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tumorais em células epiteliais orais normais e neoplásicas promovida por metabólitos 

de biofilmes simples e misto de Candida albicans e Staphylococcus aureus [tese de 

doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020. 

 
RESUMO 

A microbiota oral desempenha um papel importante, tanto no microbioma humano 
como na saúde. Os micro-organismos presentes na cavidade bucal têm a capacidade 
de produzir metabólitos e toxinas, gerando relação disbiótica com o hospedeiro e 
levando ao desenvolvimento de diversas patologias. A inflamação crônica produzida 
pelo estímulo bacteriano, a inibição da apoptose e produção de espécies reativas de 
oxigênio, tem sido descritos como mecanismos de ação da microbiota oral na 
tumorigênese de cabeça e pescoço. Dados do nosso grupo de pesquisa evidenciam 
que metabólitos derivados de biofilmes simples e misto de Candida albicans e 
Staphylococcus aureus, são capazes de promover resposta inflamatória e morte 
celular de queratinócitos orais normais. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi 
analisar a expressão de proto-oncogenes e genes supressores tumorais em células 
epiteliais orais normais (NOK-si) e neoplásicas (SCC 25 e Detroit 562) estimuladas 
com metabólitos (fatores solúveis) provenientes de biofilmes simples e mistos de C. 
albicans e S. aureus. Para a obtenção dos fatores solúveis (FS) produzidos pelos 
micro-organismos, foram formados biofilmes jovens e maduros simples e mistos de 
C. albicans e S. aureus, com 16 e 36 horas de cultivo, respectivamente. Os FS foram 
coletados e incubados com as células epiteliais orais. Primeiramente, foi realizado o 
ensaio de viabilidade celular por AlamarBlueTM e a morfologia celular foi observada 
por microscopia confocal para determinar o tempo de exposição das linhagens 
celulares aos FS dos biofilmes. Realizou-se a análise de perfil do ciclo celular por 
citometria de fluxo. A análise da expressão de proto-oncogenes e genes supressores 
tumorais foi realizada por qRT-PCR. Em geral, a exposição aos FS de biofilmes de C. 
albicans e misto causou redução na viabilidade das células NOK-si e aumento na fase 
sub G0 do ciclo celular, com diminuição da expressão gênica em HRAS, BRAF, MEK1, 
AKT, mTOR,TP53, CDKN1A, CDKN1B. No entanto, nesta linhagem, os FS de 
biofilmes simples de S. aureus produziram uma superexpressão do gene CDKN1A e 
Bcl-2, seguido pela manutenção da viabilidade celular, e um aumento significativo da 
população G2/M. Nas células tumorais, SCC 25 e Detroit 562, os estímulos dos FS 
provenientes dos biofilmes, regularam positivamente proto-oncogenes como HRAS e 
mTOR, bem como a superexpressão de Bcl-2 e CDKN1A. As células tumorais 
apresentaram capacidade de sobrevivência mesmo após 24 h de estímulo com FS de 
16 h e 36 h, sem mudanças significativas na progressão do ciclo celular para a 
linhagem SCC 25 e com uma tendência significativa de aumento de fase G2/M, para 
a linhagem Detroit 562. Os resultados mostraram que metabólitos provenientes de 
biofilmes fúngicos e bacterianos de C. albicans e S. aureus, tanto jovens como 
maduros, são capazes de geram alterações ligadas ao processo de tumorigênese, 
devido à capacidade de promover alterações na viabilidade, dinâmica do ciclo celular 
e na expressão de genes pro-tumorais e supressores tumorais em linhagens epiteliais 
orais normais e neoplásicas. 

Palavras - chave: Biofilmes. Candida albicans. Staphylococcus aureus. Câncer oral. 

Metabólitos.  
 



 

 

 
 

Amaya Arbeláez MI. Proto-oncogenes and tumor suppressor genes expression in 
normal and neoplastic oral epithelial cells stimulated with soluble factors from single 
and dual biofilms of Candida albicans and Staphylococcus aureus [tese de doutorado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.  
 
ABSTRACT 
The oral microbiota plays an important role both in the human microbiome and in 
health. The microorganisms present in the oral cavity are able to produce metabolites 
and toxins, generating a dysbiotic relationship with the host and leading to the 
development of different pathologies. Thus, the aim of this study, was to analyze the 
expression of proto-oncogenes and tumor suppressor genes in oral epithelial cells, 
normal (NOK-si), and neoplastic (SCC 25 and Detroit 562) stimulated with metabolites 
(soluble factors) from single and dual biofilms of Candida albicans and Staphylococcus 
aureus. To obtain the soluble factors (SF), biofilms from C. albicans and S. aureus of 
16 h and 36 h were formed. The SF were collected and incubated with the oral 
epithelial cells. Cell viability assay was performed by AlamarBlueTM. The cell 
morphology was observed by confocal microscopy to determine the exposure time of 
the cell lines to the biofilms SF. Cell cycle profile analysis was performed by flow 
cytometry. Proto-oncogenes and tumor suppressor genes expression were analyzed 
by qRT-PCR. In general, exposure to C. albicans and dual SF, caused a reduction in 
NOK-si cell viability and an increased sub G0 phase of the cell cycle, with a 
downregulation of HRAS, BRAF, MEK1, AKT, mTOR, TP53, CDKN1A and CDKN1B 
genes. However, in this cell line, S. aureus SF induced an overexpression of CDKN1A 
and Bcl2 genes, followed by the cell viability maintenance and a significant increase in 
the G2/M population. For tumoral cells, SCC 25 and Detroit 562, the stimuli of biofilms 
SF upregulated oncogenes such as HRAS and MTOR, as well as Bcl2 and CDKN1A 
overexpression. These cells could survive even after 24 h of stimuli from both SF 
(young and older) without significant changes in cell cycle progression for SCC 25 and 
a significant tendency to increase G2/M phase for Detroit 562. These results point that 
metabolites from fungal and bacterial biofilms of C. albicans and S. aureus, can disrupt 
the homeostasis of normal and neoplastic oral epithelial cells altering proto-oncogenes 
and tumor suppressor genes expression, remarkably CDKN1A, Bcl2, HRAS, and 
mTOR genes, causing disturbance on cell viability in cells with normal phenotype 
(NOK-si), and a pro-survival stimuli mainly in neoplastic cell lines (SCC 25 and Detroit 
562). In addition, disturbances in cell cycle profile were showed.   
 

 

 

Keywords: Biofilms. Candida albicans. Staphylococcus aureus. Oral cancer. 

Metabolites. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os estudos epidemiológicos têm mostrado que cerca de 890.000 novos casos 

de câncer de cabeça e pescoço (cavidade oral, faringe e laringe) e 450.000 mortes 

associadas à doença aconteceram no mundo em 20181. O carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço compreende a grande maioria dos casos 

diagnosticados. Além de reduzir a qualidade de vida, o tratamento desse câncer altera 

apectos funcionais e estéticos do paciente2. Este tipo de carcinoma apresenta uma 

taxa de sobrevida de 50% em cinco anos, após o diagnóstico3. Os fatores de risco 

mais significativos para o carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço 

incluem o uso de tabaco, o consumo de álcool e infecções por Papilomavírus 

Humano2. Em termos moleculares, a carcinogênese de cabeça e pescoço é um 

mecanismo que acontece em várias etapas. O acúmulo de diversas alterações 

genéticas em oncogenes e genes supressores de tumor resulta na desestabilização 

dos sistemas de controle do crescimento celular4. As vias de sinalização 

EGFR/RAS/RAF/MEK/ERK e EGFR/PI3K/AKT/mTOR desempenham um papel 

central em muitos aspectos desses eventos celulares, incluindo proliferação, 

diferenciação e sobrevivência5. 

O microbioma oral é uma comunidade composta por diversos micro-

organismos. Aproximadamente 700 espécies residentes, incluindo bactérias, fungos 

e vírus, estão envolvidas em uma ampla variedade de funções, sendo muitas delas 

importantes para manter ou restaurar a saúde bucal6. O papel do microbioma oral na 

etiologia e predisposição ao câncer de cabeça e pescoço não tem sido completamente 

caracterizado até o momento6. Possíveis mecanismos relacionados à inflamação 

crônica, inibição da apoptose, ativação da proliferação celular, e produção de 

moléculas secretadas por patógenos orais, mesmo em locais distantes do sítio 

infeccioso, podem contribuir para o surgimento do câncer oral 7,8,9.  

A relação entre bactérias e câncer ganhou relevância quando o papel 

patogênico do Helicobacter pylori no câncer gástrico foi demonstrado10. Estudos 

subsequentes têm associado a carcinogênese com bactérias em outros órgãos, por 

exemplo, o risco aumentado de carcinoma da vesícula biliar associado à infecção por 

Salmonella typhi11, câncer de pulmão com Chlamydia pneumoniae12, carcinoma de 

cólon com Streptococcus bovis13 e câncer pancreático com Malassezia14. Estudos 

reportam que patógenos periodontais como Porphyromonas gingivalis e 
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Fusobacterium nucleatum podem estimular transformações malignas em células 

epiteliais orais, por meio de receptores Toll-like15. Candida albicans (C. albicans), a 

espécie fúngica mais frequentemente isolada das bases de próteses, tem sido 

considerada um fator etiológico para doenças potencialmente malignas16. É reportado 

que C.albicans produz carcinógenos capazes de induzir alterações funcionais e 

estruturais na replicação do DNA (Ácido Desoxirribonucléico) e na função das 

proteínas, promovendo distúrbios no ciclo celular que permitem a ativação de 

oncogenes17.  

O desenvolvimento do carcinoma de cabeça e pescoço, tem se manifestado 

em uma pequena porcentagem dos pacientes, independentemente da presença dos 

principais fatores de risco estudados18. Esta afirmação sugere que infecções 

envolvendo fungos como C. albicans e algumas bactérias presentes na cavidade oral, 

poderíam estar relacionadas à oncogênese de cabeça e pescoço, ou talvez à 

progressão do tumor18,19. Sabe-se que metabólitos secretados por patógenos orais 

estão envolvidos com inflamação e distúrbios na resposta celular7. A microbiota 

também pode induzir carcinogênese por meio da liberação de toxinas que podem 

danificar as células do hospedeiro, levando à inflamação crônica e alterações nos 

tecidos20. 

Tem sido demonstrado que os biofilmes de C. albicans e S. aureus produzem 

grandes quantidades de proteinase e fosfolipase-C21. Em outro estudo, também foi 

observado que metabólitos (fatores solúveis) de biofilmes de C. albicans e S. aureus 

promoveram resposta inflamatória e morte celular de queratinócitos orais22. Além 

disso, os fatores solúveis (FS) derivados de biofilmes mistos foram mais tóxicos para 

as células que os dos biofilmes simples22. Com base nestes resultados, o objetivo 

deste estudo foi avaliar a resposta celular frente ao tratamento com FS estéreis 

contendo os metabólitos de biofilmes simples e mistos de C. albicans e S. aureus. 

Para isso, após o estímulo com os FS derivados de biofilmes simples e misto de C. 

albicans e S. aureus, foram avaliados o perfil de viabilidade, a progressão no ciclo 

celular e a expressão gênica de proto-oncogenes e genes supressores tumorais 

relacionados com as vias de sinalização HRAS/MEK e PI3KCA/AKT/MTOR de células 

epiteliais normais e neoplásicas orais. 
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2 PROPOSIÇÃO 
 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade, dinâmica do ciclo celular 

e a expressão de genes pro-tumorais e supressores tumorais de células epiteliais 

orais, normais (NOK-si) e neoplásicas (SCC 25 e Detroit 562), após o contato com 

metabólitos provenientes de biofilmes jovens (16 h) e maduros (36 h), simples e mistos 

de C. albicans e S. aureus.  

 

2.1 Objetivos Específicos  

 

• Avaliar a viabilidade de células NOK-si, SCC 25 e Detroit 562 após o estimulo 

por 4 h, 6 h, 8 h e 24 h com metabolitos, designados fatores solúveis (FS), 

provenientes de biofilmes jovens (16 h) e maduros (36 h), puros e diluídos 

simples e mistos de C. albicans e S. aureus.  

• Analisar a morfologia e permeabilidade da membrana celular das células NOK-

si, SCC 25 e Detroit 562 ápos 4 h de estimulo com FS de 16 h e 36 h. 

• Analisar a expressão de proto-oncogenes e genes supressores tumorais, nas 

linhagens supracitadas, dentro de um painel de 12 genes (MEK1, CDKN1B, 

TP53, CDKN1A, RB1, HRAS, AKT, STAT3, Bcl2, BRAF, mTOR, PI3KCA) após 

o estímulo por 4 h com FS, provenientes de biofilmes jovem e maduro, simples 

e mistos de C. albicans e S. aureus.  

• Analisar alterações no perfil de distribuição do ciclo celular de NOK-si, SCC 25 

e Detroit 562, após o estímulo por 4 e 24 h com FS provenientes de biofilmes 

simples e mistos de C. albicans e S. aureus de 16 h e 36 h. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Estatísticas Globais do Câncer 

Nas últimas décadas, estudos epidemiológicos mostraram que a incidência e 

mortalidade por câncer estão crescendo rapidamente no mundo. Bray et al.1, em 2018, 

descreveram que as razões são complexas, porém refletem o envelhecimento e o 

crescimento populacional, bem como mudanças na prevalência e distribuição dos 

principais fatores de risco e a associação de alguns deles ao desenvolvimento 

socioeconômico. 

Os autores reportaram que, segundo as estimativas da Organização Mundial 

da Saúde (OMS) em 2015, o câncer se posicionou entre a primeira ou a segunda 

principal causa de morte antes da idade de 70 anos, em 91 dos 172 países analisados, 

e ocupa o terceiro ou quarto lugar em outros países, mostrando um aumento das taxas 

de mortalidade mundiais causadas pelo câncer quando comparadas com outros tipos 

de doenças (Figura 1). 

 

Figura 1 – Mapa global apresentando o ranking nacional do câncer como causa de morte em 
idades abaixo de 70 anos em 2015.  

 

Fonte: Bray, 20181  
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3.2 Câncer de Cabeça e Pescoço 

 

 Câncer de cabeça e pescoço é um termo que descreve diferentes tipos de 

neoplasias malignas que se apresentam em faringe, laringe, nariz, seio maxilar, boca 

ou arredores23 e representa um dos tipos mais comuns de câncer nos países 

desenvolvidos, conforme descrito por Joshi23 em 2014. O carcinoma oral é o tipo mais 

frequente e o subtipo histológico carcinoma de células escamosas, denominado SCC, 

representa 90% dos casos diagnosticados, sendo que as maiores taxas de 

prevalência estão em países como Índia, Paquistão e outros do Sudeste da Ásia, 

enquanto que o câncer de língua e orofaringe têm maior prevalência nos países 

ocidentais, como descreveram Bhurgri et al.24 em 2006. A Global Cancer Observatory 

(GLOBOCAN)1, no ano 2018, relatou que a incidência do carcinoma de cabeça e 

pescoço foi de 890.000 casos com 450.000 mortes2. 

O National Institutes of Health (NIH)25, descreveu os principais tipos de câncer 

de cabeça e pescoço apresentados na literatura; cada um deles tem sido denominado 

segundo a parte do corpo em que teve a origem. 

• Câncer de laringe e hipofaringe: a laringe é um órgão no pescoço 

situado na parte superior da traqueia, contém as cordas vocais, é 

importante para a respiração, fala e deglutição. A hipofaringe é a parte 

inferior da garganta, conhecida como esôfago, junto com a faringe 

formam um tubo contínuo até o estômago. O tipo histológico mais 

comum é o carcinoma de células escamosas25. 

• Câncer de cavidade nasal e seios paranasais: a cavidade nasal está 

situada na parte posterior do nariz e permite a passagem do ar. Os seios 

paranasais são áreas cheias de ar que se situam ao redor da cavidade 

nasal. O tipo histológico mais comum é de células escamosas; originado 

nas células planas, que revestem o interior da cavidade nasal e seios 

paranasais25. 

