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INTRODUCCION

El cancer oral escamocelular (COE) ocupa el sexto lugar en frecuencia por cancer
en el ambito mundial (Van Monsjou, Balm, Van den Brekel y Wreesmann, 2010).
En Colombia, epidemiolgicamente es poca la informacion existente y se calcula que
en promedio se presentan 300 nuevos casos anuales de tumores de labio, cavidad
oral y faringe, segtin datos reportados por el Instituto Nacional de Cancerologia en
el 2015 (Pardo y Cendales, 2015). Sin embargo, su incidencia se ha visto incremen-
tada en poblacion cada vez mas joven, debido a que dia a dia el consumo excesivo de
alcohol y cigarrillo inicia en edades mas tempranas y se consideran factores de riesgo
del 80% de pacientes con COE. Se ha calculado que el 20% restante es a causa de
infecciones virales como la del virus del papiloma humano (VPH), principalmente
relacionado a practicas sexuales como el sexo oral (Betiol, Villa y Sichero, 2013). Di-
versos estudios han mostrado que los tumores positivos para tipos oncogénicos de
VPH presentan una menor agresividad y formacion de metastasis, lo que conduce a
considerarlo de buen prondstico, debido a que no se encuentran alteraciones genéticas
permanentes como amplificaciones, deleciones o mutaciones, entre otras, las cuales
si estan relacionadas al consumo de alcohol y tabaco (Gonzalez-Diaz et al., 2014).

Sumado a esto, el carcinoma oral se ha asociado a una pobre higiene oral, lo
que conlleva un incremento cualitativo y cuantitativo de microorganismos, donde
la microflora encontrada en cavidad oral facilita o promueve la carcinogénesis oral
e incluso algunos autores, como Meurman y colaboradores en el 2008, relacionan
algunas bacterias presentes en cavidad bucal con la etiologia del carcinoma oral.
Estas afirmaciones estan basadas en la respuesta inflamatoria persistente genera-
da por algunas bacterias orales, y la produccién de acetaldehido, un metabolito
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comun del consumo de alcohol y tabaco, y considerada como carcinogénica porque
favorece la formacion de aductos en el ADN vy, en consecuencia, promueve muta-
ciones, principalmente de genes tumores supresores (Meurman y Uittamo, 2008).

Recientemente, en la comunidad cientifica hay un gran interés en determi-
nar las posibles relaciones entre la microbiota bacteriana y el desarrollo del cancer
oral. Tateda y colaboradores observaron en el 2000 que Streptococcus anginosus, uno
de los microorganismos de importancia en cavidad oral, estd presente en carcino-
ma oral y posiblemente esté relacionado con procesos de carcinogénesis, debido
a que incrementa la concentracién del acetaldehido en boca (Tateda ez /., 2000).

La mayoria de los estudios de microbiologia oral, se han realizado mediante ais-
lamiento en medios de cultivos enriquecidos y selectivos; sin embargo, muchos de
los microorganismos encontrados en diferentes habitats de la cavidad oral (placa
dental, saliva y mucosa oral, entre otros) en un alto porcentaje (80%) son bacterias
no cultivables (Ahn, Chen y Hayes, 2012); lo que en consecuencia sefialaria las li-
mitaciones de las técnicas de cultivo microbiolégico en no permitir la descripcion
completa del microbioma oral. Estudios como el de Dewhirst y colaboradores en el
2010, muestran que con el uso de tecnologias de ultima generacién (secuenciacion
de alto rendimiento), se puede detectar y cuantificar microorganismos directamente
de las muestras biolégicas sobrepasando las limitaciones de los cultivos microbiol6-
gicos (Dewhirst ¢f al., 2010). La secuenciacién de alto rendimiento, ha permitido a
los investigadores obtener la descripcion del microbioma presente en cavidad oral.
La tecnologfa més utilizada es la de Illumina® mediante el sistema Solexa HiSeq, en
el que se obtienen longitudes de hasta 300 pb, lo que favorece su ensamblaje y se-
cuenciacién en los dos sentidos (pazred-end), con una mayor cobertura y mejor analisis
a un costo asequible. El metagenoma describe de forma cualitativa y cuantitativa
la totalidad de bacterias presentes en distintos nichos incluidos los de cavidad oral.

Por lo cual, es pertinente desarrollar estudios metagenémicos en donde la asig-
nacién taxonémica no dependa exclusivamente del andlisis de la secuencia del gen
168, para realizar una mejor descripcién de la microbiota oral relacionada al COE.

