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RESUMO

O céancer colorretal (CCR) esta associado a patdbgenos como
Fusobacterium nucleatum (Fn), que podem proporcionar um
microambiente favoravel para a tumorigénese em decorréncia de
alteracdes inflamatérias. Visando compreender o efeito de Fn no
microambiente de lesdes intestinais, avaliou-se a quantificacao relativa
(RQ) dessa bactéria em amostras de tecido de adenoma colorretal (ACR)
e CCR, bem como sua correlacdo com a expressdo de RNAm de
mediadores inflamatérios (TLR2, TLR4, NFKB1, TNF, IL1B, IL6 e IL8) e
de microRNAs (miRNAs) (miR-21-3p, miR-22-3p, miR-28-5p, miR-34a-5p
e miR-135b-5p) envolvidos na resposta inflamatéria e carcinogénese.
Também delineou-se uma rede de interacdo miIRNA:RNAmM para auxiliar
na compreenséao da participacdo dos miRNAS no processo carcinogénico.
Foram extraidos o0 DNA e o RNA de 27 amostras de tecido fresco de ACR
e 43 de CCR e suas respectivas normais adjacentes. Os niveis de DNA
de Fn e de RNAm dos mediadores inflamatorios e miRNAs foram
guantificados por PCR quantitativo em tempo real (qPCR). Niveis
elevados de Fn foram detectados em ACR (RQ=5,64) e mais
acentuadamente em CCR (RQ=8,67). Observou-se expressao elevada do
RNAmM de TLR4, IL1B, IL8 e miR-135b em ACR, e de TLR2, IL1B, IL6,
IL8, miR-34a e miR-135b em CCR em comparacdo com seus respectivos
tecidos normais. Além disso, miR-22 e miR-28 foram encontrados com
expressao reduzida em CCR. A expressao de RNAm de IL1B, IL6, IL8 e
miR-22 foi positivamente correlacionada com a quantificacdo de Fn em
CCR. A expressdo de RNAmM de miR-135b e TNF foi inversamente
correlacionada no tecido tumoral, sugerindo TNF como um possivel alvo
deste miIRNA em CCR. As interagbes miRNA:RNAmM sugerem que a
expressdo aumentada de miR-34a em CCR regula TLR4 favorecendo o

reconhecimento de Fn por TLR2, que encontra-se mais expresso no
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tecido tumoral, enquanto em ACR este reconhecimento deve ser
principalmente via TLR4. Esses resultados sugerem um aumento da
colonizacéo de Fn durante a progresséo da via adenoma-adenocarcinoma
indicando-a como um fator de risco para a carcionogénese colorretal. A
abundéancia dessa bactéria no intestino promove o0 aumento da expresséo
de mediadores inflamatorios como IL1B, IL6 e IL8 através do seu
reconhecimento por TLR2 ou TLR4, conforme a interagdo com miRNAs

diferentemente expressos.

Palavras-chave: Cancer Colorretal; Adenoma Colorretal; Fusobacterium

nucleatum; Inflamacéo; Citocinas; microRNAs.



Abstract

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is associated with pathogens such as
Fusobacterium nucleatum (Fn), which can provide a favorable
microenvironment for tumorigenesis due to inflammatory changes. In order
to understand the effect of Fn on the microenvironment of intestinal
lesions, the relative quantification (RQ) of this bacterium was evaluated in
samples of colorectal adenoma tissue (CRA) and CCR, as well as its
correlation with the mRNA expression of inflammatory mediators (TLR2,
TLR4, NFKB1, TNF, IL1B, IL6 e IL8), and microRNAs (miR-21-3p, miR-22-
3p, MiR-28-5p, miR-34a-5p e miR-135b-5p) involved in the inflammatory
response and carcinogenesis. A miRNA: mRNA interaction network was
also delineated to aid in the understanding of miRNA participation in the
carcinogenic process. DNA and RNA were extracted from 27 fresh tissue
samples of CRA and 43 of CRC and their respective adjacent normal
ones. Fn and mRNA levels of the inflammatory mediators and miRNAs
were quantified by quantitative real-time PCR (QPCR). Elevated levels of
Fn were detected in CRA (RQ=5.64 and more markedly in CRC
(RQ=8.67). High mRNA expression of TLR4, IL1B, IL8 and miR-135b in
CRA, and of TLR2, IL1B, IL6, IL8, miR-34a and miR-135b in CRC were
observed in comparison with their respective normal tissues. In addition,
miR-22 and miR-28 were found downregulated in CRC. The mRNA
expression of IL1B, IL6, IL8 and miR-22 was positively correlated with the
guantification of Fn in CRC. The mRNA expression of miR-135b and TNF
was inversely correlated in tumor tissue, suggesting TNF as a possible
target of this mIRNA in CRC. The interaction miRNA:mRNA network
suggest that the increased expression of miR-34a in CRC can regulates
TLR4 favoring the recognition of Fn by TLR2, which is upregulated in
tumor tissue, whereas in CRA this recognition must be mainly via TLR4.

These results suggest an increase in Fn colonization during the
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progression of the adenoma-adenocarcinoma pathway, indicating it as a
risk factor for colorectal carcinogenesis. The abundance of this bacterium
in the gut promotes increased expression of inflammatory mediators such
as IL1B, IL6 and IL8 through their recognition by TLR2 or TLR4,

depending on the interaction with differentially expressed miRNAs.

Keywords: Colorectal Cancer; Colorectal Adenoma; Fusobacterium

nucleatum; Inflammation; Cytokines; microRNAs.



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismo de desenvolvimento de cancer colorretal causado
por um acumulo de mutacdes em oncogenes e genes supressores de
tumor. Mutacbes em APC (adenomatous polyposis coli), B-catenina ou
outros componentes dessa via, medeiam a transicdo de células pré-
neoplasicas Unicas para ACF (aberrant crypt foci) e, em seguida, para
adenoma e carcinoma colorretal. A inflamacao crénica, caracterizada pela
producdo de citocinas pro-inflamatérias podem induzir mutacbes em
oncogenes e genes supressores de tumor (APC, p53, K-ras) e
instabilidade gendmica por meio de varios mecanismos. A inflamacéo
persistente facilita a promocdo do tumor ativando a proliferacdo e as
propriedades anti-apoptéticas das células pré-malignas, bem como a
progressdo do tumor e metastases (modificado de TERZIC et al.,

Figura 2. Interagdo entre a microbiota e o hospedeiro na tumorigénese.
Em estado saudavel, a microbiota intestinal esta em “Eubiose”, mantendo
a homeostase intestinal pela producédo de varios metabdlitos e produtos
bacterianos, que promovem o equilibrio imune. Varios fatores ambientais
como dieta, inflamacdao, estresse ou genética do hospedeiro influenciam a
composi¢do microbiana e podem causar “Disbiose microbiana”. Esta
microbiota pode favorecer a progressdo neoplasica através de varias
atividades carcinogénicas (liberacéo de toxinas e metabdlitos), que afetam
a integridade do DNA das células epiteliais e a transformacao celular.
Com isso, a integridade da barreira epitelial € comprometida, aumentando
ainda mais a captacdo bacteriana, a ativacdo das células imunes e a
liberacdo de mediadores inflamatérios, contribuindo assim para a
progressdo neoplasica. ROS: Reactive oxygen species, RNS: Reactive
nitrogen species (modificado de ALLEN-VERCOE; JOBIN 2014)............ 30



Lista de Figuras

Figura 3. Mecanismo pelo qual F. nucleatum pode promover a
carcinogénese. A: F. nucleatum (vermelho) é um organismo invasivo que
utiliza uma adesina superficial, FadA, para entrar nas células hospedeiras.
FadA liga-se a E-caderina na superficie das células epiteliais e ativa as
vias de sinalizacdo da B-catenina que, pode aumentar a expressao de
oncogenes. Além disso, F. nucleatum é um organismo invasivo que pode
sobreviver dentro das células hospedeiras, sendo capaz de liberar RNA
no citoplasma da célula hospedeira ativando NFKB. B: F. nucleatum
também pode se agregar com outros microrganismos néo relacionados,
como Streptococcus (azul) e Campylobacter (laranja), que podem ter
atividade pré-inflamatéria proprias. F. nucleatum também pode transportar
outras bactérias néo invasivas para o citoplasma da célula hospedeira
(modificado de ALLEN-VERCOE; JOBIN, 2014)........cccoovvvirreeiiiiiniinnnn 33

Figura 4. Via de sinalizagéo de receptores Toll-like na membrana celular.
TLR4 reconhecendo LPS (lipopolissacarideos) e TLR2 reconhecendo LP
(lipoproteinas) de microrganismos, ativando a via do NFKB, liberando
citocinas pro-inflamatorias (modificado de DE KONING et al., 2012)....... 35

Figura 5: Papel das citocinas na carcinogénese. (a) Na presenca de uma
leséo ou infeccdo, a resposta imune ativa a expressao de mediadores pro-
inflamatérios, como TNF, IL6 e IL8. (b) Na inflamacao crénica, citocinas
pré-inflamatérias podem induzir danos no DNA, levando ao inicio do
tumor. (c) O crescimento e invasao tumoral sdo favorecidos por citocinas
pré-inflamatérias que estimulam a proliferacdo celular, reduzem a
apoptose e aumentam a angiogénese. (d) Os macrofagos associados a
tumores (TAM), linfécitos infiltradores de tumores (TIL) e fibroblastos
associados a céancer (CAF) contribuem para o crescimento tumoral e
metastase (modificado de LANDSKRON et al., 2014).........ccuvvvevieeieeennnnn. 39



Lista de Figuras

Figura 6. Biogénese de miRNAs. Os genes de miRNAs sao transcritos
em pri-miRNAs, que séo clivados no nucleo pelo heterodimero nuclear
Drosha, liberando um pre-miRNA. Este é transportado para o citoplasma
pela exportina-5 e clivado perto de seu loop terminal pela Dicer, liberando
um miRNA de fita dupla de aproximadamente 22 nucleotideos. Uma das
fitas se associa com proteinas formando o complexo RISC (RNA-induced
silencing complex) como um miRNA maduro (fita guia), enquanto a outra
fita € degradada. Os miRNAs se dirigem para os RNAm alvo promovendo
a repressdo da traducdo, ou a degradacdo do RNAmM (modificado de
CRETOIU €t al.; 2016)....uuuiiiieieeeieiieeeiieitiiiess e e e e e e e e e ee e eeeeeaeeeeannnnnnnn s 41

Figure 1. Relative Quantification (RQ) of Fn NusG gene. in adenoma
(CRA) and colorectal cancer (CRC) samples compared to adjacent normal
tissue (Normal Reference RQ=1), and CRC compared to CRA tissue
(CRCI/CRA). Statistically significant difference, according to the Wilcoxon
signed rank test (CRA: ***p= 0.0002, CRC: ***p= 0.0002, CRC/CRA: ***p
< 0.0001). Median with interquartile range graph............c.cooooiiiiiiinnnn. 78

Figure 2. Relative Quantification (RQ) of inflammatory genes: (A)
Adenoma (CRA) and (B) colorectal tumor tissue samples (CRC) compared
to a pool of respective adjacent normal tissue samples, and (C) CRC
compared to CRA samples (CRC / CRA). All samples was normalized for
reference genes ACTB and GAPDH. Normal Reference RQ=1.
Statistically significant difference, according to the Wilcoxon signed rank

test ** p<0.01; *** p<0.001). Median with interquartile range graph......... 79



Lista de Figuras

Figure 3. Relative Quantification (RQ) of miRNA genes: (A) Adenoma
(CRA) and (B) colorectal tumor tissue samples (CRC) compared to a pool
of respective adjacent normal tissue samples, and (C) CRC compared to
CRA samples (CRC / CRA). Normal Reference RQ=1. Statistically
significant difference, according to the Wilcoxon signed rank test (**
p<0.01; *** p<0.001). Median with interquartile range graph.................. 80

Figure 4. Protein interaction network showing miRNAs and their predicted
gene targets. The protein interaction network (gray lines) shows the
interaction between proteins encoded by target genes that are predicted to
be regulated by miRNAs. Predicted interactions between miRNAs and
target genes are shown by the black lines. The dashed black line
represents the possible interaction suggested in this study for miR-135b-
5p and TNF. Ellipses represent target genes/proteins; red triangles
represent upregulated miRNAs; green triangles represent downregulated
RN A . e 81

Figura Al. Quantificacdo Relativa (RQ) do gene NusG de F. nucleatum.
Em amostras de cancer colorretal europeias (CCR) em comparacdo com
tecido normal adjacente (RQ de referéncia normal = 1). Diferenca
estatisticamente significante, de acordo com o teste de Wilcoxon (***p
<0,0001). Mediana com grafico de intervalo interquatrtil........................ 124

Figura A2. Sobrevida global de pacientes com céancer colorretal (CCR)
ndo estd associada a quantificacdo de F. nucleatum. As curvas de
Kaplan-Meier mostram a sobrevida global de individuos com C
dicotomizados em grupos de quantificacédo de F. nucleatum em “RQ 21"
(linha azul) e “RQ <1” (linha vermelha) (p=0,0944)...........ccccciiieernnnnn. 126



Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. MIRNAs selecionados para este estudo, com atuagdo na

carcinogénese colorretal e inflamagao.............ccooovviiiiiiiiiiiiii 43

Table 1. Relative quantification (RQ) of mRNA expression of the
inflammatory genes in adenoma (CRA) and colorectal carcinoma (CRC)
samples compared with adjacent normal tissue samples as calibrator in an
unpaired way, and using the adenoma samples as -calibrator
(CRCICRA) ..., 82

Table 2. Relative quantification (RQ) of mMRNA of the miRNAs in adenoma
(CRA) and colorectal carcinoma (CRC) samples compared with adjacent
normal tissue samples as calibrator, and using the adenoma samples as
calibrator (CRC/CRA). ... 83

Table 3. Correlation analysis between the relative quantification (RQ) of
the inflammatory genes and of the miRNAs with the levels of the F.
nucleatum gene in adenoma (CRA) and colorectal carcinoma (CRC)
samples. Table color-coded represents a range from green (positive

correlations) over yellow to red (negative correlations)........................ 84

Table 4. Correlation analysis between the relative quantification (RQ) of
the miRNAs with the inflammatory genes in adenoma (CRA) and
colorectal cancer (CRC) samples. Table color-coded represents a range
from green (positive correlations) over vyellow to red (negative

COITEIAtIONS). .. 85

Table S1. Characteristics of colorectal adenoma (CRA) and cancer (CRC)
patients and relative quantification (RQ) of F. nucleatum according to

gender, age and location of [esion............c.coiiiiiiiii i, 86

Tabela Al. Caracteristicas das amostras de cancer colorretal europeias e
quantificacdo relativa (RQ) de F. nucleatum de acordo com sexo, idade e

l0CaliIZAGAO tUMOIAL......ooiiiiiiiiiieiiee e 125



Lista de Abreviaturas e Simbolos

ACF
ACR
ACTB
Ago
APC
BINGO
bp

CA
CAF
CCND1
CCR
cDNA
CEP
CNPq
COX-2
CRA
CRC
Ct
DAPK1
DCC
DGCR8
DNA
dNTPs
E2
EGFR
ERK

et al

F. nucleatum ou Fn
FadA
FAM
FAP
FAPESP
FomA
GAPDH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Do inglés, aberrant crypt foci

Adenoma colorretal

Do inglés, Actin beta

Proteina Argonauta

Do inglés, adenomatous polyposis coli

Do inglés, Biological Network Gene Ontology tool

Do inglés, base pairs

Estado da Califérnia

Fibroblastos associados a cancer

Ciclina D1

Cancer colorretal

DNA complementar

Comité de Etica em Pesquisa

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolédgico
Ciclo-oxigenase-2

Do inglés, colorectal adenoma

Do inglés, colorectal cancer

Do inglés, cycle threshold

Do Inglés, death associated protein kinase 1

Do inglés, Deleted in Colorectal Carcinoma

Do inglés, DiGeorge syndrome critical region 8

Do inglés, desoxirribonucleic acid
Desoxirribonucleotideos trifosfatados

Do inglés, E receptor 2

Do inglés, epidermal growth factor receptor

Do inglés, extracellular regulated MAP kinase

e outros, do latim et alii

Fusobacterium nucleatum

Do inglés, 3-ketoacyl-CoA thiolase

Do inglés, 6-carboxyfluorescein, acronym

Polipose Adenomatosa Familiar

Fundacao de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
Do inglés, Fusobacterium nucleatum outer membrane protein
Do inglés, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase


http://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/

Lista de Abreviaturas e Simbolos

HEK
HIF-1a
HOXB3
hsa
IBILCE
IkB

IKK
IL10
IL1B
IL6

IL8

IMC
IRAK-1
ISCA
JAK

KO
K-ras
LAST2
LP

LPS
MAPK
max
MgClz
min
miR-135b
miR-21
miR-22
miR-28
miR-34a
mirDIP
miRNAs
mM
MMP-2
MMP-9
MMR
MRNA
MUTYH
MyD88
N

