspectos
clinicos e microscopicos apresentados por estas lesdes. Os resultados revelaram que
houve um total de 98 casos de PCM diagnosticados, sendo a maioria em pacientes do
género masculino, leucodermas e com idade média de 50,2 anos. Os locais mais
acometidos foram a gengiva e o rebordo alveolar. Nos 83 casos em que foi realizada a
analise microscoépica, hiperplasia pseudoepiteliomatosa, areas de microabscessos,
infiltrado inflamatério mononuclear intenso e difuso e as células gigantes
multinucleadas inflamatorias (CGMIs) estavam presentes em praticamente quase todos
0s casos. Observou-se ainda que os fungos, na maioria dos casos, estavam presentes
nas trés localizag0es, a saber: dispersos pelo tecido conjuntivo, no interior das CGMIs
e nas ares de microabscessos. Nao foi possivel correlacionar a imunoexpressao do
VEGF com as variaveis clinicas e microscopicas. Com base nos resultados, conclui-se
que a paracoccidioidomicose em mucosa bucal € uma condicdo patologica
relativamente incomum e que, em nossa amostra, a imunoexpressdo do fator de
crescimento endotelial vascular foi discreta e observada em um numero reduzido de

casos.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; VEGF; Imunohistoquimica.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a deep systemic fungal infection caused by the fungus
of the genus Paracoccidioides. Microscopically, this disease shows hyperplastic
pseudoepitheliomatous epithelium with areas of microabscess, intense
polymorphonuclear inflammatory infiltrate, and connective tissue with intense diffuse
mononuclear inflammatory infiltrate. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is a
45kDa pro-inflammatory glycoprotein expressed in the cytoplasm and cell membrane of
various cell types with main role in the angiogenic process. The purpose of the present
study are to evaluate the prevalence of oral lesions of PCM diagnosed in the Laboratory
of Oral Anatomopathology of UNIFAL-MG from 1998 to 2020; to analyze
immunohistochemically the expression of VEGF in oral lesions of PCM; to compare the
immunoexpression of VEGF with the clinical and microscopic aspects of these lesions.
Our results showed a total of 98 cases of PCM diagnosed in our service, predominantly
in male, Caucasian, and mean age of 50.2 years. It occured more frequently at the
gingiva and alveolar ridge. Microscopic analysis was performed in 83 cases and
presented pseudoepitheliomatous hyperplasia, areas of microabscesses, intense and
diffuse mononuclear inflammatory infiltrate, and multinucleated giant cells (MGCs) were
present in almost all cases. It was also observed that in most cases, the fungi were
present in three locations: dispersed throughout the connective tissue, inside the MGCs,
and in the areas of microabscesses. It was not possible to correlate VEGF
immunoexpression with clinical and microscopic variables. Based on the results, it is
concluded that paracoccidioidomycosis in the oral mucosa is a relatively uncommon
pathological condition and that, in our sample, the immunoexpression of vascular

endothelial growth factor was mild and observed in a reduced number of cases.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; VEGF; Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca granulomatosa sistémica que
pode afetar diversos 6rgdos do corpo humano, destacando-se pulmdes, linfonodos,
glandulas adrenais, pele e a mucosa bucal. Esta condicdo infecciosa € causada por
fungos termicamente dimorficos do género Paracoccidioides e das espécies P.
brasiliensis e P. Lutzii (SHANKAR et al., 2011). A PCM ¢ adquirida pela inalacdo dos
esporos do fungo afetando primariamente os pulmdes (DEVELOUX, 2017).

Os fungos P. brasiliensis e P. lutzii sdo dimérficos e se apresentam sob duas
formas: micélio e levedura. A forma de micélio é saprdfita e encontrada na natureza a
uma temperatura de 25°C. Tem um crescimento lento (3-4 semanas), produzindo
propagulos de conidios infecciosos que sdo inalados nos pulmdes, onde a transi¢éo
para a forma de levedura patogénica ocorre, um passo essencial para o
estabelecimento da infeccdo (BRUMMER et al., 1993; SAN-BLAS, 1993; SAN-BLAS et
al., 2002). A forma de levedura esta presente no exsudato dos tecidos do hospedeiro e
cresce em cultura a 37°C (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

Esta transicdo morfoldgica € determinante para a instalacdo da doenca. Apesar
de ser a forma parasitaria e patogénica, a leveduriforme nédo é infecciosa e nem
transmissivel entre os humanos. Somente a forma micelial e propagulos de conidios
encontrados na natureza é que podem infectar os seres humanos (ABREU E SILVA et
al., 2013; SHANKAR et al., 2011). A manisfestacdo primaria da PCM consiste no
envolvimento crénico pulmonar, podendo estar associada a alteracdes mucocutaneas.
O aparecimento de lesGes orais em pacientes com PCM, cerca de aproximadamente
80% dos casos da doenca, se manifesta em sua forma cronica (BRAZAO- SILVA et al.,
2011; MARQUES, 2012;).

Microscopicamente, as lesdes orais apresentam tecido epitelial hiperplasico,
intenso infiltrado inflamatério com a formacéo de granulomas constituidos por células
epitelioides, representando uma resposta imunocelular a fim de previnir a disseminagéo
do fungo no organismo. O desenvolvimento das manifesta¢des clinicas e a evolugao

da doenca ndo dependem apenas da viruléncia da cepa infectante, mas também da
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resposta imunoldgica desencadeada além dos fatores genéticos do hospedeiro
(ABREU E SILVA et al., 2013; BOCCA et al., 2013; FORTES et al., 2011).

A angiogénese é um processo bastante complexo regulado por fatores de
inibicdo e de estimulacdo da proliferacdo vascular. O desequilibrio desses fatores
envolvidos na angiogénese leva ao desenvolvimeto de um processo patologico. Varios
fatores de crescimento estéo relacionados com a angiogénese, dentre estes o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (APTE, CHEN, FERRARA, 2019; PEACH et al., 2018).

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é constituido por moléculas
endogenas pré-angiogénicas com a importante funcao de regular a formacao de vasos
sanguineos tanto no processo fisioldgico, quanto no processo patoldgico. Estes fatores
de crescimento sdo constituidos por glicoproteinas diméricas que atuam direta e
seletivamente através dos receptores VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3, que
predominantemente sdo expressos no endotélio vascular. A ligacdo do VEGF a esses
receptores causa influxo de célcio citoplasmatico, elevando sua concentracdo em até
quatro vezes, alterando a forma, a divisdo e a migracdo celular. O aumento da
permeabilidade das vénulas as macromoléculas permite que proteinas plasmaticas
atravessem para 0 meio extracelular, causando a formacao de fibrinogénio e deposicéo
de gel de fibrina que atua como uma importante matriz provisoria para o crescimento
de novos vasos sanguineos. Esta caracteristica torna o VEGF um importante mediador
da angiogénese (FATIMA; PAPA, 2010; LU et al., 2018; PIRES et al., 2016; VALIATTI
et al., 2011).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Paracoccidioidomicose

A PCM é uma doenca infecciosa granulomatosa causada pela inalacéo do fungo
dimérfico Paracoccidioides. Através das analises molecular e filogenética e das
caracteristicas morfologicas de numerosos isolados de Paracoccidioides, atualmente
duas espécies, P. brasiliensis e P. Lutzii, tém sido diretamente relacionadas com esta
doenca (GIRARDI; SCROFERNECKER, 2016; MENESES-GARCIA et al.,, 2002
QUEIROZ- TELLES et al., 2017; SHANKAR et al., 2011).

Esta patologia foi inicialmente descrita em 1908 por Adolfo Lutz que sugeriu a
denominacao “Doenca de Lutz”. Posteriormente, em 1912, Afonso Splendore sugeriu o
nome “Zymonema brasiliense” e, somente em 1930, Floriano de Almeida distinguiu seu
agente etiolégico do Coccidioides immitis, propondo o nome Paracoccidioides
brasiliensis. Oficialmente, esta doenca foi reconhecida como PCM pela Organizacao
Mundial de Saude somente em 1971. Recentemente, utilizando-se técnicas de biologia
molecular, o P. brasiliensis foi classificado no filo Ascomycota, ordem Onygenales e
familia Onygenacea (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003; RAMOS-E-SILVA;
SARAIVA, 2008).

Esses fungos sdo encontrados no solo de paises da América Latina estendendo-
se desde o México, ao norte, até a Argentina ao sul, sendo endémico nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003;
BORBA et al., 2005; GOLDANI; WIRTH, 2017; SHANKAR et al., 2011; SILVA et al.,
2007). A infeccdo é autdctone e restrita ao continente americano. A incidéncia da
doenca no Brasil, maior detentor dos casos, € observada com maior intensidade nos
estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Rio Grande do Sul, Goias,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (VERLI et al., 2005). Tal endemismo € atribuido as
condicdes locais do solo (umidade, rico em matéria organica, recoberto por vegetacao
e com temperaturas em torno de 20°C) que propiciam um ambiente favoravel para o
crescimento do fungo (SILVA et al., 2007). A PCM representa a maior causa

incapacitante e de morte entre trabalhadores rurais adultos jovens, com idade entre 30
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a 50 anos, durante o periodo de vida mais produtivo. Ambos o0s sexos podem ser
contaminados, entretanto ha maior predilecdo para o sexo masculino sendo a
proporcdo homem- mulher de 11:1(CAIXETA et al., 2018).

