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Guerra CC. Candida albicans e Staphylococcus sp identificam a presenca de
carcinoma espinocelular invasivo e invasivo profundo induzido por 6xido de 4-
nitroquilolina [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2022.

RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) oral soma 90 a 95 por cento dos canceres orais e a
incidéncia descreve homens com idade entre 40 e 60 anos. O maior fator de risco é o
uso de tabaco e alcool, sendo descritos em ac¢éo independente ou combinada. O
método padrao-ouro para o diagnostico de CEC continua sendo a biépsia e o exame
histopatolégico. Coloracdo vital, sistemas de deteccdo baseados em luz,
autofluorescéncia, técnicas citolégicas, analise molecular, diagnéstico por imagem,
onco-chips foram descritos para obter o diagnéstico precoce. O objetivo deste estudo
foi verificar a correlagdo do pool de microrganismos, pool de bactérias, Streptococcus
sp, Enterococcus faecalis e Candida albicans e a presenca de CEC em ratos induzidos
por cancer 4-NQO. Métodos: A saliva dos ratos foi coletada um dia antes do sacrificio
dos animais. A lingua foi suavemente raspada com um cotonete enquanto o
camundongo estava imobilizado. Um frasco Eppendorf contendo 1 mL de PBS foi
agitado em vortex por 2 minutos e uma diluicdo seriada decimal foi realizada para ser
semeada em meio de cultura seletivo para Streptococcus sp (agar mitis salivarius,
staphylococcus (agar hiperténico de gema de ovo), e para enterococcus faecalis e
Candida albicans (saboroud dextrose) ApGs o crescimento dos microrganismos foi
identificado o nimero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e realizada a
transformacao log10 para andlise estatistica Resultados: Na anélise microbioldgica,
para o grupo de ratos saudaveis, apenas o grupo Staphylococcus sp obteve diferenca
estatistica. Houve o aumento desse microrganismo em relacdo ao controle. Quanto
ao grupo de animais induzidos ao cancer oral, pool de microrganismo, pool de bactéria
e enterococcus feacalis, obteve-se uma reducdo em relagdo ao controle. J4 na analise
histopatologica podemos observar uma correlagédo positiva ente CEC invasivo e pool
de microrganismos, bactéria, Streptococcus so, Staphylococcus sp e Enterococcus
faecalis, para o grupo 4-NQO. No entanto, para esses mesmos microrganismos
observamos correlacdo negativa com CEC invasivo, para 0s grupos induzidos ao
cancer oral, porém tratados com TP4ol (0,1nL/g e 8nL/g). Acreditamos que o pool de
microrganismos, pool de bactérias, Candida albicans e Estaphylococcus sp sao
preditivos da presenca de CEC invasivo.

Palavras — chave: Carcinoma de Células Escamosas. Candida albicans.
Staphylococcus.



Guerra CC. Candida albicans and Staphylococcus sp identify the presence of invasive
and deep invasive squamous cell carcinoma induced by 4-nitroquiloline oxide
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) sum 90 to 95 percent of oral cancers and the
incidence described men aged 40 to 60 years old. The greater risk factor is the use of
tobacco and alcohol, and they are described in independent or combined action. The
gold standard method for OSCC diagnosis remain biopsy and histopathological
examination. Vital staining, light-based detection systems, auto fluorescence,
cytological techniques, molecular analysis, imaging diagnostic, onco-chips were
described to obtain early diagnosis. The aim of this study was verifying the correlation
of pool of microorganisms, a pool of bacteria, Streptococcus sp, Enterococcus faecalis,
and Candida albicans and the presence of OSCC in 4-NQO cancer-induced rats.
Methods: The rats’ saliva was collected one day before the sacrifice of animals. The
tongue was gently scraped with a swab while the mouse was immobilized. An
Eppendorf vial containing 1 mL of PBS was vortex for 2 minutes and a decimal serial
dilution was realized to be plated in selective culture media for streptococcus sp (agar
mitis salivarius, staphylococcus (hypertonic egg yolg agar), and for enterococcus
faecalis and Candida albicans (saboroud dextrose). After microorganisms’ growth, the
number of colony-forming units (CFU/mL) was identified and a log10 transformation
was realized to perform statistical analysis. Results: In the microbiological analysis, for
the group of healthy rats, only the Staphylococcus sp group obtained a statistical
difference. There was an increase of this microorganism in relation to the control. As
for the group of animals induced to oral cancer, pool of microorganism, pool of bacteria
and enterococcus feacalis, there was a reduction in relation to the control. In the
histopathological analysis, we can observe a positive correlation between invasive
SCC and pool of microorganisms, bacteria, Streptococcus so, Staphylococcus sp and
Enterococcus faecalis, for the 4-NQO group. However, for these same
microorganisms, we observed a negative correlation with invasive SCC, for the groups
induced to oral cancer, but treated with TP4o0l (0.1nL/g and 8nL/g). We believe that the
pool of microorganisms, pool of bacteria, Candida albicans and Staphylococcus sp are
predictive of the presence of invasive SCC.

