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ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common manifestation of oral
cancer. It has been proposed that periodontal pathogens contribute to OSCC
progression, and preliminary data from our laboratory has identified
Fusobacterium nucleatum (F.n) and Epithelial Mesenchymal Transition (EMT)
markers in the secretome of biopsies from patients with OSCC in comparison with
healthy biopsies from the oral cavity. However, the mechanisms modulated by the
tumoral bacteriome in OSCC remains not fully understood. Oral cancer cells
(HSC3) and normal epithelial cells (OKF6) were infected with F.n using a MOI of
100 to evaluate the effect of the bacteria on tumor growth, expression of EMT
markers and immunomodulatory properties. After infection, we confirmed the
presence of bacteria inside and surrounding the cancer cells by confocal
microscopy. Then, a significant increment in the size of F.n-infected tumor
spheroids was found at 3-, 6- and 10-days post-infection. Related to EMT
markers, MMP-9 transcripts were significantly elevated in infected cells, whereas
E-cadherin transcripts were significantly downregulated post infection. In addition,
the Human XL Oncology array kit revealed that EMT proteins such as MMP-3,
MMP-9 and FOXO1/FKHR, were upregulated and others like E-cadherine, ICAM-
1, DLL-1 and ERB2 were downregulated after F.n-infection. Finally, the
expression of Galectin-9 measured by flow cytometry was significantly increased
in infected cells than control cancer cells. The periodontal bacterium F.n promotes
tumor progression of OSCC through increased tumor growth, acquisition of ETM-
associated markers and Galectin-9 upregulation.
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RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (OSCC) es la manifestacién mas comun
del cancer oral. Se ha propuesto que los patégenos periodontales participan en
la progresion del OSCC, y data preliminar de nuestro laboratorio identifico mayor
presencia de marcadores de Fusobacterium nucleatum (F.n) y epitelio de
transicion mesenquimal (ETM) en el secretoma de biopsias de pacientes con
OSCC comparado con el de biopsias de pacientes sanos. Sin embargo, los
mecanismos modulados por el bacterioma tumoral en OSCC aun no estan
completamente dilucidados. Se infectaron células cancerosas orales (HSC3) y
células epiteliales normales (OKF6) con F.n (MOI100), para evaluar el efecto de
la bacteria en el crecimiento tumoral, expresion de marcadores ETM vy
propiedades inmunomoduladoras. Después de la infeccion, confirmamos la
presencia de la bacteria dentro y alrededor de las células cancerosas mediante
microscopia confocal. En primer lugar, se encontré un incremento significativo en
el tamano de los esferoides tumorales infectados con F.n a los 3, 6 y 10 dias
después de la infeccion. En relacién con los marcadores de EMT, la expresion
transcripcional de MMP-9 se elevo significativamente en las células infectadas,
mientras que la de E-cadherina disminuyé significativamente después de la
infeccion. Ademas, mediante el kit Human XL Oncology encontramos aumento
en la expresion de proteinas ETM como MMP-3, MMP-9 y FOXO1/FKHR, y
disminucién de proteinas como ICAM- 1, DLL-1 y ERB2 posterior a la infeccién
con F.n. Finalmente, la expresién de Galectina-9 evaluada por citometria de flujo
aumento significativamente en las células cancerosas infectadas. A partir de esta
evidencia proponemos que la bacteria periodontal F.n promueve la progresion
tumoral de OSCC a través de un mayor crecimiento tumoral, adquisicion de
marcadores asociados a ETM y la regulacion positiva de galactina-9.
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1. INTRODUCCION

1.1.- Prevalencia mundial y generalidades del cancer cabeza y cuello

El cancer de cabeza y cuello abarca una variedad de tumores que se originan en
la cavidad oral, hipofaringe, orofaringe, nasofaringe o laringe. Gran parte de ellos
comienza en los tejidos humedos que rodean boca, nariz y garganta(Centella-
Gutiérrez & Dean-Ferrer, 2016). Tiene una incidencia de cercana al 4-5 %;
representando la quinta neoplasia en la poblacion mundial y séptima en cuanto a
mortalidad. Anualmente se diagnostican unos 650.000 casos nuevos y alrededor
de unos 350.000 fallecimientos por esta causa. Estos tumores presentan gran
variabilidad geografica. En el afio 2018 se detectaron 890.000 casos nuevos y
450.000 muertes, representando el 3% de todos los canceres (51.540 casos
nuevos) y poco mas del 1,5 % de todas las muertes por cancer (10.030 muertes)
en Estados Unidos(Chow, 2020).

En Chile, durante el 2020 se estima que hubo una incidencia de mas de 800
casos nuevos de este cancer y una mortalidad de mas de 400 personas, siendo
mayor su incidencia en hombres de entre 40 y 50 afios de edad (DIPRECE,
2020). Dentro de las neoplasias malignas, el carcinoma oral de células
escamosas (OSCC) representa el 90% de los casos, siendo el tipo histologico
mas frecuente(Vigneswaran & Williams, 2014). A pesar de que, con una

deteccion temprana, las tasas de curacidon pueden ser del 50%, la mayoria de las
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lesiones se diagnostican en una etapa tardia y tienen un prondstico
significativamente peor debido a la propagacién local y regional, con una
supervivencia que describe ser a los 5 afos inferior al 16%. Pese a los avances
en la gestion quirurgica, quimioterapia y radioterapia estos resultados no han
mejorado(Cancer Genome Atlas, 2015). La etiologia del OSCC es multifactorial,
dentro de sus agentes etioldgicos principales encontramos el consumo de tabaco
y alcohol, también se ha asociado la exposicion al sol, enfermedades sistémicas,
deficiencias metabolicas, lesiones orales premalignas, virus (VPH) vy
enfermedades de transmisidn sexual(Maymone et al., 2019). Si bien estos son
reconocidos como factores etioldgicos primarios de la carcinogénesis escamosa
oral, existe una tendencia preocupante en la incidencia y agresividad del cancer
oral en pacientes donde no s6lo estos cumplirian un rol etiolégico, lo que aumenta
la posibilidad de que otros factores puedan tener un papel importante en la
etiologia y progresion del tumor. Desde ahi nace la propuesta de factores
agravantes poco convencionales, como lo seria la Periodontitis(Ganly et al.,

2019).
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1.2.- Etiopatogenia y conceptos generales de la Periodontitis

La periodontitis se define como una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial
asociada a la formacién de un biofilm disbidtico y caracterizada por la destruccion
progresiva del aparato de soporte de los dientes(Papapanou et al., 2018). Esta
enfermedad implica interacciones dinamicas complejas entre bacterias
patogenas especificas, respuestas inmunitarias destructivas del hospedero vy
factores ambientales como el tabaquismo(Page, Offenbacher, Schroeder,
Seymour, & Kornman, 1997). Sus caracteristicas clinicas principales incluyen la
pérdida de soporte del tejido periodontal, que se manifiesta a través de la pérdida
de insercion clinica (CAL), la pérdida 6sea alveolar evaluada radiograficamente,
la presencia de bolsas periodontales y sangrado gingival(Papapanou et al., 2018)
(Figura 1). La periodontitis es considerada un importante problema de salud
publica debido a su alta prevalencia a nivel mundial y nacional. Mundialmente,
cerca del 11% de la poblacion tiene periodontitis(Frencken et al., 2017), lo que
significa que casi 743 millones de personas padecen de la enfermedad. La
principal consecuencia de la periodontitis es la pérdida dentaria, representando
la mayor causa del edentulismo y disfuncion masticatoria en la poblacién adulta,
lo que resulta en costos significativos en atencion dental y provoca un impacto

negativo en la calidad de vida y salud general de las personas.
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Periodonto sano [ Periodontitis ]

Placa/tartaro

Saco Periodontal

Encia
inflamada

Enciasana ——F~

Nivel 6seo normal Pérdida 6sea

FIGURA 1. Esquema comparativo entre bieza dental con periodonto sano y pieza
dental con periodontitis.

A. Periodonto y encia sana con nivel 6seo normal. B. Periodonto enfermo, acumulacion
de placa, formacion de saco periodontal, encia inflamada y pérdida 6sea. (Elaboracion

propia)

Actualmente en la literatura se han propuesto cinco hipétesis principales para el
inicio y patogénesis de la periodontitis, donde el modelo mas aceptado es el de
“sinergia polimicrobiana y disbiosis”, en esta sinergia polimicrobiana, diferentes
miembros o combinaciones de genes especificos dentro de la comunidad
cumplen diferentes roles para dar forma y estabilizar un microbioma patogénico
que provoca el inicio de la enfermedad(Lamont, Koo, & Hajishengallis, 2018). La
disbiosis del microbioma periodontal significa un cambio en la abundancia relativa
de los componentes de la comunidad bacteriana en comparacion con su
abundancia en salud, lo que lleva a alteraciones en la interaccion hospedero-

microbios, suficientes para mediar una inflamacion destructiva capaz de generar
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pérdida 6sea(Hajishengallis, 2014) (Figura 2). Uno de los requisitos basicos para
que surja una comunidad potencialmente patdogena implica la capacidad de
ciertas especies, denominadas "patobiontes", para modular la respuesta del
huésped de forma que evada la respuesta inmune e incline la balanza de la
homeostasis a la disbiosis. Las bacterias patobiontes también elevan la virulencia
de toda la comunidad microbiana a través de la comunicacion interactiva con
otros patdégenos accesorios (Hajishengallis, 2014; Lamont et al., 2018).

Si bien las bacterias periodontales y la inflamacién gingival sostenida son
fundamentales para la progresion de la enfermedad periodontal dentro del
desarrollo de un microbioma disbiotico, es importante de igual forma, la expresion
de moléculas como: adhesinas, receptores afines, enzimas proteoliticas y
estructuras / ligandos de superficie proinflamatorios, que en combinacion con la
inflamacion gingival persistente actuan como factores de virulencia de la
comunidad para sostener nutricionalmente una comunidad microbiana
heterotipica y proinflamatoria que provoca una respuesta del huésped que no se
resuelve y termina destruyendo los tejidos (Radaic & Kapila, 2021). Dentro del
amplio rango de patdgenos involucrados en la enfermedad periodontal;
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticolas y
Fusobacterium nucleatum se consideran patdogenos predominantes(Lamont et

al., 2018).
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W\ Connective
tissue damage

FIGURA 2. Esquema grafico de la tiopatogenia d

e O o
A .

e la Periodontitis.

Respuesta Inmune innata y adaptativa activada ante la presencia de un biofilm
compuesto principalmente por bacterias patégenas. La persistencia de la respuesta
inflamatoria, resulta en la destruccion de los tejidos del huésped. (Extraido de Yussif N.

M. A. et al., 2020)
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1.3.- Relacion entre la periodontitis y el carcinoma oral de células

escamosas.

Diversos estudios sugieren que la periodontitis esta asociada con muchos tipos
de enfermedades sistémicas, como la enfermedad coronaria(Pussinen et al.,
2005), el accidente cerebrovascular(Mustapha, Debrey, Oladubu, & Ugarte,
2007), preeclampsia(Boggess et al., 2003), diabetes(Stanko & |zakovicova Holla,
2014) e inclusive con la COVID-19(Gupta et al., 2022), sin embargo su relacién
con el cancer es aun controversial.

Uno de los primeros estudios en investigar esta asociacion fue el de Yao y
colaboradores el 2014, donde realizaron un metaanalisis basado en todos los
datos publicados de casos y controles elegibles para evaluar la asociacion entre
la periodontitis y la susceptibilidad al cancer oral. Sus resultados revelaron que
los pacientes con periodontitis parecen tener un riesgo 2,66 veces mayor de
cancer oral(Yao, Zhou, Peng, Ji, & Liu, 2014). Posteriormente, un estudio de
cohorte realizado el 2017 por Farquhar y colaboradores investigo el efecto de la
mala higiene y probable periodontitis en el pronostico de pacientes con cancer
de cabeza y cuello del estudio epidemiolégico de cancer de cabeza y cuello de
la Universidad de Carolina del Norte (CHANCE), demostrando que la mala salud
bucal afecta la supervivencia de los pacientes con cancer de cabeza y cuello y
una buena higiene bucal, visitas anuales al dentista y el cepillado diario de los

dientes, puede mejorar el pronostico de esta patologia(Farquhar et al., 2017).
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El vinculo entre la periodontitis y el carcinoma oral de células escamosas (OSCC)
se ha intentado explicar a través de mecanismos tanto microbianos como
inmunologicos. Tal como se menciond anteriormente, los cambios microbianos
patolégicos dentro del microbioma oral caracteristicos de la periodontitis dan
lugar a un aumento en la abundancia de patégenos periodontales clasicos como,
P. gingivalis, T. denticola, F. nucleatum y T. forsythia, dichas bacterias, a través
estudios de secuenciacion de ADN, se han observado en tumores orales,
comparado con los sitios sanos, por o que se propone que los niveles altos de
patogenos periodontales pueden ser una potencial sefial para la transicion del
OSCC(Hayes et al., 2018; Zhao et al., 2017).

Partiendo de los supuestos, que en la asociacidn entre la periodontitis y la
progresion del OSCC jugarian un rol protagonico las bacterias periodontales, se
han propuesto varios mecanismos para explicar como la carcinogénesis podria
estar mediada por la disbiosis microbiana oral. Los patégenos periodontales
pueden contribuir a la carcinogénesis en base a la ubicacion de los tumores,
como lo es comunmente el borde lateral de la lengua(Elebyary, Barbour, Fine,
Tenenbaum, & Glogauer, 2020). De acuerdo con la ubicacién anatomica, esta
area entra en contacto directo con la cara lingual de los molares mandibulares,
sitios que se ha informado que tienen el indice mas alto de acumulacién de placa
y gingivitis(Sreenivasan & Prasad, 2017). Por lo tanto, se puede inferir que la
mucosa del borde lateral de la lengua esta constantemente expuesta a los efectos

dafiinos y toxinas de las bacterias periodontales patégenas. Ademas, ciertas
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especies bacterianas, como Porphyromonas gingivalis y Tannerella Forsythia, se
han detectado en grandes cantidades tanto en las regiones subgingivales como
en la lengua de los pacientes afectados periodontalmente(Tanner et al., 2006).
En base a esta evidencia, es que se ha propuesto recientemente que la
periodontitis es un posible factor contribuyente o un acelerador del desarrollo del
cancer oral, sin embargo los mecanismos por los cuales las bacterias ejercen
este rol, aun no han sido dilucidados.

En este contexto, se ha estudiado que bacterias patobiontes, como las especies
Porphyromonas y Fusobacterium, pueden aumentar la expresion de citoquinas y
factores inflamatorios como IL-6, metaloproteinasas y TNF-a , lo que provoca
inflamacion cronica y alteraciones de diferentes vias moleculares responsables
del metabolismo y la proliferacion celular(Adi Binder Gallimidi, 2015; Pan, Xu,
Tan, Lin, & Pan, 2014). Ademas, se ha visto que sustancias producidas por
bacterias patégenas, como ROS, sulfuros y nitrosaminas, inducirian un dafo
genético protumoral(Piao et al., 2016).

Recientemente Kamarajan y colaboradores investigaron el papel especifico de
los patdégenos periodontales P. gingivalis, T. forsythia y F. nucleatum, en la
progresion del OSCC mediante la medicion de los efectos de dichos patégenos
en la migracion celular, invasion, diferenciacion y la agresividad del tumor. Sus
resultados demostraron que los tres patdgenos periodontales mejoraron la
migracion, invasion, formacion de tumoresferas y tumorogénesis de células de

carcinoma de células escamosas orales (OSCC) in vivo, a diferencia de las
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bacterias comensales orales que no afectaron la migracién de células OSCC.
Ademas, se demostrd in vivo que los tumores de ratones infectados con los
diferentes patogenos periodontales eran significativamente mayores en tamafios

que los controles (Tabla 1)(Kamarajan et al., 2020).

Control Porphyromonas Fusobacterium Treponema
gingivalis nucleatum denticola
Animal Tumor Tumor volume Tumor volume | Tumor volume
number volume (mm?) (mm®) (mm?)
(mm?)
1 232.7 726 | 4414 582.6
2 227.8 661.5 | 325.4 4226
3 147.8 541 | 3042 | 4771
4 99.2 193.5 ‘ 151 419.813
5 - 1715 | 191.8 -
Mean 176.8 458.7° 282.7° 475.5"
Volume

TABLA 1. Volumen tumoral en ratones inyectados con células UM-SCC-14A e
infectados en medio control o en medios diferentes patégenos periodontales.

Tumores orales de ratones fueron infectados con Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis or Fusobacterium nucleatum a una MOI: 50 por 7 semanas. *p<0.05 (Extraido
de Kamarajan et al., 2020)

En términos de la contribucidén de la periodontitis a la progresion del cancer, se
ha informado que un patobionte periodontal clave, Porphyromonas gingivalis, es
capaz de interrumpir la vigilancia inmunologica al activar la sefalizacion de
STAT3 mediante sus factores de virulencia Mf1 y FimA. Esto, a su vez, induce la
generacion de células supresoras dendriticas derivadas de mieloides
inmunosupresoras (MDSC) a partir de monocitos, que ayudan a mantener la

proliferacion de células oncogénicas y promueven el escape inmunitario
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disminuyendo los linfocitos citotoxicos/ aumentando los linfocitos T reguladores
FOXP3+(Arjunan et al., 2018). Los patdégenos asociados a la periodontitis
también pueden interferir con la expresion de la via de sefializacion de Notch,
que desempefia un papel importante en el desarrollo de quimiorresistencia en las
células tumorales(Woo et al., 2017).