Do inglés, Human Embryonic Kidney

Do inglés, hypoxia-inducible factor 1 alpha

Do inglés, homeobox B3

Homo sapiens microRNAs

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
Do inglés, inhibitor of nuclear factor kappa B kinase
Do inglés, I-kappaB kinase

Do inglés, interleukin 10

Do inglés, interleukin 1 beta

Do inglés, interleukin 6

Do inglés, interleukin 8

indice de massa corporal

Do inglés, interleukin 1 receptor associated kinase 1
Do inglés, International Strategic Cooperation Award
Do inglés, Janus kinase

Do inglés, knockout

Do inglés, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Do inglés, RNA methyltransferase kinase 2
Lipoproteinas

Lipopolissacarideos

Do inglés, mitogen-activated protein kinase

Méaximo

Cloreto de magnésio

Minimo

microRNA 135b

microRNA 21

microRNA 22

microRNA 28

microRNA 34a

Do inglés, microRNA Data Integration Portal
microRNAs

Milimolar

Do inglés, matrix metallopeptidase 2

Do inglés, matrix metallopeptidase 4

Do inglés, Mismatch repair gene

Do inglés messenger RNA

Do inglés, mutY DNA glycosylase

Do inglés, myeloid differentiation primary response 88
Amostras normais adjacentes



Lista de Abreviaturas e Simbolos

N-CRA
N-CRC
NFKB
NFKB1
ng

nM
NM23-H1
N-ras
NusG

Y
pl6INK4
p38

p53
PAMPs
PCR
PGE2
PGT
pre-miRNA
pri-miRNAs
gPCR

r

RISC
RNA
RNA pol I
RNAmM
RNAse
ROS

RQ

RT
SIRT1
SMAD2
SMAD4
SP

STAT
TAM
TAMRA
Taq
TGFbR2
Thl7

Do inglés, Normal samples adjacent to colorectal adenoma
Do inglés, Normal samples adjacent to colorectal cancer
Do inglés nuclear factor kappa B

Do inglés, nuclear factor kappa B subunit 1
Nanograma (unidade de massa: 10~° grama)
Nanomolar

Do inglés, NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 1
Do inglés, neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
Do inglés, transcription termination factor
Probabilidade

Do ingés, cyclin-dependent kinase inhibitor 4

Do inglés, protein 38 mitogen activated protein kinase
Do inglés, protein 53 tumor suppressor

Padrdes moleculares associados a patdégenos

Do inglés, polymerase chain reaction

Do inglés, prostaglandin E receptor 3

Do inglés, prostaglandin transporter

microRNA precursor

microRNA primario

Do inglés, quantitative polymerase chain reaction
Coeficiente de Correlagéo

Do inglés, RNA-induced silencing complex

Do inglés, ribonucleic acid

RNA pomilerase I

RNA mensageiro

Ribonuclease

Do inglés, Reactive oxygen species

Do inglés, Relative quantification

Do inglés, Reverse transcriptase

Do inglés, sirtuin 1

Do inglés, mothers against decapentaplegic homolog 2
Do inglés, mothers against decapentaplegic homolog 4
Estado de Sao Paulo

Do inglés, sterol O-acyltransferase 1

Macrofagos associados a tumores

Do inglés, Carboxytetramethylrhodamine

Do inglés Thermus aquaticus

Do inglés, transforming growth factor beta receptor 2
Do inglés, T helper 17 cells



Lista de Abreviaturas e Simbolos

TIAM1
TIL
TIR
TLR
TLR2
TLR4
TNF
TP53
TRAF6
™
UNESP
USA
VEGF

Do inglés, T-cell ymphoma invasion and metastasis 1
Linfécitos infiltradores de tumores

Do inglés, toll/interleukin-1 receptor-like proten

Do inglés, Toll-like receptor

Do inglés, Toll-like receptor 2

Do inglés, Toll-like receptor 4

Do inglés, tumor necrosis factor alpha

Do inglés, tumor protein p53

Do inglés, TNF receptor associated factor 6

Do inglés, unregistered trademark

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho
Do inglés, United States of America

Do inglés, vascular endothelial growth factor



SUMARIO

I, INTRODUGAOD ..ottt ettt 24
I.1. Epidemiologia do cancer colorretal ...............eeiiiiiieeeeieeiiicee e, 24
[.2. Inflamacéo cronica e cancer colorretal...........ccccooveeeeviiiiiiiiineeeenn, 27
[.3. Fusobacterium nucleatum e cancer colorretal ...........ccccccceeeeeeen. 31
I.4. Vias de sinalizacdo do processo inflamatério na carcinogénese
(o70] (o] 4 {1 7= | R 33
[.5. microRNASs e cancer colorretal ...........ccoovvveiiiiiiiii e 39

1T @ = 38 1 = IV 1 S 46
[I. 1. ODbJetivVO Geral .........uuuiiiiieiiiieeeie e 46
[I. 2. Objetivos ESPECIfiCOS.......ccovviiiiiiiiie e 46

. CAPITULO 1: Artigo CientifiCo ....cceevvvieeeieeeeee e, 48
ABSTRACT .. 49
VIO 1 516 1 [ ] 50
MATERIALS AND METHODS ........cooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 52
S U I I S 57
D IS 010 1535 [ ] 60
(1@ ][O 05 [ ] 66
ACKNOWLEDGMENTS......ciiiiiiiiieeeee e 67
FUNDING INFORMATION. ....cciitiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
REFERENCES ......ooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 67
FIGURES ... 78
TABLES ... 82
SUPPLEMENTAL MATERIAL .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienennieeenenenennnnnnnnnnnnnnnes 86

IV. DISCUSSAO ..ottt 88

V. CONCLUSOES ......oouieetieeeeeeeeeee et 99

VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooveevececeeeeeeeee e 102

APENDICES ......oouiiitiieiiee ettt 121

APENDICE A: Estagio no Laboratory of Physiology & Medical Physics
Department of RCSI - Royal College of Surgeons, Dublin, Irlanda.... 121

A.1. MATERIAIS E METODOS ......ooieiieeee et e 121

A.2. RESULTADOS ... e 123
ANEXO S ... 128
ANEXO A: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
INSHLUCIONAL ....oevice e 128

ANEXO B: Comprovante de submissao do artigo............cccceeeeeeeeen. 131



Introducdo



Introducdo 24

l. INTRODUCAO

I.1. Epidemiologia do cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR) abrange as neoplasias de
intestino grosso (célon e reto) e é considerado um sério problema de
saude, ocorrendo mundialmente como a terceira principal causa de morte
relacionada ao céancer, ficando atras apenas do cancer de pulméao e dos
canceres de mama e prostata em mulheres e homens, respectivamente
(AGRAWAL et al., 2012; FERLAY et al., 2014). Esta neoplasia apresenta
incidéncia mundial de aproximadamente 1,3 milhdes de casos e
mortalidade de cerca de 700.000 por ano (FERLAY et al., 2014). No Brasil
a estimativa de incidéncia para 2016 era de 16.660 casos novos em
homens e 17.620 em mulheres e mortalidade de 8.549 para homens e
9.058 para mulheres (FERLAY et al., 2014; INCA, 2016).

Mundialmente, a incidéncia de CCR em regibes menos
desenvolvidas (623.735 casos) € consideravelmente menor do que em
regides mais desenvolvidas (736.867 casos), onde mostram uma
tendéncia de crescimento, como na América do Norte, Australia, Japao e
Europa (ARVELO; SOJO; COTTE, 2015). Porém, a mortalidade é
proporcionalmente maior em regiées menos desenvolvidas (360.768
versus 333.165 casos) (FERLAY et al., 2014). Nos Estados Unidos, tem
havido uma diminuicdo da mortalidade por CCR, atribuivel a maiores
avancos tecnologicos e prevencdo, tendo em vista que, em geral, o
diagnostico de CCR ocorre tardiamente, o que dificulta um tratamento
mais eficaz (ARVELO; SOJO; COTTE, 2015). Na maioria dos casos, o
CCR apresenta um bom prognéstico e pode ser tratado se diagnosticado
em estagios iniciais. Portanto, avancos em pesquisas que visem a
deteccdo de grupos de risco e diagnostico precoce sdo cruciais para

diminuir a mortalidade em paises menos desenvolvidos.
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Tanto a hereditariedade como fatores ambientais
contribuem para o desenvolvimento deste tipo de cancer. O CCR pode ser
classificado em trés tipos: esporadico (CCRE), familial e hereditario. O
CCRE corresponde a grande maioria (cerca de 80% dos casos) e ocorre
em individuos que néo apresentam mutacdes em genes especificos, sem
ligagdo familial. O tipo familial (cerca de 15% dos casos) e o hereditario
(5% dos casos) estdo associados com membros da familia afetados e/ou
com mutacdes em genes especificos, em que a chance de desenvolver
este tumor aumenta de duas a trés vezes (ARVELO; SOJO; COTTE,
2015). Entre 2% a 5% de todos os canceres de célon surgem a partir de
sindromes hereditarias bem definidas (RUSTGI, 2007) incluindo HNPCC
(cancer colorretal hereditario ndo polipose) ou sindrome de Lynch,
polipose adenomatosa familiar (FAP) e polipose associada a MUTYH.
Varios genes de susceptibilidade foram identificados e relacionados com
esta heranca (JASPERSON et al., 2010), como genes envolvidos no
sistema de reparo do DNA MMR (mismatch repair), mutacbes em APC e
MUTYH.

A carcinogénese de CCR esta diretamente relacionada
com fatores de risco ambientais, habitos alimentares, estilo de vida e
fatores genéticos (RASKOV et al., 2014; BAROUDI; BENAMMAR-
ELGAAIED, 2016; INCA, 2016). Na sequéncia adenoma-carcinoma, as
células intestinais normais podem se tornar malignas a partir de
mudancas genéticas encontradas em trés categorias fundamentais de
genes: genes supressores de tumor (TSG) como APC, DCC, TP53,
SMAD2, SMADA4 e p16INK4; protooncogenes, como K-ras, N-ras; e genes
de reparo do DNA, como MMR e MUTYH (RASKOV et al.,, 2014,
ARVELO; SOJO; COTTE, 2015). Além disso, as variagbes na incidéncia
observadas em diferentes regibes geograficas podem estar relacionadas
com habitos alimentares e estilos de vida locais. Dentre os principais
fatores de risco, pode-se citar dieta rica em gordura animal e carne

vermelha, tabaco e ingestdo de alcool, obesidade, a falta de exercicios
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fisicos e baixa ingestdo de vegetais, frutas e fibras (TERZIC et al., 2010;
RASKOQV et al. 2014; ARVELO; SOJO; COTTE, 2015). Portanto, tanto os
fatores genéticos quanto a alimentacdo sdo os fatores mais estudados
associados com CCR (BAROUDI; BENAMMAR-ELGAAIED, 2016), e
importantes na prevencgao desse tipo de tumor.

O tipo histologico mais frequente é o adenocarcinoma,
responsavel por 90% dos casos (GIURIZATO; AREIAS, 2008), em que
60% de todos os adenocarcinomas do intestino grosso se localizam nos
seus 20 centimetros terminais (sigmoide distal e reto) (SANTOS, 2007).
Grande parte desses tumores se inicia a partir de polipos e adenomas,
lesBes benignas que podem crescer na parede interna do intestino grosso
(AGRAWAL et. al., 2012; INCA, 2016). O adenoma é considerado um dos
principais precursores de CCR, sendo que este pode progredir pela via
adenoma-adenocarcinoma, a partir de uma lesdo hiperplasica.
(NOFFSINGER, 2009; IMPERIALE; RANSOHOFF, 2012) (Figura 1). Essa
via consiste em uma expansao da zona proliferativa de células na cripta
colbnica, provavelmente originando uma lesdo polipoide. As células do
adenoma vao sofrendo alteracdes, tornando-se menos diferenciadas e
mais displasicas até adquirirem o fendtipo de um carcinoma com a
capacidade de ultrapassar a barreira da lamina propria e atingir a mucosa
até que novas alteracdes genéticas permitem-nas adquirir a capacidade
de metastizacédo (COTTI et al., 2000). Portanto, um passo importante para
reduzir a incidéncia de CCR €& melhorar a deteccdo de pdlipos e
adenomas e assegurar sua remoc¢ao completa durante a colonoscopia
(SZYLBERG et al., 2015).
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Figura 1. Mecanismo de desenvolvimento de céancer colorretal causado por um
acumulo de mutagc6es em oncogenes e genes supressores de tumor. Mutacdes
em APC (adenomatous polyposis coli), B-catenina ou outros componentes dessa
via, medeiam a transi¢cdo de células pré-neoplasicas Unicas para ACF (aberrant
crypt foci) e, em seguida, para adenoma e carcinoma colorretal. A inflamacao
crbnica, caracterizada pela producdo de citocinas pro-inflamatérias podem
induzir mutacbes em oncogenes e genes supressores de tumor (APC, p53, K-
ras) e instabilidade genémica por meio de varios mecanismos. A inflamacgéo
persistente facilita a promocdo do tumor ativando a proliferacdo e as
propriedades anti-apoptéticas das células pré-malignas, bem como a progresséo
do tumor e metastases (modificado de TERZIC et al., 2010).
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[.2. Inflamacéo crénica e cancer colorretal
Além dos fatores de risco ambientais e fatores genéticos,
a inflamacéo cronica tem-se destacado com papel importante no processo
carcinogénico (TERZIC et al.,, 2010; MULTHOFF; RADONS, 2012;
WOGAN et al.,, 2012; RASKOV et al. 2014). O processo inflamatorio
ocorre por meio de uma rede de sinais quimicos que inicia e mantém a

resposta imune do hospedeiro com a finalidade de cicatrizar o tecido
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afetado (TERZIC et al., 2010; RASKOV et al. 2014). Em alguns 6rgaos,
como por exemplo, esbfago, estbmago, bexiga e intestino, a inflamacéo
gera um microambiente, em grande parte controlado por células
inflamatorias, propicio para o desenvolvimento e progressdo tumoral,
promovendo a sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo das células
cancerigenas, aumentando as chances de desenvolvimento desta doenca
(TERZIC et al., 2010; TRINCHIERI, 2012). Portanto, muitos tipos de
cancer surgem a partir de locais de irritacdo, infeccdo cronica e
inflamagéo (TRINCHIERI, 2012).

O intestino grosso humano encontra-se constantemente
sob um processo inflamatério devido a exposicdo de microrganismos e
seus PAMPs (padr6es moleculares associados a patégenos) que ativam
fatores das vias inflamatérias, receptores e genes relacionados a esse
processo (NIHON-YANAGI et al., 2012), reforcando as evidéncias de que
as neoplasias de intestino grosso estdo diretamente relacionadas com a
inflamacédo (NIEDZIELSKA et al., 2009; NIHON-YANAGI et al.,, 2012;
WOGAN et al., 2012). Assim, modificacbes em fatores que participam do
processo inflamatério no intestino podem alterar a suscetibilidade do
hospedeiro ao desenvolvimento de CCR.

As doencas inflamatdrias intestinais, como a colite
ulcerativa cronica e Doenga de Crohn, resultam da ativacdo intermitente
do sistema imune das mucosas no trato gastrointestinal promovendo a
inflamacéo cronica (WOGAN et al., 2012). A ativacdo do processo
inflamatorio e da resposta imune inata e adaptativa € um dos principais
mecanismos envolvidos na alteracdo da homeostase causada pelos
tumores nos tecidos adjacentes (FINN 2008; GARBER, 2009;
CAMMAROTA et al., 2010). E conhecido que as células neoplasicas sio
capazes de atrair diferentes tipos celulares para o microambiente tumoral
pela secrecdo de proteases extracelulares, fatores pré-angiogénicos e
citocinas (TERZIC et al., 2010). Na carcinogénese de colon foi descrito

um modelo experimental em que a inflamacéo, infeccdo e cancer sao
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mecanicamente ligados, e fornece evidéncias de que mediadores
quimicos do sistema imunolégico inato e toxinas bacterianas
desempenham papéis fundamentais na conducdo do desenvolvimento
desta neoplasia (MANGERICH et al., 2012; WOGAN et al., 2012). Alguns
estudos indicam que o uso de drogas anti-inflamatérias reduz o risco de
CCR em 40 a 50%, causa regressdo de adenomas em pacientes com
polipose adenomatosa familiar (FAP), e pode ser preventivo para cancer
de esbéfago, estbmago e pulméao (TERZIC et al., 2010).

Alguns microrganismos podem alterar o processo
inflamatoério e estar relacionado com diversas doencas como a gastrite
cronica por Helicobacter pylori, que é a principal causa mundial de cancer
gastrico (CADAMURO et al., 2014), hepatite crbnica ou cirrose por virus
da hepatite B ou C e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, a
esquistossomose (Schistosoma haematobium) que pode promover um
aumento do risco de carcinoma de bexiga (ANTONI et al.,, 2017), e a
doenca inflamatoria intestinal como risco para desenvolvimento de cancer
colorretal (DYSON; RUTTER, 2012; TALEBAN et al., 2016). Assim, a
inflamacdo causada pela interagcdo com microrganismos tem emergido
como um dos principais fatores de risco e como uma das principais
caracteristicas do cancer que afetam qualquer fase da tumorigénese
(MULTHOFF; RADONS, 2012; CANDELA et al., 2014).

