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1. RESUMEN

En esta revision sistematica exploratoria, presentamos la evidencia registrada en la
literatura, de que la microbiota oral puede generar una accion carcinogénica, actuando a
través de tres mecanismos principales: sobre el medio extracelular, activando vias de
sefializacion intracelular y/o generando accion directa sobre el DNA, y que las principales
bacterias estudiadas corresponden a Fusobacterium Nucleatum y Porphyromona Gingivalis.
En la actualidad hay evidencia suficiente acerca de la asociacion entre microbiota oral y
distintos tipos de cancer, sin embargo, no hay gran conocimiento de los mecanismos por los
cuales esta microbiota participa en su desarrollo. Presentamos una recopilacion de los
diversos mecanismos de accion que utilizan las bacterias de la cavidad oral en el proceso de
carcinogénesis en cuatro tipos diferentes de cancer. Es de gran importancia aumentar el
conocimiento acerca del rol etioldgico de la microbiota oral en el desarrollo de la enfermedad
de cancer debido a que se estableceria como un nuevo agente carcinogéenico y su
conocimiento podria ser utilizado como una herramienta valiosa en la deteccion y tratamiento

de esta enfermedad.

1.1 Palabras clave

Carcinogeénesis - Bacterias - Boca - Neoplasias — Microbiota — Mecanismos de conducta



2. ABSTRACT

In this Scoping Review, we present the evidence recorded in the literature about that oral
microbiota can generate a carcinogenic action, acting through three main mechanisms: on
the extracellular space, activating intracellular signaling pathways and/or generating direct
action on DNA, and that the principal pathogens studied are Fusobacterium Nucleatum and
Porphyromona Gingivalis. Nowadays, there is sufficient evidence about the association
between oral microbiota and several types of cancer, however, there is not much knowledge
about the mechanisms by which this microbiota participates in its development. We present
a compilation of different mechanisms of action used by oral cavity bacteria in the process
of carcinogenesis in four different types of cancer. It is of great importance to increase the
knowledge about the etiological role of the oral microbiota in the development of cancer
disease because it would be established as a new carcinogenic agent and its knowledge could

be used as a valuable tool in the detection and treatment of this disease.

2.1 Keywords

Carcinogenesis - Bacteria - Mouth - Neoplasms - Microbiota - Behavior Mechanisms



3. INTRODUCCION

La microbiota es un ecosistema complejo de microorganismos formado por bacterias,
virus, protozoos y hongos que residen en diferentes habitats del cuerpo (1). Estos incluyen
piel, cavidad bucal, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal, tracto urinario, entre los mas
importantes (2). Por otro lado, el concepto de microbioma corresponde al conjunto de
genomas de una comunidad microbiana (3).

Las comunidades microbianas crean una relacion bioldgica Unica denominada simbiosis,
donde realizan algunas funciones indispensables, que definen y contribuyen a la fisiologia
del anfitrion (2).

Nuestro microbioma se distribuye por los distintos compartimentos del cuerpo humano,
variando su composicion entre cada individuo. La mayor diversidad microbiana corresponde
al tracto gastrointestinal, donde se estima que existen alrededor de 1000 especies bacterianas,
y a la cavidad oral, con una estimacién de 700 especies distintas (4, 5), las que colonizan las
superficies duras de los dientes en forma de biopelicula (6) y los tejidos blandos de la mucosa
oral (7). Estd conformada principalmente por bacterias, destacando los géneros
Streptococcus, Prevotella y Veillonella que comprenden el 70% de esta (8). Se suman
representantes micoticos como la Candida spp y un importante nimero de virus, los que
pueden suponer entre 300 a 2000 genotipos virales distintos en un Gnico individuo (9). Cabe
mencionar, que Trichomonas tenax y Entamoeba gingivalis son los dos principales protozoos
que residen en la cavidad bucal del ser humano (2). Esta microbiota juega un papel crucial
en el mantenimiento de la homeostasis oral, previniendo y protegiendo a la cavidad bucal del
desarrollo de enfermedades (6). Un desequilibrio en este ecosistema oral se ha visto asociado
a numerosas enfermedades tanto bucales (10) como extraorales, entre ellas, alteraciones
inmunoldgicas, endocrinas, neuroldgicas, digestivas, cardiovasculares y particularmente
neoplasicas (11).

La relacion entre cancer y microbiota es compleja. Aunque el cancer es generalmente
considerado como una enfermedad genética sumado a factores ambientales, los
microorganismos estan implicados en un 20% de las neoplasias malignas humanas (10). Los
microbios presentes en las mucosas pueden convertirse en un agente mas de la carcinogénesis
(10) o ser parte del microambiente tumoral de las neoplasias malignas, afectando el

desarrollo, crecimiento y diseminacion de este tipo de patologias (10).



Muchos estudios han demostrado que dos especies periodontopatdgenas orales como
Fusobacterium Nucleatum y Porphyromona Gingivalis desempefian un papel importante en
el desarrollo de la carcinogénesis oral, colorrectal y pancredtica. Asi también se han
relacionado Veillonela, Porphyromonas, Clostriudium, con lesiones potencialmente
malignizantes (12). Los posibles mecanismos de virulencia bacteriana hacen énfasis en la
colonizacion microbiana, la diseminacion sistémica y la induccion de respuestas
inflamatorias del huésped, lo cual los puede convertir en factores carcinogénicos (13).

En los ultimos afios, un nimero creciente de estudios indica que la microbiota oral podria
estar involucrada en el desarrollo de tumores primarios fuera de la region de la cabeza y el
cuello (14). En la literatura se puede encontrar una gran cantidad de articulos que asocian a
la microbiota oral con la enfermedad de cancer, sin embargo, existe menos evidencia acerca
de los mecanismos carcinogénicos especificos que utilizan los microorganismos de la
cavidad oral para el desarrollo de dicha enfermedad (14).

El objetivo de este estudio es determinar los diversos mecanismos por los cuales las
bacterias orales, pueden participar en el desarrollo y evolucion del cancer en el ser humano.

Esto se desarrollara a través de una revision narrativa de la literatura tipo Scoping review.