Por otra parte, un estudio de Wen y colaboradores describié de manera in vitro
que queratinocitos orales displasicos de origen humano (DOK) cuando son
infectados con P. gingivalis inducen las expresion de quimioquinas como CCL2,
CXCL2 y citoquinas IL-6 e IL-8, que reclutan células supresoras derivadas de
mieloide (MDSCs), relacionadas con la creacion un microambiente

inmunosupresor que favorece la progresion tumoral(Wen et al., 2020) (Figura 3).
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FIGURA 3. Cuantificacion de células mieloides CD11b+ y células supresoras
derivadas de mieloides (MDSC) en lesiones orales de ratones inducidos con 6xido
4-nitroquinolina-1 (4NQO) infectados con Porphyromonas gingivalis.

(A) Proporcion de células mieloides CD11b+ y MDSC en lesiones orales de los grupos
control e infectados(B)Proporcién de células T CD3+, CD4+ y CD8+ en lesiones orales
de los grupos control e infectados(C) Imagenes representativas de inmunofluorescencia
y analisis de la expresion de CD11b en lesiones orales de los 2 grupos. *P < 0,05. ** P
<0,01. ** P < 0,001. (Extraido de Wen et al., 2020)
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Asimismo, se ha notificado un aumento de las citoquinas inmunosupresoras,
como IL-10, en los pacientes con periodontitis. Lewkowicz y colaboradores,
reportaron que la interaccion de neutréfilos con células T reguladoras
estimuladas con lipopolisacarido de bacterias periodontales indujo una mayor
produccion de IL-10. Estos neutrofilos polimorfonucleares IL-10+ elevados se
caracterizaron de manera similar entre los pacientes con OSCC, lo que propone
posibles vinculos por los cuales la infeccion periodontal puede promover el OSCC
a través de procesos de regulacion de la respuesta inmune(Lewkowicz et al.,

2016).
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1.4.- Fusobacterium nucleatum, caracteristicas generales y aspectos que la

proponen como bacteria oncogénica.

Fusobacterium nucleatum es una bacteria cuyo principal nicho de colonizacién
es la cavidad oral y es conocida por su rol en la patogénesis de la periodontitis,
sin embargo, se ha demostrado que esta bacteria puede ingresar a la circulacién
sanguinea como resultado de una infeccion periodontal, migrando desde su sitio
primario de colonizacion a otras partes del cuerpo(Temoin, Wu, Wu, Shoham, &
Han, 2012). Por este motivo, se ha asociado con diversas enfermedades como,
angina, abscesos pulmonares, otitis cronica(Didilescu et al., 2012), sinusitis,
abscesos periamigdalinos, abscesos cerebrales(Han et al., 2003), enfermedad
inflamatoria intestinal, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn(Kostic, Xavier, &
Gevers, 2014), abscesos ginecologicos, sepsis neonatal(Brook, 2013; X. Wang
et al., 2013), sindrome de Lemierre, endocarditis infecciosa e incluso el cancer
(Gholizadeh, Eslami, & Kafil, 2017) .

Fusobacterium nucleatum es una bacteria anaerobia estricta, sin fimbrias. El
nombre Fusobacterium resulta de la forma que toma esta bacteria: “fusus”, que
significa huso y "nucleatum”, proviene de la forma esférica que se asemeja a un
nucleo que se obtiene al ser observada bajo el microscopio optico y electrénico
(Bolstad, Jensen, & Bakken, 1996). Su metabolismo se basa principalmente en
los procesos de fermentacion, en los que el principal producto es el acido butirico.
F.n parece ser una de las pocas bacterias anaerobias que pueden obtener

energia también de los aminoacidos. Ademas, puede sobrevivir obteniendo la
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energia solo de la degradacion del L-glutamato(Gharbia & Shah, 1991; Shah,
Gharbia, & Zhang, 1993). Esta caracteristica metabdlica confiere a F.n
interesantes capacidades, que permiten a la bacteria adaptarse a ambientes
diversos y dificiles como la cavidad oral, el intestino o inclusive el microambiente
tumoral(Kapatral et al., 2002).

Es considerada un patdégeno periodontal importante, y pareciera ser que la
prevalencia de F.n aumenta con la gravedad de la enfermedad, la progresion de
la inflamacion o la profundidad del saco periodontal(Yang, Zhang, Li, Yang, & Shi,
2014). Esta bacteria gramnegativa oral, durante la periodontitis puede ingresar al
tejido conectivo y aumentar la destruccion del tejido a través de proteasas, asi
como induciendo una amplia respuesta inflamatoria(Ji, Shin, Kim, & Choi, 2010).
F.n puede inducir cambios significativos en la expresion de genes relacionados
con la respuesta inmune como, el ligando de quimiocina 20 (CCL20), la proteina
de union a calcio S100, antileucoproteasa derivada de piel (SKALP), IL-8, CXCL
5, factor de complemento 3 (C3), IL-32, amiloide sérico A (SAA), proteina rica en
prolina (SPRR) y CXCL1(Yin & Dale, 2007).

F.n tiene fuertes propiedades de coagregacion, lo que le permite cumplir una
funcidbn de apoyo estructural como organismo puente, conectando a los
colonizadores primarios como Streptococcus a los colonizadores secundarios en
gran parte anaerobicos como lo son Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, permitiendo el establecimiento de un microbioma

patogeno(Kolenbrander, Palmer, Periasamy, & Jakubovics, 2010). Presenta
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amplia cantidad de adhesinas bacterianas como; Aid1, CmpA, Fap2, FomA, FadA
y RadD que juegan un papel vital en la coagregacion microbiana, mediando la
invasion y facilitando la propagacioén de bacterias, son estas adhesinas las que
le permiten coagregarse con casi todas las especies bacterianas que participan

en la formacion de placa oral(Groeger, Zhou, Ruf, & Meyle, 2022)(Figura 4).

[ Corynebacterium genus W% Candida spp.
Streptococcus genus Fusobacterium
D g nucleatum —r’
[l Capnocytophaga genus O
l:l Haemophilus o Porphyromonas gingivalis
Aggregatibacter genus Cp
. Porphyromonas genus
. Neisseriaceae family CmpA: Actinomyces spp.
|:| Fusobacterium genus Biofilm—— 'Aid1
( 9—Streptococcus spp.
[] Leptotrichia genus O O O
|:| Bacteria (Eub338) Tooth

FIGURA 4. Rol de Fusobacterium nucleatum en biopeliculas orales.

Panel izquierdo, visualizacion del biofilm oral a través de la formacion de imagenes
espectrales: hibridacién in situ con fluorescencia (CLASI-FISH); panel derecho,
esquematizacion que demuestra interacciones especificas donde Fusobacterium
nucleatum funciona como un organismo puente que se adhiere primero a los
colonizadores primarios de la superficie dental como Streptococcus spp y luego permite
la adherencia de colanizadores tardios como Porphyromonas gingivalis que complejizan
la biopelicula. (Extraido de Brennan et al., 2018).

El vinculo entre F.n y el cancer se ha estudiado ampliamente en el cancer
colorrectal. Estudios metagendmicos permitieron detectar la abundancia de este
patdgeno en pacientes con cancer colorrectal, postulandolo como un patégeno
de riesgo para dicha patologia(Marongiu et al., 2021). Uno de los mecanismos
que explica esta asociacion, destaca el rol de FadA. La proteina FadA, es una

adhesina, factor de virulencia caracteristico de F.n, que se encuentra en la
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superficie externa de la membrana bacteriana y es responsable de llevar a cabo
una colonizacién eficiente. La adhesina fusobacteriana (FadA) es la unica
adhesina que se ha demostrado que se une a las células huésped y, hasta ahora,
sigue siendo el factor de virulencia de F.n que mejor se ha caracterizado
(Kolenbrander, 2011). Esta proteina a través de sus propiedades adhesivas
contribuiria a la aparicion de inflamacién local especialmente en los intestinos.
Uno de los receptores de FadA es la E-cadherina que se encuentra tanto en las
células cancerosas como en las células sanas del colon(Mohri, 1997). La union
de FadA a la E-cadherina, permite que F.n invada las células epiteliales y
posteriormente, la activacion de [(-cateninas, lo que conduce a una mayor
expresion de proteinas proinflamatorias, factores de transcripcion y oncogenes
(Rubinstein et al., 2013).

Otro mecanismo por el cual F.n puede contribuir a la carcinogénesis es evadiendo
las respuestas inmunes anticancerigenas, a través de Fap2. La proteina de
activacion de fibroblastos 2 (Fap2) es una hemaglutinina y adhesina sensible a
galactosa que participa en la virulencia de F.n(Coppenhagen-Glazer et al., 2015).
Su funcion es critica en la mediacién y desarrollo del cancer colorrectal, mediante
la union con acetilgalactosamina (Gal-GalNAc), que se sobreexpresa en
metastasis humanas y adenocarcinoma colorrectal. Se demostro que la proteina
Fap2 de F.n ademas, interactua directamente con el receptor inmune de células
T (TIGIT) expresado en células NK'y linfocitos infiltrantes tumorales, provocando

la inhibicion de la citotoxicidad de las células natural killer (NK) y la actividad de
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los linfocitos, por lo tanto, disminuye la capacidad del sistema inmune para atacar
el cancer(Gur et al., 2015). De esta forma, los principales factores de virulencia
de la bacteria son los que le otorgan sus propiedades oncogénicas, por su parte
FadA interactua con las células endoteliales y las células epiteliales
cancerigenas, mientras que Fap-2 se unira a Gal-GalNAc sobreexpresada en
carcinomas y a TIGIT expresado en las células inmune.

F.n también se ha asociado con una menor densidad de células T CD8+ y una
mayor densidad de células derivadas de mieloide en el tejido de metastasis
hepaticas en cancer colorrectal. Las células supresoras derivadas de mieloides
(CD11b+) pueden inhibir la proliferacién de células T e inducir su apoptosis. Por
lo tanto, la expresion de CD11b+ permite que el tumor crezca tranquilamente a
través de su poderosa accidn inmunosupresora, jugando un papel importante en

la induccion de la progresion tumoral(Sakamoto et al., 2021)(Figura 5).
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FIGURA 5. Fusobacterium nucleatum y células T CD8+ en metastasis hepaticas de
cancer colorrectal.

A. Tincién inmunohistoquimica de CD8 segun la presencia o no de F. nucleatum. B.
Densidad de células T CD8+ segun la presencia o no de F. nucleatum. (Extraido de

Sakamoto et al., 2020)
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1.5.- Fusobacterium nucleatum y su rol en la progresion del carcinoma oral

de células escamosas.

De igual forma, F.n, ha sido una de las principales bacterias periodontales
asociadas por la literatura al desarrollo de patologias malignas bucales como lo
es el carcinoma oral de células escamosas.

A nivel de la cavidad oral también se ha logrado detectar alta presencia de F.n
en tejidos tumorales y saliva de pacientes con OSCC, en comparacion a tejidos
sanos(Al-Hebshi et al., 2017; Zhao et al., 2017). De acuerdo con un estudio de
Bronzato y colaboradores las lesiones tumorales mostraron una abundancia de
F.n un 6 % mayor que las lesiones no tumorales y una probabilidad 2,93 veces
mayor de que F.n estuviera presente en las lesiones tumorales(Bronzato et al.,
2020). Sin embargo, a pesar de los avances logrados en la deteccion de la
bacteria en los tejidos tumorales a través de las técnicas metagenomicas, los
mecanismos por los cuales F.n ejerce su el efecto en la transformacion maligna
o en la progresidon oncogénica de las células cancerigenas orales sigue siendo
desconocido. En este contexto, diversos autores han propuesto multiples
mecanismos protumorales para explicar su rol en el OSCC, entre ellos la
capacidad de F.n de aumentar el crecimiento tumoral, a través de la alteracion
de la proliferaciéon celular. Un estudio realizado por Geng y colaboradores
descubrié que la infeccion por F.n promueve la capacidad proliferativa de las
células del carcinoma oral (Tca8113) al causar dafos en el ADN a través de la
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via Ku70/p53 (Geng, Zhang, Lu, Zhang, & Pan, 2020). Ku70 y p53 son conocidas
como las principales proteinas involucradas en la regulacion de la reparacién de
NHEJ (unién de extremos no homdélogos) que desempefia un papel fundamental
en la deteccion de rotura de doble hebra ADN (DSB)(Puebla-Osorio et al., 2014).
Los resultados del estudio revelaron que ante la infeccion por F.n la expresion de
Ku70 y p53 disminuyd sincronicamente asociada a una mayor capacidad de
proliferacion celular en las células del carcinoma oral (Figura 6). La delecion de
Ku70 aumenta los dafios subyacentes y limita por ende los mecanismos de

respuesta a dafio mediados por p53(Geng et al., 2020).
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FIGURA 6. Capacidad proliferativa de células tumorales orales ante la infeccién
por F.n por 4-36 h.

El efecto de la infeccion por F.n en la expresion ARNm de p27 (B), p53 wild (C) y Ku70
(D) evaluado por qPCR. Los datos se analizaron segun la expresion génica relativa 2°
2a% *Diferencia significativa (p < 0,05) en comparacién con el grupo control. #Diferencia
significativa (p < 0,05) comparada entre los grupos evaluados. (Extraido de Gent et al.,
2020)

Esto se apoya por los resultados previamente expuestos por Kamarajan y
colaboradores, donde se evidencio que al someter a las células cancerigenas del
OSCC (HSC3) a la infeccion por F.n, estas aumentaban la formacion de
esferoides tumorales, efecto que podria significativamente revertirse utilizando
Nisina (péptido bacteriano producido por bacterias comensales) (Figura

7)(Kamarajan et al., 2020)
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FIGURA 7. Formacion de tumoresferas ante la presencia de F,n y posterior uso de
Nisina.

A. F.n promueve la formacion de esferas de células OSCC (HSC-3) y la nisina inhibe
ese proceso. (Extraido de Kamarajan et al., 2020)

Uno de los mecanismos mas descritos para entender el efecto protumoral de F.n,
es la adquisicion de un epitelio de transicion mesenquimal (EMT), el cual se
caracteriza por ser una alteracion rapida y a menudo reversible del fenotipo de
células epiteliales a mesenquimales con uniones célula-célula debilitadas y
remodelacion del citoesqueleto, evidenciado experimentalmente a través de la
pérdida de proteinas clasicas epiteliales y la adquisicion de marcadores
mesenquimales. Este tipo de epitelio, al perder sus caracteristicas clasicas, tiene
un comportamiento mas agresivo, resistente a la terapia y asociado a
metastasis(Harrandah, Chukkapalli, Bhattacharyya, Progulske-Fox, & Chan,

2020; Neuzillet et al., 2021; Shao et al., 2021; Zhang et al., 2020).
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Los resultados de estos estudios han sido diversos en apoyar el rol de la bacteria
en la progresion del OSCC. Sin embargo, no existe unificacion al momento de
definir los marcadores a utilizar y su expresion para determinar la adquisicion del
fenotipo EMT. En un estudio de Harrandah y colaboradores las células de cancer
oral poliinfectadas con bacterias periodonatles, sobreexpresaron MMP1, MMP9
e IL-8 (Figura 8). Ademas, la expresion de los marcadores de supervivencia
celular MYC, JAK1 y STAT3 y de los marcadores de transicion epitelial-
mesenquimatosa ZEB1 y TGF-3, también se encontraron significativamente
elevados (Figura 9). Aunque, las monoinfecciones mostraron que F. n por si sola,
tenia efectos comparables o mayores que las cuatro bacterias periodontales

juntas (Figura 8 y 9)(Harrandah et al., 2020)
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FIGURA 8. Expresion de MMP9 e IL-8 en las células cancerosas infectadas con
bacterias periodontales in vitro.

(A-C) Expresion elevada MMP9 ARNm en OQO01 y BHY, pero no en HN, después de una
infeccion polimicrobiana a las 6 y 24 h. (D) Aumento de la expresién de MMP9 en células
OQO01 después de la infeccion unica con P. gingivalis o F. nucleatum. (E) Aumento de la
secrecion de MMP9 en el sobrenadante del cultivo celular OQ01 después de la infeccién
polimicrobiana a las 6 y 24 h. (F) Comparaciéon de los efectos de las infecciones
bacterianas individuales y la infeccion polimicrobiana en la secrecion de MMP9 en el
sobrenadante de células OQO01. (G) Secrecion elevada de IL-8 en el sobrenadante de
células OQO01 después de la infeccion polimicrobiana a las 6 y 24 h. (H) Comparacion de
los efectos de las infecciones bacterianas individuales y la infeccion polimicrobiana sobre
la secrecion de IL-8 en el sobrenadante de células OQO01. Todos los niveles de ARNm
se determinaron mediante qRT-PCR. Los niveles de proteina IL-8 y MMP9 de
sobrenadantes en cultivo se determinaron mediante ELISA. *, p < 0,05, **, p < 0,005, ***,
p < 0,0005, ****, p < 0,0001. (Extraido de Harrandah et al., 2020)
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FIGURA 9. Expresion de STAT3, MYC y ZEB1 en modelo de cancer oral ante la
infeccidon de bacterias periodontales in vitro.

