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Resumo

O cancro esofagico ¢ a oitava patologia oncologica mais frequente e a sexta principal
causa de morte por cancro mundialmente (Chen, Yuan, Lu, Zhang, Jin & Ye, 2017). Os
tumores esofagicos leves sdo raros, ¢ a sua forma maligna que aparenta ser mais frequente
(Malinowski, Wesierska, Sokolowska & Zalewska, 2019). A microbiota oral parece ter
influéncia nas duas formas de malignidade desta neoplasia, no adenocarcinoma do eso6fago

(ACE) e no carcinoma de células escamosas do esofago (CCEE).

Na cavidade oral, iniimeras bactérias formam uma comunidade bacteriana complexa
e estavel, que pode desempenhar um papel importante nas doencas orais e sistémicas.
Considerando que a microbiota oral ¢ constantemente deglutida com a saliva é razoavel
considerar que esta migragdo de bactérias orais, pode contribuir para a carcinogénese

esofagica (Shinya, Toru, Kenji, Mikari, Rie, Michiko, Yukie et al., 2019).

Existem evidéncias acumuladas de que a disbiose microbiana no trato digestivo
superior ¢ um fator de risco potencial na etiologia do cancro esofagico (Peters, Wu, Pei, Yang,
Purdue, Freedman, Jacobs et al., 2017). Estudos recentes revelam que, perante esta patologia,
a microbiota oral abriga uma diversidade microbiana geral diminuida em paralelo com uma
alteracdo do consoércio microbiano, com um enriquecimento de bactérias como
Porphyromonas gingivalis, Fusubacterium nucleatum, Treponema denticola e Tannerella
forsythia. Estas bactérias parecem participar na carcinogénese através de diferentes
mecanismos, podendo inibir a apoptose, ativar a proliferacdo celular, promover a invasio
celular, induzir inflamagao crénica e a produgdo de carcinogéneo (Qi, Jiao, Chen, Kong, Gu,

Liu, Feng et al., 2020).

Neste contexto, o objetivo desta revisdo da literatura foi avaliar, através de uma
revisdo bibliografica dos ultimos 15 anos, nas bases de dados PUBMED, B-On, Google
Académico, Cochrane, os possiveis mecanismos que associam algumas das bactérias da

microbiota oral com os estagios de iniciagdo, promoc¢ao e progressao do cancro do eséfago.

Palavras-chave: Cancro esofdgico, Microbiota oral, Adenocarcinoma do esofago,

Carcinoma de células escamosas do esofago.






Abstract

Esophageal cancer is the eighth most frequent cancer and the sixth leading cause of
cancer death worldwide (Chen, Yuan, Lu, Zhang, Jin & Ye, 2017). Mild esophageal tumors
are rare, it is their malignant form that appears to be more frequent (Malinowski, Wesierska,
Sokolowska & Zalewska, 2019). The oral microbiota seems to influence the two forms of
malignancy of this neoplasm, esophageal adenocarcinoma (EAC) and esophageal squamous

cell carcinoma (SCC).

In the oral cavity, numerous bacteria form a complex and stable bacterial community
that can play an important role in oral and systemic diseases. Considering that the oral
microbiota is constantly swallowed with saliva, it is reasonable to consider that this migration
of oral bacteria may contribute to esophageal carcinogenesis (Shinya, Toru, Kenji, Mikari,

Rie, Michiko, Yukie et al., 2019).

There is mounting evidence that microbial dysbiosis in the upper digestive tract is a
potential risk factor in the etiology of esophageal cancer (Peters, Wu, Pei, Yang, Purdue,
Freedman, Jacobs et al., 2017). Recent studies reveal that, in view of this pathology, the oral
microbiota harbors a general microbial diversity decreased in parallel with an alteration of
the microbial consortium, with an enrichment of bacteria such as Porphyromonas gingivalis,
Fusubacterium nucleatum, Treponema denticola and Tannerella forsythia. These bacteria
seem to participate in carcinogenesis through different mechanisms, being able to inhibit
apoptosis, activate cell proliferation, promote cell invasion, induce chronic inflammation and

carcinogen production (Qi, Jiao, Chen, Kong, Gu, Liu, Feng et al., 2020).

In this context, the objective of this literature review was to evaluate, through a
literature review of the last 15 years, in the databases PUBMED, B-On, Academic Google,
Cochrane, the possible mechanisms that associate some of the bacteria of the oral microbiota

with the stages of initiation, promotion and progression of esophageal cancer.

Keywords: Esophageal cancer, Oral microbiota, Esophageal adenocarcinoma, Esophageal
squamous cell carcinoma.
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Introdug¢do

L. Introducao

O cancro ¢ um dos problemas mais significativos no mundo moderno, que
preocupa toda a populagdo. Nos paises desenvolvidos ¢ a segunda maior causa de morte,
depois das doencas cardiovasculares, com uma taxa de mortalidade relativamente

elevada.

O cancro esofagico (CE) ¢ a oitava patologia oncologica mais frequente e a sexta
principal causa de morte por cancro em todo o mundo (Gao, Li, Ma, Liang, Shan, Zhang,
Zhu et al., 2016). Os tumores esofagicos leves sdo raros, ¢ a sua forma maligna que
aparenta ser mais frequente, integrando 2% de todos os tumores malignos. Existem duas
formas de malignidade: o carcinoma de células escamosas (90% dos casos) e o
adenocarcinoma (10%). Atualmente existe uma tendéncia para a queda do carcinoma de
células escamosas € um aumento do adenocarcinoma (Gluszek, Kot, Kotucha, Stepien &

Koziel, 2014). e —

Todos os anos, ocorrem 12,7 milhdes de novos casos de cancro em todo o mundo,
e cerca de 16,1% estdo ligados a infe¢des. Aproximadamente 15% a 20% dos tumores
humanos sao induzidos por processos inflamatérios (Francescone, Hou & Grivennikov,

2014).

A microbiota oral consiste em >700 espécies bacterianas (Filoche, Wong &
Sissons, 2010; Ikeda, Shiba, Ikeda & Suda, 2019), das quais varias bactérias especificas
foram identificadas como patogenos periodontais, como o complexo vermelho
(Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia) (Pérez-
Chaparro, Gongalves, Figueiredo, Faveri, Lobdo, Tamashiro, Duarte & Feres,

2014). Estas bactérias periodontogénicas interrompem a homeostasia do hospedeiro,

contribuindo assim para o desenvolvimento da doenga.

Ao longo dos anos, tem vindo a ser cada vez mais evidente que a doenga
periodontal e perda de dente estdo associadas a um risco aumentado de doengas

sistémicas, incluindo diabetes, doenca cardiovascular, cancro GI (gastro-intestinal),
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Introdug¢do

(Michaud, Lu, Peacock-Villada, Barber, Joshu, Prizment, Beck et al., 2017) e outras
doengas e condi¢des (Winning & Linden, 2015; Loos, 2016). Esta bem estabelecido que
a infecdo bacteriana resultante da disbiose da microbiota oral ¢ a principal causa da
doenga periodontal (Hajishengallis, Darveau & Curtis, 2012). A inflamacdo cronica e
desregulagdo imunologica resultante de bactérias orais ou dos seus produtos pode ter
efeitos sistémicos, que podem ser os fatores latentes associados a saude e a doenca (Ahn,
Chen & Hayes, 2012; Mascitti, Togni, Troiano, Caponio, Gissi, Montebugnoli,
Procaccini et al., 2019).

Estudos epidemiolodgicos, tém vindo a determinar varios fatores de risco bem
definidos para o cancro, incluindo idade, hereditariedade, dieta, consumo de tabaco,
infecoes virais cronicas e a inflamacao. Paradoxalmente, o sucesso desses estudos deixou
pouco espago para a incorporacdo de quaisquer novos fatores ou agentes causais e,
consequentemente, a ideia de que uma infecao bacteriana poderia contribuir para o cancro
foi geralmente desconsiderada. No entanto, estudos marcantes no inicio da década de
1990 estabeleceram o Helicobacter pylori como um agente causador da oncologia
gastrica, resultando numa mudanca de paradigma no que respeita a relacdo entre agentes
microbianos e diferentes cancros (Kim, Ruiz, Carroll & Moss, 2011). De facto, em 1994,
a H. pylori (Helicobacter pylori) tornou-se a primeira espécie bacteriana a ser
oficialmente reconhecida pela Organizagao Mundial da Satide como uma causa definitiva
de cancro em humanos. Desde entdo, tem havido um crescente aumento de evidéncias
que apoiam uma associagdo entre microorganismos especificos, incluindo aqueles na

cavidade oral, e varios tipos de patologias oncologicas.

A cavidade oral ¢ habitada por comunidades multiespécies complexas que
geralmente existem num estado imunoinflamatério de equilibrio com o hospedeiro
(Hajishengallis & Lamont, 2012). Certas espécies, como Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis), podem perturbar esse equilibrio, resultando numa interacdo disbidtica
hospedeiro-microbiota. Subsequentemente, outros constituintes da comunidade, como
Fusobacterium nucleatum, podem tornar-se oportunisticamente patogénicos. O efeito
associado de uma comunidade microbiana disbidtica com uma resposta imune

desregulada acaba por causar a doenga periodontal (Hajishengallis & Lamont, 2012).
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Introdug¢do

Estes organismos periodontais tém vindo a surgir como ponto focal para o

desenvolvimento da associacdo entre a microbiota oral e a carcinogénese.

A carcinogénese ¢ um processo com vdrias fases e de longa duracao, pelo qual se
inicia o desenvolvimento de cancro. Envolve mutacdes que contribuem para a
destabiliza¢do do citoesqueleto e perda de adesdo entre células. Estas alteracdes ocorrem
sob a influéncia de substancias cancerigenas que podem advir de espécies bacterianas
(Malinowski, Wesierska, Sokolowska & Zalewska, 2019). A carcinogénese consiste em
trés fases: inicia¢do, promogao e progressao. Na fase de iniciagdo, ocorre uma mutacao
que ¢ irreversivel e € transmitida as células-filhas. Morfologicamente, manifesta-se por
hiperplasia ou displasia. No estagio seguinte, ocorre a promogao, o acumulo de mudancas
genéticas e epigenéticas. Estas levam a transformag¢@o de uma célula mutada numa célula
cancerigena. Tal célula sofre divisdes descontroladas e é caracterizada por uma baixa
capacidade de diferenciagdo. E caracterizada por um aumento de mobilidade, invasio
celular e perda de integridade das células vizinhas. A ultima fase ¢ a progressdo em que
as c¢lulas cancerigenas adquirem a capacidade de infiltrar tecidos e de metastizar. Estas
células tornam-se insensiveis a fatores regulatorios, desenvolvem-se de forma
independente, sem influéncia de fatores de crescimento e hormonas. Quando se inicia a
angiogénese as células cancerigenas secretam fatores de crescimento autocrinos e
péptidos que estimulam células saudaveis a produzir agentes que aumentam a

proliferacdo das células cancerigenas (Malinowski et al., 2019).

A carcinogénese de alguns tipos de cancro tem vindo a ser associada a inflamagao
crénica com inicio na cavidade oral e mobilizagdo dos mediadores inflamatorios para
diferentes locais do corpo humano. Associacdo do efeito carcinogénico com a mediacao
direta de bactérias periodontais, quer por a¢do direta nas células orais, quer por migracao
bacteriana oriunda da cavidade oral tem vindo a ser estudado (Hoare, Soto, Rojas-Celis

& Bravo, 2019).

Embora os processos inflamatérios ocorram localmente na cavidade oral, varios
estudos determinaram que a inflamagao cronica durante as doengas periodontais ou a
disseminagd@o de componentes bacterianos pode causar vérias doengas extra-orais. Foi

demonstrado que os pacientes afetados pela doenca periodontal t€ém maior risco de sofrer
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de algum tipo de cancro (Wu, Cen, Kaplan, Zhou, Lux, Shi & He, 2015); especificamente,
uma associagdo positiva entre doenga periodontal e cancros orodigestivos (oral,
esofagico, gastrico, colon e pancreatico) foi bem estabelecida (Corbella, Veronesi,
Galimberti, Weinstein, Fabbro & Francetti, 2018; Fitzpatrick & Katz, 2010), bem como
outros tipos de cancro, como mama, prostata e bexiga (Herrero, Fernandes, Verspecht,
Ugarte-Berzal, Boon, Proost, Bernaerts et al., 2018; Dizdar, Hayran, Guven, Yilmaz,
Taheri, Akman, Bilgin et al., 2017). Uma explicacdo mais profunda de tais associagdes e
possiveis mecanismos envolvidos nessas associacdes serd abordada nos capitulos

seguintes.

A etiologia do cancro ¢ extremamente complexa e bactérias
periodontopatogénicas como a F. nucleatum, P. gingivalis, T. denticola, A.
actinomycetemcomitan ¢ a T. forsythia, t€m suscitado especial interesse na sua etiologia
(Nieminen, Listyarifah, Hagstrom, Haglund, Grenier, Nordstrom, Uitto et al., 2018). Das
espécies bacterianas associadas a periodontite a P. gingivalis ¢ a bactéria com maior

relagcdo ao cancro orodigestivo (Hoare et al., 2019).
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I1. Desenvolvimento
1. Mecanismos que apoiam a relacio entre bactérias orais e a

carcinogénese

Alguns tipos de cancro tém sido associados a relag@o entre a carcinogénese € a
inflamacdo cronica gerada na cavidade oral conduzindo a concomitante mobilizacdo de
mediadores inflamatorios para locais distais no corpo humano (Fitzpatrick & Katz,
,2010; Yao, Zhou, Peng, Ji & Liu, 2014), enquanto outros estudos a associaram a um
efeito carcinogénico direto mediado por espécies bacterianas associadas a periodontite,
diretamente nas células orais ou por migra¢ao da cavidade oral (Li, Kolltveit, Tronstad &

Olsen, 2000).

Sob certas circunstancias, o estado homeostatico da flora bacteriana oral pode ser
perdido, resultando numa "mudanga ecologica" ou "disbiose" caracterizada por maior
abundancia de bactérias patogénicas e expressao de propriedades de viruléncia (Do,
Devine & Marsh, 2013; Zarco, Vess & Ginsburg, 2012). Posteriormente, esses patdgenos
tornam-se capazes de causar doencas dentro e fora da cavidade oral, revertendo a relagao
da microbiota oral com o hospedeiro de simbiotica para parasitaria (Parahitiyawa, Scully,
Leung, Yam, Jin, Samaranayake, 2010). A associacao de diferentes microrganismos, em
vez de uma espécie, geralmente estd envolvida na causa da doenca (Darveau, 2010).

Curiosamente, apesar da disseminacao natural de bactérias orais devido a
degluticao de saliva, que contém um grande nimero de bactérias, explicando, portanto, o
seu envolvimento no trato orodigestivo (Nasidze, Li, Quinque, Tang, & Stoneking, 2009;
Socransky & Haffajee, 2015), também ha evidéncias que mostram a sua disseminagdo
através da corrente sanguinea (Brook, 2010). A disseminagdo sistémica de bactérias orais
apos atividades de rotina ou procedimentos odontoldgicos foi relatada precocemente por
Cobe em 1954. Particularmente, a libertagdo de bactérias anaerdbicas orais para a
circulagdo sanguinea apds algumas atividades didrias, como escovar os dentes, passar o
fio dentario, durante a mastigacdo (Tomas, Diz, Tobias, Scully & Donos, 2012), e
também imediatamente apds procedimentos terapéuticos orais, como o alisamento
radicular (Lafaurie, Mayorga-Fayad, Torres, Castillo, Aya, Baron & Hurtado, 2007).

Portanto, a cirurgia dentéria ou oral ¢é considerada um fator predisponente para
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bacteriemia anaerobica em adultos e criancas (Goldstein, 1996; Finegold, 1977).
Essas bacteriemias sdo geralmente polimicrobianas, com maior numero de bacilos Gram-
negativos e espécies dos géneros Peptostreptococcus, Clostridium, Fusobacterium, entre
outros (Brook, 2010).

Num estudo realizado por Kageyama e colaboradores em 2019, foi examinada a
diversidade bacteriana da microbiota salivar em pacientes com diferentes cancros do trato
digestivo. A saliva de pacientes com cancro de lingua, faringe e es6fago demonstrou
diversidade bacteriana significativamente maior em comparagdo com os individuos do
grupo de controlo. A abundancia relativa Porphyromonas gingivalis foi
significativamente maior em todos os grupos de pacientes com cancro do sistema
digestivo. Em pacientes com cancro da lingua e faringe, a F. nucleatum, Streptococcus
parasanguinis e espécies de Neisseria também foram mais abundantes. Os pacientes com
oncologia gastrica exibiram alta abundancia relativa correspondente as espécies de
Neisseria e os pacientes com cancro colorretal apresentaram alta abundancia relativa
correspondente a Actinomyces odontolyticus. E interessante notar que algumas das
bactérias eram caracteristica comum entre as varias oncologias, embora as distancias da
cavidade oral de cada variassem.