4. METODOS

4.1. Disefio general

Realizamos una revision de los mecanismos carcinogenicos que utiliza la microbiota
oral en el desarrollo y/ o progresién de cuatro tipos de neoplasias malignas. Luego de realizar
una busqueda sistematica, obtuvimos evidencia de los mecanismos de accion de la microbiota
oral en distintos tipos de cancer, siendo los mas frecuentes cancer oral, colorrectal, pancreas
y de esofago. Definimos tres sitios diana en que estas bacterias generaban su accion
carcinogénica: medio extracelular, vias de sefializacion y DNA. Realizamos un analisis de
validez interna a todos los articulos seleccionados con el objetivo de determinar la
confiabilidad de estos. Esta revision es de tipo Scoping Review y se realizd de acuerdo al

protocolo PRISMA-ScR, para la presentacion de informes transparentes. Adjuntamos enlace:

http://www.prisma-statement.org/Extensions/ScopingReviews

4.2. Fuentes de informacion

Las bases de datos utilizadas para la obtencion de articulos fueron PubMed, Scopus y
Web of Science, a las cuales se ingreso a través del buscador metacatalogo PRIMO del sistema
de bibliotecas de la pagina web de la Universidad de Talca. La busqueda se inicio el dia
29/04/2021 y se actualiz6 el dia 03/09/2021, siendo esta realizada por dos de sus autores (C.L.
y F.R))

4.3. Estrategia de busqueda

Utilizamos diferentes estrategias de busqueda para cada metabuscador. Estas fueron:

Tabla I. Estrategias de busqueda en base de datos

METABUSCADOR ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA

PubMed (("Microbiota"[Mesh]) AND ("Mouth"[Mesh]) OR ("Bacteria"[Mesh]) OR
("Mycobiome"[Mesh]) OR ("Virome" [Mesh]) NOT (gut microbiota [Mesh Terms])
AND ("Neoplasms"[Mesh]) AND ("Behavior and Behavior Mechanisms"[Mesh])

Scopus Oral AND Microbiota OR Microbioma AND Cancer OR Neoplasms

Web of Science Microbiota Oral and Cancer (all fields).

10


http://www.prisma-statement.org/Extensions/ScopingReviews

4.4.  Flujograma segun PRISMA- ScR

Se presenta el diagrama de flujo de la informacion utilizado. Se muestran las diferentes

fases de la seleccidn de la informacion.
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Figura 1. Diagrama de flujo segiun PRISMA-ScR. Para la seleccion de articulos de forma sistematizada y

libre de sesgos.
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45. Criterios de seleccion

45.1.  Criterios de inclusion

Seleccionamos articulos desde el afio 2012, sin restriccion de idioma, estudios de
revista con indice de impacto Q1 y Q2, estudios observacionales de tipo caso y control,
realizados en cultivos celulares de humanos y animales, donde se relacionan
microorganismos de la microbiota oral y mecanismos etiopatogénicos relacionados con la
aparicion, desarrollo y progresion de distintos tipos de cancer, obtenidos a través de muestras

salivales, enjuagues bucales y/o hisopos bucales.

45.2.  Criterios de exclusion
Excluimos todas las revisiones tipo review, estudios de asociacion entre microbiota
oral y cancer, estudios que involucraban bacterias que no forman parte de la microbiota oral

y aquellos estudios de cancer que presentaban un escaso nimero de articulos.

4.6.  Seleccion de articulos

La seleccion de articulos fue realizada de forma independiente por ambas
investigadoras. En una primera instancia seleccionamos los articulos segun titulo, resumen 'y
texto completo. En caso de diferencias, se incluyd a un tercer investigador, para llegar a
CONSeNso.

Clasificamos los articulos seleccionados en un documento de Excel, para
posteriormente realizar el analisis de texto completo y tener un registro del nimero de

articulos obtenidos.

4.7.  Recoleccion de datos
Los datos fueron recopilados de acuerdo a cuatro criterios principales:
A. Registro de todos los papers seleccionados.

B. Analisis de tipo bibliométrico.

12



C. Analisis de validez interna.
D. Anadlisis de las variables en estudio: Segun tipo de cancer, bacteria estudiada y sitios
de accion

Los datos fueron registrados en las siguientes tablas, para su posterior analisis.

4.7.1. Registro de articulos incluidos
Registramos los datos mas relevantes de cada articulo en una tabla (Tabla II), para

posteriormente ser analizados.

Tabla I1. Articulos incluidos.

Titulo Cancer Autor Afo Pais Quartil

4.7.2. Analisis bibliométrico

Realizamos un resumen de variables bibliométricas generales (Tabla I11). Los datos
registrados corresponden a “afio” con el fin de respaldar que los articulos fueron realizados
en los ultimos 8 afos; “pais” para conocer donde se concentra la mayor cantidad de
investigacion acerca de este tema, “quartil” que indica la calidad de las revistas de
procedencia de los articulos incluidos, lo que permitiria validar de manera indirecta, los
resultados de nuestro estudio, y finalmente “Tipo celular en estudio”, lo cual permite

diferenciar estudios con células humanas o animales.

Tabla I11. Anélisis bibliométrico

Afo Pais Quartil Tipo celular en
estudio
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4.7.3.

Anadlisis de validez de la calidad de los estudios seleccionados

Realizamos unatabla de validez interna (Tabla IV) para verificar, de manera directa,

la calidad de la metodologia desarrollada en los estudios seleccionados. Para ello se

realizd una simplificacion del protocolo de calidad propuesto en el articulo de “Guia de

lectura critica de estudios observacionales en epidemiologia”, seleccionando las dimensiones

y preguntas, que permitieran evaluar de manera mas efectiva los articulos seleccionados

(15).