A microbiota intestinal humana € composta por varias
espécies que podem exercer um papel importante no CCR (Figura 2).
Recentemente foram descritos dois modelos que indicam o papel desses
microrganismos na formacdo do tumor: 1) microrganismos induzem a
inflamacéo crénica, levando a proliferacdo celular, e 2) fatores de
viruléncia estariam induzindo diretamente a formacdo do tumor
(LEUNG; TSOI; YU, 2015). Dentre os microrganismos que colonizam o
intestino a bactéria Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) tem sido
destacada como potencial biomarcador de CCR (LEUNG; TSOI; YU,
2015).



Introducgo 30

Figura 2. Interacdo entre a microbiota e o hospedeiro na tumorigénese. Em
estado saudavel, a microbiota intestinal estd em “Eubiose”, mantendo a
homeostase intestinal pela producdo de varios metabdlitos e produtos
bacterianos, que promovem o equilibrio imune. Vérios fatores ambientais como
dieta, inflamacéo, estresse ou genética do hospedeiro influenciam a composicao
microbiana e podem causar “Disbiose microbiana”. Esta microbiota pode
favorecer a progresséo neoplésica através de vérias atividades carcinogénicas
(liberagéo de toxinas e metabdlitos), que afetam a integridade do DNA das
células epiteliais e a transformacao celular. Com isso, a integridade da barreira
epitelial € comprometida, aumentando ainda mais a captagdo bacteriana, a
ativacdo das células imunes e a liberagdo de mediadores inflamatorios,
contribuindo assim para a progressdo neoplasica. ROS: Reactive oxygen
species, RNS: Reactive nitrogen species (modificado de ALLEN-VERCOE;
JOBIN 2014).
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I. 3. Fusobacterium nucleatum e cancer colorretal

A F. nucleatum ¢€é uma bactéria Gram-negativa,
anaerobica, comensal, descoberta inicialmente na mucosa oral e
recentemente descrita na microbiota intestinal (HAN, 2015). Quando em
quantidades elevadas esta bactéria pode estar associada a algumas
doencas humanas como infeccbes na mucosa oral e doencas
gastrointestinais (HAN, 2015).

Os estudos sobre a influéncia dessa bactéria no
desenvolvimento do CCR ainda sdo recentes, sendo mais da metade
publicados no dltimo ano. Até o0 momento, apenas uma publicacéo refere-
se a populacao brasileira, em que foi avaliada a abundancia de F.
nucleatum em amostras de fezes de pacientes com CCR em comparacéo
com amostras fecais de individuos saudaveis. Maior abundancia da
bactéria foi encontrada em pacientes com CCR, apesar do pequeno
tamanho amostral avaliado (FUKUGAITI et al., 2015).

Os primeiros estudos, em pacientes com CCR,
descreveram maior abundéancia da F. nucleatum na regido tumoral e
também em adenomas em relacdo ao tecido normal adjacente, e
sugeriram que esta bactéria pode gerar um microambiente pro-
inflamatério no intestino, aumentando as chances de progressao de CCR
(CASTELLARIN et al., 2012; KOSTIC et al., 2013). Mais recentemente,
em populagcédo europeia, também foi encontrado uma grande quantidade
de F. nucleatum em tecidos de CCR quando comparados com tecidos
normais adjacentes, bem como em amostras de fezes de pacientes com
CCR, quando comparado com adenomas ou individuos saudaveis
(FLANAGAN et al., 2014). Estes resultados reforcam a importancia de se
estudar F. nucleatum visando uma deteccdo precoce e um melhor
prognoéstico dos pacientes com CCR, considerando que a abundancia
desta bactéria estd associada com o desenvolvimento tumoral e
metéstase (LI et al., 2016b).
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Dessa forma, estudos mais recentes indicam que testes
de DNA em fezes para deteccdo de F. nucleatum podem ser Uteis tanto
para deteccdo de individuos com CCR, bem como para prevencao de
pessoas com maior predisposicdo ao desenvolvimento desta neoplasia
(LIANG et al., 2016; SUEHIRO et al., 2017). Apesar desses avancgos 0S
mecanismos de viruléncia envolvidos na resposta tumorigénica em
consequéncia da abundancia desta bactéria na microbiota intestinal ainda
permanecem em discussdo. Um dos fatores de viruléncia recentemente
descrito como potencial marcador diagnéstico para F. nucleatum
associada a doencas humanas é o FadA adesina/invasina (RUBINSTEIN
et al., 2013; HAN, 2015) (Figura 3). Um dos mecanismos sugeridos para
sua acao é que a F. nucleatum estaria induzindo a resposta inflamatéria e
a tumorigénese estimulando fatores de crescimento de células de CCR
através de FadA adesina, que se liga a E-caderina e ativa a sinalizacdo
da B-catenina, regulando as respostas inflamatéria e tumorigénica
(RUBINSTEIN et al., 2013). Devido ao seu envolvimento, o gene FadA
tem sido indicado como potencial alvo diagndstico e terapéutico para
CCR, considerando que os niveis de expressédo deste gene em CCR esta
aumentado de 10 a 100 vezes comparado com individuos normais, e
correlacionado com a expressdo de oncogenes e genes inflamatorios
(RUBINSTEIN et al., 2013).



Introducgo 33

Figura 3. Mecanismo pelo qual F. nucleatum pode promover a carcinogénese. A:
F. nucleatum (vermelho) é um organismo invasivo que utiliza uma adesina
superficial, FadA, para entrar nas células hospedeiras. FadA liga-se a E-caderina
na superficie das células epiteliais e ativa as vias de sinalizacdo da B-catenina
gue, pode aumentar a expressado de oncogenes. Além disso, F. nucleatum € um
organismo invasivo que pode sobreviver dentro das células hospedeiras, sendo
capaz de liberar RNA no citoplasma da célula hospedeira ativando NFKB. B: F.
nucleatum também pode se agregar com outros microrganismos nao
relacionados, como Streptococcus (azul) e Campylobacter (laranja), que podem
ter atividade pro-inflamatéria préprias. F. nucleatum também pode transportar
outras bactérias nado invasivas para o0 citoplasma da célula hospedeira
(modificado de ALLEN-VERCOE; JOBIN, 2014).
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I. 4. Vias de sinalizacdo do processo inflamatoério na

carcinogénese colorretal

Diferentes classes de genes participam ativamente do
processo inflamatério, como receptores de membrana, citocinas pré- e
anti-inflamatérias e microRNAs (miRNAs). Estes quando desregulados

podem estar relacionados ao desenvolvimento do cancer. Por exemplo,
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dentre os genes da familia Toll, os receptores Toll-like (TLRs) de
mamiferos tém um papel essencial no reconhecimento direto dos agentes
infecciosos, levando a ativacdo das respostas imune inata e adaptativa
(NIEDZIELSKA et al., 2009; HISHIDA et al., 2010; NIHON-YANAGI et al.,
2012). A progressdo de uma lesdo pré-cancerosa, como 0s polipos
adenomatosos, envolve agBes complexas de varias citocinas na
proliferacéo de células T, adeséo célula-célula, apoptose, e imunidade do
hospedeiro (JACOBSON-BROWN; NEUMAN, 2004). No entanto, os
diferentes TLRs podem ter tanto atividade anti-tumoral, induzindo a morte
celular por apoptose das células neoplasicas (NIEDZIELSKA et al., 2009)
ou podem aumentar a resisténcia celular a apoptose, estimulando sua
proliferacdo em determinadas condi¢cdes (SHCHEBLYAKOQV et al., 2011),
reforcando sua importancia no processo carcinogénico
(IOANNOU; VOULGARELIS, 2010).

Os genes da familia TLRs codificam proteinas
transmembranas tipo |, que respondem aos microrganismos patogénicos
na matriz extracelular reconhecendo seus componentes conservados
(OSPELT; GAY, 2009; ASHTON et al., 2010; HISHIDA et al., 2011). O
intestino humano normal, como ja destacado, encontra-se em estado de
inflamac&o controlada, devido a presenca de bactérias comensais (JUMP;
LEVINE, 2004; BORASKA JELAVIC et al., 2006), e o primeiro passo na
interagdo destas com o epitélio intestinal € o reconhecimento de seus
PAMPs por receptores TLRs. Este processo termina com sinais
provenientes de expressdo do peptideo antimicrobiano, fortificacdo da
barreira e proliferacdo de células epiteliais (RAKOFF-NAHOUM et al.,
2004; BORASKA JELAVIC et al., 2006). Os TLRs ativam o fator nuclear
kappa B (NFKB), principal via de sinalizac¢do regulatoria da inflamacéo, e
sua ativagdo esta envolvida na patogénese do CCR (BORASKA JELAVIC
et al., 2006; SAKAMOTO; MAEDA 2010) (Figura 4).
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Figura 4. Via de sinalizacdo de receptores Toll-like na membrana celular. TLR4
reconhecendo LPS (lipopolissacarideos) e TLR2 reconhecendo LP
(lipoproteinas) de microrganismos, ativando a via do NFKB, liberando citocinas
pro-inflamatérias (modificado de DE KONING et al., 2012).
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Dentre os genes de receptores Toll-like reconhecidos até
o0 momento, pode-se destacar o gene TLR2, localizado na regido
cromossOmica 4932, que representa um alvo interessante para elucidar
seu papel no desenvolvimento do CCR (EL-OMAR; NG; HOLD, 2008;
ASHTON et al., 2010). O TLR2 é responsavel por reconhecer
lipoproteinas bacterianas assim como os PAMPs de uma ampla gama de
patogenos (ASHTON et al.,, 2010; HISHIDA et al.,, 2011). Relatos na
literatura e estudo anterior desenvolvido por nosso grupo de pesquisa
indicam que, em CCR, o gene TLR2 apresenta expressao aumentada em
tecidos tumorais quando comparado com tecidos normais (NIEDZIELSKA
et al.,, 2009; NIHON-YANAGI et al., 2012; PROENCA et al., 2015),

evidenciando sua importancia para o desenvolvimento desta neoplasia.
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A expressdo aumentada de TLR2 provoca um processo
inflamatério acentuado, dando inicio a principal via de sinalizagédo
regulatoria da inflamacédo, a do NFKB, que a partir do reconhecimento de
patdgenos por este receptor, recruta a molécula adaptadora MyD88 para
o dominio TLR / TIR com a indugéo de citocinas pro-inflamatorias pela
ativacdo da familia de proteinas IKK em um processo que envolve IRAK-1
e TRAF6. O complexo IKK catalisa a fosforilacdo e degradacdo de kB
pelo proteossomo, permitindo o deslocamento do NFKB para o nucleo. No
ndcleo, NFKB regula a expressao de citocinas pro-inflamatérias e a
adesdo de moléculas (ARANCIBIA et al., 2007; VIRTUE; WANG; YANG,
2012; DE KONING et al., 2012), facilitando assim a progressao tumoral.

Outro gene que merece ser destacado é o0 TLR4,
responsavel por codificar um receptor transmembrana de reconhecimento
padrdo que estabelece uma ligacao critica entre estimulantes do sistema
imune produzidos por microrganismos, em particular lipopolissacarideos
(LPS), e o inicio da reacdo imune inata aos agentes exdgenos, bem como
as ceélulas tumorais (KILLEEN et al., 2009; CAMMAROTA et al., 2010). No
intestino, a ativacdo de TLR4 em enterdcitos leva a uma inibicdo da
migracao e da proliferacdo, bem como a inducéo de apoptose, fatores que
podem promover lesdes intestinais quando os mecanismos de reparo sao
inibidos. Além disso, a sinalizacdo de TLRs epiteliais, que atuam
juntamente com a sinalizacdo de TLRs por leucécitos, participa do
desenvolvimento da inflamacdo intestinal (GRIBAR et al., 2008;
CAMMAROTA et al., 2010). A ativagdo do TLR4 leva a indugdo de uma
resposta inflamatoria mediada por multiplas vias e estimula a producao de
citocinas diversas, em especial a IL6 (ROSE-JOHN, et al.,, 2009;
CAMMAROTA et. al., 2010). Foi também demonstrado que a sinalizacdo
do TLR4 é fundamental para a carcinogénese do célon na colite crbnica,
sendo responsavel pela inducdo da COX-2, aumento da producdo de
prostaglandina E2, e ativacdo da fosforilacdo do EGFR (GRAU et al.,
2009; CAROTHERS et al., 2010; CAMMAROTA et al., 2010). Alguns
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estudos indicam que os niveis de expressao de TLR4 podem influenciar a
resposta imune inata e potencialmente relacionaram a variacdo na
sequéncia promotora de TLR4 com a suscetibilidade a doengas humanas
como o cancer (RAGNARSDOTTIR et al., 2010).

Dentre as citocinas ativadas pela via do NFKB pode-se
destacar as interleucinas pro-inflamatérias IL1B (KASZA, 2013; HAI PING
et al., 2016), IL6 (WALDNER; FOERSCH; NEURATH, 2012; MORANDINI
et al., 2013), IL8 (MORANDINI et al., 2013; BALASOIU et al., 2014) e o
fator de necrose tumoral alpha (TNF) (KOORTS et al., 2011; AL OBEED
et al., 2014), todas com papel importante na tumorigénese (Figura 5).

A IL1B é uma citocina pro-inflamatéria envolvida na
progressao tumoral (KASZA, 2013). Foi relatado que a inibicdo de IL1B
pode reduzir metastase e angiogénese em tumores in vivo, podendo
contribuir para terapias anti-tumorais (KASZA, 2013). Esta citocina €
produzida por mondcitos primarios do sangue, macréfagos do tecido e
células dendriticas (DINARELLO, 2011), e é essencial para a resposta
inata do hospedeiro contra a infeccdo (LOPEZ-CASTEJON; BOUGH,
2011).

IL6 esta envolvida na diferenciacdo de mondcitos em
macrofagos e na proliferacdo e resisténcia a apoptose de células T. Além
disso, IL6 participa da inflamag&o cronica, sendo necessaria para a
inducdo de células Thl7 efetoras, inibindo a diferenciacdo de células T
reguladoras, além de reforcar a proliferacdo e os efeitos anti-apoptoticos
em células tumorais (WALDNER; FOERSCH; NEURATH, 2012). Esta
citocina é produzida por células imunes, como macrofagos, células
dendriticas, mastdcitos, células B e células T CD4" efetoras, além de
células ndo imunes como células endoteliais, fibroblastos, células
epiteliais e células malignas (HIRANO, 1998). IL6 é considerada uma das
citocinas mais abundantes durante a ativacao prolongada e descontrolada
da inflamacdo (MAUER; DENSON; BRUNING, 2015), sendo uma das
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principais condutoras na progressdo da inflamag&o cronica para cancer
(RATH et al., 2015).