• Câncer de nasofaringe: a nasofaringe é um canal de ar situado na parte 

superior da faringe, por detrás das fossas nasais. O tipo histológico mais 

comum é de células escamosas, que tem início nas células planas da 

nasofaringe25. 
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• Câncer oral e de orofaringe: a cavidade oral inclui lábios, mucosa bucal 

(epitélio de revestimento interno dos lábios e bochecha), gengiva, dois 

terços anteriores da língua, assoalho da boca, palato duro e trígono 

retromolar. A orofaringe, é um pequeno espaço da cavidade bucal 

compreendida entre a raiz da língua, o palato mole e a epiglote. O tipo 

histológico mais comum é de células escamosas, originando-se nas 

células planas do epitélio de boca e de garganta25. 

• Câncer de glândulas salivares: as glândulas salivares são 

responsáveis pela produção de saliva. A saliva é liberada na boca para 

mantê-la úmida, contém enzimas que ajudam na decomposição dos 

alimentos e na prevenção de infecções de boca e garganta. O tipo 

histológico mais comum é o carcinoma mucoepidermoide25. 

 

3.3 Sinais e Sintomas do Câncer de Cabeça e Pescoço 

 

Vokes et al.26 em 1993 determinaram que os sinais e sintomas do carcinoma 

de células escamosas de cabeça e pescoço, variam segundo a localização do tumor 

primário e o seu estágio. A localização do tumor, pode estar relacionada com o estilo 

de vida, fatores ocupacionais e de riscos específicos do indivíduo; a ausência de 

sintomatologia e mínimos achados físicos estão associados ao câncer nos estágios 

iniciais. Obstrução nasal, epistaxe e otite média serosa podem estar presentes em 

pacientes com câncer nasofaríngeo. Sinusite e obstrução unilateral da narina podem 

ser considerados sintomas precoces de câncer de cavidade nasal e seios 

paranasais26. A rouquidão persistente pode ser associada ao câncer de laringe. 

Úlceras orais não cicatrizadas, alterações na adaptação das próteses e dor podem 

estar relacionadas ao câncer da cavidade oral. Dor de garganta unilateral e otalgia 

persistentes são, ainda, sintomas comuns em câncer de hipofaringe e região 

supraglótica, que são diagnosticados em estágio tardio. O diagnóstico precoce do 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço é um fator importante para 

alcançar uma taxa de sobrevida do paciente entre 80-90%, além de diminuir a 

extensão cirúrgica requerida26. 
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3.4 Fatores de Risco em Câncer de Cabeça e Pescoço 
 

A etiologia do carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço é 

multifatorial. O tabagismo e etilismo são fatores de risco bem estabelecidos para o 

desenvolvimento do carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço. Alguns 

autores como Wang et al.27, em 2018, estudaram por décadas outro fator de risco 

associado com uma alta incidência de carcinoma oral, o hábito de mastigar Betel Quid, 

que consiste na preparação do fruto da Palmeira de Areca (Areca Catechu), 

denominada noz de areca, triturada e misturada com ingredientes como tabaco e 

cinzas, e embrulhada na folha de Pimenta de Bétele (Piper Betle). Esta prática, muito 

comum no sudeste da Ásia e em outros países asiáticos, tem incrementado três vezes 

o risco de desenvolver câncer oral.  

Em 2016, Kumar et al.28 descreveram a radiação ultravioleta como um fator de 

risco ocupacional, relacionado especificamente com o desenvolvimento de câncer de 

lábio28. A exposição constante aos raios UV causa queilite actínica, descrita como 

uma lesão pré-maligna comum no lábio inferior, que pode se transformar em 

carcinoma escamocelular28. No mesmo estudo os autores identificaram que o dióxido 

de enxofre, o amianto e a exposição à pesticidas estão relacionados com o 

desenvolvimento de câncer na orofaringe, faringe e laringe.  

Outro fator de risco muito estudado em diferentes tipos de carcinomas é o 

Papilomavírus Humano (HPV), detectado em 25% de tecidos tumorais de carcinoma 

de células escamosas de cabeça e pescoço2. Alfouzan2, em 2019, descreveu 

diferentes genótipos do HPV relacionados com efeitos oncogênicos, HPV-16, HPV-

18, HPV-31, HPV-33, HPV-45, HPV-52 e HPV-58. Com a descoberta do genótipo 

HPV-16, na década de 1970, foi estabelecido o papel do HPV nas enfermidades 

malignas29. As alterações celulares relacionadas com o aparecimento do fenótipo 

maligno inicia-se através da ação das proteínas virais E6 e E7. A oncoproteína E6 

pode degradar TP53, interferindo na função apoptótica em resposta aos danos no 

DNA, produzindo assim proliferação descontrolada e instabilidade genômica2. A E7 

produz degradação do supressor de tumor RB (Retinoblastoma), causando alteração 

na regulação do ciclo celular2. Os pacientes com câncer relacionados ao HPV são, 

em geral, jovens não fumantes e com status socioeconômico alto29. O risco é 

aumentado para pacientes com histórico de múltiplos parceiros sexuais e a infecção 

viral pode estar associada a algumas condições que alteram a o comportamento do 
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tumor. O HPV também é encontrado com alta frequência na cavidade oral de 

pacientes positivos para infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV)29. 

Fatores de risco como baixo nível educacional, baixa frequência de consumo 

de frutas e vegetais frescos e a suscetibilidade genética têm sido identificados em 

pacientes com carcinoma escamocelular de cabeça e pescoço30. Em 2013, Chang et 

al.30 correlacionaram o hábito de cuidados odontológicos com a saúde bucal, 

demonstrando uma associação positiva entre carcinoma de células escamosas de 

cabeça e pescoço com a ausência de visitas regulares ao dentista, escovação 

deficiente, sangramento gengival e perda de dentes. Chang et al.31, em 2019, 

complementaram esses achados com o estudo da taxa de sobrevida de pacientes 

com carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço e os hábitos de higiene 

oral, concluindo que existe uma diminuição na sobrevida dos pacientes com 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço associada à falta de higiene 

oral. 

Chocolatewala et al.18, em 2010, determinaram que aproximadamente 15% dos 

cânceres de cabeça e pescoço se desenvolvem na ausência dos fatores de riscos 

clássicos anteriormente descritos, sugerindo que infecções que envolvem patógenos 

como Candida albicans e algumas bactérias poderiam participar da carcinogênese de 

cabeça e pescoço.  

 

3.5 “Hallmarks of Cancer”: Marcadores da Biologia Tumoral. 
 

Hanahan e Weinberg32, em 2011, descreveram seis características do câncer 

e estabeleceram um princípio de organização (Hallmarks of cancer), proporcionando 

um marco na compreensão da diversidade das enfermidades neoplásicas. Em relação 

ao carcinoma de cabeça e pescoço, os autores descrevem o aparecimento das 

primeiras alterações celulares durante a exposição prolongada da célula epitelial a 

diversos fatores carcinogênicos, sendo este um processo multifatorial complexo. 

Braakhuis et al.33, em 2005, determinaram que, alterações celulares nos mecanismos 

de metliação do DNA como a hipermetilação e a modificação de proteínas histonas 

por acetilação ou metilação produzem modificações na regulação das vias de 

sinalização celular e nos mecanismos de reparo do DNA, permitindo, assim, a 

evolução de uma célula normal a um estado neoplásico e, finalmente, à aquisição de 

um fenótipo maligno. 
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Em 2016, Philip et al.34 revisaram as principais vias de sinalização relacionadas 

com proliferação, crescimento e sobrevivência celular, os genes, as proteínas e os 

receptores mais relacionados ao início, promoção e progressão do carcinoma de 

células escamosas de cabeça e pescoço em relação aos alvos ou vias implicados na 

biologia tumoral. Neste contexto pode-se citar:  

• Imortalidade replicativa: a principal característica adquirida pelas 

células cancerígenas para evitar a senescência, e adquirir imortalidade 

é a regulação do ciclo celular. Alterações em genes associados ao ciclo 

celular como TP53, CCND1, CDKN2A, RB1, TERT promovem 

desenvolvimento de células com crescimento descontrolado32. Genes e 

fatores de transcrição das células tronco como NANOG (Nanog 

homeobox transcrption fator), OCT-4 (octamer-bindinng transcription 

factor), BMI1 (proto-oncogene, polycomb ring finger), Snail (zinc-finger 

transcription factor), Twist (basic helix-loop-helix transcription factor), e 

ABC (ATP-Binding casette transporter superfamily) desempenham um 

papel essencial na progressão do câncer e falha do tratamento devido 

ao crescimento do tumor primário e à metástase34.  

• Alterações na sinalização do fator de crescimento: via do receptor 

do fator de crescimento epidérmico: o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR) leva à dimerização dos receptores, o 

que causa ativação de vias de transdução de sinal oncogênico 

intracelular como RAS/RAF/MAP-quinase, JAK/STAT e PI3K/AKT, 

gerando um aumento da proliferação celular, ativação da angiogênese 

e inibição da apoptose34. 

• Insensibilidade aos sinais inibidores do crescimento (via do fator 

de transformação do crescimento beta): o fator de transformação do 

crescimento beta (TGF-β) atua através do seu receptor e dos 

mediadores intracelulares de transdução de sinal (SMAD- SMAD family 

memeber) SMAD2, SMAD3, e SMAD4, responsáveis pela regulação da 

transcrição do gene alvo, afim de diminuir a proliferação e aumentar a 

apoptose. A regulação negativa de TGF-β também ativa a via NF-κβ 

(Nuclear factor kappa B), que fornece sinal de sobrevivência para as 

células34. 



20 

 

 
 

• Evasão da apoptose: PI3K-PTEN-AKT: esta é uma importante via de 

transdução de sinal. Mutações no gene PI3KCA, falhas na atividade de 

PTEN (Phosphatase and tensin homolog), inibindo a desativação da via 

PI3K, estão associadas com evasão da apoptose34. 

• Invasão e metástase: o gene CSMD1 (CUB and Sushi Multiple 

Domains 1) tem sido estudado por seu envolvimento na invasão e 

metástase. Na transição epitélio mesênquima, as células perdem sua 

aderência através de junções, caderinas, desmossomas, e adquirem 

crescente mobilidade celular, tornando-se migratórias34. 

• Angiogênese: o crescimento do tumor é limitado pelo suprimento de 

oxigênio e nutrientes para o interior do tumor e pela eliminação de 

catabólitos. Fatores de crescimento como o VEGFR são necessários 

para induzir a formação de células endoteliais e novos vasos sanguíneos 

que permitam a vascularização tumoral34. 

 

3.6 Mutações Somáticas Comuns no Câncer de Cabeça e Pescoço 

 

 Cada vez mais, técnicas utilizadas na pesquisa têm ajudado no estudo de 

mutações nos principais componentes das vias de sinalização celular, decifrando 

desta maneira possíveis alvos terapêuticos para os pacientes com câncer de cabeça 

e pescoço35.  

 

3.6.1 Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) 

 

Thariat et al.35, em 2007, revisaram a sinalização do EGFR relacionada com 

carcinogênese, progressão do tumor e resposta à terapia em carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço. Descreveram que o receptor apresenta uma  

expressão em 90% nos carcinomas de cabeça e pescoço e uma menor expressão em 

lesões displásicas adjacentes ou na mucosa circundante, desempenhando, assim, um 

papel na carcinogênese. O principal mecanismo de regulação positiva do EGFR é a 

ativação transcricional, secundária à produção autocrina do fator de transformação de 

crescimento alfa (TGF-α), para assim dar início à transdução do sinal. Pode ser 
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superexpresso como resposta a lesões teciduais em macrófagos, células T, e 

queratinócitos.  

Em 2006, Kalyankrishna e Grandis36, descreveram que o EGFR no estroma 

tumoral possibilita um ambiente permissivo e favorável ao crescimento do tumor, e 

está relacionado à angiogênese. Desta maneira, a superexpressão do EGFR tem sido 

relacionada com estádios avançados de carcinoma de células escamosas de cabeça 

e pescoço e carcinomas pouco diferenciados, além da associação com uma menor 

taxa de sobrevida dos pacientes. Esses achados foram sustentados por Sheikh Ali et 

al.37, em 2008, ao correlacionar a expressão de EGFR por imuno-histoquímica com 

as variáveis clínicas, e a análise de sobrevida de 91 pacientes com câncer de cabeça 

e pescoço, demostrando que EGFR está superexpresso na maioria dos casos e é 

associado com um baixo grau de diferenciação do tumor e linfonodos positivos. A 

relação com o estado clínico-patológico, como estádio tumoral avançado, tamanho do 

tumor e metástase local e distante, indica diminuição da sobrevida para pacientes com 

superexpressão de EGFR37.  

 

3.6.2 Via da fosfatidilinositol-3-quinase/proteína quinase B (PI3-K/Akt) 
 

 PI3K/AKT é uma das principais vias ativadas pelo receptor EGFR e encontra-

se ativa em 50-80% dos casos com carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço. Wan et al.38, em 2015, avaliaram a expressão do gene PI3KCA no tecido 

tumoral e no tecido adjacente ao carcinoma (margem de 2 mm), em 113 pacientes 

com carcinoma oral de células escamosas (OSCC), encontrando que a expressão do 

gene PI3KCA foi significativamente maior no tecido tumoral comparado com o tecido 

adjacente.  

A regulação da via PI3K no carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço tem sido investigada por outros autores. Fenic et al.39, em 2007, avaliaram 

mutações nos exons 9 e 20 do gene PI3KCA, na expressão do mRNA e na proteína 

PI3KCA, assim como os níveis de fosforilação de AKT (pAKT). Estes resultados foram 

comparados com os achados clínico-patológicos de 33 casos de carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço. Este estudo determinou que PI3KCA pode ser um 

dos oncogenes na posição do cromossomo 3q26.3, relacionado aos estádios iniciais 

do desenvolvimento de carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, e 

sugere que as amplificações ou mutações desse gene não ocorrem com frequência; 
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porém os eventos epigenéticos podem desempenhar um papel importante em 

estágios avançados dos tumores. 

A proteína serina/treonina quinase AKT é um alvo de PI3K, regula funções 

celulares de crescimento, diferenciação, sobrevivência e apoptose39. 

Amornphimoltham et al.40, em 2004, realizaram um estudo comparando camundongos 

e amostras clínicas de pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço. Neste estudo foi realizada uma correlação da expressão de AKT com 

diferentes estádios de progressão do tumor. Os achados demonstraram que a 

expressão de AKT está relacionada com progressão e transformação das células 

escamosas do tecido epitelial normal a uma condição de displasia assim como de 

carcinoma de células escamosas invasivo. Outro estudo orientado por Massarelli et 

al.41, em 2005, avaliou 52 casos de carcinoma escamo celular de língua por imuno-

histoquímica, tendo como alvo a proteína AKT fosforilada (ativa). Neste trabalho, a 

sobrevida livre de doença diminuiu significativamente nas amostras positivas para 

AKT fosforilada (log rank test, P < 0.001), independentemente do estágio da doença. 

 

3.6.3 Alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) 
 

 A proteína mTOR é reguladora de crescimento celular que se encontra 

downstream à via de PI3K/AKT. Quando ativada por AKT, mTOR fosforila o regulador 

de tradução p70-S6 quinase e ativa a proteína ribossômica S6, que contribui para o 

controle do crescimento celular. Um estudo realizado por Amornphimoltham et al.42, 

em 2005, determinou que o acúmulo aberrante de S6 ativada acontece com 

frequência em lesões displásicas e carcinomas de células escamosas de cabeça e 

pescoço. 

 

3.6.4 Via das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) 
 

A família de proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) é capaz de 

traduzir estímulos extracelulares em respostas intracelulares, controlando a 

proliferação diferenciação e apoptose. RAS e RAF são os primeiros mensageiros 

químicos desta via5. O gene RAS têm o potencial de regular as vias, MAPK e 

PI3K/AKT, portanto, mutações em RAS podem ativar ambas as vias relacionadas à 

progressão tumoral4. Mutações nos genes RAS (HRAS, NRAS, KRAS), têm sido 
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observadas em 30% dos pacientes com carcinoma oral de células escamosas, como 

descrito por Peng et al, em 20185.  

O gene RAF e as isoformas ARAF, BRAF, CRAF compartilham uma função 

comum na fosforilação de MEK, assim como mutações somáticas no hotspot V600E, 

do domínio quinase de BRAF, resultando em função de BRAF quinase aumentada 

associada com câncer colorretal, carcinoma de tireoide, carcinoma de pulmão, linfoma 

não Hodgkin e, em uma menor porcentagem, com carcinomas de cabeça e pescoço43. 