Tabla IV. Analisis de validez de la calidad de los estudios seleccionados

Dimension

A.-
Participantes

B.-
Comparacion
entre grupos

C.-

Definicion y
medicion de las
variables
principales

D._

Analisis
estadistico y
confusion
Valoracion
Sumaria

Preguntas El item se logra
MB B R

1. Los criterios de seleccion son adecuados para dar respuesta
a la pregunta o el objetivo del estudio

2. Se hizo una estimacién del tamafio, el nivel de confianza o
la potencia estadistica de la muestra para la estimacion de las
medidas de frecuencia o de asociacion que pretendia obtener

el estudio

3. Las poblaciones de origen de los participantes de cada
grupo son semejantes. Segun la seleccion, ambas poblaciones
tienen caracteristicas similares, de tal manera que sean
comparables en todo, excepto en el factor de estudio o de
clasificacion en uno u otro grupo

4. Se utilizaron las mismas estrategias y técnicas de medicion
en todos los grupos y se midieron las mismas variables en
todos los grupos

5. Los instrumentos de medicidn de las variables principales
tienen validez y fiabilidad conocidas y adecuadas (se citan
estudios que lo analizaron) se han adaptado culturalmente si
las versiones originales provienen de lugares con lenguas o
culturas diferentes (se citan los estudios que lo hicieron)

6. Las técnicas de medicion y recoleccion de las variables
principales se describen suficientemente, son adecuadas y —si
aplica— son las mismas para los grupos. Considerar la
posibilidad de sesgos de memoria (alguno de los grupos puede
recordar mejor algo del pasado) o del entrevistador (por
conocimiento de la exposicidn/intervencion o del problema de
salud). Considerar si quienes recogieron la informacién fueron
entrenados cuando fuera necesario. Contemplar si hubo
control de calidad de los datos primarios

7. Se especifican las pruebas estadisticas utilizadas y son
adecuadas.

Alta Media Baja

MB: muy bien. B: bien. R: regular. M: mal. NI: no informa. NA: no aplicable.

NI

14
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4.7.4. Analisis de variables en estudio
Las variables se analizaran de acuerdo a:
A.- El tipo de cancer que trate el estudio (variable principal). Para resumir la

informacidn, presentaremos tablas clasificadas segun tipo de cancer estudiado.

B.- Dentro de cada tabla se registraron las variables secundarias, a observar en nuestro

estudio:

B1.-Tipo de bacteria: Indica el microorganismo comensal de la cavidad oral
investigado.
B2.-Ubicacion o sitio diana: Acé se identificara la ubicacién o sitio diana que

cada microorganismo utiliza para participar de la carcinogénesis.

Estas variables se determinaron segun la frecuencia observada en estudio

preliminar (resultados no mostrados). Los sitios son:

“Medio extracelular” lo cual indica todas las modificaciones que las
bacterias realizan fuera de la célula y que tiene implicancias en el

desarrollo del cancer (16).

“Vias de sefializacion” donde determinamos todas las interacciones
que las bacterias realizan con receptores de membrana o vias de
segundos mensajeros hasta llegar a interactuar con un factor de

transcripcion a nivel nuclear (16).

“DNA” donde determinamos las interacciones que las bacterias
desarrollan directamente con la hebra de DNA o0 sus proteinas

asociadas (mecanismos epigenéticos) (16).

Tabla V. Analisis de variables, segin tipo de cancer.

Articulo Bacteria Vias de sefializacion Medio DNA

15



Para sintetizar la informacion recolectada y entregarla de manera simple, realizamos
unatabla resumen con todos los mecanismos etiopatogénicos generales desarrollados

por los distintos microorganismos de la cavidad oral en los cuatro tipos de cancer estudiados.

Tabla VI. Tabla Resumen: mecanismos carcinogénicos generales de la microbiota oral.

MECANISMOS CARCINOGENICOS GENERALES

DNA Tipo de cancer
MEDIO Tipo de cancer
VIAS DE SENALIZACION Tipo de cancer

16




5. RESULTADOS

5.1 Resultados de la busqueda

Tras una busqueda en los tres Metabuscadores, obtuvimos un total de 812 articulos
de los cuales 97 cumplieron con los criterios de busqueda. Una vez eliminados los
duplicados, quedaron 73 articulos. Posteriormente evaluamos el contenido segun titulo,
abstract y texto completo, seleccionamos 31 articulos para ser analizados. Todos los articulos
seleccionados se transfirieron a un software de gestion de referencias (EndNote, X8 Thomson

Reuters). El detalle se aprecia en la siguiente figura:

17



CRIBADODS ][ IDENTIFICACION J

eLeciBiLiDaD | |

INCLUIDOS

Mamero de articulos
identificados en
Pubmed (n=602)

Mimero de articulos
identificados en Web
of Science (N=32)

Mumero de articulos
identificados en
Scopus (n=178)

L—

Articulos totales
encontrades (n=812)

Articulos
seleccionados (n=97)

|

Articulos analizados a
texto completo, sin
duplicados (=73}

v

Articulos incluidos en
el Scoping Review
(n=31)

Articulos excluidos
I—s por titulo y resumen
(n=715)

Mimera de articulos
duplicados (n=24)

Articulos excluidos a
texto completo (n=42)

Figura 2: Resultados diagrama de flujo segin PRISMA-ScR. Flujo que representa la basqueda sistematica

de la bibliografia sobre microbiota oral y cancer.

5.2. Registro de articulos incluidos

Registramos los datos generales de cada uno de los 31 articulos seleccionados como

se muestra a continuacion:
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Tabla VII. Articulos incluidos

and its association with the clinicopathological
characteristics and survival in patients with esophageal
cancer

Titulo Cancer Autor Afio Pais Quartil
Relationship between Fusobacterium Nucleatum CCR Alcéntara M., et al. (17) 2018 Brasil Q1
inflammatory mediators and microRNAs in colorectal
carcinogenesis
Fusobacterium Nucleatum as a prognostic marker of CCR Yamaoka Y., et al. (18) 2017 Japon Q1
colorectal cancer in a Japanese population
Fusobacterium Nucleatum associates with stages of CCR Flanagan L., et al. (19) 2014 Republica Q1
colorectal neoplasia development, colorectal cancer Checa,
and disease outcome Alemaniae

Irlanda.