Como mencionamos anteriormente, la infeccion del VPH es un factor de ries-
go para desarrollar COE; sin embargo, la relacion directa de cémo el VPH induce o
promueve procesos carcinogénicos fue descrita en cancer cervical, llevando a pensar
que los procesos similares pueden llevarse a cabo en la cavidad bucal. Algunos au-
tores como Silins y colaboradores en el 2005 e Insinga y colaboradores en el 2010,
han sugerido que en cancer cervical, existe una posible asociacién positiva de las
coinfecciones entre Chlamydia trachomatis y VPH (Insinga et al., 2010; Silins ¢f al.,
2005), y encuentran que la infeccién con Ch. trachomatis incrementa la infeccién y
persistencia del VPH. Otros autores proponen, en primer lugar, que la infecciéon por
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Ch. trachomatis provoca disrupciones en el epitelio lo que facilita la entrada del VPH,
ya que la infeccion viral inicia por microabrasiones del epitelio y, en segundo lugar, se
propone que la infeccion por Ch. trachomatis puede alterar la respuesta inmunolégica,
la cual es necesaria para eliminar la infeccién viral (Horvath, Boulet, Renoux, Delven-
ne y Bogers, 2010; Simonetti, Melo, De Souza, Bruneska y De Lima Filho, 2009).

Por todo lo anterior, en el presente capitulo mostramos hallazgos producto de
nuestras investigaciones, de la descripcién del microbioma bacteriano en cancer oral, y
posibles coinfecciones de algunas bacterias orales relacionadas con el COE y el VPH.

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER ORAL

En Colombia, el carcinoma oral presenta una incidencia de 7,1 casos por ca-
da 100.000 habitantes. Ademas de afectar tanto a hombres como a mujeres (Van
Monsjou et al., 2010). Se calcula que aproximadamente se presentan unos 300 casos
anuales de cancer de labio, cavidad oral y faringe en Colombia, segun datos reporta-
dos por el Instituto Nacional de Cancerologia en el 2015 (Pardo y Cendales, 2015).
Los factores de riesgo mas importantes para este tipo de tumor son el consumo de
alcohol y de tabaco; sin embargo, cerca del 20% de estos tumores pueden presen-
tarse en personas que no han consumido ninguna de las sustancias anteriormente
mencionadas y se relacionan a infecciones virales como la del virus del papiloma
humano (VPH) (Gonzéilez-Diaz ¢z /., 2014) y al virus del Epstein Barr (VEB) (Ba-
gan et al., 2008; Kulwichit ez /., 1998).

Se calcula que mas de 30 carcindgenos se pueden encontrar en el humo inspirado
del tabaco, principalmente hidrocarburos aromaticos policiclicos y nitrosaminas; es
asi como el riesgo de carcinoma escamocelular oral es directamente proporcional a
la cantidad de tabaco consumido, considerandose que personas que consuman mas
de 10 cigarrillos al dia estan en riesgo de desarrollar este tipo de neoplasia (Jaber,
2010). Por otro lado, el consumo excesivo de alcohol (consumos mayores a 100 gr
de alcohol por dia), se asocia al carcinoma oral incrementando el riesgo de hasta cua-
tro veces. La exposicion a estos dos factores de riesgo, promueven la irritacién de la
mucosa, disminucion de la accién protectora de la saliva, potencializacién y solven-
cia de carcinégenos del tabaco, desregulacion del sistema enzimatico del citocromo
p450, disminucién de la actividad de enzimas reparadoras de ADN, amplificacion
de oncogenes e incremento de acetaldehido (Garcia, Bricefio, Castillo y Aristizabal,
2011; Maier, Sennewald, Heller y Weidauer, 1994).

En los ultimos afnos, se ha visto incrementada la incidencia del carcinoma
oral principalmente en poblacién joven (menores de 40 afios), porque el efecto
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carcinogénico del alcohol y el tabaco se puede presentar con 21 afnos de exposicion
continua y acumulada, y el incremento de estos habitos de consumo inicia desde la
adolescencia (Majchrzak ez a/., 2014).