O curso clinico da doenca pode se dar sob a forma aguda/ subaguda (juvenil) e
cronica (adulta). A forma aguda/ subaguda da paracoccidioidomicose afeta criancas,
adolescentes e adultos jovens. A sintomatologia se desenvolve em curto periodo de
tempo, em aproximadamente dois meses. Esta forma clinica de PCM evolui
rapidamente e dissemina a infec¢cdo para varios 6rgdos e sistemas. A maioria dos
sintomas envolve o sistema fagocitico mononuclear, incluindo linfadenomegalia (local
ou generalizada), que pode apresentar supuracdo, fistulizacdo e
hepatoesplenomegalia; além de lesbes cutdneas ou mucosas e raramente
envolvimento pulmonar. Febre, perda de peso e anorexia sao frequentemente
observadas nesta manifestacéo clinica. O envolvimento das membranas mucosas €&
pouco frequente, ocorrendo em 17 a 20% dos casos e o envolvimento pulmonar € ainda
mais raro, cerca de 5 a 10% (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A forma adulta ocorre em mais de 90% dos casos, principalmente em pacientes
do género masculino, progride lentamente e pode levar meses a anos para se
manifestar clinicamente. Afeta inicialmente os pulmdes causando uma morbidade
significativa devido ao comprometimento da funcao pulmonar. Em seguida, a doenca
pode disseminar para outros 6rgaos e tecidos produzindo lesGes secundarias nas
membranas mucosas (bucal e nasal), pele, linfonodos e glandulas adrenais. Quando o
fungo adere e invade as células epiteliais, ele deixa de ser reconhecido pelo sistema
imunolégico, o que pode facilitar sua disseminagdo pelo corpo sem ser reconhecido
(MENDES-GIANNINI et al., 2008).

Estas diferentes manifestacdes clinicas, inclusive a forma assintomatica,
resultam de fatores relacionados ao hospedeiro, tais como idade, género e estado
imunologico, bem como caracteristicas do agente infeccioso, especialmente sua
viruléncia (MENDES-GIANNINI et al., 2008; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008;
UNTERKIRCHER et al., 2004).

Patologias como: neoplasias, tuberculose, Doenca de Chagas, leishmaniose e

AIDS podem apresentar-se concomitantes a PCM, elevando a taxa de mortalidade
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devido ao comprometimento generalizado do sistema imunoldgico ( BELLISSIMO-
RODRIGUES; MACHADO; MARTINEZ, 2011; LOTH et al., 2011). Entretanto, em
pacientes soropositivos para o HIV, ocorre uma baixa incidéncia de PCM,
provavelmente devido ao uso excessivo de antifungicos em pacientes infectados pelo
HIV (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003).

Estudos utilizando o teste intradérmico com a paracoccidioidina revelaram que o
namero de pacientes diagnosticados clinicamente com PCM representa apenas uma
pequena porcao de individuos infectados. Além dos fatores inerentes ao hospedeiro e
ao fungo mencionados anteriormente, o fato do individuo infectado nas primeiras
décadas de vida ndo estar mais residindo na area endémica quando a doenca se
manifestou, contribuem para o atraso no diagnostico (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA,
2008).

Uma vez nos pulmdes, as células epiteliais e macrofagos residentes sédo a
primeira linha de defesa que interage com o Paracoccioides. Entretanto, apesar do
ambiente hostil, os macrofagos podem servir de abrigo para a sobrevivéncia intracelular
dos fungos e sua proliferacdo. Contudo, para ocorrer a disseminacdo hematogénica
extrapulmonar para 6rgaos e tecidos como baco, figado, ganglios linfaticos, mucosa
oral, nasal e pele; a adeséao e invasao do epitélio celular e da lamina basal das proteinas
se faz necesséario (BRUMMER et al., 1993; MENDES- GIANNINI et al., 2008; SAN-
BLAS et al., 2002).

O P. brasiliensis pode levar a formacdo de um complexo granulomatoso
pulmonar que, na maioria dos casos, regride espontaneamente com o estabelecimento
da imunidade especifica do hospedeiro. A infec¢do primaria é quase sempre subclinica
em individuos com sistema imune competente. Caso o0 hospedeiro torne-se
imunocomprometido, podera haver uma reativagdo tardia resultando em infeccéo
cronica (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

Os aspectos clinicos da PCM podem se apresentar de forma localizada e branda
até disseminada, severa e progressiva, com evolucéo fatal. Com a inalacdo dos fungos,
estes penetram o trato respiratério e se instalam nos pulmdées resultando em PCM
pulmonar em 80 a 90% dos casos, podendo ser frequentemente bilateral e localizada

na metade inferior dos pulmdes. Os sintomas nesta fase s&o inespecificos e os
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pacientes podem apresentar tosse crbnica, expectoracdo, dispneia, dor toracica e
hemoptise associada a sintomas sistémicos como perda de peso, febre e anorexia. A
infecc@o pode se apresentar assintomatica, regredir espontaneamente, progredir para
a doenca ou permanecer num estado de laténcia (RAMOS-E-SILVA; SARAIA, 2008).

Estudos de sequenciamento de multilécus tem mostrado varias espécies do
agente etiolégico da Paracoccidioidomicose. O complexo P. brasiliensis compreende
quatro grupos: espécie filogenética 1(S1), espécie filogenética 2(PS2), espécie
filogenética 3(PS3), espécie filogenética 4(SP4) e a espécie biolégica Paracoccidioides
Lutzii. Estudos epidemioldgicos apoiam uma ampla gama para os agentes que compde
o complexo P. brasiliensis, em especial o grupo S1(Sla e Slb), que sé&o
predominantemente encontrados no Sul da América Latina, especialmente no Sul e
Sudeste do Brasil, Argentina e Paraguai. A espécie PS2 possui relatos esporadicos na
Venezuela e na Regido Sudeste do Brasil, enquanto que a espécie P. Lutzii apresenta
um epicentro na Regido Centro-Oeste do Brasil (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

O diagnostico da PCM é baseado na deteccdo dos fungos, P. brasiliensis ou P
Lutzii, através de métodos convencionais incluindo exames diretos, cultura,
histopatoldgicos de amostras coradas com hematoxilina- eosina (HE), acido periddico
de Schiff (PAS) e Grocott- Gomori e testes soroldgicos que demonstram a presenca de
anticorpos circulantes nos soros, atuando como um coadjuvante no acompanhamento
do paciente durante o tratamento antimicético. Métodos e ensaios baseados em PCR
para deteccao especifica de antigenos foi desenvolvido por laboratérios de referéncia,
mas nao esta disponivel na grande maioria dos centros médicos da América Latina. O
envolvimento pulmonar deve ser confirmado através de exame radiografico. Técnicas
moleculares tém permitido um diagnostico de alta especificidade e sensibilidade,
utilizando-se sondas de DNA. Estas técnicas incluem a identificagcdo molecular do P.
brasiliensis através da imunohistoquimica e da amplificacdo do DNA ribossémico pela
reacado em cadeia da polimerase (PCR) (ARRUDA et al., 2018).

Microscopicamente, para a confirmagdo do diagnéstico de PCM, se faz
necessario 0s seguintes critérios: hiperplasia pseudoepiteliomatosa, microabscessos
intra-epiteliais, reacdo granulomatosa composta por células gigantes multinucleadas

inflamatorias e um infiltrado inflamatorio predominantemente mononuclear (linfécitos e
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plasmacitos), além de neutrofilos; e, principalmente, a presenca de estruturas esféricas
de parede birrefringente correspondentes a morfologia do fungo Paracoccidioides (;
CARLI et al., 2015; SILVA et al., 2007.). Estas estruturas podem ser observadas em
cortes histolégicos corados pela Hematoxilina e Eosina, mas sdo melhor identificadas
quando coradas pelo PAS ou pela técnica de Grocott- Gomori (ALMEIDA; JORGE-
JUNIOR; SCULLY, 2003; AZENHA et al., 2012; GIRARDI; SCROFERNECKER, 2016;
LOPEZ-MARTINEZ et al., 2014; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

A configuracdo morfolégica da reacdo granulomatosa também depende da
imunidade do hospedeiro. Em individuos imunocompetentes, observa-se granulomas
epitelioides compactos, bem definidos, com poucos fungos e infeccdo localizada.
Naqueles que apresentam comprometimento imunoldgico, a inflamacg&o granulomatosa
€ desorganizada, com grandes numeros de fungos, granulomas frouxos, mal definidos,
com exsudacdo supurativa e areas de necrose, e consequentemente com
disseminacéao do fungo (FORTES et al., 2011; LOPERA et al., 2011).

A orofaringe pode ser o primeiro local anatomico de manifestagdes depois dos
pulmdes e lesdes nesta regido sdo comuns. As manifestacdes clinicas classicas sao:
lesBes granulares, eritematosas ou ulceradas circundadas por bordas serrilhadas com
uma fina borda hemorragica. A cavidade oral pode estar afetada em um ou varios locais,
sendo a gengiva e o palato as regiées de maior prevaléncia (TRINDADE et al., 2017,
WEBBER et al., 2014). A cavidade oral € um ambiente ideal para o crescimento de
microrganismos, pois esta apresenta uma temperatura de aproximadamente 37°C,
umidade, alta concentracéo e disponibilidade frequente de nutrientes, condigbes que
favorecem a adeséo e a colonizag&o de biofilmes microbianos (MEURMAN; TARKKILA;
TITINEN, 2009).

O comprometimento da cavidade oral com a PCM foi primeiramente descrito por
Lutz, em 1908, em dois pacientes que apresentavam linfadenopatia cervical. As lesbes
orais se caracterizam por uma hiperplasia granular eritematosa, entremeada por pontos
hemorragicos purpureos e um aspecto superficial rugoso denominado “estomatite
moriforme” (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003; MIGLIARI et al., 1998; SILVA
et al., 2007) (Figura 1). Nos labios, leva ao aparecimento de macroqueilia, representada

pelo aumento pronunciado na espessura e consisténcia. Geralmente, as lesbes orais
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sao multiplas envolvendo os labios, gengiva, mucosa jugal, palato, lingua e assoalho
bucal. Apesar de incomum, a PCM pode provocar perfuragédo do palato duro (ALMEIDA;
JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003).

