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RESUMO

O céancer colorretal (CCR) é o terceiro cancer mais comum no mundo e € a segunda
causa de morte associada a neoplasias, possuindo, como uma de suas causas,
cepas patogénicas de Escherichia coli, a principal bactéria residente do intestino
grosso e componente da microbiota. Dentre as cepas, E. coli pks+ tém chamado
atencao, visto que sao produtoras da colibactina, toxina que gera quebras de fita-
dupla no DNA, ativacdo de vias de reparo e interrupcdo do ciclo celular. Estudos
recentes demonstram que a colibactina gera assinaturas mutacionais especificas
nos tumores de pacientes com CCR. O objetivo do trabalho é avaliar o potencial de
aplicacdo das assinaturas mutacionais geradas pela exposicdo a colibactina
produzida por cepas de Escherichia coli pks+ no ambito clinico. Para isso, foi
realizada uma revisdo bibliografica integrativa de artigos, livros e teses produzidos
entre os anos de 2015 a 2022, nos idiomas portugués e inglés, em bases de dados
como Google Scholar, Pubmed e Lilacs. A assinatura especifica de colibactina é
caracterizada por um padrdo de substituicdo de base Unica em sequéncias ATA,
ATT ou TTT (SBS88) além de dele¢des de timina em homopolimeros T (ID18).
Observou-se que estes padrdes estdo presentes em organoides intestinais
humanos, tecidos de pacientes com doengas inflamatorias intestinais e metastases
de céancer colorretal. As assinaturas mutacionais fornecem informacdes sobre a
etiologia do tumor e identificam processos mutagénicos na célula neoplasica,
atuando como biomarcadores para determinados tipos de canceres e como
preditores de terapia. Apesar das desvantagens, novos estudos e ferramentas de
bioinformética tém sido desenvolvidos a fim de se aprimorar e baratear a aplicacdo
de novas assinaturas na clinica. As assinaturas mutacionais geradas por colibactina
podem, portanto, fazer com que abordagens melhores relacionadas a dieta e a
administracdo de farmacos ao paciente sejam tomadas para se obter uma resposta
e/ou prognostico mais adequados, bem como servirem como biomarcadores para

identificacéo de lesbes e, futuramente, orientar decisdes de tratamento.

Palavras-chave:Escherichia coli;Microbiota;Disbiose;Neoplasias Colorretais; Analise
Mutacional de DNA.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in the world and the
second cause of death associated with neoplasms, having, as one of its causes,
Escherichia coli pathogenic strains, the main resident bacteria in the large intestine
and component of microbiota. Among strains, E. coli pks+ have been getting the
attention since they are producers of colibactin, a toxin that generates double-strand
breaks in DNA, activation of repair pathways and cell cycle arrest. Recent studies
have shown that colibactin generates specific mutational signatures in CRC'’s
patients tumors. The aim of the study is to evaluate the potencial application of
mutational signatures generated by colibactin’s exposure produced by Escherichia
coli pks+ strains in the clinical setting. For this, an integrative literature review of
articles, books and thesis produced between 2015 and 2022, in portuguese and
english, in databases such as Google Scholar, Pubmed and Lilacs was made.
Colibactin’s specific signature is characterized by a single base substitution pattern in
ATA, ATT or TTT (SBS18) sequences, in addition to thymine deletions in T
homopolymers (ID18). It was observed that these patterns are present in human
bowel organoids, tissues from patients with inflammatory bowel diseases and
colorectal cancer metastasis. Mutational signatures provide informations about tumor
etiology and identify mutagenic processes in the neoplastic cell, acting as biomarkers
for certain types of cancers and as therapy predictors. Despite disadvantages, new
studies and bioinformatics tools have been developed in order to improve and
cheapen the clinical application of new signatures. Colibactin’s mutational signature
may, therefore, turn possible that better approaches related to patients’ diet and drug
administration be taken to obtain a better outcome and/or prognosis, as well as serve

as a biomarker to identify lesions and, in the future, guide treatment decisions.