 

3.6.5 Via de sinalização Janus quinases/transdutores de sinal e ativadores de 
transcrição (JAK/STAT) 

 

 A via de sinalização JAK/STAT controla a proliferação, diferenciação e 

sobrevivência celular, mediante a transmissão de sinais desde a membrana 

plasmática até o núcleo44. Nas células, os receptores se unem através do domínio 

citosólico a um dos quatro membros tirosina quinase da família JAK (JAK1, JAK2, 

JAK3 e TYK2), permitindo fosforilar o receptor e recrutar substratos ativos, como 

proteínas STAT (transdutor de sinal e ativador de proteínas de transcrição) que, 

quando fosforiladas, tornam-se ativas regulando a expressão de diferentes genes. Em 

1998, Grandis et al.44 estudaram, mediante as análises de imunoblotting e EMSA 

(Electrophoretic mobility shift assay), a ativação constitutiva e a ativação induzida por 

TGF-α de STAT 1 e 3, comparando células epiteliais normais com células originadas 

em carcinomas de cabeça e pescoço. Os autores concluíram que a expressão e 

fosforilação de STAT3 eram elevadas no carcinoma de células escamosas de cabeça 

e pescoço. A ativação de STAT3 na progressão de tumores de cabeça e pescoço foi 

analisada por Grandis et al.45, em 2000. Neste trabalho, os níveis de expressão e 

ativação do gene STAT3, assim como a expressão da proteína, foram detectados em 

tecidos de 19 pacientes portadores de carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço. Os resultados evidenciaram uma superexpressão do gene e ativação da 

proteína STAT3 na mucosa saudável e nas lesões tumorais dos pacientes, o que não 

foi encontrado em indivíduos saudáveis. Estes resultados sugeriram que a ativação 

constitutiva de STAT3 representaria um evento precoce na carcinogênese de cabeça 

e pescoço e que a sinalização de STAT3 seria uma via crítica para a progressão do 

tumor e desregulação apoptótica45. 
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3.7 Espécies Bacterianas Associadas ao Câncer 

 

Estudos epidemiológicos e laboratoriais têm demostrado que algumas 

espécies bacterianas estão associadas a diferentes tipos de câncer46,47. 

 

3.7.1 Helicobacter pylori 
 
 Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria de forma espiral, Gram-negativa, 

microaerófila, associada exclusivamente à células da mucosa gástrica46. A introdução 

de H. pylori como agente carcinogênico pela Agência Internacional de Pesquisa sobre 

o Câncer, em 1994, confirmou que a etiologia da gastrite crônica e a cascata que 

resulta na carcinogênese estavam associadas à infecção por H. pylori10. Em 2017, 

Chmiela et al.46 descreveram que 60% dos cânceres gástricos estavam relacionados 

com esse tipo de infecção. A presença de fatores de virulência, como CagA, VacA e 

BabA, aumentou o risco de produzir gastrite aguda e atrófica, seguida por metaplasia 

intestinal, displasia e finalmente o desenvolvimento do carcinoma45. A infecção por H. 

pylori estimulou o desenvolvimento de adenocarcinoma do tipo difuso, causando 

pangastrite e gastrite hiperplásica rugal46.  

 

3.7.2 Salmonella enterica sorovar typhi 
 

Salmonella enterica sorovar typhi (S. typhi) é uma bactéria bacilar Gram-

negativa, aeróbia e flagelada, sendo o agente etiológico da febre tifoide, que tem sido 

relacionada ao desenvolvimento de cânceres de vesícula biliar11. Scanu et al.11, em 

2015, descreveram que S. typhi tem a capacidade de secretar mais de 40 proteínas 

efetoras nas células do hospedeiro através do seu sistema de secreção do tipo III. 

Essas proteínas apresentaram atividade enzimática, funcionando como moduladores 

críticos das enzimas do hospedeiro, processo que poderia contribuir com a 

transformação celular maligna11. Os autores estudaram a transformação celular 

induzida por S. typhi em organoides de vesícula biliar e fibroblastos embrionários de 

camundongos, adicionando mutações necessárias para a transformação maligna. Os 

autores concluíram que a transformação celular mediada por S.thypi ocorria através 

da ativação das vias do hospedeiro, que promoveram a colonização bacteriana e 

sobrevivência intracelular, demonstrando que a transformação maligna das células 
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seria, então, o resultado de danos colaterais induzidos por S.thypi durante seu ciclo 

de infecção. 

 

3.7.3 Chlamydia pneumoniae 
  

A Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) é uma bactéria Gram-negativa, 

aeróbia, considerada como o agente causal mais frequente de infecção respiratória 

aguda na população12. C. pneumoniae tem sido associada com diversas doenças 

crônicas, incluindo o câncer de pulmão12. Chaturvedi et al.12, em 2010, concluíram que 

o papel de C. pneumoniae no desenvolvimento do carcinoma pulmonar poderia estar 

relacionado com infecção e inflamação crônica. Afim de compreender o mecanismo 

da tumorigênese de pulmão por C. pneumoniae, os autores analisaram a expressão 

da proteína HSP-60 (Heat Shock Protein-60) de C. pneumoniae em um estudo de 

casos e controles. HSP-60 é uma proteína de choque térmico, expressa por C. 

pneumoniae durante a infecção crônica. A resposta do hospedeiro à esta proteína 

contribui para o dano inflamatório no tecido12. Os achados deste estudo 

demonstraram que altos níveis na expressão de HSP-60 persistiram de 2 a 5 anos 

após a detecção do patógeno, sugerindo que a inflamação crônica produzida pela 

infecção por C. pneumoniae atuaria promovendo o desenvolvimento do câncer de 

pulmão. 

 

3.7.4 Streptococcus bovis 
 

Streptococcus bovis (S. bovis) é uma bactéria com forma de coco Gram-

positiva, que faz parte da flora do trato gastrointesinal dos seres humanos, relevante 

em casos de endocardite48. Em 1978, Murray e Roberts48 descreveram que a 

endocardite e a septicemia produzida por S. bovis poderiam induzir bacteremia no 

trato gastrointestinal. Em 2000, Ellmerich et al.13 analisaram o efeito de antígenos 

extraídos da parede celular bacteriana de S. bovis em lesões pré-neoplásicas do trato 

gastrointestinal de ratos Wistar tratados com o carcinógeno azoximetano. Alterações 

nas poliaminas da mucosa e a expressão do antígeno nuclear de proliferação (PCNA) 

foram estudadas na mucosa intestinal, bem como a produção de interleucina 8 (IL-8). 

Os resultados evidenciaram que os produtos do metabolismo de S. bovis promovem 

a progressão do carcinoma de cólon em ratos Wistar com lesões pré-neoplásicas já 

estabelecidas. 



26 

 

 
 

 
3.8 Papel da Microbiota Oral na Carcinogênese de Cabeça e Pescoço 
 

O papel da microbiota oral no desenvolvimento do câncer de cabeça e pescoço 

tem sido estudado por vários autores47,49,50. Em 2012, Pushalkar et al.47 descreveram 

os micro-organismos presentas na mucosa tumoral e não tumoral. Micro-organismos 

como Peptostreptococcus stomatis, Streptococcus salivarius, Streptococcus gordonii, 

Gemella haemolysans, Gemella morbillorum, Johnsonella ignava e Streptococcus 

parasanguinis, foram encontrados no tecido tumoral. Granulicatella adiacens foi 

prevalente na mucosa saudável. Lee et al.49, em 2017, investigaram diferenças na 

microbiota oral entre indivíduos saudáveis, pacientes com lesões precursoras 

epiteliais e pacientes com câncer oral avançado, comparando-os com diferentes 

hábitos de vida. As análises foram realizadas utilizando sequenciamento de última 

geração, e os achados deste estudo sugerem que mudanças na comunidade 

microbiana dos gêneros Bacillus, Enterococcus, Parvimonas, Peptostreptococcus e 

Slackia, podem representar um marcador na detecção e prognóstico do câncer oral, 

especialmente na transição lesão precursora epitelial-câncer. 

 

Em 2018, Zhang et al.50 citaram três possíveis mecanismos de ação da 

microbiota oral na patogênese do câncer (Figura 2). O primeiro estaria relacionado 

com a inflamação crônica produzida pelo estímulo bacteriano. Mediadores 

inflamatórios como as interleucinas (IL): IL-1β, IL-6, IL-17, IL-23, o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), e as metaloproteinases de matriz (MMPs) - MMP-8 e MMP-9, 

poderiam causar ou facilitar a proliferação celular, a mutagênese, a ativação de 

oncogenes e a angiogênese. O segundo mecanismo está relacionado com a secreção 

de proteínas bacterianas efetoras, que utilizam sistemas de secreção tipo 3 ou tipo 4 

(T3SS/T4SS) os quais tem a capacidade de promover alterações na proliferação 

celular, rearranjos do citoesqueleto, ativação do NF-κβ e inibição da apoptose celular; 

já o terceiro mecanismo descrito é relacionado à produção de espécies reativas de 

oxigênio (Reactive Oxygen Species - ROS), espécies reativas de nitrogênio (Reactive 

Nitrogen Species - RNS), compostos voláteis de enxofre (Volatile Sulfur Compounds 

- VSC) e ácidos orgânicos. Durante uma resposta inflamatória, as células epiteliais e 

do sistema imunológico podem produzir ROS e RNS8. A produção destas espécies 

ocorre pela indução da NADPH oxidase e óxido nítrico sintase8. A NADPH oxidase 

catalisa o ânion superóxido (O2), levando à produção de peróxido de hidrogênio. 
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Simultaneamente a óxido nítrico sintase gera óxido nítrico, que pode ser convertido 

em dióxido de nitrogênio (NO2), peroxinitrito (ONOO−) e trióxido de dinitrogênio 

(N2O3)8. Algumas espécies da cavidade oral envolvidas neste processo produzem 

peróxido de hidrogênio. Neste grupo encontram-se a família dos Streptococcus, 

Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus 

gordonii, Streptococcus oligofermentans51; e dos Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus jensenii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus minutus e 

Bifidobacterium adolescentes52. A expressão aumentada de NADPH oxidase, de 

óxido nítrico sintase e de suas espécies reativas de oxigênio e nitrogênio foi 

identificada em vários tipos de câncer8. Estes achados demonstraram a relação dos 

radicais livres com a inflamação crônica e seu papel no desenvolvimento do câncer e 

progressão maligna8. 

Neste sentido, Yilmaz et al.53, em 2004, estudaram a ação de Porphyromonas 

gingivalis (P. gingivalis) na ativação antiapoptótica da via de sinalização PI3K/AKT, 

demostrando que este micro-organismo inibia a externalização da fosfatidilserina, 

protegendo as células infectadas da apoptose, o que poderia submodular a resposta 

inflamatória, além de promover a sobrevivência das células do hospedeiro pela via 

PI3K/AKT. P. gingivalis, também apresenta capacidade de acelerar a progressão 

tumoral através da fase S do ciclo celular, alterando a atividade das quinases, 

dependentes de ciclinas, reduzindo a atividade da proteína supressora tumoral p53 

como descrito por Whitmore et al.54, em 2014. 

Hooper et al.55, em 2007, descreveram que a maioria das espécies encontradas 

nos tecidos tumorais são acidogênicas e acidúricas. Proteobacteria e espécies dos 

gêneros Fusobacterium, Streptococcus, Prevotella, e Veillonella sobrevivem em 

ambientes de pH baixo. A presença desses micro-organismos nos tumores de cabeça 

e pescoço reflete a natureza do microambiente ácido e hipóxico dos tumores, pois 

estas espécies têm sido detectadas também em lesões ácidas de cárie dentária55.  

Alguns micro-organismos orais são capazes de metabolizar álcool em 

acetaldeído. O acetaldeído tem sido classificado como carcinógeno do grupo I em 

humanos, devido a sua capacidade de causar troca entre cromátides irmãs, mutações 

pontuais, adutos de DNA e hiperproliferação epitelial56. Várias espécies microbianas 

orais, como Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, 
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Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis, assim como o fungo Candida spp, 

possuem a enzima álcool desidrogenase (ADH), que metaboliza o álcool em 

acetaldeído, apresentando desta maneira um risco para o desenvolvimento de câncer 

bucal56.  

Figura 2 - Mecanismos de ação da microbiota oral na carcinogênese de cabeça e pescoço 

 

Fonte: Karpiński, 2019 modificado8 

 

As bactérias Gram negativas, P. gingivalis e F. nucleatum, dois patógenos 

envolvidos na periodontite, têm sido relacionados à patogênese de várias doenças 

malignas15. O envolvimento desses patógenos na etiologia e progressão do carcinoma 

escamocelular de cabeça e pescoço tem sido discutido nas últimas décadas7,15. Inaba 

et al.57, em 2014, demonstraram que P. gingivalis regula positivamente a expressão 

de MMP-9. Os autores observaram que as gingipainas secretadas por P. gingivalis 

clivam a proenzima, ativando MMP-9 e desencadeando a transição epitélio-

mesenquima (EMT), que permite a invasão e metástase das células tumorais57. Esses 

achados estão relacionados com o estudo de Ha et al.58, em 2015, que evidenciaram 

que exposições prolongadas das células tumorais ao sobrenadante de P. gingivalis 

produz uma mudança no fenótipo das células, juntamente com a diminuição da 

expressão de fatores de transcrição responsáveis por alterar a morfologia poligonal 

característica das células epiteliais normais, conferindo assim às células um fenótipo 

mesenquimal. Os autores também observaram propriedades migratórias e invasivas 

das células, resistência aos quimioterápicos, aumento na expressão no receptor 

CD44, que está relacionado com as interações célula-célula, adesão e migração 

celular, e também aumento no receptor CD133, utilizado comumente como marcador 
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de célula tronco tumoral. Outro achado importante neste estudo foi a produção de 

MMP-1 e MMP-10, conferindo às células tumorais características de agressividade, 

permitindo a invasão e a aquisição de fenótipo de célula tronco tumoral58.  

P. gingivalis, além de ter a capacidade de inibir a apoptose, em células epiteliais 

orais de maneira dependente de atividade mitocondrial, parece ter um papel 

importante na adaptação e sobrevivência celular59. Yao et al.59, em 2010, estudaram 

a importância funcional da sinalização de AKT e a expressão das moléculas 

antiapoptóticas Bad (BCL2 associated agonist of cell death) e caspase-9, após a 

infecção de células epiteliais gengivais com P. gingivalis. Os autores demostraram 

que existe uma fosforilação significativa da proteína Bad, enquanto os níveis de mRNA 

para este gene diminuíram. Além disso, descreveram a translocação de Bad 

mitocondrial para o citosol, após o contato da célula epitelial com o patógeno, tendo a 

ativação da caspase-9 sido inibida pela infecção ao longo tempo. Em células epiteliais 

gengivais deficientes em AKT, P. gingivalis perdeu a capacidade de promover 

fosforilação e translocação de Bad, enquanto a ativação de caspase 9 foi 

independente. Estes resultados sugeriram que AKT é um componente chave das vias 

antiapoptóticas estimuladas por P. gingivalis e que este patógeno utiliza outras vias 

mitocondriais para proteger as células do hospedeiro da morte celular, garantindo a 

sobrevivência das células epiteliais 59. 

Em 2005, Uitto et al.60 estudaram a sinalização em células HaCaT após o 

estímulo por proteinases de F. nucleatum e demonstraram que existe um aumento da 

produção de MMP-13 (colagenase 3) nas células através da ativação da proteína 

quinase p38, promovendo, assim, migração celular. Interações microbianas entre F. 

nucleatum e P. gingivalis têm sido estudadas15. Gallimidi et al.15, em 2015, realizaram 

um modelo murino para o estudo da carcinogenese oral associada à periodontite. Os 

resultados mostraram que os produtos do metabolismo destes dois patógenos têm a 

capacidade de ativar a sinalização através dos receptores Toll-like, resultando na 

produção de IL-6, um importante mediador da inflamação, capaz de ativar STAT3 e 

de inibir a apoptose nas células durante o processo inflamatório, mantendo-as vivas 

em ambientes hostis. Os autores também detectaram aumento de Ciclina D1 e de 

MMP-9, moléculas relacionadas ao controle do ciclo celular e invasão tumoral. 