Figura 1- Aspecto clinico caracteristico da paracoccidioidomicose bucal,
representado pela estomatite moriforme.

Fonte- Da autora (2022).

O diagnéstico diferencial para a PCM deve incluir o carcinoma de células
escamosas, por apresentar um aspecto clinico semelhante e uma associacdo das duas
doencas com é&lcool e tabaco, além do linfoma, tuberculose, sarcoidose, sifilis,
actinomicose cervicofacial, histoplasmose, criptococose e leishmaniose (ABREU E
SILVA et al., 2013; ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003; RAMOS-E-SILVA;
SARAIVA, 2008).

Segundo Meurman; Tarkkila; Tiitinen (2009), é importante lembrar que o P.
brasiliensis possui alta capacidade de invaséo tecidual de uma variedade de tecidos e
orgaos diferentes, além de seus mecanismos moleculares e celulares. Mendes-
Giannini et al. (2008) relataram que a adesdo dos propagulos infecciosos durante a

infeccd@o de células hospedeiras é o primeiro passo para que esse patdgeno tenha uma
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interatividade com estruturas superficiais que é essencial para sua colonizacao, invasao
e crescimento. Quando o fungo adere e invade as células epiteliais ele deixa de ser
reconhecido pelo sistema imunol6gico, o que pode facilitar sua disseminacdo pelo
corpo sem ser reconhecido. Portanto, células epiteliais e endoteliais podem ser
reservatorios do fungo e ficarem protegidas, uma vez que no interior da célula ele ndo
é reconhecido por macrofagos e fica imune a terapia antifingica. Sendo assim, estes
autores avaliaram a interacdo entre o P. brasiliensis e as células epiteliais, enfatizando
aderéncia, inducéo as alteracdes citoesqueléticas e diferentes marcadores moleculares
superficiais. Ndo conseguiram elucidar completamente o mecanismo de invasao
celular, mas salientaram que € importante entender qual proteina induz a invasédo, quais
0s receptores celulares, a ligagdo proteinas ao enddcito e 0s mecanismos que
governam a invasao fungica.

Estudos epidemioldgicos de pacientes com paracoccidioidomicose indicam que
essa doenca apresenta uma forte predilecdo por homens podendo chegar a uma
proporcao de 11:1. Tal diferenca se d& pela defesa hormonal presente em mulheres
qgue é o hormdnio beta estradiol. Este horménio atua impedindo a transformacéo da
forma miceliar do fungo Paracoccidioides em leveduriforme. Apesar da diferenca de
predilecdo entre homens e mulheres, a exposi¢cdo a este fungo é igual. Por outro lado,
a prevaléncia da doenca clinica em pré-puberes ou mulheres p6s-menopausicas €é igual
a encontrada em homens (SHANKAR et al., 2011).

O tratamento antifingico dos casos leves e moderados se baseia na
adiministracdo do Itraconazol ou da combinacdo do Sulfametoxazol e Trimetropim.
InfeccOes graves e dissiminadas podem exigir uso de formulagbes de Anfotericina B
seguida de terapia associada com o Itraconazol ou com Sulfametoxazol e Trimetropim.
O tempo de tratamento dos pacientes infectados com a PCM pode variar entre 12 a 24
meses, dependendo da manifestacao clinica da doenga (RODRIGUES-VENDRAMINI
et al., 2019).
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2.2 Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

A angiogénese € um processo essencial para a formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes. E um fenémeno complexo com a
participacdo de inimeras moléculas e fatores de crescimento que irdo estimular e ou
inibir esta neovascularizacdo, que se encontra presente tanto em processos fisioldgicos
como em processos patoldgicos. A formacao de novos vasos sanguineos é essencial
para o transporte de nutrientes aos tecidos e 6rgdos; entretanto, a neoformacéo
descontrolada de vasos sanguineos pode promover ou propiciar o desenvolvimento de
Varios processos patoldgicos. Em relacdo aos processos fisioldgicos, associados a
angiogénese, teremos a ovulacdo, desenvolvimento do corpo liteo, embriogénese,
crescimento tecidual, desenvolvimento mamario na lactacéo, inflamacao, cicatrizacéo
e resposta imune. Além da fisiologia supracitada, a etiologia e a patogénese de muitas
doencas estdo associadas a uma resposta dos fatores pré e antiangiogénicos
persistente que ocorre por um aumento dos mediadores ou deficiéncia dos inibidores
da angiogénese, como por exemplo neoplasias, metastases, psoriase, doencas
oculares, entre outras que apresentam alteracdo deste mecanismo (APTE, CHEN,
FERRARA, 2019; POLVERINI, 1995; VALIATTI et al.,, 2011; VEMPATI; POPEL,
GABHANN, 2014).

Este processo angiogénico envolve uma série de etapas sequenciais. A matriz
extracelular e a membrana basal ao redor das células endoteliais sdo degradadas pelas
proteases ativadas, permitindo o extravasamento de células endoteliais na matriz
circulante. Estas células se proliferam e migram para o meio extracelular. Pela
polarizagdo das células endoteliais, em migracdo, um limen é formado dando origem
a um vaso sanguineo imaturo que ira se estabilizar por recrutamento de células murais
e geracdo da matriz extracelular. Este processo angiogénico € controlado por diversos
fatores de crescimento endotelial, dentre estes fatores encontra-se o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). Os vasos alvos dos fatores angiogénicos sao
0s capilares venosos e as vénulas terminais, estes vasos apresentam um pequeno
calibre e células endoteliais sobre uma lamina basal coberta por uma camada

descontinua de pericitos e células musculares lisas (HILLEN, GRIFFIOEN, 2007).
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Dentre as moléculas pro-angiogénicas endbégenas, o VEGF € o principal
regulador da formacédo de vasos sanguineos em condigcBes de normalidade e em
processos patologicos. Inicialmente, o VEGF foi denominado de Fator de
Permeabilidade Vascular (VPF) devido a sua capacidade em aumentar a
permeabilidade dos vasos sanguineos. Estudos subsequentes identificaram os efeitos
adicionais do VPF nas céluls endoteliais, passando entdo a ser denominado VEGF
(PEACH et al., 2018).

A expressao do fator de crescimento endotelial vascular € regulada por
processos trancricionais e pés- transcricionais, sendo a hipoxia considerada um dos
mais importantes estimuladores de expressdo do VEGF, hormonios, microRNAs e
outros fatores angiogénicos (FATIMA; PAPA, 2010).

O VEGF é constituido por glicoproteinas diméricas que inclui o fator de
crescimento placentario (PLGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e
VEGF-F. O fator de crescimento endotelial vascular atua direta e seletivamente atraves
dos receptores VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3, que predominantemente sao
expressos no endotélio vascular. A ligacdo do VEGF a esses receptores causa influxo
de calcio citoplasmatico, elevando sua concentracdo em até quatro vezes, altera a
forma, a divisdo e a migracéo celular. O aumento da permeabilidade das vénulas as
macromoléculas permite que proteinas plasméaticas atravessem para 0 meio
extracelular, causando a formacédo de fibrinogénio e deposicao de gel de fibrina que
atua como uma importante matriz proviséria para o crescimento de novos vasos
sanguineos. Este aumento da permeabilidade microvascular pode preceder ou
acompanhar a angiogénese em diversos processos fisiologicos e patoldgicos. Esta
caracteristica torna o VEGF um importante mediador da angiogénese (DIKICI et al.,
2020; FATIMA; PAPA, 2010; LU et al., 2018; PIRES et al., 2016; VEMPATI; POPEL;
GABHANN, 2014).

O VEGF-A tem sido considerado o fator de crescimento endotelial vascular
dominante na angiogénese e no desenvolvimeto de varios processos patoldgicos. Este
fator apresenta as isoformas VEGF121, VEGF165, VEGF189 e VEGF206. A
sinalizacdo deste fator de crescimento endotelial vascular ocorre por meio de seus

receptores VEGF R1/ R2 que irdo regular as atividades de varias quinases, além de



24

levar a proliferacdo celular, migracdo, sobrevivéncia e permeabilidade vascular.
Também é considerado um estimulante da neurogénese em estudos in vivo e in vitro,
além de desempenhar um papel importante na migracdo nervosa (APTE, CHEN,
FERRARA, 2019KEIFER-JR, O'CONNOR; BOULIS, 2014).

Estudos sobre o VEGF-B demostraram que este fator de crescimento também
pode servir como fatores de sobrevivéncia para os neurdnios corticais e da retina. Li et
al. (2008) relataram que camundongos tratados com o VEGF-B recombinante humano
apos lesdo por esmagamento do nervo Optico aumentam o numero de células
ganglionares da retina sofrendo apoptose, além de mostrar sobrevivéncia de neurénios
cortical em acidente vascular cerebral (KEIFER-JR; O'CONNOR; BOULIS, 2014).

Da familia do VEGF, o VEGF-C e o VEGF- D séo glicoproteinas secretadas que
exibem uma estrutura homdloga e que podem promover a linfangiogénese e
angiogénese através de seus receptores especificos, o VEGF receptor-2 (VEGFR- 2) e
0 VEGF receptor-3 (VEGFR- 3). Entretanto, estes fatores de crescimento endotelial
apresentam um diferencial quanto a ligagdo aos seus receptores, mecanismos
regulatorios, padrao de expresséo durante o desenvolvimento e em tecidos adultos de
camundongos, bem como em tumores humanos (STACKER; ACHEN, 2018).