A IL8 possui efeitos pré-inflamatérios e pré-angiogénicos,
contribuindo para progressdo tumoral (BALASOIU et al., 2014). Esta
interleucina tem sido associada a CCR em estadio IV, evidenciando sua
correlacdo com a progressdo tumoral e com potencial de metéstase,
sendo considerada um biomarcador de pior prognéstico (BALASOIU et al.,
2014). Métodos terapéuticos, como a utilizacdo de nanoparticulas, tem
sido sugerido para bloquear a producéo de IL8 para melhorar a evolugéo
da doenca e o prognéstico (AGGARWAL, 2013). Esta citocina é produzida
por diferentes tipos celulares como mondcitos, macréfagos, fibroblastos e
gueratinécitos (DAN et al., 2010). IL8 pode estimular células que liberam
enzimas proteoliticas, permitindo a digestdo da matriz extracelular e
providenciando uma via para a migragdo de células inflamatorias,
crescimento tumoral e metastase. (YUAN et al., 2005)

TNF € uma citocina pré-inflamatéria que atua regulando a
apoptose, inflamacéo, proliferacdo e diferenciacédo celular. Esta proteina
pode ser produzida por macréfagos e células tumorais (SZLOSAREK;
BALKWILL, 2003; ZHAO et al., 2010), e sua principal funcéo fisiol6gica &
recrutar mondcitos e neutréfilos para o sitio de infeccdo (ABBAS,
LICHTMAN, POBER, 2003). Sua expressao elevada nos tecidos de CCR
pode promover o crescimento, desenvolvimento, progressao, invasao e
metastase tumoral (AL OBEED et al., 2014). TNF também parece estar

mais expresso em fases avancadas de CCR (estadio I, IV) em

comparacao com estadios iniciais (estadio II), desempenhando um papel

na relagao entre inflamacgao e cancer (AL OBEED et al., 2014).
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Figura 5: Papel das citocinas na carcinogénese. (a) Na presenca de uma lesao
ou infeccdo, a resposta imune ativa a expressdao de mediadores proé-
inflamatorios, como TNF, IL6 e IL8. (b) Na inflamacdo crénica, citocinas proé-
inflamatdrias podem induzir danos no DNA, levando ao inicio do tumor. (c) O
crescimento e invasao tumoral sdo favorecidos por citocinas pré-inflamatérias
que estimulam a proliferacdo celular, reduzem a apoptose e aumentam a
angiogénese. (d) Os macrdfagos associados a tumores (TAM), linfocitos
infiltradores de tumores (TIL) e fibroblastos associados a céncer (CAF)
contribuem para o crescimento tumoral e metastase (modificado de
LANDSKRON et al., 2014).
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I. 5. microRNAs e cancer colorretal

Outro fator que desempenha importante papel no
processo carcinogénico sdo os miRNAs, que controlam mudancas nos
niveis de expressdo de genes relacionados ao processo inflamatorio,
podendo ocasionar alteracbes no desenvolvimento tumoral (SONKOLY;
PIVARCSI, 2009; DI LEVA; GAROFALO; CROCE, 2014; LI et al., 2016a).
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Os miRNAs sdo pequenos RNAs endogenos nao-codificantes
(aproximadamente 22 nucleotideos), que quando maduros podem regular
a expressao génica por meio de repressao poés-transcricional, levando ao
silenciamento génico através da interacdo com seus RNAmM alvos e
também regulando a expressao protéica (VIRTUE; WANG; YANG, 2012).
A producdo de miRNAs se inicia no nacleo e € finalizada
no citoplasma. Primeiramente, os genes de miRNAs séo transcritos em
pri-miRNAs (precursores encapados e poliadenilados) pela RNA
polimerase 1. Em seguida o miRNA precursor & processado no nucleo
pelo heterodimero nuclear Drosha / DGCR8 que cliva o pri-miRNAs e
libera um pre-miRNA. Este é transportado para o citoplasma pela
exportina-5 e clivado perto de seu loop terminal pela RNAse Il Dicer,
liberando um miRNA de fita dupla de aproximadamente 22 nucleotideos.
Este se associa com proteinas Argonauta (Ago), formando o complexo
RISC (RNA-induced silencing complex). Uma das fitas permanece em
Ago como um miRNA maduro (fita guia), enquanto a outra fita é
degradada. Os miRNAs dirigem as proteinas Ago para os RNAm alvo
interagindo com locais de complementaridade imperfeita, promovendo a
repressdo da traducdo, ou a degradacdo do RNAmM quando ocorre a
complementariedade total. Com isso, os miRNAs exercem funcéo de
regulacao génica (DI LEVA; GAROFALO; CROCE, 2014) (Figura 6).
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Figura 6. Biogénese de miRNAs. Os genes de miRNAs séo transcritos em pri-
mMiRNAs, que séo clivados no nudcleo pelo heterodimero nuclear Drosha,
liberando um pre-miRNA. Este é transportado para o citoplasma pela exportina-5
e clivado perto de seu loop terminal pela Dicer, liberando um miRNA de fita dupla
de aproximadamente 22 nucleotideos. Uma das fitas se associa com proteinas
formando o complexo RISC (RNA-induced silencing complex) como um miRNA
maduro (fita guia), enquanto a outra fita € degradada. Os miRNAs se dirigem
para os RNAm alvo promovendo a repressdo da traducdo, ou a degradacao do
RNAmM (modificado de CRETOIU et al., 2016).
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Até o momento, 1881 sequencias de precursores e 2588
mMiRNAs maduros ja foram descritos em humanos (The miRBase
Sequence Database-Release 21.0), os quais regulam mais de 30% dos
genes (ISOMOTO et al., 2012). Os miRNAs modulam varias funcdes
celulares, como apoptose, proliferacao, diferenciacdo e metabolismo,
além de regular func¢des sistémicas, como a inflamagéo (JIN et al., 2016,

LI et al.,, 2016a). Em decorréncia destas caracteristicas, a expressao
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alterada de miRNAs esta associada a varias doencgas inflamatorias como
artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico, encefalomielite autoimune
experimental, neoplasias inflamatorias (VIRTUE; WANG; YANG, 2012) e
a diferentes tipos de canceres humanos (DI LEVA; GAROFALO; CROCE,
2014), bem como ao CCR (LI et al., 2016a), podendo atuar como
oncogenes ou supressor tumorais conforme seus genes alvos (WU et al.,
2011; DI LEVA; GAROFALO; CROCE, 2014).

Alguns estudos tém sido realizados para avaliar o efeito
de miRNAs na regulacdo das respostas imunes inata e adaptativa, bem
como na via de sinalizagdo para células inflamatérias em varios tipos de
tecidos (SONKOLY; PIVARCSI, 2009). Os resultados indicam que o0s
mMiRNAs possuem um importante papel na regulacdo da inflamacao, por
meio de sua acg&o sobre os RNAm de interleucinas (XU et al., 2011), como
também por meio da regulacdo pos-transcricional de receptores como
TLR2 e TLR4, que pode afetar a via de sinalizagdo TLR / IL1, responsavel
pela ativacdo de NFKB (VIRTUE; WANG; YANG, 2012). Além disso, a
expressdo dos miRNAs é tecido especifica, podendo ser utilizados como
biomarcadores de origem tumoral (LU et al., 2005). Em CCR, a acdo dos
mMiRNAs na regulacdo de genes da resposta inflamatéria tornam estes
importantes alvos terapéuticos e potenciais biomarcadores para este tipo
de cancer (OKAYAMA; SCHETTER; HARRIS, 2012; LI et al., 2016a).

Considerando a atuacdo dos mMiRNAs em diversos
processos fisiolégicos e patoldgicos, os perfis anormais de expressao de
MiRNAs podem acompanhar a progressdo tumoral e metastizacao
(TOKARZ; BLASIAK, 2012), podendo desempenhar diferentes papéis no
processo de metastizacdo do CCR incluindo invasdo e angiogénese
(MOHAMMADI; MANSOORI; BARADARAN, 2016; LI et al., 2016a).
Dessa forma podem servir como marcadores de diagnéstico, prognéstico
e resposta ao tratamento para o CCR (MOHAMMADI; MANSOORI;
BARADARAN et al., 2016; LI et al., 2016a). O conhecimento dos miRNAs

expressos no intestino poderd ajudar a identificar seus RNAmM alvos
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associados com diferentes vias da carcinogénese colorretal, os quais
poderiam atuar como potenciais alvos terapéuticos (LI et al., 2016a).

Varios miRNAs foram considerados importantes na
carcinogénese colorretal, bem como participantes do processo
inflamatoério, sendo indicados como potenciais biomarcadores para
diagnostico precoce e melhora na resposta a tratamentos (LI et al., 2016a;
MOHAMMADI; MANSOORI; BARADARAN, 2016). Por exemplo, o miR-
22-3p e o mMiR-28-5p foram descritos com funcbes de supressores
tumorais e os miR-34a-5p, miR-135b-5p e mIiR-21-3p com funcgdes
oncogeénicas (Tabela 1).

Tabela 1. MIRNAs selecionados para este estudo, com atuacdo na
carcinogénese colorretal e inflamacgéo.

MiRNASs Associagdes Referéncias
e Importancia no diagnéstico e progndstico no
hsa-miR-21-3p desenvolvimento de CRC. WANG et al., 2016

e Alvo predito*: recptor de TNF.

e Contribui para diminuir metastase e invasao
de células de CRC alvejando TIAM1, reduzindo
hsa-miR-22-3p MMP-2 / MMP-9 e VEGF. Ll et al., 2013
e Alvo predito*: recptor de TNF, receptor de
IL6, TLR2.

e Reduz proliferacdo, migracdo e invasao
celular em CCR, alvejando 0s oncogenes
hsa-miR-28-5p CCND1 e HOXBS. ALMEIDA et al., 2012
e Alvo validado*: receptor de TNF.
e Alvo predito*: TLR4.

¢ Relacionado com apoptose alvejando o gene
anti-apoptético SIRT1.
hsa-miR-34a-5p e Alvo predito*: TLR4. KARA et al., 2015
e Alvos validados: receptores de TNF, TLR1,
IL6, receptor de IL6, NFKB1.

e Promove progressdo tumoral e diminui

apoptose atuando em vias efetoras de CCR,
hsa-miR-135b-5p alvejando supressores tumorais como TGFbR2,

DAPK1, APC e LAST2.

e Alvo predito*: IL6.

VALERI et al., 2014
HE et al., 2015

*Base de dados consultadas: mirBase21, TarBase v.7.0, MirDB e TargetScanHuman Release 6.2.
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Além do mais a presenga de microrganismos na mucosa
intestinal pode ter um papel importante na modulacdo da expresséo de
MIiRNAs e citocinas envolvidos no processo inflamatério e resposta imune.
Neste aspecto, ha poucos estudos na literatura que avaliaram a
associacdo de F. nucleatum com miRNAs em CCR (ITO et al.,, 2015,
NOSHO et al., 2016; YANG et al., 2017).

Portanto, considerando os indicios do papel que F.
nucleatum apresenta na ativagdo do processo inflamatério, e a
importancia deste como fator de risco para CCR, o presente estudo visou
investigar a possivel associacdo de F. nucleatum com a progressédo do
cancer colorretal avaliando a presenca dessa bactéria em tecido de
adenoma e cancer colorretal e sua influéncia na modulacao de citocinas e
miRNAs. Com isso, possibilintando uma contribuicdo na compreenséo da
acdo de F. nucleatum na carcinogénse colorretal, bem como na
identificacdo de grupos de risco, deteccdo precoce e melhor prognostico
para CCR.
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II. OBJETIVOS

II. 1. Objetivo Geral

Tendo em vista a possivel associacdo de F. nucleatum
como um fator de risco para a progressao de cancer colorretal, o presente
trabalho investigou a influéncia de F. nucleatum na modulagdo da
expressado de citocinas e miRNAs e a interacdo entre esses fatores, para
o desenvolvimento do cancer colorretal, visando auxiliar na deteccéo
precoce e melhor progndstico para CCR e identificacdo de grupos de risco

para esta neoplasia.

Il. 2. Objetivos Especificos

1- Comparar os niveis de DNA de F. nucleatum em amostras de adenoma
colorretal, adenocarcinoma colorretal e tecido normal adjacente, e avaliar
se ocorre aumento da abundéancia dessa bactéria na via de progressdo

adenoma-adenocarcinoma;

2- Avaliar se a expressdo génica de mediadores inflamatoérios (TLR2,
TLR4, NFKB1, TNFA, IL1B, IL6 e IL8) e de miRNAs (miR-21-3p, miR-22-
3p, MmiR-28-5p, miR-34a-5p e miR-135b-5p) envolvidos na inflamacgéo e
carcinogénese esta alterada em amostras de adenoma e adenocarcinoma
colorretal, em comparacao com o tecido normal adjacente e correlacionar

com a abundéncia de F. nucleatum nesses tecidos.

3- Elaborar uma rede de interagdo miRNA:RNAmM que permita evidenciar
suas inter-relagbes e auxiliar a compreender as vias de regulacdo da
expressdo desses genes na ativacdo da resposta inflamatoria

desencadeada por F. nucleatum e no processo carcinogénico.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is associated with pathogens like Fusobacterium
nucleatum (Fn), that may provide a favorable microenvironment for
tumorigenesis through inflammatory changes. To examine the effect of Fn on
microenvironment of gut lesions, we evaluated Fn abundance in colorectal
adenoma (CRA) and CRC tissue samples and correlated these levels with mRNA
expression of inflammatory mediators (TLR2, TLR4, NFKB1, TNF, IL1B, IL6 and
IL8) and microRNAs (miR-21-3p, miR-22-3p, miR-28-5p, miR-34a-5p, miR-135b-
5p). We delineated a miR:mRNA interaction network to investigate the
participation of miRNAs in this process. Fn and mRNA levels were measured by
gPCR in DNA/RNA extracted from the disease and adjacent normal tissues (27
CRA and 43 CRC). Over-abundance of Fn was detected in CRA and more
markedly in CRC. We observed a significantly higher expression of TLR4, IL1B,
IL8, and miR-135b in CRA, and TLR2, IL1B, IL6, IL8, miR-34a and miR-135b in
CRC compared to their respective normal tissues. Furthermore, miR-22 and miR-
28 was found downregulated only in CRC tumor samples. mMRNA expression of
IL1B, IL6, IL8 and miR-22 was positively correlated with Fn quantification in
CRC. The mRNA expression of miR-135b and TNF was inversely correlated,
suggesting TNF as a novel possible target of this miRNA in CRC. miR:mRNA
interactions suggest that the upregulation of miR-34a in CRC proceeds via a
TLR2/TLR4 dependent response to Fn. Our findings indicate that Fn is a risk
factor for CRC by increasing the expression of inflammatory mediators IL1B, IL6
and IL8 through a possible miRNA mediated activation of TLR2 or TLR4.

Keywords: Colorectal Cancer, Colorectal Adenoma, Fusobacterium nucleatum,
Inflammation, Cytokines, MicroRNAs.
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INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is one of the three leading causes of cancer-
related death and the third most frequent worldwide with incidence of
approximately 1.4 million cases and mortality of more than 650,000 (1, 2). In
Brazil, CRC is the third most frequent cancer for both sexes (1, 2). CRC is
associated with chronic inflammation that can induce malignant cell
transformation and activate carcinogenic processes as proliferation, angiogenesis
and apoptosis (3).

The human intestinal microbiota is composed of many species that can
play an important role in inflammatory gastrointestinal diseases like inflammatory
bowel disease and CRC. Among them, Fusobacterium nucleatum (Fn) has
emerged as a potential factor in CRC etiology (4-6). This bacterium is a Gram-
negative anaerobic commensal pathogen that is associated with several human
diseases, especially those related to the oral and intestinal tracts (5, 7). Some
studies suggest that Fn can cause a pro-inflammatory microenvironment in the
intestine, through deregulating inflammatory and immune responses, thereby
promoting a microenvironment propitious to tumor initiation and CRC
progression (5, 6). However, the mechanisms involved in this proposed
tumorigenic process are still under discussion.

Studies have shown an abundance of Fn in tumor tissues and stool
samples from CRC patients compared to adjacent normal tissues, adenomas or

even healthy subjects, and this was also correlated with lower patient survival (6,
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8, 9). These results reinforce the importance of Fn detection to assist in the
identification of risk groups and early detection of CRC with implications for
disease prognosis as well.

The first step in the interaction of microorganisms with the intestinal
epithelium is the recognition by Toll-like receptors (TLRs) (10) and the activation
of the nuclear factor kappa B (NFKB) pathway, the main signaling pathway
regulating inflammatory response with implications for tumorigenesis (11). NFKB
may facilitate tumor progression through expression of pro-inflammatory
cytokines (12) which have different roles in colorectal carcinogenesis, such as
interleukin (IL) IL1B (13) that can induce tumor cell proliferation, IL6 and IL8
(14) that are related to tumor growth, angiogenesis and metastasis, and the tumor
necrosis factor A (TNF) (13) that can decrease cell death (15).

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding endogenous RNAs which
can regulate post-transcriptional gene expression (16, 17). When deregulated,
miRNAS can act as oncogenes or tumor suppressors depending on their target
MRNAs. They have a well-established role in inflammatory processes and can
serve as molecular markers for diagnosis, prognosis, and treatment response (17).
Several miRNAs have been associated with CRC development (18, 19) including
investigations of Fn induced inflammation and CRC (20, 21, 22).

There is a need for detailed study of the interaction networks between
inflammatory genes and miRNAs in the context of potential Fn-induced colorectal
carcinogenesis. Thus, we investigated the abundance of Fn in colorectal adenoma

(CRA) and CRC tissues and the association with the expression of inflammatory
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genes (TLR2, TLR4, NFKB1, TNF, IL1B, IL6 and IL8) and miRNAs (miR-21-3p,
miR-22 -3p, miR-28-5p, miR-34a-5p and miR-135b-5p) selected due to their
proposed involvement in the inflammatory process or colorectal carcinogenesis
from the literature and public databases [TarBase v7.0 (23) and miRbase 21 (24)].
Our findings suggest the host inflammatory response to Fn that may contribute to
the progression of CRA to CRC is mediated by TLR2 and TLR4, activating pro-
inflammatory cytokines IL1B, IL6 and IL8, in a potentially miRNA dependent

process.

MATERIALS AND METHODS

Clinical Samples

This study was approved by the Research Ethics Committee of IBILCE / UNESP
(Brazil - number 1.452.373). The written informed consent was obtained from all
individuals and all samples are coded to protect patient anonymity.

A total of 43 samples from CRC tissue and the matched adjacent normal
tissue (N-CRC), and 27 samples from CRA tissue and the matched adjacent
normal tissue (N-CRA) were collected by biopsies or surgical fragments from the
Proctology Service of Hospital de Base in Sdo José do Rio Preto, SP (Brazil)
during the period of 2010 to 2012.

