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RESUMO 

 

A presença de infecções fúngicas tem se tornado comum na prática odontológica. 

Uma maior compreensão do funcionamento do sistema imune em humanos revelou 

que a imunidade da mucosa da boca fornece uma resposta única aos patógenos 

fúngicos. Estudos mostram que a inibição da apoptose pode influenciar no resultado 

da infecção, afetando a resistência do hospedeiro e aumentando a suscetibilidade à 

infecção pelo Histoplasma capsulatum e pelo Paracoccidioides brasiliensis. As razões 

pelas quais a apoptose contribui para a exacerbação das micoses, ainda não foram 

delineadas, principalmente na cavidade oral. O objetivo do trabalho foi avaliar a 

imunoexpressão de proteínas da via intrínseca da apoptose (Bcl-2, Bak) em lesões 

orais de Histoplasmose (HO) e de Paracoccidioidomicose (PCM) quando comparadas 

com a mucosa oral normal. Foram analisadas 16 biópsias de pacientes com HO, 17 

de PCM e 14 de mucosa oral com características histológicas de normalidade. O 

material foi avaliado por meio da técnica de imuno-histoquímica indireta, onde foram 

avaliadas de forma semi-quantitativa as células imunomarcadas. A expressão in situ 

de Bak e Bcl-2 foi significativamente maior nas biópsias dos pacientes com HO e PCM 

quando comparadas com a mucosa oral normal (Kruskal-Wallis, p = <0,0001). Os 

resultados encontrados demonstram haver uma alteração da homeostasia do 

microambiente nas lesões de HO e PCM em relação a quantidade da Bcl-2 e Bak, 

expressas na mucosa oral normal, o que corrobora para a hipótese de haver estímulos 

na cinética da via intrínseca da apoptose, que podem estar exercendo influência na 

implantação e manutenção do fungo no tecido do hospedeiro, onde os mecanismos 

utilizados pelo patógeno para escapar da ação do sistema imune, podem contribuir 

para a piora das micoses na cavidade oral.  

 

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

Via intrínseca da Apoptose. 
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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. INTRODUÇÃO 

 

Histoplasmose: 

 

A Histoplasmose (HP) é uma doença sistêmica descrita primeiramente por 

Samuel Darling em 1905, sendo causada pelo fungo dimórfico Histoplasma 

capsulatum (H. capsulatum), causando variadas manifestações clínicas. Os fungos 

são 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). 

 É uma doença prevalente em regiões das Américas do Norte, Central, Latina 

e África, sendo tipicamente encontrada em áreas rurais com temperatura tropical 

(MIGNOGNA et al., 2001).  

A doença é adquirida pela inalação de partículas de poeira do solo, 

contaminadas por fezes de pássaros e morcegos que contém esporos na forma 

infecciosa do fungo em áreas quentes, úmidas e em ambientes que contêm alta 

concentração de ureia (SOUSA; MUNERATO, 2017).  

O H. capsulatum entra no organismo predominantemente por via inalatória, 

onde a quantidade de inóculo e o estado imunológico do hospedeiro influenciam na 

apresentação e evolução da doença. Se o indivíduo for imunossuprimido ou a 

exposição tiver sido maciça, serão apresentadas formas de maior severidade, como 

descrito em pacientes com linfoma, infecção pelo vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), transplante de órgãos e tratamento imunossupressor (FERREIRA et al., 2002; 

FLOR et al., 2003; TORRES RODRIGUEZ; SEGURA-ROCA; COOL, 2009). 

A doença acomete primariamente os pulmões, 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 América Latina, sítios primários para as lesões cutâneas são os braços, face e 

tronco (KLEIN et al., 2016). 

Na HD muitas lesões orais ocorrem, podendo afetar várias áreas da cavidade 

oral (VIDYANATH et al., 2013) mas na forma isolada, são raras (YOUNG et al., 1972). 

Lesões de Histoplasmose Oral (HO) estão 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 língua, palato e mucosa jugal, sendo os locais mais comuns 

(AKIN et al., 2011). Como diagnóstico diferencial das lesões orais, devem ser incluídas 

doenças 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). É uma infecção micótica oportunista 

potencialmente fatal entre os pacientes com HIV em áreas de alta prevalência da 

infecção, especialmente em indivíduos com uma contagem de linfócitos CD4 de 

menos de 150 céls/mL (SAROSI; JOHNSON, 1992; KAUFFMANN, 2007; SOLARI et 

al., 2007). 

Na HP o exame microscópico exibe um infiltrado difuso de macrófagos ou, na 

maioria das vezes, acúmulos de macrófagos organizados em granulomas. As células 

gigantes multinucleadas normalmente são vistas junto com a inflamação 

granulomatosa. O microrganismo causador é difícil de ser identificado nos cortes de 

rotina corados com hematoxilina e eosina; no entanto, corantes especiais, como os 

métodos PAS e metamina de prata de Grocott-Gomori, demonstram imediatamente 

as leveduras típicas medindo de 1 a 3 μm de H. capsulatum (NEVILLE et al., 2016).  