 

A patogenicidade de Candida spp. está relacionada com uma combinação de 

fatores que contribuem para sua virulência, como sua capacidade de crescer a 37 °C, 
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sua variabilidade fenotípica, a formação de hifas e pseudo-hifas, a capacidade de 

formação de biofilmes e de produzir enzimas hidrolíticas como fosfolipases, aspartil 

proteinases (Sap) e lipases61,62. Essa patogenicidade também pode ser atribuída ao 

fato de que as células epiteliais humanas possuem o receptor CR3 (Complement 

receptor 3) da integrina humana, o qual é responsável por facilitar a aderência de 

Candida spp. à superfície da mucosa do hospedeiro, por meio da interação entre as 

adesinas do fungo e os receptores nas células epiteliais62. A secreção de fosfolipases 

é considerada um fator chave para a invasão do epitélio através da ruptura da 

bicamada fosfolipídica das células do hospedeiro61  

 Villar et al63, em 2012, estudaram a resposta de células epiteliais orais em um 

modelo de infecção por C. albicans. Neste estudo foi determinado que C. albicans 

apresentou a capacidade de induzir apoptose precoce em mais do 50% das células 

epiteliais orais e apenas 15% das células mostraram alterações apoptóticas tardias.  

Também foi descrito que C. albicans promoveu uma diminuição no potencial 

transmembrana mitocondrial assim como a translocação do citocromo c da 

mitocôndria para o citosol, sugerindo ativação da via apoptótica intrínseca em células 

epiteliais orais, em resposta ao estímulo com C. albicans. Os autores demonstraram 

que a atividade das caspases 3 e 9 aumentou apenas durante as primeiras horas de 

infecção. Estes achados sugeriram que a ativação de vias de morte celular em 

resposta aos fatores de virulência de C. albicans desempenharam um papel essencial 

na modulação da patogênese deste fungo63.  

Infecções por espécies de Candida são comuns em pacientes com câncer64. O 

papel deste fungo em neoplasias da cavidade bucal foi relatado, pela primeira vez, 

em 1969, e, desde então, alguns estudos indicam que infecções por espécies de 

Candida aumentam o risco de transformações malignas em lesões da cavidade 

bucal64,17. Dwivedi et al.65, em 2009, demonstraram em um modelo animal a relação 

entre a infecção por C. albicans e carcinogênesis oral. Neste trabalho, camundongos 

tratados com o carcinógeno 4NQO (4 Nitroquinoline 1-oxide) foram, posteriormente, 

estimulados com C. albicans. Os resultados mostraram que o tratamento com 4NQO 

não causou lesões epiteliais óbvias e a infecção com C. albicans causou apenas 

hiperplasia epitelial. No entanto, os camundongos tratados com 4NQO e infectados 

com C. albicans apresentaram displasia epitelial da mucosa bucal. Neste estudo foram 

avaliadas também as proteínas Ki-67 e P16, relacionadas com proliferação celular, 

mostrando um aumento significativo na expressão destas proteínas nos 
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camundongos estimulados com 4NQO e infectados com C. albicans. Estes resultados 

indicaram que o desenvolvimento do câncer bucal seria causado por uma combinação 

de múltiplos fatores, sendo a infecção por C. albicans um fator importante 64. Em 2010, 

Bakri et al.64 demonstraram que as proteinases secretadas por C. albicans foram 

capazes de degradar proteínas de ligação do epitélio à lâmina basal, como a laminina-

332 e a E-caderina. Estas proteínas são importantes na adesão entre células. Os 

autores relataram que os achados apresentavam implicações no potencial de invasão 

tecidual, na redução da coesão entre as uniões celulares e poderia aumentar a 

invasão de células epiteliais geneticamente alteradas. 

Outro mecanismo carcinogênico envolvendo C. albicans é a produção de 

carcinógenos como nitrosaminas e acetaldeído66. Estas moléculas podem atuar 

diretamente no epitélio oral, sozinhas ou em conjunto com outras moléculas capazes 

de induzir o desenvolvimento de tumores66. Estudos demonstram que C. albicans 

apresenta a capacidade de metabolizar N-benzilmetalamina (BMA) em N-

nitrosobenzilmetilamina (NBMA), uma substância carcinogênica capaz de induzir 

mutações genéticas e promover a formação de carcinoma escamoso oral e esofágico 

66. Também foi relatado que o acetaldeído produzido por espécies de C. albicans pode 

interferir na replicação do DNA, induzir mutações, afetar o reparo do DNA, promover 

a ativação de proto-oncogenes e promover a formação de tumores66. 

A bactéria Gram positiva, facultativa Sthaphylococcus aureus (S. aureus), tem 

sido descrita como um importante patógeno humano associado à doenças de pele, 

assim como faz parte da microbiota oral de indivíduos saudáveis 67. A presença de 

resinas acrílicas dentro da cavidade bucal, especialmente bases de próteses 

dentárias em pacientes idosos, promove um aumento de S. aureus na composição da 

microbiota oral67. Os fatores de virulência como as toxinas de S. aureus são capazes 

de induzir respostas nas células do hospedeiro68. Zhang et al.68, em 2017, 

descreveram três tipos de toxinas produzidas por S. aureus capazes de induzir 

apoptose em vários tipos de células. Primeiramente, a α-toxina (Alpha toxin) e a PVL 

(Panton-Valentine Leukocidin) foram descritas pelos autores como toxinas 

causadoras de dano na membrana celular. O segundo tipo descrito foram as toxinas 

relacionadas aos receptores da membrana celular, como a família das enterotoxinas 

SEs (Staphylococcal enterotoxins), as SELs (Staphylococcal enterotoxins-like 

proteins), e as TSST-1 (Toxic Shock Syndrome toxin-1). Por fim, o terceiro tipo de 
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toxina descrito pelos autores foram as enzimas SspB (Staphylococcal staphopain B) 

e a coagulase. 

Estudos têm demonstrado que a α-toxina produzida por S. aureus poderia 

induzir efeitos diretos em queratinócitos, como citotoxicidade e inflamação local 

mediada pela produção de TNF-α69. Em 2009, Kirker et al.70 estudaram um modelo de 

co-cultura de S.aureus com queratinócitos humanos. Neste trabalho, foram avaliados 

parâmentros como a morfologia e a viabilidade celular e também o processo de 

apoptose dos queratinócitos, após o contato com os produtos metabólicos 

provenientes de biofilmes e culturas planctônicas de S. aureus em diferentes tempos 

(3, 24, 48 e 72 h). Nesse estudo, foi demonstrado que os estímulos com os produtos 

derivados do metabolismo de biofilmes e de culturas planctônicas S. aureus tiveram 

capacidade de induzir alterações na morfologia celular após 24 h de contato, assim 

como de diminuir significativamente a viabilidade celular, tendo sido observado 

aumento da apoptose após 9 h de contato. Em um estudo realizado posteriormente, 

em 2011, por Secor el al.71, estes mesmos estímulos foram avaliados (produtos 

derivados de biofilmes e culturas planctónicas de S. aureus) na resposta transcricional 

de genes associados à inflamação em queratinócitos humanos. Os resultados deste 

estudo mostraram a capacidade dos produtos derivados dos biofilmes de S. aureus 

em regular positivamente genes pró-inflamatórios, citocinas e genes relacionados à 

apoptose, além de supressão da sinalização celular por proteínas quinases ativadas 

por mitógenos (MAPK), sugerindo que, os produtos derivados de biofilmes de S. 

aureus foram capazes de modular importantes processos de sinalização celular. 

As enterotoxinas de S. aureus foram estudadas no desenvolvimento de linfoma 

cutâneo de células T. Krejsgaard et al.72, em 2014, descreveram a capacidade das 

enterotoxinas de S. aureus em induzir comunicação entre células T malignas e 

benignas, levando à produção de interleucina-10 nas células T malignas. Esta 

ativação maligna exerce um papel fundamental na desregulação imunológica própria 

dos casos de linfoma cutâneo de células T72. 
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3.9 Relação entre a Microbiota Oral e o Desenvolvimento de Tumores em 

Órgãos Distantes 

 

 Os micro-organismos presentes na cavidade oral têm sido relacionados com 

tumores em órgãos distantes73. Mecanismos como a expressão de citocinas e outros 

mediadores inflamatórios, desencadeados por alguns micro-organismos orais, podem 

estar envolvidos na resposta imunológica relacionada ao desenvolvimento do 

câncer73. Michaud et al.73, em 2007, concluíram que a perda dentária, como 

consequência da doença periodontal, representa um risco para o desenvolvimento de 

câncer de pâncreas. Os autores sugeriram que a inflamação e a produção do 

carcinógeno nitrosamina, produto das toxinas dos patógenos periodontais, promovem 

o desenvolvimento de tumores no pâncreas. Estes achados levaram à realização de 

estudos sobre a microbiota oral e a relação entre disbiose oral e cânceres não 

orofaríngeos. Em 2018, Fan et al.74 realizaram um estudo prospectivo de casos e 

controles com o objetivo de avaliar o perfil da microbiota oral de amostras obtidas a 

partir de um enxaguatório bucal, em pacientes com câncer pancreático e indivíduos 

saudáveis. A composição da microbiota oral foi caracterizada por sequenciamento do 

gene do RNA ribossômico 16S bacteriano. Os autores encontraram que P. gingivalis 

e Aggregatibacter actinomycetemcomitans foram associados a um maior risco de 

desenvolvimento de câncer de pâncreas.  

 O perfil da microbiota oral, também foi estudado prospectivamente em 

carcinomas de esôfago. Peters et al.75, em 2017, estudaram a relação entre a 

microbiota oral e o risco de desenvolvimento de carcinoma escamocelular e 

adenocarcinoma de esôfago. Os patógenos orais foram analisados por 

sequenciamento do gene 16S rRNA em amostras de enxaguatório bucal de pacientes 

com carcinomas de esôfago e indivíduos saudáveis. Os autores relataram que os 

patógenos periodontais Tannerella forsythia e P. gingivalis foram mais abundantes 

nos casos de adenocarcinoma e carcinoma escamocelular de esôfago, 

respectivamente.  
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 

4.1 Micro-Organismos e Condição de Armazenamento 

 

As cepas C. albicans SC5314 (ATCC MYA-2876) e S. aureus ATCC 25923 

foram armazenados em freezer -80 ºC. C. albicans foi reativada em meio Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA- Acumedia® Manufacturers Inc., Baltimore, MD, EUA. cat. 741-

60581), suplementado com cloranfenicol (0,1 g/L), e S. aureus em Brain Heart Infusion 

(BHI- Acumedia® Manufacturers Inc., Baltimore, MD, EUA. cat. 741-60110), 

suplementado com anfotericina B (0,025 g/L) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. 

cat.1397-89-3). As placas foram incubadas a 37 º C, por 48 h. 

 

4.2 Obtenção do Inóculo  

 

O pré-inoculo foi preparado com cinco colônias de C. albicans em 10 mL de 

caldo Yeast Nitrogen Base (YNB- DifcoTM, Becton Dickinson Sparks, MD, EUA. cat. 

743-28737), suplementado com 100 mM de glicose. Os tubos foram mantidos em 

estufa a 37 ºC por 16 h. Após este período, uma alíquota da suspensão de 

crescimento foi observada entre lâmina e lamínula em microscópio de luz transmitida. 

Observaram-se células com características de levedura sem nenhum tipo de 

contaminantes na amostra. O inóculo de C. albicans foi formado em triplicata, a partir 

da diluição do pré-inóculo na razão de 1:10. Os inóculos foram incubados a 37 ºC, por 

aproximadamente 8 h, referente ao meio da fase exponencial (mid-log), com 5,2 x 106 

UFC/mL (com variação de ± 9,47 x 105 células) e evidenciado pela medida da 

densidade óptica em 540 nm (0,5 ± 0,15). Para o pré-inóculo de S. aureus, sete 

colônias da cepa ATCC 25923 foram transferidas para tubos estéreis contendo 10 mL 

de caldo Tryptic Soy Broth (TSB- Acumedia®, Manufacturers Inc., Baltimore, MD, 

EUA. cat. 741-60665). Os tubos foram mantidos em estufa a 37 ºC, por 18 h. Após 

este período, uma alíquota da suspensão de crescimento foi observada entre lâmina 

e lamínula em microscópio de luz transmitida. Observaram-se células com 

características esféricas (cocos) agrupadas e sem contaminantes na amostra. O 

inóculo de S. aureus foi formado em triplicata, a partir da diluição do pré-inóculo na 

razão de 1:20. Os inóculos foram incubados a 37 ºC por aproximadamente 4h, 

referente ao meio da fase exponencial (mid-log), com 2,35 x 108 CFU/mL (com 
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variação de ± 1,7 x 108 células) e evidenciado pela medida da densidade óptica em 

600 nm (0,597 ± 0,019). Cada inóculo foi ajustado para concentração final de 1x107 

UFC/mL. 

 

4.3 Formação de Biofilmes 

 

 Os inóculos de C. albicans e S. aureus foram lavados duas vezes em tampão 

fosfato 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4,1000 mL de 

água destilada, pH 7,2) (4000 xg, 10 minutos, 4 ºC). Em seguida, os micro-organismos 

foram ressuspendidos em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. 

R6504), suplementado com HEPES (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. 

H4034), L-glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. 59202C) e 

bicarbonato de sódio (Synth, Diadema, SP, Brasil. cat. 30091), pH = 7,0. Foram 

formados biofilmes simples e mistos. Para os biofilmes simples, em uma placa de 24 

poços, já contendo 750 µL de RPMI-1640 suplementado, foram adicionados 750 µL 

do inóculo 1x107 UFC/mL de C. albicans e S. aureus, separadamente. Enquanto que, 

para o biofilme misto, em cada poço foram dispostos 750 µL do inóculo 1x107 UFC/mL 

de C. albicans e 750 µL do inóculo 1x107 UFC/mL de S. aureus. A placa foi submetida 

à fase de adesão, em incubação por 90 minutos, sob agitação orbital de 75 rpm a 37 

°C76. Após a fase de adesão, todo o meio líquido de cada poço foi removido e lavado 

cuidadosamente com PBS 1X, por duas vezes, para remoção das células não 

aderidas. Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de RPMI-1640 suplementado em cada 

poço. As placas foram colocadas em agitador orbital a 37 ºC, por 16 h (biofilmes 

jovens) ou 36 h (biofilmes maduros). Para o biofilme de 36 h, metade do meio foi 

substituído por meio RPMI-1640 fresco após 24 h de cultivo, de maneira a repor 

nutrientes consumidos pelos micro-organismos. 

 

4.4 Obtenção dos Fatores Solúveis (FS) Derivados dos Biofilmes  

 

Após o tempo de crescimento, os biofilmes foram desestruturados gentilmente 

do fundo da placa (Figura 3), juntamente com o meio em que estavam cultivados, com 

o auxílio de uma ponteira estéril de 1000 µL20. Esta suspensão foi homogeneizada 

com a pipeta, recolhida e filtrada com a ajuda de um filtro SFCA de baixa ligação 

proteica de 0,20 µm (Corning®, NY, EUA. cat.431219), para esterilização da 
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suspensão e separação dos componentes não solúveis. Cada um dos filtrados foi 

identificado como Fatores Solúveis (FS) e armazenado em freezer a -20 ºC até seu 

uso por no máximo duas semanas. 

 

Figura 3 – Obtenção dos fatores solúveis provenientes de biofilmes jovens (16 h) e 
maduros (36 h) 

 

Em A. desestruturação delicada do biofilme no meio de cultivo; em B homogeneização da 
suspensão contendo micro-organismos (amarelo), componentes de matriz (vermelho) e o 
meio de cultura contendo os metabólitos solúveis (laranja). Em C. filtro SFCA utilizado 
para a esterilização da suspensão e separação dos componentes não solúveis; em D. 
obtenção dos FS: identificação e armazenamento em freezer -20 o C. 
 

Fonte: Elaboração da Doutora Paula Aboud Barbugli. Colocar o número sobrescrito 

 

 

4.5 Cultura de Células 

 

 Para este estudo, foram escolhidas três linhagens celulares. O queratinócito 

normal oral NOK-si, a célula epitelial de carcinoma escamocelular de língua SCC 25 

e célula epitelial metastática de faringe Detroit 562. 