Fusobacterium  Nucleatum promotes colorectal CCR Rubinstein M. R., et al. (20) 2013 EE. UU Q1
carcinogenesis by modulating E-Cadherin/ -Catenin
signaling via its Fad A adhesin
Fusobacterium Nucleatum and T-cells in colorectal CCR Mima K., et al. (21) 2016 EE. UU Q1
carcinoma
Association of Fusobacterium Nucleatum with clinical CCR Miki Ito, et al. (22) 2015 Japon Q1
and molecular features in colorectal serrated pathway
Berberine may rescue Fusobacterium Nucleatum- CCR Ya-Nan Yu, et al. (23) 2015 China Q2
induced colorectal tumorogenesis by modulating the
tumor microenvironment
Fusobacterium  Nucleatum potentiates intestinal CCR Kostic A. D., et al..(24) 2013 EE. UU Q1
tumorogenesis and modulates the tumor immune
microenvironment
Human oral microbiome and prospective risk for CP Fan X., et al. (25) 2016 EE. UU Q1
pancreatic cancer: a population-based nested case-
control study
Variations of oral microbiota are associated with CpP Farrell J., et al. (26) 2012 EE. UU Q1
pancreatic diseases including pancreatic cancer
Enrichment of oral microbiota in early cystic CP Gaiser R. A, etal. (27) 2019 Suecia Q1
precursors to invasive pancreatic cancer
Intracellular Porphyromonas gingivalis Promotes the CP Gnanasekaran J., et al. (28) 2020 EE. UU Q1
Tumorigenic Behavior of Pancreatic Carcinoma Cells.
Lactobacillus Attenuate the Progression of Pancreatic CcpP Shan-Ming Chen, et al. (29) 2020 Taiwan Q1
Cancer Promoted by Porphyromonas Gingivalis in K-
rasG12D Transgenic Mice
Characterization of Oral Microbiome and Exploration CpP Haiyang Sun, et al. (30) 2020 China Q2
of Potential Biomarkers in Patients with Pancreatic
Cancer
Association of Fusobacterium species in pancreatic CcP Mitsuhashi K, et al. (31) 2015 Japon Q2
cancer tissues with molecular features and prognosis
Porphyromonas gingivalis promotes progression of CE Yi-Jun Qi, et al..(32) 2020 China Q1
esophageal squamous cell cancer via TGFf-dependent
Smad/YAP/TAZ signaling
Presence of Porphyromonas gingivalis in esophagus CE Shegan Gao, et al. (33) 2016 China Q2
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Human Microbiome Fusobacterium in Esophageal
Cancer Tissue Is Associated with Prognosis

CE

Yamamura K., et al. (34)

2016

Japon

Q1

Periodontal pathogens are a risk factor of oral
squamous cell carcinoma, independent of tobacco and
alcohol and human papillomavirus

Cco

Ganly I, etal. (35)

2019

EE. UU

Q1

Alterations in oral bacterial communities are
associated with risk factors for oral and oropharyngeal
cancer

CO

Bornigen D., et al. (36)

2017

EE. UU

Q1

Inflammatory bacteriome featuring fusobacterium
Nucleatum and pseudomonas aeruginosa identified in
association with oral squamous cell carcinoma

CcO

Al-hebshi N.N., et al. (37)

2017

Arabia
Saudita

Q1

Microbial communities associated with primary and
metastatic head and neck squamous cell carcinoma a
high fusobacterial and low streptococcal signature

Cco

Jae M. Shin, et al. (38)

2017

EE. UU

Q1

Compositional and functional variations of oral
microbiota associated with the mutational changes in
oral cancer

Cco

Shun-Fa Yang, et al. (39)

2018

Taiwan

Q1

Oral microbiota community dynamics associated with
oral squamous cell carcinoma staging

Co

Yang CY, et al.(40)

2018

Taiwan

Q1

The interplay between oral microbiome, lifestyle
factors and genetic polymorphisms in the risk of oral
squamous cell carcinoma

Cco

Hsiao J-R, et al. (41)

2018

Taiwan

Q1

Porphyromonas gingivalis Promotes 4-
Nitroquinoline-1-oxide-induced oral carcinogenesis
with an alteration of fatty acid metabolism

Co

Wu J.-S., et al.(42)

2018

China

Q1

Increased virulence of the oral microbiome in oral
squamous cell carcinoma revealed by
metatranscriptome analysis

Co

Yost S, et al.(43)

2018

EE. UU

Q1

The oral mouse microbiome promotes tumorigenesis
in oral squamous cell carcinoma

Cco

Stashenko P., et al (44)

2019

EE. UU

Q1

Periodontal pathogens Porphyromonas gingivalis and
Fusobacterium Nucleatum promote tumor progression
in an oral-specific chemical carcinogenesis model

Cco

Binder Gallimidi A, et al.(45)

2015

Israel

Q2

The salivary microbiome as an indicator of
carcinogenesis in patients with oropharyngeal
squamous cell carcinoma: A pilot study

Cco

Wolf A, et al. (46)

2017

Austria

Q1

The oral microbiota may have influence on oral cancer

Cco

Ling Zhang, et al (47)

2020

China

Q1

CCR: cancer colorrectal; CP: cancer de pancreas; CE: cancer de eséfago; CO: cancer oral.

5.3 Analisis bibliométrico

Registramos los indicadores bibliométricos generales: afio, pais y quartil.

20



https://www.nature.com/articles/s41598-017-02079-3#auth-Nezar_Noor-Al_hebshi
https://www.frontiersin.org/people/u/395569

Tabla VIII. Resultados analisis bibliométrico

Afio Pais Quartil Tipo celular

en estudio
2012 =01 articulo 35,4% = EE. UU 83,8% = Q1 Humanas = 71,4%
2013 =02 articulos | 19,3% = China 100,0%=Q1y Q2 Animales = 28,5%

2014 = 01 articulo 12,9% = Taiwan
2015 =04 articulos | 12,9% = Japon

2016 = 04 articulos  19,5% = Resto de los
2017 = 05 articulos paises

2018 = 06 articulos

2019 = 03 articulos

2020 = 05 articulos

Se puede observar una constante tasa de estudios de investigacion a lo largo de los
afios con un incremento entre el afio 2017 y el 2020, representando el 60% de los estudios en
estos 4 ultimos afios. Los paises con mayor nimero de publicaciones corresponden a EE. UU
y China, representando un 51,4% de la totalidad de los articulos incluidos. En cuanto al factor
de impacto de las revistas en las que se publicaron los articulos seleccionados,
aproximadamente el 84% corresponden a revistas Q1, lo que supone, de manera indirecta,
resultados confiables para ser analizados. Los estudios seleccionados han realizado su

investigacion en células humanas en 71,4% y en estudios animales un 28,5%.