 

Paracoccidioidomicose: 

 

          Adolpho Lutz, em 1908 observando lesões encontradas na boca de alguns 

pacientes foi o primeiro a descrever as principais considerações sobre o fungo 

causador da Paracoccidioidomicose (PCM). Esta micose também ficou conhecida 

como blastomicose brasileira, blastomicose sul-americana e moléstia de Lutz 

(ARAÚJO, 1999). 

A espécie Paracoccidioides ssp. É representada por fungos dimórficos termais 

que, em sua forma saprófita, vivem livre na natureza, provavelmente nas plantas, no 

solo e na água (ARAÚJO, 1999). Esta é a micose sistêmica mais importante da 

América Latina, Brasil, Venezuela e Argentina, sendo estes os países com o maior 

número de pacientes (OLIVEIRA et al., 2015). 

Devido aos avanços nos estudos filogenéticos de diferentes Paracoccidiodes, 

esta espécie foi dividida em dois gêneros: o Paracoccidiodes. brasiliensis (P. 
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brasiliensis) e o Paracoccidiodes lutzii (P. lutzii). Estes fungos expressam fatores que 

facilitam sua sobrevivência em condições adversas dentro das células e tecidos e 

como tal, beneficiam o desenvolvimento da doença (CASADEVALL; PIROFSKI, 

1999). 

A PCM é uma micose endêmica no Brasil, responsável pela maior causa de 

mortalidade e a oitava mais importante causa de mortalidade por doenças infecciosas 

crônicas, 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 atribuída 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 ecoepidemiológicos têm demonstrado a ocorrência da micose em 

várias regiões do Brasil, ressaltando a importância desta doença no país (OLIVEIRA 

et al., 2015). No Brasil as regiões endêmicas para a PCM são: São Paulo, Rio de 

Janeiro, Minas Gerais, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (YASUDA et al., 

2006; GONDAK et al., 2012). 

         A PCM é classificada de acordo com sua história natural e condições clínicas 

do paciente nas formas aguda ou subaguda e crônica. As manifestações clínicas 

dependem da virulência da cepa infectante do fungo, do grau e do tipo de resposta 

imunológica desencadeada, dos tecidos infectados e, especificamente, de 

características intrínsecas do seu hospedeiro (GONDAK et al., 2012). 

         A forma crônica, também denominada “do adulto”, é a mais comum na prática 

clínica. Desenvolve-se a partir do complexo primário pulmonar ou da reativação de 

foco quiescente pulmonar ou metastático. A maior parte dos casos tem início nos 

pulmões e progride lentamente. Geralmente, é observada em adultos do sexo 

masculino com mais de 30 anos de idade. Apresenta quadro clínico de duração 

prolongada, normalmente acima de seis meses de história clínica, e se expressa 

frequentemente pelo comprometimento pulmonar e tegumentar (cutâneo e/ou 

mucoso) (VILLALBA, 1998). 

  As manifestações bucais na PCM são muito importantes, uma vez que 30 a 

50% destas ocorrem como queixa principal. Tais manifestações afetam 

principalmente, os lábios, bochechas, soalho da boca, língua e faringe, podendo 

invadir várias áreas simultaneamente, como lesões inflamatórias granulomatosas 
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crônicas e progressivas (SPOSTO et al., 1993; TOLENTINO et al., 2010; BRAZÃO-

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 físicas e 

imunológicas impostas pelo hospedeiro, onde os patógenos se aderem às células 

hospedeiras, tornando a colonização bem-sucedida (MONTENEGRO; FRANCO, 

1994; FORTES et al., 2011). 

  Nos tecidos do hospedeiro a invasão é um evento complexo, geralmente 

envolvendo vários mecanismos de regulação da homeostase celular e a expressão 

de vários diferentes fatores de virulência, que permitem o desenvolvimento de uma 

micose sistêmica com extensão profunda ao organismo hospedeiro (OLIVEIRA et al., 

2015). 

Na PCM é frequente a ocorrência de distúrbios imunorregulatórios, 

manifestando-se com graus variados, exibindo depressão da imunidade mediada por 

células, ativação deficiente de leucócitos polimorfonucleares e macrófagos, ativação 

policlonal de linfócitos B e títulos elevados de anticorpos da classe IgG (ALCÂNTARA, 

2002). 