F. nucleatum (Fusobacterium nucleatum) faz parte da microbiota subgengival e
estd presente na maioria dos individuos mantendo o seu equilibrio saude/doenga,
provavelmente atuando como um catalisador metabolico para toda a comunidade.
Curiosamente, foram relatadas extensas evidéncias que associam a bacteriemia causada
por F. nucleatum com malignidade subjacente (Afra, Laupland, Leal, Lloyd & Gregson,
2013). Particularmente, F. nucleatum ¢é considerado um fator de risco para cancro
colorretal (CCR) (Gholizadeh, Eslami & Kafil, 2017; Flanagan, Schmid, Ebert, Soucek,
Kunicka, Liska, Bruha et al., 2014; Shang & Liu, 2018), uma vez que a bactéria estéd
super-representada em tecidos tumorais colorretais versus tecidos normais em pacientes
com CCR (Kostic, Gevers, Pedamallu, Michaud, Duke, Earl, Ojesina et al., 2012; Mima,
Nishihara, Qian, Cao, Sukawa, Nowak, Yang et al., 2016); além disso, cargas mais
elevadas da bactéria foram encontradas no CCR em comparacao com lesdes pré-malignas
(Flanagan et al., 2014). E importante notar que como a bactéria é encontrada juntamente
com outras espécies orais no CCR, como Parvimonas micra, Peptostreptococcus

stomatis, Gemella morbillorum, Porphyromonas spp, Leptotrichia spp. E Campylobacter
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spp., sugere fortemente que a fonte microbiana ¢, de facto, a cavidade oral (Warren,
Freeman, Pleasance, Watson, Moore, Cochrane, Allen-Vercoe et al., 2013; Drewes,
White, Dejea, Fathi, Iyadorai, Vadivelu, Roslani et al., 2017). Mais recentemente, F.
nucleatum também foi associado a outras neoplasias como cancro oral (Gholizadeh,
Eslami & Kafil, 2017), com niveis mais elevados desta espécie encontrados em pacientes
com carcinoma epidermoide oral (CEO) em comparagdo com controles (Hooper, Crean,
Fardy, Lewis, Spratt, Wade & Wilson, 2007; Pushalkar, Ji, Li, Estilo, Yegnanarayana,
Singh, Li et al., 2012). Semelhante ao CCR, outras bactérias associadas a periodontite,
como Dialister spp., Peptostreptococcus spp., Filifactor spp., Treponema spp. E
Parvimonas spp., também se encontravam exacerbadas nesses tumores (Zhao, Chu,
Huang, Yang, Ran, Hu, Zhang et al., 2017). O efeito combinado de tais espécies, torna-
se interessante, ja que pode contribuir para a transformacao celular.

Notavelmente, P. gingivalis é a bactéria oral mais comumente associada ao cancro
do trato orodigestivo e provavelmente tem um efeito crescente na mortalidade (Atanasova
& Yilmaz, 2014; Ahn, Segers & Hayes, 2012). Entre esses cancros, P. gingivalis mostra
uma forte correlacao com Carcinoma oral de células escamosas bem como com o cancro
pancreatico (Atanasova & Yilmaz, 2014). Esta espécie foi encontrada em tecidos
tumorais de pacientes com carcinoma oral das células escamosas (CCE) juntamente com
outros anaerobios orais como, Veillonella, Fusobacterium, Prevotella, Actinomyces e
Clostridium (Nagy, Sonkodi, Szoke, Nagy & Newman, 1998), indicando que um efeito
combinado de multiplas espécies bacterianas pode estar envolvido na carcinogénese.
Resultados semelhantes foram observados no carcinoma de células escamosas gengival,
onde P. gingivalis estda aumentado em comparacdo com tecidos normais (Katz, Onate,
Pauley, Bhattacharyya & Cha, 2011), provavelmente devido a sua capacidade invasiva.
Na verdade, a invasao de tecidos ¢ provavelmente uma das formas mais significativas de
disseminacgdo de bactérias orais, uma vez que F. nucleatum e P. gingivalis - as espécies
orais mais associadas aos cancros orodigestivos - invadem os tecidos gengivais e foram
encontrados compondo de 15% a 40 % do total de bactérias no tecido gengival obtido de
lesdes periodontais (Baek, Ji & Choi, 2018). E provavel que a ocorréncia de ambas as
espécies no tecido aconteca como consequéncia de uma interagdo intima entre elas na

cavidade oral e provavelmente também em locais extra-orais.
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Evidentemente, a presenca de uma Unica bactéria no tecido tumoral ndo ¢é
necessariamente indicativa do seu papel na doenca. Uma andlise metatranscriptomica
recente mostrou que, embora P. gingivalis e F. nucleatum estivessem ativos em locais de
tumor CCE em comparacdo com locais de tumor de controle saudavel, apenas F.
nucleatum mostrou uma diferenca significativa na atividade transcricional (através da
analise LEfSe - Linear discriminant analysis Effect Size) (Yost, Stashenko, Choi,
Kukuruzinska, Genco, Salama, Weinberg et al., 2018). Isso indica que as diferentes
espécies tém um papel em diferentes estagios da tumorigénese ou que as interacdes
proximas entre as espécies microbianas nos tecidos tumorais podem modificar a
expressdo genética dos companheiros, como foi demonstrado num modelo de
comunidade multiespécie in vitro (Kuboniwa, Hendrickson, Xia, Wang, Xie, Hackett &
Lamont, 2009; Frias-Lopez & Duran-Pinedo, 2012).

Todas estas informagdes sdo relevantes, ja que além de P. gingivalis, outras
bactérias relacionadas a periodontite foram associadas a cancros orodigestivos. Enquanto
que A. actinomycetemcomitans (Aggregatibacter actinomycetemcomitans) se
correlaciona com um aumento do risco de cancro pancreatico (Fan, Alekseyenko, Wu,
Peters, Jacobs, Gapstur, Purdue et al., 2018) T. denticola (Treponema denticola) foi
detetada tanto no carcinoma de células escamosas da lingua (Nieminen, et al., 2018)

quanto nos tecidos do cancro esofagico (Narikiyo, et al., 2004).

A questdo de como estas espécies interagem entre si na carcinogénese nao foi
totalmente compreendida. Nao foi elucidado como as bactérias orais migratorias afetam
o microbioma local em sitios distais e, portanto, alteram as respostas das células
hospedeiras. Embora os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do cancro por
bactérias periodontopatogénicas ndo esteja completamente elucidado, sabe-se que a
inflamagdo local provocada por estas bactérias leva a alteragdes celulares (Hoare et al.,

2019).

Entre todas as espécies periodontopatogénicas encontradas em tecidos tumorais
sO existe informagao sobre a potencial acdo carcinogénica de algumas delas (Hoare et al.,

2019).
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Zhang e colaboradoes (2018) sugerem trés mecanismos de agdo da microbiota
oral na patogenicidade do cancro (Figura 1). A primeira ¢ a estimulagdo bacteriana da
inflamagao cronica. Mediadores inflamatorios produzidos neste processo causam ou
facilitam a proliferacao celular, mutagénese, ativacdo oncogénica e a angiogénese. Em
relacdo ao segundo mecanismo, as bactérias podem influenciar a patogenicidade do
cancro ao afetarem a proliferacdo celular, rearranjos do citoesqueleto, ativacdo de NF-
kB, e inibi¢do da apoptose celular. O terceiro mecanismo passa pela producdo, por
bactérias, de substancias que podem ser carcinogénicas (Zhang, Wang, Li, Ni, Du & Yan,

2018).

Bacterial infection
o A

|l T

Chronic Anti-apoptotic Cancerogenic
inflammation activity substances

CANCER

Fig. 1. A influéncia das bactérias orais na patogénese do cancro.
(Adaptado de Karpinski, 2019)

1.1. Porphyromonas Gingivalis

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), ¢ uma das varias espécies bacterianas da
cavidade oral, ¢ uma bactéria anaerdbia gram-negativa (Haffajee, 1994) e estd altamente
associada a doenca periodontal (Dzink, 1988). Recentemente, varios graus de associacdes
entre P. gingivalis e cancros do sistema digestivo, incluindo carcinoma de células
escamosas oral na cavidade oral, carcinoma escamoso esofagico no trato digestivo e

cancro pancreatico, foram exibidos em vérios estudos clinicos e experimentais.
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A correlacdo entre a mortalidade por oncologias orodigestivas e P. gingivalis foi
primeiramente ilustrada num estudo de coorte de Ahn et al (2012), que identificou que P.
gingivalis também atuaria como um marcador microbiano cheio de valor em tais

carcinomas.

E importante notar também que o ADN gendémico (ADNg) de P. gingivalis foi
detetado em niveis elevados em patologias oncoldgicas do trato digestivo superior,
incluindo no cancro do es6fago (Yuan, Liu, Kong, Gu, Qi, Wang, Sun, etal., 2017). Além
disso, P. gingivalis foi mais abundante na saliva de pacientes com cancros do trato

digestivo, especialmente cancro de lingua, faringe e esofago.

A presenca prolongada de P. gingivalis na cavidade oral pode infetar células epiteliais
gengivais, interromper o ciclo celular e as respostas imunologicas do hospedeiro, bem
como a apoptose celular. A apoptose € um processo altamente regulado de delecao celular
que esta envolvido no desenvolvimento, diferenciagdo, homeostase e regulacao da funcao
imunologica. A disfuncao ou desregulacao do programa apoptotico esta envolvida numa
variedade de condi¢des patologicas, incluindo doencas autoimunes e cancro (Fadeel &

Orrenius, 2005).

1.1.1. Atividade Anti-apoptdética

Geralmente, a apoptose mantém a integridade dos tecidos e 6rgdos normais em
resposta a danos no ADN (Acido Desoxirribonucleico), stress celular ou expressio de
oncogenes pela erradica¢do das células danificadas, bloqueando assim o crescimento do
tumor (Croce, 2008; Nikoletopoulou, Markaki, Palikaras & Tavernarakis, 2013).
Também ¢ necessario para manter a homeostase do tecido e controlar as func¢des do
sistema imunoldgico (Adams & Cory, 2007).

Porphyromonas gingivalis atua antiapoptoticamente por meio da modulacdo de vérias

vias (Gholizadeh, Eslami, Yousefi & ET, 2016).

Existem duas principais vias apoptdticas que operam por meio da ativacdo de uma

familia de proteases de cisteina chamadas caspases: a via mediada por mitocondrias ou
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intrinseca (Fig. 2); e a morte mediada por recetor [por exemplo, recetor do fator de
necrose tumoral (TNF) e Fas] ou via extrinseca (Hail, Carter, Konopleva & Andreeff,
2006). A via intrinseca da apoptose mitocondrial ¢ afetada através da ativacao da via de
sinaliza¢do JaK1/Akt/STAT3 (Janus Kinase 1/Proteina quinase B/Signal transducer and
activator of transcription 3) (Hoare et al., 2019; Whitmore & Lamont, 2014). Ativa
também a via do P13K/AKT, inibe a libertagao de citocromo c e reducdo da expressdo de

proteinas pro-apoptoéticas (Hoare et al., 2019).
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Fig. 2. Via mitocondrial da apoptose. Apaf-1, fator de ativagao de protease associada a apoptose 1; Bak,
assassino de antagonista homologo de Bel-2; Bax, proteina X associada a Bel-2; Bel-2, linfoma 2 de células B;
Bcl-xL, linfoma Bcl-2 extra grande; Mcl-1, leucemia de células mieloides 1; PUMA, modulador de apoptose
regulado positivamente por p53.

(Adaptado de http://www.biooncology.com/research-education/apoptosis/).

A infegdo de células epiteliais por P. gingivalis intracelular resulta na fosforilagao
de JAK1 (Janus Kinase 1) e STAT3. A via JAK-Stat transmite sinais polipeptidicos
extracelulares, frequentemente citocinas, diretamente para os promotores do gene alvo
(Aaronson & Horvath, 2002). Os JAKs sdo ativados por autofosforilacio e

posteriormente ativam Stats por fosforilagcdo da tirosina. Este fendmeno esta associado a
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regulagdo positiva dos genes de anti-apoptose Bcl-2 (linfoma 2 de células B), Bfl-1 (Bcl-
2-related protein Al) e Survirina (Handfield, Mans, Zheng, Lopez, Mao, Progilske-Fox,
Narasimhan, et al., 2005) e a regulagao negativa do gene da pro-apoptose Bax (proteina
X associada a Bcl-2) (Nakhyjiri, Park, Yilmaz, Chung, Watanabe, El-Sabaeny, Park et al.,
2001). Todos esses genes estao envolvidos no controle da permeabilidade mitocondrial.
Consistente com estas respostas transcricionais, P. gingivalis ativa a pro-sobrevivéncia
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/via Akt e bloqueia a despolarizagdo da membrana
mitocondrial, a liberacdo do citocromo ¢ (Yilmaz, Jungas, Verbeke & Ojcius, 2004) e,
por sua vez, a ativagao da cascata das caspases a jusante. Portanto, a atividade anti-
apoptotica primaria de P. gingivalis € através da modulacdo das vias intrinsecas da morte
celular. Esta falha no mecanismo celular, causada por P. gingivalis, ¢ ativagao do
mecanismo anti-apoptotico, da inicio a proliferacdo anormal das células como ¢

caracteristico nas patologias oncologicas.

No que respeita a supressdo da apoptose, P. gingivalis também atua ao acelerar a
progressdo da fase S do ciclo celular ao manipular a atividade da ciclina/CDK (cinase
dependente da ciclina) e reduzindo o nivel do supressor tumoral p53 (proteina supressora
de tumor) (Kuboniwa, Hasegawa, et al., 2008). As ciclinas sdo proteinas nucleares que
sdo expressas transitoriamente para ativar CDK’s (Bloom & Cross, 2007). As ciclinas e
os CDK’s formam complexos que proporcionam a progressdo do ciclo celular. A
expressao da ciclina A, essencial para o controle do ciclo celular nas transi¢cdoes G1/S
(inicio) e G2/M (mitose), ¢ aumentada por P. gingivalis. Além disso, CDK2, que mostra
atividade méxima durante as fases S e G2 (Malumbres & Barbacid, 2005), embora
reduzido em quantidade, ¢ ativado pela fosforilagdo de um residuo de treonina (Thr160).
Segundo um estudo realizado por Kuboniwa e colaboradores (2008), os niveis de CDK4
e CDK®6, que regulam a transicdo G1/S, revelam-se elevados nas células infetadas,
enquanto que foram diminuidos os niveis de INK4 (inibidor CDK4/6) que induz a
interrupcao do ciclo celular nas fases G1 e G2. A ciclina D, que regula a progressao

através de G1, foi reduzida apds a infe¢do por P. gingivalis.

A infecdo de GEC (células epiteliais gengivais) com P. gingivalis resultou numa

redugdo dos niveis de p53. O p53 ¢ um supressor de tumor que desempenha um papel
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importante na resposta celular ao dano do ADN e outras aberragdes gendmicas, a sua
ativagdo pode levar a interrupgdo do ciclo celular e reparagdo do ADN ou a apoptose
(Vousden, 2006). O p53 ¢ estabilizado e ativado por fosforilagdo em varios locais através
da acdo de quinases como Chk2, Aurora A, CKldelta (Casein kinase 1 delta) e
CKlepsilon (Casein kinase 1 epsilon) (Knippschild, Milne, Campbell, Maggio,
Christenson, Hoekstra & Meek, 1997). Todas essas quinases foram reguladas
negativamente por P. gingivalis, ¢ o p53 restante foi subfosforilado em Ser392
(Invitrogen Anti-Phospho-p53) em células infetadas em comparag@o com controles ndo
infetados. Assim, tanto o nivel quanto a atividade de p53 sao diminuidos por P. gingivalis,
congruente com o aumento da taxa de proliferagdo de GEC infetado.

MicroRNAs (miRNAs) sdo moléculas de ARN (Acido Ribonucleico) pequenas
(20-23 nts) e ndo codificantes que influenciam negativamente a expressao genética ao se
ligar a ARNm’s (ARN mensageiros) e, assim, promover a degradacdo do ARNm alvo ou
bloquear sua tradugao em proteina. Dessa forma, atuam como reguladores-chave de uma
ampla variedade de mecanismos celulares e processos fisiologicos, como progressao do
ciclo celular, divisao celular, apoptose € necroptose. Estudos recentes demonstraram que
numerosos miRNAs podem afetar fortemente a expressao de genes pro e anti-apoptoticos,
oncogenes, genes relacionados com a necroptose (Li, Hashimi, Good, Cao, Duan,

Plummer, Mellick et al., 2012).

A P. gingivalis modula a expressdo de microRNAs (miRs), nas células epiteliais.
A regulagao positiva de miR-203 (Micro 4cido ribonucleico 203) leva a inibi¢do direta o
supressor de sinalizacdo de citocina 3 (SOCS3). SOCS3 pode desempenhar um papel de
inibicdo da sinalizacdo JAK/STATS3, reduz a liberacdo de citocromo ¢ e bloqueia a
ativacdo da caspase-9 e caspase-3 que se correlacionam positivamente com a apoptose
(Zhou & Luo, 2019). Esses resultados sugerem um papel do miRNA na patogénese de P.
gingivalis, contribuindo para a modulagdo das respostas imunes das células hospedeiras

e facilitando a persisténcia bacteriana (Moffatt & Lamont, 2011).

A infecdo por P. gingivalis induz a expressdo do recetor B7-H1 (recetor da
familia B7 homologo 1) que pertence a familia B7 e desempenha um papel regulador

significativo na rea¢do imunologica (Dong, Zhu, Tamada & Chen, 1999; Freeman, Long,
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Iwai, Bourque, Chernova, Nishimura, Fitz, et al., 2000), sugerindo que este patogeno esta
envolvido na transferéncia para o distante e avango da graduagdo nuclear de células de
carcinoma (Groeger, Domann, Gonzales, Chakraborty & Meyle, 2011). Por outro lado, o
sinal coestimulatério mediado pelos receptores B7-H1 pode motivar a inatividade e o
efeito apoptotico dessas células T ativadas, que subsequentemente conduz a evasao

imunologica (Dong, Strome, Salomao, Tamura, Hirano, Flies, Roche, et al., 2001).