O VEGF-C tem sido considerado o principal fator de crescimento endotelial
vascular relacionado a linfangiogénese durante o desenvolvimento embrionario. A alta
expressdo do VEGF-C em canceres, também esta intimamente ligado a
linfangiogénese e esta altamente associado a invasao linfatica e desenvolvimento de
metéstases. Niveis séricos de VEGF-C estdo associados significativamente com a
dislipidemia, um fator importante no desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(KEIFER-JR; O'CONNOR; BOULIS, 2014; WADA et al., 2020).

O VEGF-D é um mitdgeno para as células endoteliais promovendo o crescimento
e remodelacdo de vasos sanguineos e linfaticos, por esta razdo, esta diretamente
associado a muitos processos patoldgicos de doencas pulmonares ao cancer. Sua
aplicacédo terapéutica é considerada relevante em vérias condi¢des clinicas, por esta
razao tém sido realizadas pesquisas no desenvolvimento de reagentes para manipular

a sinalizacdo do VEGF- D em doencas que sao objetos de programas de ensaios
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clinicos em cancer, medicina cardiovascular e indicacbes oculares (STACKER;
ACHEN, 2018).

O VEGF-D atua como um importante modificador no metabolismo das
lipoproteinas sendo essencial na atividade hepatica. A administracdo adenoviral do
VEGF-D induz angiogénese no miocardio suino e esta sendo testado para o tratamento
de angina refrataria em humanos. Estudos observacionais recentes sugerem que 0S
niveis circulantes de VEGF-D estdo associados com a incidéncia da insuficiéncia
cardiaca, fibrilacdo atrial e isquémica. Apesar dos niveis de VEGF-D circulante nao
estarem bem esclarecidos, 0 seu aumento pode representar uma adaptacdo as
demandas do sistema linfatico para remocédo do excesso de fluido do espaco extra
vascular dos pulm®es e tecidos periféricos (WADA et al., 2020).

Quando estes fatores de crescimento (VEGF-C e VEGF-D) se ligam aos seus
receptores (VEGFR2/ VEGFR3) de células endoteliais linfaticas, induz a uma cascata
de transducéo intracelular resultando no bloqueio da apoptose, proliferacao e migracéo
celular. Recentemente, estudos demonstraram que em alguns carcinomas,
principalmente da regido de cabeca e pescoco, os VEGF-C e VEGF-D associados a
uma rede linfatica sao preditores significativos de envolvimento linfonodal e influenciam
no prognéstico destes pacientes (KEIFER-JR; O'CONNOR; BOULIS, 2014; STACKER,;
ACHEN et al., 2018; WADA et al., 2020).

2.3 Expresséao do Fator de Crescimento Endotelial Vascular em lesfes bucais

O VEGF tem sido usado como marcador imunohistoquimico em muitas
patologias orais como as doencas periodontais, melanona oral primario, sifilis,
granuloma piogénico, entre outras. Vasconcelos et al. (2016) analisaram a relacdo da
imunoexpressao do VEGF e HIF1 a na doenca periodontal e em tecidos gengivais
saudaveis. As analises foram feitas em fragmentos de tecido gengival acometidos por
periodontite e gengivite e em espécimes de gengiva saudavel. Os resultados revelaram
uma imunorreatividade nuclear e citoplasmatica nas células inflamatorias e endoteliais.
Neste estudo, uma alta porcentagem de VEGF em células imunopositivas foi observada

em casos de periodontite e gengivite, entretanto, a expressao desta proteina atingiu
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niveis mais baixos em locais saudaveis. Os resultados deste estudo sugerem que o
VEGF é um fator importante na iniciagdo e progressao da gengivite para periodontite e
gue isto se deve a associacao do aumento da inflamacéo e a capacidade de promover
a expansao vascular e angiogénese.

Bragado et al. (1999) analisaram o aumento da expressdo do VEGF em
Granulomas Piogénicos. Os resultados demonstraram um padrdo definido e
semelhante de positividade na expressédo do VEGF em todas as amostras testadas.
Entretanto, os autores verificaram uma maior expressdo do VEGF em areas
constituidas por uma proliferacdo de células endoteliais dentro do estroma mas sem
formacgé&o do limen capilar enquanto que, em vasos com limen bem desenvolvidos, a
positividade do VEGF obteve uma menor marcagéo. O fato que a producéo do VEGF
parece estar limitada as células endoteliais precursoras ou imaturas antes do completo
desenvolvimento dos vasos, leva a possibilidade que o VEGF pode atuar como fator
autocrino na estimulacdo do endotélio vascular.

Simonetti et al. (2013) estudaram a correlacdo entre o progndstico de melanoma
oral primario (POM) através da expressdo do VEGF e HIF-1la e a densidade de
microvascularizacdo (MVD). Estes autores observaram que houve um aumento
significativo da MVD e uma maior expressédo de VEGF e HIF-1 a no endotélio vascular
localizado proximo ao front de invasdo tumoral comparada com as células
intratumorais. Os dados do estudo confirmaram a importancia destes marcadores em
relacdo a sobrevida dos pacientes com POM, ou seja, verificou-se que aqueles que
apresentaram uma imunoexpressédo mais forte tiveram pior prognastico.

Pires et al. (2016) analisaram os aspectos clinico-patolégicos e a expressao
imunohistoquimica da molécula de adeséao intracelular-1 (ICAM- 1), do VEGF e do
CD34 em 15 casos de lesdes orais da sifilis secundaria. A imunoexpressao do VEGF e
da ICAM-1 foi observada em células endoteliais e em leucdcitos e a microdensidade
vascular foi similar nas regides superficiais e profundas do tecido conjuntivo. Com base
nos resultados, os autores sugeriram que processos mediados por ICAM-1 e
mecanismos pré-angiogénicos mediados por CD34 e VEGF participam no

desenvolvimento e na progressao das lesdes orais da sifilis secundaria.
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2.4 Fator de Crescimento Endotelial Vascular e Paracoccidioidomicose

Ferreira et al. (2009) analisaram o efeito da irradiacéo laser de baixa intensidade
(Hélio-Nednio) sobre a deposicédo de matriz extracelular, a expressao de citocinas e a
angiogénese em lesdes paracoccidioidomicéticas experimentais. Os resultados
demonstraram que as lesdes que receberam a irradiacdo expressaram o VEGF nos
vasos sanguineos presentes enquanto que, nas lesbes ndo-tratadas, a expresséo do
VEGF foi observada apenas numa pequena area no centro das lesdes. Os autores
sugeriram que, embora a hipoxia seja considerada como um importante fator
desencadeador para a transcricdo de fatores angiogénicos; a hipdxia severa,
prolongada e espalhada pelos tecidos em lesbes ndo-irradiadas foi capaz de impedir o
processo de cura destas feridas. Por outro lado, a irradiacao laser ao eliminar a hipdéxia
tecidual estimulou o metabolismo celular aerébico e acelerou o reparo tecidual.

Pavanelli et al. (2011), avaliando a acédo do cis-[RU(bpy)2(NO)SO3](PF6) na
paracoccidioidomicose experimental, ndo observaram diferencas significativas no
namero de células que expressaram o VEGF dentre os animais tratados e controles.

Recentemente, Finato et al. (2020) investigaram a interacdo de trés compostos
antifibréticos (pentoxifilina, azitromicina e talidomida) associados ao itraconazol ou ao
cotrimoxazol em fibrose pulmonar induzida em modelo murino de PCM pulmonar.
Foram avaliadas as concentracdes pulmonares dos seguintes marcadores: TGF-betal,
CCL3, INF-gama, TNF-alfa, IL-10, VEGF, IL-6, IL-1beta, IL-17 e IL-2 nos homogenados
pulmonares. Os resultados reforcaram o papel anti-fibrético da pentoxifilina na PCM
murina quando associada com itraconazol, mas ndo com o cotrimoxazol, devido a
desregulacéo da inflamacdo pulmonar. Por outro lado, a azitromicina associada ao
cotrimoxazol, mas ndo ao itraconazol, demonstrou um efeito antifibrético por induzir
uma resposta pro-inflamatoéria regulada pela IL-10. Além disso, a fibrose pulmonar foi
intensificada pela talidomida associada ao itraconazol ou ao cotrimoxazol, devido a
inflamacgéo néo-regulada e as concentracdes elevadas dos mediadores pro-fibroticos
CCL3 e VEGF.

Donanzam et al. (2020) avaliaram o papel de exoantigenos do Paracoccidioides

spp (P. brasiliensis e P. lutzii) na proliferacdo e producdo de citocinas e fatores de
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crescimento pelos fibroblastos pulmonares. Cada concentragcéo de exoantigeno induziu
diferentes reacbes nos fibroblastos pulmonares. Porém, os resultados obtidos
demonstraram que os exoantigenos induziram uma proliferacdo significativa de
fibroblastos pulmonares murinos e humanos. Todas as concentracdes de exoantigenos
promoveram diminuicéo dos niveis de IL-6 e VEGF em fibroblastos murinos. Os autores
concluiram que os componentes do P. brasiliensis e do P. lutzii interferiram na
fibrogénese agindo diretamente na biologia dos fibroblastos pulmonares.

Vale ressaltar ainda que, até 0 momento, ndo foram encontrados na literatura
estudos avaliando a expressdo do VEGF em les6es bucais da PCM, justificando assim

a realizacao deste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Constituiu-se proposicdo do presente estudo avaliar a prevaléncia de lesdes
bucais da paracoccidioidomicose diagnosticadas no Laboratorio de Anatomopatologia
Bucal da UNIFAL-MG no periodo de 1998 a 2020.