All required information on demographic and clinical histopathological
parameters was obtained from the patients’ medical records. The inclusion criteria

were patients with a confirmed diagnosis of a pre-cancerous adenomas or sporadic
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CRC by clinical histopathological parameters without previous chemotherapy or
radiotherapy and without antibiotics or anti-inflammatories use at least two

months prior to sample collection.

Acid Nucleic Extraction and cDNA reverse transcription

Simultaneous extraction of total RNA and DNA from colorectal fresh tissue
samples was performed using the Trizol® (Ambion, Carlsbad, CA, USA) reagent
protocol. A reverse transcriptase reaction was performed using a High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) as
described previously (25). The synthesis of complementary DNA (cDNA) to the
miRNAs was carried out with TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Vilnius, Lithuania), according to the manufacturer's

protocol.

Quantification of F. nucleatum

Quantification of Fn was performed in CRA, CRC and the respective adjacent
normal DNA samples by quantitative Real-Time PCR (qPCR). TagMan® gene
expression assays (Applied Biosystems) with specific probes for bacterial gene
target NusG (5-TCAGCAACTTGTCCTTCTTGATCTTTAAATGAACC-3
TAMRA™  probe FAM™) and the human gene PGT (5-
CCATCCATGTCCTCATCTC-3' TAMRA™ probe FAM™) as a reference were
assayed by  StepOnePlus Real-Time PCR  (Applied Biosystems,

Marsiling, Singapore). The reactions were performed separately for each gene in a
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12 uL final volume using 20 ng of genomic DNA, 400 nM primer (NusG
sequences: 5 -CAACCATTACTTTAACTCTACCATGTTCA-3' and  3-
GTTGACTTTACAGAAGGAGATTATGTAAAAATC-5', PGT: 5-
ATCCCCAAAGCACCTGGTTT-3' and 3'-
AGAGGCCAAGATAGTCCTGGTAA-5) (Invitrogen), 400 nM of probe and
GoTag® probe 1x gPCR Master Mix (Promega). The reaction was subjected to
temperatures of 50 °C for 2 minutes, 95 °C for 10 minutes, then 60 cycles of 95
°C for 15 seconds and 57 °C for 1 minute (8). All reactions were performed in
duplicate and all experiments had a no template control that was used as
confirmation of no contamination. Ct (cycle threshold) values were calculated
after adjusting the threshold by StepOne™ Software program (v.2.2.2) and all
samples where a Ct was detected by the equipment were considered positive.
Relative quantification (RQ) for the Fn gene (NusG) was calculated based on the
2—AACt

method (26), and it was performed in an unpaired way, using the mean of

adjacent normal samples as a calibrator for each group.

Relative quantification of inflammatory mediators and miRNA genes

The relative quantification of the expression of 7 inflammatory genes [TLR2
(Hs00610101_m1), TLR4 (Hs01060206_m1), NFKB1 (Hs00765730_m1), IL1B
(Hs01555410 m1), IL6 (Hs00985639 m1l), IL8 (Hs00174103 m1) and TNF
(Hs00174128 m1)] and 5 miRNAs [hsa-miR-21-3p (TM002438), hsa-miR-22-3p
(TM000398), hsa-miR-28-5p (TM000411), hsa-miR-34a-5p (TM000426), hsa-

miR-135b-5p (TMO002261)] was performed in 27 CRA and 43 CRC cDNA
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samples. Two pools were prepared with the same amount of each adjacent normal
cDNA sample from each lesion, forming one pool for N-CRA and one for N-
CRC, and it was used as a calibrator for each analysis. All analyses were
performed by gPCR technique with StepOnePlus Real-Time PCR Systems
equipment (Applied Biosystems). Ct values were calculated after adjusting the
threshold by StepOne™ Software program (v.2.2.2). For the mRNA analyses, the
ACTB and GAPDH genes were used as the endogenous controls, as validated in a
previous study (25). For the miRNAs analysis, the method of global normalization
was employed (27)

The gPCR reactions were performed using the TagMan® gene expression
assays (Applied Biosystems) with specific probes for each gene according to the
manufacturer's instructions, in a final volume of 10 pl, with 25 ng of cDNA for
the inflammatory mediators genes and 0.66 ng for the miRNAs reactions. All
reactions were made in duplicate and all experiments had a no template control.
RQ was calculated using the 2" method (26) and calibrated with the Ct of a
pool of the respective adjacent normal samples, or with the Ct mean of CRA

samples.

MIRNA-mRNA interaction networks

Prediction of targets regulated by miRNAs was performed using the
bioinformatics tool MiRNA Data Integration Portal
(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) (28). A protein—protein interaction network

was generated via the String (version 9.1) database using the target genes as input
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(29). The identified miRNAs and target genes were integrated into interaction
networks by Cytoscape software (version 3.1.1) (30). The biological function of
the identified genes in the network was defined using the tool BINGO in
Cytoscape (version 3.0.2) (31). The Cytoscape software also enables a
visualization of the network as graphs with the nodes representing the

genes/miRNAs/proteins and the edges representing their interactions.

Statistical analyses

The distribution of continuous data was evaluated using the D'Agostino &
Pearson normality test. Wilcoxon signed-rank test was used to comparing the RQ
median of gene expression between disease and normal tissues. Fn quantification
was performed in an unpaired way, using the mean of adjacent normal samples as
a calibrator for each group. For inflammatory gene and miRNA expression, a pool
of the RNA extracted from the adjacent normal tissue was considered as one
sample for calibration. Spearman's rank correlation coefficient test was performed
to compare Fn quantification with expression of the inflammatory genes and
miRNAs. For all analysis, p<0.05 was considered statically significant. The

analysis was performed by GraphPad Prism software (version 6.01).
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RESULTS

Quantification of F. nucleatum in adenoma and CRC tissues

Among 43 CRC and 27 CRA samples and their respective normal adjacent
mucosa (N-CRC and N-CRA) quantified for Fn (Table S1), 33 (76.7%) CRC/ 31
(72.1%) N-CRC, and 14 (51.8%) CRA/ 13 (48.1%) N-CRA samples were positive
for bacterial DNA. Of these, the presence of the bacterium was observed in the
same patient in both normal mucosa and lesion in 6 CRA and 27 CRC. A
significant increase of bacterial DNA was found in both CRA (RQ=5.64) and
CRC (RQ=8.67) compared to the normal adjacent tissue (Figure 1).

In addition, analysis of Fn quantification for the CRC group was also
performed in a paired way, using the respective adjacent normal of each sample as
its specific calibrator. The result was consistent with the unpaired analysis
showing a higher amount of Fn in tumor tissue (RQ=17.71, p=0.0002). For CRA
samples, this paired analysis was not worthwhile due to the low number of 6
paired samples available.

A comparison of CRC with CRA samples, using the mean Ct of CRA
rather than the normal mucosa as calibrator for the analysis, estimated the
quantification of Fn as 24.84 times higher in CRC than in CRA (p<0.0001)

(Figure 1C).
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Gene expression of inflammatory mediators

The relative gene expression of inflammatory mediators in both CRA and CRC
samples was compared with a pool of the corresponding adjacent normal tissue as
a calibrator. For CRA tissue samples, a significant increase of mMRNA expression
was detected for TLR4 (RQ=2.27, p=0.0003), IL1B (RQ=2.27, p=0.0047) and IL8
(RQ=3.33, p=0.0006) (Table 1, Figure 2A), while the CRC tumor samples showed
a significant increase of mRNA for TLR2 (RQ=2.36, p<0.0001), IL1B (RQ=4.13,
p<0.0001), IL6 (RQ=6.67, p<0.0001) and IL8 (RQ=6.36, p<0.0001) (Table 1,
Figure 2B).

Concordantly, using the Ct mean of CRA disease tissue samples as
calibrators for the CRC tumor tissue expression again showed an increased
expression of TLR2 (RQ= 1.68, p<0.0001), IL1B (RQ=4.79, p<0.0001), IL6
(RQ=9.40, p<0.0001) and IL8 (RQ=12.12, p<0.0001) in CRC samples compared

to CRA tissue (Table 1, Figure 2C).

MiRNA gene expression

A similar analysis for the calculation of the miRNA relative gene expression was
performed for CRA and CRC samples, comparing each sample with a pool of the
adjacent normal tissue. For the CRA group it was observed that miR-135b was
upregulated (RQ=2.19, p=0.0074) (Table 2, Figure 3A). However, for CRC
samples, while miR-34a (RQ=1.38, p= 0.0029) and miR-135b (RQ=9.31,
p<0.0001) were upregulated, miR-22 (RQ=0.27, p<0.0001) and miR-28

(RQ=0.65, p=0.0045) were downregulated (Table 2, Figure 3B). Using the CRA
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samples as calibrators for CRC again revealed a significant increase in gene
expression of miR-34a (RQ=1.26, p=0.0101) and miR-135b (RQ=2.64, p<0.0001)

in tumor tissue (Table 2, Figure 3C).

Correlation between inflammatory mediators and miRNA gene expression
with F. nucleatum abundance

The RQ values of inflammatory genes (TLR2, TLR4, NFKB1, TNF, IL1B, IL6 and
IL8) were correlated with Fn gene quantification in CRA and CRC samples. For
the CRA group, the only significant finding was a negative correlation for TLR4
with Fn quantification (r= - 0.62, p=0.0235). However, for CRC, a significant
positive correlation for the cytokines IL1B (r=0.46, p=0.0066), IL6 (r=0.47,
p=0.0059) and IL8 (r=0.54, p=0.0013) was observed with bacterial DNA levels
(Table 3).

In the miRNA analysis, we evaluated the correlation between the RQ
values of miRNAs (miR-21, miR-22, miR-28, miR-34a and miR-135b) with Fn
quantification. While no significant correlation was observed for the CRA group,
there was for CRC a significant positive correlation of miR-22 expression with Fn

(r=0.38, p=0.0331) (Table 3).

MiIRNA-mMRNA correlation and interaction networks
Finally, independent of considerations of Fn levels, we also performed the
correlation analysis between the RQ values of miRNAs with the inflammatory

genes in both CRA and CRC samples. For CRA, there was a positive correlation
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of IL8 with miR-21 (r=0.40, p= 0.0466), miR-34a (r=0.44, p=0.0296) and miR-
135b (r=0.46, p=0.0200) (Table 4). Regarding CRC, several positive correlations
were observed between miR-21, miR-22 and miR-28 with most of the
inflammatory genes evaluated, while there was also a significant inverse
correlation between miR-135b and TNF (r=- 0.32, p=0.0411) (Table 4).
Additionally, we identified in silico a miRNA:mRNA interaction network
that may be deregulated in CRC (Figure 4). This analysis demonstrated the
interrelations of the inflammatory mediator genes alone and with their miRNAs
moderators (e.g., miR-28 and miR-34a targeting TLR4, miR-22 targeting TLR2 and
miR-135b targeting IL6). The negative correlation of the expression of miR-135b
and TNF found in this study (Table 4) is also demonstrated in this network,
although not validated in our study and not yet predicted by public databases (28)

(Figure 4).

DISCUSSION

To better understand the possible link of Fn and the immune response in CRC
development, this report evaluated Fn quantification in CRA and CRC tissue for
the first time in a South American patient study and examined the association with
expression of cytokines and miRNAs involved in the inflammatory stress
response. Our results corroborate previous studies that Fn is present in greater

amounts in tumor compared to both adenoma or matched normal tissues (5, 8, 9,



Artigo 61

32-34). Importantly, our work further suggests that the abundance of Fn can affect
cytokine expression possibly via recognition by TLR4 and TLR2 with regulation
by miRNAs such as miR-34a, miR-135b and miR-22.

Our study demonstrated in a population sample of patients from the
Southeastern region of Brazil a significantly higher over-representation of Fn in
CRA and CRC, compared to adjacent normal tissue, which was more apparent in
CRC compared to CRA. This provides more evidence of the likely increasing
abundance of Fn in disease state through the adenoma to cancer progression.
Several studies in North America, European and Asiatic populations have shown
the over-abundance of Fn when comparing CRC with normal adjacent tissue or
healthy subjects (5, 8, 9, 32-34) or with adenoma levels (8, 32). Currently, only
one Brazilian study with a small sample size, also in the Southeast region, has
previously shown higher levels of Fn in CRC (here, DNA levels in fecal samples
of CRC patients were compared to those of healthy subjects) (35).

The mechanism by which Fn functionally contributes to colorectal
tumorigenesis remains unclear. It has been shown that this bacterium causes an
inflammatory microenvironment more favorable to CRC development among
other bacteria that colonize the tumor site (6). A carcinogenic mechanism has also
been proposed by which Fn stimulates growth factors to CRC cells by FadA
adhesion that binds to E-cadherin and activates the B-catenin pathway thus
promoting an oncogenic and inflammatory response (36). Moreover, Yu et al.

2015 (37) suggested that the presence of Fn in the gut affects tumor-related
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cytokines and activates the JAK/STAT and MAPK/ERK pathways, increasing
CRC tumor progression.

In CRA disease tissue we found that mRNA expression of TLR4, IL1B,
and IL8 was increased, as was the expression of miR-135b. In CRC tumor tissue,
the TLR2 receptor and the interleukins genes IL1B, IL6 and IL8 were significantly
upregulated, as well as miR-34a and miR-135b when compared to adjacent normal
tissue and to CRA, while miR-22 and miR-28 were downregulated. These findings
indicate that several of these genes are already deregulated in early CRA stages of
colorectal neoplasia as well as in CRC, so that they may be contributing to
inflammatory pressures that drive the CRA to CRC progression. Higher TLR2
expression appears to be a later event in colorectal carcinogenesis, as also
indicated by our recent study showing an increased mMRNA and protein expression
of TLR2 in CRC tissue (25).

A previous study demonstrates that a main Fn outer membrane protein
(FomA) is a TLR2 agonist (38), potentially activating inflammatory factors in the
intestine and consequently increasing the risk of cancer. Moreover, the FomA
protein induced the production of IL8 in a human nonhematopoietic cell model of
TLR expression (HEK cells) and of IL6 in a purified splenic B cells from wild-
type mice, but failed to activate B cells from TLR2 KO mice (38). However some
in vitro studies demonstrate the activation of both TLR2 and TLR4 in the immune
response induced by Fn (39, 40). Animal models indicate this may be more
important for TLR4 as after Fn infection the mortality rate was reduced in TLR4-

deficient mice, but not in TLR2-deficient mice (39). All together, these findings
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suggest the involvement of both TLR2 and TLR4 for Fn recognition, with a
possibly differential recognition by TLR2 with more severe colorectal disease
pathology, as demonstrated by our data for tumor tissue.

Correlation of inflammatory gene and miRNA expression with Fn level
showed a positive association with IL1B, IL6, IL8 and with miR-22 in CRC tissue.
Raised expression of IL1B, IL6 and TNF has also been reported by in vitro and
animal model studies after Fn infection (41, 42).

Together with exiting data, our results are consistent with a scenario where
Fn triggers an increased expression of IL1B, IL6 and IL8 which further adds to
inflammatory pressures fueling the progression of colorectal neoplasia. Our work
suggests that this may proceed by an alternative pathway involving recognition by
the TLR2 receptor to that previously shown for the invasion of epithelial cells via
FadA.

Currently, few studies have evaluated the abundance of Fn with miRNA
expression in CRC (20, 21, 22). Yang et al. (2017) (22) demonstrated that Fn
infected CRC cells stimulates the TLR4/MYD88/NFkB pathway, which
participates in the upregulation of miR-21-5p. Moreover, this study found that
treatment of Fn in cell lines can also induce TLR2 expression (22).

In our study, we found a positive correlation between miR-22 and the
abundance of Fn in CRC. miR-22 targets the p38 gene and suppressed its
expression, which can impair the production of dendritic cells in tumors (43). As
dendritic cells are important in the recognition of microorganisms, by expressing

different TLRs such as TLR2 (44), patients with upregulated miR-22 may have
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less dendritic cells production in their immune system, favoring the proliferation
of microorganisms as Fn. Therefore, this positive correlation observed between
miR-22 and Fn can be related to its role in the immune response and it should be
better investigated.

Considering that miRNAs may play an important role in the regulation of
gene expression related to microbial recognition, immune response  and
carcinogenesis, we also evaluated the correlation between expression of the
miRNAs and the inflammatory mediators, and we formulated an interaction
MRNA:mMiRNA network based on predicted database targets (28). However, most
of the correlations were positive, such as miR-21, miR-34a and miR-135b with IL8
in CRA, and between miR-21, miR-22 and miR-28 with most of the inflammatory
mediators studied in CRC tissues. However, a negative correlation was observed
between miR-135b and TNF, indicating a possible novel targeting mechanism
whereby miR-135b binding might decrease TNF expression.

miR-135b has been previously associated with increased expression in
CRC and CRA (45-47), and proposed to be an oncomiR targeting several tumor-
suppressor genes (45, 47). Studies have proposed that the detection of miR-135b
in stool samples can be used as a noninvasive biomarker for CRC and CRA (48),
and silencing miR-135b may be considered a possible therapy for CRC treatment
(45, 47). Data showing that miR-135b indirectly inhibits the production of LPS
(Lipopolysaccharide)-induced TNF Dby suppressing the production of ROS
(Reactive Oxygen Species) and the activation of NFKB in human macrophages

(49) support the negative correlation found between miR-135b and TNF. Although
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this proposed miRNA-mRNA relationship is not yet predicted by the major
miRNA public databases (28), it would be interesting to confirm this by
functional studies.