(A-C) Aumento en la expresion ARNm de STAT3 después de la infeccién con cuatro
bacterias periodontales combinadas (infeccién polimicrobiana) en lineas celulares de
cancer oral OQO01, BHY y HN alas 6 y 24 h. (D) El efecto de una sola infeccion bacteriana
en el nivel de expresion de STAT3 en células OQO01 después de 24 h de infeccion. (E-
G) Expresion de MYC ARNm significativamente elevada en OQO01 y HN, pero no en BHY,
después de 24 h de infeccion polimicrobiana. (H) Comparacién de los efectos de
infecciones bacterianas individuales e infecciones polimicrobianas en la expresion de
MYC en células OQ01 después de 24 h de infeccion. (I-K) Aumento de la expresion
ARNm de ZEB1 después de la infeccién polimicrobiana en las tres lineas celulares de
cancer oral durante 6 y 24 h. (L) Aumento de la expresion de ZEB1 en células OQO01
después de una infeccion unica con F. nucleatum. (M) Analisis por Western Blot de los
niveles de proteina ZEB1 24 h después de la infecciéon por F.n en células OQO1
infectadas y no infectadas. Todos los niveles de ARNm se determinaron mediante qRT-
PCR. *, p < 0,05; **, p < 0,005; ****, p < 0,0001.(Extraido de Harrandah et al., 2020)
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Por otro lado, un grupo de autores propone que el efecto de la bacteria en la
adquisicion del EMT estaria mediado por microARN(Zhang et al., 2020). Los
micro-ARN (miRs) son pequefias moléculas de ARN no codificantes que regulan
la expresion génica de manera post-transcripcional. Ejercen su efecto
generalmente mediante el silenciamiento o degradacion de los ARNm, y estan
implicados en la regulacion de varios procesos biolégicos(Giner, 2016). En este
contexto, se propone que la infeccion por F.n aumentaria la expresion de
MIR4435-2HG, que se une especificamente a miR-296-5p para disminuir su nivel
de expresion, debilitando la capacidad de miR-296-5p para silenciar su gen
objetivo Akt2, que luego activaria la expresion de SNAI1 que contribuye a la
transformacion EMT en las células epiteliales orales infectadas(Zhang et al.,
2020).

Igualmente, el 2021 Shao y colaboradores(Shao et al., 2021) examiné la
transicion mesenquimal parcial (p-EMT) mediada por F.n en células de carcinoma
de células escamosas orales (OSCC), esto debido a que se propone que la
capacidad de las células cancerosas de sufrir una transicion mesenquimatosa
epitelial parcial (p-EMT), en lugar de una EMT completa, indica un mayor riesgo
de metastasis. Sus resultados mostraron que F.n aumentd la expresion de genes
relacionados con p-EMT en células OSCC con fenotipo epitelial, pero no en las
con fenotipo p-EMT o EMT, por lo tanto, se sugiere que la infeccidn por esta
bacteria puede convertir el fenotipo epitelial en p-EMT a través la alteracion de la

expresion génica en las células del carcinoma oral(Shao et al., 2021).
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FIGURA 10. Expresion de genes relacionados con p-EMT en el fenotipo epitelial
(células HOC62) y en fenotipo EMT (células HOC313) ante la infeccién por F.n.

Expresion de genes relacionados con la diferenciacion epitelial, p-EMT y EMT en el
fenotipo EMT, HOC313 (A) y fenotipo epitelial, HOC621 (B) La expresién génica se midio
mediante RT-qPRC. (*) representa el valor P de < 0,05 en comparacion con el control
(sin tratamiento). F.n JCM8532 y ATCC10953, MOI = 10 (Extraido de Shao et al., 2021)

El efecto protumoral de F. n en OSCC desde el punto de vista de la evasion de
la respuesta inmune, ha sido abordado por limitados estudios. Tan solo el 2021

un grupo de investigadores del Instituto Curie en Francia evalué la asociacion
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entre F.n intratumoral y la expresion de diversos genes relacionados con la
respuesta inmune. Los resultados mostraron que los tumores con cargas altas de
F.n se asociaban a niveles bajos de ARN de macréfagos M2 (CD163), linfocitos
CD4, fibroblastos (PDGFRR), TLR4, ligando OX40 (TNFSF4) y TNFRSF9, y
niveles altos de TNFSF9 e IL-113, por lo que sugirieren que en OSCC F.n puede
estar asociado con un microambiente tumoral "permisivo" e insensible a las
sefiales proinflamatorias(Neuzillet et al., 2021).

Existen otras moléculas inmunosupresoras, donde el rol de la bacteria no ha sido
estudiado, pero su presencia en el microambiente tumoral se ha asociado a
prondstico desfavorable clinico e histologico, peor estadio TNM e invasion
ganglionar en OSCC y otros canceres similares como el carcinoma escamoso de
eso6fago (Zheng et al., 2020). Entre estas moléculas encontramos CD73(Jeske et
al., 2020; Ren, Yuan, Ji, & Zhang, 2016), CD39(Duhen et al., 2018) (Zheng et al.,
2020), el eje Tim3/Gal-9(Ahmed & Shaikh, 2022; Dong et al., 2017),
TIGIT/CD155(X. Liu et al., 2021) y PD1/PDL1(Dave, Ali, & Magalhaes, 2020; Wu

et al., 2021), cuyos hallazgos se encuentran resumidos en la Tabla 2.
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Tabla 2: Moléculas Inmunosupresoras asociadas a OSCC

Eje 0 Molécula Mecanismo Outcome en OSCC Ref.

Tim3/Gal-9 1 Expresion de Tim 3/Gal9. (Ahmed et al.,
TMuerte de células T citotoxicas, Peor estadio TNM, invasion 2022)
provocando el progreso de la enfermedad. linfatico-vascular y pronostico

desfavorable.
Supresion de la respuesta de células T Peor pronostico y respuesta a (Dong et al.,
CD8+. tratamiento. 2017)
Bajo perfil de secrecion de citoquinas.

Tigit/ CD155 Células T TIGIT+CD4+ y TIGIT+CD8+ Peor estadio TNM, invasion (Liuetal.,
muestran un fenotipo disfuncional: ganglionar. 2020)
|Proliferacion celular.
1Secrecion de IL-2, TNF-a e IFN-y.

Células T TIGIT+CD4+ exhibieron funcién
inhibitoria:

1 Expresion de Foxp3.

1 IL-10.

CD39 Células NK CD39+ intratumorales estan Mal Prondstico. (Zheng et al.,
comprometidas funcionalmente, muestran: 2020)
| Produccién IFN-y y granzima B.
| Frecuencia de Proliferacion.

CD73 | Actividad y nimero de las células T Mayor metéstasis en los (Renetal.,
intratumorales. ganglios linfaticos, peor estadio  2016)

T, clinico y grado de (Jeske et al.,
diferenciacion. 2020)

PDI1/PDIL Aumento en la expresion de PDL-1 se Mejora las propiedades (Wuetal.,

correlaciona con: agresivas e invasivas de los 2021)

TInfiltracion de macrofagos asociados a

tumor (TAM).
1Expresion de genes asociados a
marcadores de EMT.

tumores en el microambiente
tumoral, dificultando el
prondstico.

TABLA 2. Moléculas inmunosupresoras asociadas a OSCC.

Mecanismos que explican el efecto negativo en la progresion del OSCC, inducido por la
presencia de estas moléculas inmunosupresoras (Elaboracién propia).
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1.6.-Data Preliminar

Nuestros hallazgos a partir del analisis del secretoma, obtenido de biopsias de
pacientes diagnosticados con OSCC con un grado de diferenciacion de leve a
moderada y controles sanos revel6 que las condiciones de secretoma de
explantes de tejidos sanos y de cancer oral comparten un total de 1.722
proteinas. En el caso de cancer se identificaron 976 proteinas unicas para esta
condicion, asi como también 933 proteinas identificadas solamente en la
condicion de control (secretoma explante tejido sano). Se realiz6 un analisis
especifico con el fin de identificar las proteinas bacterianas expresadas en el
secretoma cancer y control. El analisis revelo la presencia de 19 proteinas unicas
en el secretoma de OSCC, de las cuales 17 eran de Fusobacterium nucleatum,
1 de Streptococcus mitis y 1 de Agrobacterium tumefaciens. Ademas,
identificamos 4 proteinas unicas en el secretoma de control (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Corynebacterium coyleae, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus auricularis) (Tabla 3). Por lo que se destaca la presencia casi
exclusiva de F.n en el secretoma del OSCC, destacando la capacidad de esta
bacteria de establecerse en el microambiente tumoral para ejercer un efecto aun

no completamente conocido.
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Condicion Bacteria Total de Péptidos

Cancer Fusobacterium Nucleatum 537

Fusobacterium hwasookii ChDC 99

Fusobacterium periodonticum 64
Control Aggregatibacter 64

Actinomycetemcomitans

Fusobacterium Nucleatum 38

Streptococcus mitis 30

TABLA 3. Péptidos Bacterianos y bacteria correspondiente identificados en el
secretoma de cancer OSCC y control.

Paralelamente el analisis de las proteinas totales presentes en el secretoma del
OSCC reveld la expresion de marcadores asociados a la transformacion de un
fenotipo de epitelio de transicion mesenquimal. Esto se evidencia a través de
disminucion significativa de marcadores epiteliales clasicos como E-cadherina,
T-cadherina, Citoqueratina 3 y colageno tipo alfa 1 (Figura 11) y el aumento
significativo de marcadores mesenquimales en las metaloproteinasas MMP-9,
MMP-10 y MMP-14, Fibronectina, Integrinas IGTR4, IGTR1 y IGTa6 (Figura 12)
en cancer comparado con la condicion control. Ademas, en el secretoma de
pacientes OSCC, se observd un aumento en defensinas y el receptor del factor
de crecimiento epidermal (Figura 13), proteinas asociadas por la

literatura(Hoppe et al., 2016), a la proliferacion y crecimiento tumoral de OSCC.
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FIGURA 11. Expresion de marcadores epiteliales asociados a EMT en secretoma

cancer y control.

Disminucién de E-cadherina (A), T-cad

herina (B), Citoqueratina 13 (C) y Colageno alfa-

1 (D) en secretoma cancer comparado al secretoma control. *, p < 0,05; **, p < 0,005;

**** p <0,0001 (Data propia).
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FIGURA 12. Expresion de marcadores mesenquimales asociado a EMT en

secretoma cancer y control.

Aumento en la expresion de MMP-9 (A), MMP-14(B), MMP-10(C), Integrina beta-4(D) y
Fibronectina (G) en secretoma cancer comparado con el control. *, p < 0,05; **, p < 0,005;

**** p <0,0001 (Data propia).
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FIGURA 13. Expresion de proteinas asociadas con proliferaciéon tumoral en OSCC,
identificadas en el secretoma de pacientes con cancer oral y controles sanos.

Aumento de defensina alpha 1 (A) y receptor del factor de crecimiento epidermal (B) en
pacientes con cancer versus pacientes control. *, p < 0,05; **, p < 0,005; ****, p < 0,0001
(Data propia).
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2. PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

La periodontitis constituye un problema de salud publica debido al alto porcentaje
de personas que se ve afectado por esta patologia. Tan sélo en Chile, segun el
ultimo analisis de situacién de Salud bucal, un 95% de la poblacién mayor de 35
afos tiene algun grado de Periodontitis y este porcentaje aumenta a 97% en los
mayores de 65 afios. Por su parte el cancer oral ha aumentado notoriamente el
ultimo tiempo con incidencia de mas de 800 casos nuevos y una mortalidad de
mas de 400 personas en 2020. Al ser ambas patologias altamente prevalentes y
que comparten factores de riesgo, se ha detectado y propuesto una asociacion
entre ellas.

La asociacion entre ambas enfermedades podria explicarse por el actuar de
bacterias periodontales claves, que jugarian un rol protagdénico no solo en el
establecimiento de la enfermedad periodontal, sino que también en la promocién
de mecanismos protumorales que apoyan la progresion y transformacion maligna
de células cancerigenas en cancer oral.

Una de las bacterias mas caracterizadas en la literatura por presentar
mecanismos protumorales es Fusobacterium nucleatum. Si bien esta bacteria, es
conocida como una bacteria patégena periodontal, recientemente se ha asociado
como una bacteria oncogénica. Sin embargo aun no existe aun pleno

entendimiento de los mecanismos protumorales e imunosupresores por los
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cuales F.n ejerce su efecto en las células del OSCC para promover la progresion

del cancer.

Pregunta de Investigacion

¢, Cuales son los mecanismos protumorales e inmunosupresores de F.n sobre las

células del OSCC?
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3. HIPOTESIS

La bacteria Periodontal Fusobacterium nucleatum promueve el crecimiento
tumoral, transformacion hacia un epitelio de transicion mesenquimal y la
expresion de moléculas inmunosupresoras en las células tumorales escamosas

orales.
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4. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los mecanismos protumorales inducidos por Fusobacterium
nucleatum sobre el crecimiento, transicion epitelio mesenquimal y expresion de

marcadores inmunosupresores en linea celular OSCC.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el efecto in vitro de Fusobacterium nucleatum sobre crecimiento
tumoral de linea de celular de carcinoma oral de células escamosas.

2. Evaluar la presencia de los marcadores asociados a un ETM en linea
celular de carcinoma oral en presencia de Fusobacterium nucleatum.

3. Medir la expresion de moléculas inmunosupresoras en linea celular de
carcinoma oral de células escamosas inducidas por la presencia de

Fusobacterium nucleatum.
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5.MATERIALES Y METODOS

5.1.- Lineas celulares

Se utilizé la linea celular de carcinoma oral de células escamosas, HSC3,
correspondiente a cancer de lengua, metastasico, de paciente masculino de 63
anos, obtenida desde el laboratorio del Dr. Wilfredo Gonzalez de la Universidad
de los Andes, Santiago, Chile. Esta linea celular se mantuvo en cultivo en medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina
(1:100), incubada a (37°C, 5% CO2).

Como linea control se utilizaron células epiteliales normales (OKF6/TERT2),
correspondientes a piso de boca, obtenidas desde la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad de Concepcidn, Concepcion, Chile. Estas células se
mantuvieron en medio de keratinocitos libre de suero KSFM (GIBCO, Invitrogen)
suplementado con Bovine pituitary extract (25mg/500ml), factor de crecimiento
epidermal EGF (2.5ug/500ml), solucion de cloruro de calcio 0,3M, penicilina y
estreptomicina( 1:100) incubadas a 37 °C, 5 % de CO2.

Ambas lineas celulares previo a su uso, se trataron de manera profilactica con
removedor de micoplasma (Mycoplasma removal agent), utilizando 10pl/ml de

medio de cultivo, durante 24 horas.
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5.2.- Cepa bacteriana

Se utilizé la bacteria periodontal Fusobacterium nucleatum (F.n) cepa 25586,
obtenida desde la ATCC, la cual fue reconstituida desde el estado liofilizado,
mediante caldo anaerobio (Anaerobe Basal Broth, CM0957, OXOID) y placas de
Agar Anaerobio (Anaerobe Basal Agar, CM0972, OXOID) suplementado con 5%
de sangre de cordero, incubada en camara de anaerobiosis a 37 °C, 5 % de CO2.
La confirmacién de su identificacion se realizé por PCR en tiempo real utilizando
partidores especificos para la bacteria (F
GAGTTACAACTTCCTATATTTGACCGA R’

CAAACATTTTGATAATTCATCTGCAT).
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5.3.- Ensayo de Infeccién

Para los ensayos de infeccion se utilizé la bacteria F.n en su fase de crecimiento
exponencial, correspondiente a 36 horas de crecimiento y una OD de 0,35, segun
el analisis de nuestra curva de crecimiento. Las células cancerigenas y normales
se colocaron en una proporcion de 1x10° células/ml en tubos de citometria con
sus respectivos medios DMEM y KSFM sin suplementacion antibiotica. Estas
células se enfrentaron a la bacteria F.n a una multiplicidad de infeccion (MOI) de
100 (435,5 pl), luego se sometieron a centrifugacién (1500rpm por 20 minutos)
para asegurar el contacto entre la capa celular y la bacteria y se incubaron
durante 90 min a 37 °C en CO2 al 5 % para permitir la internalizacién de la
bacteria. Como control se utilizaron células cancerigenas / normales en medio
solo, sometidas a las mismas condiciones. Después de los 90 minutos, tanto
células infectadas como no infectadas fueron cambiadas a medio DMEM o KSFM
suplementado con Metronidazol (200ug/ml) y Gentamicina 300 ug/ml), para la

eliminacion de bacterias extracelulares.
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5.4.- Visualizacién ingreso bacteria a la célula cancerigena

Para visualizar el proceso de infeccion in vitro, la bacteria F.n fue marcada previo
al ensayo de infeccidn de las células cancerigenas con el Kit de proliferacion de
células CFSE CellTrace™, Invitrogen. La molécula CSFE atraviesa con facilidad
las membranas celulares, formando en el interior celular complejos covalentes
con grupos amino de las proteinas u otras moléculas de la bacteria, que permiten
la fluorescencia. Para esto la bacteria (MOI 100) y CFSE (5uM) se incubaron por
separado durante 5 minutos, a 37°C en bafio termo regulado protegidos de la luz,
luego se juntaron para realizar la marcacion, incubando 15 minutos a 37°C en
bafo termoregulado, nuevamente protegidos de luz. Para terminar la reaccion se
agregd 5ml de medio DMEM en frio y se centrifugd a 5000rpm durante 10
minutos.

Una vez realizada la infeccidn, el ingreso de la bacteria a las células cancerigenas
se confirmd mediante microscopio confocal Espectra Leica Sp8 con maddulo
Super resolucion por Lighting. La visualizacién de las células cancerigenas
infectadas se logré cultivando una proporcién de 10.000 células en 100 ul de
medio DMEM por pocillo en una placa Cell View de fondo ultra transparente
(Greiner View one), durante 6, 24 y 48 horas. El marcaje se realizé utilizando,
HOECHST (0.1ug/ml) para el nucleo, Membran cellmask Deep red (0.3X) para la
membrana celular, Mitotracker RedCMXRos (25nM) y TMRM (20nM) para
mitocondrias y loduro de propideo (1X) para diferenciar células muertas. En cada

uno de los tiempos de infeccidon el marcaje se realizé por 15 minutos protegiendo
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la placa de la luz a 37°C y luego se lavo con PBS, para agregar finalmente medio
fresco antes de llevar al microscopio. Las fotos fueron adquiridas en condiciones

optimas de cultivo (37°C y 5% CO2).