3.2 Objetivos especificos

Analisar, através da imunohistoquimica, a expressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) nas lesdes bucais da paracoccidioidomicose e comparar a
imunoexpressdo deste marcador com o0s aspectos clinicos e microscopicos

apresentados por estas lesoes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Questdes éticas

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos da Unifal-MG, CAAE 40286520.1.0000.5142 (APENDICE
A).

4.2 Casuistica e sele¢cdo da amostra

Foi realizado um levantamento de todas as lesbes bucais de
paracoccidioidomicose diagnosticadas e arquivadas no Laboratério de
Anatomopatologia Bucal da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), no periodo
de 1998 a 2020. Foram coletados, das fichas de solicitacées de exames enviadas pelos
profissionais ao laboratério, os dados demograficos dos pacientes, como: género,
idade, cor, profissdo, habitos nocivos relacionados a cavidade bucal (tabagismo e
etilismo), a localizacdo da lesédo, o aspecto clinico e o respectivo diagnéstico clinico
sugerido pelo profissional. O diagnostico microscépico bem como o nimero do laudo
anatomopatoldgico também foram registrados (APENDICE B).

4.3 Andlise microscoOpica qualitativa

Para a analise microscopica, foram utilizados cortes microscopicos de cinco
micrometros (um) de espessura, corados em Hematoxilina e Eosina (HE) e montados
em laminas arquivadas no Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Unifal-MG,
oriundos de fragmentos de biopsias enviadas ao referido laboratorio com finalidade
diagnéstica.

A analise microscopica das lesbes foi realizada individualmente por dois
examinadores, utilizando-se um microscopio Optico binocular (AxioLab- Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) contendo uma lente objetiva N-Achroplan de 40X/0,65,

resultando num aumento final de 400X.
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Para a analise microscopica, utilizou-se os seguintes critérios histopatolégicos,

como proposto por Carli et al. (2015); Silva et al. (2007):

1. Presenca de hiperplasia pseudoepiteliomatosa (Figura 2);

2. Presenca de areas de microabscessos intraepiteliais (Figura 3);

3. Presenca de reacéo granulomatosa constituida por células gigantes multinucleadas
inflamatdrias (CGMIs) e infiltrado inflamatorio contendo células mononucleares e
polimorfonucleares (Figura 4);

4. Presenca de estruturas esféricas e com a parede celular birrefringente
correspondendo ao fungo (Figura 5).

Além destas alteracBes microscépicas suficientes para o diagnéstico, observou-
se também a intensidade e a localizagdo do infiltrado inflamatorio, os tipos das células
gigantes multinucleadas inflamatorias (Langhans ou corpo estranho) e as diferentes
localizacBes dos fungos (dispersos no tecido conjuntivo, no interior das células gigantes

multinucleadas ou nas areas de microabscessos).

Figura 2- Aspectos microscopicos caracteristicos da paracoccidioidomicose,
destacando-se uma hiperplasia pseudoepiteliomatosa bem exuberante.

Fonte- Da autora (2022).
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Figura 3- Areas de microabscessos apresentando iniimeras estruturas esféricas com
membranas birrefringentes compativeis com o fungo Paracoccidioides spp.

Fdnte- Da autora (2022).

Figura 4- Granuloma imunogénico constituido por infiltrado mononuclear com
predominio de linfécitos e macréfagos, além de CGMiIs do tipo Langhans
contendo fungos no seu interior. Nota-se também a presenca de
fibrosamento periférico.
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Figura 5- Estruturas esféricas com membrana birrefringente compativeis com o
Paracoccidoides spp dispersas pelo tecido conjuntivo e no interior de CGMIs.
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Fonte- Da autora (2022).

4.4 Reacdo imunoistoquimica

Foram confeccionados cortes de trés micrometros (um) de espessura e
colocados em laminas silanizadas para a reacdo imunoistoquimica, seguindo-se 0s
protocolos do ANATOMED Instituto de Anatomia Patoldgica de Bauru-SP.

Os cortes microscopicos foram desparafinados em Xilol realizando-se duas
trocas de cinco minutos cada. Em seguida foram hidratados em alcoois em
concentracbes decrescentes: absoluto; 90%; 70%; 50%; até agua corrente e,
posteriormente, lavados em agua corrente por cinco minutos.

Na préxima etapa, foram colocados 420 mililitros de agua destilada na camara
de recuperacdo da Panela Pascal, a uma temperatura de 118°C, por dois minutos.
Aguardou-se chegar a temperatura de 90°C por 10 segundos e retirou-se a pressao
restante. Em seguida, abriu-se a tampa da panela e colocou-se a cuba com as laminas
em temperatura ambiente por 20 minutos. Os cortes foram, posteriormente, lavados e

mantidos em agua destilada até o passo seguinte.
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A peroxidase enddgena foi inativada utilizando-se o perdxido de hidrogénio a 3%
em PBS, por dez minutos, e apds este tempo os cortes foram lavados com agua
destilada. O anticorpo primario VEGF (M7273, clone VG1; Dako, Carpinteria, CA, EUA;
diluicdo 1:150) foi aplicado e os cortes acondicionados em uma camara umidificada
numa geladeira, na temperatura 4°C, e deixadas overnight. Depois da incubagcéo com
0s anticorpos primarios, as laminas foram lavadas com PBS. Apos a lavagem, foi
aplicado o polimero de ligacéo (EnViosion Flex HRP. Dako, Carpinteria, CA, EUA) e
deixado por 40 minutos em temperatura ambiente. Apos o tempo de acédo do Envision
Flex HRP, as laminas foram novamente lavadas com PBS, o excesso foi aspirado e
aplicado diaminobenzidina (Dako, Glostrup, Dinamarca) como cromogénio por 10
minutos em temperatura ambiente. A contracoloragéo foi realizada com a Hematoxilina
de Harris diluida por dois minutos.

Controles positivo e negativo, através da omissao do anticorpo primario, foram
usados em todas as reacdes. Foram incluidos para comparacdo cortes de placenta

humana.

4.5 Andlise da imunoexpressao de VEGF

A analise da imunoexpressdo do VEGF em paracoccidioidomicose foi realizada
utilizando-se o software de captura de imagens (AxioVision Rel. 4.8.2- Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) instalado em um microcomputador. Para a aquisicdo das
imagens, utilizou-se uma camera fotogréfica digital (AxiocamMRc 1.4 Mb- Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) acoplada a um microscopio 6ptico binocular (AxioLabCarl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) contendo uma lente objetiva N-Achroplan de 40X/0,65;
resultando num aumento final de 400X.

A anélise imunoistoquimica semiquantitativa foi feita de acordo com Klein et al.
(1999) atraves da determinacdo de escores. Inicialmente, analisou-se a porcentagem
de células marcadas, a saber:

- Escore 0: auséncia de marcacdo;
- Escore 1: até 30% das células marcadas;

- Escore 2: entre 30 e 60% das células marcadas;
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- Escore 3: Mais de 60% das células marcadas.

Em seguida, avaliou-se a intensidade da marcacdo, representada por O:
auséncia de marcacéo; 1: marcacao fraca; 2: marcagdo moderada e 3: marcacao forte.
Para a determinacdo dos Escores Finais de marcacdo, multiplicou-se o escore da
porcentagem de células marcadas pela intensidade da marcacgéao, cujos valores variou
de 0 a 9. Esta andlise foi realizada por dois examinadores independentes, como
proposto por Klein et al. (2001).

4.6 Andlise estatistica

Os registros das informacdes demograficas dos pacientes portadores de
paracoccidioidomicose bucal e os parametros microscopicos foram armazenados em
um banco de dados, elaborado em planilha eletrénica do Microsoft Excel. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o0 programa estatistico para
microcomputador SPSS for Windows, verséo 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

Para se comparar as variaveis categoricas em tabelas de contingéncia, o teste
de frequéncias do qui-quadrado foi adotado e quando uma frequéncia esperada foi
menor do que 5, aplicou-se o teste exato de Fisher. Considerou-se o nivel de

significancia de 5% (p < 0,05) para os testes estatisticos.
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5 RESULTADOS

De um total de 10.667 laudos anatomopatologicos emitidos, no periodo de
janeiro de 1998 até dezembro de 2020, no Laboratério de Anatomopatologia Bucal da
Unifal-MG, foram diagnosticados 98 (0,92%) casos em 98 pacientes com
paracoccidioidomicose bucal.

Em relagdo ao ano do diagnéstico, o maior nimero de casos ocorreu em 2010
(12 casos), seguido pelos anos de 2013 (9 casos) e 2015 (7 casos). O Gréfico 1
descreve a relacdo de numeros de casos por ano do diagndstico.

Gréfico 1- Distribuicdo do numero de casos de PCM por ano do diagndstico.
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Fonte- Elaborado pela autora (2022).
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A paracoccidioidomicose acometeu com maior frequéncia, 76,5% (75 casos), o
género masculino e apenas 23,5% (23) dos casos ocorreu em mulheres. Em relagéo a
cor da pele dos pacientes portadores de PCM, 57 (58,2%) eram leucodermas, 18
(18,4%) feodermas, 10 (10,2%) melanodermas e a cor da pele de 13 (13,2%) pacientes

nao foi informada nas fichas de biopsia, como demonstrado no Grafico 2.