5.4.  Andlisis de validez interna

Una vez realizado el analisis de validez interna con la “Guia de lectura critica de
estudios observacionales en epidemiologia” (15) simplificada y aplicado a la totalidad de los
articulos seleccionados, determinamos que 29 de ellos (93%) posee una alta calidad
metodoldgica y solo 2 (7%), presentaron mediana calidad. Estos resultados determinan una
alta confiabilidad de los articulos seleccionados, lo cual redunda en los resultados que

obtendremos en nuestro estudio.

5.5.  Andlisis de variables
El objetivo de nuestra investigacion es conocer los mecanismos de accion mediante
los cuales la microbiota oral es capaz de generar carcinogéenesis en diferentes 6rganos del

cuerpo.
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Segun la informacién obtenida, determinamos cuatro tipos de cancer (variable
principal): oral, colon, pancreas y de esdfago, siendo estos los mas estudiados. A
continuacion, presentaremos los mecanismos de accion encontrados en los diferentes
articulos, divididos en cuatro tablas segun el tipo de cancer (variable principal) junto a las

variables secundarias (bacteria estudiada y sitios de accion; medio, vias y DNA).

Tabla IX. Resultados de los mecanismos de accion de la microbiota oral en cancer
oral.

ARTICULO BACTERIA MEDIO VIAS DNA
SENALIZACION
1. Periodontal pathogens | Prevotella, | Aumento de los Activacion de TLR | Sobrevida de
are a risk factor of oral Alloprevote | niveles de IL1p (receptores tipo Toll) | células cancerosas
squamous cell la, salival. por aumento de
carcinoma, independent | Fusobacteri genes para
of tobacco and alcohol um, HSP90A.
and human Veillonella,
papillomavirus Porphyrom
onas.
2. Alterations in oral Microbios | Interrupcion de la
bacterial communities anaerobios | saturacion de nichos
are associated with risk de especies,
factors for oral and eliminando un
oropharyngeal cancer subconjunto de
organismos, alterando
la composicién de la
comunidad,
reduciendo la
diversidad alfa 'y
aumentando la
diversidad beta.
3. The oral microbiota Fusobacteri | Productos de Sintesis de proteasas.
may have influence on um fermentacion LPS mejoran la
oral cancer Nucleatum, |asociados con progresion y la
Prevotella |inflamacién crénica | migracion de OSCC.
intermedia, | Inhibicion de la LPS activa a TLR4,
Prevotella | funcién de las células | disminuyendo ataque
intermedia, | Ty las células NK al | de linfocitos CD8 'y
Porphyrom | interactuar NK.
onas directamente con
gingivalis | CEACAML1.
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4.Inflammatory Fusobacteri Reduccion de Inestabilidad
bacteriome featuring um expresion de E- cromosomica por
fusobacterium Nucleatum, cadherina por factor | roturas del ADN.
Nucleatum and Pseudomon Lasl. Actividad
pseudomonas aeruginosa | as proinflamatoria y
identified in association | aeruginosa Induccion de quimiotéctica.
with oral squamous cell inflamacion por

carcinoma flagelos

5. Microbial Treponema Alteracion de la

communities associated | Denticola, integridad

with primary and Fusobacteri endotelial.

metastatic head and neck | a

squamous cell carcinoma
a high fusobacterial and
low streptococcal
signature

Bacteroidet
es

Inhibicién de muerte
de células tumorales.

Destruccion de
membrana basal.

6.Compositional and
functional variations of
oral microbiota
associated with the
mutational changes in
oral cancer

Firmicutes,
Bacteroidet
es

Generacion de ROS.

Las genotoxinas
microbianas
inducen
mutaciones en el
ADN.
Alteraciones de
genes supresores
de tumores y
protooncogenes.

7. The salivary
microbiome as an
indicator of
carcinogenesis in

Firmicutes,
Bacteroides

Actinobacte

Modificacién de
entorno tumoral por
baja de pH.
Generacion de

Alteracion de
genes supresores y
protooncogenes

patients with ria, radicales libres
oropharyngeal squamous | Proteobacte

cell carcinoma: A pilot | ria

study

8. Oral microbiota Fusobacteri | Aumento
community dynamics a metabolismo de

associated with oral
squamous cell carcinoma
staging

Bacteroides

Actinobacte
ria.

metano y fosforilacion
oxidativa.

9. The interplay between | Fusobacteri | Aumento de IL1f Polimorfismos
oral microbiome, um salival. genéticos de TLR2
lifestyle factors and Nucleatum, y TLR4.

genetic polymorphisms | Porphyrom

in the risk of oral onas

squamous cell carcinoma | gingivalis

10. Porphyromonas Aumento expresion

gingivalis Promotes 4- Porphyrom de FASN y ACC1.
Nitroquinoline-1-oxide- | onas Activacion vias de

induced oral gingivalis sintesis de FA de

carcinogenesis with an
alteration of fatty acid
metabolism

Novo.
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11. Increased virulence | Fusobacteri Aumento Alteracion en

of the oral microbiome | um quimiotaxis, reparacion de
in oral squamous cell Nucleatum. proteasas, sintesis y | errores de
carcinoma revealed by ensamblaje de | emparejamiento
metatranscriptome flagelos. del ADN.
analyses Aumento

protedlisis,

metabolismo de
carbohidratos.

12. The oral mouse Fusobacteri Infiltracion de
microbiome promotes um células T citotoxicas
tumorigenesis in oral Nucleatum, CD8 +, células T
squamous cell carcinoma | Porphyrom auxiliares CD4 +y
onas células mieloides.
gingivalis Aumento de

transporte de
nitrogeno /sustancias
orgénicas,
protedlisis. Aumento
de actividades de
regulacion de la via
de sefializacion
candnica Wnt.

13. Periodontal Fusobacteri Activacion de
pathogens um STAT3
Porphyromonas Nucleatum

gingivalis and y

Fusobacterium Porphyrom

Nucleatum promote onas

tumor progression in an | gingivalis
oral-specific chemical
carcinogenesis model

Del total de articulos seleccionados, trece informaban mecanismos de accién en la aparicion

y/o progresion de cancer oral.
Estos mecanismos son:

= Medio extracelular: Aumento de radicales libres (NOS y ROS), disminucion del pH,

modificacion de las colonias, aumento de inflamacién crénica (aumento de IL1B salival),
disminucién especifica del sistema inmunolégico, aumento de productos de fermentacion.