O substrato inflamatório na PCM é caracterizado pela presença de uma reação 

inflamatória granulomatosa e supurativa, com destaque para a formação do 

granuloma paracoccidiódico. Como vários tipos celulares estão envolvidos na 

inflamação granulomatosa da PCM, há a necessidade de existir um meio de 

comunicação entre estas células, que é realizado por mediadores moleculares 

denominados de citocinas. Estas dirigem todas as etapas da resposta inflamatória e 

do reparo tecidual (ALCÂNTARA, 2002; ARAÚJO, 2014, ARAÚJO et al., 2015). 

 

Apoptose celular: 

 

Em organismos pluricelulares, a apoptose é indispensável para o seu 

desenvolvimento e homeostase (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021). As 

primeiras observações da morte celular programada (MCP) datam de 1842, quando 

Karl Vogt observou que durante a metamorfose do sapo, a notocorda é eliminada por 

morte celular. No entanto, a pesquisa sobre a morte celular programada começou em 
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1972, quando o termo apoptose começou a ser usado por John Keer e colaboradores. 

A apoptose foi diferenciada da necrose como uma forma definida de MCP com 

alterações morfológicas particulares (KERR; WYLE; CURRIE, 1972). 

A apoptose ocorre em várias condições fisiológicas e patológicas. Como 

processo fisiológico, a apoptose é fundamental para a homeostase tecidual, incluindo 

a remodelação tecidual e a regulação das respostas imunológicas (SINGH; LETAI; 

SAROSIEK, 2019). 

Ao longo dos últimos 30 anos, os mecanismos moleculares que regulam a 

apoptose têm sido amplamente investigados em vários organismos. Atualmente é 

sabido que a apoptose consiste em dois subtipos principais, chamados apoptose 

extrínseca e intrínseca. Em ambas as vias, os principais reguladores são as caspases, 

a família Bcl2, a proteína P53, a família do fator de necrose tumoral (TNF) e inibidores 

de proteínas de apoptose (IAPs) (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021). 

A via intrínseca da apoptose (também chamada mitocondrial ou Bcl2 regulada) 

requer ativação das Caspases citosólicas por meio da liberação do citocromo c 

mitocondrial e envolve a regulação da permeabilização da membrana mitocondrial 

externa por proteínas família Bcl-2. As proteínas Bcl-2 que promovem a morte celular, 

incluem aquelas com vários domínios de BH (Bax, Bak) ou uma única sequência BH3 

(Bad, Bik, Bid, Puma, Bim, Bmf e Noxa) (MARTINOU; YOULE, 2011).  

Várias proteínas de Bcl-2 com domínio BH possuem ação anti-apoptóticas, 

estas incluem as proteínas Bcl-2, Bcl-xL e Bcl-w. Proteínas pró-apoptóticas como o 

Bax e o Bak, oligomerizam as mitocôndrias alterando a permeabilidade da membrana 

permitindo a liberação do citocromo c no citosol (PORTT et al., 2011).  

 Durante a apoptose intrínseca, as mitocôndrias receberam danos suficientes 

para segregar proteínas que existem no espaço inter membranoso das mitocôndrias. 

Este caminho apoptótico é mediado por membros da família Bcl2 (QUARLERI; 

CEVALLOS; DELPINO, 2021). 

A família Bcl2 regula de perto a permeabilização da membrana externa da 

mitocôndria. O processo envolve membros pró-apoptóticos, como o Bcl2x, Bax, 

Bak/Bak1, e membros anti-apoptóticos, como o Bcl2, BclxL e BcLb (CZABOTAR et 

al., 2014; SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019). 

O Bcl-2 e Bcl-xL inibem a apoptose, pois previnem a liberação de citocromo c 

e são chamados de reguladores anti-apoptóticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak são 
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proteínas pró-apoptóticas (HENGARTNER, 2000). A expressão de Bcl-2 é capaz de 

inibir a geração de espécies reativas do oxigênio e a acidificação intracelular, bem 

como, estabilizar o potencial de membrana da mitocôndria (VANDER HEIDEN; 

THOMPSON, 1999). 

A ativação de Bax e Bak é conhecida como um passo sem retorno, que 

inevitavelmente conduz à morte celular. Isso se deve, em parte, ao lançamento de 

citocromo c no citosol mediado por Bax e Bak. A presença de citocromo c é essencial 

para manter a cadeia respiratória mitocondrial e seu potencial de membrana para 

limpar espécies reativas de oxigênio. No citoplasma, o citocromo c ativa as vias de 

sinalização 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 ação de DNAses, inativando proteínas envolvidas na reparação 

do DNA (KUIDA et al., 1998; YU et al., 2002).  

 

Relação da apoptose celular com doenças fúngicas: 

 

O desencadeamento ou a prevenção da apoptose pode ser um passo crítico 

no desenvolvimento de processos infecciosos (STRASSER; CORY; ADAMS, 2011). 