 

4.5.1 Cultura celular e condições de cultivo 

 

 Todas as linhagens foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 (Corning®, NY, 

EUA. cat. 3290) a 37 ºC em incubadora com 5% de CO2. A monocamada celular com 

90% de confluência foi lavada com PBS 1X, despreendida com solução de tripsina 

(0,05%) /EDTA (0,53 mmol. L-1) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. T4049) e 

centrifugada a 400 xg por 5 minutos. As células foram ressuspendidas em meio de 
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cultura, coradas com azul de tripan (proporção 1:1/v:v, Thermo Fischer Scientific Inc., 

MA, EUA. cat. T10282) para determinação da porcentagem de células viáveis, 

utilizando o contador automático Countess II FL (Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA). 

 

4.5.2 Linhagem NOK-si: queratinócitos orais normais 

 

 Os queratinócitos orais normais espontaneamente imortalizados77, gentilmente 

cedidos pelo professor Carlos Rossa Júnior (Departamento de Diagnóstico e 

Cirurgia, Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP), foram cultivados em 

meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium com 4,5 g/L glicose (DMEM- LonzaTM 

BioWhittakerTM, BS, Switzerland. cat. BE12-614F), acrescido de 2,0 mM de L-

glutamina (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. 59202C) e 10% de soro fetal 

bovino (SFB- GibcoTM, Thermo Fischer Scientific Inc., MA, EUA. cat. 16000036).  

 

4.5.3 Linhagem SCC 25: célula epitelial de carcinoma escamocelular de língua  

 

A linhagem SCC 25 foi adquirida do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ- 

cod 0194) e cultivada em meio DMEM:Ham’s F12, contendo 1.200 mg/L bicarbonato 

de sódio (LonzaTM BioWhittakerTM, BS, Switzerland. cat. BE12-719B), 2,5 mM de L-

glutamina, 15 mM de HEPES, 400 ng/mL de hidrocortisona (Sigma-Aldrich®, St 

Louis, MO, EUA. cat. H0888) e 10% SFB. 

 

4.5.4 Linhagem Detroit 562: células epiteliais metastáticas de faringe  

 

A linhagem Detroit 562 foi adquirida do BCRJ  (cod 0076) e cultivada em meio 

DMEM com 1,0 g/L glicose, 1% aminoácidos não essenciais (LonzaTM 

BioWhittakerTM, BS, Switzerland. cat. BE04-687Q), acrescido de 2 mM de L-

glutamina, 1 mM de piruvato de sódio (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. 

P5280), 1.500 mg/L bicarbonato de sódio e 10% de SFB. 
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4.5.5 Controle de qualidade: detecção de micoplasma nas culturas celulares 

 

Todas as linhagens celulares usadas neste estudo foram testadas para a 

identificação de micoplasmas, baseando-se no protocolo de Young et al.78. As 

linhagens celulares NOK-si, SCC 25 e Detroit 562 foram avaliadas pelos métodos de 

microscopia confocal por marcação nuclear com o reagente Hoechst 33342 2 µg/mL 

(Thermo Fischer Scientific Inc., MA, EUA. cat. 62249), assim como cultivo de lisado 

celular em caldo ágar DifcoTM PPLO Broth (DifcoTM, Becton Dickinson Sparks, MD, 

EUA. cat. No 255420), a 37°C em 5% de CO2 por 15 dias, além de checagem final 

por PCR. Para todos os métodos, as células foram cultivadas até a terceira 

passagem em meio de cultura sem antibiótico previamente à realização dos testes 

supracitados.  

 

4.6 Estímulo das Células com FS Provenientes dos Biofilmes Simples e Misto 

de C. albicans e S. aureus 

 

 Cada uma das linhagens celulares foi estimulada com FS provenientes dos 

biofilmes simples de C. albicans e de S. aureus, de 16 h (jovem) e 36 h (maduro), e 

com FS provenientes dos biofilmes mistos de C. albicans e S. aureus, também de 16 

h e 36 h. Foram realizados estímulos em cada um dos grupos com os FS provenientes 

dos biofilmes puros e diluídos 1:4 em meio DMEM (razão 1 volume de FS para 4 

volumes de DMEM). Como controle de células vivas, as células foram cultivadas em 

condições padrão no meio RPMI-1640, suplementado com e sem diluição 1:4.  

 

4.7 Análise da Viabilidade Celular 

 

 A análise da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio fluorimétrico 

AlamarBlueTM (InvitrogenTM, Thermo Fischer Scientific Inc., MA, EUA. cat. DAL1025), 

uma técnica que determina a viabilidade celular em função da atividade metabólica 

das enzimas mitocondriais. Em placas próprias para ensaios de fluorescência com 96 

poços (Corning®, NY, EUA. cat. 3925), foram plaqueadas 2,0 x 104 células/poço das 

linhagens NOK-si, SCC 25 e Detroit 562, separadamente, e incubadas a 37 ºC em 

incubadora com 5% de CO2 durante 40 h. Após o tempo de incubação, as células 

foram colocadas em contato com os FS puros e diluídos (1:4) (200 µL por poço), 
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provenientes dos biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 

h. O reagente AlamarBlueTM foi utilizado na concentração de 10% do volume total do 

poço. Foram realizadas leituras nos tempos de incubação 4 h, 6 h, 8 h, e 24 h. Como 

controle de morte celular, as células foram tratadas com TritonTM X-100 (0.9%) (Sigma-

Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. 9002931). A mensuração da fluorescência foi 

realizada no equipamento Fluoroskan Ascent FL (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, 

EUA.), com filtros de excitação em 544 nm e emissão em 590 nm. Todos os 

experimentos foram realizados em quadruplicata, em três ocasiões independentes 

(n=12). Os valores de fluorescência foram transformados em porcentagem em relação 

com o grupo controle (células cultivadas em condições padrão). 

 

4.8 Análise da Morfologia Celular e Permeabilidade da Membrana por 

Microscopia Confocal 

 

Para analisar a mofologia celular e a permeabilidade da membrana plasmática, 

foram cultivadas 3,5 x 104 células por poço em placas de 24 poços, das linhagens 

celulares NOK-si, SCC 25 e Detroit 562, separadamente, colocadas a 37 ºC em 

incubadora com 5% de CO2 durante 40 h. Após o tempo de incubação, as células 

foram estimuladas durante 4 h com os FS puros provenientes de biofilmes simples e 

mistos de C. albicans e S. aureus de 16 h e 36 h (500 µL por poço). Posterior ao tempo 

de estímulo com os FS, os núcleos celulares foram marcados com 2 µg/mL de 

Hoescht 33342 (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA. cat. 62249), por 10 minutos 

de incubação. As células foram lavadas com PBS 1X, e posteriormente, foi realizada 

a marcação de células com 40 µg/mL de iodeto de propídeo (InvitrogenTM, Thermo 

Fischer Scientific Inc., MA, EUA. cat. P3566) durante 5 minutos, seguido de lavagem 

com PBS 1X. Em seguida as células foram fixadas com formalina tamponada 10% em 

pH 6,8, durante 20 minutos a 37 oC. Após esse tempo, as células foram lavadas com 

PBS 1X e permeabilizadas com 0,1% de TritonTM X-100, por 10 minutos. Para a 

marcação do citoesqueleto, foi utilizada a faloidina conjugada com Alexa FluorTM 488 

(InvitrogenTM, Thermo Fischer Scientific Inc., MA, EUA. cat. A12379), por 30 minutos. 

Células cultivadas em condições padrão foram utilizadas como controle. Como 

controle de morte celular, as células foram estimuladas com camptotecina, na 

concentração de 10 µg/mL (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. C9911). A 



40 

 

 
 

obtenção  das imagens foi realizada por meio do Microscópio de Fluorescência 

Confocal Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan, com auxílio do Software ZenBlue versão 

2.3.  

A marcação nuclear para Hoescht 33342 foi obtida pela excitação das amostras 

com laser em 405 nm, na faixa espectral de 405 nm até 450 nm; para a visualização 

dos núcleos de células mortas, marcados com iodeto de propídeo, foi utilizado o laser 

em 488 nm, na faixa espectral de 560 nm até 620 nm; e por fim, para a visualização 

da faloidina conjugada com Alexa FluorTM 488, foi utilizado o laser em 488 nm, na faixa 

espectral de 488 nm até 520 nm. 

 

4.9 Análise do Ciclo Celular 

 

A análise do ciclo celular foi realizada por meio da marcação do conteúdo de 

DNA com iodeto de propídeo, a distribuição das fases do ciclo celular subG0 

(população de células apoptóticas), G0/G1 (população de células com o DNA não 

replicado ), S (fase de síntese do DNA) e G2/M (população de células com o DNA 

totalmente replicado), foi realizada para cada uma das linhagens celulares NOK-si, 

SCC 25 e Detroit 562 após diferentes estímulos. As células foram cultivadas na 

concentração de 2,5 x 105 por poço, em placas de 6 poços (Corning®, NY, EUA. cat. 

430639), colocadas a 37 ºC em incubadora com 5% de CO2 durante 40 h. Após o 

tempo de incubação, as células foram estimuladas durante 4 e 24 h com FS puros 

provenientes de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 h 

(3 mL por poço). As células foram lavadas com PBS 1X, removidas com solução de 

Accutase® (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. A6964) , recolhidas em 

microtubos e centrifugadas a 400 xg, por 5 minutos. Após a obtenção do pellet, as 

células foram ressuspendidas em 100 μL de PBS 1X e homogeneizadas gentilmente. 

O volume de 900 μL de etanol 70% resfriado foi adicionado gentilmente (gotejamento), 

sob leve agitação. Os tubos foram incubados overnight a 4 oC. Após este período, a 

suspensão foi centrifugada a 700 xg, por 5 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em 100 μL de PBS e 100 

μL de solução de ciclo celular (3,4 mM tris HCl pH 7,4; 0,1% Triton X-100; 700 U/L 

RNAse (PureLinkTM RNase A – InvitrogenTM Thermo Fischer Scientific Inc., MA, EUA. 

cat. 12091021); 10mM NaCl (Synth, Diadema, SP, Brasil. cat. 01C1060) e 30 μg/mL 

de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA cat. P3566). Os tubos 
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foram incubados por 10 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Para 

determinar a porcentagem de células presente em cada fase do ciclo celular, a 

suspensão celular foi analisada no equipamento BD FACSAria™ III cell sorter com 

auxílio do programa BD FACS Diva software. Um gráfico dot plot SSC (Side SCatter) 

versus FSC (Forward SCatter) foi construído para analisar a homogeneidade das 

amostras. A população foi derivada em gráfico do tipo dot plot de PE (filtro para a 

fluorescência referente ao iodeto de propídeo) em função de PE-W, para a exclusão 

de debris e doblets. A população de análise foi derivada também em gráfico do tipo 

histograma com eixo X para PE em escala linear. Células não marcadas foram usadas 

como controle negativo de fluorescência. Foram adquiridos 10.000 eventos para cada 

condição. A distribuição das fases do ciclo celular foi seguida pelo gráfico de 

histograma, com PE-A para o eixo X em escala linear. A distribuição das fases do ciclo 

celular foi analisada com o Watson Pragmatic model pelo software FlowJoTM 

(Windows) vs 10. 

 

4.10 Análise da Expresão Gênica 

 Para a análise da expressão gênica, foram escolhidos os genes supressores 

tumorais (TP53, CDKN1A, CDKN1B, RB1) e os oncogenes (HRAS, BRAF, MEK1, 

PI3KCA, Akt, mTOR, STAT3, Bcl2); todos relacionados com os sistemas de controle 

do crescimento celular (proliferação, diferenciação e sobrevivência). Os genes foram 

escolhidos de acordo com os dados descritos por nosso grupo de pesquisa que 

evidenciou que, os FS derivados de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. 

aureus são capazes de promover resposta inflamatória e morte celular de 

queratinócitos orais normais (Quadro 1). 

 
4.10.1 Desenho de Oligonucleotídeos 

Foram desenhados oligonucleotídeos (F: forward e R: reverse) analisando o 

perímetro de cada éxon dentro do maior transcrito com auxílio do software 

OligoExplorer 1.2, de acordo com os parâmetros Tm (temperatura de melting): 62-64 

ºC, GC%: 55-60%, 3’ tail GC%: 40%, tamanho máximo da sequência amplificada: 90 

–150 nucleotídeos. As sequências foram sintetizadas pela empresa Integrated DNA 

technologies, Inc. (IDT- Coralville, IA, EUA). Os primers foram diluídos segundo as 

recomendações do fabricante e quantificados por espectrofotômetro NanoDropTM 

2000/2000c (ThermoFisher Scientific). 
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Quadro 1 - Descrição e sequência dos genes utilizados no estudo (Continua) 

 

GENE NOME DESCRIÇAO SEQUÊNCIA 

MEK1 
 

Proteína 
quinase 
ativada por 
mitógeno 1 
 

Este gene codifica uma 
proteína membro da família 
das proteínas quinase, 
estimula a atividade 
enzimática das MAP 
quinases mediante sinais 
extra e intracelulares. Está 
envolvido nos processos 
celulares de proliferação, 
diferenciação e regulação 
da transcrição. 

F5´-CGTGGGCACAAGGTCCTACA- 3´                                                                                                                                                                            
R5´-CTCCCAACCGCCATCTCTAC- 3´ 

CDKN1B 
 

Inibidor de 
quinase 
dependente 
de ciclina 
1B (p27, 
Kip1) 

Este gene codifica à 
proteína p27, uma inibidora 
de quinases dependentes 
de ciclina. Controla a 
progressão do ciclo celular 
em G1, sendo importante 
para a transição celular do 
estado de quiescência para 
o estado proliferativo. 

F5´-ACGGGGTTAGCGGAGCAATG-3´                                                                                                
R5´-CCACAGAACCGGCATTTGGG-3´ 

TP53 
 

Proteína de 
Tumor p53 

Este gene codifica uma 
proteína supressora de 
tumor contendo domínios de 
ativação transcricional, 
ligação ao DNA e 
oligomerização. A proteína 
codificada responde a 
diversos tipos de estresse 
celular para regular a 
expressão dos genes alvo, 
induzindo  a interrupção do 
ciclo celular, apoptose, 
senescência, reparo do 
DNA ou alterações no 
metabolismo. 

F5´-GCTGAATGAGGCCTTGGAAC-3´                                     
R5´-TTATGGCGGGAGGTAGACTG-3´ 

CDKN1A 

Inibidor de 
quinase 
dependente 
de ciclina 
1A (p21, 
Cip1) 

Este gene codifica à 
proteína p21, uma inibidora 
de quinases dependentes 
de ciclina. A expressão 
deste gene é controlada 
pela proteína supressora de 
tumor p53, através da qual 
controla a parada da fase 
G1 do ciclo celular em 
resposta a estímulos de 
estresse. 

F5´-TGGAGACTCTCAGGGTCGAA-3´               
R5´-CTTCCTGTGGGCGGATTAGG-3´ 
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Quadro 1 - Descrição e sequência dos genes utilizados no estudo (continuação) 

 

 

 

 

 

 

RB1 Retinoblastoma1 

Este gene codifica uma 
proteína reguladora 
negativa do ciclo celular. 
Está relacionado com a 
estabilização da 
heterocromatina 
constitutiva para manter a 
estrutura geral da 
cromatina. 

F5´-CAGAAGGTCTGCCAACACCA-3´                                                                                                        
R5´-GAGCACACGGTCGCTGTTAC-3´ 

HRAS 

Homólogo do 
oncogene viral 
do sarcoma de 
rato de Harvey 

Esse gene pertence à 
família dos oncogenes 
Ras, cujos membros 
estão relacionados com 
os genes transformadores 
dos retrovírus do sarcoma 
de mamífero. Codifica 
uma proteína transdutora 
de sinais, que apresenta 
união ao GTP ou GDP, e 
produz uma atividade 
intrínseca de GTPase. 

F 5´-GGCTTCCTGTGTGTGTTTGC-3´ 
R 5´-AGCCAGGTCACACTTGTTCC-3´ 

AKT 

Homólogo 1 do 
oncogene viral 
de timoma 
murino v-akt 

Este gene codifica uma 
proteína serina treonina 
quinase, sua ativação 
ocorre através da 
Fosfatidilinositol 3 
quinase. Participa na 
transdução de sinais ao 
interior da célula, 
regulando processos 
relacionados com 
crescimento e 
sobrevivência celular. 