Gréfico 2- Distribuicdo dos casos de paracoccidioidomicose bucal segundo a cor da
pele dos pacientes informada.
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Fonte- Elaborado pela autora (2022).
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A idade dos pacientes diagnosticados com PCM variou de 21 a 80 anos, com
uma idade média de 50,2 anos. O maior numero de casos foi diagnosticado na quarta
e na quinta décadas de vida, conforme descrito no Grafico 3. Setenta e nove (80%)
pacientes apresentavam-se com 40 anos ou mais no momento do diagnostico. Apenas
15 (16%) casos foram diagnosticados em pacientes com menos de 40 anos e em 4

(4%) fichas ndo foram relatadas as idades dos pacientes.

Gréfico 3- Distribuicdo do niumero de casos de paracoccidioidomicose bucal segundo
a faixa etaria dos pacientes.

Faixa etaria
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Fonte- Elaborado pela autora (2022).
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Quanto aos habitos nocivos dos pacientes, observamos que na maioria das
fichas de bidpsias enviadas ao laboratério pelo profissional que realizou a biépsia ndo
constavam informag&es sobre o consumo de tabaco e alcool. Dos 98 laudos analisados,
13 (13,2%) pacientes relataram ser ou ja terem sido fumantes, 7 (7,2%) pacientes
relataram ser ou terem sido etilistas e em 80 (80%) fichas dos pacientes ndo foram
relatadas informacdes sobre os habitos nocivos.

Em relacdo a localizacdo, 59 (28,5%) pacientes desenvolveram lesdes da
paracoccidioidomicose em gengiva e/ou rebordo alveolar. O palato duro foi acometido
em 28 casos (13,5%) e a mucosa jugal em 24 casos (11,6%), como ilustrado no Gréfico
4.

Grafico 4- Diferentes localiza¢des acometidas pelas lesdes bucais da
paracoccidioidomicose.
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Em nossa casuistica, as apresentacdes clinicas relatadas pelos profissionais
guando da descri¢ao das lesbes de paracoccidioidomicose foram: estomatite moriforme
em 89 casos (91%), periodontite associada a estomatite moriforme em trés casos (3%)
e Ulcera vegetante em apenas um caso (1%). Em cinco casos (5%) nao foram descritas
as apresentacdes clinicas das lesoes.

Foram analisados também os diagndsticos clinicos sugeridos pelos profissionais
e registrados nas fichas de biépsias enviadas ao laborat6rio. Em 67 casos (68,4%), 0s
profissionais indicaram apenas um diagnaostico clinico. Dois diagndsticos clinicos foram
sugeridos em 21 casos (21,4%), trés foram sugeridos em quatro dos casos (4,1%) e
em apenas trés casos (3,1%) foram sugeridos quatro diagnésticos clinicos. Em trés
casos (3,1%) ndo constava na ficha do paciente o diagndstico clinico. Os diagndsticos
clinicos mais frequentemente sugeridos pelos profissionais que realizaram as biopsias
foram paracoccidioidomicose (86,7%) e carcinoma espinocelular (27,5%).

A andlise microscopica foi realizada em 83 casos (84,6%), uma vez que 15 casos
(15,4%) n&o apresentavam material suficiente nos blocos de parafina que permitissem
a confeccdo de novas laminas e algumas laminas do arquivo se extraviaram ou 0S
cortes ndo apresentavam areas representativas da paracoccidioidomicose. Foram
também incluidos na amostra apenas 0s casos que preencheram o0s critérios
diagndsticos como proposto por Silva et al. (2007). Os granulomas, quando presentes,
seguiram a classificacdo de Abreu e Silva et al. (2013) e foram divididos em
imunogénicos (densos) e ndo-imunogénicos (frouxos).

Nos 83 casos analisados, hiperplasia pseudoepiteliomatosa foi observada em 78
casos (94%), microabcessos em 74 casos (89%)), infiltrado inflamatério mononuclear
em todos os 83 casos (100%), CGMIs em 78 casos (94%) e granulomas imunogénicos
em 32 casos (39%) (Gréfico 5). Em relagéo a intensidade e localizagdo do infiltrado
inflamatorio, na grande maioria dos casos observou-se que era intenso e se localizava
difusamente pelo tecido conjuntivo.

Com relagéo a localizagéo dos fungos, em 51 casos (61,4%) os fungos foram
encontrados nas trés localizacdes, a saber: dispersos pelo tecido conjuntivo, no interior
das CGMIs e nas ares de microabscessos. Fungos dispersos pelo tecido conjuntivo

apenas foram observados em 4 casos (4,8%) e, somente no interior das CGMIs,
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também foram encontrados em apenas 4 casos (4,8%). Exclusivamente no interior dos
microabscessos, foram encontrados somente em 3 casos (3,6%).

Quando presentes em duas localizagdes simultaneamente, em 13 casos (15,7%)
os fungos estavam dispersos pelo conjuntivo e no interior das CGMIs. Seis casos
(7,2%) apresentavam fungos dispersos pelo conjuntivo e nos microabcessos e em

apenas dois casos (2,4%) no interior das CGMIs e nos microabcessos.

Gréfico 5- Alteracdes microscépicas encontradas nos casos de paracoccidioidomicose
bucal.
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Para a analise imunohistoquimica, utilizou-se os critérios de inclusdo e exclusao
como proposto por Klein et al. (19999) e Klein et al. (2001) através da determinacéo de
escores. Foram selecionados 41 casos, destes apenas 10 casos apresentaram
imunopositividade para o anticorpo VEGF, sendo que em sete casos (70%) a marcacao
apresentava intensidade discreta, em dois casos (20%) a marcacao era intensa e, em
apenas um caso (10%), a marcacdo era moderada. Quanto a quantidade de células
marcadas, todos os 10 casos apresentavam menos de 30% das células
imunomarcadas. Quando se multiplicou os escores obtidos pela intensidade da
imunomarcacdo pelos escores representados pela porcentagem de células
imunomarcadas, como sugerido por Klein et al. (2001), sete casos (70%) apresentaram
escores finais “1”, dois casos (20%) escore “3” e apenas um caso (10%) escore “2”.

Houve um predominio de imunomarcacéo nos macrofagos (Figura 6), na parede
vascular (Figura 7) e, de forma mais intensa, nas areas de pseudomembrana
serofibrinosa (Figura 8). N&ao foram observadas marcagcdes nos fungos
Paracoccidioides brasiliensis (Figura 9). Além destas marcacdes verificou-se também

imunopositividade no plasma intravascular (Figura 10).

Figura 6- Células imunomarcadas pelo VEGF compativeis com macréfagos.
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Fonte- Da autora (2022).
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Figura 7- Imunomarcacéo pelo VEGF em parede vascular de um vaso neoformado.
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Fonte- Da autora (2022).
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Figura 8- Imunomarcacéao pelo VEGF predominantemente em areas de
pseudomembrana serofibrinosa.
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Fonte- Da autora (2022).




Figura 9- Auséncia de imunomarcacao pelo VEGF nos fungos localizados no
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Quando se realizou as correlacdes entre as variaveis clinicas (idade, género,
cor, localizagédo e aspectos clinicos das lesfes) e as varidveis microscopicas, nao foi
observada significAncia estatistica. Também n&o foi possivel correlacionar a
imunoexpressdao do VEGF com as variaveis clinicas e microscépicas tendo em vista
que apenas 10 casos apresentaram imunopositividade, inviabilizando as analises

estatisticas.
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6 DISCUSSAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica, relacionada as
atividades agricolas, com incidéncia e prevaléncia subestimadas, pela auséncia de
notificacdo em varias Unidades da Federacéo (UFs). A evolucao insidiosa do quadro
clinico pode ter como consequéncia sequelas graves se o diagndstico e o tratamento
nao forem instituidos precoce e adequadamente (SHIKANAI-YASUDA et al., 2018).
Esta condicdo é endémica e limitada a América Latina. O Brasil é responsavel por mais
de 80% dos casos diagnosticados no mundo e as regides de maior prevaléncia sao a
Sudeste, Centro-Oeste e Sul (MAGALHAES et al., 2014).

Esta doenca é causada por fungos termodimaorficos de duas principais espécies:
Paracoddidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. O P. brasiliensis € composto por
um complexo de pelo menos cinco agrupamentos geneticamente isolados,
classificados como espécies filogenéticas: Sla, S1lb, PS2, PS3 e PS4. As espécies
filogenéticas Sla e Slb sdo predominantemente encontradas na América do Sul,
especialmente nas regides Sudeste e Sul do Brasil, na Argentina e no Paraguai. A
espécie PS2 tem uma distribuicdo irregular, menos frequentemente identificada e, até
agora, os casos humanos foram identificados na Venezuela e na regido Sudeste do
Brasil. As espécies PS3 e PS4 sdo exclusivamente endémicas na Colémbia e
Venezuela, respectivamente. Por sua vez, o P. lutzii abriga uma Unica espécie,
predominantemente distribuida na regido Centro-Oeste do Basil e na regido Amazoénica
(Brasil e Equador). A incidéncia real de cada espécie filogenética e sua implicacdo na
pratica clinica é dificil de se estabelecer, devido a falta de estudos comparando as
formas da PCM e as manifestacdes clinicas com o perfil genético destas entidades
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2018).

Visto que a PCM néo é uma doenca de notificagdo compulsdria, ainda ndo ha
dados precisos sobre sua incidéncia no Brasil (MENDES et al., 2017). As estimativas
sobre a sua prevaléncia, incidéncia e morbidade se baseiam em relatos de inquéritos
epidemioldgicos, relatos de casos, prontuarios de hospitais e dados de mortalidade.
Com base nos relatos de experiéncias de servicos de referéncia em tratamento de

pacientes portadores de PCM, a incidéncia da doenca em areas endémicas varia de
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trés a quatro casos por milhdo de habitantes ao ano (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
Sendo assim, estudos epidemiol6gicos sdo de grande importancia para se entender a
real prevaléncia desta condi¢édo patoldgica.