5.5.- Formacion esferoides

El efecto de la bacteria F.n sobre el crecimiento tumoral de las células
cancerigenas y normales, se estudio utilizando un modelo 3D denominado
“‘esferoide o esfera tumoral”. Una tumoresfera es una formacion esférica solida
desarrollada a partir de la proliferacion y agregado de células
cancerosas(Johnson, Chen, & Lo, 2013). El tamafo, que puede variar entre 50
micrémetros a 250 micrometros, y se pueden usar para caracterizar la poblacién
de células madre/progenitoras del cancer dentro de una poblacion de células
cancerosas cultivadas in vitro y dentro de tumores in vivo(J. C. Liu, Deng, Lehal,
Kim, & Zacksenhaus, 2007). Se decidi6 utilizar el modelo de esferoide porque
entrega informacidn mas precisa y facil de analizar de la organizacion jerarquica
del tumor.

Para la obtencién de las tumoroesferas, posterior al ensayo de infeccion se
colocaron 2500 células cancerigenas y normales infectadas/no infectadas en
100ul de medio DMEM/KSFM por pocillo en una placa ultra low cluster
polystyrene de 96 pocillos, que evita la adherencia de las células en el fondo del
pocillo. Esta placa se centrifugé a 2000 rpm por 10 minutos y luego se incubd

durante 3 dias.
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La formacion del esferoide se puede comprobar 3 dias posteriores a la
centrifugacion, por lo tanto se realizaron mediciones microscépicas de 4 pocillos
por condicion, tanto al dia 3, 6 y 10 del ensayo, utilizando un microscopio

invertido(Motic AE31) asociado a camara (software ProgRes®MF®°) e Image J.

5.6.- Analisis expresion marcadores asociados a ETM por qPCR

Los marcadores asociados a ETM escogidos para evaluar la adquisiciéon del ETM
tanto en células cancerigenas como normales posterior a la infeccion con F. n,
fueron MMP-9 y E-cadherina. MMP-9 es una de las proteasas clave para la
degradacion de la matriz extracelular y la membrana basal y juega un papel
crucial en la aparicion y desarrollo de tumores malignos, invasion y metastasis,
el aumento en su expresion se asocia con la aparicion de un ETM(Li et al., 2020).
Por su parte la E-cadherina actua como el principal determinante del fenotipo
epitelial al influir en la polaridad celular y la integridad del tejido. La pérdida de E-
cadherina se describe como un evento clave de la EMT, la disminucién en su
expresion, conduce a la pérdida de la adhesién célula a célula, permitiendo la
separacion de células individuales de la masa tumoral primaria y, por lo tanto,
representa una caracteristica importante en la progresién  del
carcinoma(Sommariva & Gagliano, 2020). Ademas, es importante mencionar,
que, ambos marcadores fueron escogidos porque tanto su aumento como
disminucién se evidencio en el analisis del secretoma de pacientes OSCC y

controles (Data preliminar).
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El analisis de la expresion de estos marcadores, se realizé incubando una
proporcion de 3x10°células/ml durante 6 horas posteriores a la infeccidn, en
placas de 6 pocillos. Posteriormente, se recogio el lisado celular utilizando 600ul
de reactivo TRIZOL (Invitrogen). La extraccion del ARNm se realizé a través de
columnas, utilizando el Kit Direct-zol™ RNA Microprep, (ZYMO RESEARCH). La
expresion del ARNm de cada marcador, se midié a través de RT-qPCR de un
solo paso, utilizando protocolo RT Promega; sonda GoScript’™ RT Mix for 1 -
Steop RT-gPCR (Promega), sonda Brillant Il SYBR® Green QPCR Master Mix y
el equipo Applied Biosystem 7500 FAST Real Time PCR System con protocolo
de amplificacion: 45°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos
de 95°C por 10 segundos y alineamiento/ extension a 60°C por un minuto. Se
utilizaron partidores especificos disefiados para MMP-9 (F
GCCACTACTGTGCCTTTGAGTC; R® CCCTCAGAGAATCGCCAGTACT) y E-
cadherine (FF GTCTGTCATGGAAGGTGCT; R* TACGACGTTAGCCTCGTTC)
adquiridos desde IDT (/ntegrated DNA Technologies). Los cambios en los niveles
de expresion se calcularon después de la normalizacion con el housekeeping

RPLPO, utilizando el método 2- AACq. Cada muestra se analizé por triplicado.
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5.7.- Proteome Profile Array en células cancerigenas infectadas

Se realizé un analisis de la expresion de proteinas relacionadas a cancer, que
podrian estar inducidas por la bacteria F.n en las células cancerigenas, a través
del “Proteome profile Array™Human XL Oncology Array Kit”. Este kit es una
herramienta rapida, sensible y econémica para detectar diferencias en proteinas
entre condiciones. Permite determinar simultdneamente los niveles de expresion
relativa de 84 proteinas humanas relacionadas al cancer. Esta disefiado de forma
que los anticuerpos de captura y control se encuentran por duplicado en
membranas de nitrocelulosa, donde se incuba la muestra toda la noche,
posteriormente la membrana se lava para eliminar el material no unido y luego
se incuba con un coctel de anticuerpos de deteccion biotinilados. Finalmente, se
aplican estreptavidina-HRP y reactivos de deteccidn quimioluminiscentes, para
producir una sefial en cada punto de captura correspondiente a la cantidad de
proteina unida. El kit permite el uso de sobrenadante de cultivo, lisado celular,
suero, plasma, leche humana, orina, saliva o lisado de tejido, en nuestro caso, al
contar con 4 membranas de nitrocelulosa por kit, se decidié usar sobrenadante
de cultivo y lisado celular de células cancerigenas infectadas/ no infectadas.

Para la obtencion del sobrenadante se retir6 directamente de los pocillos
posterior a 24 horas de infecion y se mantuvo a -20°C, hasta realizar el ensayo.
El lisado celular se obtuvo utilizando buffer de lisis, compuesto de 2450 pl RIPA,
25yl Inhibidor de proteasas y 25 yl EDTA. A cada pocillo se aplico 500ul de buffer

de lisis, posterior a las 24 horas de infeccion. Cada muestra se paso a tubos
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eppendorf y se centrifugd a 12.000 rpm por 5 minutos a 4°C, para eliminar debris
celular y luego se mantuvo a -20°C.

La cuantificacion de proteinas totales, tanto del lisado como sobrenadante se
realizo por método BIORAD. Siguiendo las recomendaciones del fabricante, para
este ensayo se utilizaron 500yl de sobrenadante tanto de células cancerigenas
infectadas y no infectadas y 200ug de lisado celular de células cancerigenas
infectadas (157 ul ) y no infectadas (160 ul), en ambos casos se reconstituy6 con
buffer de lisis hasta llegar a un volumen final de 500ul.

Los datos se obtuvieron exponiendo las membranas de nitrocelulosa al revelador
de membrana (Li-Cor), hasta obtener una imagen de alta calidad. Se crearon
perfiles de densidad media de pixeles utilizando un escaner de modo de
transmision y un software de analisis de imagenes (IMAGE J). Los cambios en
los niveles de expresidn se calcularon después de la normalizacion con los genes

de referencia indicados por el kit.

64



5.8.- Analisis de los marcadores asociados a Inmunosupresion

Los marcadores elegidos para analizar el cambio de fenotipo en las células
cancerigenas/ normales inducido por la bacteria, fueron CD39, CD73, PDLA1,
GAL-9 y CD155, en base a lo reportado por la literatura en cuanto a su expresion
y la de sus ligandos en las células del OSCC (Tabla2).

Para el analisis de estos marcadores, se infectaron una proporcién de 1x108
células/ml de células cancerigenas/normales durante 24 horas. Tanto células
infectadas cancerigenas/ normales infectadas y no infectadas se recuperaron
luego de la infeccion, utilizando 600ul de tripsina 1X (Tripsina E™ Express),
durante 8 minutos. Posteriormente, cada muestra se depositd en tubos eppendorf
con 1ml de PBS, para centrifugar a 1500rppm por 5 minutos. Luego de la
centrifugacion se realizo el conteo de las células por condicion, mediante tincion
azul de tripan y camara de Neubauer, para dejar una proporcion de 200.000 a
500.000 células por marcador en tubos de citometria. Para realizar el marcaje se
utilizaron anticuerpos para CD155(0,25 ug/mL), Galg-9(100ug/mL), PDL-
1(100ug/mL), CD73(200ug/mL) y CD39(100ug/mL). Cada grupo de células,
cancerigenas, normales, infectadas y no infectadas, se marcé por separado con
un master mix (100 yl PBS y 1pl de anticuerpo) de cada marcador seleccionado,
durante 30 minutos a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo se lavé con 1ml de PBS
y se centrifugd(1500rpm) durante 5 minutos, dejando un volumen final de 200ul.

Cada tubo de citometria asociado a un marcador/condicion fue analizado en el
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citometro de flujo. Los datos obtenidos, se visualizaron y analizaron con el

software Flowjo 10.8.2.

Marcador Fluoroforo
CD39 FITC
CD73 Ax780
Gal-9 APC

CD155 Pac Blue
PDL1 PE/Cy7

TABLA 4. Marcadores asociados a Inmunosupresion en OSCC y sus
correspondientes fluoréforos utilizados en el ensayo de fenotipo.

5.9.- Analisis Estadistico

Los datos obtenidos en cada uno de los experimentos fueron tabulados en el
programa Excel, luego con el programa GraphPad Prism, se realizé el analisis de
comparaciones graficas de entre 2 variables mediante T-test con datos pareados
y no pareados, o en el caso de mas de 2 variables mediante Test Anova y Sidaks
multiple comparisons test. La significancia fue considerada cuando el valor P fue

menor a 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1.- Visualizacién ingreso bacteria a la célula cancerigena

En cada uno de los tiempos en los que se desarrollé la infeccion de las células
del OSCC (6, 24 y 48 horas), se comprobd el ingreso de Fusobacterium
nucleatum a las células mediante microscopia confocal de super resolucién.
Desde las 6 horas de infeccién, que fue el primer tiempo analizado, pudimos
observar como F.n ingresa a la célula cancerigenas y se establece en las
cercanias del nucleo. En este tiempo se utilizé el ioduro de propideo para
identificar células o bacterias muertas y comprobamos que la bacteria al ingresar
a las células se mantiene viva y no ocasiona la muerte de la célula HSC3. Por
otro lado, en relacion a cambios morfolégicos observados en las células del
OSCC, ante el ingreso de la bacteria, pudimos observar que a las 6 horas no se
identifican grandes cambios, las células mantienen su configuracion de
monocapa y mantienen sus uniones intercelulares (Figura 14-A). Igualmente, a
las 24 horas, observamos el establecimiento de la bacteria en el microambiente
tumoral, ya sea dentro o rodeando la célula cancerigena. En esta ocasion, se
incluyd MITOTracker RedCMX Ros como marcaje de mitocondrias, para fines
estéticos y se omitié la marcacion con ioduro de propideo. Durante este tiempo
si se observaron mayores cambios morfologicos en las células del OSCC

asociadas al ingreso de la bacteria. A diferencia a lo observado a las 6 horas, las
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células empiezan a perder su configuracién normal de célula epitelial, pasando a
una forma mas redondeada, asociado a una pérdida de la configuracion clasica
de monocapa y de las uniones entre células (Figura 14-B). Finalmente a las 48
horas, observamos que se mantiene la presencia de F.n en las células del
HSC3,ya sea en el interior o rodeando las células. Esta vez se utilizO como
marcaje de mitocondrias TMRM (indicador de potencial de membrana
mitocondrial) y se evidenciaron mayores cambios morfolégico, asociados a una
alteracion de la arquitectura de monocapa y de las uniones intracelulares.
Ademas, identificamos que las células pierden su estructura alargada, pasando

a una configuracion mas redonda (Figura 14-C).
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FIGURA 14. Ingreso y establecimiento de F.n dentro de la células del OSCC.

Imagen obtenida a las 6 horas (A), 24 (B) y 48 (C) de la infeccion de las células HSC3 con la bacteria F.n.
Se utilizé (A-C) HOECHST(tinciéon azul) para el nucleo, Membran cell mask deep red (tincion magenta)
para la membrana, CFSE (tincion verde) para la bacteria F.n, (A) loduro de propideo (tincion roja) para
células y bacterias muertas, (B) Mitotracker RedCMXRos(tincion roja) para mitocondrias y (C)
TMRM(tincion roja) como indicador de potencial de membrana mitocondrial. Imagenes se obtuvieron con
microscopio confocal Espectra Leica Sp8 con mdédulo superresolucion por lighting, a 37°C vy
5%C0,.0bjetivo 63x de inmersién en aceite1.4 de apertura numérica del lente.
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Objetivo 1
Analizar el efecto in vitro de Fusobacterium nucleatum sobre crecimiento tumoral

de linea de celular de carcinoma oral de células escamosas.

6.2.- Analisis y medicidon de esferoides de células cancerigenas/ normales

infectadas y no infectadas.

El efecto de la bacteria F. n sobre las células cancerigenas se evalu6 utilizando
el modelo de esferoide o esfera tumoral. La confirmacion de la formacién del
esferoide, se comprobd visualmente 3 dias posteriores a la infeccidon. La
observacién microscopica de los esferoides reveld que aquellos formados a partir
de células infectadas, eran mayores en tamafo y existian mayores agrupaciones
celulares o posibles nuevas esferas tumorales, que en aquellos formados a partir
de células no infectadas, en todos los dias evaluados (Figura 15). Al realizar las
mediciones de los esferoides (Tabla 5), en cada uno de los dias analizados,
evidenciamos que aquellos esferoides formados a partir de células infectadas
eran significativamente (p<0,05) mayores en area que aquellos formados a partir
de células no infectadas (Figura 16). Esta tendencia se manifiesta desde el dia
3, es decir el primer dia de formacion del esferoide, y va en aumento hasta el dia

10 posterior a la infeccion (Figura 17).
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FIGURA 15. Fotografias esferoides formados a partir de células HSC3 infectadas y no infectadas con
F.n.

(A-C) Fotografias de esferoides formados a partir de células HSC3 no infectadas, (A) al dia 3 DST=1.773um,
(B) dia 6 DST= 1.789um y (C) dia 10 DST= 1.895um. (D-F) Fotografias de esferoides formados a partir de
células HSC3 infectadas (D) al dia 3 DST= 2.054um, (E) dia 6 DST= 2.385um y (F) dia 10 DST= 2.593um.
Imagenes fueron obtenidas desde un microscopio invertido asociado (Motic AE31) a camara en aumento 10x.
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Dia 3 Dia 6 Dia 10

3,425um 5,334um 5,658um
HSC3 F.n +

3,31um 4,236um 5,445um

3,277um 4,124um 4,338um

2,667um 3,837um 4,134um

2,352um 3,333um 3,264um
HSC3 F.n -

2,229um 2,447um 3,177um

2,15um 2,431um 3,058um

2,041um 2,094um 2,475um

TABLA 5. Area de esferoides formados a partir de células HSC3 infectadas y no
infectadas.

Mediciones realizadas a los esferoides de células infectadas y no infectadas con F.n al
dia 3, 6 y 10 post infeccion, a través del programa IMAGE J.

A HSC3Dia3 B HSC3Dia6 C HSC3Dia10
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FIGURA 16. Comparacion del area esferoides formados a partir de células HSC3 infectadas
y no infectadas F.n.

(A-C) Fotografias de esferoides formados a partir de células HSC3 no infectadas, (A) al dia 3
DST=1.773um, (B) dia 6 DST= 1.789um y (C) dia 10 DST= 1.895um. (D-F) Fotografias de
esferoides formados a partir de células HSC3 infectadas (D) al dia 3 DST= 2.054um, (E) dia 6
DST= 2.385um y (F) dia 10 DST= 2.593um. Fotografias fueron obtenidas desde un microscopio
invertido asociado (Motic AE31) a camara en aumento 10x.
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FIGURA 17.Comparacion estadistica area esferoides de células HSC3 infectadas y
no infectadas entre dia 3-10 post infeccion.

Comparacion a través de test ANOVA de las areas de los esferoides formados a partir
de células infectadas y no infectadas con F.n durante el dia 3, 6 y 10 postinfeccion. (Test

ANOVA, Valor p: *<0.05; **<0.01; ****<0,0001)
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En el caso de las células epiteliales normales (OKF6) se confirmo visualmente la
formacion de los esferoides al dia 6 posterior a la infeccion y esta estructura
continué modelando y compactando su forma hasta el dia 10. La observacion
microscopica de los esferoides reveld que aquellos formados a partir de células
infectadas, eran visiblemente mayores en tamano, que aquellos formados a partir
de células no infectadas en todos los 2 dias evaluados (Figura 18). Al realizar las
mediciones de los esferoides (Tabla 6), evidenciamos que al dia 6 post infeccidn,
los esferoides de células normales infectadas, eran significativamente mayores
(p<0,05) que los formados a partir de células no infectadas. En el dia 10 post
infeccion, no se observd una diferencia significativa entre el area de los
esferoides de células infectadas y no infectadas, sin embargo se mantiene la
tendencia que aquellos procedentes de células normales infectadas, son

mayores en area que los procedentes de células no infectadas (Figura 19-20).
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FIGURA 18. Fotografias esferoides formados a partir de células normales OKF6
infectadas y no infectadas F.n.