F5´-TCGGGCTCACCCAGTGACAA-3´                                     
R5´-TTGCCCAGCAGCTTCAGGTA- 3´ 

STAT3 
Transdutor de 
sinal e ativador 
de transcrição 3 

Este gene codifica uma 
proteína da família STAT. 
Regula a expressão de 
genes em resposta a 
estímulos celulares, 
desempenhando assim 
um papel fundamental em 
processos como 
crescimento celular e 
apoptose. 

F5´-ACCATTGACCTGCCGATGTC-3´                                  
R5´-CCGAGGTCAACTCCATGTCA-3´ 



44 

 

 
 

Quadro 1 - Descrição e sequência dos genes utilizados no estudo (conclusão) 

Bcl2 

Proteína 2 da 
leucemia/linfo
ma de células 
B 

Este gene codifica uma 
proteína externa da 
membrana mitocondrial. 
Tem como função inibir a 
morte celular por apoptose. 

F5´-CAACATCGCCCTGTGGATGA-3´                                          
R5´-GCCGTACAGTTCCACAAAGG-3´ 

BRAF 

Proto-
oncogene B-
Raf, 
serina/treonin
a quinase 

Este gene codifica uma 
proteína que pertence  à 
família serina treonina 
quinase RAF, 
desempenhando um papel 
importante na regulação da 
divisão celular, 
diferenciação e 
sobrevivência. 

F5´-AGGCGTCCTTAGCAGAGACT-3´                                              
R5´-AGGGCTGTGGAATTGGAATGG-3´ 

mTOR 

Alvo da 
rapamicina 
em 
mamíferos 

Este gene codifica uma 
proteína que pertence à 
família da fosfatidilinositol 
quinase. Tem uma função 
na resposta ao dano no 
DNA. A proteína atua como 
alvo da parada do ciclo 
celular. 

F5´-CCAGCTCAGATGCCAATGAG-3´                                           
R5´-GGAGGAGGTTCCGAAGATAG-3´ 

PIK3CA 

Fosfatidilinosit
ol-4,5-
bifosfato 3-
quinase, 
subunidade 
catalítica 
alpha 

Este gene codifica uma 
proteína responsável por 
utilizar o ATP para fosforilar 
PtdIns, PtdIns4P e PtdIns 
(4,5) P2. Este gene está 
relacionado com vias de 
transdução de sinais e 
controle do crescimento 
celular. 

F5´-TAGGCAAGTCGAGGCAATGG-3´                                          
R5 -GGTCGCCTCATTTGCTCAAC-3´ 

 
Fonte: Elaboraçao própria. 

 

4.10.2 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

Para a expressão gênica, foram cultivadas 2,5 x 105 células de cada linhagem 

em garrafas de 25 cm2 (Corning®, NY, EUA. cat. 430639), as quais foram mantidas a 

37 ºC em incubadora com 5% de CO2 durante 40 h. Após o tempo de incubação, as 

células NOK-si, SCC 25 e Detroit 562 foram estimuladas durante 4 h com os FS puros 

provenientes de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 h 

(5 mL por poço). Para a extração de RNA das células, foram adicionados 1.000 µL de 

TRIzol (InvitrogenTM, Thermo Fischer Scientific Inc., MA, EUA. cat. 15596026) em 

cada garrafa de célula, durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 µL de 

clorofórmio em cada amostra, sob agitação vigorosa por 15 segundos, seguido de 
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incubação a temperatura ambiente, por 15 minutos. Ao término da incubação, as 

amostras foram centrifugadas (12.000 xg por 15 minutos a 4°C) para a separação do 

RNA na porção superior (fase aquosa) e do DNA com as proteínas na porção inferior 

(fase orgânica - clorofórmio + trizol). A fase aquosa foi coletada e transferida para 

microtubos de 1,5 mL. Para a precipitação do RNA, foram adicionados 250 uL de 

isopropanol refrigerado em cada tubo, seguidos de homogenização delicada. As 

amostras foram colocadas em freezer -20 o C, durante 12 h, para melhor eficiência no 

processo de precipitação do RNA. Após este período, realizou-se a centrifugação das 

amostras (12.000 xg por 10 minutos a 4°C), para a obtenção do pellet de RNA. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA lavado duas vezes com etanol 70% 

refrigerado, de forma intercalada com centrifugações de 12.000 xg por cinco minutos 

a 4°C. Após as lavagens, o sobrenadante foi descartado e o tubo aberto foi colocado 

na bancada para secar o resíduo de etanol. O pellet foi ressuspendido em 30 uL de 

água molecular (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA. cat. W4502). As moléculas de 

RNA obtidas foram quantificadas no equipamento QuantiFluor® RNA System Protocol 

(Promega, Madison, WI, USA) e estocadas em freezer -80 oC. 

As amostras foram tratadas com o kit DNAse I, RNase-free (Thermo Fischer 

Scientific Inc., MA, EUA. cat. EN0521), de acordo com as recomendações do 

fabricante para remover resíduos de DNA genômico contaminante. Para a síntese do 

cDNA, foi realizada a reação de transcrição reversa do RNA, utilizando-se o kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems®, CA, EUA. cat. 

4368814), de acordo com as recomendações do fabricante. 

 

4.10.3 Definição da concentração ótima dos oligonucleotídeos 

 A primeira etapa desta padronização consistiu na execução de uma reação de 

qRT-PCR, utilizando-se quatro diluições para cada um dos oligonucleotídeos 

(primers) anteriormente desenhados (0,25 µM, 0,50 µM, 1,0 µM e 1,5 µM) para a 

avaliação da concentração ideal de uso. Nesta reação, foi utilizado como template 

uma mistura dos cDNAs das linhagens NOK-si, SCC 25, Detroit 562, DOK (células 

epiteliais displásicas orais), THP1 (monócito derivado de uma leucemia monocítica 

aguda), a fim de garantir a expressão de todos os genes escolhidos para este estudo. 

A quantidade ideal de cada oligonucleotídeo foi determinada pela menor concentração 

utilizada de forma suficiente para obtenção do menor valor possível de Cycle threshold 
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(Ct). Os valores de Ct foram definidos na fase exponencial da reação, indicando em 

qual ciclo a fluorescência poderia atingir o limiar (definido como limite). Portanto, a 

quantidade de produto inicial da reação foi estimada por meio do número de ciclos 

que foram necessários para atingir o limiar de fluorescência. 

4.10.4 Avaliação da eficiência de amplificação dos oligonucleotídeos 
 

Após a determinação da concentração ideal de cada oligonucleotídeo, foram 

realizadas 4 diluições seriadas de cDNAs (partindo-se da concentração de 40 ng/uL) 

para a verificação da eficiência de amplificação dos primers. Conforme os padrões de 

diluição obtidos para cada gene, foi possível obter a curva de eficiência ideal para 

cada par de primers. As curvas foram obtidas a partir da interpolação dos valores de 

Ct obtidos em cada reação (Eixo Y) e os respectivos logaritmos da concentração 

relativa de cDNA das amostras (Eixo X). A reta média foi traçada a partir dos valores 

médios de Ct de cada diluição de cDNA e a eficiência da reação (E) de qRT-PCR foi 

calculada, utilizando-se a fórmula: Eficiência = (10(-1/slope) – 1) x 100, sendo o slope 

correspondente ao coeficiente de inclinação da reta da curva padrão. Uma reação 

com 100% de eficiência apresentaria um valor de slope de -3,3 para análises da 

variação de Ct em função do log10 de diluições de cDNA. O coeficiente de correlação 

(R2) determina a proximidade entre a regressão linear da curva padrão e os valores 

individuais de Ct das amostras, onde valores próximos a 1 indicaria uma proporção 

ideal entre esses parâmetros, que sob condições ideais de amplificação, seria 

correspondente à quantidade de produto gerado de maneira exponencial (dobrando a 

cada ciclo da reação). 

A expressão relativa do mRNA foi quantificada usando-se o qRT-PCR Gene 

Amp® 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems®, CA, EUA). Os 

produtos de amplificação foram detectados com SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems®, CA, EUA. cat.4367659). Em cada reação de volume final igual 

a 12 uL, foram utilizados 3 uL de solução de oligonucleotídeos (Foward e Reverse) 

em concentração variável de acordo com os protocolos descritos em 4.10.3 e 4.10.4; 

6 uL de SYBR Green, e 3 uL de cDNA. O gene HPRT (hipoxantina guanina fosforribosil 

transferase) foi usado como controle interno (gene normalizador)79. O ensaio foi 

realizado em triplicata, em duas ocasiões independentes (n=6). O nível de expressão 

relativa foi calculado pelo método 2-ΔΔCt 80 
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4.11 Análise Estatística 
 

Para a análise de dados, os valores obtidos para o teste de viabilidade celular 

foram submetidos à análise de normalidade pelo teste Shapiro Wilks. Como os dados 

de viabilidade celular não apresentaram normalidade, foram aplicados testes de 

Kruskal-Wallis com o teste de comparação múltipla de Dunn, usando-se o software 

GraphPad PRISM vs 8.0 O nível de significância adotado foi de 5%. A distribuição das 

fases do ciclo celular, por Citometria de fluxo, foi analisada com o Watson Pragmatic 

model pelo software FlowJoTM (Windows) vs 10. O nível de expressão gênica relativa 

foi calculado pelo método 2-ΔΔCt. Os valores de expressão relativa, referentes às 

reações de qRT-PCR, foram analisados estatisticamente por intervalos de confiança 

(IC), com nível de confiança de 95% no software GraphPad PRISM. 



48 

 

 
 

5 RESULTADOS 
 
5.1 Viabilidade Celular 
 

O ensaio de viabilidade celular por AlamarBlueTM foi realizado para avaliar o 

perfil de viabilidade das linhagens celulares NOK-si, SCC 25 e Detroit 562, após os 

estímulos durante 4 h, 6 h, 8 h, e 24 h com FS puros e diluídos, derivados de biofilmes 

simples e misto de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 h (Figuras 4, 5, 6). Foi 

observado que o perfil de viabilidade celular de NOK-si (Figura 4A), após o estímulo 

com FS derivados de biofilmes puros foi semelhante ao de 36 h para todos os tempos 

avaliados. Um leve incremento na quantitade de células viáveis foi observado na 

linhagem celular NOK-si, após o estímulo com FS de biofilmes de S. aureus de 16 h 

após 4 h de estímulo, porém, o estímulo com FS de biofilmes de S. aureus de 36 h 

não produziu para esta linhagem, diferença estatisticamente significante quando 

comparado com o grupo controle (Ct). O estímulo com os FS puros derivados de 

biofilmes simples de C. albicans e misto apresentou uma diferença estatística 

importante na diminuição da viabilidade celular depois de 4 h de estímulo e, 

principalmente, após 24 h. Para o estímulo com FS diluídos derivados de biofilmes de 

16 h e 36 h não houve alterações significativas na viabilidade celular para linhagem 

NOK-si (Figura 4B). A linhagem celular SCC 25 apresentou um índice de viabilidade 

celular igual ou superior ao do grupo controle (Ct), após o estímulo de 4 h com FS 

derivados de biofilmes puros de S. aureus de 16 h, porém, estímulos de 6 h, 8 h e 24 

h com FS puros derivados de biofilmes de C. albicans e misto de 16 h e 36 h 

produziram uma redução na viabilidade celular (Figura 5A). Foi observada uma 

diminuição na viabilidade celular da linhagem SCC 25 quando as células foram 

mantidas em contato com os FS derivados do biofilme de C. albicans de 36 h diluído. 

Os biofilmes de S. aureus e misto de 16 h diluídos, produziram esta mesma modulação 

na viabilidade celular desta linhagem após 24 h de estímulo. Os FS derivados de 

biofilmes de C. albicans e misto de 16 h e 36 h puros produziram na linhagem celular 

Detroit 562 uma diminuição significativa na viabilidade celular (Figura 6A). O estímulo 

a partir de 4 h com o FS derivados do biofilme de 36 h de S. aureus, produziu nesta 

linhagem uma diminuição na viabilidade celular quando comparado com o grupo 

controle. Os FS derivados do biofilme misto de 36 h diluído, produziram um índice de 

viabilidade celular igual ou superior ao do grupo controle nesta linhagem celular após 

24 h de estímulo (Figura 6B). Em geral os FS puros derivados dos biofilmes de C. 
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albicans e misto de 16 h e 36 h promoveram na linhagem celular metastática Detroit 

562 uma diminuição de cerca do 50% no índice de viabilidade celular em um primeiro 

momento (4 h), porém esses estímulos mostraram a capacidade de promover 

alterações no perfil de viabilidade celular nessa linhagem, aumentando assim o índice 

de viabilidade após 24 h. A linhagem celular NOK-si foi mais suscetível do que as 

linhagens celulares neoplásicas, após 24 h de exposição aos FS puros derivados de 

biofilmes de 16 h e 36 h de C.albicans e misto. 

Figura 4 – Perfil de viabilidade celular. Linhagem celular NOK-si estimulada com FS puros e 
diluídos derivados de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus de 16 h e 36 h.  

 
A viabilidade celular da linhagem NOK-si foi avaliada pelo ensaio de AlamarBlueTM após 4,6,8, 
e 24 h de estímulo com FS puros (A) e diluídos (B) derivados de biofilmes simples de C. 
albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e misto (M) de 16 e 36 h. Dados não paramétricos (médias e 
desvios-padrão). ANOVA a 1 fator – “Kruskal- Wallis test” – “Dunn`s Multiple Comparison Test”  
*p <0,05, **p <0,001 em relação ao controle (Ct) dentro de cada período de análise. A linha 
tracejada vermelha corresponde ao 100% de células viáveis, a linha tracejada verde 
corresponde ao 70% de células viáveis. 
 
Fonte: Elaboração própria. 



50 

 

 
 

Figura 5 – Perfil de viabilidade celular. Linhagem celular SCC 25 estimulada com FS puros e 
diluídos derivados de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus de 16 h e 36 h. 

A viabilidade celular da linhagem SCC 25 foi avaliada pelo ensaio de AlamarBlueTM após 4,6,8, 
e 24 h de estímulo com FS puros (A) e diluídos (B) derivados de biofilmes simples de C. 
albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e misto (M) de 16 e 36 h. Dados não paramétricos (médias e 
desvios-padrão). ANOVA a 1 fator – “Kruskal- Wallis test” – “Dunn`s Multiple Comparison Test”  
*p <0,05, **p <0,001 em relação ao controle (Ct) dentro de cada período de análise. A linha 
tracejada vermelha corresponde ao 100% de células viáveis, a linha tracejada verde 
corresponde ao 70% de células viáveis. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



51 

 

 
 

Figura 6 – Perfil de viabilidade celular. Linhagem celular Detroit 562 estimulada com FS puros 
e diluídos derivados de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus de 16 h e 36 h.  

 
A viabilidade celular da linhagem Detroit 562 foi avaliada pelo ensaio de AlamarBlueTM após 
4,6,8, e 24 h de estímulo com FS puros (A) e diluídos (B) derivados de biofilmes simples de 
C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e misto (M) de 16 e 36 h. Dados não paramétricos (médias 
e desvios-padrão). ANOVA a 1 fator – “Kruskal- Wallis test” – “Dunn`s Multiple Comparison 
Test”  *p <0,05, **p <0,001 em relação ao controle (Ct) dentro de cada período de análise. A 
linha tracejada vermelha corresponde ao 100% de células viáveis, a linha tracejada verde 
corresponde ao 70% de células viáveis. 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

5.2 Morfologia Celular e Permeabilidade da Membrana 

 
 A microscopia confocal foi realizada para avaliar a morfologia celular e a 

integridade da membrana plasmática das linhagens celulares NOK-si, SCC 25 e 

Detroit 562, após o estímulo com FS solúveis puros derivados de biofilmes simples e 

misto de C. albicans e S. aureus de 16 h e 36 h (Figuras 7, 8, 9). As células foram 

estimuladas durante 4 h com os FS puros derivados destes biofilmes e observou-se 

que a F-actina, que conforma o citoesqueleto de cada uma das linhagens cultivadas 

em monocamada, foi marcada seletivamente com a faloidina conjugada com Alexa 

FluorTM 488, mostrando uma estrutura organizada e sem alterações da actina do 



52 

 

 
 

citoesqueleto das diferentes linhagens (verde). Os núcleos celulares mostraram-se 

esféricos e marcados de maneira uniforme pelo reagente Hoescht 33342 (azul), 

seguindo a direção do citoesqueleto. A marcação com iodeto de propídeo (rosa) foi 

evidente na linhagem celular NOK-si, após 4 h de estímulo com os FS mistos de 16 e 

36 h (Figuras 7D, 7H). A mesma marcação também foi observada para o estímulo 

nesta linhagem celular com FS de biofilmes de 36 h de C. albicans (Figura 7F). A 

linhagem celular SCC 25 mostrou marcação com iodeto de propídeo apenas para o 

estímulo de 4 h com FS provenientes do biofilme misto de 16 h (Figura 8D). Na 

linhagem celular Detroit 562, a marcação com iodeto de propídeo foi evidente, após o 

estímulo com FS derivados de biofilmes simples de C. albicans de 16 h e 36 h (Figuras 

9B, 9F) e, também, após o estímulo com FS de biofilmes mistos, de 16 h e 36 h 

(Figuras 9D, 9H). 
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Figura 7 - Imagens adquiridas por microscopia confocal da linhagem celular NOK-si cultivada 
em monocamada, após 4 h de estímulo com FS puros, derivados de biofilmes simples e misto 
de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 h.  