Las infecciones virales, también son factores de riesgo importantes en carcinoma
oral, principalmente infecciones con virus oncogénicos como el caso del VPH y VEB,
debido a que promueven el desarrollo tumoral induciendo proliferacion excesiva e
inhibiendo procesos de muerte celular como la apoptosis (Narisawa-Saito y Kiyono,
2007). Para el caso del VPH, algunos estudios han mostrado que pacientes con tu-
mores positivos para este virus y que no han mostrado exposicion a factores de riesgo
como el consumo de alcohol y tabaco presentan un mejor prondstico, mostrando
mayor sensibilidad a la radioterapia, y en un mayor porcentaje (90%) sobrevida
cercana a los cinco afios, comparada con pacientes con tumores negativos para la
infeccién con un porcentaje del 65% (Gonzéalez-Diaz et al., 2014). En la Figura 1 se
resumen los factores de riesgo asociados al desarrollo del COE.
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FIGURA 1. ESQUEMA DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL DESARROLLO DEL CANCER ORAL ESCAMOCELULAR. ESQUEMA
ESTRUCTURADO POR EL GRUPO DE INVESTIGACION.
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También la mala higiene bucal y el estado dental, se han asociado a la promocién
del carcinoma oral, ya que la infeccion crénica de algunas de las bacterias encontradas
en cavidad oral son capaces de oxidar el etanol encontrado en las bebidas alcohdli-
cas y producir acetaldehido, sustancia demostrada como carcinogénica que forma
aductos en el ADN vy, en consecuencia, incrementa el riesgo de mutaciones prin-
cipalmente en genes tumores supresores (Garcia, Arias y Aristizabal, 2009; Wang
et al., 2000). En la Figura 2 se presentan algunas alteraciones celulares generadas
por infecciones bacterianas cronicas. Desde hace algunos afios, la perspectiva de los
profesionales de la salud, sobre todo en enfermedades infecciosas, ha cambiado, pues
un gran numero de enfermedades complejas mas que relacionarse con microorga-
nismos particulares, se relacionan con la composicion cualitativa y cuantitativa de
comunidades bacterianas en un sitio particular.
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FIGURA 2. MECANISMOS CELULARES QUE PROMUEVEN EL DESARROLLO DEL CANCER ORAL DEBIDO A INFECCIONES CRONICAS
BACTERIANAS. FIGURA DISENADA POR EL GRUPO DE INVESTIGACION.

MICROBIOMA

La cavidad oral es la principal puerta de entrada de microorganismos al cuerpo,
que forman una compleja comunidad microbiana y desempefnan un papel impor-
tante en determinar el estado de salud o enfermedad en el hospedero (Dewhirst ez
al., 2010).

Un desequilibrio ecoldgico de la comunidad microbiana en cavidad oral se puede
traducir en enfermedad no solo en cavidad bucal, sino también en otras partes del
cuerpo (Zarco, Vess y Ginsburg, 2012). Se estima que la biodiversidad oral esta por



252_

el orden de mas de 700 especies microbianas diferentes, donde la mayoria de las
cuales son bacterias comensales.

Hasta hace algunos afos existia una gran dificultad para determinar las bac-
terias asociadas a patologias debido a la alta complejidad de los ecosistemas y las
limitaciones de las herramientas metodoldgicas disponibles para describir los mi-
croorganismos asociados a salud o enfermedad.

También, en este sentido, se debe tener en cuenta la gran biodiversidad exis-
tente en cavidad oral, las multiples interacciones simbidticas entre ellas, y la baja
proporcion de bacterias cultivables que son aproximadamente el 20% (Sonnenburg
y Fischbach, 2011); lo que hace que los enfoques microbiolégicos tradicionales,
realizados mediante aislamiento en medios de cultivos enriquecidos y selectivos,
tengan limitaciones, puesto que estas técnicas no permiten describir completamen-
te el microbioma oral y proporcionan informacién incompleta de las comunidades
naturales que habitan en la boca.

Gracias a estudios en microbiomas de personas sanas, se describe que en la ca-
vidad oral existen diferentes microambientes o nichos, con una gran variabilidad en
los perfiles de comunidades microbiolégicas en las diferentes superficies intraorales.
La microbiota subgingival y supragingival, aunque tienden a ser similares distan
de la encontrada en mucosa y la encontrada en saliva (Pozhitkov, Beikler, Flemmig
y Noble, 2011). De hecho, algunas bacterias orales demuestran un tropismo es-
pecifico hacia las diferentes supetficies bioldgicas en la cavidad oral. Por ejemplo,
Streprococcus salivarius, S. oralis, S. constellatus, S. mitis, S. intermedius 'y S. anginosus se
encuentran mas en tejidos blandos y saliva, comparado con Streprococcus sanguis que
coloniza preferentemente superficies dentales, en particular la placa supragingival
(Mager, Shirey, Cox, Fitzgerald y Abernethy, 2005).

Aunque en la saliva pueden encontrarse bacterias presentes en placa dental por
el desprendimiento natural o causado por procedimientos de higiene de las bacterias
a su superficie, la presencia de dichas bacterias es mayor en su nicho natural; por
esta razon, es importante determinar el microbioma en varios microambientes de
la cavidad oral, para conocer realmente el papel de cada uno de ellos y su asociacién
a cualquier patologia (Filoche, Wong y Sissons, 2010).