(A-B) Fotografias de esferoides formados a partir de células no infectadas, (A) al dia 6
DST=5.235um y (B) dia 10 DST= 3.405um. (C-D) Fotografias de esferoides formados a partir
de células OKF6 infectadas (C) al dia 6 DST=4.757um y (D) dia 10 DST= 4.95um. Imagenes
fueron obtenidas desde un microscopio invertido asociado (Motic AE31) a cdmara en aumento
10x.
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Dia 6 Dia 10

25,998um 13,57um
OKF6 F.n +

28,274um 34,2um

21,889um 8,90um

12,323um 9,789um
OKF®6 F.n -

12,824um 7,68um

14,592um 11,45um

TABLA 6. Area de esferoides formados a partir de células OKF6 infectadas y no
infectadas.

Mediciones realizadas a los esferoides de células normales infectadas y no infectadas
con F.n al dia 6 y 10 post infeccion, a través del programa IMAGEJ.

A Dia 6 OKF6 B Dia 10 OKF6
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FIGURA 19. Comparacion del area de esferoides de células epiteliales normales OKF6
infectadas y no infectadas.

Comparacion estadistica mediante T test con datos pareados entre las areas de los
esferoides obtenidos a partir de células OKF6 infectadas con F.n y no infectadas, al dia 6(A)
y al dia 10(B) post infeccion. (T test, Valor p: *<0.05; **<0.01; ***<0,001).
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FIGURA 20. Comparacion estadistica area esferoides de células OKF6 infectadas
y no infectadas entre dia 6 y10 post infeccion

Comparacion a través de test ANOVA de las areas de los esferoides formados a partir
de células infectadas y no infectadas con F.n durante el dia 6 y 10 postinfeccion. (Test
ANOVA, Valor p: *<0.05; **<0.01; ****<0,0001)
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Objetivo 2
Evaluar la presencia de los marcadores asociados a un ETM en linea celular de

carcinoma oral en presencia de Fusobacterium nucleatum.

6.3.- Analisis de la expresiéon de marcadores ETM en células cancerigenas/

normales infectadas y no infectadas por qPCR.

La expresion de los marcadores asociados en ETM, se evalué mediante RT-
gPCR. Los marcadores elegidos fueron MMP-9 y E-cadherina, en base a lo
reportado en la literatura y lo encontrado en el secretoma de pacientes con
OSCC. Con respecto a las células cancerigenas, los resultados revelaron que
existe un aumento significativo a las 6 horas(p<0,05) de MMP-9 ARNm en
aquellas células que fueron infectadas con F.n en comparacion a aquellas células
no infectadas (Figura 21-A).

Por otra parte, en cuanto a E-cadherina, se encontré una disminucion significativa
(p<0,05) de este marcador en las células cancerigenas infectadas con F.n

posterior a las 6 horas (Figura 21-B).
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FIGURA 21. Expresion de marcadores asociados a ETM en células HSC3 ante la infeccion con
F.n

Comparacion estadistica mediante T test de datos pareados, de la expresion relativa de MMP-9 (ARNm)
y E-cadherine (ARNm) en células HSC3 infectadas y no infectadas con F.n a las 6 horas (A y B).
Cambios en la expresion de los marcadores en las células cancerigenas se calcularon después de la
normalizacion con el housekeeping RPLPO, utilizando el método 2- AACq. Cada muestra se analizd por
triplicado. (T test, Valor p: *<0.05; **<0.01; ***<0,001).
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Igualmente, se evalud la expresion de los marcadores MMP-9 y E- cadherina,
asociados a ETM, en células epiteliales normales(OKF6) en respuesta a la
infeccion con F.n. Los resultados revelaron un aumento significativo (p<0,05) de
MMP-9(ARNmM) en las células OKF6 infectadas posterior a las 6 horas(Figura 22-
A).

En relacion a la expresion de E-cadherina en las células OKF6 ante la infeccion
con F.n, no se evidenciaron cambios significativos en la expresion de este

marcador (Figura 22-B).
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FIGURA 22. Expresion de marcadores asociados a ETM en células OKF6 ante la infecciéon con F.n.

Comparacion estadistica mediante T test de datos pareados, de la expresion relativa de MMP-9( ARNm)
y E-cadherina (ARNm) en células OKF6 infectadas y no infectadas con F.n a las 6 horas (A'y B. Cambios
en la expresion de los marcadores en las células cancerigenas se calcularon después de la normalizacion
con el housekeeping RPLPO, utilizando el método 2- AACq. Cada muestra se analiz6 por triplicado. (T
test, Valor p: *<0.05; **<0.01; ***<0,001).
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6.3.- Analisis de la expresién de proteinas relacionadas a cancer en células

cancerigenas infectadas y no infectadas.

Se evaluo la expresion de 84 proteinas relacionadas a cancer en el lisado celular
y sobrenadante de cultivo de células cancerigenas HSC3 luego de 24 horas de
infeccién con la bacteria F.n a través del kit “Proteome profile Array™Human XL
Oncology Array”. En el lisado celular se expresaron y analizaron 26 proteinas
(Figura 23), mientras que en el sobrenadante de cultivo celular, se expresaron y
analizaron 13 proteinas (Figura 24). Entre las proteinas que se expresan
significativamente(p<0,05) al alza en el lisado de las células HSC3 infectadas
encontramos: FOXO1/FKHR, MMP-3, MMP-9 y SerpinE1 (Figura 25, Tabla 7),
ademas se encontro tendencia al alza en la expresion de proteinas como CXCLS8
(IL-8), Amphiregulin, Galactina 3, GM-CSF, Progranulina y Cathepsina D (Figura
25). Al mismo tiempo se evidencié una disminucion significativa(p<0,05) en las
células HSC3 posterior a la infeccion, de proteinas como: Survivin, ERB2, ICAM-
1, DLL-1 y E-cadherine (Figura 25, Tabla 7), también se observo tendencia a la
disminucién en proteinas, como FGF basic y Enolase (Figura 25) en el lisado de
las células cancerigenas infectadas. Si bien se evidencidé la expresion de
proteinas como: Cap G, U-plasminigen activator, Cathepsina B, Cathepsina S,
EpCam/Trop, Axl, Serpin B5, Dkk1 y EGFR, no se observaron diferencias

significativas entre la condicion infectada y no infectada (Figura 25, Tabla 7).
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En el caso del analisis de proteinas expresadas en el sobrenadante de cultivo,
encontramos un aumento significativo (p<0,05) de Progranulina, GM-CSF,
Cathepsina S, Serpin BS/Maspin y EGFR en el sobrenadante de células HSC3
infectadas( Figura 26, Tabla 8). Ademas se encontré tendencia al aumento de
proteinas como: Amphiregulin, U-plasminogen activator, MMP-3, Cathepsina P y
Dkk 1 (Figura 26). Por otra parte se observé disminucion en la expresion de la
proteina Serpin E1/PAI-1 en el sobrenadante de células infectadas comparado
con células no infectadas (Figura 26). Proteinas como: CXCL (IL-8) y AxI1 no
evidenciaron cambios significativos en su expresion tanto en células infectadas y

no infectadas (Figura 26).
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FIGURA 23. Lisado celular de células HSC3 infectadas y no infectadas con F.n.

Se corrieron 200 ug de lisado celular obtenido en cada membrana. A. Expresion de proteinas en lisado
de células HSC3 que no fueron infectadas con F.n. B. Expresién de proteinas en lisado de células HSC3
infectadas durante 24 horas con F.n. Los datos que se muestran son de una exposicion de 15 minutos a
una maquina de revelado de membrana (Li-Cor). Con demarcacion roja se encuentran indicados los spots
de referencia del kit.
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FIGURA 24. Sobrenadante de cultivo de células HSC3 infectadas y no infectadas con F.n

Se corrieron 500ul de sobrenadante de cultivo en cada membrana. A. Expresion de proteinas en lisado
de células HSC3 que no fueron infectadas con F. n. B. Expresion de proteinas en lisado de células HSC3
infectadas durante 24 horas con F. n. Los datos que se muestran son de una exposicién de 15 minutos a
una maquina de revelado de membrana (Li-Cor). Con demarcacion roja se encuentran indicados los spots

de referencia del kit.

85



HSC3 vs HSC3 Mean Diff 95,00% ClI of diff  Significant? Summary Adjusted
+ F.n P Value
ERB2 0,5705 0,3242 t0 0,8168 Yes ek <0,0001
ICAM-1 0,7395 0,4932 to 0,9858 Yes ek <0,0001
DLL-1 0,9325 0,6862 to 1,179 Yes ek <0,0001
E-cadherine 0,7685 0,5222 to 1,015 Yes ek <0,0001
-0,4913 to
CXCLS8 (IL-8) -0,2450 0,001335 No ns 0,0524
Cap G 0,06750 -0,1788 t0 0,3138 No ns >0,9999
Amphiregulin -0,08800 -0,3343 t0 0,1583 No ns 0,9989
Galactin 3 -0,1140 -0,3603 to 0,1323 No ns 0,9674
Progranulin -0,04800 -0,2943 t0 0,1983 No ns >0,9999
U plasmigen
activator 0,03450 -0,2118 t0 0,2808 No ns >0,9999
Cathepsina B -0,01450 -0,2608 to 0,2318 No ns >0,9999
Enolase 0,1000 -0,1463 to 0,3463 No ns 0,9931
GM-CSF -0,2030 -0,4493 to 0,04334 No ns 0,2041
Cathepsina D -0,1170 -0,3633 to 0,1293 No ns 0,9573
Cathepsina S 0,007500 -0,2388 to 0,2538 No ns >0,9999
EpCam/Trop -0,006000 -0,2523 t0 0,2403 No ns >0,9999
Axl 0,01050 -0,2358 to 0,2568 No ns >0,9999
Serpin B5 0,02950 -0,2168 to 0,2758 No ns >0,9999
Dkk-1 -0,04450 -0,2908 to 0,2018 No ns >0,9999
EGFR 0,01350 -0,2328 to 0,2598 No ns >0,9999
FGF basic 0,1615 -0,08484 to 0,4078 No ns 0,5789
Survivin 0,2590 0,01266 to 0,5053 Yes * 0,0322
Serpin E1 -0,3185 -0,5648 to -0,07216 | Yes ** 0,0037
MMP-3 -0,5175 -0,7638 to -0,2712 Yes ek <0,0001
MMP-9 -0,6340 -0,8803 to -0,3877 Yes ek <0,0001
FOXO/FKHR -0,6430 -0,8893 to -0,3967 Yes ek <0,0001

TABLA 7. Comparacion estadistica proteinas Human XL Oncology Array en lisado
celular de células HSC3 infectadas y no infectadas con F.n

Comparacion estadistica mediante Test de Sidak's y comparaciones multiples de 26
proteinas expresadas en lisado celular de células HSC3 infectadas y no infectadas con

la bacteria F.n. (Test de Sidak’s, Valor p: *<0.05; **<0.01; ***<0,001).
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Mean Diff 95,00% CI of diff Significant? Summary Adjusted
P Value

DKK -0,1712 -0,3828 to 0,04038 No ns 0,1697
Amphiregulin -0,1768 -0,3883 to0 0,03479 No ns 0,1441
Progranulina -0,3306 -0,5421 10 -0,1190 Yes ** 0,0014
Uplasminogen
activator -0,1677 -0,3792 to 0,04391 No ns 0,1879
GM-CSF -0,2500 -0,4616 t0 -0,03846 | Yes * 0,0152
MMP-3 -0,1004 -0,3119t0 0,1112 No ns 0,8131
Cathepsin p -0,1819 -0,3935 to 0,02965 No ns 0,1237
CXCL 8 (IL-8) 0,07733 -0,1342 to 0,2889 No ns 0,9627
AXL 0,008222 -0,2033 to 0,2198 No ns >0,9999
Serpin E1/PAI-
1 0,1018 -0,1097 to 0,3134 No ns 0,7992
Serpin
B5/Maspin -0,5535 -0,7651 t0 -0,3419 Yes e <0,0001
EGFR -0,8665 -1,078 to -0,6549 Yes e <0,0001
Cathepsin S -0,8440 -1,056 to -0,6324 Yes e <0,0001

TABLA 8. Comparacion estadistica proteinas Human XL Oncology Array en
sobrenadante de cultivo de células HSC3 infectadas y no infectadas con F.n.

Comparacion estadistica mediante Test de Sidak's y comparaciones multiples de 13
proteinas expresadas en sobrenadante de cultivo de células HSC3 infectadas y no
infectadas con la bacteria F.n. (Test de Sidak’s, Valor p: *<0.05; **<0.01; ***<0,001).
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Samples
CXCL 8 (IL-8) 0 Fn-
Fn+

Amphiregulin

Galactin 3 -05
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Cathepsina S

Enolase 15
Ax| I
Progranulina -2
Dkk-1

EGFR

Cap G

EpCam/TROP

Serpin B5

FGF basic

Survivin

Cathepsina B

cathepsina D
GM-CSF
Serpin E1

— ERB2
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MMP9
FOXO1/FKHR

HSC3_1 HSC3_2 HSC3.F.n_1 HSC3.F.n_2

FIGURA 25. Mapa de calor expresion de proteinas lisado celular células HSC3 infectadas/no
infectadas con F.n

Expresion de 26 proteinas en lisado celular de células HSC3 infectadas (rosado) y no infectadas
(celeste) con F.n, representada a través de un mapa de calor. La intensidad en la expresion de cada
proteina se ve representada por el color azul (menor expresion) al color rojo (mayor expresion).
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GM-CSF -2
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Cathepsin p
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EGFR
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HSC3_1 HSC3_2 HSC3.F.n_1 HSC3.F.n_2

FIGURA 26. Mapa de calor expresion de proteinas en sobrenadante de cultivo células HSC3
infectadas/no infectadas con F.n

Expresion de 13 proteinas en sobrenadante de cultivo de células HSC3 infectadas (rosado) y no
infectadas (celeste) con F.n, representada a través de un mapa de calor. La intensidad en la expresion
de cada proteina se ve representada por el color azul (menor expresion) al color rojo (mayor expresion).
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Objetivo 3

Medir la expresidon de moléculas inmunosupresoras en linea celular de carcinoma
oral de células escamosas inducidas por la presencia de Fusobacterium

nucleatum.

6.4.- Analisis de la expresion de marcadores asociados a inmunosupresion

en células cancerigenas/ normales infectadas y no infectadas.

La expresion de marcadores asociados a inmunosupresidn en células
cancerigenas, se midio por citometria de flujo 24 horas después de la infeccidon
con la bacteria F.n. Encontramos que las células HSC3 presentan de por si, una
expresion total de CD73, CD155 y PDL-1 (Figura 27 B, C y D), no variando entre
la condicién infectada y no infectada (Figura 29 B, D y E). Al contrario, se
evidencio que las células HSC3 no expresan CD39 (Figura 27-A) y que esta no
se ve inducida por la presencia de la bacteria (Figura 29-A). Sin embargo, en
relacién al marcador GAL-9, se observd una expresion diferencial entre células
HSC3 infectadas y no infectadas (Figura 28). Los resultados del analisis
revelaron que las células HSC3 posterior a ser infectadas expresan
significativamente (p<0,05) en mayor porcentaje el marcador Gal-9 (Figura 29-

C).
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FIGURA 27. Histograma representativo de la expresion de marcadores asociados a
inmunosupresion en células HSC3.

Expresion de marcadores asociados a Inmunosupresion: CD39(A), CD73(B), CD155(C) y PD-L1(D) en
células cancerigenas HSC3 infectadas y no infectadas durante 24 horas con F.n (MOI 100), evaluada
mediante citometria de flujo. En color verde se representa la condicion infectada, azul la condicién no
infectada y en gris, el control sin marcaje. El analisis de los datos se realizé mediante el programa
FlowdJo.

91



105 E

Unstained
GAL-9

GAL-9

T T T T T T T T T T T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K

SSC-W SSC-wW SSC-W

FIGURA 28. DOTPLOT representativo de la expresion de GAL-9 en células HSC3 infectadas/ no
infectadas.

Expresion de Galactina 9 en control sin marcaje (A), células infectadas con F.n (MOI 100)(B) y células

no infectadas(C), evaluado mediante citometria de flujo. El analisis de los datos se realiz6 a través del
software FlowJo.
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FIGURA 29. Comparacion expresion moléculas asociadas a inmunosupresion en células HSC3
infectadas y no infectadas con F.n.

Comparacion estadistica mediante T test de la expresiéon medida en porcentaje de CD39 (A), CD73 (B),
Gal-9 (C), CD155 (D) y PDL-1 (E) en células HSC3 infectadas durante 24 horas con F.n(MOI 100) y no
infectadas. (T test, Valor p: *<0.05; **<0.01; ***<0,001).
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Asimismo, se midi6 la expresion de moléculas asociadas a inmunosupresion en
células epiteliales normales (OKF6) luego de ser infectadas por 24 horas con la
bacteria F.n. Igualmente se encontr6 que las células OKF6, presentan una
expresion total de los marcadores CD73, CD155 y PDL-1 (Figura 30 B, C y D),
por lo que su expresion no varia ante la presencia de la bacteria (Figura 32 B, D
y E). Por otro lado, en relacion al marcador CD39 se observd que no existe
expresion por parte de las OKF6 (Figura 30-A) y su expresion no se ve inducida
por la presencia de F.n (Figura 32-A).A diferencia de las células HSC3 no
encontramos diferencias significativas en la expresion de Gal-9 entre la condicién

infectada y no infectada (Figura 32-C).
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FIGURA 30. Histograma representativo de la expresion de marcadores asociados a
inmunosupresion en células OKF®6.