Extracelularmente, a P. gingivalis também pode inibir a apoptose de células
epiteliais gengivais induzida pela ligacdo de ATP (Trifosfato de Adenosina) do subtipo
recetor purinérgico P2X7, que desempenha um papel critico na promogao do crescimento
celular, neovascularizagdo, metastase e secrec¢do de citocinas inflamatorias. Esta bactéria
mostrou competéncia para secretar a enzima anti-apoptotica, Nucleosideo Difosfato
Quinase (NDK) que catalisa a transferéncia de ortofosfatos de trifosfatos de nucleosideo
(ATP), para difosfatos de nucleosideo (ADP). Consequentemente, o patogénio inibe a
ativagdo dependente de ATP do recetor P2X7 e, assim, reduz a producao de interleucina-
1B e promove a tumorigénese. NDK também fosforila a proteina de choque térmico 27
(HSP27); a fosforilagdo de HSP27 e inativagao do recetor P2X7 inibem a apoptose.

A secrecao de NDK por P. gingivalis pode modular adicionalmente as espécies reativas
de oxigénio (ROS) induzidas por ATP e mitocondriais, bem como a resposta antioxidante
da glutationa gerada através do interatoma P2X7/NADPH-oxidase (Fosfato de
dinucleodtido de nicotinamida e adenina) (Choi, Spooner, DeGuzman, Koutouzis, Ojcius
& Yilmaz, 2013). ROS pode servir como um mediador chave na ativacdo de fatores de
transcri¢do associados a inflamagdo e desenvolvimento de cancro (Spooner & Yilmaz,
2011). Além disso, P. gingivalis produz cisteina proteinases denominadas gingipains, que
podem clivar a pré-enzima MMP-9 (Metaloproteinases da Matriz 9), transformando-a na
sua forma ativa madura. Este processo ¢ dependente de NF-kB. A ativagao de MMP-9
por gingipains causa degradacdo da estrutura da membrana basal, que promove a
migracdo e invasao das células do carcinoma (Inaba, Sugita, Kuboniwa, Iwai, Hamada,

Noda, Morisaki, et al., 2014).
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Fig. 3. Interacdes entre P. gingivalis e células epiteliais que podem produzir um fené6tipo oncogénico. P.
gingivalis extracelular secretam gingipains, que ativam o Recetor Ativado por Protease (PAR) levando a producéo de
metaloprotease de promatriz (MMP)-9, e também convertem proMMP-9 em MMP-9 maduro, junto com nucleosideo
difosfato quinase (NDK) que cliva ATP e impede a ativagdo do recetor P2X7 proapoptdtico. O P. gingivalis intracelular
ativa a sinaliza¢do Jak-Stat antiapoptética e inibe a expressdo do supressor de tumor p53. Além disso, Erk 1/2 e p38 sdo
ativados, o que também eleva a expressdo de proMMP-9.

(Adaptado de Whitmore & Lamont, 2014).

1.1.2. Processo de Inflamacao Cronica

A inflamagdo cronica tem sido proposta como um dos mecanismos pautativos
pelos quais as bactérias orais contribuem para a carcinogénese € o seu desenvolvimento

(Hooper, Wilson & Crean, 2009).

A exposicdo a P. gingivalis induziu a produg¢do de varias citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas por células epiteliais orais, incluindo a IL-1f (Interleucina-
1B), IL-6 (Interleucina-6), IL-17 (Interleucina-17), 1L-23 (Interleucina-23), fator de
necrose tumoral o (TNF-a) e metaloproteinases de matriz MMP-8 (Metaloproteinases da

Matriz 8) e MMP-9 (Szkaradkiewicz & Karpinski, 2013).

Diferentes vias de sinalizagdo estdo envolvidas na liberagao desses mediadores
inflamatdrios. Por exemplo, P. gingivalis ndo desencadeou apenas as vias de sinalizagdo

MAPK (Mitogen-activated protein kinase) e NF-kB para induzir a producdo de IL-8
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(Interleucina-8), mas também ativou o eixo JAK/c-Jun para elevar os niveis de IL-1p e
IL-6 (Fujita, Nakayama, Naito, Yamachika, Inoue, Nakayama, lida et al., 2014; Wang,
Zhou, Duan, Jotwani, Vuddaraju, Liang, Scott et al., 2014). Karpinski (2019) sugeriu que
esses mediadores inflamatorios poderiam induzir ou facilitar a proliferacdo celular,
mutagénese, ativacdo de oncogene e angiogénese. Sun et al. (2016) indicaram que a
inflamacdo cronica pode induzir a imunossupressdo, contribuindo assim para o
desenvolvimento de cancro (Sun, Liu, Guan, Wu, Sun & Zeng, 2016).

A IL-1B, estimula a liberacao de fosfolipase A2, prostaglandinas (PG), proteinas
de fase aguda, bem como citocina pro-inflamatoria IL-6, fator de necrose tumoral (TNF),
e varias metaloproteinases (MMPs) (Hou, Liu, Liu, Lin, Liao & Rossomando, 2003;
Konopka & Brzezinska-Btaszczyk, 2010). Ativa ainda as células endoteliais para
produgdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e outros fatores pro-
angiogénicos (por exemplo, TNF) que providencia um microambiente inflamatorio para
a angiogénese e progressao tumoral (Carmi, Dotan, Rider, Kaplanov, White, Baron,
Abutbul, et al., 2013). Alto conteudo de IL-1 esta associado a capacidade de invasao do
tumor, migragdo e fenotipo tumoral mais agressivo (Jin, Yuan, Fuchs, Yao, Joseph,
Schwall, Schnitt et al., 1997; Voronov, Shouval, Krelin, Cagnano, Benharroch, Iwakura,
Dinarello et al., 2003). MMP-9 libertado por esta citocina, desempenha um papel na
degradacao extracelular da matriz e na invasdo tumoral, além de induzir a migracao,
importante na transi¢do de um estado benigno para um estado invasivo.

Outra importante citocina pré-inflamatoria ¢ a IL-6. Esta € produzida por varias
células periodontais em resposta a estimulagdio sob a influéncia de LPS
(lipopolissacarideo) e citocinas pré-inflamatorias e TNF. IL-6 induz a reabsor¢@o Ossea e
estimula a sintese de proteinas de fase aguda, quimiocinas e PGE2 (prostaglandina E2)
(Ishimi, Miyaura & Jin, 1990; Gabay, 2006). A IL-6 induz o stresse oxidativo ¢ pode
levar a um acumulo transitorio de H2O2 na mitocondria e, consequentemente, ao dano
mitocondrial (Mathy-Hartert, Hogge, Sanchez, Debu-Dupont, Crielaard & Henrotin,
2008; Murata, Thanan, Ma & Kawanishi, 2012). A IL-6 também afeta o processo de
invasdo e metastase, aumentando a expressdo das metaloproteinases da matriz (MMPs)
(Kossakowska, Edwards, Prusinkiewicz, Zhang, Guo, Urbanski, Grogan, Marquez et al.,
1999). Além disso, esta citocina regula positivamente a expressao de varias moléculas de

adesdo intracelular (ICAMs) e moléculas de adesao de leucocitos endoteliais (ELAMs),
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que causam a adesdao das células tumorais as células endoteliais e, portanto, t€ém um
impacto na disseminagdo dos tumores (Natali, Nicotra & Cavaliere, 1990). A maioria dos
genes que sao direcionados pela IL-6 estdo envolvidos na progressao do ciclo celular e
na supressao da apoptose. Ao influenciar as vias antiapoptdticas, a IL-6 pode ter um
impacto no desenvolvimento do cancro (Haura, Turkson & Jove, 2005).

Além disso, uma das principais citocinas da resposta inflamatoria ¢ o TNF-a. Esta
citocina ¢ sintetizada, entre outros, por monocitos/macrofagos, neutréfilos, fibroblastos,
linfocitos e mastocitos. Esta € secretada em resposta a muitos fatores, incluindo as LPS
bacterianas. O TNF-a (Fator de Necrose Tumural alfa) induz fortemente a producao de
compostos reativos de oxigénio, leucotrienos, prostaglandinas e metaloproteinases
(Bradley, 2008). O TNF leva a uma reducdo no nimero de células osteogénicas e
fibroblastos (Kurtis, Tiiter, Serdar, Akdemir, Uygur, Firatli & Bal, 2005). Em contraste
com altas doses de TNF-a, que estdo relacionadas a destruicdo do tumor, a exposi¢ao a
baixas doses dessa molécula esta relacionada a promogao do tumor (Szlosarek & Charles,
2006). A ativacdo de vias de sinalizagdo oncogénicas em células epiteliais, incluindo Wnt
(Wingless-related integration site) e NF-kB, ¢ critica para o crescimento tumoral induzido
por TNF-a (Rivas, Carnevale, Proietti, Rosemblit, Beguelin, Salatino, Charreau, Frahm,
Sapia, Brouckaert, Elizalde & Schillaci, 2008).

Presentes na membrana externa de P. Gingivalis, os lipopolissacarideos
participam na inibi¢ao da apoptose e inducao da proliferagdo, efeito associado ao aumento
da expressao de TLR4 (Recetor Toll-like 4) (Hoare et al., 2019). Os LPS sao capazes de
regular a expressao genética de citoquinas pro-inflamatdrias por meio da ativagdo do
receptor toll-like 4 via NF-kB (Fator Nuclear kappa B) (Yang, Francois & Pei, 2012). O
LPS-G (Lipopolissacarideo G) lidera a ativacdo do complexo TLR4/MyD88 (Recetor
Toll-like 4/Resposta primaria da diferenciacdo mieloide 88), desencadeando a secrecao
de citocinas pro-inflamatérias como: IL-la (Interleucina-1alfa), IL-8, TNF-a ¢ B e
EOTAXINA. Além disso, a regulacdo positiva das vias de sinalizagdo pERK/ERK
(Extracellular signal- regulated protein kinases/Extracellular signal-regulated kinases) e
translocacdo nuclear NFkB. Membros da familia dos receptores Toll-like (TLR)
desempenham papéis importantes nas respostas imunes inatas e adaptativas. As proteinas

TLR permitem que o hospedeiro reconhega um grande numero de padrdes moleculares
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associados a patogenos, como lipopolissacarideos bacterianos, ARN viral, ADN
contendo CpG e flagelina, entre outros.

Além disso, os agentes patogénicos periodontais podem estimular a tumorigénese
via interacdo direta com células epiteliais orais cancerosas e pré-cancerosas, por meio da
ativacao de receptores Toll-like epiteliais. P.gingivalis pode induzir inflamacgao crénica e
ativar, via LPS, a resposta imune inata por meio de TLR2 (Recetor Toll-like 2) e TLR4
(Hayashi, Gudino, Gibson & Genco, 2010). Além disso, foi demonstrado que os TLRs
inibem a apoptose e promovem o crescimento do tumor e a angiogénese (Rakoff-Nahoum

& Medzhitov, 2009).

Por ultimo, P. gingivalis, como demonstrado anteriormente, ¢ promotor de
infe¢des cronicas persistentes dentro das células epiteliais (Han & Wang, 2013). A
inflamacao cronica esta intimamente ligada ao desenvolvimento de cancro pela libertagao
de fatores inflamatérios, como IL-6 e IL-8, o primeiro, causa hipometilacdo do ADN e
tumorigénese, € o ultimo inibe os niveis de MMPs e faz conexdes com a invasdo de
células tumorais (Zhou & Luo, 2019).
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Fig. 4. Possiveis mecanismos que conduzem ao cancro causados por Porphyromonas gingivalis.

(Adaptado de Zhou & Luo, 2019).

1.1.3. Aumento da invasao celular

A transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT) ¢ caracterizada pela perda de adesao
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intercelular e polaridade em células epiteliais complementada com a aquisicdo de
potencial invasivo e metastatico (Chaw, Majeed, Dalley, Chan, Stein & Farah, 2012). Lee
et al. (2017) indicaram que a sinalizagdo EMT induzida por P. gingivalis pode apoiar o
seu papel etiologico no desenvolvimento de cancro (Lee, Roberts, Atanasova,
Chowdhury, Han & Yilmaz, 2017). P. gingivalis iniciou EMT ou EMT parcial em células
epiteliais orais humanas (Sztukowska, Ojo, Ahmed, Carenbauer, Wang, Shumway,
Jenkinson et al., 2016; Lee, et al., 2017; Abdulkareem, Shelton, Landini, Cooper &
Milward., 2018).

A infecdo de células epiteliais orais por P. gingivalis promoveu a ativagao da via
de sinaliza¢do PI3K/Akt e a superexpressao de fatores de transcri¢dao indutores de EMT
Snail e Slug, o que resultou na perda de caderina-E e sequestro nucleo-citoplasmatico de
B-catenina (Lee et al., 2017). Essas alteracdes moleculares induziram a expressdo de
Zebl, Vimentina e metaloproteinase de matriz (MMP) -2, 7 ¢ 9, que podem aumentar a

progressao e invasdo tumoral (Lee, et al., 2017).

As MMPs desempenham um papel critico na degradacao das membranas basais e
da matriz extracelular, facilitando a migragdo e invasdo das células cancerigenas (Inaba

etal., 2014).

Alguns estudos mostraram que a exposi¢do a P. gingivalis promoveu a invasao de
células cancerigenas orais (Inaba, et al., 2014; Cho, Jung, Kim, Woo, Jung, Lee, Choi et
al., 2018). O grupo de Park confirmou que a infecdo por P. gingivalis regulou
positivamente a liberagcdo de IL-8 e a libertagdo de MMPs dependentes de IL-8 (Cho et
al., 2018); Ha, Park, Woo, Kim, Coi, Park, Kim, et al., 2016). Além disso, P. gingivalis
estimulou as vias ERK1/2-Etsl, p38/HSP27 e PAR2/NF-kB (receptor ativado por
protease do tipo 2/Factor Nuclear kappa B) para induzir a expressdo de proMMP-9 (Pro
metaloproteinases de matiz 9) e a sua ativagdo para MMP-9, resultando em invasdo
celular (Inaba et al., 2014). Além disso, Inaba et al. (2015) mostraram que a expressao de
PAR4 (Recetor ativado por proteases tipo 4) induzida por P. gingivalis promoveu a

fosforilagdo de p38 e ERK1/2, levando a superexpressao de MMP-9 e aumento da invasao
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celular em células SAS OSCC (Carcinoma Oral das Células Escamosas) (Inaba, Amano,

Lamont & Murakami, 2015).

A P. gingivalis extracelular produz gingipaina, que ativa o Recetor Ativado por
Protease (PAR), levando a producdo de metaloproteinases MMP-9 e conversdo de
proMMP-9 em MMP-9. Cuja atividade enzimatica ¢ controlada pelos seus inibidores
endogenos, isto €, a-2-macroglobulina e inibidores teciduais de metaloproteinases
derivadas da matriz (TIMP). MMP2 e MMP9 sdo as mais ativas. Estas sdo produzidas
por células cancerigenas, mas a MMP9 também ¢ produzida por neutrofilos. Eles perdem
as suas fungoes fisiologicas quando o equilibrio entre a atividade de MMP-2, MMP-9 e a
expressdo de seus inibidores de TIMP-2 (inibidores teciduais de metaloproteinases
derivadas da matriz 2) e TIMP-1 (inibidores teciduais de metaloproteinases derivadas da
matriz 1) € perturbado. Nesse caso, a sua acdo esta associada a destrui¢do da membrana
basal e dos componentes da matriz extracelular, como fibronectina, laminina, colagénio
e proteoglicanos. Como resultado da deterioragdo da barreira, as células tumorais deixam
o limen do vaso, ampliando a invasao celular. Devido a migragao das células tumorais,
desenvolvem-se as metastases (Chojnacki, Zajac & Pigt, 2017; Trojanek, 2012). Além
disso, a MMP-9 afeta significativamente a atividade de citocinas e quimiocinas. A
capacidade de degradacdo por quimiocinas desempenha um papel especial no processo
oncologico. As quimiocinas inativadoras da MMP-9 produzidas pelas células
cancerigenas inibem a entrada de neutrdfilos no local da inflamacao e, consequentemente,
ao desenvolvimento de cancro (Chojnacki et al., 2017; Kotaczkowska, 2010). Por outro
lado, ao ativar as vias de sinalizacdo ERK1/2-Etsl, p38/HSP27 ¢ PAR2/NF-kB, P.
gingivalis, induz a expressao de proMMP-9, e consequentemente, promove a invasao de

células tumorais.

Além disso, o TNF-a possui a capacidade de induzir danos ao ADN pela producao
de espécies reativas de oxigénio (Yan, Wang, Rabbani, Zhao, Li, Yuan, Li et al., 2006).
Foi demonstrado que o TNF-a influencia os processos de motilidade e invasao pela
inducdo da expressao de MMPs (Leber & Balkwill, 1998) e simulacdo da producdo de
varios fatores angiogénicos, como interleucina-8, VEGF e fator de crescimento de

fibroblastos basico (FCFb) (Yoshida, Ono, Shono, Izumi, Ishibashi, Suzuki & Kuwano,
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1997).