Regarding the role of miR-34a in CRC, studies have demonstrated it acting
as both an oncomiR showing upregulation (50, 51) and as a tumor suppressor
displaying reduced expression (52-55). According to our interaction network
analysis, miR-34a can target TLR4. This may explain the low expression of TLR4
in CRC samples and overexpression in CRA, in which miR-34a had a basal
expression. Our data together with previous studies show an increased expression
of TLR2 in CRC. Therefore, in CRC a significant mechanism for recognition of
Fn may be via TLR2, with consequent activation of interleukins IL1B, IL6 and
IL8. Moreover, TLR2 is a predicted target of miR-22, which was downregulated in
the CRC samples evaluated in our study.

Evidence suggests that miRNAs miR-22 and mir-28 function as tumor
suppressors. mir-22 can target key oncogenes for tumor invasion, metastasis and
angiogenesis in CRC (56, 57). A recent study has shown a reduced expression of
miR-28 in the tissue of CRC liver metastases (58). However, the activity of this
miRNA differs by 3p or 5p strand translation. miR-28-3p has been implicated in
increased migration and invasion, while miR-28-5p, analyzed in our study, was
reported to play a role in reducing tumor proliferation, migration and invasion in
CRC (59).

Taken these data together, it can be suggested that excessive invasion of

colorectal lesions by Fn might activate the inflammatory cascade through TLR2 or
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TLR4 receptors. In turn, this activates the NFKB pathway that regulates the
expression of pro-inflammatory cytokines, such as IL1B, IL6 and IL8, which
contribute to cell proliferation and tumor progression. This pathway may be
modulated by miR-135b that we found to be deregulated in both CRA and CRC
tissue and may possibly involve modifications with other upregulated (miR-34a)

and downregulated (miR-22 and miR-28) miRNAs in CRC carcinogenesis.

CONCLUSION

Our results showed a higher level of Fn in CRA and CRC disease tissue which is
more striking for CRC, suggesting an expansion Fn colonization during the
adenoma — adenocarcinoma progression. Our gene expression data suggest that
this may lead to increased inflammatory pressures during CRC development
based on the high expression of pro-inflammatory interleukins IL1B, IL6 and IL8
and the correlation with Fn levels. The Fn recognition may be mediated by TLR2
in CRC or TLR4 in CRA, and dependent on interactions with differently regulated
miRNAs. The upregulation of miR-34a in CRC could contribute to decreased
TLR4 expression thus possibly favoring the recognition of Fn by TLR2.
Furthermore, we propose a model where the association of miR-135b with
decreased expression of TNF in CRC tumor tissue may result from direct targeting
of TNF by this miRNA. Together, these findings reinforce the role of Fn in

colorectal carcinogenesis and the rationale for efforts to develop early detection
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strategies for CRC based on Fn and its biological interactors as potential
biomarkers and the analysis of both miRNA and Fn levels may provide an

improvement in early detection of CRC.
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Figure 1. Relative Quantification (RQ) of Fn NusG gene. in adenoma (CRA) and
colorectal cancer (CRC) samples compared to adjacent normal tissue (Normal
Reference RQ=1), and CRC compared to CRA tissue (CRC/CRA). Statistically
significant difference, according to the Wilcoxon signed rank test (CRA: ***p=
0.0002, CRC: ***p= 0.0002, CRC/CRA: ***p < 0.0001). Median with

interquartile range graph.
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Figure 2. Relative Quantification (RQ) of inflammatory genes: (A) Adenoma

(CRA) and (B) colorectal tumor tissue samples (CRC) compared to a pool of

respective adjacent normal tissue samples, and (C) CRC compared to CRA

samples (CRC / CRA). All samples was normalized for reference genes ACTB

and GAPDH.

Normal Reference RQ=1. Statistically significant difference,

according to the Wilcoxon signed rank test ** p<0.01; *** p<0.001). Median with

interquartile range graph.
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Figure 3. Relative Quantification (RQ) of miRNA genes: (A) Adenoma (CRA)
and (B) colorectal tumor tissue samples (CRC) compared to a pool of respective
adjacent normal tissue samples, and (C) CRC compared to CRA samples (CRC /
CRA). Normal Reference RQ=1. Statistically significant difference, according to
the Wilcoxon signed rank test (** p<0.01; *** p<0.001). Median with

interquartile range graph.
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Figure 4. Protein interaction network showing miRNAs and their predicted gene
targets. The protein interaction network (gray lines) shows the interaction between
proteins encoded by target genes that are predicted to be regulated by miRNAs.
Predicted interactions between miRNAs and target genes are shown by the
black lines. The dashed black line represents the possible interaction suggested in
this study for miR-135b-5p and TNF. Ellipses represent target genes/proteins; red

triangles represent upregulated miRNAs; green triangles represent downregulated
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TABLES

Table 1. Relative quantification (RQ) of MRNA expression of the inflammatory
genes in adenoma (CRA) and colorectal carcinoma (CRC) samples compared with
adjacent normal tissue samples as calibrator in an unpaired way, and using the

adenoma samples as calibrator (CRC/CRA).

TLR2 TLR4 NFKB1 IL1B IL6 IL8 TNF
CRA
RQ median 0.87 2.27 1.02 2.27 1.12 3.33 0.75
0.32- 0.45- 0.14-
RQRange 0.36-10.80 11.25 3.38 0.14-76.76  0.09-80.41 0.10-874.50  2.60
P value 0.2940 0.0003* 0.5360 0.0047* 0.2473 0.0006* 0.0527
CRC
RQ median 2.36 0.74 0.90 4.13 6.67 6.36 0.72
0.20- 0.31- 0.06-
RQRange 0.31-35.80 23.42 8.49  0.13-245.70 0.09-192.80 0.16-194.20 31.76
P value <0.0001* 0.4476 0.9855  <0.0001* <0.0001* <0.0001* 0.2391
CRC/CRA
RQ median 1.68 0.54 0.78 4.79 9.40 12.14 0.70
0.15- 0.27- 0.06-
RQ Range 0.22-25.49  17.22 7.35 0.15-284.80 0.13-271.80 0.31-370.60  30.77
P value <0.0001* 0.0608 0.1237 <0.0001* <0.0001* <0.0001*  0.1560

Wilcoxon signed rank test. *P-value <0.05 were considered statistically significant.
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Table 2. Relative quantification (RQ) of mRNA of the miRNAs in adenoma
(CRA) and colorectal carcinoma (CRC) samples compared with adjacent normal

tissue samples as calibrator, and using the adenoma samples as calibrator

(CRC/CRA).
miR-2I  miR-22 miR-28 miR-34a miR-135b
CRA
RQ median 0.75 0.85 0.73 0.97 2.19

RQ Range 0.15-13.91 0.10-3.05 0.08-2.17 0.12-4.74 0.10-25.13

P value 0.6349 0.1747 0.1904 0.3306 0.0074*
CRC
RQ median 0.53 0.27 0.65 1.38 9.31

RQ Range 0.08-12.53 0.026-2.78 0.11-7.27 0.20-30.0 0.45-74.00

P value 0.1725 <0.0001* 0.0045* 0.0029* < 0.0001*
CRC/CRA
RQ median 1.01 0.59 0.77 1.26 2.64

RQ Range 0.15-23.91 0.06-6.07 0.14-8.79 0.18-27.51 0.13-20.96

P value 0.0969 0.5770 0.1271 0.0101* < 0.0001*

Wilcoxon signed rank test. *P-value <0.05 were considered statistically significant.
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Table 3. Correlation analysis between the relative quantification (RQ) of the
inflammatory genes and of the miRNAs with the levels of the F. nucleatum gene in
adenoma (CRA) and colorectal carcinoma (CRC) samples. Table color-coded represents a
range from green (positive correlations) over yellow to red (negative correlations).

Spearman correlation coefficient ) CRA  CRC

TLR2 0.42 0.09

P-value 0.1557 0.6335
TLR4 -0.62 -0.01

P-value 0.0235* 0.9587
NFKB1 -0.40 -0.04

P-value 0.1809 0.8045
IL1B 0.31 0.46

P-value 0.3064 0.0066*
IL6 0.01 0.47

P-value 0.9716 0.0059*
IL8 -0.07 0.54

P-value 0.8166 0.0013*
TNF 0.30 0.23

P-value 0.3156 0.2027
miR-21 -0.21 0.26
P-value 0.4643 0.1467
miR-22 0.17 0.38
P-value 0.5528 0.0331*
miR-28 0.04 0.01
P-value 0.8872 0.9413
miR-34a 0.17 0.00
P-value 0.5630 0.9905
miR-135b -0.05 0.22
P-value 0.8637 0.2163

Spearman correlation test. *P-value <0.05 were considered statistically significant.
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Table 4. Correlation analysis between the relative quantification (RQ) of the
miRNAs with the inflammatory genes in adenoma (CRA) and colorectal cancer
(CRC) samples. Table color-coded represents a range from green (positive correlations)

over yellow to red (negative correlations).

Spearman correlation coefficient (r) miR-21 miR-22 miR-28 miR-34a miR-135b
CRA

TLR2 0.09 0.29 0.31 0.23 0.09
P-value 0,6608 0,1655 0.1266 0.2606 0.6714
TLR4 0.18 0.06 0.18 0.41 0.38
P-value 0.3892 0.7926 0.3955 0.0431 0.0598
NFKB1 -0.01 -017 -0.21 -0.19 -0.20
P-value 0.9796 0.4252 0.3191 0.3650 0.3454
IL1B 0.29 0.15 0.09 0.45 0.38
P-value 0.1667 0.4834 0.6555 0.0232 0.0610
IL6 0.30 0.08 0.05 0.26 0.24
P-value 0.1430 0.7148 0.8237 0.2136 0.2417
IL8 0.40 0.18 0.17 0.44 0.46
P-value 0.0466* 0.4017 0.4273 0.0296* 0.0200*
TNF -0.21 -0.04 -0.03 -0.05 -0.11
P-value 0.3083 0.8638 0.9012 0.8152 0.6084
CRC

TLR2 0.29 0.53 0.18 0.19 -0.14
P-value 0.0777 0.0005* 0.2790 0.2408 0.3923
TLR4 0.07 0.34 0.33 0.26 0.05
P-value 0.6680 0.0377* 0.0401* 0.1216 0.7586
NFKB1 0.18 0.31 0.02 -0.1 -0.3
P-value 0.2779 0.0499* 0.8958 0.5462 0.0574
IL1B 0.53 0.43 0.13 0.22 -0.10
P-value 0.0004* 0.0055* 0.4139 0.1668 0.5248
IL6 0.54 0.57 0.18 0.21 0.05
P-value 0.0004* 0.0002* 0.2813  0.2095 0.7680
IL8 0.53 0.37 0.09 0.23 0.13
P-value 0.0005* 0.0180* 0.5734 0.1506 0.4314
TNF 0.26 0.42 0.03 0.08 -0.32
P-value 0.1094 0.0071* 0.8406 0.6264 0.0411*

Spearman correlation test. P-value <0.05 were considered statistically significant.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Table S1. Characteristics of colorectal adenoma (CRA) and cancer (CRC)
patients and relative quantification (RQ) of F. nucleatum according to gender, age

and location of lesion.

CRA CRC

Age (years old)? <60 >60 <60 >60
N (%) 12 (44%) 15 (56%) 19 (44%) 24 (56%)
Range 30to 81 3510 97
RQ median 5.938 3.539 82.04 13.44
P-value 0.4557 0.4495
Sex? Female Male Female Male
N (%) 16 (59%) 11 (41%) 19 (44%) 24 (56%)
RQ median 4.44 6.08 165.52 2.63
P - value 0.9497 0.0082*
Location of lesion®
Colon
N (%) 16 (59%) 14 (33%)
RQ median 3.45 50.98
Range (min - max) (0.52 - 6.26) (0.04 — 12,49 x10°)
Sigmoid
N (%) 6 (22%) 19 (44%)
RQ median 19.89 2.91
Range (min - max) (19.89 - 19-89) (8x10° — 62x10%)
Rectum
N (%) 5 (19%) 10 (23%)
RQ median 18.50 494.70
Range (min - max) (13.66 - 151.30) (0.85 — 5x10°%)

P-value 0.0181* 0.1666

*Mann-Whitney U test, "Kruskal-Wallis test (post test: Dunn's Multiple Comparison Test).

*P-value <0.05 were considered statistically significant.
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IV. DISCUSSAO

Visando esclarecer a possivel relacdo de F. nucleatum
com a resposta inflamatoria e o desenvolvimento de CCR (cancer
colorretal), este trabalho investigou a abundancia de F. nucleatum em
tecido de ACR (adenoma colorretal) e CCR, pela primeira vez em
populacao brasileira, e avaliou sua influéncia na expressao de citocinas e
mMiRNAs envolvidos na resposta inflamatéria e carcinogénese. Nossos
resultados corroboram estudos prévios de que F. nucleatum esta presente
em maiores quantidades no tumor em comparagcdo com adenomas ou
tecidos normais adjacentes (CASTELLARIN et al., 2012; FLANAGAN et
al., 2014; LI et al., 2016b; MIRA-PASCUAL et al., 2014; WEI et al., 2016;
REPASS; MAHERAL; OWEN et al., 2016). Este trabalho sugere ainda
gue a abundancia de F. nucleatum pode afetar a expressao de citocinas
possivelmente por meio de seu reconhecimento por TLR4 e TLR2,
regulado por miRNAs como miR-34a, miR-135b e miR-22.

O presente estudo demonstrou em pacientes brasileiros
uma maior abundancia de F. nucleatum em ACR e em CCR, em
comparacao com o tecido normal adjacente, e essa abundancia foi ainda
maior em CCR. Estes dados indicam uma provavel colonizacéo crescente
de F. nucleatum na progressdo ACR - CCR. Alguns estudos tém indicado
a associacdo de F. nucleatum como fator de risco para CCR em
populacdes da América do Norte, Europa e Asia, comparando o tecido
tumoral com tecido normal adjacente, com individuos saudaveis
(CASTELLARIN et al., 2012; FLANAGAN et al., 2014; LI et al., 2016b;
MIRA-PASCUAL et al.,, 2014; WEI et al.,, 2016; REPASS; MAHERAL;
OWEN et al.,, 2016) ou com ACR (FLANAGAN et al.,, 2014; MIRA-
PASCUAL et al., 2014). Atualmente, apenas um estudo brasileiro com
baixo nimero amostral, também na regido Sudeste, evidenciou maior

abundéancia de F. nucleatum em amostras fecais de pacientes com CCR



Discussdo 89

em comparacdo com amostras fecais de individuos saudaveis
(FUKUGAITI et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que F. nucleatum esta
presente em 8,6% de amostras de CCR do Japao (NOSHO et al., 2016) e
em 13% de amostras dos Estados Unidos (MIMA et al., 2016a). Estas
frequéncias sdo menores do que as observadas no presente estudo, que
sdo similares a populacdo chinesa, com 87,1% de frequéncia de F.
nucleatum em amostras de CCR (LI et al., 2016b). Esses diferentes
resultados podem estar relacionados a habitos sociais e dietéticos que
podem afetar a microbiota intestinal, como o uso de antibidticos, higiene e
exposicdes ambientais (LOZUPONE et al., 2012). Ha relatos que uma
dieta rica em gordura e acucar e ingestdo de probidticos pode mudar a
comunidade microbiana (ALLEN-VERCOE; JOBIN, 2014).

Conforme dados apresentados na Tabela S1 (material
suplementar) do artigo, este estudo também mostrou que F. nucleatum
parece ser mais abundante em adenomas localizados no reto do que de
cOlon, porém esse achado pode ser devido ao baixo nUmero de amostras
analisadas. No entanto, ndo houve diferenca significativa quanto a
localizagdo de F. nucleatum nas amostras de CCR. Apenas um estudo
observou que a quantidade de F. nucleatum aumenta linearmente ao
longo do intestino a partir do reto em direcdo ao ceco (MIMA et al.,
2016b). Contudo, outros estudos n&do encontraram associacdo desta
bactéria (FLANAGAN et al, 2014) ou de outras espécies de
Fusobacterium (TAHARA et al., 2015) com regibes especificas do
intestino. Portanto, esses dados podem indicar que essa bactéria nem
sempre tem uma preferéncia pela regido intestinal para a colonizacao.