Expresion de marcadores asociados a Inmunosupresion: CD39(A), CD73(B), CD155(C) y PD-L1(D)
en células epiteliales normales OKF6 infectadas y no infectadas durante 24 horas con F.n (MOI 100),
evaluada mediante citometria de flujo. En color verde se representa la condicion infectada, azul la
condicion no infectada y en gris, el control sin marcaje. El analisis de los datos se realizé a través

del programa FlowdJo.
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FIGURA 31. DOTPLOT representativo de la expresion de GAL-9 en células OKF6 infectadas/
no infectadas.

Expresion de Galactina 9 en control sin marcaje (A), células no infectadas (B) y células infectadas

con F.n (MOI 100)(C), evaluado mediante citometria de flujo. El analisis de los datos se realiz6 a
través del software FlowJo.
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FIGURA 32. Comparacion expresion moléculas asociadas a inmunosupresion en células
OKF6 infectadas y no infectadas con F.n.

Comparacion estadistica mediante T test de la expresion medida en porcentaje de CD39 (A),
CD73 (B), Gal-9 (C), CD155 (D) y PDL-1 (E) en células OKF6 infectadas durante 24 horas con
F.n(MOI 100) y no infectadas. (T test, Valor p: *<0.05; **<0.01; ***<0,001).
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7. DISCUSION

El objetivo principal de esta investigacion fue caracterizar los mecanismos
protumorales por los cuales la bacteria periodontal Fusobacterium nucleatum
ejerce su efecto en las células del carcinoma oral de células escamosas, con el
fin de entender la posible asociacion entre la periodontitis y la progresion del
OSSC.

La eleccion de investigar esta bacteria no fue al azar y se basa en el analisis de
nuestra data anterior, que revel6 alta y exclusiva presencia de F.n en el
secretoma de pacientes con OSCC, no observada en el secretoma control.
Estudios previos basados en técnicas de secuenciacion, han reportado
igualmente la presencia de F.n en las biopsias de pacientes diagnosticados con
OSCC, en comparacion a controles sanos(Decsi et al., 2019; Zhao et al., 2017).
Inclusive, un estudio de Chang y colaboradores, report6 que Fusobacterium
nucleatum se encuentra también significativamente abundante en lesiones
precancerosas y que F.ny P. gingivales son las bacterias mas predominantes en
las lesiones de OSCC, postulando que por razones aun no conocidas, serian las
bacterias que mejor se adaptan al microambiente tumoral y ejercen un efecto
clave en este(Chang et al., 2019).

F.n es una bacteria periodontal, cuyo nicho principal es la boca y que se
caracteriza por encontrarse en alta abundancia tanto en salud oral y en

enfermedades periodontales como la gingivitis y la periodontitis (Abusleme,
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Hoare, Hong, & Diaz, 2021). Si bien esta especie es conocida por su papel
organizador de la arquitectura en las biopeliculas orales a través de la expresion
de multiples adhesinas, dirigiendo las relaciones espaciales entre especies
colonizadoras tempranas y posteriores(Kolenbrander et al., 2010), ultimamente
se ha propuesto que la importancia de F.n en la formacion de las biopeliculas
orales es debido a la capacidad de establecer multiples interacciones
metabdlicas con otros miembros de la comunidad, lo que le permite servir de
anclaje y mantenerse altamente abundante en diversas condiciones y ambientes
(Sakanaka et al., 2022). En relacién a la presencia de F.n en el microambiente
tumoral, es sabido que tiene preferencia por los péptidos y aminoacidos y
produce butirato y amoniaco como productos finales de las vias de fermentacion,
a partir principalmente del glutamato y la lisina (Anand, Kaur, & Mande, 2016;
Bolstad et al., 1996).Se ha reportado que las células del OSCC, presentan
transportadores de glutamato y que en efecto son productoras de este (Cetindis
et al., 2016; Park et al., 2007). A partir de esto, suponemos que Fusobacterium
se aprovecha de estos productos metabdlicos que le otorga la célula
cancerigena, para activar vias metabodlicas que le permitan utilizar estos
nutrientes y sobrevivir dentro del tumor.

Por otra parte, nuestros hallazgos a través de microscopia confocal, nos
permitieron confirmar que F.n ingresa a la célula del OSCC y hasta 6 horas
posteriores a la infeccion, se mantiene viva, por lo tanto reafirmamos que esta

bacteria es capaz de entrar a la célula cancerigena y establecerse dentro del
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microambiente tumoral, que es donde va a ejercer su efecto. Con respecto al
ingreso de la bacteria a la célula, las interacciones entre F.n y células
cancerigenas se han estudiado mas en extension en cancer colorectal. En este
contexto se conoce que la unién entre la adhesina FadA de F.n y la E-cadherina
epitelial de la célula cancerigena puede permitir la union de la bacteria(Rubinstein
et al., 2013). Sin embargo, la E-cadherina se expresa en muchos tipos de células
y como veremos mas adelante, sus niveles de expresion en displasia y neoplasia
pueden variar. Por lo tanto, se proponen mecanismos adicionales, que explican
esta interaccion entre F.n y las células cancerigenas. En el colon, se sugiere que
Fap2, proteina especifica de F.n, media y permite la union a través de Gal
GalNAc, que se expresa en niveles altos en las células cancerigenas del cancer
colorectal(Abed et al., 2016).

Una vez dentro de la célula tumoral, Fusobacterium nucleatum promueve
distintos mecanismos que la llevan a participar en la progresion del carcinoma
oral de células escamosas. En esta investigacion nos enfocamos en 3 de ellos;
aumento del crecimiento tumoral, adquisicion de un ETM y expresion de
marcadores asociados a inmunosupresion.

En cuanto al efecto de F.n sobre el crecimiento tumoral, nuestros resultados
obtenidos a través de la visualizaciéon de esferoides, revelaron que aquellos
esferoides que se formaron a partir de células infectadas con la bacteria,
superaron en tamafo a aquellos obtenidos a partir de células no infectadas, en

cada uno de los dias donde se realizaron las mediciones. Estos hallazgos se
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apoyan por lo estudiado recientemente por Kamarajan y colaboradores, donde
demostré que tanto F.n y otros patdogenos periodontales mejoraron
significativamente la formacion de tumoresferas formadas a partir de células del
OSCC y que el tratamiento con nisina ZP, un probiético en base a bacterias
comensales, bloqued significativamente la formacion de tumoresferas potenciada
por los patdgenos periodontales. En su estudio ademas agregan que esta mejora
en la formacion de esferas tumorales provocada por las bacterias patdogenas es
dependiente de la via de sefalizacion integrina/FAK(Kamarajan et al., 2020).
Asimismo, ensayos in vivo han demostrado el efecto que tiene F.n sobre el
crecimiento tumoral. Gallidimi el 2015 observdé que al infectar ratones con
bacterias patdégenas, como F.n, las lesiones tumorales que presentaban eran de
mayor tamafo, en mayor numero Yy significativamente mas invasivas(Adi Binder
Gallimidi, 2015).

Este aumento en el crecimiento tumoral, podria estar asociado a una alteracién
en la proliferacion de las células tumorales. Un estudio de Geng y colaboradores
reportd que la infeccion por F.n en células del carcinoma oral promueve su
capacidad proliferativa, al causar dafios en el ADN a través de la via Ku70/p53,
proteinas importantes involucradas en mecanismos de deteccion de dafos al
ADN (Geng et al., 2020).

Igualmente, es importante recalcar que se encontraron resultados asociados al
aumento de la proliferacion celular de las células OSCC en la proteémica del

secretoma de pacientes con cancer oral. Tal como se menciono previamente, se
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observé un aumento en defensinas y del receptor del factor de crecimiento
epidermal en el secretoma cancerigeno comparado al control. En este contexto,
Hoppe y colaboradores propusieron de manera experimental en 2016 que las
defensinas son posibles ligandos del receptor del factor de crecimiento
epidérmico y que ante la infeccion con patégenos periodontales, la expresiéon de
estos péptidos antibacterianos aumenta, uniéndose al receptor y finalmente
promoviendo la proliferacion de las células de la carcinogénesis oral(Hoppe et
al., 2016).

Llama la atencidon lo encontrado en las células epiteliales normales, donde
observamos formacién del esferoide recién 6 dias posterior a la infeccion, los
cuales en tamafno superaron a los esferoides de células cancerigenas. No
obstante, se mantuvo la tendencia que aquellos esferoides formados a partir de
células epiteliales infectadas, fueron mayores en tamafo que aquellos que se
obtuvieron de células no infectadas. Al respecto, no existe evidencia especifica
gue asocie el efecto de F.n en la proliferacion de células epiteliales normales, sin
embargo se conoce que la proteina Fad A de la bacteria presenta alta afinidad
por la E-cadherina presente en las células epiteliales(Rubinstein et al., 2013).
Esta E-cadherina se encuentra presente en los tejidos orales normales y es
criticamente necesaria para el mantenimiento de las uniones adherentes entre
las células epiteliales(Ye, Nadkarni, & Hunter, 2006). La union de la proteina Fad
A de Fusobacerium nucleatum y la E-cadherina de las células epiteliales, permite

que F.n invada las células epiteliales y la activacion de la via de sefnalizacion por
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B-cateninas que regula la proliferacién celular y la expresién de oncogenes
(Rubinstein et al., 2013).

Otro mecanismo evaluado en este estudio fue la capacidad que tiene la bacteria
F. nucleatum de promover que tanto células cancerigenas como células
normales, adquieran marcadores asociados a un ETM. Particularmente
evaluamos a través de gqPCR la expresion de MMP-9 y E-cadherina, ambos
marcadores clasicos asociados a ETM(Pastushenko & Blanpain, 2019) y que
cuya expresion encontramos en el secretoma de pacientes con OSCC.

En células cancerigenas, la expresion de MMP-9 (ARNm) aumentd
significativamente a las 6 horas posteriores a la infeccion con la bacteria. Otros
autores han reportado el aumento de MMP-9 en las células de OSCC, inducido
ante la infeccién por F.nucleatum. En un estudio de Harrandah y colaboradores
observaron un aumento de MMP-1 y MMP-9 en las células de cancer oral, ante
la poliinfeccion con distintas bacterias periodontales, pero que al infectar sélo con
F.n, los efectos eran comparables e incluso mayores(Harrandah et al., 2020).

El aumento de la expresion de MMP-9 se ha vinculado ampliamente con la
adquisiciéon de un ETM, ya que es capaz de degradar proteinas de la matriz
extracelular y de cortar especificamente el dominio extracelular en la superficie
de ciertas proteinas celulares y liberarlas de la membrana plasmatica(Misko,
Ferguson, & Notterpek, 2002), asociado a su capacidad de degradar el colageno

tipo IV de la membrana basal(Li et al., 2020). Durante el desarrollo del tumor, la
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destruccién de la membrana basal suele ser un paso esencial para que los
tumores logren invasion y metastasis(Farina & Mackay, 2014).

En relacion al marcador E-cadherina, observamos que las células cancerigenas
infectadas con la bacteria disminuyen considerablemente la expresion a las 6
horas de ocurrido el contacto con la bacteria. Al respecto, Zhang y colaboradores
reportd una disminucién de E-cadherina en lineas celulares de carcinoma oral de
células escamosas asociado a la infeccion con esta bacteria, ademas observaron
que la E-cadherina se distribuyd principalmente en la membrana celular en
células no infectadas como componente de los complejos de unién adherente,
mientras que aparecio desorganizada y puntiforme en el citoplasma de las células
infectadas con F.n (Zhang et al., 2020).

La pérdida de E-cadherina se describe como un evento clave en la adquisicion
del EMT tanto in vivo como en algunas lineas celulares de cancer. La baja en su
expresion, conduce a una disminucion de la adhesion célula a célula, permitiendo
la separacion de células individuales de la masa tumoral primaria y, por lo tanto,
representa una caracteristica importante en la progresiéon  del
carcinoma(Sommariva & Gagliano, 2020).

Resulta interesante destacar los resultados encontrados en las células epiteliales
normales (OKF6), donde igualmente encontramos un aumento de MMP-9
(ARNm) y una disminucion en la expresion de E-cadherina (ARNm) a 6 horas de
infeccidn. Dentro de este marco, se ha descrito la adquisicion de marcadores de

ETM en células epiteliales normales. Lee y colaboradores, el 2017 reportd que
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células epiteliales extraidas desde encia de pacientes sanos, ante la infeccion
prolongada con otro patdégeno periodontal (p. gingivalis) expresaron moléculas
clasicas del ETM, como Vimentina, MMP-2, MMP-7, MMP-9 y pérdida de E-
cadherine, proceso iniciado por la fosforilacion de GSK3b y la consecuente
expresion de los factores de transcripcion clasicos de ETM Snail/Slug(J. Lee et
al., 2017).

Como complemento, evaluamos la expresidn de estos dos marcadores en el
lisado y sobrenadante de células cancerigenas infectadas durante 24 horas con
la bacteria F.n, a través de un ensayo tipo array (Proteome profile Array™Human
XL Oncology Array).

La ejecucion de un ensayo tipo array nos permitio el analisis de diversas
proteinas relacionadas a cancer, que pudieran ver alterada su expresion ante la
infeccidn con Fusobacterium nucleatum. Dentro de las proteinas que alteraron su
expresion encontramos los marcadores ETM; MMP-9 y E-cadherine, donde
observamos en el lisado de las células cancerigenas infectadas, un aumento por
sobre el control en la expresiéon de MMP-9 y una pérdida en la expresioén de E-
cadherine. Otra proteina posiblemente relacionada a la adquisicién de un ETM,
que observamos aumentada en el lisado y sobrenadante de las células
cancerigenas infectadas, fue MMP-3. Al igual que MMP-9, MMP-3 se ha asociado
como un factor importante en el desarrollo del cancer (Agha-Hosseini, Mirzaii-
Dizgah, Mahboobi, Shirazian, & Harirchi, 2015), debido a la capacidad que tiene

de descomponer muchos componentes de la matriz extracelular, como
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proteoglicanos, fibronectina, laminina y colageno tipo lll, IV, permitiendo la
migracion e invasion de las células tumorales (Nosratzehi, Alijani, & Moodi, 2017).
La adquisicion de un epitelio de transicion mesenquimal es uno de los principales
mecanismos con los que se ha asociado F.n a la progresion del carcinoma oral
de células escamosas, tanto por la expresion de sus marcadores, como por el
aumento en la expresion de genes relacionados a la adquisicion de este epitelio.
Un estudio reciente de Shao y colaboradores, demostré que F.n aumento la
expresion de genes relacionados con la adquisicion de un epitelio de transicion
parcial (p-EMT) en células OSCC con fenotipo epitelial, proponiendo que la
infeccion por esta bacteria puede convertir el fenotipo epitelial en p-EMT a través
la alteracion de la expresidon génica en las células del carcinoma oral, el cual
presenta incluso mas propiedades agresivas, invasivas y de metastasis que un
ETM total(Shao et al., 2021).

La adquisicion de un ETM, inducido por la prescencia de F.n, no solo se ha
reportado en cancer oral, si no también en cancer colorrectal. Estudios in vitro
demostraron que cuando las células del cancer colorectal eran cocultivadas con
la bacteria, desencadenaron caracteristicas similares a EMT a través de la via de
sefalizacion IL-6/STAT 3(Q. Wang, Yu, Yue, & Liu, 2020). Inclusive se ha descrito
que la bacteria es capaz de acelarar la progresion de la colititis asociada a cancer
mediante la adquisicion de un ETM(Yu, Kim, & Park, 2020).

La gran variedad de proteinas relacionadas a cancer disponibles a ser evaluadas

mediante el array, nos permitié encontrar otras proteinas que vieron alterada su
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expresion ante la infeccion con F.n y que podrian apoyar su rol en la progresion
del OSCC.

Una de las proteinas que su expresion en las células del HSC3 desaparecid
posterior a la infeccion es DLL-1. Esta proteina pertenece a la via de sefalizacién
Notch-DLL1, cuya estimulacion en cancer se ha asociado a mayores respuestas
de memoria y de células T efectoras especificas contra el antigeno tumoral,
mayor infiltracion de células T en el microambiente tumoral, disminucién de
células Treg y de la angiogénesis sin aumentar el potencial tumorigénico de las
células cancerosas. Por lo que el bloqueo de esta via, mediante la disminucién
de sus ligandos, tendria un efecto negativo en la eficacia de la respuesta inmune
antitumoral (Biktasova et al., 2015).

Observamos también una sobreexpresion de la proteina Serpin E1, asociada a
la infeccidn con F.nucleatum. Serpin E1, también conocido como inhibidor del
activador del plasmindgeno-1, actua en diversas patologias como la trombosis y
la fibrosis mediante la inhibicion de los activadores del plasmindgeno de tipo
uroquinasa y los activadores del plasmindgeno de tipo tisular(Sillen & Declerck,
2021). Multiples células, como endoteliales, macrofagos, adipositos, incluidas las
células tumorales y del estroma, producen Serpin E1(Kubala & DeClerck, 2019).
Su rol protumoral se ha estudiado en cancer gastrico, donde a través de analisis
bioinformaticos, se evidencié que la sobreexpresion de Serpin E1 se relaciona
con metastasis agresiva y mal prondstico en pacientes con cancer gastrico

avanzado(X. Liu et al., 2018; Suh et al., 2015).
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Por otro lado, en el sobrenadante de cultivo de las células HSC3, encontramos
un aumento de proteinas como la Cathepsina S posterior a la infeccion. La
catepsina S es un miembro de la familia de cisteinas lisosomales que puede
degradar elementos de la MEC como laminina, fibronectina, elastina y algunos
tipos de colageno. Desempefia numerosas funciones en distintos procesos
tumorigénicos, como la angiogénesis, metastasis y apoptosis(Tsai, Lee, Dah-
Tsyr Chang, & Huang, 2014). Por esta razon es que se ha reportado que los
inhibidores de la catepsina S podrian ser utiles para prevenir o retrasar la
metastasis del cancer, esta caracteristica incluso se comprob6 en cancer oral,
donde la inhibicion de Cathepsina S utilizando sulforafano, disminuyé la
migracion de las células del OSCC(Chang et al., 2019).