P. gingivalis positivo para FimA (Fimbrilina A) iniciou uma EMT parcial
dependente de Zebl em células epiteliais gengivais com expressao aumentada de
Vimentina ¢ MMP-9 (Sztukowska, et al., 2016). De acordo com um estudo realizado no
Japao por Amano e colaboradores (2004), P. gingivalis produz dois tipos de fimbriae: um
consiste numa proteina codificada pelo gene fimA, a outra da proteina codificada pelo
gene mfal. Foram encontrados seis genotipos FimA, dos quais o gendtipo FimA 11 e
FimA IV sdo os mais comuns em pacientes com periodontite, enquanto que em pacientes
saudaveis o genotipo FimA I ¢ mais frequentemente observado (Amano, Nakagawa,
Okahashi & Hamada, 2004; Moreno & Contreras, 2013). Apesar das suas diferencas,
estas executam as mesmas fungdes, ou seja, participam na invasao inicial, permitindo que
P. gingivalis adira @ membrana externa do hospedeiro através da sua adesdo a integrina
celular Alpha-5 beta-1. Como resultado, estas bactérias sdo mais facilmente absorvidas
pelos fagocitos e células dendriticas do hospedeiro o que origina a auséncia de vigilancia
imunoldégica pelo hospedeiro as mesmas (Amano, et al., 2004). Notavelmente, P.
gingivalis deficiente em fimbrilina A (fimA) exibiu capacidades reduzidas de
proliferacdo, migracdo, invasdo e invasdo intracelular e diminui¢do da fosforilacdo de
Smad2/3 em comparacdo com P. gingivalis de tipo “selvagem”, indicando que a FimA
contribuiu parcialmente para o papel promotor de tumores de P. gingivalis através da
sinalizacdo de TGFB/Smad (Fator de crescimento transformante beta/Smad) (Qi et al.,

2020).

1.2. Fusubacterium Nucleatum

Fusobacterium spp sdo bastonetes anaerdbios, gram-negativos, finos com
extremidades afiladas (fusiformes) e sdo um componente importante da microbiota oral,
bem como do trato gastrointestinal, do trato respiratdrio superior e dos 6rgaos genitais

(Brook, 2013).

F. nucleatum ¢ a espécie mais comumente isolada em amostras clinicas e esta

frequentemente associada a doenca periodontal, apendicite, doen¢a inflamatdria
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intestinal, infecdes do trato respiratério, artrite reumatdide, doenga cardiovascular,
corioamnionite, parto prematuro, natimorto, doenga de Alzheimer e sindrome de

Lemierre (Allen- Vercoe, Strauss, & Chadee, 2011; Brook, 2013; Han, 2015).

A F. nucleatum apresenta trés mecanismos associados a promog¢ao de cancro

(Hoare et al., 2019).

O mecanismo da adesina FadA, que se liga & E-caderina de células cancerigenas
e ativa a sinalizacao das B-cateninas levando ao aumento da atividade transcripcional dos
oncogenes, das citocinas pro-inflamatorias, ativacdo das vias pro-carcinogénicas e
proliferagao das células cancerigenas (Figura 5) (Hoare et al., 2019; Whitmore & Lamont,
2014). FadA ¢ um fator de viruléncia chave de F. nucleatum ¢ altera a infiltragao de
macrofagos e metilacdo do inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A)
promotor de lesdes cancerigenas (Park, Kim, Cho, Lee & Kang, 2017). F. nucleatum
também pode ativar a sinalizacdo de B-catenina por meio de seu LPS. Neste processo, o
aumento da expressao de B-catenina, e oncogenes C-myc e ciclina D1, é observado (Chen,

Peng, Yu, Chen, Wu, Shi, Li et al., 2017; Wu, Wu, Chen, Li, Peng, Li, Tang et al., 2018).

O mecanismo do LPS produzido pelo F. nucleatum induz a producdo de
citoquinas inflamatorias nos tecidos gengivais e nos tecidos do colon tais como IL-6, IL-
12 (Interleunica-12), IL-17 ¢ TNF-a (Hoare et al., 2019). Estas estdo envolvidas no
controlo celular e vdo aumentar a migragao e proliferagdo celular (Whitmore & Lamont,

2014).

O mecanismo da Fap2 diminui a citotoxicidade das células imunitarias
favorecendo a progressdo das células cancerigenas (Figura 5) (Hoare et al., 2019). A
inibi¢do da citotoxicidade das células natural killer (NK) e da atividade das células T
também foi observada por meio da interagdo direta da proteina Fap2 com a
imunoglobulina das células T e o dominio ITIM (Motivo de inibi¢do baseado em tirosina)
(TIGIT) (Gur, Ibrahim, Isaacson, Yamin, Abed, Gamliel, Enk et al., 2015). A proteina
imunossupressora de F. Nucleatum pode inibir as respostas das células T humanas
mediando a interrup¢do do ciclo celular GO/G1, resultando em um ambiente de

imunossupressao local ou sistémica (Shenker & Datar, 1995). F. nucleatum esta, assim,
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associado a altos niveis de citocinas o que origina um microambiente inflamatoério que
apoia a progressdo do tumor (Kostic, Chun, Robertson, Glickman, Gallini, Michaud,
Clancy et al., 2013; McCoy, Araujo-Perez, Azcarate-Peril, Yeh, Sandler & Keku, 2013).

O aumento da sobrevivéncia e migracao celular por F. nucleatum é outro possivel
mecanismo que leva a carcinogénese. A cinase dependente de ciclina (CDK) 7 ¢ 9
mediada por F. nucleatum promove a proliferacao celular em células epiteliais humanas
(Uitto, Baillie, Wu, Gendron, Grenier, Putnins, Kanervo et al., 2005). A exposicao ao F.
nucleatum ativa a via do sinal p38 nas células epiteliais e, subsequentemente, estimula a
produgdo de MMP-9 e MMP-13 (Metaloproteinases da Matriz 13), que desempenham
papéis importantes na invasdo tumoral e metastase ((Uitto et al, 2005; Whitmore &
Lamont, 2014). Mahtout et al. utilizaram ensaios imunoldgicos e imunoenzimaticos para
mostrar que a interagdo de F. nucleatum com CD46 (Proteina do Coeficiente de
Membrana) regulou positivamente a expressao de MMP-9 em células epiteliais orais

(Mahtout, Chandad, Rojo, Grenier, 2011).

Para além destas aumenta ainda a proliferacao e capacidade de invasao das células
epiteliais promovendo EMT, ativando a sinalizag¢ao pela NF-xB e aumentando a produgao

de IL-6, IL-1pB (Hoare et al., 2019; Whitmore & Lamont, 2014).

Além disso, F. nucleatum também pode reduzir a quantidade de células
sanguineas mononucleares periféricas (PMBCs) e neutrofilos polimorfonucleares
(PMNs) induzindo a apoptose celular (Jewett, Hume, et al., 2000). Portanto, é concluido
que F. nucleatum pode promover o desenvolvimento de cancro por meio de inflamagao
crénica, aumento da sobrevivéncia e invasdo celular e supressdo imunoldgica, mas o seu

papel exato merece investigacdo adicional.

A interagdo entre Fusobacterium nucleatum ¢ as células epiteliais, que podem

afetar o desenvolvimento do fendtipo oncogénico, sdo apresentados na Figura 5.
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Fig. 5. Mecanismos de interagdo entre a F. nucleatum e as células epiteliais que podem produzir um

fenétipo oncogénico.
(Adaptado de Whitmore & Lamont, 2014).

1.3. Treponema denticola

A Treponema denticola (T. denticola) ¢ uma espiroqueta anaerobia obrigatoria,
bem caracterizada e frequentemente isolada, que apresenta propriedades altamente
invasivas (Nieminen et al., 2018). Foi demonstrado que 7. denticola possui varias
propriedades, como motilidade, atividade proteolitica, aderéncia a células epiteliais,
citotoxidade, inducdo de reabsor¢do 6ssea, bem como modulacdo de respostas imunes
(Makinen, Makinen, Syed, 1992; Shin & Choi, 2010). Tem sido visto como um dos
patogenos periodontais mais bem definidos e a espiroqueta mais comum associada a
periodontite (Nieminen, et al., 2018; Simonson, Goodman, Bial & Morton, 1998). Esta
bactéria foi recentemente detetada em tumores orodigestivos incluindo tumores da lingua,
esofago, amigdalas e OSCC (Hoare et al., 2019).

Um dos principais fatores de viruléncia associado a 7. denticola ¢ a presenga de
uma proteinase semelhante a quimiotripsina (Td-(CTLP)). A Td-(CTLP) intervém na
degradacao de proteinas do hospedeiro, hidrolisa péptidos bioativos, contribui na entrada
da T. denticola no epitélio e melhora a integracdo da 7. denticola no biofilme bacteriano.
Além destas fungdes possui caracteristicas modeladoras do sistema imunitario,

inflamatorio e € capaz de conduzir varios tipos de células a apoptose (Nieminen et al.,
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2018). A CTLP (Proteinase semelhante a quimiotripsina) converte ainda proMMP-8 (Pro
metaloproteinases de matriz 8) ¢ a proMMP-9 para as suas formas ativas que estdo
associadas a formag¢ao de metastases na lingua, mucosa esofagica, gastrica, pancreatica e
colorretal (Figura 6) (Hoare et al., 2019). O Td-CTLP foi correlacionado com o tamanho
do tumor, profundidade de invasdo e expressao de TLR7 (recetot Toll-like 7), TLR9
(recetor Toll-like 9) e c-Myc em pacientes com carcinoma de células escamosas de lingua
movel (MTSCC) (Nieminen, et al., 2018).

Nieminen et al. (2018) empregaram coloragdo imunoquimica para mostrar que
Td-CTLP ativou proMMP-8 e MMP-9, degradou o inibidor de tecido de metaloproteinase
(TIMP)-1, TIMP-2 e alfa-1-antiquimotripsina (a-1-AC), também como complemento
Clqg. Além disso, independentemente do papel na via classica do complemento, o Clq
contribuiu para a adesdo, migracdo e proliferacdo das células cancerigenas no
microambiente tumoral (Bulla, Tripodo, Rami, Ling, Agostinis, Guarnotta, Zorzet et al.,
2016). Nieminen e colegas (2018) indicaram que o 7. denticola pode atuar contra as
proteinas imunomoduladoras acima mencionadas para modular o microambiente tumoral

e a inflamagdo, contribuindo assim para a progressao do cancro orodigestivo.

Gaibani et al. (2010) descobriram que o principal complexo de proteinas de
superficie de 7. denticola regulou positivamente a expressdo de citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-q, IL-1B, IL-6 ¢ MMP-9 em mondcitos periféricos humanos
(Gaibani, Caroli, Nucci & Sambri, 2010). Por outro lado, flagelos periplasmaticos de 7.
denticola ndo apenas induziram a produ¢do de mediadores pro-inflamatérios TNF-a, IL-
1B, IL-6 e IL-12, mas também da citocina antiinflamatéria IL-10 (Interleucina-10) para

atenuar a resposta imune (Ruby, Martin, Passineau, Godovikova, Fenno & Wu, 2018).

Em células epiteliais gengivais, 7. denticola também pode suprimir a expressao
do peptideo antimicrobiano B-Defensina-2 humana (HBD-2) e quimiocina IL-8 para
modular a resposta imune inata do hospedeiro. O grupo de Choi (2010) indicou que 7.
denticola nao apenas reprimiu a expressdao de IL-8 através da degradacdao de TNF-a e
inibicdo da sinalizacdo dependente de ROS, mas também regulou negativamente a
expressao de HBD-2 através da inibi¢do da produ¢do de TNF-a e TLR- 2 ativagdo (Shin,
& Choi, 2010; Jo, Baek, Shin & Choi, 2014).
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E relevante perceber se estas bactérias atuam de forma sinérgica ou antagdnica na
ativacdo das vias inflamatoérias associadas ao cancro. Neste contexto foi demonstrado que
a infecao das células epiteliais por P. gingivalis e F. nucleatum desencadeia a via do
TLR2 levando a producdo de IL-6 e a ativagdo da STAT3 que estimulam a proliferacao
celular. A infecdo por estas duas bactérias também promove a migragao celular, no
entanto os mecanismos que poderiam explicar este efeito ainda ndo se encontram bem

definidos (Hoare et al., 2019).

T. denticola

TLR Major surface Periplasmic Td-CTLP Td-CTLP
protein complex flagella
MMP-9 TIMP-2 Clq
HBD 2 IL- s l \
\ / 1L-18 IL 12 /

cy L

Antlmtcmblal Cel\
Inflammation Inflammation Cell invasion Immune suppression
immunit invasion

Fig. 6. A relacao entre T. denticola e a iniciaciio e desenvolvimento da carcinogénese.
(Adaptado de Zhang, Wang, Wang, Tang, Tang & Liang, 2019)

1.4. Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) ¢ uma
bactéria gram-negativa que estd presente na cavidade oral de uma grande propor¢ao da
populacdo humana (Henderson, Ward & Ready, 2010). A prevaléncia desta bactéria
mostra grande variacdo dependendo da origem geografica, idade e estilo de vida da
populagdo examinada (Kinane & Bouchard, 2008; Haubek, 2010). A.
actinomycetemcomitans € parte da flora normal em muitos individuos saudaveis, mas
também € um importante agente etiologico em algumas formas agressivas de periodontite

(Fine, Kaplan, Kachlany & Schreiner, 2006).
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A. actinomycetemcomitans pode secretar uma variedade de toxinas, das quais as
trés seguintes sdo as mais estudadas. A primeira ¢ a leucotoxina (LtxA), uma lipoproteina
pertencente a familia de toxinas RTX (Repeats in ToXin), ligada a neutrofilos, monocitos
e linfocitos. Ele forma poros na sua membrana celular, alterando assim sua funcao de
homeostase osmotica e levando a morte celular (Johansson, 2011).

O segundo tipo sdo as toxinas citoletais distencivas (Cdt), uma toxina bacteriana
do trimero AB2, e ¢ composto por trés subunidades: CdtA (toxinas citoletais distencivas
A) e CdtC (toxinas citoletais distencivas C) que representam a por¢do reguladora,
enquanto que a atividade catalitica depende do CdtB (toxinas citoletais distencivas B)
(Lara-Tejero & Galan, 2000).

A exposigao a Cdt geralmente leva a consequéncias celulares que dependem da
atividade de CdtB, comeg¢ando na interrupg@o do ciclo celular até a distensao celular e,
eventualmente, a apoptose (Johnson & Lior, 1987; Péres, Marches, Daigle, Nougauréde,
Herault, Tasca Rycke et al., 1997; Gelfanova, Hansen & Spinola, 1999; Blazkova,
Krejcikova, Moudry, Frisan, Hodny & Bartek., 2010). Além disto, a libertagcdo desta
toxina pode levar a formagao de DSB (Double-strand breaks) (Sugai, Kawamoto, Péres,
Ueno, Komatsuzawa, Fujiwara, Kurihara et al., 1998). O elevado interesse em bactérias
que induzem DSB’s no hospedeiro ¢ impulsionado em grande parte por conotagdes com
a carcinogénese causada pela instabilidade aumentada do genoma. As interrupgdes do
ciclo celular provocadas por estas toxinas, resultando na formac¢ao do microambiente do
tecido correspondente, que ndo s6 promove a sobrevivéncia e a proliferacao das células
transformadas pelo fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP), mas também
promove a ocorréncia de cancro (Davalos, Coppé, Campisi & Desprez, 2010; Campisi,

2013).

Sugai et al. (1998) mostraram que A. actinomycetemcomitans possui genes
responsaveis por Cdt’s, e o sobrenadante da cultura bacteriana induziu nio apenas
alteracdes morfologicas, mas também interrupcdo da fase G2/M. Trabalhos realizados
com cé¢lulas mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) mostraram que a Cdt
também ¢é responsavel pela indug¢do da producdo de citocinas pro-inflamatdrias por essas

células (Akifusa, Poole, Lewthwaite, Henderson & Nair, 2001).
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Em alguns casos, a instabilidade genética causada pelo reparo improprio de danos
ao ADN ¢ uma razdo significativa para o desenvolvimento de cancro. Nos outros casos,
a Cdt também pode induzir apoptose. Quando os sistemas DDR (DNA damage response)
falham em reparar adequadamente o dano ao ADN, ativando assim o p53, levando a
ativacao da via apoptoética intrinseca, que acaba por conduzir a célula apoptdtica a morte
(Jinadasa, Bloom, Weiss & Duhamel, 2011). Ao mesmo tempo, o CdtB tem atividade de
fosfatase, que pode decompor PI-3,4,5-P3 (PIPs: Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato) em
PI-3,4-P2, alterando assim a via de sinalizacio de PI-3K/PIP3/AKT/pGSK3p
(Antifosforilagdo de glicogénio sintase quinase-3beta), levando a inativacao da via de Akt
a jusante, que em ultima analise leva a interrupcao do ciclo celular e ativagdo da cascata
de apoptose (Shenker, Dlakic, Walker, Besack, Jaffe, LaBelle & Boesze-Battaglia, 2007).
O PIPs ¢ sintetizado principalmente por PI-3Ks (Fosfoinositideo 3-quinase)
intracelulares. Acompanhado por um grande consumo de PIP3, que leva a ativagdo
excessiva de PI-3K. Como PI-3K (Fosfoinositideo 3-quinase) ¢ um dos principais
efetores do KRAS (Gene Homoélogo do Virus do Sarcoma de Kirsten), a ativagdo da
sinalizagdo do KRAS por RACI(substrato 1 da toxina botulinica C3 relacionada com
Ras) via PI3K ¢ necessaria para a mutagio do KRAS. E bem conhecido que quase todos
os adenocarcinomas ductais pancreaticos apresentam mutagdes no gene KRAS (Wu et
al., 2014). Portanto, a Cdt também pode modular a ciclomodulina além da genotoxina.
Com base no mecanismo de agao da Cdt acima, algumas pesquisas ja confirmaram que a
Cdt pode promover a ocorréncia de cancro do figado e colorretal (Ge et al., 2007; Graillot
etal., 2016).