Recientemente, varios estudios han empleado la secuenciacién de alto rendi-
miento para analizar la fuente y la riqueza de especies de la microbiota oral. Las
estimaciones de diversidad con este tipo de tecnologias sugieren que en la cavidad
oral humana pueden existir hasta 19.000 filotipos. Se calcula que el rendimiento
de secuencia que puede ser generada por este sistema es de mas de 30.000 veces,
comparada con la secuenciacion tradicional y una reduccién de costos de casi 7.000
veces. Por ejemplo, Illumina® Genome Analyzer (GA) genera hasta 640 millones
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de secuencias por corrida con una alta cobertura, debido a su doble lectura (pazred-
end); ademds, esta tecnologia permite determinar la abundancia de cada filotipo

en la muestra (Lazarevic e a/., 2009). La tecnologia Illumina® amplifica el ADN
fragmentado por la fijacion de los fragmentos de ADN de cadena sencilla a una
superficie s6lida. En resumen, cada hebra sencilla de ADN se hibrida con un adap-
tador y a un adaptador complementario, formando, en consecuencia, un “puente”

donde se va a llevar a cabo la amplificacion. En la Figura 3 se representa el proceso

de la secuenciaciéon mediante el sistema Illumina®.
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FIGURA 3. ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO REALIZADO PARA LA SECUENCIACION DE ADN POR LA TECNICA ILLUMINA®.
ESQUEMA DISENADO POR EL GRUPO DE INVESTIGACION.

VIRUS IMPLICADOS EN LA CARCINOGENESIS ORAL

El virus del papiloma humano (VPH) esta fuertemente asociado al cancer cervical
y a otros tipos de cancer como el COE. Existen mas de 100 tipos virales, los cuales
podemos dividir en bajo riesgo asociados a lesiones benignas, alto riesgo asociados
a neoplasias y de posible alto riesgo, los cuales su asociacion a carcinomas no esta
completamente esclarecida (Schmitt, Dondog, Waterboer y Pawlita, 2008).
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El genoma viral se divide en tres regiones: una region larga de control (LCR), una
regién temprana (E) y una region tardia (L). La region temprana E representa el 45%
del genoma y estd constituida por los genes E1, E2, E4, ES, EG, E7, involucrados en
la replicacién y patogenia viral, mientras que la region tardia L comprende alrededor
del 40% del genoma viral e incluye dos genes, L1 y L2, que codifican proteinas para
la formacién de la capside, y la region larga de control o LCR también denominada
region regulatoria URR representa el 15% del genoma, la cual no codifica protei-
nas y esta relacionada con la regulacion de la transcripcion, virulencia y potencial
oncogénico viral (Correa y Picconi, 2009).

El ciclo de vida del VPH comienza cuando las particulas virales infectan las cé-
lulas basales del epitelio escamoso mediante microabrasiones o sitios expuestos en
el revestimiento epitelial. Los viriones son internalizados por endocitosis a través de
una via dependiente de clatrina (Kamper ez /., 20006).

Una vez el VPH llega al nicleo de las células basales, este se replica hasta 100
copias por célula, y las proteinas virales tempranas (E6, E7, E1 y E2) se expresan en
niveles bajos. Una vez las células epiteliales escamosas se van diferenciando, la repli-
cacion del VPH aumenta (aproximadamente 1.000 copias por célula) y se eleva la
expresion de genes tempranos como el caso de E6 y E7. Cuando las células infectadas
alcanzan las capas mas superficiales, y por tanto el maximo grado de diferenciacién, se
activan los genes de la regién L (L1 y L2) que codifican las proteinas estructurales que
forman la capside del virus y permiten el ensamblaje de nuevas particulas virales
que repetiran el ciclo (Arroyo, 2010; Genden e /., 2013).

Los tipos de VPH principalmente de alto riesgo sobreexpresan dos oncoproteinas,
E6 y E7. La oncoproteina E6 promueve la degradacion via ubiquitina de una pro-
teina llamada p53 que actia como tumor supresor, puesto que vigila la integridad
del ADN de la célula; cuando el dano es detectado, p53 aumenta su concentracion
y estimula la sintesis de enzimas reparadoras del ADN; cuando se logra reparar, las
concentraciones de p53 disminuyen y las cinasas dependientes de ciclina (CDK) se
activan y la célula continta en su ciclo celular. Sin embargo, cuando el ADN no se
logra reparar, p53 estimula la expresién de otras proteinas como p16, p21 y p27
que inhiben las cinasas dependientes de ciclina (CDK), lo que conduce al bloqueo
de la sintesis de ADN vy se estimula la muerte celular via apoptosis. Es decir, que la
proteina p53 regula la transicion del ciclo celular de la fase G1 a la fase S (Audesirk,
Audesirk y Byers, 2012). Por tanto, la inactivacion, degradacién o mutacion del gen
p53 puede generar un aumento en la proliferacion celular, la acumulacién del ADN
danado, en el crecimiento de células y la prolongacion de la supervivencia celular
(Feller, Wood, Khammissa y Lemmer, 2010). Sin embargo, la pérdida de funcién
de p53 por si sola no es suficiente para el desarrollo del cancer, y se requieren otras
alteraciones citogenéticas y epigenéticas (principalmente, hipermetilaciones en genes
tumores supresores) que conllevan la transformacién maligna (Feller ez 4/., 2010;
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Garcia, Abba, Bricefo, Aristizabal y Arregui, 2017; Garcia et @/., 2009; Narisawa-
Saito y Kiyono, 2007; Rivera, Delgado, Painel, Barrero y Larrain, 2006).