Una proteina encontrada sobreexpresada en el sobrenadante de las células
HSC3 infectadas que tiene un rol controversial dentro del cancer fue GM-CSF. El
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) es una
glicoproteina conocida por su papel en la mielopoyesis promoviendo la
generacion de neutrofilos polimorfonucleares, monocitos, macréfagos y células
dendriticas a partir de células progenitoras hematopoyéticas(Zhan, Lew, &
Chopin, 2019). Su rol en la respuesta inmune antitumoral es controversial. Por un
lado, GM CSF puede mejorar la produccién de neutrofilos, reclutar macréfagos
del fenotipo M1 supresor de tumores, convertir las células dendriticas al fenotipo
proinflamatorio con mejores capacidades de presentacion de antigenos a las

células T citotoxica y mejorar la funcidn de las células T efectoras
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anticancerigenas. Sin embargo, al mismo tiempo tiene el potencial de convertir
los neutrofilos en células supresoras derivadas de mieloides patogénicas que
promueven el cancer, reclutar macrofagos al fenotipo M2 promotor de tumores e
inducir la paricion de células T reguladoras. El fenotipo que adopte dependera de
diversos factores, como el tipo de cancer, pronostico y la expresion de células
inmune en el microambiente tumoral (Kumar, Taghi Khani, Sanchez Ortiz, &
Swaminathan, 2022).

Finalmente evidenciamos tanto en el sobrenadante de cultivo de las células
HSC3 infectadas como en la data del secretoma de pacientes con OSCC, una
sobreexpresion de EGFR. El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) es una proteina tirosina quinasa receptora que desempefia un papel
importante en la regulacion de la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de
las células epiteliales, asi como en los tumores de origen epitelial(Chen, Cohen,
& Grandis, 2010). Se ha reportado una alta expresion de EGFR en mas del 90%
de los canceres de cabeza y cuello(Laimer et al., 2007). La activacion de esta via
se asocia con un fenotipo de células cancerosas, inhibicidn de la apoptosis,
establecimiento de la angiogénesis, mayor potencial metastasico y por ende con
un pronostico desfavorable para el paciente portador de la enfermedad(X. X. Lv
et al., 2020).

El dltimo mecanismo por el cual F.n apoyaria la progresion del OSCC, revisado
por en este estudio, fue la capacidad de inducir en las células cancerigenas la

expresion de marcadores asociados a inmunosupresion, que promuevan el

109



escape inmunoldgico. En este sentido, los resultados de nuestros ensayos de
infeccion tanto en células cancerigenas como normales, nos revelaron que existe
de por si una expresion total de marcadores como CD73, CD155 y PDL-1 en
estas células, independiente de la presencia o no de la bacteria. La alta expresion
de CD73, CD155 y PDL1 en las células del OSCC ha sido reportada(Dave et al.,
2020; Mao et al., 2021; Ren et al., 2016) y la presencia de estos marcadores se
ha asociado con peor estadio TNM, mayor grado de indiferenciacion, invasion
ganglionar y por ende un pronostico desfavorable para el paciente (Jeske et al.,
2020; X. Liu et al.,, 2021; Wu et al.,, 2021). Si bien nuestros resultados
demostraron que F.n no cumpliria un rol en la expresion de estos marcadores,
debido a que las células cancerigenas presentan una expresion total de estos,
debemos recordar que la linea celular utilizada en este estudio, fue la linea HSC3
que corresponde a cancer de lengua con alto grado de agresividad y en estado
cancerigeno avanzado, es por esto que es probable que estas células ya
expresan estos marcadores asociados a inmunosupresion. Resultaria
interesante comprobar la expresion de estos marcadores posterior a una
infeccidn con F.n en una linea celular que represente un estadio inicial de la
carcinogeénesis oral.

Asimismo, llama la atencion la expresion total de los marcadores CD73, CD155
y PDL-1 en las células epiteliales normales independiente de la infeccion con
F.nucleatum. La expresion de estos marcadores en células epiteliales orales ha

sido reportada por estudios previos, generalmente asociada a estimulos
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inflamatorios. Particularmente se ha evidenciado la expresion de CD73 en células
del epitelio oral y fibroblastos orales(Hashikawa et al., 2003; J. S. Lee,
Chowdhury, Roberts, & Yilmaz, 2020). CD73 parece ser un determinante
importante de la homeostasis extracelular para mantener el estado fisioldgico de
las células epiteliales frente a potentes moléculas de sehnalizacion de peligro,
como lo serian los patégenos periodontales(J. S. Lee et al., 2020).

También se ha observado la presencia de CD155 en células epiteliales
normales(Shen et al., 2017). Su expresion varia segun el origen del tejido(Nandi
et al.,, 2022) y es capaz de interactuar con nectinas (moléculas de adhesion
celular), contribuyendo asi sustancialmente a el establecimiento de uniones
adherentes entre células epiteliales. Debido a su capacidad adhesiva, CD155
participa en procesos como la movilidad, migracion y proliferacion celular(Maier
et al., 2007).

Por otra parte, otra molécula que ha demostrado su expresion tanto en células
normales de la mucosa oral, lesiones premalignas y cancerigenas es PDL-
1(Dave et al., 2020). La proteina PDL-1 es ligando de la proteina 1 de muerte
celular programada (PD-1) y se encuentra en la superficie celular de las células
epiteliales y células presentadoras de antigenos(Ritprajak & Azuma, 2015). Se
ha detectado su presencia en keratinocitos orales humanos de cultivo primario y
puede aumentar su expresion tras la estimulacion con IFN-y, TNF- a o IL-1 (.

(Youngnak-Piboonratanakit et al., 2004).

111



A pesar de las evidencias anteriores relacionadas a la expresion de moléculas
inmunosupresoras en células cancerigenas y normales inducidas por la infeccidon
de la bacteria, nuestros resultados revelaron que uno de los marcadores elegidos
si aumentaba su expresion posterior a la infeccion con F.n. Detectamos un
aumento significativo de Galactina 9, asociado a la infeccion con la bacteria en
células cancerigenas. Un estudio de Muniz y colaboradores, evaluoé la expresion
de distintas galactinas y metaloproteinasas en lesiones potencialmente malignas
y de OSCC, evidenciando que Gal-9 fue significativamente mayor en pacientes
con OSCC que en otros grupos, proponiendo ademas que permitiria la
diferenciacion entre lesiones potencialmente malignas y malignas(Muniz et al.,
2015). La galectina-9 presenta propiedades antineoplasicas y regula varias
funciones celulares, como la adhesion celular, la proliferacion celular y la
apoptosis(Elola, Wolfenstein-Todel, Troncoso, Vasta, & Rabinovich, 2007). A
pesar de sus propiedades antitumorales, también se ha asociado con efectos
inmunorreguladores que pueden favorecer el escape inmunolégico, permite la
expansion periférica de las células Treg a través de la via de activacion de TGF-
B (K. Lv, Zhang, Zhang, Zhong, & Suo, 2013). Ademas, la union a su ligando TIM-
3 presente en la superficie de células Th1 induce la apoptosis en esta célula, lo
que contribuye al establecimiento de un entorno inmunoldgico que suprime la
respuesta inmune tumoral y que por lo tanto favorece el crecimiento del
tumor(Dong et al., 2017). Es por esta razén que la expresion de este marcador

generalmente se ha asociado a peor respuesta a tratamiento, invasion linfatico-
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ganglionar y pronostico desfavorable para los pacientes con OSCC(Ahmed &
Shaikh, 2022; Muniz et al., 2015).

A partir de las evidencias expuestas, resulta relevante destacar el rol de la
bacteria periodontal F.n en el contexto del OSCC. Primero debido a la alta
presencia que logra por sobre otras bacterias en el microambiente tumoral, donde
es capaz de establecese, ingresar a la célula cancerigena y ejercer su efecto.
Este esfecto pareciera ser que beneficiaria la progresion del OSCC a estadios de
peor prondstico o mas avanzados.

Al respecto, hacer hincapie que los cambios en el microbioma oral, asociados a
la presencia de ciertas bacterias, generan un impacto en el prondstico de
enfermedades malignas prevalentes, por lo que resulta importante establecer
medidas de prevencion, asociadas al cuidado de la salud periodontal, tanto en
pacientes sanos como en pacientes con OSCC y de esta manera contribuir a un
mejor prondstico, respuesta a tratamiento y por lo tanto una mejor calidad de vida

para los enfermos.
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8. CONCLUSION

Sobre la base de las ideas expuestas identificamos que Fusobacterium
nucleatum ejerce un efecto sobre las células del OSCC. En primer lugar resaltar
que esta bacteria mantiene una alta presencia en el OSCC y es capaz de ingresar
a la célula cancerigena, donde lleva a cabo distintas funciones. Uno de los
mecanismos en los que participa F.n, es promoviendo el crecimiento tumoral, lo
cual dimensionamos a través de la medicion de esferoides de células
cancerigenas y normales. Por otro lado, mediante el analisis de marcadores
asociados a ETM, reportados por la literatura y encontrados en nuestra data de
secretoma de pacientes con OSCC, observamos que la bacteria es capaz de
inducir la expresion de MMP-9 y disminuir la expresion de E-cadherina, lo cual se
asocia con la adquisicion de un ETM. Ademas de la expresion de estos
marcadores, a través de la ejecucion de un ensayo tipo array, encontramos la
expresion de distintas proteinas relacionadas a cancer que alteraron su expresion
a favor de la progresion del OSCC, posterior a la infeccién con F.n. Finalmente
evidenciamos la expresioén del marcador Gal-9, asociado a inmunosupresion, en
las células cancerigenas luego de la estar en contacto con la bacteria. A partir de
estos resultados sugerimos que F.n participa en la progresiéon del OSCC,
aumentando el crecimiento tumoral, promoviendo un ETM y la expresion de Gal-

9 asociado a inmunosupresion.
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10.ANEXOS

Universidad de
Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo
Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad

CEBB 888-2021
Concepcion, abril de 2021.

CERTIFICADO

El Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad de Concepcion ha revisado el PROYECTO N2 1211480 titulado “STUDY OF THE METABOLIC
REPROGRAMING OF EFFECTOR CD4+T CELLS BY MITOCHONDRIA TRANSFER IN ORAL CANCER AND ITS
EFFECT UPON T HELPER AND T-DEPENDENT B CELL RESPONSES.", postulado al CONCURSO FONDECYT
REGULAR 2021 por la DRA. ESTEFANIA ANDREA NOVA LAMPERTI, Investigadora Responsable,
académica adscrita al Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia de |a Facuitad de Farmacia de
la Universidad de Concepcion, y ha comprobado que cumple con las normas y procedimientos éticos,
bioéticos y de bioseguridad establecidos nacional e internacionalmente para investigacion dentifica que
contempla manipulacion de material biologico de origen humano (sangre) y sus residuos, tanto
biologicos como quimicos, como asi también el debido tratamiento de datos de salud humana.

El objetivo general del proyecto propuesto es Identificar el mecanismo mediado por
mitocondrias por el cual el tumor del cancer oral induce una reprogramacion metabolica en los linfocitos
T y como este cambio afecta la respuesta de éstas células.

El desarrollo metodologico del PROYECTO N2 1211480 detalla de manera rigurosa la ejecucion
de las actividades descritas en 05 (cinco) objetivos especificos. Inicialmente buscara 1) caracterizar el
perfil proteémico asociado con la sefalizacion mitocondrial en la célula tumoral primaria, secretoma
derivado de linea celular y de biopsia de pacientes con cancer oral y controles sanos, para luego 2)
identificar el mecanismo principal del trafico extracelular de mitocondrias desde secretomas de
pacientes con cancer oral y controles sanos, a los efectores T de las células auxiliares. En un tercer
objetivo, 3) se propone determinar la reprogramacion metabolica de los efectores T de las células
auxiliares por el secretoma de pacientes con cancer oral y controles sanos en presencia o ausencia de
mitocondrias, y 4) determinar la reprogramacion metabodlica de los efectores T de las células auxiliares
por el secretoma de pacientes con cancer oral y controles sanos en presencia © ausencia de
mitocondrias. 5) Finalmente, propone analizar la activacion de células B, la diferenciacion
plasmaticas y la produccion de anticuerpos en co-cultivos entre Células B y células T
previamente tratadas con secretoma de pacientes con cancer oral y controles sanos.
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La participacion de cada sujeto -un grupo de 40 individuos, mayores de 18, afos diagnosticados
con cancer de cabeza y cuello y controles sanos (n=40 individuos), mayores de 18 anos y sin diagnostico
de ningun tipo de cancer que requieran drugia oral para tratamientos dentales- estara basada en el
proceso de Consentimiento Informado, que sera documentado conforme modelo presentado a este
Comité institucional , y regularmente firmado.

Los pacientes con cancer oral y controles sanos, seran reclutados desde la Unidad de Anatomia
Patologica y Unidad de Consultas y Procedimientos Odontologicos del Hospital “Las Higueras”, de
Talcahuano, por la Dra. Milly Yanez, quién les dara a conocer las bases y los fundamentos de este
estudio.

Los individuos sanos también seran redutados desde el Centro de Salud Familiar de Penco por la
Dra. Lorena Nova, quién por su parte, también les dara a conocer las bases y los fundamentos de este
estudio.

Toda la informacdion y los resultados de los estudios enmarcados en el PROYECTO N2 1211480,
seran custodiados por la Investigadora Responsable, Dra. Estefania Andrea Nova Lamperti.

La ejecucion de las actividades descritas en el proyecto en pauta asegura que no vulnera los
derechos y la dignidad de los participantes en el estudio, garantizando la autonomia, la libertad, la
voluntariedad y la privacddad de los mismos, presentando para ello los métodos de proteccion que
aseguran la confidencialidad de los datos de investigacion y de custodia estricta de |a informacion
obtenida, observando todas las caracteristicas formales y necesarias para su validez.

Todos los aspectos del trabajo metodologico, se encuentran detalladamente descritos en la
propuesta del proyecto y las actividades seran realizadas por & personal cientifico, profesional y de
apoyo del Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Concepcion y de las instituciones asociadas. El equipo de investigadores de la Universidad
de Concepcion cuenta con |a calificacion y destrezas necesarias para llevar a buen término los diferentes
ensayos que se tiene contemplado, bajo la rigurosa aplicacion de protocolos de trabajo establecidos y de
caracter rutinario en las respectivas dependencias de nuestra casa de estudios superiores. Por tanto, si
bien se utilizara material biologico y quimico para los estudios previstos en |a propuesta, su respectiva
manipulacion estara bajo los cuidados adecuados y necesarios, asi como también observando las normas
pertinentes.

El tratamiento y disposicion de los residuos biologicos y quimicos generados en el desarrolio del
presente proyecto, dentro del Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Concepcion, estaran regulados por MATPEL - Plan de Manejo de
Sustancias y Residuos Peligrosos de la Vicerrectoria de Asuntos Economicos y Administrativos (2005), y
conforme a las indicaciones del Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados (2018), normas
formalizadas por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnologica — CONICYT y 3¢
por la Agencia Nacdional de Investigacion y Desarrollo— ANID del Ministerio de Cienda, '
Conodmiento e Innovacion del Gobierno de Chile.
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Universidad de Concepcion
Vicemectoria de Investigacion y Desarrollo

Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad

Considerando que e PROYECTO N° 1211480 titulado “STUDY OF THE METABOLIC
REPROGRAMING OF EFFECTOR (D4+T CELLS BY MITOCHONDRIA TRANSFER IN ORAL CANCER AND ITS
EFFECT UPON T HELPER AND T-DEPENDENT B CELL RESPONSES.”, postulado al CONCURSO FONDECYT
REGULAR 2021 por |a DRA. ESTEFANIA ANDREA NOVA LAMPERTI, cumple con la Ley N2 20.380, sobre
Proteccion de Animales, con el Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados (CONICYT-
FONDECYT, 2018), adoptado por la Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo - ANID, con el
Reglamento de Manejo de Residuos Peligrosos de la Vicerrectoria de Asuntos Econdmicos y
Administrativos de la Universidad de Concepcion y su respectivo Plan de Manejo de Sustancias y
Residuos Peligrosos (MATPEL), asi también con los principios y normas obligatorias defineadas con base
en la Declaracion de Singapur sobre la Integridad en la Investigacion (2010) para investigadores de
proyectos CONICYT, {conforme lo establecido por Ia Res. Exenta N2 157, del 24 de enero de 2013) y no
muestra elementos que puedan transgredir las normas y principios eticos rectores de nuestra Institucion
Universitaria, este Comité resuelve aprobarlo, confiriendo el presente Certificado.
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UNIVERSIDAD DE CONCEPCION

Barrio Universitario /n,
Edificio Empreudec
Fono (56-41) 2204302
Casilla 160 C - Correo 3, secrevrid@udec.d
Concepcidn, Chile
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NUMERO DE FOLIO:
DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
INFORMACION.