Esta tem sido observada como uma resposta a uma variedade de infecções e pode 

ser mediada por variedade de determinantes de virulência codificados pelos 

patógenos, o que favorece a eliminação de células do sistema imune ou evasão da 

resposta de defesa do hospedeiro, que tentam agir para eliminar a infecção 

(WEINRAUCH; ZYCHLINSKY,1999). 

Um grande número de patógenos podem desregular a apoptose, buscando 

uma ativação da morte celular programada alternativa, criando um mecanismo de 

“backup” que permite que células alteradas alertem as células do sistema imune para 

a presença de um patógeno no organismo (JORGENSEN; RAYAMAJHI; MIAO, 2017). 

Alguns patógenos são 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 circunstâncias patógenos que conseguem inibir a apoptose, 

podem ter como alvo, as mitocôndrias de células imunes ou epiteliais que atuam como 
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barreira para a prevenção da infecção, induzindo a apoptose intrínseca e eliminando 

estas células ou paralisando suas funções. Uma vez que a apoptose geralmente não 

provoca respostas inflamatórias, este pode ser o caminho preferido por alguns 

patógenos, em vez de outras formas de morte celular, para o benefício de sua 

sobrevivência (BIELASZEWSKA et al., 2017). 

O uso da apoptose por microrganismos em benefício de sua sobrevivência, 

sugere uma co-evolução entre os agentes infecciosos e o sistema imune. No qual os 

patógenos destroem mecanismos de defesa induzindo a morte de células imunes por 

apoptose, enquanto o sistema imunológico tenta desenvolver mecanismos para 

reconhecer células danificadas pela infecção e alertar outras células para a presença 

de agentes infecciosos (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021). 

A entrada de um fungo nas células hospedeiras é iniciada quando estes 

obtenham acesso à superfície da célula, que então gera sinais para induzir sua 

internalização. Este processo é regulado geneticamente e bioquimicamente por meio 

da apoptose, estando este processo associado com a patogênese de várias doenças 

(THOMPSON, 1995). 

A capacidade dos agentes patogênicos, como o P. brasiliensis, o H. capsulatum 

e outros fungos de induzir apoptose em fagócitos pode ser um fator importante na 

virulência, reduzindo os mecanismos de defesa do hospedeiro, e usando a apoptose 

do fagócito em proveito próprio, o que permitiria sua sobrevivência intracelular em 

células epiteliais (DEL VECCHIO et al., 2009; ASHIDA et al., 2011). 

A apoptose parece exercer um importante papel dentre os muitos elementos 

imunológicos que modulam o curso da infecção pelo H. capsulatum, onde a inibição 

da apoptose pode influenciar o resultado da infecção com patógenos intracelulares e 

extracelulares e/ou modular a resposta inflamatória (GAVRILESCU; DENKERS, 2003; 

CARRERO; CALDERON; UNANUE, 2004). 

Proteínas pró-apoptoticas da família Bcl2 são necessários para a cinética 

normal e extensão da morte de células hospedeiras como os macrófagos, durante a 

infecção por H. capsulatum. Isso decorre da secreção de proteína Cbp1 dependente 

da união ao cálcio celular e da ativação de Caspases mediadas por Bax e Bak (ISSAC 

et al., 2015). A manipulação das vias de morte celular dos macrófagos, podem induzir 

a morte desses fagócitos, sendo este mecanismo usado pelo fungo, para aumentar a 

virulência em infecções pelo H. capsulatum (DEEPE JR; BUESING, 2012). 
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O esclarecimento dos mecanismos, receptores e fatores microbianos 

envolvidos na apoptose poderá revelar novos “insights” sobre o relação hospedeiro-

patógeno e novos potenciais alvos terapêuticos. O presente trabalho contribuiu no 

conhecimento sobre a apoptose na sua via intrínseca em infecções fúngicas orais 

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

 

2.1. GERAL 

 
• Avaliar a imunoexpressão de proteínas da via intrínseca da apoptose em 

lesões orais de PCM crônica e HO, quando comparadas a mucosa oral com 

características de normalidade. 

 

2.2. ESPECÍFICOS 

 
• Descrever os aspectos clínicos e patológicos em amostras de pacientes com 

PCM e HO; 

• Avaliar in situ a imunoexpressão de proteínas da via intrínseca da apoptose 

(Bcl-2, Bak); 

• Comparar a imunoexpressão das proteínas da via intrínseca da apoptose em 

lesões de HO e PCM e na mucosa oral com características de normalidade. 
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3. HIPÓTESE 

 

O conhecimento da expressão das proteínas das vias intrínsecas da apoptose 

nas células do infiltrado inflamatório envolvidas na resposta contra o P. brasiliensis e 

o H. capsulatum, pode auxiliar na elucidação dos mecanismos envolvidos na 

disseminação dos patógenos e indução da imunossupressão, favorecendo a 

disseminação destes, ou ainda, beneficiar na erradicação ou a permanência e 

sobrevivência deste agentes infecciosos no hospedeiro, podendo ser utilizado como 

um marcador de gravidade para estas doenças. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Amostra: 

 

Após a aprovação pelo Comitê de Ética 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 anatomopatológico com diagnóstico de HO, 17 pacientes com resultados de 

exame anatomopatológico com diagnóstico de PCM oral e de 14 fragmentos de 

mucosa oral com características de normalidade (FMOCN). Sendo a amostragem não 

probabilística por critério de conveniência, devido a disponibilidade imediata dos 

casos. 