Keywords: Carcinoma, Squamous Cell. Candida albicans. Staphylococcus.
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1 INTRODUCAO

A populagdo humana mundial estimada é de cerca de 7,9 bilhées de habitantes?
e o cancer € a principal causa de morbidade e mortalidade?. A cabeca e pescoco
apresentam cerca de 780.000 novos tumores malignos anualmente levando a 500.000
6bitos3. No Brasil, o cancer de cavidade oral € um dos dez tumores malignos mais
comuns com 14.000 casos anuais entre 2020-2022. De fato, o Brasil apresenta o
cancer de cavidade oral como o quinto tumor maligno mais comum em homens
(11.200, 2022) que juntando tem a maior prevaléncia relativa de cancer bucal do
mundo3. O método padrdo-ouro para o diagnéstico de CEC continua sendo a biépsia
e 0 exame histopatolégico. Coloracao vital, sistemas de deteccdo baseados em luz,
autofluorescéncia, técnicas citoldgicas, analise molecular, diagnéstico por imagem,
onco-chips foram descritos para obter o diagndstico precoce*.

O carcinoma de células escamosas oral (CEC) é responsavel por 90-95 por
cento dos cénceres orais. Surgem principalmente em homens na quinta e sétima
década de vida. Nenhum fator etiolégico isolado é claro de inicio do CEC®, mas o
tabaco e o alcool associado ao tabaco séo os fatores mais significativos®®. Fumantes
apresentam 16 vezes mais chance de CEC do que ndo fumantes® e o alcool atua em
sinergia com o tabaco. Cerca de 75% dos pacientes com CEC séo aditivos de alcool
ou consumidores cronicos de alcool. A associacdo tabaco/alcool aumentou o risco de
CEC em 100 vezes®10.

Embora os microrganismos orais sejam capazes de regular positivamente os
mediadores inflamatérios que podem estar envolvidos na carcinogénese, 0s
microrganismos orais suplementares mostraram-se aptos a metabolizar éalcool em
acetaldeido ou catalisar a biotransformacédo de compostos N-nitrosos em nitrito e
aminas, amidas ou outros nitrosaveis. Esses compostos tém sido implicados na
transformacao oncogénica celular, principalmente em pacientes com cancer bucal que
bebem muito, fumam e apresentam problemas de salide bucal''13,

A microbiota do CEC mostrou prevaléncia de Streptococcus anginosus41’,
Streptococcus mitis, Capnocytophaga gingivalist>1®, Prevotella melaninogenic®>'’,
Helicobacter pylori'®29,  Exiguobacterium oxidotolerans, Veillonella parvula,
Staphylococcus aureus?®, Porphyromonas gingiva bactéria nucleatum?%-22, Veillonella,
Fusobacterium, Actinomyces, Clostridium, Haemophilus e Enteroaceae sp e

Streptocus spp?’. O grau de cancer mostrou uma correlacéo direta com a infeccédo do