Com relacdo a idade dos pacientes, tanto no grupo ACR
quanto no de CCR, ndo foi encontrada diferenca quanto a representacao
bacteriana (Tabela S1, material suplementar), uma vez que todos os
pacientes sdo adultos, onde a infeccdo por microrganismos ndo muda

muito, como na infancia. Sabe-se que a maioria das mudangas na
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microbiota intestinal ocorre no inicio da vida, até que aconteca uma
estabilizacdo. Assim, as variagdes interpessoais na microbiota intestinal
sdo maiores na infancia do que em adultos (LOZUPONE et al., 2012).
Quanto ao género, verificou-se em CCR uma maior quantificagdo de F.
nucleatum em mulheres do que em homens (Tabela S1, material
suplementar). Com relagcdo a este aspecto, a microbiota varia com a
gravidez e influéncias hormonais (LOZUPONE et al., 2012; GOMEZ;
LUCKEY; TANEJA et al.,, 2015). No entanto, essas diferencas podem
estar mais relacionadas a habitos culturais especificos e estilo de vida dos
diferentes sexos do que a uma resposta hormonal, considerando que
estudos humanos séo dificeis de se interpretar sua causalidade versus
consequéncia de doencas devido a um grande numero de fatores que
influenciam a resposta imune (GOMEZ; LUCKEY; TANEJA et al., 2015).
Embora varios estudos tenham demonstrado a
associacao de F. nucleatum com a tumorigénese colorretal, 0 mecanismo
pelo qual essa bactéria contribui funcionalmente para esse processo
permanece incerto. Foi demonstrado que F. nucleatum provoca um
microambiente inflamatério mais favordvel ao desenvolvimento de CCR
entre outras bactérias que colonizam o local do tumor (KOSTIC et al.,
2013). Foi também proposto um mecanismo carcinogénico pelo qual F.
nucleatum estimula fatores de crescimento pelas células tumorais por
meio da adesina FadA que se liga a E-caderina ativando a via da B-
catenina, iniciando uma resposta oncogénica e inflamatéria (RUBINSTEIN
et al., 2013). Além disso, Yu et al. (2015) sugeriram que a presenca de F.
nucleatum no intestino altera as citocinas relacionadas ao tumor e ativa as
vias JAK / STAT e MAPK / ERK, aumentando a progressao de CCR. Um
ensaio in vitro com a linhagem celular CaCo2 infectada com F. nucleatum
(CASTELLARIN et al., 2012), um estudo in vivo utilizando camundongos
HCT119 xenotransplantados (RUBINSTEIN et al., 2013) e um modelo de
camundongo ApcM" * (KOSTIC et al., 2013) infectados com bactérias
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reforcam o papel de F. nucleatum em promover a inflamacéo na mucosa
intestinal e contribuir para a carcinogénese colorretal.

Além do mais, outro estudo propde um mecanismo que F.
nucleatum esta associada com CCR aumentando a producdo de
mediadores inflamatérios como IL10, PGE2 (Prostaglandina E2) e
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (NOSHO et al., 2016). Outro papel
importante de F. nucleatum associado a inflamacao é a sua capacidade
de modular alteracdes nas células endoteliais e promover a ativacdo do
processo inflamatério, aumentando a vascularizagdo do tecido durante a
inflamacdo (MENDES et al., 2016). Foi mostrado que a infeccédo por F.
nucleatum pode aumentar a progressdo de CCR, regulando respostas
pré-inflamatérias, oncogenes, modulando o mecanismo de defesa imune
do hospedeiro e a supressédo do sistema de reparo do DNA (KUMAR et
al., 2016).

Considerando o envolvimento de citocinas pré-
inflamatérias e a importancia dos mMiRNAs para a carcinogénese
colorretal, investigamos se 0s niveis de F. nucleatum podem influenciar a
producéo de citocinas e a regulacédo de miRNA no microambiente de ACR
e CCR, podendo afetar a progressao tumoral. Para tanto, avaliamos se a
expressdo de genes de mediadores inflamatérios da via NFKB e miRNAs
relacionados a inflamacéo e ao cancer estdo desregulados nos tecidos de
ACR e CCR e se a abundéancia de F. nucleatum estd associada a
desregulacéo desses genes e miRNAs.

Sabe-se que a inflamacado cronica pode ser considerada
como um indutor de tumores, e que as citocinas estdo envolvidas nesse
processo (LANDSKRON et al.,, 2014; MAGER et al.,, 2016). Muitos
mediadores pré-inflamatérias participam na iniciacdo e progressao de
CCR, como IL1B, IL6, IL8 e TNF (MAGER et al., 2016). Estas citocinas
pro-inflamatérias sdo descritas como tendo papéis diferentes na
carcinogénese colorretal, tais como IL1B que pode induzir a proliferacéo

de células epiteliais do tumor, IL6 e IL8 que estdo relacionadas com o
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crescimento tumoral, angiogénese e metdstase e TNF que esta
relacionado com uma reducao da sobrevivéncia do paciente, diminuindo a
morte celular em CCR (MAGER et al., 2016).

O presente estudo mostrou que em ACR a expressao de
RNAmM de TLR4, IL1B e IL8 estd aumentada, assim como de miR-135b.
Em CCR, o receptor TLR2, as interleucinas IL1B, IL6 e IL8 estdo com
expressdo génica aumentada, como também os miR-34a e miR-135b
guando comparados com tecido normal adjacente e com ACR, enguanto
gue miR-22 e miR- 28 estdo com expressao reduzida. Estes achados
indicam que varios destes genes estdo desregulados em lesGes primarias
como ACR e em CCR, e podem estar participando no inicio de vias
inflamatorias, sugerindo uma contribuicdo para a progressdo ACR-CCR.
Nenhuma associacéo foi encontrada para o miR-21-3p em ambas les@es.
A expressdo aumentada de TLR2 parece ser um evento mais tardio na
carcinogénese colorretal, como também indicado por um estudo recente
do nosso grupo de pesquisa, que mostrou expressdao aumentada de
ambos RNAm e proteina de TLR2 em tecido de CCR (PROENCA et al.,
2015).

Um estudo prévio demonstrou uma proteina externa de
membrana de F. nucleatum (FomA) como um potencial adjuvante de
TLR2 (TOUSSI; LIU; MASSARI, 2012), potencialmente ativando fatores
inflamatérios no intestino e consequentemente aumentando o risco de
cancer. Além disso, a proteina FomA induziu a producdo de IL8 num
modelo de células ndo hematopoiéticas humanas para expressao de TLR
(células HEK) e de IL6 em células B esplénicas purificadas de
camundongos do tipo selvagem, mas ndo conseguiram ativar células B de
camundongos TLR2-knockout (TOUSSI; LIU; MASSARI, 2012). No
entanto, alguns estudos in vitro demonstraram a ativagdo de ambos TLR2
e TLR4 na resposta imune induzida por F. nucleatum (PARK et al., 2014;
LIU; REDLINE; HAN, 2007). Modelos animais indicam que este

reconhecimento pode ser mais importante por TLR4, pois apés a infeccéo
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por F. nucleatum, a taxa de mortalidade de fetos foi reduzida em
camundongos com deficiéncia de TLR4, mas ndo em camundongos com
deficiéncia de TLR2 (LIU; REDLINE; HAN, 2007). Portanto, esses
achados sugerem o envolvimento de TLR2 e TLR4 para o
reconhecimento de F. nucleatum, mas provavelmente com
reconhecimento diferencial por TLR2 em estagios mais avancados da
progressao tumoral, como demonstrado pelos nossos dados para CCR.

A correlacdo dos genes inflamatdrios e da expressao de
MiRNA com os niveis de F. nucleatum mostrou associa¢do positiva com
IL1B, IL6, IL8 e com miR-22 em tecido de CCR. Velsko et al. (2015)
mostraram que a concentracdo de IL6 e IL1B aumenta significativamente
em soro de camundongos apos sua infec¢cdo com F. nucleatum. Enquanto
gue Martinho et al. (2016) observaram um aumento significativo de TNF e
em niveis mais elevados de IL1B em cultura celular de macrofagos apos
tratamento com LPS isolado de F. nucleatum. Em conjunto, esses
resultados sdo concordantes e indicam que F. nucleatum desencadeia o
aumento da expressdo de IL1B, IL6 e IL8, exacerbando a resposta
inflamatéria, podendo contribuir para a progressao da neoplasia colorretal.
Nossos dados sugerem que isto pode prosseguir por uma via alternativa
que envolve o reconhecimento pelo receptor TLR2, além da conhecida via
de invasao de células epiteliais através de FadA.

mMiRNAs também estdo envolvidos na regulacdo da
expressao de genes relacionados com o reconhecimento microbiano e
resposta imune, e podem desempenhar um papel fundamental através de
suas interacdes com a microbiota intestinal. Atualmente, poucos estudos
avaliaram a abundancia desta bactéria com expressao de miRNAs (ITO et
al., 2015; NOSHO et al., 2016; YANG et al.,, 2017). Em diferentes
linhagens celulares de CCR incubadas com F. nucleatum observou-se
aumento de expressdao de 50 miRNA, enquanto 52 apresentaram
expressao reduzida, destacando-se dentre eles o miR-21-5p (YANG et al.,

2017), ou seja, a fita mais estudada em comparacdo com miR-21-3p,
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avaliado no presente estudo. Os autores também silenciaram miR-21-5p e
mostraram que este procedimento podia aliviar a fungdo oncogénica
desta bactéria durante a carcinogénese colorretal (YANG et al., 2017).
Além disso, demonstraram que a via TLR4 / MYD88 / NFKB é estimulada
por F. nucleatum em células de CCR, e que esta via participa da
regulacdo de miR-21-5p, aumentando sua expressao (YANG et al., 2017).
Esta regulagdo de miR-21-5p também foi confirmada em amostras de
CCR, significativamente correlacionado com grandes quantidades de F.
nucleatum e pior prognoéstico (YANG et al., 2017). Adicionalmente, este
estudo também mostrou que o tratamento de F. nucleatum em cultura
celular de CCR induziu a expressao de TLR2 (YANG et al., 2017). Dessa
forma concordando com nossos resultados que mostraram TLR2 mais
expresso que TLR4 em amostras de CCR, e assim indicando que
diferentes receptores podem reconhecer a bactéria e ativar as vias
moleculares envolvidas na carcinogénese colorretal.

Nosso estudo encontrou uma correlacdo positiva entre o
miR-22 e a abundéancia de F. nucleatum em CCR. Um estudo recente
indicou que miR-22 tem como alvo o gene p38, suprimindo sua
expressdo, o que pode prejudicar a producao de células dendriticas em
tumores (LIANG et al., 2015). Como as células dendriticas sao
importantes no reconhecimento de microrganismos, expressando
diferentes TLRs, como TLR2 (LEGITIMO et al.,, 2014), pacientes com
expressao elevada de miR-22 podem ter menos células dendriticas no
seu sistema imunologico, favorecendo a proliferacdo de microrganismos
como F. nucleatum. Além disso, TLR2 é alvejado pelo miR-22, como
mostra nossa rede de interacao, podendo reduzir o reconhecimento de F.
nucleatum pelo sistema imunoldgico, permitindo a proliferacdo da
bactéria. Yang et al. (2017) também encontraram um aumento
significativo de miR-22 em diferentes linhagens celulares de CCR ap0s

tratamento com F. nucleatum. Portanto, esta correlagdo positiva



Discussdo 95

observada entre miR-22 e F. nucleatum pode estar relacionada ao seu
papel na resposta imune e deve ser melhor investigada.

Considerando que os miRNAs podem desempenhar um
papel importante na regulacdo da expressdo génica relacionada ao
reconhecimento microbiano, resposta imunolédgica e carcinogénese (LI et
al., 2016a), nés também avaliamos a correlagdo entre a expressdo dos
mMiRNAs e os mediadores inflamatorios, e elaboramos uma rede de
interacdo MIRNA:RNAmM baseada em alvos preditos conforme bases de
dados publicos (SHIRDEL et al.,, 2011). Entretanto, a maioria das
correlagbes foram positivas, como entre miR-21, miR-34a e miR-135b
com IL8 em ACR e entre miR-21, miR-22 e miR-28 com a maioria dos
mediadores inflamatodrios estudados em CCR. No entanto, observou-se
uma correlacdo negativa entre miR-135b e TNF, sugerindo um novo alvo,
pelo qual a ligacdo de miR-135b pode regular a expressdo de TNF.
Contudo essa relacdo precisa ser melhor investigada por estudos
funcionais.

miR-135b tem sido relatado com expressdo aumentada
em CCR e ACR (VALERI et al., 2014; WU et al., 2014a; HE et al., 2015), e
apresenta funcdo de oncomiR alvejando Varios genes supressores
tumorais, como TGFbR2 (fator de crescimento transformante b receptor
2), DAPK1 (morte associada a proteina quinase 1), APC (polipose
adenomatosa coli) (VALERI et al., 2014) e LAST2 Quinase 2, que pode
diminuir a apoptose em CCR (HE et al., 2015). Estudos tém sugerido que
a deteccdo de miR-135b em amostras de fezes pode ser utilizada como
um biomarcador néao invasivo para CCR e ACR (WU et al., 2014b), e que
o silenciamento de miR-135b pode ser considerado uma possivel terapia
para o tratamento de CCR (VALERI et al., 2014, HE et al., 2015). Foi
relatado também que miR-135b inibe indiretamente a producdo de TNF
induzido por LPS (lipopolissacarideo), suprimindo a producéo de ROS e a
ativacdo de NFKB em macrofagos humanos (LI et al., 2016c), suportando

a correlacdo negativa encontrada entre miR-135b e TNF. Embora esta
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relacdo miRNA:RNAm alvo ndo esteja predita em base de dados publicas,
nosso estudo sugere que TNF pode ser um possivel alvo para miR-135b,
explicando assim a baixa expressao desta citocina nas amostras de ACR
e CCR avaliadas.

Com relacdo ao papel do miR-34a em CCR, alguns
estudos tém demonstrado que ele atua como um oncomiR, com
expressdo aumentada em CCR (KARA et al.,, 2015; AHERNE et al.,
2015), enquanto outros encontraram expressao reduzida, sendo assim
considerado como supressor tumoral (LAI et al., 2015; LI et al., 2015; LU
et al., 2015; CHANDRASEKARAN, SATHYANARAYANAN;
KARUNAGARAN, 2016; ALMEIDA et al.,, 2016). A acdo dos miRNAs
como oncomiRs ou supressores tumorais pode depender dos genes alvos
e do tipo de tumor. De acordo com nossa andlise de rede de interacao,
miR-34a pode alvejar TLR4. Isto pode explicar a baixa expressdo de
TLR4 em amostras de CCR e a expressdao aumentada em ACR, onde
miR-34a teve uma expressao basal. Portanto, em CCR, um mecanismo
alternativo para o reconhecimento de F. nucleatum pode ser via TLR2,
com consequente ativacdo de interleucinas IL1B, IL6 e IL8. Além disso,
de acordo com nossa rede de interacdo, TLR2 € um alvo predito para
miR-22, que foi encontrado com expresséo reduzida em CCR.

Evidéncias sugerem que miR-22 e miR-28, que
apresentaram expressao reduzida no presente estudo tem papel de
supressor tumoral. Entre os genes alvo de miR-22 destaca-se TIAM1
(invaséo e metastase de células de linfoma T1) (LI et al., 2013), reduzindo
MMP-2 / MMP-9 (metaloproteinases de matriz genética pré-invasivas 2 e
9) e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), que contribuem para
a diminuicdo da metastase e invaséo de células tumorais em CCR. Outros
estudos indicam que miR-22 é capaz de alvejar HIF-1a (fator induzivel por
hipoxia l1a), reprimindo a producdo de VEGF durante a hipdxia, o que

proporciona um efeito anti-angiogénico (YAMAKUCHI et al., 2011). Assim,
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estes estudos demonstram a importancia deste miRNA como supressor
tumoral na carcinogénese intestinal.

Quanto ao miR-28, estudo recente também mostrou baixa
expressdo desse miIRNA em tecido de metastases hepaticas de CCR
(VYCHYTILOVA-FALTEJSKOVA et al., 2016). No entanto, ha diferenca
na acao deste miRNA de acordo com a fita 3p ou 5p avaliada. miR-28-3p
alveja NM23-H1 (supressor de metastases), aumentando a migracdo e
invasdo, enquanto miR-28-5p, avaliado em nosso estudo, alveja CCND1
(ciclina D1) e HOXB3, reduzindo a proliferacdo tumoral, migracdo e
invasédo em CCR (ALMEIDA et al., 2012).