Os casos de PCM e FMOCN foram obtidos do Serviço de Anatomia Patológica 

do Curso de Odontologia da Universidade de Uberaba (SAPCOU), e os casos de HO 

foram obtidos do Serviço de Anatomia Patológica do Hospital Rawson da Província 

de Córdoba (SAPHR) e da Cátedra de Anatomia Patológica A da Faculdade de 

Odontologia da Universidade Nacional de Córdoba – Argentina (CAPFOUNC), no 

período de 1995 a 2019. 

  Para cada caso de HO, PCM e de FMOCN diagnosticado no SAPCOU, SAPHR 

e na CAPFOUNC, foram fornecidas as seguintes informações: número do prontuário, 

número do laboratório, idade, sexo genético, cor de pele, tipo de biópsia, localização 

e diagnóstico histopatológico, sendo que, os dados foram fornecidos, por meio de uma 

planilha eletrônica montada no Software Excel®.  

De posse dos números dos prontuários dos casos de HO, PCM e de FMOCN 

diagnosticados no SAPCOU, SAPHR e na CAPFOUNC, os prontuários foram 

levantados para que fossem obtidas informações que permitissem o contato para com 

estes pacientes, a fim de que, estes assinassem o Termo de Consentimento Livre 

Esclarecido (TCLE) (Apêndice 1) autorizando a utilização no presente projeto, do 

material de biópsia estocado em blocos de parafina.  

Após a assinatura do TCLE pelos 47 pacientes que compuseram a amostra, 

autorizando a utilização do material de biópsia estocado em parafina, os blocos foram 

então encaminhados para a realização das colorações histoquímicas e imuno-

histoquímicas. 
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As técnicas de histoquímica e imunohistoquímica foram realizadas nas 

dependências da Universidade de Uberaba, no Serviço de Anatomia Patológica do 

Curso de Odontologia e no Laboratório 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 micrótomo com cortes 

seriados de 5µm de espessura. Nas lâminas foram realizadas a coloração 

histoquímica de Hematoxilina e Eosina (HE) (MICHALANY, 1980) e em seguida foi 

realizada a técnica imuno-histoquímica indireta. 

 

4.2 Imuno-histoquímica: 

 

A técnica de imuno-histoquímica indireta foi realizada nas dependências da 

Universidade de Uberaba, no Serviço de Anatomia Patológica do Curso de 

Odontologia e no Laboratório de Pesquisa em Biologia Celular e Molecular localizados 

no Campus Aeroporto da Universidade de Uberaba, sala 2D52. 

Inicialmente houve a preparação das lâminas que receberiam os cortes 

histológicos, as quais foram mergulhadas em solução de gelatina (15 g de gelatina, 

1,5g de sulfato de cromo potássio e 3 litros de água destilada), por duas horas. A partir 

dos blocos de parafina foram obtidos cortes histológicos de 3 μm de espessura, sendo 

estes estendidos sobre lâmina previamente gelatinizada, sendo estes incubados em 

estufa a 37ºC durante 24 horas. 

As lâminas foram desparafinizadas em quatro banhos de xilol cada um por 10 

minutos, em seguida passadas por dois banhos de álcool absoluto, um banho de 

álcool 95%, um banho de álcool 70% com tempo de 5 minutos cada banho, e depois 

mergulhadas por 5 minutos em água ultrapura para tirar o excesso do álcool. 

Para recuperação dos antígenos, as lâminas foram colocadas em Banho Maria 

a 90°C em ácido cítrico 0.01 molar pH=6,0 onde permaneceram por 30 minutos, após 

esse tempo as lâminas foram retiradas e permaneceram por 10 minutos ainda dentro 

da solução de ácido cítrico. Após o resfriamento, para o bloqueio de ligações 

inespecíficas, as lâminas foram secas uma a uma e então acrescentados 100µl de 

PBS/BSA 2% em cada corte durante 30 minutos. 