= Vias de sefializacion: Aumento de invasion tumoral y progresion. (Disminucion de E-

Cadherinas, por LPS, alteracion endotelial, proteasas, destruccion de la membrana celular),
disminucion de muerte de células tumorales (inhibicion linfocitos CD8), activacion de TLRs,
aumento de inflamacion crénica (flagelos, infiltracion de células T), activacion de vias

promotoras de inflamacion (activacién STAT3)
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= DNA: Mutaciones (por ROS y NOS, inestabilidad cromosomica, accién de genotoxinas,

alteracion en reparacion de errores ADN, polimorfismos genéticos de receptores tipo Toll),

disminucién de genes supresores (p53), aumento de oncogenes (HSP90A).

Tabla X. Resultados de los mecanismos de accion de la microbiota oral en cancer de

colon.

ARTICULO

BACTERIA

MEDIO

VIAS
SENALIZACION

DNA

1.Relationship
between
Fusobacterium
Nucleatum
inflammatory
mediators and
microRNAS in
colorectal
carcinogenesis

Fusobacterium
Nucleatum

Reconocimiento de
TLR y activacion de
la via NF-xB

Fad A activa la via de
la B-catenina

Fap2 (lectina de FN)
aumenta la
inflamacién
inmunomediada
Activacion las vias
JAK / STAT y MAPK
/ ERK

Inestabilidad de
microsatélites
(MSI), el fenotipo
metilador de islas
CpG (CIMP) y
mutaciones en los
genes BRAFy
KRAS.

Metilacién aberrante
del ADN por
generacion de ROS.

2.Fusobacterium
Nucleatum as a
prognostic marker of
colorectal cancer in a
Japanese population

Fusobacterium
Nucleatum

Invasién mediante
Fad A, que se unea E
cadherina.

Inhibicion CD3:
Inmunidad tumoral
dependiente de
células T

Invasién mediante
Fad A FN que se une
a E-cadherina, activa
B-sefializacién de
catenina, y regula
diferencialmente las
respuestas
inflamatorias y
oncogeénicas.

3.Fusobacterium
Nucleatum associates
with stages of
colorectal neoplasia
development,
colorectal cancer and
disease outcome

Fusobacterium
Nucleatum

Aumento de la
expresién de ARNm
de las citocinas
proinflamatorias
TNF-aelL-1p
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4. Fusobacterium
Nucleatum promotes
colorectal
carcinogenesis by
modulating E-
Cadherin/ B-Catenin
signaling via its Fad A
adhesin

Fusobacterium
Nucleatum

Estimulacion de
expresion de genes
inflamatorios: NF-kB
y citocinas IL-6, 8 y
18

5. Fusobacterium
Nucleatum and T-cells
in colorectal
carcinoma

Fusobacterium
Nucleatum

Reclutamiento de
células supresoras
derivadas de
mieloides en el
microambiente
tumoral. Estas
inhiben la
proliferacion de
células T e induce su
apoptosis

6. Association of
Fusobacterium
Nucleatum with
clinical and molecular
features in colorectal
serrated pathway

Fusobacterium
Nucleatum

Metilacién de
MLH1

7. Berberine may
rescue Fusobacterium
Nucleatum-induced
colorectal
tumorogénesis by
modulating the tumor
microenvironment

Fusobacterium
Nucleatum

Aumento de niveles
de IL-17F /
21/22/23/31 y CD40L
Activacion vias JAK /
STAT y MAPK /
ERK

8. Fusobacterium
Nucleatum potentiates
intestinal
tumorogénesis and
modulates the tumor
immune
microenvironment

Fusobacterium
Nucleatum

Productos del
metabolismo de
aminoacidos
funcionan
como quimio
atrayentes de
células
mieloides.

Reduccién de
actividad enzimatica
de las proteinas de
reparacion de errores
de apareamiento
(MMR) provocando
el silenciamiento
epigenético de la
proteina MMR,
MLH1 por ROS e
inflamacién

Del total de articulos seleccionados, ocho informaban mecanismos de accion en la aparicion y/o

progresion de cancer colorrectal. Estos mecanismos son:

= Medio extracelular: Disminucion de la respuesta inmunolégica (quimiotaxis de células

mieloides).

= Viade sefializacion: Aumento de proliferacion, invasion, progresion y supervivencia celular
(activacion de la via NF-KB), aumento de la invasion tumoral (activacion de la via B-catenina

y E-cadherina), aumento de inflamacion inmunomediada (aumento de Fap2, KF-KB y IL-6,
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8 y 16), activacion de vias promotoras de inflamacion (vias JAK/STAT y MAPK/ERK),

evasion respuesta inmunitaria (inhibicién de CD3+ y reclutamiento de células supresoras

derivadas de mieloides).
= DNA: Mutaciones (inestabilidad microsatélites, metilacion DNA por ROS y de MLH1,

silenciamiento epigenético de proteinas MMR y MLH1), aumento expresién de genes
proinflamatorios (TNF-alfa e IL-1B)

Tabla XI. Resultados de los mecanismos de accion de la microbiota oral en cancer de

pancreas.
ARTICULO BACTERIA MEDIO VIAS DNA
SENALIZACION

1. Human oral Porphyromonas Activacion via TLR9

microbiome and Gingivalis, la cual actda con

prospective risk for Aggregatibacte receptor CCL11 el

pancreatic cancer: a r cual promueve la

population-based nested | actinomycetem proliferacion de las

case- control study comitans células neoplasicas.
Aumenta células T
reguladoras en el
microambiente
tumoral evadiendo
respuesta inmune.

2. Variations of oral Bacterias LPS promueve

microbiota are associated | gramnegativas activacion de NF-KB,

with pancreatic diseases la cual permite el

including pancreatic desarrollo y

cancer progresion del
cancer, en aspectos
€Omo supervivencia,
proliferacion, control
del ciclo celular,
angiogénesis e
invasion

3. Enrichment of oral Fusobacterium | El ambiente

microbiota in early cystic | Nucleatum hipoxico del

precursors to tumor contribuye

invasive pancreatic al aumento de la

cancer presencia de FN y

sus propiedades
tumorogénicas.

4. Intracellular Porphyromonas | Aumento de Aumenta via AKT,

Porphyromonas Gingivalis proliferacion aumentando

gingivalis Promotes the celular por expresion de ciclina

Tumorigenic Behavior of aumento de D1, aumentando

Pancreatic Carcinoma hipoxia. progresion celular.