Ao longo dos ultimos anos, o Laboratério de Anatomopatologia Bucal da
Universidade Federal de Alfenas tem se tornado referéncia no diagnostico da
paracoccidoidomicose, sobretudo de pacientes que apresentam lesbes em mucosa
bucal. Neste estudo nds analisamos a prevaléncia de lesdes bucais da PCM
diagnosticadas no periodo de 1998 a 2020. Em todos o0s casos, 0S pacientes
apresentaram lesdes mucosas de PCM, onde as manifestacdes estomatoldgicas foram
o motivo da primeira consulta, como definido por Verli et al. (2005). Os resultados
revelaram que, de um total 10.667 laudos anatomopatolégicos emitidos neste periodo,
foram diagnosticados 98 (0,92%) casos de paracoccidioidomicose bucal, resultado
semelhante (0,65%) ao observado por Brazéo-silva et al. (2010). Em outro recente
estudo multicéntrico colaborativo conduzido por Arruda et al. (2018), os 320 casos
diagnosticados como PCM representavam apenas 0,3% do total de lesdes orais e
maxilofaciais. Isto se deve provavelmente ao fato dos centros de diagndéstico que
forneceram casos para o estudo estarem situados em diferentes regides do pais.

Em relagdo ao ano do diagnéstico, o maior nimero de casos ocorreu em 2010
(12 casos), seguido pelos anos de 2013 (9 casos) e 2015 (7 casos). Esta tendéncia de
reducdo do nimero de casos nos anos mais recentes pode ser explicada pela grave
escassez hidrica que tem ocorrido na regido Sul e Sudoeste do Estado de Minas Gerais.
Além disso, como ja demonstrado na literatura, 0 uso excessivo e indiscriminado de
agrotoxicos nas lavouras pode também estar causando a reducdo do numero de fungos
na natureza (BARROZO et al., 2010; ONO et al., 2002).

Varias classificacdes das formas clinicas da PCM tém sido propostas ao longo
dos anos, baseando-se em diferentes critérios como: topografia das lesdes, histéria
natural da doenca, severidade da apresentacdo clinica e resultados de exames
sorolégicos. A classificacdo mais aceita atualmente é a que foi apresentada no Coloquio
Internacional sobre Paracoccidoidomicose, que ocorreu em fevereiro de 1986, em
Medelin, Colémbia. De acordo com esta classificacdo, a PCM se divide em: 1.

Paracoccidioidomicose Infeccdo e 2. Paracoccidioidomicose Doenca. Esta ultima se
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subdivide nas formas aguda/subaguda (juvenil) e crénica (do adulto). H& ainda a forma
residual ou sequelar (BRAGA et al., 2017; FORTES et al., 2011; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2017). O periodo de incubacdo da forma crbnica € incerto, mas a doenca
provavelmente se manifesta clinicamente muitos anos apdés a exposicdo ao
Paracoccidioides spp (MARTINEZ, 2017).

A maioria dos casos de PCM (74 a 96%) sao da forma cronica da doenca, 0s
quais se manifestam preferencialmente em adultos, com idades entre 30 e 60 anos, e
em maior propor¢cao no género masculino (ABREU-E-SILVA et al., 2013; AZENHA et
al., 2012; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). A PCM cronica apresenta uma evolugao
clinica prolongada e um inicio lento e gradual. Pode ser unifocal, acometendo apenas
um Unico 6rgéo ou sistema, ou multifocal quando afetar mais de um sitio (pele, mucosa,
pulmdes, glandulas adrenais e linfonodos) (ABREU-E-SILVA et al., 2013). Os sintomas
frequentemente persistem por quatro a seis meses, podendo persistir por até um ano.
Em alguns casos, a PCM cronica se desenvolve de forma assintomética e os casos sdo
diagnosticados quando exames de imagem ou laboratoriais séo solicitados por outra
razdo. Em 90% dos pacientes h& envolvimento pulmonar (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017). Vale destacar que no nosso estudo todos os pacientes eram portadores da forma
cronica da PCM.

Quanto aos aspectos demogréficos, verificou-se que em nossa casuistica houve
um predominio de pacientes do género masculino (76,5%), leucodermas (58,2%), com
idades variando entre 21 e 80 anos e com uma idade média de 50,2 anos. Além disso,
observou-se que o maior numero de casos foi diagnosticado na quarta e quinta décadas
de vida e apenas 16% dos pacientes apresentavam menos de 40 anos no momento do
diagnéstico. Estes resultados sdo semelhantes aos relatados por Arruda et al. (2018),
gue encontram um predominio de pacientes do género masculino (93,4%) e com uma
meédia de idade de 51,3 anos. A faixa etaria mais acometida pela PCM situava-se entre
a quinta e sexta décadas de vida. Brazao-silva et al. (2010) também verificaram um
predominio de pacientes na quarta a sexta décadas de vida, com uma média de idade
de 45,2 anos, bem como uma grande predilecdo para o género masculino (relacao
masculino/ feminino de 15,5:1). Vale ressaltar que nestes dois estudos foram incluidos

pacientes com menos de 20 anos de idade, provavelmente com diagndstico de PCM
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juvenil, diferindo da nossa casuistica que incluiu apenas pacientes com a forma crénica
da PCM. No estudo de Bicalho et al. (2001), os resultados demonstraram um
predominio mais acentuado de acometimento do género masculino (relagdo de 30:1) e
uma idade média um pouco inferior (40 anos).

Esta marcante predilecdo da PCM cronica para o género masculino se deve,
principalmente, & auséncia do hormonio feminino estrégeno, que impede a converséo
do fungo na forma de micélio para a de levedura, que € a forma patogénica; fenébmeno
este ja bem estabelecido na literatura (ARISTIZABAL et al., 1998; LOOSE et al., 1983;
RESTREPO et al., 1984; SALAZAR; RESTREPO; STEVENS, 1988;). O estrégeno e a
progesterona sdo hormonios que podem atuar na resposta imune e contribuir para a
involugdo de algumas doencgas infecciosas tropicais, tais como a amebiase, a
leishmaniose e a PCM (BERNIN; LOTTER, 2014). Em recente estudo desenvolvido por
Nosso grupo avaliando a expressdo dos receptores de estrégeno e progesterona em
lesbes bucais da PCM, os resultados revelaram que o receptor de estroégeno foi
expresso somente em mulheres e apresentou uma correlagdo positiva com a
quantidade de fungos nos tecidos. Os autores sugerem que, além do efeito protetor
desempenhado pelo estrégeno em mulheres, impedindo a transformacéo da forma de
micélio em levedura, este horménio pode também influenciar a resposta imune do
hospedeiro através da polarizacdo Thl e Th2 (CAIXETA et al., 2018).

Alguns estudos tém demonstrado uma predilecdo da PCM em pacientes
leucodermas. Dos 62 pacientes portadores de lesfes bucais da PCM incluidos no
estudo de Bicalho et al. (2001), 53 eram leucodermas e apenas 9 eram de cor parda.
Entretanto, estes autores afirmam que o alto indice de miscigena¢do encontrado na
populacdo brasileira prejudica o desenvolvimento de andlises sobre o envolvimento
racial.

LesOes bucais sdo encontradas numa porcentagem geralmente acima de 80%
dos pacientes portadores de PCM e, na maioria dos casos, estas lesdes representam
o primeiro sinal e/ou sintoma que motiva o paciente a procurar um profissional da area
de salude (BRAZAO-SILVA et al., 2010). As lesdes bucais sdo tipicamente
caracterizadas pela estomatite moriforme, pelo envolvimento periodontal e,

eventualmente, pela presenca de lesfes vegetantes e Ulero-vegetantes (SILVA et al.,
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2007). Outro aspecto frequentemente observado nos pacientes portadores de PCM oral
€ a macroqueilia (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008). Importante destacar que a
maioria dos casos de PCM é diagnosticada quando h& o envolvimento da mucosa
bucal, pois a doenca € assintomatica quando ainda esta restrita aos pulmdes (FORTES
et al., 2011). Todos os casos incluidos neste estudo foram diagnosticados através da
andlise microscoépica de fragmentos de bidpsias incisionais de lesdes bucais.

O envolvimento da mucosa bucal pela PCM é geralmente multifocal, ou seja,
diferentes regides podem ser acometidas simultaneamente (VERLI et al., 2005). As
regides de maior prevaléncia sdo a gengiva/rebordo alveolar, seguidas pelas mucosas
labial e jugal, lingua e assoalho bucal (ARRUDA et al., 2018; AZENHA et al., 2012;
BICALHO et al., 2001; BRAZAO-SILVA et al., 2010). Em nossa casuistica, observamos
um predominio marcante de acometimento da gengiva/ rebordo alveolar, seguido pelo
envolvimento de palato duro e mucosa jugal. Quanto as apresentacdes clinicas da PCM
bucal relatadas pelos profissionais contidas nas fichas de bidpsias, estomatite
moriforme foi a principal apresentacao clinica informada.