Após secar as lâminas uma a uma, o anticorpo primário foi diluído em PBS/BSA 

2% de acordo com as especificações de cada anticorpo e colocado nas lâminas onde 
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permaneceram em câmara úmida por 2 horas. Em seguida as lâminas foram lavadas 

durante 5 minutos por 4 vezes com PBS e Tween 20, a 0,05%. Após a lavagem, as 

lâminas foram imersas na solução de água 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 lâminas foram lavadas duas vezes com PBS e Tween 20, a 

0,05% durante 5 min cada para retirada do excesso do anticorpo primário, e incubadas 

com anticorpo secundário conjugado a biotina (REVEAL® – SRPINGBIO = 

Pleasanton, CA, USA) durante 30 minutos. Posteriormente, foi retirado o excesso do 

anticorpo secundário com lavagem em PBS e colocado um complexo de 

streptoavidina-biotina que foi incubado por mais 30 minutos em temperatura ambiente. 

As lâminas foram lavadas com tampão PBS e Tween 20, a 0,05%, e secas 

onde foi acrescentada a solução reveladora, contendo 1 ml de tampão Tris-HCl (pH 

7,2), 1 comprimido de diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO-USA) e 25µl de 

água oxigenada. A reação foi interrompida lavando-se em água corrente. 

Posteriormente foi realizada a coloração de fundo com hematoxilina e a 

montagem das lâminas com Entelan®, e em seguida a análise morfométrica das 

células positivas foi realizada. A coloração de fundo com hematoxilina e a montagem 

das lâminas com Entelan® foi realizada, seguida da análise morfométrica das células 

positivas. 

 

Tabela 1- Especificação dos produtos utilizados para cada anticorpo primário  

Anticorpo            Fabricante                         Código 

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 Identificação e estudo morfométrico da imunomarcação:   

 

Na avaliação morfométrica das lâminas de imunohistoquímica, o número 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 histológicos capturadas por microscópio Zeiss Axioskop 2 (Carl Zeiss, 

Gottingen, Germany) equipado com uma câmera digital Axiocam e software 

AxioVision (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) com aumento de 400X. Para auxiliar na 

contagem e análise das células imunomarcadas as imagens obtidas dos cortes foram 

analisadas como auxílio do software “Image J” (National Institutes os Health, USA). 

Foi analisada a presença 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 Análise estatística: 

A análise estatística foi realizada por meio do programa GraphPad Prisma 7.0. 

A análise das variáveis 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 epidemiológicos e clínicos:  

 

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 localizações preferenciais das lesões foram: língua (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 crônica selecionados para este trabalho, 

100% eram do sexo masculino, etnia branca, com idade variando de 32 a 89 anos, 

onde as localizações preferenciais das lesões foram: o palato (20%), língua (32%), 

mucosa jugal (18%), lábio inferior (20%) e região retromolar (10%).  

Para os casos controles que tiveram diagnóstico histopatológico de mucosa 

oral com características de normalidade (14 casos), 57,14% eram pacientes do sexo 

masculino, 100% possuíam etnia branca, com idade mais prevalente variando entre 

18 a 73 anos, onde as localizações preferenciais das lesões foram: língua, lábio 

inferior e mucosa jugal representaram individualmente 21,4% cada, palato duro e 

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

 

5.2 Dados da imunomarcação: 

 

Nas células do grupo controle, a imunomarcação para Bak foi moderada no 

citoplasma de células epiteliais e escassa nas células endoteliais e fibroblásticas. Já 

as células coradas por Bcl-2, a imunomarcação foi intensa tanto no citoplasma de 

células epiteliais, como nas células endoteliais e fibroblásticas das células da mucosa 

oral. 

No grupo de pacientes com HO, as células exibiram a expressão da proteína 

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

exuberante no citoplasma de macrófagos que continham o H. capsulatum no seu 

interior. 

No grupo de pacientes com PCM, as células exibiram a expressão da proteína 

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 próximas ao P. brasiliensis, tanto nos 

granulomas organizados e não organizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na análise dos resultados do estudo morfométrico, o teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis demonstrou haver diferença significativa na imunoexpressão de Bak e 

Bcl-2 em relação aos grupos estudados. Os valores de p das proteínas testadas e a 

quantificação 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 alteração da homeostasia do microambiente nas lesões de HO e PCM oral em 

relação a quantidade de proteínas intrínsecas anti-apoptótica (Bcl-2) e pró-apoptótica 

(Bak) quando comparado a mucosa oral com características de normalidade (grupo 

controle). 

 

 

Figura 1. Imunomarcação para Bak e Bcl2 em biópsias de pacientes com mucosa oral normal (A, B), 
HO (C, D), PCM (E, F). Em (A, B) expressão de Bak e Bcl2 foi leve moderada no citoplasma de 
células epiteliais e escassa nas células endoteliais e fibroblásticas. Nas imagens da amostras de HO 
(C e D) a expressão de Bak e Bcl2, foi intensa no citoplasma da células do infiltrado inflamatório, 
principalmente no interior de macrófagos com o H.capsulatum em seu interior. Nas imagens da 
amostras de PCM (E e F) a expressão de Bak e Bcl2, foi intensa no citoplasma da células do infiltrado 
inflamatório, principalmente no interior de células gigantes e do infiltrado de células inflamatórias do 
granuloma com numerosos P. brasiliensis em seu interior. (Aumento de 630X). 
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Tabela 2- Expressão in situ das proteínas Bak e Bcl-2 da via intrínseca da Apoptose na HO, PCM 
e no grupo controle. 
 