O terceiro tipo de citotoxina € o gene E associado a citotoxina (CagE). O CagE
pode ter atividade helicase e o seu papel na regulagao da expressao da metilagao do ADN
¢ considerado como possivel mecanismo de tumorigénese. Por causa das fungdes acima,
CagE pode participar em uma variedade de atividades celulares, incluindo mutagénese,
senescéncia e regulacdo da expressdo génica especifica de tecido. Portanto, o gene CagE
pode ser amplamente expresso em varias linhas de células cancerigenas e tecidos

cancerigenos (Kim & Jeoung, 2008).

Os patogenos periodontais, incluindo 4. actinomycetemcomitans, podem infetar

células hospedeiras e induzir inflamacdo através da produgdo de IL-8, pelas células
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epiteliais infetadas (Teshima, Hanada, Akada, Kawano & Yamaoka, 2018). Estudos
epidemiologicos e in vivo sustentam que a Cdt contribui para a patogenicidade microbiana
ao aumentar a colonizagdo bacteriana e a inflamagao dos tecidos (Ge, Schauer & Fox,
2008). Esses estudos propdem que a Cdt participa da aquisicdo de um fendtipo
tumorogénico, provavelmente por meio da indu¢do de danos no ADN. Na verdade, a
exposicao cronica de células de mamiferos com doses subletais de Cdt promove a
aquisicao de caracteristicas de células cancerigenas, a saber, instabilidade genética,
aumento do crescimento independente e respostas ao ADN danificado (Guidi, Guerra,

Levi, Stenerlow, Fox, Josenhans, Masucci et al., 2013).
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Fig. 7. Mecanismos dos fatores de viruléncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans que
induzem alteracées nas células do hospedeiro. (A) Toxinas distensivas citoletais (CDT) sdo os
fatores de viruléncia libertados por 4. actinomycetemcomitans: No citoplasma, a atividade da
fosfatase de CdtB pode decompor PIP3, superativando assim PI-3K, que ¢ um dos efetores de
KRAS. Este processo pode causar mutagdo KRAS que leva ao cancro. No nticleo, o CdtB causa a
quebra da fita dupla (DSB), que ativa a ataxia telangiectasia mutada (ATM) quinase. A ativagdo
da ATM quinase bloqueia as fases G1/S e G2/M promovendo a ocorréncia do tumor através da
senescéncia celular. A iniciagdo do tumor também pode ocorrer no caso de mecanismos de reparo
erroneos na recombinagdo homodloga (HR) e na unido de extremidades ndo homoélogas (NHEJ).
Para que as células sobrevivam, RhoA (membro da familia Ras homélogo A) e p38 MAPK serdo
ativados, promovendo assim a tumorigénese.

(Adaptado de Sun, Xiong, Teh, Lim, Kumar & Thilakavathy, 2019).
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1.5. Tannerella forsythia

Tannerella Forsythia (T. forsythia) ¢ uma bactéria Gram-negativa anaerdbia,
atualmente pertencente ao género Tanerella (Sharma, 2010), implicada na doenca
periodontal como uma parte do “complexo vermelho” de patdogenos periodontais

juntamente com P. gingivalis e T. denticola.

T. forsythia ndo tem capacidade de degradar acgticares logo, para crescer e obter
energia, esta precisa de peptideos que sdo decompostos por proteases semelhantes a
tripsina e proteases semelhantes a cisteina PrtH. A protease semelhante a tripsina esta
envolvida na degradagdo de peptideos menores e, por si sd, ndo desempenha um papel
central na viruléncia bacteriana. E uma serina protease, descrita pela primeira vez por
Grenier. Em contraste, a protease PrtH tem a capacidade de clivar substratos proteicos

maiores.

Outra protease conhecida de 7. Forsythia ¢ a carilisina. Esta enzima pode
contribuir para a disseminagdo do fator de necrose tumoral ativo - TNFa a partir de
macréfagos. Ele inibe a ativacdo das vias do complemento e causa a degradacdo do
peptideo antimicrobiano LL-37 (Ksiazek, Mizgalska, Fick, Thegersen, Enghild &
Potempa, 2015). A serina protease dependente de calcio - mirolase tem um efeito
semelhante. Além da degradagdo do peptideo antimicrobiano LL-37, também degrada o
fibrinogénio e a hemoglobina (Ksiazek, Karim, Bryzek, Enghild, Thegersen, Koziel &
Potempa, 2015). Ele também tem uma alta capacidade de modular a atividade do sistema
complemento. Pode inibir a via classica e a via da lectina de ativacdo do complemento.
Além disso, liberta o peptideo C5a, que resulta na migracdo de neutrédfilos (Jusko,
Potempa, Mizgalska, Bielecka, Ksiazek, Riesbeck, Garred et al., 2015). Devido a
irreversibilidade da protedlise e ao mecanismo de acdo das proteases nas células do
hospedeiro, seu papel na patogénese das doengas periodontais ¢ indicado. Eles podem
causar degrada¢dao de componentes proteicos de tecidos infectados, proteger bactérias
contra a resposta imune e facilitar a colonizacdo de patégenos (Sharma, 2010; Ksiazek et

al., 2015).
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T. forsythia desempenha um papel importante no estabelecimento e
desenvolvimento do cancro esofagico e da doenga periodontal (Ksiazek, Mizgalska, Eick,
Thegersen, Enghild, & Potempa, 2015). A resposta imune do hospedeiro a bactérias e
uma série de fatores de viruléncia de T. forsythia contribuem para o desenvolvimento de
doencas periodontais (Friedrich, Gruber, Nimeth, Pabinger, Sekot, Posch, Altmann et al.,
2015). Foi demonstrado que 7. forsythia pode induzir citocinas pro-inflamatorias, como
IL-1B e IL-6, pelas células T helper CD4 + ¢ TNF-a.

A superficie desta bacteria ¢ coberta por proteinas bspA com repeti¢des ricas em
leucina (dominio LRR: repeti¢do rica em leucina). A BspA liga-se a fibronectina
extracelular e ao fibrinogénio, o que permite a adesdo e proliferagao de 7. forsythia. As
lipoproteinas expostas a superficie bacteriana sdo cruciais para o crescimento das
bactérias no organismo hospedeiro. Estas fragdes conduzem a apoptose de células de
fibroblastos gengivais humanos por ativagdo da caspase-8 e indu¢ao da formagdo de
citocinas como IL-6. A atividade da glicosidase de 7. forsythia permite que ela cresga e
sobreviva (Malinowski, et al., 2019). A sua prodi¢ao de glicosidases levam a hidrolise
dos oligossacarideos e proteoglicanos do hospedeiro para fornecer os nutrientes a 7.
forsythia. Além disso, na presenca de glicose, a bactéria acumula grande quantidade de
produto toxico metil glioxalico, que contribui para o dano aos tecidos do hospedeiro. 7.
forsythia também demonstrou aumentar o numero de P. gingivalis devido a sua
capacidade de reduzir fumarato a succinato (precursor da sintese de lipidios e
fosfolipidios). P. gingivalis, devido a sua alta atividade proteolitica, fornece peptideos e
aminoacidos a T. forsythia que sdo libertados dos tecidos danificados do hospedeiro
(Sharma, 2010). Esses patogenos sdo de fundamental importancia no desenvolvimento da

doenca periodontal, e podem contribuir para o desenvolvimento de cancro do esofago.
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Fig. 8. Possiveis mecanismos causado por Tannerella Forsythia e a sua influéncia na patogénese do
cancro.
(Figura do autor.)

1.6. Streptococcus anginosus

Streptococcus anginosus (S. anginosus), um dos estreptococos viridans orais, faz
parte da flora normal encontrada na cavidade oral humana, trato gastrointestinal e genital
(Rahman, Nguyen, McCullor, King, Jorgensen & McShan, 2016; Whiley, Beighton,
Winstanley, Fraser, & Hardie, 1992).

S. anginosus ¢ uma bactéria redutora de sulfato envolvida no metabolismo do
enxofre do colon e demonstrou induzir citocinas inflamatdrias em células epiteliais
esofagicas (Morita, narikiyo, Yano, Nishimura, Igaki, Sasaki, Terada et al., 2003). Estes
relatos, além da observagdo noutros estudos, destacam o provavel papel desta bactéria
oral em varias formas de cancro e justifica mais investigacdes para delinear seu papel

como condutor ou passageiro na carcinogénese.

A presenca de microrganismos em varios tipos de oncologias humanas foi
recentemente investigada, e fragmentos de ADN de S. anginosus foram frequentemente
encontrados em amostras de ADN de tecidos de cancro esofagico, gastrico e displasia do
esofago (Sasaki, Igaki, Ishizuka, Kogoma, Sugimura & Terada, 1995; Sasaki, Ishizuka,

et al., 1998). Estes resultados sugerem que a infe¢do por S. anginosus ocorre num estagio
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inicial do cancro do eséfago e esta relacionada a carcinogénese esofagica e gastrica. S.
anginosus ¢ classificado como uma bactéria oral e pode ser isolado de varias partes do
corpo, como cavidade oral, trato gastrointestinal e trato geniturinario. E frequentemente
associada a infegdes piogénicas, incluindo a endocardite (Piscitelli, Shwed,
Schreckenberger & Danziger, 1992; Whiley et al., 1992). O ADN de S. anginosus
também foi encontrado em carcinomas de células escamosas da cabeca e pescoco (Tateda,
Shiga, Saijo, Sone, Hori, Yokoyama, Matsuura et al., 2000); foi encontrado com muito
menos frequéncia em tecidos ndo cancerigenos do eséfago e estava ausente nos tecidos
de cancro do colon, pulmao, bexiga, renal e cervical (Sasaki, Ishizuka, Muto, Nezu,
Nakanishi, Inagaki, Watanabe et al., 1998). Portanto, foi sugerido que o ADN de S.
anginosus esta associado a patologias oncologicas do trato digestivo superior, embora o
envolvimento da infecdo por S. anginosus no processo carcinogénico nao tenha sido

esclarecido.

A presenca de microrganismos em vdrios tipos de oncologias humanas foi
recentemente investigada, e fragmentos de ADN de S. anginosus foram frequentemente
encontrados em amostras de ADN de tecidos de cancro esofagico, gastrico e displasia do
esofago (Sasaki, Igaki, Ishizuka, Kogoma, Sugimura & Terada, 1995; Sasaki, Ishizuka,
et al., 1998). Estes resultados sugerem que a infe¢do por S. anginosus ocorre num estagio
inicial do cancro do eséfago e estd relacionada a carcinogénese esofagica e gastrica. S.
anginosus € classificado como uma bactéria oral e pode ser isolado de varias partes do
corpo, como cavidade oral, trato gastrointestinal e trato geniturinario. E frequentemente
associada a infegdes piogénicas, incluindo a endocardite (Piscitelli, Shwed,
Schreckenberger & Danziger, 1992; Whiley et al., 1992). O ADN de S. anginosus
também foi encontrado em carcinomas de células escamosas da cabega e pescoco (Tateda,
Shiga, Saijo, Sone, Hori, Yokoyama, Matsuura et al., 2000); foi encontrado com muito
menos frequéncia em tecidos ndo cancerigenos do esdéfago e estava ausente nos tecidos
de cancro do co6lon, pulmao, bexiga, renal e cervical (Sasaki, Ishizuka, Muto, Nezu,
Nakanishi, Inagaki, Watanabe et al., 1998). Portanto, foi sugerido que o ADN de S.
anginosus esta associado a patologias oncologicas do trato digestivo superior, embora o
envolvimento da infe¢do por S. anginosus no processo carcinogénico nao tenha sido

esclarecido.
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Considera-se que S. anginosus pode promover carcinogénese ao danificar a
mucosa oral e induzir inflamag¢ao crénica (Tateda et al., 2000). Narikiyo et al. indicaram
que S. anginosus estimulou o recrutamento e ativacdo de neutrofilos e mondcitos pela
secre¢do de quimiocinas, o que pode resultar na transicdo para displasia epitelial e até
cancro (Narikiyo, Tanabe,jskrY amada, Igaki, Tachimori, Kato, Muto et al., 2004).

Como os ambientes desses Orgdos sdo geralmente condigdes dacidas leves
(Fallingborg, 1999; Hassen et al., 2015; Khutoryanskiy, 2015; O'Hanlon, Moench &
Cone, 2013), a aciduricidade de S. anginosus pode ser um traco de patogenicidade,
permitindo que o microrganismo promova a infe¢do numa condi¢do acida seguida por
uma infe¢do aberrante noutros locais do corpo ou infe¢des sistémicas (Mak, Milliken &
Saremi, 2011; Wenzler, Chandrasekaran, Salvador, Anwar, Pancholi & McGwire, 2015).
S. anginosus apresenta propriedades aciduricas significativas que podem ser atribuidas as
suas atividades H+ -ATPase e/ou adenosina desaminase (ADA). Foi sugerido que a
tolerancia ao acido de S. mutans, S. pyogenes ou S. suis tem contribuigdes para a
viruléncia durante uma infe¢do (Ajami, Abolfathi & Mahmoudi, 2015; Cusumano &
Caparon, 2015). Portanto, a tolerancia ao acido exibida por S. anginosus pode facilitar a
infecdo da cavidade oral ou 6rgdos gastrointestinais pelo microrganismo, o que pode levar
a inflamacao crdnica e, consequentemente, dar origem a endocardite infecciosa associada
a abscessos em varios locais do corpo, endocardite infecciosa e cancros gastrointestinais
superiores.

S. Anginosus induz alteragdes genéticas que promovem a iniciacdo do processo
carcinogénico. Um dos possiveis mecanismos passa pela producao aumentada de NO
(6xido nitrico) e Cox-2 (Cyclooxygenase-2) resultando em danos no ADN e subsequente
carcinogénese do tecido infetado (Sasaki, Yamaura, Ohara-Nemoto, Tajika, Kodama,
Ohya, Harada et al., 2005); Outro dos mecanismos passa pela integragio do ADN
extrinseco de S. anginosus no genoma do hospedeiro, causando dano ao genoma do
hospedeiro (Tateda et al., 2000); S. anginosus € capaz, ainda, de converter etanol em
acetaldeido, que causa mutagdes pontuais, forma adutos de ADN ou inibem enzimas de
reparo de ADN, que podem promover a carcinogénese (Moritani, Takeshita,st: Shibata,
Ninomiya, Kiyohara & Yamashita, 2015; Lachenmeier, Gumbel-Mako, Sohnius, Keck-
Wilhelm, Kratz & Mildau, 2009).

No entanto, ha evidéncias acumuladas que revelam que S. anginosus também
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envolve a imunidade anti-tumoral via células T. Frequéncias elevadas de granzima B (um
granulo serino-protease do linfécito T citotoxico) para S. anginosus foram observadas em
diferentes estagios de pacientes com Carcinoma oral de células escamosas (Wang, Sun,
Lin, Li, Mao & Jiang, 2018). Por outro lado, as células T CD8+ reativas a estreptococos
apresentaram regulacdo negativa de PD-1 (proteina de morte celular programada 1). A
regulacdo positiva de PD-1 estd correlacionada com a metastase linfatica e um mau
prognostico de pacientes com cancro (Maruse, Kawano, Jinno, et al., 2018). Resta saber
se o bloqueio de PD-1 poderia aumentar as respostas citotoxicas de células T CD8+
reativas a estreptococos, o que pode representar uma modalidade de tratamento

promissora.

Em conjunto, S. anginosus pode desempenhar papéis duplos no desenvolvimento
do cancro. Pode ndo s6 promover o seu processo etioldogico por meio da inducdo de
inflamacao e alteragdes genéticas, mas também impedir isso ao prejudicar as respostas
imunoldgicas anti-tumorais mediadas por células T. Outras investigagdes sdo necessarias
para elucidar o mecanismo molecular pelo qual S. anginosus modula o desenvolvimento,

a imunidade anti-tumoral e o prognostico.
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Fig. 9. A Associacgao de S. anginosus com a iniciaciio e desenvolvimento da carcinogénese.
(Adaptado de Zhang, Wang, Wang, Tang, Tang & Liang, 2019)
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1.7. Substancias Carcinogénicas

Ainda existe pouco conhecimento sobre substancias cancerigenas produzidas por
bactérias orais. Substdncias que podem ter um efeito carcinogénico, incluindo os
seguintes: espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS),
compostos de enxofre volateis (VSC) e acidos organicos. A metabolizagdo de alcool em
acetaldeido por microrganismos também desempenha um papel importante no
desenvolvimento de cancro.