Por su parte, la oncoproteina E7 promueve la division celular mediante la unién
con la proteina Rb. En condiciones normales, la proteina Rb desempefia un papel
esencial en el control del ciclo celular, puesto que regula la transicién de la fase G1
a la fase S. Rb hipofosforilada se une al factor de transcripcién E2F formando un
complejo Rb-E2F, lo que hace que el factor E2F permanezca inactivo y no pueda
activar los genes necesarios para la sintesis de ADN. Tras la fosforilacién de Rb por
complejos de ciclina - CDK, se libera el E2F del complejo e induce la transcripcion
de los genes de fase S (Feller ez 2/., 2010).

Otro mecanismo pro-oncogénico que presentan los VPH de alto riesgo, que aun-
que no es esencial, le permite mayor persistencia en el epitelio y alterar la expresion
de oncogenes como myc, es la integracion del genoma viral en la célula hospedera.
En la mayoria de los casos, la integracion se lleva a cabo por fragmentacién de los
genes E1 0 E2, lo que conlleva la linealizacién del genoma circular (episomal), gene-
rando la pérdida de control de la transcripcion de las proteinas virales EG/E7 vy, por
ende, el incremento potencial oncogénico de estas proteinas (Wittekindt, Wagner,
Mayer y Klussmann, 2012).

Los carcinomas orofaringeos positivos y negativos para VPH, presentan dife-
rencias epidemiolégicas, etiolégicas, clinicas e histolégicas. Tumores VPH positivos
son pobremente diferenciados, no queratinizados, con apariencia basaloide y bajos
niveles de mutaciones cromosémicas, en relacion con los tumores VPH negativos
que son mas diferenciados, queratinizados y con altos niveles de mutaciones y alte-
raciones cromosémicas (Gonzalez-Diaz et z/., 2014).

Cabe resaltar también que los tumores positivos para VPH en individuos que
no consumen alcohol ni tabaco, responden mejor a los tratamientos de radioterapia
y quimioterapia que los tumores negativos para VPH.

Durante los ultimos afios se ha comprobado que el VPH es un factor etiolégico
del cancer cervical, también ha sido relacionado como un factor de riesgo de COE,
afectando particularmente las amigdalas hasta en 75% con respecto a otros sitios
anatomicos de la orofaringe. Una posible explicacién de esta preferencia viral por
esta localizacion esta dada por Hafkamp y colaboradores en el 2004, donde sugieren
que el epitelio de la orofaringe presenta caracteristicas de mucosa de transicion en
la que es predominantemente en tejido amigdalino y muestra grandes similitudes
histolégicas con la mucosa cervical (Hafkamp, Manni y Speel, 2004); lo que indica
una fuerte relacion entre el COE y el cancer cervical o de cuello uterino, donde se ha
observado que la frecuencia de tipos virales puede variar en distintas poblaciones.
En Colombia, los tipos virales asociados a cancer cervical son VPH 16, 18, 45, 33,
31,52, 58y 35 (Farfan-Vargas e a/., 2010; Garcia, Castillo, Bricefio y Aristizdbal,
2010; Garcia ez al., 2011), y en un estudio realizado en nuestro grupo, los tipos
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virales asociados a cancer de orofaringe fueron el VPH-16 y VPH-58 (Erira ez a/.,
2015; Quet al., 1997).

Otro virus relacionado con el desarrollo al COE, es el virus de Epstein Barr
(VEB), que pertenece a la familia de los herpesvirus, presenta envoltura y es de tipo
ADN. Los productos de los genes que incluyen seis proteinas nucleares del VEB
(EBNA) y tres proteinas de membrana “latentes” (LMP). Todas estas proteinas se
llaman “proteinas de transformacion”, ya que la infeccién 7z vitro de los linfocitos B
lleva a la inmortalizacion de las células y a que los linfoblastos proliferantes expresen
estas proteinas (Budhy, 2018). De todas estas proteinas, EBNA2 y LMP1 son las que
poseen un mayor poder transformante e inductor del crecimiento celular. La funcién
de EBNAZ2 es activar la expresion de los genes celulares y virales, siendo fundamen-
tal para la transformacién de los linfocitos B. LMP1 tiene la capacidad de inhibir
la diferenciacion y estimular el crecimiento de una gran variedad de tipos celulares
transformando a las células en neoplasicas (linfocitos B, fibroblastos, etc.). Se ha
demostrado que la expresién de LMP1 posee un potencial oncogénico en ausencia de
expresion de otros genes del VEB; la expresion de dicho gen estimula la produccién
de bcl2 y con ello la inhibicion de la apoptosis (Bagan ez @/., 2008; Budhy, 2018).