 

Proteínas                                      n (%)  
 

Controle     HO PCM P value * 

Bak 
0% 

1% - 50% 
˃ 50% 

 
12 (85,72%)  
2 (14,28%) 

0 (0%) 

 
0 (0%)   

5 (31,25%) 
11 (68,75%) 

 
         0 (0%) 

         12 (70,58%) 
          5 (29,42%) 

<0,0001* 

 
Bcl-2 
0% 

1% - 50% 
˃ 50% 

 

 
 

0 (0%) 
13 (92,85%) 
1 (7,15%) 

 
 

0 (0%) 
0 (0%) 

16 (100%) 
 

 
 

              0 (0%) 
         7 (41,18%) 

         10 (58,82%) 
 

 
<0,0001* 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – A - Distribuição das células imunomarcadas de Bak e nas lesões de HO, 

PCM e no grupo controle. B - Distribuição das células imunomarcadas de Bcl-2 e nas 

lesões de HO, PCM e no grupo controle * Kruskal-Wallis, p = <0,0001. 

  

A B 
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6. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, houve maior prevalência de pacientes do sexo masculino, 

adultos e de etnia branca. Esse quadro está 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 

predileção da infecção 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 revisão sistemática analisou 25 artigos de 

acordo com o Prisma Guedelines, e concluiu que a PCM em mulheres é rara, 

normalmente associada a alterações sistêmicas como: infecção pelo HIV, gravidez ou 

depressão. Situação verificada em nosso estudo, onde a maioria da amostra pertencia 

ao sexo masculino.   

De acordo com os dados coletados, foi observado que o sítio mais comumente 

afetado pelas lesões de PCM e HO foi a língua, divergente dos estudos de Arruda et 

al., 2018, que realizaram um estudo multicêntrico com análise de 320 casos de lesões 

orais de PCM em que houve prevalência de lesões 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 localização 

mais frequente das lesões orais de HO ocorre na língua.  

Em relação ao processo de infecção pelos patógenos estudados, percebe-se 

que a indução de apoptose em células do hospedeiro tem sido associada a 

patogênese dos fungos. Os estudos de Mendes-Giannini em 2004 e Del Vecchio em 

2009, demonstraram um maior número de células apoptóticas através da exposição 

ao P. brasiliensis sugerindo como requisito para sobrevivência do fungo, desencadear 

apoptose nas células epiteliais. O aumento da imunoexpressão das moléculas Bak e 

Bcl-2 encontrados no presente estudo reforça o desequilíbrio da apoptose celular 

nessa doença.  

Vários estudos, demonstram que o P. brasiliensis e o H. capsulatum induzem 

a apoptose quando estes invadem as células epiteliais ou fagócitos, buscando 

aumentar suas vantagens quanto a sua sobrevivência intracelular (CACERE et al., 

2002; SOUTO et al., 2003; MENDES-GIANNINI et al., 2004; VERÍCIMO et al., 2006; 
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KETELUT-CARNEIRO et al., 2015). Como os mecanismos de indução da apoptose, 

ainda não foram totalmente esclarecidos principalmente nas lesões orais de pacientes 

acometidos pela PCM e HO, compreender a relação entre o aumento da 

imunoexpressão de moléculas pró e anti-apoptóticas nessas infecções, pode ser 

relevante para elucidar os mecanismos de sobrevivência 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 proteínas da família Bcl-2, Bak e Bax, que contribuiu para a morte da 

célula hospedeira. Os dados encontrados no presente estudo demostraram o aumento 

na expressão das proteínas Bak e Bcl-2, o que está em consonância com os achados 

destes autores, indicando que a apoptose celular pela via intrínseca contribui com a 

manutenção da infecção de macrófagos pelo H. capsulatum.  

Os dados encontrados no presente estudo revelaram a imunoexpressão 

aumentada de moléculas apoptóticas da via intrínseca nas infecções induzidas pelo 

H. capsulatum e P. brasiliensis. Fato semelhante foi constatado em trabalhos 

experimentais com camundongos, em que o P. brasiliensis influenciou na modulação 

da apoptose de células epiteliais A549 pela imunoexpressão de moléculas apoptóticas 

como Bcl-2, Bak e CASP-3, confirmando a alteração nas vias da apoptose pelo fungo, 

que 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 

influência neste processo. 