Durante uma resposta inflamatoria, sob a influéncia de TNF-a, IL-6 ¢ TGF-f3,
células epiteliais e do sistema imunoldgico desencadeiam espécies reativas de oxigénio e
espécies reativas de nitrogénio (Landskron, De la Fuente, Thuwajit, Thuwajit &
Hermoso, 2014; Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy & Malik, 2014). A producdo de ROS e
RNS ocorre através da indu¢do de NADPH oxidase e 6xido nitrico sintase (NOS),
respetivamente. A NADPH oxidase catalisa o anido superoxido (O2") levando a
superoxido dismutase (SOD"), producdo de perdxido de hidrogénio (H202) mediada.
Simultaneamente, NOS gera 6xido nitrico (NO), que pode ser convertido em dioxido de
nitrogénio (NO2), peroxinitrito (ONOO") e triéxido de dinitrogénio (N203) (Forstermann
& Sessa, 2012).

Algumas espécies da cavidade oral estdo envolvidas neste processo de producao
de perdxido de hidrogénio (H20:2). Bactérias peroxigénicas orais conhecidas incluem:
Streptococcus oralis, S. mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus oligofermentans (Abranches, Zeng, Kajfasz, Palmer, Chakraborty, Wen,
Richards et al., 2018), Lactobacillus fermentum, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus minutus e Bifidobacterium adolescentis (Brauncajs, Sakowska
& Krzeminski, 2001). Aumento da expressdo de NADPH oxidase, 6xido nitrico sintase e
suas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio foram identificadas em varios tipos de
cancro. Estes achados apoiam a conexao de radicais livres com inflamagao cronica e seu
papel no cancro desenvolvimento e progressao maligna (Hussain, Hofseth, & Harris,
2003; Piao, Lee, Kim, Kim, Han, Ngo, Park et al, 2016).

Algumas bactérias orais (por exemplo, Porphyromonas gingivalis, Prevotella

intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum)
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produzem compostos de enxofre volateis (VSCs) como sulfeto de hidrogénio (H2S), metil
mercaptano (CH3SH), sulfeto de dimetil ((CH3)2S) e dimetil dissulfeto (CH3SSCH3). H2S
ocorre na maior concentragao no ar dentro da boca, enquanto em nas bolsas gengivais o
composto dominante ¢ o CH3SH (Koczorowski & Karpinski, 2001; Koczorowski,
Karpinski & Hofman, 2004). Mesmo em baixas concentragdes, VSCs sdo toxicos para os
tecidos e desempenha um papel na patogénese da periodontite e no desenvolvimento de
doencas cronicas inflamatorias (Milella, L., 2015). H2S ¢ um agente genotdxico
conhecido e pode levar a instabilidade gendmica ou cumulativas mutagdes (Attene-
Ramos, Wagner, Plewa & Gaskins, 2006). O aumento da expressao de varias enzimas
produtoras de H2S foi observado em células cancerigenas particularmente nos cancros de
colon e ovarios. Superexpressao da inflamagao da cistationina-p-sintase causa a produgao
de quantidades aumentadas de Hz2S, que afetam o crescimento do tumor e a propagacao
por ativagdo de proliferagdo, migragdo e vias de sinalizagdo invasivas € aumentar a
angiogénese tumoral (Hellmich & Szabo, 2015). Recentemente, descobriu-se que o HaS
tem efeitos dicotomicos (estimuladores e inibidores) em varios processos

gastrointestinais, como inflamacao, cancro e apoptose (Singh & Lin, 2015).

Algumas bactérias orais pertencentes aos géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc e Pediococcus produzem dacido lactico
(Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015). Hooper et al. relataram que a maioria dos tdxons
isolados de dentro do tecido tumoral do carcinoma de células escamosas da boca
representam espécies sacaroliticas e aciduricas, principalmente estreptococos (Hooper, et
al., 2007). Esses microrganismos sao acidogénicos e aciduricos e, por produzirem acido
latico, tém influéncia na reducdo do pH no ambiente local (Senneby, Davies, Svenséter
& Neilands, 2017). Algumas espécies sao capazes de produzir mais acidos (por exemplo,
Peptostreptococcus stomatis acidurico produz acidos acético, butirico, isobutirico,
isovalérico e isocaproico) (Downes & Wade, 2006). A producdo de tais acidos pode
contribuir para o microambiente acido e hipdxico dos tumores, aumentando assim a

eficiéncia metastatica (Lunt, Chaudary & Hill 2009; Mazzio, Smith & Soliman, 2010).

Os microrganismos orais sdo capazes de metabolizar o alcool em acetaldeido, que

¢ indiscutivelmente carcinogénico. Varias espécies microbianas orais, como
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Streptococcus gordonii, S. mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sanguinis (Pavlova, Jin, Gasparovich & Tao, 2013) e leveduras Candida
possuem a enzima alcool desidrogenase (ADH), que metaboliza o 4lcool em acetaldeido
(Marttila, Bowyer, Sanglard, Uittamo, Kaihovaara, Salaspuro, Richardson et al., 2013).
Microrganismos contendo ADH apresentam um risco para a produgdo de acetaldeido
carcinogénico, com potencial subsequente para o desenvolvimento de cancro oral
(Salaspuro, 1997; Meurman & Uittamo, 2008). Muto et al. (2000) mostraram que o
género Neisseria tinha atividade ADH extremamente alta e produzia quantidades
significativas de acetaldeido in vitro. A capacidade de Neisseria de produzir acetaldeido
foi mais de 100 vezes maior do que a produzida por Streptococcus sp., Stomatococcus sp.
Ou Moraxella sp. Os autores sugeriram que Neisseria pode ser uma fonte regional de
acetaldeido carcinogénico e, portanto, pode desempenhar um papel essencial na
carcinogénese relacionada ao alcool em humanos (Muto, Hitomi, Ohtsu, Hitomi, Ohtsu,

Shimada, Kashiwase et al., 2000).

2. Cancro esofagico

O cancro do es6fago ¢ o oitavo mais comum e a sexta principal causa de morte
por cancro em todo o mundo (Olsen & Yilmaz, 2019). A dificuldade de diagnostico
precoce, natureza agressiva e baixa taxa de sobrevivéncia sdo caracteristicas do cancro
esofagico. Os dois subtipos principais desta patologia, o carcinoma de células escamosas
(CCE) e o adenocarcinoma esofagico (ACE), diferem muito na etiologia, geografia e
incidéncia. Fatores como tabagismo, consumo de alcool, higiene oral precaria, resposta
ao consumo de alcool e deficiéncia nutricional foram reconhecidos como as principais
causas de CCE esofagico (Lagergren, Smyth, Cunningham & Lagergren, 2017). Ja o
refluxo gastroesofagico, obesidade e o tabagismo sdo os principais fatores de risco de AC
esofagico (Rubenstein & Shaheen, 2015). O prognoéstico para pacientes com cancro do
esofago depende muito do momento do diagndstico. A maioria dos pacientes ¢
diagnosticado em estagio avancado devido ao desenvolvimento assintomatico, apresenta

metastases linfonodais e tem um progndstico desfavoravel.
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Evidéncias crescentes tém vindo a surgir de que a doenca gastroesofagica ¢
influenciada pela microbiota esofigica e que as bactérias comensais da orofaringe,
estdmago e colon tém um papel na modulagdo da patogénese. Essas hipoteses emergentes
sdo baseadas em mudangas observadas na composi¢do da flora esofdgica, notadamente,
observagoes repetidas. Sdo estas, a existéncia de uma abundancia de bactérias gram-
positivas no es6fago saudavel. E que a populacdo de bactérias esofagicas tornam-se cada
vez mais gram-negativa com a progressao da doenca. Associado a esta mudanga para uma
prevaléncia mais gram negativa estd um aumento no potencial para a presenca de
lipopolissacarideo antigénico. A imunorreatividade da endotoxina LPS acredita-se que
promova a suscetibilidade a inflamacdo e a doenca (Steve, Lindsey, Byung, Parth &

David, 2020).

A patogénese das doencas mais comuns do es6fago, ¢ a doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE), dismotilidade esofagica (acalasia), esofagite eosinofilica
(EoE), esofago de Barrett (BE) e cancro esofagico estdo bem estabelecidos. Dados
emergentes sugerem, entretanto, que todos eles sdo caracterizados por uma cascata
inflamatoria imunomediada, propagada por um estado disbidtico. Desse modo, a
capacidade do “estado normativo” saudavel de proteger contra bactérias estranhas fica
comprometida. Esta disbiose, portanto, pode criar respostas inflamatorias ou

imunorregulatorias adversas com a progressao da doenga.

Houveram varias tentativas de classificar a flora esofagica saudavel em diferentes
tipos de clusters. Um estudo avaliou pacientes saudaveis com DRGE e demonstrou dois
tipos de microbioma, referidos como tipo I e tipo II. Microbioma do tipo I associado a
individuos saudéveis, consistia principalmente de micrébios gram-positivos, dominados
por aqueles dentro do género Streptococcus. Por outro lado, o microbioma do tipo II teve
uma maior presenca de anaerdbios/microaerdfilos gram-negativos e se correlacionou
principalmente com esofagite e esofago de Barrett IT (Yang, Lu, Nossa, Francois, Peek &

Pei, 2009).

No estado normal e saudéavel, o microbioma esofagico ¢ constituido, em parte, por
uma infinidade de bactérias gram-positivas, muitas das quais produzem peptideos

antibacterianos chamados bacteriocinas. As bacteriocinas sdo seletivas e usadas para
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manter a integridade da populacdo matando bactérias estranhas. Quando o "bioma
normativo" ¢ interrompido (por exemplo, antibidticos, medicamentos, dieta, fatores
ambientais), as mudangas constitucionais podem permitir um desequilibrio favorecendo
a proliferacdo de patdogenos oportunistas. Portanto, parece racional que definir, uma
comunidade bacteriana protetora que pudesse ajudar a prevenir ou mitigar doengas
inflamatoérias do es6fago. Além disso, em conjunto com a evidéncia que demonstra que
algumas bacteriocinas sao citotoxicas ou antiproliferativas em relagdo as linhas de células

cancerigenas, uma exploracao adicional pode fornecer uma fonte rica de alvos eficazes

de farmacos baseados em peptideos (Steve, Lindsey, Byung, Parth & David, 2020).

Nos ultimos anos, muitos estudos epidemioldgicos relataram uma conexao
potencial entre a doenca periodontal e aumento do risco de cancro gastrointestinal (Ahn,
Segers & Hayes, 2012; Sun, Zhou, Salazar, Hays, Bedi, Chen & Li, 2017). Além disso, o
ADN de certas bactérias orais, incluindo P. gingivalis e S. anginosus, foi frequentemente
detetado em amostras de tecidos de cancerigeno no es6fago. Varios estudos sugeriram
que diversas bactérias patogénicas sao enriquecidas na saliva de pacientes com cancro do
esofago (Terzi, Demiray, Koroglu, Cakmak, Ciftci, Ozbek & Altindis, 2016; Peters et al.,
2017).

Um dos fatores comuns que predispdem ao desenvolvimento de cancro do esdéfago
¢ o rompimento do microbioma do trato gastrointestinal. A presenga das bactérias
Tannerella forsythia e Porphyromonas gingivalis ¢ de fundamental importancia. Esses
patdégenos sdo os principais responsaveis pela doenga periodontal, porém, também estao
associados ao desenvolvimento desta patologia oncologica (Lin, Karakasheva, Hicks,
Bass & Rustgi, 2016). Peters et al., (2017) realizaram um estudo prospetivo agrupado em
dois coortes, que consistiu na marcacdo da sequéncia de 16S ARNr (ARN ribossémico)
de bactérias orais a partir de amostras proveniente de bochechos e concluiram que as
bactérias orais podem refletir um potencial risco para o desenvolvimento de cancro
esofagico. A abundancia de P. gingivalis estd associada a maior risco de carcinoma
esofagico e a 7. forsythia a um maior risco de adenocarcinoma do eso6fago. A P. gingivalis
foi também associada a metastases nos ganglios linfaticos, concomitante com a redugao

do tempo de vida (Olsen & Yilmaz, 2019).

60



Desenvolvimento

Esses microrganismos causam interferéncia na barreira epidérmica do hospedeiro
e induzem inflamacao, incluindo a ativacdo de NF-kB (Lin et al., 2016). O mecanismo
patologico do cancro do es6fago com o envolvimento de T. forsythia e P. gingivalis foi

discutido em detalhes em capitulos anteriores.

Gao et al., (2016) através de analise imunohistoquimica de carcinomas do eséfago
detetaram uma taxa de 61% de P. gingivalis, 12% nos tecidos adjacentes e nulo na mucosa
normal. Observaram a presenca de gingipain (lisina) especifica ¢ 16S ADNr (ADN
recombinante) da P. gingivalis e niveis séricos de Imunoglobulinas A e G
significativamente mais elevadas no carcinoma esofagico em comparag¢ao com esofagite
e um grupo controlo saudavel. Os resultados deste estudo implicam a P. gingivalis na
patogénese do cancro esofagico e a presenca combinada de biomarcadores como as
imunoglobulinas ¢ melhor do que um Unico marcador no diagnostico (Olsen & Yilmaz,
2019). Segundo She-Gan Gao e colaboradores (2018), os niveis séricos médios de IgA
(Imunoglobulina A) e IgG (Imunoglobulina G) contra P. gingivalis foram
significativamente mais altos no CCE do em casos de esofagite e casos controlo
saudaveis. A IgA para diagnosticar a CCE precoce provou ser muito melhor que a IgG
(54,54% versus 20,45%) (Gao, Yang, Ma, Yuan, Zhao, Wang, Wei et al., 2018). Além
disso, altos niveis séricos de IgA ou IgG contra P. gingivalis foram correlacionados com
pior prognostico em pacientes com CCE, particularmente naqueles com estagio 0 — I ou
metastase linfonodal negativa. Pacientes com alta IgA e IgG tiveram o pior prognostico.
Os resultados deste estudo implicaram que P. gingivalis pode estar envolvido na
patogénese da CCE. Portanto, os biomarcadores séricos de P. gingivalis podem ser
importantes para a detecdo de CCE num estagio inicial e podem melhorar o desempenho

diagnostico e prognostico.

Em 2001 um estudo realizado pela ABNET na China, com uma amostra de 28.868
participantes observaram que uma ma higiene oral representa um risco elevado de

desenvolver cancro do es6fago e gastrico (Malinowski et al., 2019).

O diagnostico precoce continua a ser um dos principais determinantes para
melhorar a sobrevida a longo prazo de pacientes com cancro esofagico. A maioria dos

pacientes apresenta-se em estagio avancado e possui opg¢des limitadas de tratamento,
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resultando num prognoéstico desfavoravel. Embora a gastroscopia com biopsia ofereca
um método eficiente para o diagnostico de pacientes com CCE, a baixa adesdo a
gastroscopia em pacientes assintomaticos impede a detegao precoce (Hsu, Cheng, Chang,
Lee, Koong & Chuang, 2015). Os biomarcadores séricos da P. gingivalis podem ser
importantes na dete¢ao do cancro do eséfago num estagio inicial e melhorar o diagnostico

e prognostico (Olsen & Yilmaz, 2019).

2.1. Adenocarcinoma Esofagico

O desenvolvimento de adenocarcinoma esofagico (ACE) esta associado a
inflamacdo ou lesdo perlongada da mucosa, como a observada na doenga do refluxo
gastroesofagico (DRGE). Como resultado da exposi¢ao do epitélio distal do esdfago ao
refluxo dos &cidos géstricos e biliares, ocorre metaplasia intestinal e, consequentemente,
esofago de Barrett (EB). Esta ¢ a mudanga precursora do ACE (Grady & Yu, 2018; Lin,
etal., 2016). Além disso, o refluxo gastroesofagico, além dos danos diretos ao esdfago, ¢
responsavel pela producao de espécies reativas de oxigénio. Os radicais livres causam
danos ao ADN e as mutagdes resultantes iniciam o processo da carcinogénese (Lin et al.,
2016). A fisiopatologia que contribui para este estado de doenca ¢ complexa, envolvendo
uma interagdo entre fatores ambientais, suscetibilidades genéticas e dindmica do
hospedeiro. Aproximadamente 80% dos casos podem ser atribuidos a DRGE, tabagismo,
obesidade e baixo consumo de frutas e vegetais (Engel, Chow, Vaughan, Gammon, Risch,
Stanford, Schoenberg et al., 2003). Outros fatores de risco incluem disturbios motores do
esofago, outras doencas malignas, medicamentos e exposi¢des ambientais (Susan &
Urba, 2000). No entanto, o0 ACE, como as complicagdes da DRGE discutidas acima, pode
surgir sem sintomas anteriores. Conforme discutido anteriormente, a patogénese da
DRGE segue uma cascata mediada por inflamagdo, em vez de por lesdo quimica direta
da superficie da mucosa. Por outro lado, GERD nao ¢ um fator de risco para CCEE

(Carcinoma de Células Escamosas do Es6fago).