El VEB ha sido implicado en un gran nimero de neoplasias malignas, inclu-
yéndose en algunos estudios como factor etioldgico del cancer oral. En un reciente
estudio preliminar no se ha encontrado evidencia de asociacion causal entre la leuco-
plasia verrugosa proliferativa y el VEB; sin embargo, dicho estudio se realiz6 sobre
una pequena muestra de pacientes, por lo que no se puede descartar su asociacion
etiopatogénica (Bagan ez z/., 2008). En la Figura 4 se muestran algunos mecanismos
del VPH y VEB que promueven el desarrollo al cancer oral.

LAS BACTERIAS TAMBIEN SE RELACIONAN CON EL CANCER ORAL

La posible asociacién bacteriana en la carcinogénesis oral, en general puede re-
lacionarse con respuesta inflamatoria crénica producto de la infeccién, ademas, al
metabolismo bacteriano que incrementa la concentracién de sustancias carcinogé-
nicas, y al aumento de mutaciones en genes tumores supresores y proto-oncogenes,
por el incremento de radicales libres (Lazarevic ez @/., 2009; Zaura, Keijser, Huse y
Crielaard, 2009).

Como ya se menciond, ciertas cepas patégenas de la microbiota oral pueden
activar de manera local sustancias cancerigenas como el acetaldehido, relacionadas
con el consumo excesivo del alcohol y el tabaco. También existen otros agentes
carcinogénicos asociados a estos factores de riesgo como la nitrosamina y la nitro-
sodietilamina (NDEA) (Yang ez a/., 2011).
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FIGURA 4. MECANISMOS MOLECULARES DEL VPH Y VEB ASOCIADOS A TRANSFORMACION MALIGNA EN CANCER ORAL.
DIAGRAMA REALIZADO POR EL GRUPO DE INVESTIGACION.

Sin embargo, no todas las personas que beben alcohol o fuman desarrollan car-
cinoma oral. Posibles explicaciones al respecto, son las sugeridas por Meuman en
el 2010 (Meurman, 2010) y Ahn y colaboradores en el 2012 (Ahn ez 4/., 2012), en
donde plantean que los microbiomas (definida como aquella comunidad ecolégica
de todos los microorganismos comensales, simbidticos, y patdgenos que comparten
un espacio) pueden presentar diferencias importantes entre personas, como en lo
relacionado a la velocidad a la que se metabolizan los compuestos de etanol y taba-
co, o al desequilibrio ecolégico que favorece a ciertas bacterias que metabolizan el
etanol. En la Figura 5 se representan los mecanismos moleculares de la biopelicula
oral asociados al desarrollo del cancer oral.
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Hasta la fecha existen muy pocos estudios que hayan caracterizado el microbio-
ma en carcinoma oral, con tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento para
observar o describir bacterias que posiblemente estén asociadas a esta patologia.
Un estudio realizado por Pushalkar en el 2011 (Pushalkar ez 2/., 2011), compara
la diversidad microbiana en saliva de tres pacientes con carcinoma oral y dos con-
troles (sin malignidad) mediante pirosecuenciacion, tecnologia que determina las
bacterias presentes en una muestra. Sin embargo, esta tecnologia es dependiente de
clonacion, lo que disminuye considerablemente la cobertura. En este estudio se en-
contraron que los géneros Streptococcus, Gemella, Rothia, Peptostreptococcus, Lactobacillus
y Porphyromonas estaban presentes de forma abundante en pacientes con carcinoma
oral comparado con los controles, mientras que Prevotella y Neisseria son los géneros
mas encontrados en los controles.
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Mas recientemente, un estudio realizado por Pushalkar en el 2012 (Pushalkar ez
al., 2012), compara la microbiota en tejido tumoral y tejido no tumoral del mismo
individuo en 10 pacientes con diagnéstico de carcinoma oral, con el fin de tener una
muestra mas normalizada, teniendo en cuenta que el microbioma es muy diverso
entre personas, edad e incluso entre diferentes nichos. En este estudio, se plantea
la importancia de realizar estudios que reduzcan el sesgo generado por factores de
confusion, analizando diferentes muestras provenientes de un mismo paciente mas
que comparar los microbiomas en diferentes individuos, como es el caso de los es-
tudios de casos y controles.