10

microrganismo?? que poderia advir possivel biomarcador de progressdo maligna
associado a potenciais lesdes malignas e tumores precoces e metastaticos1523.24,

De fato, 0 uso potencial de agentes naturais foi descrito impactando no inicio,
promocdo e progressdo de lesdes potencialmente malignas e malignas?’2°. O
terpinen-4-ol (TP-4-ol), tem sido associado a antibacteriano334, antifingicos®,
antiparasitario®®, antiviral®’, relaxante da musculatura lisa vascular®, hipotensor?®,
anticonvulsivante®®, anti-inflamatério*!, antioxidante*?, quimiopreventivo do cancer
4344 Recentemente, realizamos experimento de cancer induzido por 6xido de 4-
nitroquinolina (4-NQO) para verificar a eficacia de inibicdo de Terpine-4-ol (TP-4-ol)
decorrente de cancer de lingua oral que € semelhante a outros quimioterapicos de
estudos preventivos?’:28,

O monoterpeno (TP-4-ol) apresenta dois estereoisomeros. Esses isbmeros
opticos sdo (-)-Terpinen-4-ol [(R)-p-Menth-1-en-4-ol, (R)-1-Isopropil-4-metil-3-
ciclohexen-1-ol] e (+)-Terpinen-4-ol [(S)-p-Ment-1-en-4-ol, (S)-1-Isopropil-4-metil-3-
ciclo-hexen-1-ol*. Resultados anteriores relataram efeito antimicrobiano do TP-4-0l,
porém, ndo foram descritos no isémero éptico’®22. Nosso grupo descreveu a atividade
antineoplasica do isdbmero negativo TP-4-ol [(-)-Terpinen-4-ol] no carcinoma
espinocelular oral.

O oxido de 4-nitroquinolina (4NQO) € um hidrocarboneto aromatico policiclico
atil para induzir o carcinoma espinocelular (CEC) de lingua desde as décadas de 1960
51 e 1970 52. A bebida oral 4NQO tem sido usada para induzir cancer de lingua com
estagios sequenciais semelhantes da carcinogénese oral humana (molecular e
histoldgica)®3.

A descricdo da microbiota do uso crénico do TP4ol ndo foi descrita para
camundongos 4NQO saudaveis ou com cancer bucal e esses dados serdo Uteis para
estabelecer estudo eventual associacdo da microbiota e CEC decorrente. Por outro
lado, seréa util diagnosticar a presenca de CEC precoce ou invasivo de forma néo
invasiva. Da mesma forma, seria Gtil para diagnosticar potenciais lesdes malignas em

modelo de rato induzido por cancer 4QNO preventivo de quimioterapia.
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7 CONCLUSAO

O grupo saudavel apresenta aumento de Staphylococcus sp tratado com
0,1nL/g de Terpinen-4-ol (P<0,01). Uma exposi¢éo cronica da droga pode ter causado
uma resisténcia dos microrganismos selecionados e, nossos dados descreveram iSso
na menor concentracdo de TP-4-ol.

Nossa gavagem oral de Terpinen-4-ol (8nL/g, TP-4-ol[-]) em uso crénico
reduziu o pool de microbiota oral (P<0,05) e o pool de bactérias (P<0,05) em ratos
induzidos por 4-NQO, e o Enterococcus feacalis € a espécie que apresenta essa
reducao (P<0,05).

Acreditamos que o pool de microrganismos (0,87), pool de bactérias (0,78),
Candida albicans (0,78) e Estafilococcus sp (0,70) séo preditivos da presenca de CEC
invasivo e Estafilococcus sp é preditivo da presenca de displasia moderada em ratos
induzidos com 4-NQO.

Esses resultados sugerem a possibilidade de utilizacdo de analises desses
microrganismos como um marcador Util para identificar a presenca de cancer em um
modelo 4-NQO. Porém, ainda séo necesséarios mais estudos sobre microrganismos

envolvidos na progressao do cancer em ratos.
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