Estudos experimentais anteriores, demonstraram que a expressão do Bcl-2 foi 

significativamente reduzida nas células T dos pacientes com PCM em comparação 

com os níveis dos controles (CACERE et al., 2009). Em pacientes com sepse de 

origem bacteriana e fúngica, os linfócitos apresentam taxas de apoptose alteradas, 

onde os níveis de Bcl-2 mostram-se reduzidos (HOTCHKISS et al., 2005). No entanto, 

os dados encontrados nesta pesquisa apontaram resultado distinto. A 

imunoexpressão de Bcl-2 apresentou-se aumentada nas células do infiltrado 

inflamatório tanto nas lesões orais de PCM quanto na de HO. Essa divergência pode 

estar relacionada aos diferentes sítios dos estudos realizados e por estes serem 
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experimentais, sendo necessário maiores investigações para esclarecimentos dessas 

distinções, principalmente utilizando amostras de pacientes.  

Silva e colaboradores em 2015, propuseram mecanismos que justificam a 

expressão alterada das moléculas Bak e Bcl-2 na PCM, onde o patógeno induz a 

apoptose através da expressão de Bak, levando a uma resposta celular do organismo 

aumentando a expressão de Bcl-2 para evitar a morte celular.  Ou ainda, o fungo induz 

a expressão de Bak e Bcl-2 para danificar a célula sem matá-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 desequilíbrio gerado pelo patógeno na expressão aumentada 

das moléculas estudadas, principalmente a Bak que possui ação pró-apoptótica, o que 

está de acordo aos achados dos autores citados acima. 

O aumento na expressão das proteínas Bak e Bcl-2, quando comparado a 

mucosa oral com características 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 expressão de 

moléculas anti e pró-apoptóticas da via intrínseca, influenciando na desregulação da 

apoptose pelo fungo, que pode sobreviver e se espalhar para outras partes do corpo, 

promovendo uma possível inibição da resposta imune durante as infecções, conforme  

apresentado por Del Vecchio e colaboradores em 2009; Ashida e colaboradores em 

2011. 

As diferenças encontradas na expressão das proteínas da via intrínseca da 

apoptose e os resultados estatísticos 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 sobrevivência intracelular, 

interferindo no aumento da expressão de moléculas pró-apoptóticas (Bak), induzindo 

a apoptose e facilitando sua sobrevivência, fato estes também defendido por Souto e 

colaboradores em 2003; Mendes-Giannini e colaboradores em  2004; Verícimo e 

colaboradores em 2006 e Ketelut-Carneiro e colaboradores em 2015. 

Allen em 2005, conduziu um estudo para determinar se a indução da apoptose 

de linfócitos pelo H. capsulatum influenciou a resistência do hospedeiro ao fungo. As 

descobertas levantaram a possibilidade de que a indução da apoptose não só 

influenciou na susceptibilidade da infecção, mas também serviu como marcador de sua 
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gravidade. Esse desequilíbrio das vias de indução da apoptose também foram 

percebidos nos resultados deste trabalho através da expressão alterada das moléculas 

estudadas. 

As alterações encontradas neste trabalho, demonstraram mudanças na 

expressão das proteínas Bak e Bcl-2, corroborando para a hipótese de haver 

estímulos na cinética da via intrínseca da apoptose, que podem estar exercendo 

influência na implantação e manutenção 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 realização 

de mais estudos para a compreensão da interação entre fungos e as vias de 

transdução de sinal em células do hospedeiro, incluindo a sinalização relacionada a 

apoptose, bem como, trabalhos que contribuam no entendimento dos mecanismos e 

das proteínas envolvidas nas vias intrínsecas e extrínsecas da apoptose. Neste 

contexto, o estudo realizado teve como limitação a não investigação das moléculas 

da via extrínseca da apoptose nestas infecções fúngicas, que poderiam contribuir para 

a melhor compreensão dos achados.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Com base na amostra estudada, e após análise dos objetivos propostos neste 

estudo, constatou-se que: 

 

• No presente trabalho houve prevalência de pacientes adultos, do sexo 

masculino e etnia branca, sendo a língua o sítio preferencial das lesões.  

• Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram o aumento da 

imunoexpressão das proteínas da via intrínseca da apoptose (Bak, Bcl-2) nos grupos 

de pacientes com PCM e HO. 

• Em comparação ao tecido oral com características de normalidade, houve um 

aumento na imunoexpressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2 e pró-apoptótica Bak, 

nos grupos de PCM e HO, demonstrando assim, haver um desequilíbrio na expressão 

de proteínas da via intrínseca da apoptose.  

• O mecanismo de indução a apoptose utilizados pelos fungos estudados na 

tentativa de escapar da ação do sistema imune, pode contribuir para a evolução e 

agravamento das micoses avaliadas, devido ao desequilíbrio de proteínas anti e pró 

apoptóticas da via intrínseca, encontrado nas amostras testadas quando comparadas 

ao grupo controle. 
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