Como resultado del estudio de Pushalkar, se encontré una alta similitud entre
las dos muestras como era de esperarse, y las diferencias mas notorias son de espe-
cie mas que de género; por ejemplo, Peptostreptococcus stomatis, Streptococcus salivarius,
Streprococcus gordonii, Gemella haemolysans, Gemella morbillovum, Johnsonella ignava fue-
ron prevalentes en tejido tumoral y Granulicatella adiacensse se presenté con mayor
prevalencia en sitios no tumorales.

En una investigacion realizada por nuestro grupo, el ADN bacteriano prove-
niente de muestras de placa dental, saliva y tejido tumoral de personas con CEQ, se
secuencié mediante técnica Illumina MiSeq. Un total de 30 phyla se encontraron
en los tres microambientes orales (placa dental, saliva y tumor) de pacientes, de los
cuales 13 estaban tnicamente en saliva y placa dental; es decir, bacterias que posi-
blemente no estén relacionadas al COE, las mds abundantes fueron: Acidobacteria,
Deinococcus Thermus 'y Candidatus Cloacimonetes; mientras que los 17 phyla restantes
se encontraron en todos los microambientes orales, siendo los més frecuentes: Actz-
nobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Fusobacteria.

En términos de género, se encontraron 608 en total, de los cuales 289 estaban
unicamente en placa dental y saliva, y los mas abundantes: Thermomonospora, Arcano-
bacterium, Rhodococcus y Leifsonia. Y 256 géneros se encontraron comunmente en los
tres microambientes, es decir, tal vez relacionados a COE, y entre los mas frecuentes
figuraron: Veionella, Aggregatibacter, Streptococcus y Bacteroides. Ademas, cinco géneros
bacterianos estaban presentes en tejido tumoral y placa dental pero no en saliva:
Acetobacter, Methylophaga, Hirschia, Coxiella y Coralinomargarita.

¢Las coinfecciones entre virus y bacterias pueden relacionarse con el cdncer oral?

En los altimos afos, varios autores han sugerido que la infeccion con Chlamydia
trachomatis es un factor de riesgo para el desarrollo del cancer cervical. La Ch. tra-
chomatis es uno de los patdgenos de transmision sexual mas comunes a nivel mun-
dial relacionada principalmente con vaginosis bacteriana. Sin embargo, existe gran
controversia de si la infeccién con Ch. trachomatis también se encuentra relacionada
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con el cancer cervical, por lo cual Zhu y colaboradores realizaron un metaandlisis
para esclarecer dicha controversia (Zhu, Shen, Luo, Zhang y Zhu, 2016). Ellos en-
contraron en los 22 estudios, en primer lugar, una mayor frecuencia de infeccion
de 41,95% por Chlamydia trachomatis en pacientes con cancer cervical (4.291 casos)
comparados con personas sin cancer cervical o controles (7.628 controles) que fue de
26,27%; ademas de evidenciar un ODD RATIO (OR) de 2,21 entre la presencia
de la bacteria y el riesgo a desarrollar cancer cervical. Algunos autores han sugerido
algunos mecanismos de la asociacion de Ch. trachomatis y el desarrollo del cancer
cervical. Uno de ellos indica que la respuesta inflamatoria generada por la bacteria
incrementa el estrés oxidativo que induce dafios en el ADN e inestabilidad genética
(Sun, Wilde y Harrison, 2011); otro mecanismo propuesto indica que la infecciéon por
Ch. trachomatis altera las uniones intracelulares mediadas por N-cadherina, causando,
a su vez, rompimiento entre el complejo N-cadherina y b-catenina lo que conlleva
un incremento considerable de la proliferacion celular (Prozialeck ez 2/., 2002).

Como hemos mencionado, la infeccién del VPH es el principal factor de riesgo
para el cancer cervical, ya que el 99,9% de las mujeres con cancer cervical presentan
o presentaron en algiin momento de su vida infeccién por este virus. Es por ello por
lo que algunos autores han sugerido una posible asociacion entre las coinfecciones
entre Ch. trachomatis y VPH. Zhu y colaboradores en el metanadlisis encontraron
que el riesgo a desarrollar cancer cervical en presencia de coinfeccion entre estos dos
microorganismos se incrementa en un OR de 4,03 (Zhuer 2/., 2016). Autores como
Silins y colaboradores en el 2005 (Silins ez #/., 2005) e Insinga y colaboradores en el
2010 (Insinga ez al., 2010), sugieren que la infeccion con Ch. trachomatis incremen-
ta la infeccién y persistencia del VPH. Respaldando estos hallazgos, otros autores
proponen, en primer lugar, que la infeccién por Ch. trachomatis provoca disrupciones
en el epitelio, lo que facilita la entrada del VPH, ya que la infeccién viral inicia por
microabrasiones del epitelio (Horvath ez /., 2010) y, en segundo lugar, se propone
que la infeccién por Ch. trachomatis puede alterar la respuesta inmunoldgica, dis-
minuyendo células presentadoras de antigeno en el sitio de la infeccién, necesarias
para eliminar la infeccion viral (Simonetti ez /., 2009).