Cells
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Modifica TLR2 de
células inmunes y
evade sus respuestas

with molecular features
and prognosis

5. Lactobacillus | Porphyromonas Bloquea la sefial de Bloguea P53
Attenuate the Progression | Gingivalis peligro extracelular, al mantenerlo
of Pancreatic Cancer aumentando la subfosforilad
Promoted by proliferacion y 0.
Porphyromonas supervivencia de Aumenta la
Gingivalis in K-rasG12D células epiteliales. produccion de
Transgenic Mice Esto lo hace citoquina
inhibiendo la TGF-B. Con
apoptosis intrinseca esto se
por activaciéon de via | Aumenta el
PI3K / Akt. factor de
Promueve la TEM transcripcion
(transicion epitelio Smad3
mesénquima) y promoviendo
estimula produccion el desarrollo
de Metaloproteinasa | tumoral.
9, via E-cadherina.
Produce anergia y
apoptosis de
linfocitos T por
aumento de
receptores B7.
6. Characterization of Neisseria, Baja pH, aumento | Aumento de Fad A
Oral Microbiome and Fusobacterium | metastasis. (factor cancerigeno
Exploration of Potential Nucleatum de FN), promueve
Biomarkers in Patients oncogénesis y via
with Pancreatic Cancer Wwhnt.
7. Association of Fusobacterium | Aumento de Produce
Fusobacterium species in | Nucleatum radicales libres, silenciamient
pancreatic cancer tissues IL-6 y TNF 0 epigenético

de proteina de
reparacion de
errores
MLH1y el
fenotipo
metilador de
islas CpG
(CIMP).

Del total de articulos seleccionados, siete informaban mecanismos de accion en la aparicion

y/o progresion de cancer de pancreas. Estos mecanismos son:

= Medio extracelular: Aumento de proliferacion bacteriana por disminucién de pH y aumento

de radicales libres, IL-6 y TNF.
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= Vias de sefializacion: Proliferacion de células neopléasicas (activacién via TLR9), evasién de

la respuesta inmunitaria y blogueo de sefial peligro extracelular (aumento de células T y

modificacion de TLR2), aumento de proliferacion, invasién, progresion y supervivencia

celular (aumento de TEM, MMP-9, activacion complejo proteico NF-KB y via AKT),

produccién de anergia (aumento de receptores B7) y activacion de oncogenes (aumento de

Fad A).

= ADN: Inhibicion de genes supresores de tumores (p53), promocion de desarrollo tumoral por

aumento de TGF-B, mutaciones (silenciamiento epigenético).

Tabla XII. Resultados de los mecanismos de accién de la microbiota oral en cancer de

esofago.
ARTICULO BACTERIA MEDIO ~ VIAS ) DNA
SENALIZACION
1. Porphyromonas | Porphyrom Estimula la TEM Aumenta expresion
gingivalis promotes | ona por: regulacion de TGF-B en células,
progression of esophageal | Gingivalis negativa de E- estimulando vias de
squamous cell cancer via cadherina y sobre SMAD y de GARP
TGFB-dependent expresion de N- promoviendo
Smad/YAP/TAZ signaling cadherinay el capacidades
inductor EMT Snail. | tumorales de
Ademas, provoca proliferacion,
aumento de MMP-9. | migracidn, invasiény
metéstasis.
2.Presence of | Porphyrom Activa vias JAK2 y | Acelera ciclo celular
Porphyromonas gingivalis | ona GSK3p, estimulando | mediante
in esophagus and its | Gingivalis un factor de | manipulaciéon de la

association with the
clinicopathological
characteristics and survival
in patients with esophageal
cancer

transcripcion(NF-xB
beta 0 CREB)

Aumenta produccion
de IL-6, estimulando
STATS3, con accion
protumoral en células
epiteliales.

Evasién de la
respuesta inmunitaria
mediante la
reduccionde laIL- 1B
de las células
epiteliales,
inactivando a los
CD8+, a través de la
secrecion de NDK.

actividad ciclina /
CDK (quinasa
dependiente de
ciclina)
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Inhibe apoptosis de
células  epiteliales
mediante activacion
de Jakl/Akt /Stat3,
Bcl2 (anti apoptotico)
Bax (pro apoptotico)

Reduce el nivel del
gen supresor tumoral
p53 al subfosforilarla

3.Human Microbiome | Fusobacteri Activacion de
Fusobacterium in | um quimiocinas.
Esophageal Cancer Tissue | Nucleatum “Interaccion

Is Associated with citocina-receptor de
Prognosis citocina” fue la via

maés regulada al alza
en el cancer de
eso6fago positivo para
F. nucleatum

Del total de articulos seleccionados, tres informaban mecanismos de accion en la aparicion

y/o progresion de cancer de esdfago. Estos mecanismos son:

« Vias de sefializacion: Promocion de capacidades tumorales de proliferacién, migracion,

invasion y metastasis (estimulacion de TEM, aumento de MMP-9, activacion de factor de
transcripcion NF-KB), evasion de la respuesta inmunitaria (disminucion IL-1B e inactivacion
de linfocitos CD8+), inhibicion apoptosis de células epiteliales (inhibicion vias Jak1/Akt
/Stat3, Bcl2 y Bax), y activacion de quimiocinas.

= DNA: Aceleracién de ciclo celular (manipulacion de la actividad ciclina/ CDK), aumento de
proliferacion, migracion, invasion y metastasis (aumento de TGF-B y Smad y GARP).

disminucién de genes supresores de tumores (p53).

5.5.1. Resumen de variables, distribucion por lugar de accion
Sintetizamos todos los mecanismos de accidn que encontramos en los diferentes tipos
de cancer segun lugar de accién. A modo de resumen presentamos una tabla para entregar la

informacion recolectada de manera simplificada.
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Tabla XIII. Tabla Resumen; mecanismos carcinogénicos generales de la microbiota

oral.