As lesdes bucais em todas as formas de PCM s&o microscopicamente
caracterizadas pela formacdo de granulomas com células gigantes multinucleadas
inflamatérias e macréfagos epitelioides, além de linfocitos, plasmdctios e neutrdéfilos
(ABREU-E-SILVA et al., 2013a; KAMINAGAKURA et al., 2007). O tecido epitelial de
revestimento apresenta uma superficie ulcerada assim como uma hiperplasia
pseudoepiteliomatosa. Fungos geralmente sdo encontrados no interior de CGMIs,
dispersos pelo tecido conjuntivo ou nas areas de microabscessos. Os granulomas
podem ser densos ou frouxos. Granulomas densos se caracterizam por células
epiteliodes densamente agregadas contendo fungos no seu interior e representam as
formas mais localizadas da doenca. Granulomas frouxos apresentam maior quantidade
de exsudato inflamatério, edema e necrose assim como numero mais elevado de
fungos e séo caracteristicos das formas mais severas da doenca (ABREU-E-SILVA et
al., 2013a; ABREU-E-SILVA et al., 2013b; CARLI et al., 2016; PEDREIRA et al., 2016).
Em nosso estudo, 0os aspectos microscopicos observados estdo de acordo com o que

vem sendo demonstrado ao longo dos anos na literatura e, em especial, pelos trabalhos
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prévios publicados pelo nosso grupo (CARLI et al., 2015; CARLI et al., 2016; CAIXETA
et al., 2018; PEDREIRA et al., 2016; SILVA et al., 2007).

O VEGF é considerado o principal fator de crescimento endotelial vascular
expresso no processo de angiogénese, tanto em condic¢des fisioldgicas, quanto em
condi¢Bes patoldgicas (PEACH et al., 2018). A aniogénese esta presente em varias
atividades do organismo como o crescimento tecidual, a inflamacgé&o, a cicatrizacéo e a
resposta imune, além de estar envolvida na etiopatogénese de diversas doencas
(VALIATTI et al., 2011; VEMPATI; POPEL; GABHANN, 2014). Com relacao as lesdes
bucais, Vasconcelos et al. (2016) observaram uma imunoreatividade nuclear e
citoplasmatica nas células inflamatorias e endoteliais na doencga periodontal, sugerindo
que o VEGF esta associado ao aumento da inflamacéo, a capacidade de promover
vasodilatacdo e a angiogénese. Em nosso estudo foi observado um predominio de
imunomarcacédo pelo VEGF em células inflamatérias compativeis com macrofagos e
uma expressao no plasma intravascular. Bragado et al. (1999), verificaram uma maior
expressdo do VEGF em células endoteliais imaturas, concluindo que o VEGF pode
atuar como um fator autdcrino na estimulagéo do endotélio vascular.

Até o momento, ndo encontramos na literatura estudos que avaliaram a
expressdo do VEGF em lesdes bucais da PCM. Apenas trés estudos analisaram a
imunoexpressao deste marcador em lesbes pulmonares de PCM experimental
(DONANZAM et al., 2020; FINATO et al., 2020; PAVANELLI et al., 2011). Ferreira et al.
(2009) também analisaram a expressao de VEGF na cicatrizacdo de feridas induzidas
pela PCM experimental em patas de camundongos. Os resultados deste estudo
demonstraram uma forte expressdo do VEGF nas paredes vasculares dos tecidos
irradiados com laserterapia de baixa poténcia, quando comparada com os tecidos ndo
irradiados. Estes autores concluiram que a fotobiomodulacdo foi eficiente para
minimizar os efeitos locais causados pelo Paracoccidioides brasiliensis, acelerando o
processo de cicatrizacdo da ferida e, consequentemente, reduzindo o desconforto e a
dor do paciente. Nosso grupo demonstrou pela primeira vez na literatura a eficacia da
terapia fotodinamica como adjuvante no tratamento das lesdes bucais da PCM, por
reduzir significativamente a morbidade e melhorar a qualidade de vida dos pacientes
(SANTOS et al., 2017).
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Em nosso estudo néo foi possivel correlacionar a imunoexpressao do VEGF em
lesbBes bucais da PCM com os aspectos clinicos e microscopicos. Sendo assim, mais
estudos devem ser realizados utilizando outros marcadores da angiogénese, como o
CD31 e o CD34, para entender melhor este processo e as diferentes manifestacoes
clinicas da doenca. O entendimento da acdo do VEGF nos tecidos da mucosa bucal
afetados pela PCM poderia levar ao desenvolvimento de novos farmacos que
potencialmente atuariam acelerando o processo de reparo das lesdes bucais, reduzindo

as sequelas da doenca, em especial as localizadas em mucosa bucal.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados, podemos concluir que a paracoccidioidomicose em
mucosa bucal é uma condicdo patolégica relativamente incomum. Acomete
preferencialmente homens, na faixa etaria de 40 a 60 anos de idade, leucodermas, e
se localiza com maior prevaléncia na gengiva e rebordo alveolar. Microscopicamente,
caracteriza-se pela presenca de um intenso infiltrado inflamat6rio mononuclear e de
células gigantes multinucleadas inflamatorias dispersas pelo tecido conjuntivo.
Hiperplasia pseudoepiteliomatosa e areas de microabscessos séo frequentes, assim
como a formacao de granulomas imunogénicos.

Os fungos Paracoccidoides brasiliensis podem ser encontrados dispersos pelo
tecido conjuntivo, no interior de células gigantes multinucleadas e nas areas de
microabscessos. Em nossa amostra a imunoexpressdo do fator de crescimento
endotelial vascular foi discreta e observada em um namero reduzido de casos.

Observou-se um predominio de imunomarcacdo em macrofagos, uma discreta
marcacdo na parede vascular e plasma intravascular e, de forma mais intensa, em
areas de pseudomembrana serofibrinosa. Nao foram observadas marcacdes nos

fungos Paracoccidioides spp.
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Apresentagio do Projeto:

Versao 2. A paracoccidicidomicose & uma infecgdo fdngica profunda, sistémica, causada pelo fungo
Paracoccidicides brasiliensis. Esta condigdo & considerada uma doenga endémica na Amsérica do Sul, com
pradilecio ao sexo masculina. O fungo & enconirado na natureza am forma de micélio a uma lemperatura
de 25°C em vegetacies a planlacdes, a contaminagio s& da através da inalagio do fungo que s aloja nos
pulmdes causando falta de ar e losse. Quando ndo eliminade do organismo, esle fungo a lamperatura de
A7°C adquire a forma de levedura que & sua forma pategénica. Clinicamente, as manifeslagdes bucais se
apresentam como estomalite maoriforme, periodontite oculta ou generalizada e lesdes ulcerovegalantes.
Histologicamentle esla doenga apresanta um epitélio hiperplasico pseudoapiteliomatoso com areas de
microabscesso com intenso infilrado inflamatario polimarfenuclear; e lecido conjuntive com intenso infilrado
inflamaldrio maononuclear difuso. A angiogénesea & um procasso baslanite complexo regulado por falores de
inibigao & de estimulagdo da proliferagio vascular, o desaquilibrio desses fatores leva a uma angiogénese
fisiolégica ou patoldgica. O fator de crescimento endolelial vascular (VEGF) & uma glicoproleina
prainflamatdria de 45kDa, que & axprassa no citoplasma e membrana de varios lipos celulares com uma
imporiante fungdo nas elapas do processo angiogénico. Dessa forma, indmeros trabalhos tém sido
realizados com o objelivo da se ulilizar o VEGF de forma mais eficiente como alvo ou agente terapéutico em
doancas onde a angiogénese asta allerada. O objelivo dasse trabalho & avaliar, aftraves de
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APENDICE B- Formulario de coleta de dados

PROJETO DE PESQUISA

IMUNOEXPRERBAD DE MENTO ENDOTELIAL VAECULAR EM

Iniciais do paciente: Numero no estudo:

Numera do laudo AP:

1. | Idade__ anos

2| Géner: 1{ ) Masculing 2{ ) Feminino A M

4 | Cor 1 Dheuraderma. 2 ) Egnderma 2 ) Melanedsnma 4 N

4. | Tabagismao: O ) Nao 1 15im 2 M

5| Etilisrmo: o ) Mao 1 15im 2 1M

g. | Profissda:

7. | Locsis scometidos pelas lesdes:
1L~ ) Lakia superior £ . ) Borda lateral de lingua 0% ) Palato male
2L, ) Lakia infieriar 8{ ) Assoalho bucsl 10 ) Ovofarings
2. ) Dorso de lingua T{ ) Gangiva' rebardo alvaolar 11 ) Mucass jypal
4 1Wentre de lingus 8( ) Pslsto duro 126 1 Comissura |abial

13( M

8. | Aspecto clinico da lesao:
1 ) Estomnstite mafeomes 200 Ulcera vepetante 3 ) Peradontite
4 M

3. | Diagnostico clinica:
i 2
4 &

ANALISE MICROSCOPICA [HE)

10. | Hirpsrolasia pssdoepitaliomatoss: O Jndo [ }sim
1. | Microaheessns: 0 ¥na3o 1 Jsim

12, | Intensidade do infilirado inflamaiorioc 1] ) discrete 2{ ) moderado 3 )intenso

13. | Locslizagio do infiltrado inflamatdrio; 10 ) difuso 20 ) sub=piselisl 3 ) pervascular

14, | CENIs Tipo Langhans: o )nao 1 )sim
15 | GGMIs Tipo Corpa Estranho: 0 indo i 1sim
18. | Granulomas imunogénicas: o n3c W Jsim

17. | Localizaces dos fungos:  1{ ) dispersas  2( ) nointeiordas GGMIS 30 ) nos misrpahscesans

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA (VEGF)

18. | Localizacdo:  1( ) subspielial 2( ) profundo

18, | Intensidade: O ) susente 1 ) discreio 2[ ) maoderado [ yirtenso
20, | Quantidade: ) susente 1 JAE30%  2( ) Entre 30 e80% 3 ) Mais de 80%
21. | Imtenszidade X Quantidade: o i ) 2 3O 4 gl B o)

* OBSERVACOES:
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