O microbioma do ACE foi caracterizado como semelhante ao microbioma do tipo
I, as espécies periodontopaticas individuais derivadas do microbioma oral estdo
associadas a doenca: Treponema denticola, Streptococcus mitis e Streptococcus

anginosus (Narikiyo et al., 2004). Os dois ultimos sao gram positivos e iSso sugere uma
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via diferente envolvendo a migracao ou o metabolismo de 4cidos gordos de cadeia curta,
conforme descrito na patogénese do Esofago de Barret, em vez da via de LPS/disbiose
discutida anteriormente. Isso sugere que a periodontite e a higiene oral inadequada podem
estar associadas ao risco aumentado de cancro do es6fago (Michaud, Fu, Shi & Chung,
2017). Em particular, fragmentos de S. anginosus foram isolados no carcinoma da cabeca
e pescogo, bem como em alteragdes displasicas precoces de cancro esofagico e gastrico
(Tateda et al., 2000). Isso implica que S. anginosus esta associado a numerosas doengas
malignas do trato digestivo superior. O mecanismo exato subjacente a este processo nao
foi delineado. No entanto, a indu¢do de citocinas inflamatodrias por infecdo com S. mitis
(Streptococcus mitis) e S. anginosus foi demonstrado (Narikiyo et al., 2004). Outras
espécies periodontais foram associadas ao cancro do esofago (Peters, et al., 2017). Por
exemplo, descobriu-se que os patdgenos periodontais Tannerella Forsythia, Veillonella,
Selenomonas e Treponema spp. estao associados a maior risco de ACE (Malinowski, et

al., 2019; Lv, Guo, Liu, Zhao, Zhang & Wang, 2019).

A diminuicado da prevaléncia de Estreptococos esta associada a um risco menor
de ACE, o que implica que a flora especifica estd inversamente relacionada a
transformacgdo maligna (Peters et al., 2017). Outras evidéncias dessa correlagdo inversa
sao fornecidas pelo menor risco de ACE associado a infec¢do por H.pylori (Peters et al.,
2017). Outros fatores de protecdo, como a biossintese bacteriana de carotendides por
Neisseria spp. também foram associados a protegdo contra o ACE (Peters et al., 2017).
Isso sugere que a colonizagdo comensal por flora especifica pode ser protetora do
processo metaplasico ao inibir a proliferacdao de flora pro-inflamatéria, bem como por
meio da sintese de vitaminas ou talvez eliciando uma resposta imune geralmente

protetora.

O risco aumentado de ACE também foi associado a deplecao de certas bactérias.
Por exemplo, o esgotamento do género comensal Neisseria e da espécie Streptococcus
pneumoniae esta associado a um maior risco de ACE (Peters et al., 2017). Isso ¢
corroborado por outros estudos em que a diversidade microbiana também mostrou estar
diminuida (Lv et al., 2019; Elliott, Walker, O’Donovan, Parkhill & Fitzgerald, 2017). Foi

postulado que, uma vez iniciada a carcinogénese, os Estreptococos deixam o ambiente
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local para invadir o tecido circundante (Zaidi, Kelly, Kreft, Barlek, Omstead, Matsui,
Boyd et al., 2016). E concebivel que a etiologia de DRGE, do EB e do ACE seja uma
progressao de microbiotas. Cada estagio abre a porta para um novo comportamento da
microbiota, por exemplo, a migragdo para os tecidos e células. Assim, uma avaliacdo e
comparacao “instantdnea” em qualquer momento pode ndo ser totalmente abrangente e

verdadeiramente reflexa de todas as mudangas progressivas.

Recetores semelhantes a Toll sdo uma classe de proteinas que desempenham um
papel regulador importante no sistema imunolédgico inato. Um mecanismo potencial pelo
qual o microbioma participa da carcinogénese ¢ via TLRs (Lv et al., 2019). TLRs 1-3, 6,
7 e 9 sdo significativamente regulados positivamente no ACE (Zaidi et al., 2016). TLR4
e TLRS (recetor Toll-like 5) também foram sugeridos como mediadores potenciais da
progressao de distirbios de refluxo para ACE. Isso sugere uma associacdo entre a via de
sinalizacdo TLR e o microbioma alterado. Em bidpsias de tecido do es6fago, a expressao
de TLR-4 (cujo ligante natural é o LPS) estd significativamente aumentada no ACE ¢ BE
quando comparado ao esdfago normal (Neto, Whitaker & Pei, 2016). Além disso, a
ativacdo da via TLR-4-NF-«xB ¢ evidente em distirbios de refluxo e pode contribuir para
a transformacdo maligna (Yang, Francois & Pei, 2012). Portanto, com microbiomas
anormais do tipo II, h4 um aumento relativo da abundéancia de bactérias gram-negativas,
sobre a estimulacao resultante de TLR-4. Isso pode iniciar uma cascata inflamatoria maior
e mais carcinogénica. Além disso, a expressao da isoforma Cox-2, um gene a jusante da
via LPS-TLR-4- NF-kB, ¢ elevada em carcinomas esofagicos. Foi descoberto que ha um
aumento de Cox-2 que ocorre ao longo da progressdo de displasia de baixo grau para
displasia de alto grau na via do ACE (Morris, Armstrong, Bigley, Green & Attwood,
2001). Isso implica que a ativagdo da via LPS-TLR-4-NF-kB pode contribuir para a
transformagdo maligna. A teoria foi testada experimentalmente num modelo murino em
que a presenga de E. coli induziu a ativagdo de TLRs implicados em ACE (Zaidi et al.,

2016).
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2.2. Carcinoma de Células Escamosas do Eséfago

O desenvolvimento do carcinoma de células escamosas do es6fago possui varios
estagios. O acumulo de alteragdes genéticas inicia o processo de carcinogénese, que causa
alteracdes histologicas nas células epiteliais (Klimczak, Bitner & Szemraj, 2011;
Szumito, 2013). Além disso, a presenca de inflamagao cronica da mucosa do eséfago leva
a formacdo de neoplasia intraepitelial, que ¢ considerada uma lesdo pré-cancerigena
(Itabashi, Nasierowska-Guttmejer, Shimoda, Majewski, Rezner, Sikora, Srutek et al.,
2017). No exame endoscopico, isso ¢ dificilmente visivel. Essas mudangas podem ser
vistas claramente usando o liquido de Lugol, que ird manchar o epitélio plano
multilamelar normal (Szumito, 2013). Ao exame microscéopico, a neoplasia intraepitelial
¢ caracterizada por um distirbio do sistema celular epitelial plano multilamelar e
alteragdes citoldgicas, como aumento e hipercromicidade do nucleo e aumento da
atividade mitdtica das células. O proximo estagio de desenvolvimento ¢ o carcinoma de
células escamosas inicial. Nesse estdgio, a lamina cancerosa da mucosa esofagica e a
submucosa do esdéfago invadem através da disseminagdo de células tumorais. No
carcinoma espinocelular avancado do esofago, as metastases para os linfonodos sdo
caracteristicas e as cé€lulas tumorais podem infiltrar a membrana muscular do esofago

(Moreno & Contreras, 2013).

O Carcinoma de Células Escamosas do Es6fago (CCEE) ¢ uma doenga complexa,
com diversos fatores predisponentes, envolvendo componentes genéticos € ambientais. A
incidéncia da doenga ¢ influenciada pela exposi¢do ambiental, mas existem variagdes
regionais quanto a natureza da exposi¢ao. As areas de maior incidéncia incluem Leste
Asiatico, Sudeste da Africa e Sudeste da América do Sul (Abnet, Arnold & Wei, 2018).
O fumo e o uso do tabaco sdo os fatores de risco mais comuns em populagdes mais
desenvolvidas, enquanto o consumo de liquidos quentes, carcinogéneos dietéticos € ma
denticdo contribuem o suficiente para a incidéncia de que a propria pobreza ¢ um fator de
risco para patogénese (Abnet, Arnold & Wei, 2018; Yang, Chen & Tu, 2016; Maghsudlu
& Yazd, 2017). Ha um crescente corpo de literatura que avalia a suscetibilidade genética
que pode aumentar a carcinogénese ap6s um estimulo ambiental (Abnet, Arnold & Wei,

2018).

65



Desenvolvimento

O consumo excessivo de alcool ¢ um forte fator de risco para o CCEE. O
acetaldeido, um metabolito direto da oxidacao do etanol, inibe o reparo do ADN por meio
de uma variedade de mecanismos. O etanol também pode induzir diretamente a producao
de espécies reativas de oxidagdo e promover a modificagdo epigenética aberrante, em
particular a metilagdo do ADN (Varela-Rey, Woodhoo, Martinez-Chantar, Mato & Lu,
2012). A metilacdo anormal de genes associados a carcinogénese inibe a expressao de
genes supressores de tumor, promove a transcricdo de oncogene € ¢ o principal

mecanismo proposto para o efeito carcinogénico direto do etanol (Seitz & Stickel, 2007).

A patogénese do CCEE esta associada a superexpressao de mediadores
inflamatérios. A produgdo persistente de NF-kB e a ativagdo de TLR-4 demonstraram
estar presentes no CCEE em estagio inicial, enquanto a produgao/ativagao diminui com
a progressao para estagios avancados (Li, Li, Dong, Wang, Zhu, et al., 2018). TLR-4, em
particular, ativa uma resposta inflamatoria inata com subsequente ativagcao de uma cascata
inflamatéria aguda a crénica (Chen, Winckler, Lu, Cheng, Yuan, Yang, Jin et al., 2015).
Isso sugere que a presenca de fatores externos afeta a interacdo local mucosa-micrébio.
Isso leva a uma reacdo inflamatéria localizada. A persisténcia dessa inflamacao,
associada a uma predisposicdo genética, desencadeia a hiperproliferacdo do tecido

€scamoso € a progressao para carcinoma.

Tal como acontece com o adenocarcinoma esofagico, foi demonstrado que o
CCEE esta associado a patogenos periodontais e higiene oral deficiente (Abnet Arnold &
Wei, 2018; Chen et al., 2015). Especificamente, a abundancia do patégeno periodontal
Porphyromonas gingivalis tendeu a apresentar maior risco de CCEE (Gallimidi,
Fischman, Revach, Bulvik, Maliutina, Rubinstein, Nussbaum, et al, 2015). Num estudo,
a ma saude oral foi relatada como um fator de risco para displasia escamosa esofagica
(Sepehr, Kamangar, Fahimi, Saidi, Abnet & Dawsey, 2005). Até este ponto, o Carcinoma
oral de células escamosas, também associado a ma higiene oral, tem sido relacionado a
alteragdes na microbiota oral (Firmicutes, Estreptococos, Actinobactérias e Rothia), que
foram substancialmente diminuidas em relacdo ao tecido normal (Schmidt, Kuczynski,
Bhattacharya, Huey, Corby, Queiroz, Nightingale et al., 2014). Foi demonstrado que o

CEC oral estd acompanhado de outros carcinomas de células escamosas do trato digestivo
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(Jovanovic, van der Tol, Kostense, Schulten, Vries, Snow & Waal, 1994). Foi sugerido
que uma regido das células epiteliais pode ser afetada por alteragdes carcinogénicas

(Simple, Suresh, Das & Kuriakose, 2015).

Individuos com CCEE também demonstraram apresentar diversidade microbiana
diminuida (Chen, Winckler, Lu, Cheng, Yuan, et al., 2015). Curiosamente, esta
diminui¢do na diversidade microbiana foi replicada em outros locais anatdémicos do
sistema GI, como o estbmago com gastrite (Yu, Gail, Shi, et al., 2014), e o colon com
cancro colorretal (Ahn, Sinha, Pei, Dominianni, Wu, et al., 2013). Mudangas na
microbiota géstrica também foram associadas ao CCEE, e as ordens Clostridiales e
Erysipelotrichales foram particularmente implicadas (Nasrollahzadeh, Malekzadeh,

Ploner, Shakeri, Sotoudeh, et al., 2015).

Além dos efeitos carcinogénicos diretos, fatores ambientais como alcool e tabaco
podem alterar o microbioma local e contribuir para a carcinogénese. O consumo de alcool
em pacientes com microflora oral abundante com flora oxidante leva a produgao de
acetaldeido e subsequente inibi¢do do reparo do ADN, levando ao aumento da
suscetibilidade ao carcinoma de células escamosas oral (Homann, Kéarkkdinen, Koivisto,
Nosova, Jokelainen & Salaspuro, 1997). O uso de tabaco est4 associado ao aumento da
abundancia de Streptococcus spp. e levedura capaz de metabolizar 4lcool para
acetaldeido, bem como inibindo a degradagdao do acetaldeido, sugerindo que a
persisténcia do aldeido salivar pode contribuir para a carcinogénese esofagica (Matejcic,
Gunter & Ferrari, 2017). O uso de alcool estd associado a um aumento da proporg¢ao
Firmicutes: bacteroidetes em amostras fecais murinas (Bull-Otterson, Feng, Kirpich,
Wang, Qin, Liu & Gobejushvili, 2013). Essa propor¢ao aumentada altera o metabolismo
local de nutrientes e aumenta os niveis séricos de LPS, e pode sugerir outros meios de

potencializar a patogénese.

67



Desenvolvimento

3. A influéncia da resposta imune do hospedeiro

O microbioma oral dindmico e polimicrobiano ¢ um precursor direto de doencas
como carie dentaria e periodontite, duas das doengas induzidas por microbios mais
prevalentes em todo o mundo. Microambientes distintos em barreiras orais abrigam
comunidades microbianas Unicas, que sdo reguladas por sistemas sofisticados de
sinalizagdo e por fatores ambientais e do hospedeiro. A func¢ao coletiva das comunidades
microbianas € o principal impulsionador da homeostase ou disbiose e, em tltima analise,

da satide ou doenga (Lamont, Koo & Hajishengallis, 2018)

A microbiota contribui para a nutri¢ao e equilibrio energético do hospedeiro e para
o desenvolvimento ou manuten¢do de um sistema imunologico robusto. Por sua vez, o
hospedeiro fornece um nicho no qual os micrébios individuais podem persistir em
comunidade, a partir do qual podem obter nutrientes essenciais, garantindo sua
transmissdo e retencdo dentro da espécie hospedeira. Embora tenha sido proposto que a
microbiota tem papéis importantes numa série de doengas sistémicas, apenas o advento
de novas ferramentas experimentais, incluindo animais gnotobidticos colonizados com
micrébios comensais definidos, modelos de inflamagdao em camundongos e abordagens
independentes de cultura, particularmente sequenciamento paralelo macigo tecnologia,
resultou em novos insights sobre como a microbiota interage com o sistema imunolégico
do hospedeiro. Estudos recentes forneceram evidéncias firmes de que a distor¢cao da
comunidade comensal, muitas vezes referida como “disbiose”, pode resultar em doencas
inflamatdrias ndo apenas do intestino, mas também de 6rgdos em locais distais. Tais
doengas podem ser desencadeadas ndo apenas por microbios patogénicos, mas também
por microbios comensais inofensivos ou aqueles que sao normalmente controlados pelo
ecossistema microbiano e/ou pelo estado metabolico e resposta imune do hospedeiro.
Assim, a perturbagdo desta homeostase por influéncias intrinsecas ou extrinsecas, por
exemplo, o tratamento com antibidticos de largo espectro, pode resultar em disbiose com

risco de vida (Littman & Pamer, 2011).

Em pacientes saudaveis, a homeostase dos constituintes da microbiota evita a

agressdo por parte dos agentes patogénicos. Diversas familias de peptideos
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antimicrobianos sao descritas e sdo especificamente projetadas para matar ou inativar

microorganismos que entram em contato com as superficies epiteliais (Zasloft, 2002).

r

O estado de saude da cavidade oral ¢ um estado de equilibrio entre varios
organismos e o hospedeiro. A microbiota oral ¢ agora entendida como um 6rgado cujos
mecanismos sdo muito semelhantes aos do ecossistema da microbiota intestinal. A

estabilidade da microbiota aumenta com probidticos e prebidticos (Zaura et al. 2014).

Além disso, os recetores imunes inatos identificam padrdes moleculares
associados a microbios conservados em bactérias (Medzhitov & Janeway, 2000). Esse
mecanismo ¢ usado pelo sistema imune inato para diferenciar bactérias patogénicas e nao
patogénicas. Essa distingdo entre bactérias patogénicas e inOcuas continua a ser a

principal preocupacdo de muitas equipas de investigacao.

A infecdo pode ser influenciada pelas variagdes genéticas do hospedeiro, que
podem resultar em peptidos defeituosos (Kalus et al. 2009). Uma comunicacao cruzada
constante ocorre entre as células epiteliais, que estdo presentes na saliva, e os

microrganismos comensais para manter a homeostase.

Multiplos estudos demostraram que a microbiota oral se sobrepde a microbiota do
trato gastrointestinal e que existem muitos caminhos para a disseminacdo de bactérias
dentro do corpo (Aviles-Jimenez, Vazquez-Jimenez, Medrano-Guzman, Mantilla &
Torres, 2014). Lamster et al. (1994) relataram as potenciais relagdes entre patologias

periodontais, a microbiota oral e a resposta do hospedeiro.

4. O papel das bactérias na detecio, prevencio e tratamento do cancro

O diagnostico precoce continua a ser um dos principais determinantes para
melhorar a sobrevida a longo prazo de pacientes com cancro esofagico. A maioria dos
pacientes apresenta-se em estagio avancado e possui opgdes limitadas de tratamento,

resultando num prognostico desfavoravel.
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As populagdes microbianas na mucosa oral parecem diferir entre os locais
saudaveis e malignos. Por exemplo, Streptococcus anginosus e Treponema denticola
estdo associados a varios carcinomas do trato gastrointestinal superior (Narikiyo et al.,
2004). Shiga et al. (2001) sugeriram que a infecgdo por S. anginosus pode estar implicada
na carcinogénese do carcinoma espinocelular de cabega e pescoco em geral. O ADN de
S. anginosus foi detectado em amostras de tecido de carcinoma, mas ndo em amostras de

linfoma, rabdomiossarcoma ou leucoplasia.