 
NOK-si cultivada em monocamada, após 4 h de estímulo com FS derivados de biofilmes 
simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa) e misto (M) de 16 e 36 h. Para visualizar o 
citoesqueleto, as células foram marcadas com faloidina conjugada com Alexa FluorTM 488 
(verde). Os núcleos foram marcados com Hoescht 33342 (azul). A marcação com iodeto de 
propídeo (rosa) foi realizada para avaliar a integridade da membrana celular. (A) Células 
cultivadas em condições padrão no meio RPMI-1640 suplementado (ct). (E) Células expostas 
a camptotecina 10 μg/mL (marcação positiva para iodeto de propídeo). Observou-se 

marcação positiva com iodeto de propídeo após o estímulo com o FS de biofilmes mistos, de 
16 h (D) e de 36 h (H). O estímulo com FS de C.albicans de 36 h (F) também apresentou 
marcação positiva para iodeto de propídeo. A barra nas imagens corresponde a 20 μm. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 8 - Imagens adquiridas por microscopia confocal da linhagem celular SCC 25 cultivada 
em monocamada, após 4 h de estímulo com FS, puros, derivados de biofilmes simples e misto 
de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 h.  

 
SCC 25 cultivada em monocamada, após 4 h de estímulo. com FS derivados de biofilmes 
simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa) e misto (M) de 16 e 36 h. Para visualizar o 
citoesqueleto, as células foram marcadas com faloidina conjugada com Alexa FluorTM 488 
(verde). Os núcleos foram marcados com Hoescht 33342 (azul). A marcação com iodeto de 
propídeo (rosa) foi realizada para avaliar a integridade da membrana celular. Células 
cultivadas em condições padrão no meio RPMI-1640 suplementado (ct) (A). Células 
estimuladas com camptotecina 10 μg/mL (marcação positiva para iodeto de propídeo) (E). 
Observou-se marcação positiva com iodeto de propídeo após o estímulo com o FS de biofilme 
misto, de 16 h (D).  A barra nas imagens corresponde a 20 μm. 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 9 - Imagens adquiridas por microscopia confocal da linhagem celular Detroit 562 
cultivada em monocamada, após 4 h de estímulo com FS, puros, derivados de biofilmes 
simples e misto de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 h.  

 
Detroit 562 cultivada em monocamada, após 4 h de estímulo. com FS derivados de biofilmes 
simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa) e misto (M) de 16 e 36 h. Para visualizar o 
citoesqueleto, as células foram marcadas com faloidina conjugada com Alexa FluorTM 488 
(verde). Os núcleos foram marcados com Hoescht 33342 (azul). A marcação com iodeto de 
propídeo (rosa) foi realizada para avaliar a integridade da membrana celular. Células 
cultivadas em condições padrão no meio RPMI-1640 suplementado (ct) (A). Células 
estimuladas com camptotecina 10 μg/mL (marcação positiva para iodeto de propídeo) (E). 
Observou-se marcação positiva com iodeto de propídeo após o estímulo com FS de biofilmes 
de C. albicans, de 16 h (B) e 36 h (F), e com o FS de biofilmes mistos, de 16 h (D) e de 36 h 
(H). A barra nas imagens corresponde a 20 μm. 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 
5.3 Ciclo Celular 

 

A distribuição do ciclo celular foi analisada após estímulos de 4 h e 24 h com 

FS puros derivados de biofilmes simples e misto de C.albicans e S. aureus, de 16 h e 

36 h, para determinar possíveis alterações na proliferação celular das linhagens 

celulares NOK-si, SCC 25 e Detroit 562 (Figuras 10 a 15). Não foram observadas 

alterações na distribuição do ciclo celular em relação ao grupo controle (Ct) para a 

linhagem NOK-si, quando estimulada durante 4 h e 24 h com FS derivados de 

biofilmes de 16 h (Figura 10A). Porém estímulos de 24 h com FS derivados de 

biofilmes de 36 h apresentaram um aumento na população sub-G0, principalmente 

para o estímulo com o FS derivado do biofilme misto, e aumento significativo da 
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população G2/M, após o estímulo com FS derivados do biofilme de S. aureus (Figura 

10B). Uma redução na porcentagem de células em fase G1 foi observada após o 

estímulo de 24 h com FS derivados de biofilmes simples de S. aureus e misto de 36 

h (Figura 11B). A linhagem celular SCC 25 apresentou um aumento na população 

sub-G0, principalmente após o estímulo de 24 h com FS derivados dos biofilmes de 

16 h de C. albicans, S. aureus e misto (Figura 12A). Estímulos de 24 h com FS 

derivados de biofilmes de S. aureus e misto, de 16 e 36 h, induziram nesta mesma 

linhagem uma redução na fase G1 (Figuras 13A, 13B). A linhagem celular Detroit 562 

mostrou um aumento na população sub-G0, após 4 h de estímulo, principalmente com 

os FS derivados de biofilmes de S. aureus e misto, de 16 h e 36 h (Figuras 14A, 14B); 

sob este mesmo estímulo, as células metastáticas mostraram ter uma redução no 

número de células em fase G1, durante períodos de estimulação de 4 e 24 h (Figuras 

15A, 15B). O estímulo de 24 h com o FS derivado do biofilme de C. albicans de 36 h 

também promoveu uma leve diminuição na fase G1 (Figura 15B). Nesta linhagem 

celular também foi observada uma tendência significativa de aumento da população 

em G2/M, após 24 h de estímulo com os FS derivados de biofilmes simples e mistos 

de C. albicans e S. aureus, de 16 h e 36 h. 
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Figura 10 – Distribuição do ciclo celular da linhagem NOK-si (A), estimulada com FS 
derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B), simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e 
misto (M). 

 
As células foram fixadas e marcadas com PI e o conteúdo de DNA para cada linhagem foi 
analisado por citometria de fluxo. A distribuição do ciclo celular (Sub-G0, G0/G1, S, G2/M) foi 
analisada após estímulos de 4 e 24 h. 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 11 – Distribuição das fases do ciclo celular na linhagem NOK-si, estimulada com FS 
derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B) simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e 
misto (M).  

 
Histogramas das fases G0/G1 (azul), S (amarelo) e G2/M (verde) analisado na linhagem 
celular NOK-si após 4 e 24 h de estímulo com FS derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B), 
simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e misto (M). O quadro dentro de cada histograma 
representa a taxa de distribuição (%) de cada fase do ciclo celular. Sub-G0/G1: população 
vista à esquerda do pico G0/G1. Análise realizada com o Watson Pragmatic model pelo 
programa FlowJoTM software (Windows) v10. 
  
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 12 – Distribuição do ciclo celular da linhagem SCC 25, estimulada com FS derivados 
de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B), simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e misto (M). 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 13 – Distribuição das fases do ciclo celular na linhagem SCC 25 estimulada com FS 
derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B), simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e 
misto (M). 

 
Histogramas das fases G0/G1 (azul), S (amarelo) e G2/M (verde) analisado na linhagem 
celular SCC 25 após 4 e 24 h de estímulo com FS derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B), 
simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e misto (M). O quadro dentro de cada histograma 
representa a taxa de distribuição (%) de cada fase do ciclo celular. Sub-G0/G1: população 
vista à esquerda do pico G0/G1. Análise realizada com o Watson Pragmatic model pelo 
programa FlowJoTM software (Windows) v10. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 
 
 
 
 
 



61 

 

 
 

Figura 14 – Distribuição do ciclo celular da linhagem Detroit 562, estimulada com FS 
derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B), simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e 
misto (M). 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 15 – Distribuição das fases do ciclo celular na linhagem Detroit 562 estimulada com 
FS derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h (B), simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), 
e misto (M). 

 
Histogramas das fases G0/G1 (azul), S (amarelo) e G2/M (verde) analisado na linhagem 
celular Detroit 562 após 4 e 24 h de estímulo com FS derivados de biofilmes de 16 (A) e 36 h 
(B), simples de C. albicans (Ca) e S. aureus (Sa), e misto (M). O quadro dentro de cada 
histograma representa a taxa de distribuição (%) de cada fase do ciclo celular. Sub-G0/G1: 
população vista à esquerda do pico G0/G1. Análise realizada com o Watson Pragmatic model 
pelo programa FlowJoTM software (Windows) v10. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.4 Padronização da Concentração Ótima dos Primers 
 

Nas Tabelas de 1 a 12, encontram-se os valores de Ct das reações realizadas 

em triplicata para os genes MEK1, CDKN1B, TP53, CDKN1A, RB1, HRAS, AKT, 

STAT3, Bcl2, BRAF, mTOR, PI3KCA. As concentrações ideais obtidas para cada 

primer foram destacadas nas tabelas abaixo. 

 

Fonte: Elaboração própria 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fonte: Elaboração própria. 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fonte: Elaboração própria. 

 

5.5 Eficiência de Amplificação dos Primers 

  

 O nível de mRNA dos genes em estudo foram avaliados no mix de cDNA´s das 

linhagens celulares através de qRT-PCR, utilizando o sistema baseado no 

fluorocromo SYBR Green®. O gene HPRT foi utilizado como controle de expressão 

constitutiva. A verificação da eficiência dos primers foi calculada por meio da reta 

média. Os gráficos foram obtidos pelo software do equipamento 7500 Real Time PCR 

System (Figuras 16, 17).  
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Figura 16 - Curva padrão das reações de verificação de eficiência de amplificação dos primers 
MEK1, CDKN1B, TP53, CDKN1A, RB1, HRAS. 

 

As curvas foram obtidas a partir da interpolação dos valores de Ct obtidos de cada reação 
(Eixo Y) e os respectivos logaritmos da concentração relativa de cDNA das amostras (Eixo 
X). A reta média foi traçada a partir dos valores médios de Ct de cada diluição de cDNA e a 
eficiência da reação (E) de qRT-PCR foi calculada pelo software do equipamento 7500 Real 
Time PCR System. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 17 - Curva padrão das reações de verificação de eficiência de amplificação dos primers 
AKT, STAT3, Bcl2, BRAF, mTOR, PI3KCA. 

As curvas foram obtidas a partir da interpolação dos valores de Ct obtidos de cada reação 
(Eixo Y) e os respectivos logaritmos da concentração relativa de cDNA das amostras (Eixo 
X). A reta média foi traçada a partir dos valores médios de Ct de cada diluição de cDNA e a 
eficiência da reação (E) de qRT-PCR foi calculada pelo software do equipamento 7500 Real 
Time PCR System. 

Fonte: Elaboração própria 
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5.6 Expressão de Proto-Oncogenes e Genes Supressores Tumorais 
 

O efeito dos estímulos com FS na expressão gênica, relativa para a linhagem 

celular NOK-si, mostrou que FS derivados de biofilmes de S. aureus de 16 h e 36 h 

têm a capacidade de induzir superexpressão do gene CDKN1A. Os FS derivados do 

biofilme de S. aureus de 16 h promoveram uma superexpressão do gene Bcl2 (Figuras 

18, 21). O estímulo com o FS derivado do biofilme de C. albicans de 36 h promoveu 

uma diminuição significativa dos genes supressores tumorais TP53, CDKN1A e 

CDKN1B, e dos oncogenes HRAS, BRAF, MEK1, AKT, mTOR e STAT3 (Figura 21). 

FS derivados de biofilmes mistos de 16 h regularam negativamente os genes CDKN1B 

e STAT3, tendo essa regulação negativa também sido observada para esta linhagem 

celular nos genes AKT, mTOR e HRAS, após o estímulo com FS derivados de 

biofilmes de S. aureus de 36 h (Figura 21). Nas células tumorais, FS derivados de 

biofilmes de C. albicans, S.aureus, e misto de 16 h promoveram a superexpresão do 

gene antiapoptótico Bcl2, na linhagem celular SCC 25 (Figura 19). O oncogene 

PI3KCA foi superexpresso nesta mesma linhagem, após estímulos com FS derivados 

de biofilmes de C. albicans e misto de 16 h. Também foi observada uma 

superexpressão do gene HRAS pelo estímulo com FS derivados dos biofilmes de S. 

aureus e misto de 16 h (Figura 19). Estímulos com FS derivados dos biofilmes de C. 

albicans e misto de 36 h induziram, na linhagem celular SCC 25, uma regulação 

negativa do gene CDKN1B (Figura 22). A linhagem celular Detroit 562, após estímulos 

com FS derivados de biofilmes de 16 h de C. albicans, S. aureus e misto, mostrou 

uma superexpressão do gene CDKN1A; os estímulos com FS de biofilmes de 36 h de 

C. albicans e misto mostraram, também, superexpressão do gene CDKN1A para esta 

linhagem celular (Figuras 20, 23). O estímulo com o FS de C. albicans de 16 h induziu 

uma superexpressão nos oncogenes HRAS, BRAF, PI3KCA, mTOR, e no gene 

antiapoptótico Bcl2. Além disso, foi observado nesta linhagem celular que FS 

derivados de biofilmes mistos de 16 h induziram uma superexpressão no gene Bcl2, 

e regulação negativa do gene MEK1 (Figura 20). Em Detroit 562, FS de derivados de 

biofilmes de S. aureus de 36 h estimularam uma regulação negativa dos genes TP53, 

RB1 e HRAS (Figura 23). 
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Figura 18 – Efeito dos FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e misto de 16 h 
na expressão de oncogenes e genes supressores tumorais da linhagem celular NOK-si, após 
4 h de estímulo.  
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Valores de expressão gênica relativa comparados com células estimuladas com meio RPMI-
1640 suplementado (controle), calculados pelo método do 2-ΔΔCt. O HPRT foi utilizado como 
controle de expressão constitutiva. A barra representa o intervalo de confiança de 95% de um 
n=6 (IC 95; n=6). * representa diferença estatística significativa em relação ao controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 19 – Efeito dos FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e misto de 16 h 
na expressão de oncogenes e genes supressores tumorais da linhagem celular SCC 25, após 
4 h de estímulo. 
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Valores de expressão gênica relativa comparados com células estimuladas com meio RPMI-
1640 suplementado (controle), calculados pelo método do 2-ΔΔCt. O HPRT foi utilizado como 
controle de expressão constitutiva. A barra representa o intervalo de confiança de 95% de um 
n=6 (IC 95; n=6). * representa diferença estatística significativa em relação ao controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 20 – Efeito dos FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e misto de 16 h 
na expressão de oncogenes e genes supressores tumorais da linhagem celular Detroit 562, 
após 4 h de estímulo. 
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Valores de expressão gênica relativa comparados com células estimuladas com meio RPMI-
1640 suplementado (controle), calculados pelo método do 2 -ΔΔCt. O HPRT foi utilizado como 
controle de expressão constitutiva. A barra representa o intervalo de confiança de 95% de um 
n=6 (IC 95; n=6). * representa diferença estatística significativa em relação ao controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 21 – Efeito dos FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e misto de 36 h 
na expressão de oncogenes e genes supressores tumorais da linhagem celular NOK-si, após 
4 h de estímulo. 
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Valores de expressão gênica relativa comparados com células estimuladas com meio RPMI-
1640 suplementado (controle), calculados pelo método do 2-ΔΔCt. O HPRT foi utilizado como 
controle de expressão constitutiva. A barra representa o intervalo de confiança de 95% de um 
n=6 (IC 95; n=6). * representa diferença estatística significativa em relação ao controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 22 – Efeito dos FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e misto de 36 h 
na expressão de oncogenes e genes supressores tumorais da linhagem celular SCC 25, após 
4 h de estímulo. 
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Valores de expressão gênica relativa comparados com células estimuladas com meio RPMI-
1640 suplementado (controle), calculados pelo método do 2-ΔΔCt. O HPRT foi utilizado como 
controle de expressão constitutiva. A barra representa o intervalo de confiança de 95% de um 
n=6 (IC 95; n=6). * representa diferença estatística significativa em relação ao controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 23 – Efeito dos FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e misto de 36 h 
na expressão de oncogenes e genes supressores tumorais da linhagem celular Detroit 562, 
após 4 h de estímulo. 
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Valores de expressão gênica relativa comparados com células estimuladas com meio RPMI-
1640 suplementado (controle), calculados pelo método do 2-ΔΔCt. O HPRT foi utilizado como 
controle de expressão constitutiva. A barra representa o intervalo de confiança de 95% de um 
n=6 (IC 95; n=6). * representa diferença estatística significativa em relação ao controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 



82 

 

 
 

6 DISCUSSÃO 
  

A microbiota oral desempenha um papel importante, tanto no microbioma 

humano como na saúde7. A relação disbiótica entre os micro-organismos e o 

hospedeiro resulta no desenvolvimento de doenças inflamatórias e câncer50. Os 

patógenos orais têm a capacidade de produzir metabólitos e toxinas capazes de 

danificar o DNA do hospedeiro20. A circulação desses metabólitos tóxicos, pode 

contribuir para o desenvolvimento ou progressão tumoral em locais distantes aos 

quais um determinado patógeno reside20. Avanços recentes no estudo de fatores de 

virulência da microbiota oral sugerem que esses metabólitos poderiam estimular a 

carcinogênese de cabeça e pescoço por diferentes mecanismos relacionados à 

inflamação crônica, inibição da apoptose celular, ativação da proliferação e/ou da 

produção de substâncias carcinogênicas5,8. Este estudo avaliou a modulação na 

expressão gênica de proto-oncogenes e genes supressores tumorais, o perfil de 

viabilidade e ciclo celular em células epiteliais orais, normais (NOK-si) e neoplásicas 

(SCC 25 e Detroit 562), após estímulos com FS (metabólitos) de biofilmes jovens (16 

h) e maduros (36 h) simples e misto de C. albicans e S. aureus. 