MECANISMOS CARCINOGENICOS GENERALES

MEDIO EXTRACELULAR

Tipo de cancer

Disminucién pH

Pancreas (30),

Oral(46)
Aumento radicales libres Péancreas(31),

Oral(39)
Aumento de un estado proinflamatorio, aumento de IL-6 y TNF Pancreas(31),

Oral(47)
Quimiotaxis de células mieloides Colorrectal(21)
Modificacion de colonias Oral(36)
Disminucién del sistema inmunolégico Oral(47)
Aumento de productos de fermentacion Oral(40)

VIAS DE SENALIZACION

Tipo de cancer

Activacion de via Wnt Oral(44),
Pancreas(30)
Interaccion con E cadherinas y B catenina Oral(37), Célon(18),
Esofago(32)
Interaccion con Factores de transcripcion: Stat 3, NF-KB, CreB Oral(35), Colon(17),
Esofago(33)
Activacion de vias MAPK Colon(23)
Activacion de via JAK, GSk3B, Stat Esdfago (33)
Estimulacion de Bcl2 (inhibe apoptosis) Esofago (33)
Inhibicién de p53 Esdfago (33)

Activacion de via PISK / Akt.

Pancreas (29)

Activacion de oncogenes (Fad)

Pancreas (30)

DNA

Tipo de cancer

Disminucidn e inhibicién de genes supresores de tumores Pancreas(31),
Oral(46),
Esofago(32)

Promocion del desarrollo tumoral Pancreas(29),
Eso6fago (32)

Mutaciones

Pancreas(31), Coélon
(17), Oral (41)

Aumento de genes proinflamatorios Célon (19)
Aumento de oncogenes Oral (46)
Aceleracion del ciclo celular Esofago (33)
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6. DISCUSION

En los ultimos afios ha aumentado el interés por conocer la relacion entre microbiota
oral y desarrollo del cancer. Estos estudios dejan en evidencia, principalmente, la asociacion
entre microbiota oral y la aparicion de cancer, sin abordar a fondo los diversos mecanismos
que utiliza esta microbiota para el desarrollo y/o progresion de la enfermedad. La evidencia
recopilada, registrada desde el afio 2012 y realizada con nuevas técnicas de estudio, ha
permitido conocer con mayor detalle los mecanismos de accion que utilizan las bacterias

orales, para alterar las células del huésped y generar carcinogénesis (12).

Los articulos seleccionados en nuestra investigacion presentaban una alta calidad
metodoldgica, por lo que es posible determinar que los resultados de las variables estudiadas

son confiables.

Determinamos los detalles involucrados en el proceso de carcinogénesis inducida por
bacterias, a través del estudio de 4 tipos de cancer: oral, colorrectal, pancreas y de esofago.
La gran mayoria de los articulos seleccionados, independiente del tipo de céncer,
coincidieron en varias formas de actuar de los microorganismos, por lo que podemos
determinar mecanismos comunes a diversas bacterias y a diversos tipos de cancer, aun

cuando existen mecanismos particulares para cada tipo de bacteria.

Los microorganismos registrados con mayor frecuencia corresponden a
Porphyromona Gingivalis y Fusobacterium Nucleatum. Ambos comensales se encuentran
relacionados a diversas enfermedades sistémicas, entre ellas el cancer (48). Fusobacterium
Nucleatum se vio involucrado en 18 de los 32 estudios seleccionados, representando el 57%
de los articulos y Porphyromona Gingivalis fue estudiada en 10 articulos, representando el
31% de ellos.

Los mecanismos mencionados anteriormente corresponden a la accion de la
microbiota en el medio extracelular o entorno tumoral, a la interaccion con receptores de
membrana o con vias de segundos mensajeros intracitoplasmaticas y aquellos que acttan de
forma directa sobre el material genético, ya sea con el DNA propiamente tal, o con sus

proteinas asociadas, generando cambios epigenéticos.
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La accion sobre el medio extracelular esta determinada, principalmente, por los
cambios tipicos de la inflamacion y la presencia de radicales libres, coincidiendo con las
teorias clasicas. Se afiade en esta oportunidad, la acidez producida por los microorganismos,
por ejemplo, debido a la fermentacion. La acidez es un conocido promotor de cambios
malignos en el microambiente tumoral, provocados por cambios en la actividad metabolica
de la célula tumoral y cambios de perfusion de los tejidos enfermos (49). Otro elemento a
considerar es que los hébitos del paciente pueden generar modificaciones en la microbiota
oral, lo que, a su vez, puede generar la aparicion de especies mas virulentas y nuevos cambios

en este. Entre los habitos més estudiados esta el rol de la dieta en el cancer (50).

En cuanto a las vias de sefializacion o vias de segundo mensajeros, son por lejos los
mecanismos mas estudiados. Estas fueron observadas en 23 de los 32 estudios, representando
casi el 72% de estos. Ademas, en varios estudios era posible identificar mas de una via
involucrada. En ellas se presentan acciones sobre receptores de membrana, como los TLR y
una gran cantidad de vias de sefializacion intracitoplasmaticas, donde las vias MAPK, via
JAK 'y via Akt son las mas frecuentes. Todas las vias que fueron identificadas deben confluir
en un factor de transcripcion, siendo STAT, NF-Kb y CREB los mas registrados en este

estudio.

La accion directa sobre el material genético es la variable en estudio menos
observada. De hecho, fue investigada en 14 de los 32 estudios, representando el 43% de estos,
debido, probablemente, a la dificultad de desarrollar estudios en este &mbito. Algunos de los
mecanismos encontrados corresponden a diferentes tipos de mutaciones, inactivaciéon de
genes supresores y aparicion de oncogenes. Sin embargo, sabemos que independiente del
sitio estudiado o elegido por la bacteria, todos estos mecanismos deben llegar al nlcleo y al

material genético para modificarlo.

Nuestros resultados presentan limitaciones: estan limitados al estudio de s6lo 4 tipos
de cancer, fueron realizados en poblaciones heterogéneas y ademas se observa una diversidad

de metodologia.

Finalmente, determinamos que la evidencia actual es suficiente para aseverar que la
microbiota oral tiene un rol en la carcinogenesis. Esto estaria determinado por 3 mecanismos

principales: alteracion del medio extracelular, activacion de vias de segundos mensajeros y
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afectacion del DNA. Esperamos que en el futuro el conocimiento de estos mecanismos sea
incluido dentro de los factores bioldgicos de la carcinogéenesis y puedan ser utilizados como

una valiosa herramienta en la deteccion temprana de esta enfermedad.
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