Noutro estudo, o ADN mitocondrial salivar foi encontrado aumentado em
pacientes com cancro da cabega e pescoco diretamente em propor¢do ao grau de
malignidade do tecido, isto ¢, de displasia leve a grave (Kim, Clinger, Masayesva, Ha,
Zahurak, Westra, et al., 2004). No entanto, mais estudos sao necessarios para confirmar
estas descobertas. E importante, ter em mente que o local de amostragem e como pode
influenciar os resultados. Em pacientes com cancro oral, a amostragem ideal pode ser
dificil (Rautemaa, Rusanen, Richardson & Meurman, 2006). Consequentemente, a
técnica de amostragem adequada tanto para o cultivo convencional quanto para os novos
métodos moleculares precisa ser enfatizada (Rusanen, Siikala, Uittamo, Richardson &

Rautemaa, 2009). H4 uma necessidade de diretrizes padronizadas nesta area.

A utilidade das bactérias orais como marcador de diagndstico precoce esta a atrair
a atencdo de investigadores. Mager et al. mostraram que as contagens salivares de
Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica e S. mitis anteciparam o cancro
oral com sensibilidade de 80%, tornando-se um indicador potencial de diagndstico de
cancro oral (Mager, Haffajee,[s}:p] Devlin, Norris, Posner & Goodson, 2005). De acordo
com um estudo recente, um painel de biomarcadores de Rothia, Haemophilus,
Corynebacterium, Paludibacter, Porphyromonas, Oribacterium e Capnocytophaga
previu a ocorréncia de cancro na cavidade oral e cancro da orofaringe com 100% de
sensibilidade e 90% de especificidade (Lim, Fukuma, Totsika, Kenny, Morrison &
Punyadeera, 2018). As bactérias orais podem levar a deteg¢do precoce, o que, combinado
com o tratamento adequado, pode reduzir significativamente a morbidade e mortalidade

do cancro.
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Por outro lado, ao contrario de outras bactérias periodontogénicas, A.
actinomycetemcomitans ndo ¢ um membro original da bactéria do complexo vermelho
nem ¢ frequentemente detetada em pacientes com periodontite ou em individuos
periodontalmente saudaveis (Ikeda et al., 2020); ou seja, 4. actinomycetemcomitans, que
¢ uma bactéria periodontogénica raramente detetada, estd presente na microbiota oral de
pacientes com cancro esofagico. Em relagdo ao significado clinico desses achados, A.
actinomycetemcomitans pode revelar-se um biomarcador de diagnostico. Se a A4.
actinomycetemcomitans da saliva for comprovado como adequado para o rastreamento,

a viabilidade do método pode ser melhorada no futuro.

As propriedades carcinogénicas orais de P. gingivalis ¢ F. nucleatum estao bem
documentadas in vitro, bem como em animais experimentais; muitos dos mecanismos
subjacentes foram elucidados. Foi sugerido, portanto, que a dete¢do de P. gingivalis e F.
nucleatum em condigdes orais potencialmente malignas poderia ser usada como um
marcador de risco de transformag¢do maligna. Fatores de viruléncia como FimA de P.
gingivalis e FadA de F. nucleatum também podem servir como novos alvos para
intervengdo terapéutica de cancro oral (Perera, Al-hebshi, David, Speicher, Perera &

Johnson, 2016).

Avancos recentes na terapeutica do cancro, como terapia direcionada e
imunoterapia, aumentaram a esperanca de curas para muitos tipos de neoplasias. Os
desafios enfrentados pela terapeutica antitumoral atual, como alta toxicidade para células
normais, a incapacidade de tratar o tecido tumoral profundo e a possibilidade de induzir
resisténcia aos medicamentos em células tumorais, levaram ao desenvolvimento de

abordagens alternativas.

Opcoes terapéuticas direcionadas ao microbioma, incluindo prebioticos,
probidticos, antibidticos e bacteriocinas, foram estudadas, embora os efeitos atribuiveis
no es6fago na sua maior parte nao tenham sido reconhecidos pelos médicos (Steve et al.,

2020).

Ha evidéncias crescentes de que a ingestao alimentar tem um efeito profundo no

equilibrio e na atividade do microbioma. Este efeito desempenha um papel fundamental
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na reducdao da inducdo da disbiose relacionada a cascata de sinalizagdao inflamatéria
(Lobo, Benjamim, & Oliveira, 2016; Siracusa, Schaltenberg, Villablanca, Huber &
Gagliani, 2019). A medida que o papel patogénico da microbiota disbiotica do eséfago
se torna mais claro, a intervencao terapéutica direcionada usando prebioticos especificos
parece promissora, especificamente quando focada no aumento da razdo Gram-
positivo/Gram-negativo. Pode ser possivel, promovendo seletivamente a atividade de
certos organismos que produzem metabolitos, proteinas ou peptideos, que um
microbioma local possa ser curado para um estado mais favoravel. Foi demonstrado que
os isomalto-oligossacarideos aumentam os numeros da flora gram-positivas,
especialmente de Bifidobacterium e Lactobacillus spp. Os prebiodticos, incluindo
Maltosil-isomaltooligossacarideo (MIMO), tém como objetivo melhorar a propor¢do de
gram-positivos/gram-negativos no esdfago. Este tipo de intervengdo demonstrou algum
potencial na reducdo ou eliminacdo dos sintomas da DRGE numa série de casos (Selling,

Swann, Madsen & Oswald, 2018).

Dado que a dieta de longo prazo altera a composicao e atividade da microbiota
intestinal, a dieta parece ser uma estratégia possivel para influenciar as terapias do cancro
por meio da modulacao de microbios (David, Maurice, Carmody, Gootenberg, Button,
Wolfe, Ling et al., 2014; Gopalakrishnan, Helmink, Spencer, Reuben & Wargo, 2018).
Os probidticos foram reconhecidos como uma opg¢ao promissora para a sua prevencao e
tratamento (Zhang et al., 2013). O uso de probidticos para modificar o microbioma
intestinal foi estudado numa variedade de doencas gastrointestinais, ¢ héa varias
investigagdes sobre o seu uso para diminuir os sintomas da DRGE. Formulagdes
probidticas que incluem cepas principalmente dentro dos géneros lactobacillus e
bifidobacterium foram estudadas e demonstraram redugdo nos sintomas quando usadas
como monoterapia (Gomi, Yamaji, Watanabe, Yoshioka, Miyazaki, Iwama & Urita,
2018; Ohtsu, Takagi, Uemura, Inoue, Sekino, Kawashima, Uchida et al., 2017). No
entanto, muitos estudos sdo limitados pela qualidade devido a limitagdes no desenho
experimental, como a producdo de um placebo adequado para controle (Cheng &
Ouwehand 2020). Um estudo controlado randomizado utilizando bacillus subtilis e
enterococcus faecium com PPI (Proton Pump Inhibitors) demonstrou diminui¢ao nos

sintomas de diarreia e supercrescimento bacteriano no intestino delgado, mas nio reduziu
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os sintomas de DRGE ou taxa de cura em comparagao com PPI sozinho (Sun, Wang, Sun,
Zhang & Zhang, 2019). Além disso, evidéncias recentes demonstraram que, embora os
probiodticos administrados por via oral possam permanecer viaveis, pode haver uma
resisténcia marcante do hospedeiro a colonizacdo da mucosa (Zmora, Zilberman-

Schapira, Suez, Mor, Dori-Bachash, Bashiardes, Kotler et al., 2018).

Os antibidticos também sdo uma possivel opgdo terap€utica para modificar o
microbioma, dada sua eficdcia no tratamento de doencas infeciosas gastrointestinais.
Embora o uso rotineiro de antibidticos para o tratamento de doengas esofagicas nao tenha
sido investigado, ele tem sido usado com sucesso noutras partes do trato gastrointestinal
para estados de doenca relacionados a disbiose. Em pacientes com supercrescimento
bacteriano no intestino delgado (SIBO), uma condigdo caracterizada pela proliferacdo da
flora comensal dentro do intestino delgado, antibidticos com baixa biodisponibilidade
oral, como rifaximina, tém sido usados com eficacia, embora os dados sobre o uso de
antibioticos sistémicos seja limitado (Rao & Bhagatwala, 2019). Dadas as implicagdes
dos novos patogenos resistentes a antibioticos e o risco de colite por C. difficile, parece
improvavel que esta abordagem seja viavel para doengas esofagicas (Chang, Kim, Kim,
Woo, Ryu, Joo, Lee et al., 2017; Mcdonald, Gerding, Johnson, Bakken, Carroll, Coffin
et al., 2018).

Ao contrario da infe¢do viral, a infeccdo bacteriana pode ser eliminada por
antibioticos. Nesse sentido, parece que o tratamento com antibidticos pode ser empregado
para prevenir, aliviar ou mesmo curar o cancro (Khajuria & Metgud, 2015). Amer et al.
(2017) propuseram que a terapia com antibioticos topicos pode ser uma nova estratégia
para prevenir a transforma¢do maligna da leucoplasia oral (Amer, Galvin, Healy &
Moran,[s}:p]2017). E tentador modular o microbioma oral para prevenir o cancro por meio
de antibioticos. No entanto, estudos clinicos relataram que a combinagao de antibidticos
e agentes quimioterapicos pode ser aplicada para tratar varios tipos de cancro. Por
exemplo, a aplicacio combinada de azitromicina, paclitaxel e cisplatina alcangou
resultados desejaveis em termos de efeitos colaterais e sobrevida geral em pacientes com
cancro de pulmao (Chu, Yao, Chang, Chou, Chou, Chen, Terng et al., 2014). Além disso,

a vacinagdo ¢ capaz de prevenir a infecdo de bactérias etioldgicas, servindo como outra
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estratégia promissora para a prevenc¢ao do cancro esofagico (Khajuria & Metgud, 2015).

Outro caminho possivel para intervengdo envolve a aplicagdo de uma
bacteriocina, direta ou indiretamente, por meio do fornecimento seletivo de prebioticos a
organismos especificos. As bacteriocinas tém potencial de uso por meio de dois
mecanismos: (1) efeito antibidtico direto e (2) efeito citotoxico para células neoplasicas.
Embora esta seja uma 4rea ativa de pesquisa e isolados inibitorios que t€ém como alvo o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Okuda, Zendo, Sugimoto, Iwase, Tajima,
Yamada, Sonomoto et al., 2013) e Enterococcus resistente a vancomicina (Kommineni,
Bretl, Lam, Chakraborty, Hayward, Simpson, Cao et al., 2015) foram isolados, mais
pesquisas sdo necessarias sobre produtos que visam organismos especificos, bem como

literatura subsequente para avaliar a sua eficacia e seguranca (Kommineni et al., 2015).

Evidéncias crescentes mostraram que os microbios intestinais podem modular a
eficaicia da imunoterapia e quimioterapia contra o cancro (Gopalakrishnan,
Spencer,stnHelmink, Reuben & Wargo 2018). Devido a seus papéis imunossupressores,
tanto P. gingivalis quanto F. nucleatum tém sido apontados como facilitadores da
carcinogénese oral. Com relagdo aos tumores contendo F. nucleatum, a proteina Fap2
ligou-se ao receptor inibitério humano TIGIT, levando a inibi¢do da atividade das células
imunes (Gur, Ibrahim, Isaacson, Yamin, Abed, Gamliel, Enk, Bar-On et al., 2015). A
exposi¢ao a P. gingivalis potencializou as expressoes de moléculas PD-L1 ¢ PD-L2
(ligantes de morte programada 1 e 2) em células OSCC, induzindo a exaustdo e apoptose
de células T (Teng, Galon, Fridman & Smyth, 2015). Foi demonstrado que os anticorpos
monoclonais anti-PD-1 (anti-proteina de morte celular programada 1) melhoraram
significativamente a sobrevida global em pacientes com HNSCC (Head and neck
squamous cell carcinoma) recorrente ou metastatico (Ferris, Blumenschein, Fayette,
Guigay, Colevas, Licitra, Harrington et al., 2016; Chow, Haddad, Gupta, Mahipal, Mehra,
Tahara, Berger et al., 2016). Portanto, imunoterapias direcionadas a PD-L1, PD-L2 ou
TIGIT (Imunorreceptor de células T com dominios Ig e ITIM) podem melhorar o
microambiente imunossupressor e inibir o desenvolvimento de cancro.

Tem atraido aten¢do consideravel o uso de microRNAs como agentes terapéuticos

contra certos tipos de cancro (Benakanakere, Zhao, et al., 2019). A estimulagdo de P.
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gingivalis in vivo levou a superexpressao de miR-663 (Micro acido ribonucleido 663)
(Benakanakere, Zhao, et al., 2019). Além disso, a regulacdo positiva do miR-663 induziu
a apoptose celular em células epiteliais gengivais primarias, bem como na linha celular
de cancro de mama MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7), o que o tornou um agente
candidato pautativo para o controle do cancro (Benakanakere, Zhao, et al., 2019). Foi
demonstrado que o miR-21 (Micro 4cido ribonucleico 21) foi regulado positivamente em
resposta ao lipopolissacarideo P. gingivalis e aumentou a invasao do carcinoma de células
escamosas da lingua oral através da via Wnt/B-Catenina (Zhou, Su, Duan, Chen, Hays,
Upadhyayula, Shivde et al., 2018; Kawakita, Yanamoto, Yamada, Naruse, Takahashi,
Kawasaki & Umeda, 2014). Portanto, Kawakita et al. (2014) indicaram que miR-21 pode
ser um alvo potencial para o tratamento do carcinoma de células escamosas de lingua

oral.

Outra terapéutica possivel trata-se da utilizacao de bactérias para o tratamento do
cancro. Esta foi reduzida anteriormente, principalmente devido ao surgimento da terapia
de radiacdo que entrou em voga nos campos médicos desde a década de 1920. No entanto,
0 progresso recente nos campos da imunologia e biotecnologia gerou um novo interesse
no mecanismo subjacente a atividade das bactérias, trazendo-a a vanguarda dos
investigadores. As bactérias podem ser programadas por meio de manipulagdo genética
simples ou bioengenharia sintética sofisticada para produzir e distribuir agentes anti-
cancro com base nas necessidades clinicas. As abordagens terapéuticas que usam
bactérias direcionadas a tumores podem ser aplicadas como uma monoterapia ao
alterarem microambientes tumorais e induzir a regressdo do tumor ou em combinacdo
com outras terapias anti-cancro para alcancar melhores resultados clinicos (Duong, Qin,

You & Min, 2019).

Bactérias vivas direcionadas ao tumor podem colonizar seletivamente tumores ou
nddulos linfaticos dirigidos por tumor, inibir o crescimento do tumor e prolongar a
sobrevivéncia apos infe¢ao sistémica em animais. O uso de bactérias direcionadas a
tumores como vetores de entrega pode superar as limitacdes de penetracdo e maximizar
as atividades de farmacos quimioterapeuticos enquanto reduz a toxicidade sistémica para

o hospedeiro. Ao regular a expressdo do gene bacteriano, € possivel limitar ainda mais o
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acumulo de cargas uteis antitumorais nos locais do tumor, bem como controlar o tempo

de entrega do medicamento (Duong et al., 2019).
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II1. Conclusao

A relacdo entre as bactérias da cavidade oral e diferentes patologias sistémicas ¢
amplamente demonstrada em varios estudos epidemiologicos, experimentais € ensaios
clinicos, assim como, os mecanismos patofisiolégicos comuns dos quais surgem as

alteragdes celulares e quimicas induzidas que conduzem a estas patologias.

A transferéncia de bactérias da cavidade oral para o trato digestivo ¢ comum, estas
chegam ao estomago por meio da saliva ingerida, nutrientes e bebidas. Tendo em
consideragdo as semelhangas da composicdo microbiana e os padrdes de translocacao
comuns entre a cavidade oral e o trato digestivo superior, as alteracdes nos
microrganismos orais podem ser mais informativas quando aplicadas para a detecdo de

neoplasias do sistema digestivo superior.

As bactérias da cavidade oral desempenham um papel importante no
desenvolvimento de cancro oral, colorretal e pancreatico. O mais bem confirmado € o
efeito carcinogénico dos periopatogenos orais: Fusobacterium nucleatum e
Porphyromonas gingivalis. As bactérias podem ter um efeito oncogénico nas células
humanas de trés maneiras: levando a inflamacao cronica, agindo como um antiapoptotico
e produzindo substancias cancerigenas. No entanto, pesquisas adicionais sao necessarias

para definir claramente as bactérias orais especificas como cancerigenas.

A sobrevida a longo prazo de pacientes com cancro esofagico permanece baixa.
A répida disseminagdo para Orgdos ou tecidos circunvizinhos e o desenvolvimento
assintomatico, levam ao diagndstico desta patologia em estagio avancado.
Consequentemente, a triagem, a detecdo e o diagndstico na fase inicial continuam a ser
fatores-chave. Assim, ¢ imperativo perceber que através do tratamento e dos cuidados de
saude oral € possivel diminuir a prevaléncia das patologias que tém vindo a ser associadas
a presenca de certas bactérias. E importante uma agdo conjunta de médicos especialistas

em prol da saude geral dos individuos, assim como a realiza¢do de medidas preventivas.

Assim, € necessario mais trabalho para revelar os padrdes de transmissdo da

cavidade oral para locais distais no corpo humano e a interagdo entre eles. Um melhor
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Conclusdo

conhecimento dos mecanismos de como as comunidades da microbiota funcionam e
como estdo envolvidas no desenvolvimento da doenga pode ajudar a identificar novas

abordagens preventivas, modulando e controlando bactérias especificas na cavidade oral.
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