Os FS derivados de biofilmes maduros (36 h) simples e mistos de C. albicans 

e S. aureus demonstraram a capacidade de promover resposta inflamatória e morte 

celular em células epiteliais orais normais NOK-si22. Com base nestes achados, 

consideramos avaliar o papel dos FS nas células epiteliais orais, normais e 

neoplásicas. A linhagem celular oral com fenótipo normal NOK-si selecionada para 

este estudo mostrou uma superexpressão no gene Bcl2 após a exposição aos FS 

derivados de biofilmes de S. aureus de 16 h. Bcl2 é um gene de atividade 

antiapoptótica, cuja função está relacionada com a proteção celular contra estímulos 

citotóxicos81. O gene Bcl2 é expresso nas camadas basais do epitélio normal; a 

superexpressão está relacionada com alterações na apoptose e a subsequente 

progressão do tumor82. Essa superexpressão do gene Bcl2 induzida por FS derivados 

de biofilmes de 16 h de S. aureus, concomitante com a viabilidade e a morfologia 

celular inalteradas (Figura 7C), pode representar uma resposta antiapoptótica em 

células normais NOK-si. Mudanças na expressão do gene TP53 e seu efetor CDKN1A 

estão comumente envolvidas na carcinogênese oral83. Estímulos derivados de FS de 

biofilmes de S. aureus de 16 h e 36 h (Figuras 18, 21) tiveram a capacidade de induzir, 

na linhagem celular NOK-si, a superexpressão de CDKN1A e uma expressão 
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inalterada do gene TP53, sugerindo que a ativação do gene CDKN1A por FS 

derivados de biofilmes de S. aureus ocorreu independentemente de alterações na 

expressão do gene TP5383. CDKN1A é um gene responsável por regular a progressão 

na fase G1 do ciclo celular e codifica à proteína p21, relacionada com a resposta 

celular ao estresse. A superexpressão dos genes CDKN1A e Bcl2, acompanhada da 

manutenção na viabilidade celular (Figuras 4A,18,21), conservação da morfologia 

celular e um aumento significativo da população na fase G2/M no perfil do ciclo celular 

(Figuras 10A, 10B), aponta para seu papel importante para a sobrevivência celular da 

linhagem com fenótipo normal NOK-si, após ter sido submetida às condições de 

estresse. 

Os FS derivados de biofilmes de 36 h de C. albicans promoveram em NOK-si 

uma diminuição significativa dos oncogenes HRAS, BRAF, MEK1, AKT, mTOR, e 

STAT3, e dos genes supressores tumorais TP53, CDKN1A, CDKN1B (Figura 21), 

além da redução significativa na viabilidade celular (Figura 4A) e aumento da 

porcentagem de células em fase sub G0 (Figura 10B). Esses achados sugerem que 

metabólitos secretados por C. albicans são capazes de induzir um efeito 

antiproliferativo em queratinócitos orais normais. Um estudo anterior demonstrou a 

capacidade dos FS de C. albicans induzirem morte celular em NOK-si21.  

O gene CDKN1B codifica a proteína p27, uma potente inibidora de quinases 

dependentes de ciclina85. Esse gene desempenha um papel significativo na regulação 

negativa do ciclo celular, principalmente durante as fases G0 e G1, sendo necessário 

para a transição celular do estado de quiescência ao estado proliferativo85. Os genes 

STAT3 e mTOR são reconhecidos como reguladores de uma variedade de funções 

celulares, incluindo sobrevivência celular, metabolismo, crescimento e proliferação60,84 

Os estímulos com FS derivados de biofilmes mistos de 16 h demonstraram a 

capacidade de regular negativamente os genes CDKN1B, STAT3. Estímulos 

derivados de biofilmes mistos de 36 h são capazes de regular negativamente o gene 

mTOR (Figuras 18, 21), diminuindo a viabilidade celular após 4 h de estímulo, 

alterando a permeabilidade na membrana (Figura 7D, 7H) e culminando em morte 

celular após 24 h de exposição (Figura 4A) em células NOK-si. Esses achados se 

correlacionam com a redução no número de células na fase G1 e um aumento da 

população sub G0, principalmente para estímulos com os FS derivados dos biofilmes 

de 36 h (Figura 11B). Desta maneira, estímulos com FS derivados de biofilmes mistos 

de 16 h e 36 h poderiam promover dano celular em queratinócitos orais normais, 
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levando à parada do ciclo celular e morte celular, principalmente na presença de C. 

albicans, uma vez que FS derivados de biofilmes de S. aureus não promoveram 

diminuição na viabilidade celular, mesmo após 24 h de estímulos (Figura 4A).  

Após estímulos com FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e 

misto de 16 h, a linhagem celular NOK-si não apresentou alterações na expressão 

dos oncogenes PI3KCA, AKT, mTOR, HRAS, BRAF, MEK1, nem nos genes 

supressores tumorais TP53 e RB1 (Figura 18). O estímulo com os FS diluidos, não 

promoveu nenhuma mudança significativa na viabilidade celular para esta linhagem.  

A expressão do gene Bcl2 em relação com as características clínico-

patológicas do carcinoma oral de células escamosas, mostrou que existe uma 

correlação positiva entre a superexpressão deste gene nas células tumorais e o grau 

de progressão tumoral, índice mitótico, mitoses atípicas, bem como um padrão micro 

focal da margem invasiva do tumor, promovendo características histopatológicas 

desfavoráveis86. O oncogene PI3KCA, codifica a subunidade alfa catalítica (p110α) da 

classe IA PI3K e está relacionado com a regulação da sobrevivência, crescimento e 

metabolismo celular87. Este gene tem sido estudado em cânceres humanos, incluindo 

o carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço87. Estudos determinaram 

que a superexpressão de PI3KCA em células neoplásicas promoveu o crescimento 

celular, a evasão da apoptose e a invasão, contribuindo para a formação e progressão 

tumoral88. A linhagem celular SCC 25, após ser estimulada com FS derivados de 

biofilmes simples e mistos de C. albicans e S. aureus de 16 h manteve a viabilidade 

celular, mesmo após estímulos de 24 h (Figura 5A), assim como a conservação da 

morfologia celular, além de promover a superexpressão dos genes Bcl2, PI3KCA e 

HRAS (Figura 19), demonstrando que FS de biofilmes 16 h, principalmente na 

presença de C. albicans, têm a capacidade de induzir a sobrevivência celular de 

células neoplásicas orais em ambientes hostis.  

A regulação negativa do gene CDKN1B tem sido correlacionada com um 

prognóstico ruim de pacientes com carcinoma de cabeça e pescoço, assim como uma 

relação direta com fenótipos mais agressivos85. Os FS derivados de biofilmes de C. 

albicans e misto de 36 h promoveram uma regulação negativa no gene CDKN1B 

(Figura 22) e uma redução no número de células na fase G1 (Figura 11B). Os 

estímulos com FS derivados de biofilmes de S. aureus de 16 h promoveram um 

aumento significativo no perfil da viabilidade celular com 4 h de estímulo. Os FS de 36 

h não promoveram alterações significativas na viabilidade celular mesmo após 
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estímulos de 24 h (Figura 5A). Tanto os estímulos causados por biofilmes jovens e 

maduros, promoveram poucas alterações na morfologia celular e mantiveram uma 

distribuição normal do ciclo celular na linhagem SCC 25 (Figura 12A, 12B). A linhagem 

celular SCC 25, após estímulos com os FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. 

aureus e misto, de 16 h e 36 h, não apresentou alterações na expressão dos 

oncogenes AKT, mTOR, BRAF, MEK1 e STAT3 nem nos genes supressores tumorais 

CDKN1A, TP53 e RB1 (Figuras 19, 22). A expressão do gene CDKN1B não foi 

alterada pelo estímulo com os FS derivados de biofilmes de16 h (Figura 19) e os genes 

PI3KCA, Bcl2 e BRAF foram normalmente regulados após estímulos com FS de 

biofilmes de 36 h (Figura 22). Os biofilmes diluídos não apresentaram alterações na 

viabilidade celular para esta linhagem. 

FS derivados de biofilmes de C. albicans e S. aureus de 16 h mostraram ter a 

capacidade de promover a superexpressão dos genes HRAS e BRAF na linhagem 

celular Detroit 562 (Figura 20). Estas células mostraram sobrevivência após estímulos 

prolongados (24 h) (Figura 6A) e apresentaram um aumento significativo da fase G2/M 

no perfil do ciclo celular (Figura 14A). Os genes HRAS e BRAF estão relacionados 

com a via das MAP quinases, responsáveis por promover a sobrevivência celular89. 

Esses achados sugerem que metabólitos presentes nos FS de C. albicans e S. aureus 

de 16 h poderiam estimular a sobrevivência de células metastáticas em lesões 

tumorais avançadas. O mesmo estímulo com o FS de C.albicans promoveu a 

superexpressão do gene PI3KCA (Figura 20). Alguns estudos têm demonstrado que 

as alterações em PI3KCA estão correlacionadas com o estágio avançado do 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, metástases em linfonodos e 

desenvolvimento de resistência ao tratamento quimioterapico41,88. Desta maneira, 

metabólitos de biofilmes de 16 h de C. albicans poderiam promover mudanças no 

ambiente tumoral, levando a diferentes respostas nas células metastáticas. Os FS 

derivados de biofilmes simples de C. albicans e misto de 16 h também estimularam 

na linhagem celular Detroit 562 a superexpressão do gene Bcl2. Os tumores Bcl2 

positivos estão associados a um baixo grau de diferenciação, e estágios avançados 

do tumor; entretanto, a expressão de Bcl2 nesses tumores prediz um melhor resultado 

no tratamento dos pacientes, não apenas em termos de controle local, mas também 

em sobrevida89. 

Os FS derivados de biofilmes de C. albicans e S. aureus são capazes de induzir 

uma superexpressão do gene CDKN1A (Figura 20), bem como estimular a 
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sobrevivência celular, mesmo após 24 h de estímulos (Figura 6A), com uma tendência 

significativa de aumento na fase G2/M (Figura 14A, 14B). CDKN1A tem sido descrito 

como um marcador significativo no prognóstico de carcinoma de células escamosas 

de cabeça e pescoço. O aumento da expressão desse gene em carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço tem sido correlacionado com metástases nodais, 

recorrência do tumor e diminuição da sobrevida90. O possível mecanismo de ação no 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço está relacionado ao seu efeito 

antiapoptótico e proliferação celular descontrolada; portanto, está relacionado ao 

desenvolvimento de resistência à terapia e diminuição da sobrevida do paciente90. 

Assim, os FS derivados de biofilmes simples e mistos de C. albicans e S. aureus, 

principalmente os derivados de biofilmes de 36 h, poderiam atuar como mitógenos em 

células de fenótipo metastático como Detroit 562. Os FS derivados de biofilmes de S. 

aureus de 36 h promovem a manutenção da sobrevivência celular em células 

metastáticas, devido ao comportamento na viabilidade celular, conservação da 

morfologia celular e aumento da fase G2/M, mesmo após estímulo de 24 h (Figuras 

6A, 14B), sendo que esse mesmo estímulo teve a capacidade de regular 

negativamente os genes TP53 e RB1 (Figura 23). Estímulos derivados de biofilmes 

de C. albicans de 16 e 36 h promoveram, na linhagem celular Detroit 562, diminuição 

significativa na viabilidade celular e marcação positiva com iodeto de propídeo, após 

4 h de estímulo, mostrando distribuição normal do ciclo celular (Figura 15A, 15B). Os 

FS mistos de 16 e 36 h também estimularam uma diminuição significativa na 

viabilidade celular e marcação positiva com iodeto de propídeo. Esta linhagem após 

estímulos com FS derivados de biofilmes de C. albicans, S. aureus e misto de 16 e 36 

h não apresentou alterações na expressão dos genes CDKN1B, STAT3 e AKT. Os 

genes supressores tumorais TP53 e RB1 mostraram uma expressão normal após 

estímulos com FS derivados de biofilmes de 16 h, e os genes PI3KCA, Bcl2, MEK1, 

MTOR e BRAF, também foram normalmente regulados, após estímulos com FS de 

biofilmes de 36 h (Figuras 20, 23). 
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7 CONCLUSÃO  
 

Fatores solúveis derivados de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. 

aureus promoveram, em linhagens de células epiteliais orais normais e neoplásicas, 

alterações na expressão de proto-oncogenes e genes supressores tumorais.  

• Estímulos derivados de biofilmes jovens (16 h) e maduros (36 h) de S. aureus, 

induziram a superexpressão dos genes Bcl2 e CDKN1A nas linhagens celulares orais, 

normal (NOK-si) e neoplásicas (SCC 25 e Detroit 562), avaliadas neste estudo. Estes 

FS também demonstraram a capacidade de aumentar a população de células na fase 

G2/M do ciclo celular, indicando a ocorrência de danos no DNA ou problemas na 

realização da mitose.  

• Estímulos derivados de biofilmes simples de C. albicans e misto, de 16 h e 36 

h, causaram uma diminução significativa na viabilidade de células epiteliais orais 

normais, principalmente após 24 h de estímulo, assim como um aumento da 

porcentagem de células em fase sub G0 do ciclo celular, acompanhado de uma baixa 

regulação dos genes que estão relacionados com o crescimento celular e a 

sobrevivência. 

• As linhagens celulares neoplásicas, estimuladas com FS provenientes de 

biofilmes simples de C. albicans e misto de 16 e 36 h, modularam a superexpressão 

dos oncogenes HRAS,  BRAF, PI3KCA, além de mostrar um perfil de sobrevivência 

celular após estímulos prolongados.   

• Alterações na permeabilidade da membrana celular foram observadas após 

estímulos com FS derivados dos biofilmes mistos de 16 h e 36 h, nas linhagens 

celulares NOK-si e Detroit 562. Os FS de C. albicans de 16 h e 36 h, também 

mostraram a capacidade de induzir estas alterações na linhagem celular Detroit 562.  
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