Lu y colaboradores en el 2015, evaluaron las coinfecciones entre bacterias aso-
ciadas a vaginosis bacteriana e infecciones por VPH, y encontraron un mayor nt-
mero de mujeres (15,5%) con infeccion bacteriana que eran ademads positivas para
la infeccién por VPH, comparada con las mujeres VPH negativas con vaginosis
bacteriana (3,1%) (Lu ez al., 2015), y sugieren que la infeccion bacteriana puede
facilitar la infeccion por VPH hallando una relacién de tipo cooperativo. Otros au-
tores como Seraceni y colaboradores en el 2016, sugieren que las infecciones con
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Ch. trachomatis, ademas de favorecer la entrada del VPH al epitelio, favorece su per-
sistencia, y de esta manera promover procesos carcinogénicos en el epitelio cervical
(Seraceni, Campisciano, Contini y Comar, 2016). Ademas, en un estudio realizado
por Wohlmeister y colaboradores en el 2016, describieron que los tipos de VPH
mayormente asociados a coinfecciones con Ch. trachomatis son VPH-16, VPH-18 y
VPH-33 (Wohlmeister ez /., 2016).

En el COE, sin embargo, se describen, por un lado, estudios donde se determina
la prevalencia de VPH y tipos virales en este tipo de tumores, como el que realizamos
recientemente en una poblaciéon colombiana, donde se describe una frecuencia de
VPH de 21,74% con una frecuencia de VPH-16 en 90%, seguida por VPH-58 en
10% (Erira et al, 2016); y, por otro, en estudios independientes se han identificado

cién con muestras no tumorales de COE, como son ococcus anginosus (Hooper

bacterias de especie diferencialmente encontradas e@estras tumorales en rela-
et al., 2007), Prevotella melaninogenica y Fusobacterium vabiforme (Mager et al., 2005).
No obstante, a la fecha se desconoce la prevalencia de coinfecciones de bacterias
orales asociadas a procesos carcinogénicos de orofaringe y la infecciéon con el VPH.

En un reciente trabajo realizado por nuestro grupo, se recolectaron muestras
tumorales de pacientes con cancer de orofaringe y muestras de cepillados de mucosa
oral de personas sin cancer correspondientes al grupo control. A todas las muestras
se les realiz6 deteccion de VPH y VPH-16, ademas, de manera simultdnea, la de-
teccion de S. anginosus, P. melanoinogenica y E naviforme. Obteniendo frecuencia de
VPH de 76,9% en pacientes con cancer orofaringeo. Y en el grupo de personas sin
lesiones aparentes en el examen clinico, la frecuencia fue de 38,4%. Para el tipo viral
VPH-16, en el grupo de pacientes con cancer la frecuencia fue de 61,5% vy para el
grupo de personas sin cancer, de 30,8%.

En relacién con la frecuencia de bacterias orales relacionadas con cancer oral, no
se logr6 detectar Prevotella melaninogenica ni Fusobacteriun naviforme en ninguna de
las muestras incluidas. La frecuencia de Streptococcus anginosus fue de 38,5% en los
pacientes con cancer y 30,8% en personas sin cancer.

Finalmente, la coinfeccion por S. anginosus y VPH o VPH-16 se dio en pacien-
tes con cancer de orofaringe del 80% y 60%, respectivamente, y para el grupo de
personas sin cancer de orofaringe encontramos coinfeccion por S. anginosus y VPH o
VPH-16de 25% y 12,5%, respectivamente. Lo que nos indica que en COE, al igual
que para el modelo de cancer cervical, la coinfeccién (bacterias y virus) se asocia a
un mayor riesgo de desarrollar cancer.
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PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION
En la actualidad, y gracias a los adelantos tecnolégicos, es conveniente realizar
estudios de bacterioma y viroma en pacientes con cancer oral y compararlos con los
encontrados en pacientes sin cancer oral, con el fin de llegar a candidatos en lo posible
de especie relacionados a salud o a enfermedad y mediante herramientas bioinfor-
maticas lograr predecir posibles relaciones de cooperativas o antagdnicas entre virus
y bacterias de la cavidad oral relacionadas al COE.

CONCLUSIONES

En el capitulo se presentaron algunos hallazgos importantes relacionados con
el componente infeccioso concerniente al cancer oral, como son la infeccién por el
virus del papiloma humano, infeccién por el virus del Epstein-Barr, y hace poco,
bacterias orales asociadas a este tumor, las cuales se han descrito, sobre todo, con
el uso de tecnologia de punta como es la secuenciacién de alto rendimiento. Final-
mente, se presentaron algunos estudios que describen la presencia de coinfecciones
(virus y bacterias) en el cancer oral.
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