Neste contexto, pode-se sugerir que a colonizacao
excessiva pela F. nucleatum, em conjunto com a microbiota intestinal,
pode ativar a cascata inflamatoéria através de receptores TLR2 ou TLR4.
Estes receptores regulam a expressdo de citocinas pré-inflamatodrias,
como IL1B, IL6 e IL8, que contribuem para a proliferacdo celular e
progressao tumoral. Esta via pode ser modulada por miRNAs, como miR-
135b, que evidenciamos estar com expressdo aumentada em ambos
tecidos ACR e CCR, bem como outros miRNAs desregulados na
carcinogénese colorretal, como miR-34a, miR-22 e miR-28.
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V. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos por esse estudo € possivel

obter as seguintes conclusdes:

1-

2-

F. nucleatum esta presente em maior quantidade em adenoma e
carcinoma colorretal, sendo mais abundante no tecido tumoral,
sugerindo um aumento progressivo da colonizacdo no intestino

durante a via adenoma-adenocarcinoma;

Adenoma e carcinoma colorretal apresentam expressao alterada
de citocinas proé-inflamatérias, receptores Toll-like e mMIRNAs,
destacando aumento de IL1B, IL8, TLR4 e do miR-135b em
adenoma, e elevacao de IL1B, IL6, IL8, TLR2, miR-34a, miR-135b
e reducdo dos miR-22 e miR-28 em adenocarcinoma colorretal,
alguns dos quais estéo relacionados com a abundancia da bactéria

nestas lesdes;

Citocinas pro-inflamatérias sdo reguladas a partir do
reconhecimento de F. nucleatum por receptores TLR2 ou TLR4
conforme a interagdo com miRNAs, que se encontram
desregulados na progressdo adenoma-carcinoma. O aumento da
expressdo de miR-34a e a reducédo da expressdo de miR-22 em
adenocarcinoma pode contribuir para diminuicdo da expressao de
TLR4 favorecendo o reconhecimento desta bactéria por TLR2 no
tumor. Além disso, a correlacdo negativa de miR-135b com TNF
em ambas lesdes sugere esta citocina como um possivel alvo para
miR-135b, regulando TNF tanto em adenoma quanto em cancer

colorretal.
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Esses achados reforcam a relacdo da F. nucleatum com a
carcinogénese colorretal, desencadeando alteracdes de citocinas,
receptores e miRNAs. Portanto, justificando maiores esforcos para o
desenvolvimento de estratégias de deteccdo precoce para o CCR com
base em F. nucleatum e seus ativadores biologicos, como potenciais
biomarcadores para proporcionar uma melhora na deteccéo de grupos de

risco para esta neoplasia.
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APENDICES

APENDICE A: Estagio no Laboratory of Physiology & Medical Physics
Department of RCSI - Royal College of Surgeons, Dublin, Irlanda

Durante o0 més de Janeiro de 2015 foi desenvolvido
estagio no Laboratory of Physiology & Medical Physics Department of
RCSI - Royal College of Surgeons in Ireland, em Dublin (Irlanda), sob
supervisdo do Dr. David J. Hughes, para analises de quantificacdo de F.
nucleatum em amostras de adenocarcinoma colorretal. A aluna foi
selecionada para receber o ISCA Brazil Funding (International Strategic
Cooperation Award), que financiou sua ida e permanéncia no local do
referido laboratério durante o desenvolvimento do estagio. Neste periodo
foi estabelecido o protocolo para quantificacdo da bactéria, o qual foi
utilizado tanto para as analises das amostras brasileiras quanto para as

amostras europeias. Esses dados serdo incluidos em publicacao futura.

A.1. MATERIAIS E METODOS

A.1.1. Caracterizagc&o das amostras

Foram quantificadas 512 amostras de DNA de pacientes
da Republica Tcheca (256 CCR e 256 de mucosa normal adjacente).
Essas amostras foram coletadas no Departments of Surgery and
Oncology no Teaching Hospital and Medical School em Pilsen and
Charles University (Praga — Republica Tcheca) no periodo de 2008 a
2012, mediante aprovacdo do Comité de Etica do Medical Faculty and
Teaching Hospital em Pilsen — Republica Tcheca. Dessas amostras, 158

eram homens e 83 mulheres, com idade entre 38 e 91 anos. Com relagéo
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a localizacédo tumoral, 40% (n=93) dos tumores localizavam-se no Cdlon,
33% (n=78) no Sigmdide e 27% (n=63) no Reto. Algumas informacdes

nao estavam disponiveis para todas as amostras europeias.

A.1.2. Quantificacdo de F. nucleatum por Qpcr

A quantificagdo de F. nucleatum foi realizada em
amostras de DNA extraidas a partir de tecido tumoral e respectivas
amostras de DNA do tecido normal adjacente por PCR quantitativa em
Tempo Real (QPCR). Os ensaios de expressdo de genes TagMan®
(Applied Biosystems) com sondas especificas para o gene bacteriano
NusG (5'-TCAGCAACTTGTCCTTCTTGATCTTTAAATGAACC-3
TAMRA™  sonda FAM™) e o gene humano PGT (5-
CCATCCATGTCCTCATCTC-3' TAMRA™ sonda FAM™) como
referéncia. As reacdes foram realizadas separadamente para cada gene

em um volume final de 12 uL utilizando 20 ng de DNA gendmico, 400 nM

de primer (sequéncias NusG: 5'-
CAACCATTACTTTAACTCTACCATGTTCA-3' e 3-
GTTGACTTTACAGAAGGAGATTATGTAAAAATC-5', PGT: 5-
ATCCCCAAAGCACCTGGTTT -3' e 3-

AGAGGCCAAGATAGTCCTGGTAA-5") (Invitrogen), e 400 nM de sonda e
1x TagMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher). A reacao foi
submetida a temperaturas de 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10
minutos, e em seguida 60 ciclos de 95 °C durante 15 segundos e 57 °C
durante 1 minuto. Todas as reacOes foram realizadas em duplicatas e
para todo experimento incluia-se um controle negativo. Os valores de Ct
(limiar de ciclo) foram calculados ap6s o ajuste do limiar pelo programa
StepOne™ Software (v.2.2.2) e todas as amostras as quais foram
detectadas valores de Ct pelo equipamento foram consideradas positivas.

A quantificacdo relativa (RQ) para o gene NusG de F. nucleatum foi
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calculada com base no método 224! (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e foi
realizada tanto analise pareada como de forma n&o pareada, utilizando a

meédia de amostras normais adjacentes como calibrador.

A.1.3. Andlises estatisticas

A distribuicdo de dados continuos foi avaliada utilizando o
teste de normalidade de D'Agostino & Pearson. O teste de Wilcoxon foi
utilizado para comparar a mediana de RQ de expressdo génica entre
tumor e tecidos normais. A quantificacdo de F. nucleatum foi realizada de
forma pareada, utilizando cada amostra normal adjacente como calibrador
especifico ao respectivo tumor do mesmo paciente. A curva de Kaplan-
Meier foi realizada e o Log-rank test utilizado para verificar sua
significancia estatistica. Para todas as andlises, p <0,05 foi considerado
estaticamente significante. As andlises foram realizadas pelo software
GraphPad Prism (versao 6.01).

A.2. RESULTADOS

A.2.1. Quantificacéo de F. ncleatum

Das 512 amostras quantificadas para o gene NusG de F.
nucleatum, 69,5% (n=178) de tecido tumoral e 64,1% (n=164) de
amostras de tecido normal adjacentes foram positivas para a presenca da
bactéria. Destes, 140 amostras foram pareadas entre tumor e tecidos
normais adjacentes. Nivel significantemente aumentado do gene
bacteriano foi observado em amostras de CRC (RQ=2,76) em

comparacdo com o tecido normal adjacente (Figura Al). Além disso,
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também foi realizada uma andlise ndo pareada, utilizando a média das
amostras normais adjacente como calibrador para todas as amostras de
CRC. O resultado foi consistente com a analise pareada (RQ=3,00,
p<0,0001).

Figura Al. Quantificacdo Relativa (RQ) do gene NusG de F. nucleatum. Em
amostras de cancer colorretal europeias (CCR) em comparacdo com tecido
normal adjacente (RQ de referéncia normal = 1). Diferenca estatisticamente
significante, de acordo com o teste de Wilcoxon (***p <0,0001). Mediana com
gréafico de intervalo interquartil.

Amostras Europeias

50 *kk
401
30
20—
18-
164
O 14-

104
8-

2: Mediana de RQ = 2,36

29 ______ | p— —— 1 [

Comparando-se com a frequéncia de F. nucleatum nas
amostras de CCR brasileiras, cujos resultados encontram-se no artigo
apresentado nesta tese (76.7% para CCR e 72.1% para N-CCR),
observa-se maior frequéncia nas amostras brasileira, assim como maior
abundancia desta bactéria (RQ=17,71) em relagdo as amostras europeias
(RQ=2,36). Quanto a este aspecto, na discussao ja foram relatados
alguns fatores sociais e alimentares que possam influenciar na microbiota

intestinal.
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A.2.2. Associacdo de F. nucleatum com sexo, idade e

localizagdo tumoral

Para avaliar se ocorre diferenca na colonizacdo da
bactéria conforme o sexo, idade ou localizacdo do tumor foi investigada a
associacdo dessas variaveis com o0s niveis de quantificacdo do DNA
bacteriano. Contudo, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente

significante com nenhuma dessas variaveis (Tabela Al).

Tabela Al. Caracteristicas das amostras de céancer colorretal europeias e
gquantificacdo relativa (RQ) de F. nucleatum de acordo com sexo, idade e
localizagdo tumoral.

Amostras Europeias

Sexo Feminino Masculino
Mediana de RQ 2,56 2,19

p 0,3550

Idade (anos) <60 >60
Mediana de RQ 2,60 2,35

p 0,6967

Localizacao tumoral

Célon

Mediana de RQ 2,35
Variacdo (min - max) (9x10° — 10x10%)

Sigmoide
Mediana de RQ 1,69
Variacdo (min - max) (6x10°® — 14x10%

Reto
Mediana de RQ 7,94
Variacdo (min - max) (0.003 — 12x10°)

p 0,1358

Teste Mann-Whitney e teste de Kruskal-Wallis (p6s-teste: comparacéo multipla de Dunn).

* P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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A.2.3. Curva de Sobrevida

Para avaliar o possivel efeito da abundancia da F.
nucleatum na taxa de sobrevivéncia dos pacientes com CCR foi realizada
a curva de Kaplan-Meier (Figura A2) comparando-se 0s pacientes com
quantificacdo relativa (RQ) do DNA bacteriano maior ou igual a 1 versus
menor que 1. Também ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante na taxa de sobrevivéncia dos pacientes com relacdo a
abundancia da bactéria.

Estdo sendo realizadas analises adicionais para avaliar a
associacdo de outros fatores epidemiolégicos como idade, sexo, IMC
(indice de massa corporal) e habitos tabagistas e etilistas com F.

nucleatum nas amostras europeias, visando uma publicacéo futura.

Figura A2. Sobrevida global de pacientes com céancer colorretal (CCR) ndo esta
associada a quantificacdo de F. nucleatum. As curvas de Kaplan-Meier mostram
a sobrevida global de individuos com C dicotomizados em grupos de
quantificagdo de F. nucleatum em “RQ 21" (linha azul) e “RQ <1” (linha
vermelha) (p=0,0944).
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ANEXOS

ANEXO A: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
Institucional (CEP).
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EXATAS/CAMPUS DE SAO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titwlo da Pesquisa: Avaliagas da infecglo pela Fusobacterium nuclestum em cancer colorretal & sua
influéncia na expressdo de citocinas e microRMAs

Pesquisador: Marcela Alcantara Proenga

Area Teméatica:

VersBo: 1

CAME: 52970515 8.0000.5466

Instituigdo Proponente: Instituto de Biocléncias Letras e Ciéncias Exates! Campus de 580 José do
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 1.452.373

Apresentacio do Projeto:

O cancer coloretal (CCR), que abrange 85 neoplasias makgnas do intestino grossa (colon) e reto, apresents
forte Essociagho com inflamagio em consequéncia da exposigio constante a microrganismos. Mo processs
Inflamatdrio observa-se a ativaglo de vérios genes de diocnas e desregulagio na expressfo de microRMAs
gue podem estar releckonados com o desenvalvimento de CCR. Estes podem atuar em varias etapas da
cascata envolvida na resposta Inflamatdria, oferecendo uma linha de defesa do hospedeiro conira
patbgenos. Recenterments tem sido desceita uma associagdo da Fusobacterium nuckeabum, uma bacténia
com caracieristicas invasivas, aderentes e pro-inflamatdrias. com risco de desenvolvimenio de CCR. Porém
as vias pelo qual essa bactéria ativa este processo inflamatdrio, e consequentamentes o CCR, permanscem
Inzeras. Os recepiores Toll-like sio responsdvets pedo reconhecimento de uma eampla gama de palbgenos &
parecem estar assoclados com & progress8o tumoral, apoptose e prodiferaglo celular. A partir desss
reconhecimento ativa-se a vie do NF-kB. dando inicko ao recrutamento de uma cascata de ctocinas pro- e
anti-inflamatbrias, que estdo diretamente relacionadas com a prokferagdo, sobrevivéncia e diferenclagio
celular, podendo causar doengas inflamatorias e neoplasias, como o CCR. Além do mais, as cltocnas
podem ter sua expressio regulada em nivel pds-iranscricional por melo da agdo de microRMNAs, que
modulam varias fungdes celulares, como proliferagsa,
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diferenciacio, metabolismo & apoptose. Estes podem estar assodiados a doencas inflamatérias e a varos
tipos de cancer. Dessa forma, alguns genes de citocinas & microRMAS, que atuam na cascata do processo
inflamatdric & carcinogénase, se tomam alvos importantes para avaliar o efeito que a presenca da F.
nucleatum ne tecido tumaral pode provecar na modulagio de suas expressdes.

Objetive da Pesquisa:

Awaliar o efeito da presenga de F. nucleatum em amosiras de CCR e em linhagem celular de carcinoma
colometal humano na expressio de citocinas e miRMAs envolvidos no processo inflamaténio & resposta
imune, bem como o efeito em processos como cicle celular, apoptose, viabilidade, pmliferagﬁc- =
migragao/invasde, visando auxiliar a compreensio do papel funcional desse microorganismo na

carcinogénese colorretal, podendo evidenciar este como importante fator de risco para esta neoplasia.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

s riscos @05 individuos partidpantes serdo minimas uma vez que se trabalhard com amostras previamente
coletadas que ja foram utilizadas em estudo anterior.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Espera-se que os resultados deste estudo possam evidenciar a associagdo da F. nucleatum com risco de
cincer colomatal & o envolvimento dessa bactéria com alteracdes na expressdo de miRMNAs & citocinas
relacicnados ao processo inflamatonio & dessrmvolviments de CCR. Além disso, & esperado com o estuda in
vitra possa contribuir com novas informagdes quanto & relacdo da inflamagio causada por microarganismas
com o crescimento tumoral, ciclo celular, viabilidade, profiferac3o celular, apoptose e processos como
migragdo & invasdo celular, assim como a relagdo desses fatores com a expressdo de miRMAS & de
ditocinas envolvidos no processo inflamatoric. Este tipo de estudo & importante, pois podera auxiliar no
esclareciments de fatores que acentuam o desenvohimente de CCR, podendo indicar nowvos alvos para
diagnostico precoce, & melhor prognostico para CCR.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
O termao de consentimento Livre e Esclarecido esta bem redigide e consta a informag3o de que o material

coetado ficara armazenade no laboratorio e podera ser ufiizado para pesquisas fuluras mediante aprovagao
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Host Response and Inflammation

Dr. Ana Elizabete Silva (UNESP- Univ Estadual Paulista)

Ms. Marcela Alcantara Proenca , Ms. Maysa Succi , Dr. Joice Matos Biselli, Dr. Fabio Eduardo Severino , Dr. David
J. Hughes

Colorectal cancer (CRC) is associated with pathogens like Fusobacterium nucleatum (Fn), that may provide a
favorable microenvironment for tumorigenesis through inflammatory changes. To examine the effect of £ on
microenvironment of gut lesions, we evaluated Fn abundance in colorectal adenoma (CRA) and CRC tissue
samples and correlated these levels with mENA expression of inflammatory mediators (TLR2, TLR4, NFKET, TNF,
IL1E, IL6 and IL&) and microRNAs (miR-21-3p, miR-22-3p, miR-28-0p, miR-34a-3p, miR-133b-3p). We delineated
a miF:mRNA interaction networlk to investigate the paricipation of miRMNAs in this process. Fn and mENA levels
were measured by gPCR in DNA/RNA extracted from the disease and adjacent normal tissues (27 CRA and 43
CRC). Over-abundance of Fn was detected in CRA and more markedly in CRC. We observed a significantly higher
expression of TLR4, IL18B, IL&, and miR-133b in CRA, and TLR2, IL1B, IL6, IL&, miR-34a and miR-135b in CRC
compared to their respective normal tissues. Furthermare, miR-22 and miR-28 was found downregulated only in
CRC tumor samples. mRNA expression of IL18, IL6, L& and miR-22 was positively correlated with Fn
quantification in CRC. The mRMNA expression of miR-135b and ThFwas inversely correlated, suggesting ThNF as a
novel possible target of this miRNA in CRC. miR:mRMNA interactions suggest that the upregulation of miR-34a in
CRC proceeds via a TLR2/TLR4 dependent response to Fn. Our findings indicate that A is a risk factor for CRC by
increasing the expression of inflammatory mediators IL1B, IL6 and /L& through a possible miRNA mediated
activation of TLRZ or TLR4.
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