Titulo del Estudio: ESTUDIO DE LA REPROGRAMACION METABOLICA DE
CELULAS T HELPER EN LA RESPUESTA ANTI-TUMORAL EN PACIENTES
CON CANCER ORAL.

PROYECTO N* 1211480 - CONCURSO FONDECYT REGULAR 2020.

EQUIPO DE INVESTIGACION E INSTITUCIONES PARTICIPANTES

1.- Investigador Responsable: Dra. Estefania Nova Lamperti, PhD (Bioquimico).
2.- Co-Investigador Interno: Dr. Andy Pérez, PhD (Quimico).

3.- Co-Investigador Externo: Dra. Patricia Luz, PhD (Ing. Biotecnologia).

4.- Odontologo Patologo: Dra. Milly Yafiez (Cirujano dentista - Patélogo).

5.- Odontologo: Dra. Maria Lorena Nova (Girujano dentista).

6.- Bioquimico de Laboratorio Chinico: Dra. Liliana Lamperti, PhD (Bioquimico)
7.- Estudiante tesista: Camilo Cabrera (estudiante tesista de bioquimica).

8.- Estudiante tesista: Barbara Antilef (estudiante tesista de bioquimica).

9.- Estudiante tesista: Romina Quiroga (estudiante tesista de bioquimica).

10.- Estudiante tesista: Sergio Sanhueza (estudiante tesista de bioquimica).

11.- Estudiante tesista: Camila Mufioz (estudiante tesista de Magister).

12.- Investigador Asociado: Mauricio Hemandez, MSc (Bioquimico)

CENTROS DE INVESTIGACION:

1, 7,8 9 10 & 11 Laboratorio de Innmnologia Molecular & Translacional,
Departamento Bioquimica Clinica e Innmnologia, Facultad de Fammadia
Universidad de Concepcion 2 Departamento de Andlisis Instrumental, Facultad de
Farmacia. Universidad de Concepcion 3 Centro de Investigacion Biomédica,
Universidad de los Andes. 4 Unidad Anatomia Patolégica y Unidad de Consultas y
Procedimientos Odontolégicos, Hospital “Las Higueras”, Talcahuano. 5 Centro de
Salud Familiar de Penco. 6 Laboratorio clinico-genético PreveGen. 12 Instituto
Melisa

Contacto Investigador Responsable:
Dra. Estefania Nova Lamperti, Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia,
Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion. Teléfono +56 41-2203167, e-mail:

enova@udeccl. / ] ""'-v.\-
vé&' .

Vi y fecha de Prx lo: Version 2, marzo 2021.

Centro Investigacite: Dpto. Bioquimics Clinics ¢ 1 dogia. Facultad Farmada, Usiversidad de G pAs

Investigas g ble: Dra. Estefania Nova Lassperti.
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Hpresameesmdmpretmdedetenmnarcomodambxentetunmdreprogama
metabolicamente a los linfocitos T por medio de la transferencia de mitocondrias y
como este cambio afecta la participacion de estas células en la respuesta de defensa
frente al cancer. Dentro del sistema inmmume, los linfocitos T nos ayudan a
defendemos de agentes patogenos. Lamentablemente, el cincer modifica la
funcionalidad de estas células, lo que afecta el ataque del sistema inmune hadia el
cancer. Entznderquehpodecambmsmehbohcosgmaelumexeneshsceluhs
y como este cambio afecta la funcion de los linfocitos, nos ayudaria a proponer
nuevas herramientas terapéuticas para prevenir el desarrollo del tumor.

Objetivo del estudio.

Identificar el mecanismo mediado por mitocondrias por el cual el tumor del cancer
oral induce una reprogramacion metabolica en los linfocitos T y como este cambio
afecta la funcionalidad de éstas células.

Fundamento de la Investigacion.

Publicaciones cientificas recientes de nuestro equipo de trabajo, han determinado la
presencia distintiva de celulas T con fenotipo regulador y con baja respuesta
efectora en tumores de pacientes con cancer oral. Es relevante comprender como se
induce este desbalance dentro de la respuesta inmume, por lo que realizamos un
analisis de las proteinas presentes en el ambiente de los tumores y observamos una
gran cantidad de proteinas mitocondriales. Se ha reportado que la transferencia de
mitocondrias induce una reprogramacion negativa, por lo que analizaremos si la
transferencia de mitocondrias es la responsable de este desbalance y cambios en las
respuesta.

Diseno del Estudio
Participaran en el estudio un grupo de 40 individuos mayores de 18 afos
diagnosticados con cancer de cabeza y cuello. Para controles sanos se utilizaran 40
individuos mayores de 18 afios sin diagnostico de ningim tipo de cancer que
requieran cirugia oral para tratamientos dentales.

Los pacientes con cancer oral y controles sanos, seran reclutados desde la Unidad de
Anatomia Patologica y Unidad de Consultas y Procedimientos Odontologicos del
Hospital “Las Higueras”, de Talcahuano, por la Dra. Milly Yahez, quién les dara a
conocer las bases y los fundamentos de este estudio.

Los individuos sanos también seran reclutados desde el Centro de Salud Familiar
de Penco por la Dra. Lorena Nova, quién les dard a conocer las bases y los
fundamentos de este estudio.

Versiéa y fecha de Protocolo: v-sunz-mzon.
Cumlnwwtbpmst ica Clinica e 1 ologia Facultad F da, Usiversidad de G b
ble: Dra. Estefania Nowa L ypertl.

Inkclades del partscly 2
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Participacion y retiro del paciente

Se invita a Ud. a participar de manera libre y voluntaria de este estudio.

Si decide participar debe saber que todos sus datos personales, datos de ficha clinica
y consentimiento informado que estén relacionados con este estudio, seran
sera condicionada a la firma de este documento.

Ud. tiene el derecho de no autorizar la investigacion y para ello basta que no firme
la parte final de este documento. También puede dejar de participar cuando lo desee
en cualquier momento, sin que ello importe responsabilidad, sancién o pérdida de
beneficio alguno en su atencion en salud. Si decide dejar de participar, se solicita que
informe al Investigador Responsable, Dra. Estefania Nova Lamperti por correo
electronico para que sus datos sean excluidos del estudio.

Si acepta participar y es paciente diagnosticado con cancer, se le solicita:

1. su autorizacion de acceso a datos clinicos que constan en su ficha clinica,
siendo s6lo datos que tengan estricta relacion con su enfermedad y el estado
del cancer,

2. su autorizacion para la toma de una mmestra de sangre, procedimiento a ser
realizado por un profesional enfermero del Hospital o del Centro de Salud,
en una sola ocasion a todos los participantes del estudio,

3. autorizacion para la recoleccion de sus tejidos orales obtenidos mediante
procedimientos quirirgicos que seran realizados por la Dra. Milly Yafez y
Dra. Lorena Nova.

4. su autorizacion para la toma de una muestra de saliva, procedimiento a ser
realizado por un profesional enfermero del Hospital o del Centro de Salud,
en una sola ocasion a todos los participantes del estudio.

Toma de muestra

En pacientes se obtendran muestras de sangre y tejido.
Previo a la cirugia para la obtencion del tejido oral se tomara una muestra de sangre
de 10mL (4 cucharadas de t&) en el laboratorio del “Hospital Las Higueras” con la
orden de la patdloga Dra. Milly Yanez.

El tejido canceroso (tamafio de una lenteja) sera extirpado por el médico tratante, el
tejido sera llevado a la Unidad de Anatomia Patologica del “Hospital Las Higueras”
y la Dra. Milly Yahez separara el tejido para hacer lanvestigacion (zona sana y zona
cancerosa) de acuerdo a la guia clinica del Hospital.

Una vez que el patdlogo nos entregue la muestra, ésta sera llevada a la Universidad
de Concepcion, bajo un estricto cumplimiento de medidas de bioseguridad y sera
procesada por el equipo de investigacion.

El material bioloégico de estas muestras en las instalaciones de la Universidad
Concepcion sera eliminado, cuando corresponda, segim las normas de MA’
Plan de Mansjo de Residuos y Sustancias Peligrosas, establecidas por
Institucion Académica.

Versiéa y fecha de Pry lo: Version 2, sarzo 2021,
Centro Investigacite: Dpto. Bioquimica Clinics e 1 dogia. Facultad Farmada, Usiversidad de Concepdin.

St ble: Dra. Estefania Nowa L pertl.
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En indtviduos sanos se obtendran muestras de sangre y tejido.

Los individuos sanos seran consentidos previo a su cirugia dental tanto enla Unidad
de Anatomia Patologica del Hospital Higueras por la patologa Dra. Milly Yahez,
como en el Centro de Salud Familiar de Penco por la Dra. Lorena Nova. A los
individuos sanos que no se les pueda tomar la muestra de sangre en los respectivos
establecimientos del Servicio de Salud Talcahmano, seran citados al Laboratorio
Clinico PreveGen (Chacabuco 558, Concepcidn) para su toma de muestra de sangre
de 10mL (4 cucharadas de té), la cual sera trasladada a la Universidad de Concepcién
por el equipo investigador. Las muestras de tejido de padentes con cancer oral en
parafina, se utilizaran sélo con fines de investigacién y ensayos preliminares parala
identificacion de las moléculas que usa el tumor para llamar a las células T
reguladoras. El tejido dental (tamafio de una lenteja) sera colectado posterior a cada
cmuga,pmeleqmpomveshgadorpansnposﬁamhmtspmteahlhums;dadde

saaprooesadapowdeqmpodemvesuganmﬂmbamlbwbgmremanemeah
separacion de células sera eliminado segin las normas establecidas por la misma
Universidad (MATPEL).

Toma de muestras de saliva.

La saliva de pacientes e individuos controles sera colectada el dia de firma del
consentimiento informado. Para esto, se abrira el tubo Salivette! y se extraera la
torunda?. Luego, se introducira la torunda en la boca del participante, el cual debera
mover la mandibula durante 60 segundos para estimular la salivacion®. Luego, la
torunda impregnada de saliva sera de vuelta en el tubo Salivette*. Las mmestras
samrotuladasmdmxdoelcodlgodelpmteyfechacmspmd;a\te Los datos

personales del pacientes sélo seran conocidos por el investigador responsable. Los
tubos seran transportados a la Universidad de Concepcion bajo riguroso

cumplimiento de medidas de bioseguridad reguladas. El material biologico
remanente a la separacion de células sera eliminado segim las normas establecidas

por la misma Universidad (MATPEL).

Versiéa y fecha de Protocolo: Version 2, ssarzo 2021,
mmommmmumwmrmwam
Investigador ble: Dra. Estefania Nowa L

lalddu&lpt&lp-u-_
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Duracion Esperada

Su participacion sera el tiempo necesario para la toma de muestra de sangre y de
la Intervencion quirtirgica en su boca.

La investigacion tendra una duracion aproximada de 5 afos en total El
reclutamiento sera desde los meses de abrl 2021 a abril 2026 para pacientes y
controles. Sus resultados se entregaran en abril del 2026.

Beneficios

Su participacion en esta investigacion cientifica, permitira obtener datos que
posibiliten determinar nuevos mecanismo de regulacion en cancer oral y como estas
células participan en el desarrollo del cancer.

Este estudio no tiene beneficio econémico contemplado para los participantes. Sin
embargo, al terminar el estudio se realizard una presentacion de los resultados
dirigida a todos los participantes, para dar a conocer los logros mas relevantes del
proyecto.

Sangre: El procedimiento para la toma de mmestra de sangre se realizara por una
enfermera con sistema de tubos llenados al vacio y aguja estéril, por puncion en la
vena de su brazo. Los mresgos potenciales o molestias en el procedimiento
corresponden a las propias de una toma de nmestra, en donde en algunos casos Ud.
podra sentir un pequefio ardor al momento de la puncion. Al finalizar la extraccion
de la sangre, en algunos casos Ud. podra tener un pequefio sangrado que cesara a
los pocos minutos y casualmente se pueden producir un pequefio moreton que
desaparecera a los pocos dias. Ud. sera atendido por la enfermera, dentro de las 48
horas, si tiene molestias a causa de la puncién venosa. No existe riesgo identificado
para la salud, ya que en este estudio no se administrara ningim medicamento o
realizara algtin procedimiento que pueda significar riesgo para usted.

Tejidos: La recoleccion de tejidos serd posterior a las cirugias orales y conllevan
riesgos del procedimiento quirtirgico, los cuales se presentan independientemente
de la realizacién de este estudio.

En el caso de los tejidos sanos, se utilizaran tejidos obtenidos posterior a
procedimiento odontologico ¥y en ningtn caso se realizarda un procedimiento
extraordinario para la obtencion de tejidos para este estudio. La recoleccion de
tqldossaapostmmalasarngasoralesyoomﬂevmnesgosdelpmoedmumb
quirtrgico, los cuales se presentan independientemente de la realizacién de este
estudio.

Iniciaes del pmklpnnlr —— 5
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Confidencialidad

Este estudio es totalmente confidencial, es decir, no se utilizaran datos personales
de los pacientes ni de los sujetos controles. En el caso de los pacientes, solo se
accedera a datos de la ficha clinica relacionados estrictamente a la enfermedad y esto
lo realizara su médico tratante y el patologo asociado. El investigador responsable
wvelara por la confidencialidad de los datos, manteniendo los datos clinicos en lugar
privado, en una planilla Excel en el computador del investigador principal en la
Facultad de Farmacia, donde su identificacion personal sera reemplazada por un
codigo numérico intemo (Folio) que solo conocera el investigador responsable.
Todas las muestras serdn procesadas con este codigo y nunca aparecera su nombre
mencionado en presentaciones de estos resultados en congresos o en publicaciones.
Este estudio, para ser iniciado, deberd tener la aprobacién del Comité de Etica,
Bioética y Bioseguridad de la Universidad de Concepcién y Comité Etico Gientifico
del Servicio de Salud Talcahnano.

Comunicacion de los datos a los pacientes

Los datos obtenidos en este estudio seran utilizados solamente para efectos del
estudio y difusion cientifica, ya sea en congresos o publicaciones. En ningin caso
sus datos personales serdn expuestos en la presentacion de resultados.

Seguros
No existe mayor riesgo en la toma de muestra de sangre ni en la utilizacion del

tejido desechado, por lo cual no se considerara ningim tipo de seguros asociados al
estudio.

PREGUNTAS.

Si tiene preguntas, dudas o requiere informacion adicional sobre su participacion en
el estudio, puede comurnicarse con el Investigador Responsable, Dra. Estefania Nova
Lampert], al o al correo electronico enova@udec.cl. También puede comunicarse con
dDr&AmhmRodriguez,H‘eﬂdawedelConﬁtédeéﬁm,BioéﬁcayBimegmidad
de la Universidad de Concepcitn, al teléfono +56 41-2204302 o con la Sra. Marcela
Cortés, Presidente del Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Talcahuano,
ubicado en Avenida Colén, 3030, Talcahuano, al teléfono +56 41-2722150.

Si Ud acepta participar del estudio titulado “ESTUDIO DE LA
REPROGRAMACION METABOLICA DE CELULAS T HELPER EN LA
RESPUESTA ANTI-TUMORAL EN PACIENTES CON CANCER ORAL”, ruego
firmar el Acta de Consentimiento que sigue.

Versiéa y fecha de Protocolo: mezmml.
&auo stigacite: Dpto. Bloquimica Clinics ¢ 1 dogia. Facultad Farmadia, Usiversidad de G i
SUZRdor resy ble: Dra. Estefania Nova L pertl.

Inictales del partscip
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Titulo del Estudio: "ESTUDIO DELA REPROGRAMACION METABOLICA DE
CELULAS T HELPER EN LA RESPUESTA ANTI-TUMORAL EN PACIENTES
CON CANCER ORAL"

1.

Acta de Consentimiento

Confirmo que lei y entendi toda la informacion detallada en
el folleto informativo que explica el estudio y tuve la
oporturidad de hacer todas las preguntas necesarias.

Autorizo y doy mi consentimiento para una toma de
muestra de sangre de 10mL (equivalente a 4 cucharadas de
té) v el uso del tgido de mi procedimiento quirirgico
odontologico.

Entiendo y estoy de acuerdo, que se estudiaran varios
parametros relacionados con el proceso del desarrollo del
cancer y el sistema inmune desde el material obtenido de
mis mmestras.

Entiendo que mi participacion es libre y voluntaria y que
puedo retirarme cuando quiera del estudio, dando aviso al
investigador principal para excluir mis datos.

Entiendo que los datos de mi ficha clinica relacionados con
el estudio, deberan ser revisados por el Investigador
Responsable y los odontdlogos indicados para este estudio,
tricamente por motivos cientificos, por lo que acepto y doy
mi autorizacion para que ellos tengan acceso a este historial
Estoy de acuerdo con informar mi participacion en este
estudio a mi médico tratante.

Estoy de acuerdo con ser parte de este estudio y entiendo,

autorizo y acepto que mis muestras pueden ser guardadas
y usadas para investigaciones, parte de este estudio.

@@ Facultad

de Farmacia

Pecha __ /__/___

Nomnbee dell Paciente/ Pasticipants

Firma Pacients/ Pasticipante

Noanbee ded Firma Investigador Responsabie
Inwestigador respoesabile

Noanbee Director ded Centro Director ded Contro 0 delegado/
o delegado,/ Ministro de Fe Ministro de Fo

Centro |
Investigad ble: Dra. Estefania Nova L ertl.

da y fecha de Pro I Vuslﬂn?.nmzou.

tigacite: Dpto. Bioquimica Clinica e 1 ologia. Facultad Fi cia, Uind dad de G

L
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