Keywords:Escherichia  coli;Microbiota;Dysbiosis;Colorectal Neoplasms; DNA

Mutational Analysis.
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1 INTRODUCAO

A microbiota pode ser denominada como a populacdo de micro-organismos
que compdem um individuo, sendo uma das partes do corpo mais povoadas o trato
gastrointestinal (DALMASSO et al., 2014). As diferentes bactérias que ali habitam
influenciam o metabolismo do organismo, a sintese de nutrientes e até mesmo a
resposta imune. Em contrapartida, sao influenciadas por fatores individuais, sejam
ambientais ou genéticos (SILVESTRE, 2016; WONG et al.,2019; SONG, CHAN,
SUN, 2020). As bactérias sdo as mais abordadas devido ao desenvolvimento de
tecnologias que as detectam e quantificam e ha falta de estudos e compreensédo
sobre os outros micro-organismos presentes (GOMAA, 2020; JOHNS, PETRELLI,
2021).

Quando a microbiota se encontra em equilibrio, isto €, com maior abundancia
de micro-organismos benéficos e menor de patogénicos, a homeostase é garantida
(DUBINSKY, DOTAN, GOPHNA, 2020). Porém, quando esta relacdo se inverte, a
disbiose (ou desregulacdo da microbiota) aparece como um fator relevante no
desenvolvimento de diversas doencas gastrointestinais e prejuizo das funcdes que
uma microbiota saudavel desempenha (SILVESTRE, 2016; WONG, YU, 2019).
Com o aumento de estudos que relacionam a dishiose com patologias, um dos focos
hoje é seu papel na carcinogénese, tendo como fatores causatérios metabdlitos que
causam dano do DNA, ativacdo de vias que promovem proliferacdo das células e
desencadeamento de inflamacao (LI et al., 2022). As bactérias mais relacionadas
hoje com o desenvolvimento neoplasico incluem Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides fragilis enterotoxigénico, Enterococcus faecalis e Escherichia coli, foco
central do trabalho (ALHINAI, WALTON, COMMANE, 2019; JOHNS, PETRELLI,
2021).

A Escherichia coli(E. coli) € uma bactéria Gram-negativa, flagelada, nao-
formadora de esporo e anaerObia facultativa que gera bastante interesse mundial
pela alta diversidade, abundancia nos humanos, fatores de patogenicidade e
resisténcia a antimicrobianos (VILA et al.,, 2016; JANG et al., 2017; MUELLER,
TAINTER, 2022). Ademais, é a principal residente no intestino grosso e pode causar

doenca quando ha imunocomprometimento presente, estando envolvida em cerca
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de 2 milhdes de mortes anuais (SALVATIERRA, 2014:GARCIiAet al., 2016). As
patologias mais relacionadas a essa bactéria incluem diarreia, colite, infeccdes
urinérias, sepse e cancer, principalmente o colorretal ( WASSENAAR; POIREL et al.,
2018; MUELLER, TAINTER, 2022).

O céancer colorretal (CCR) é o terceiro cancer mais comum no mundo e é a
segunda causa de morte associada a neoplasias (JINet al., 2020; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022). Seu desenvolvimento € multifatorial, tendo como fatores
predisponentes o tabagismo, dieta, obesidade, diabetes, genética e a propria
microbiota. Esta ultima pode atuar na carcinogénese de diversas formas, incluindo
inflamacéo crénica e producdo de toxinas que danificam a célula e seu material
genético (WONG, YU; SAUS et al., 2019). Por ser um tecido com alta exposi¢cao a
microbiota, a prevaléncia de canceres que envolvem o colon e reto acaba sendo
consideravel (COUGNOUX et al., 2014; VEZIANT et al., 2016).

Apesar da variada gama de opc¢Oes de tratamento, o fato de ser um cancer
silencioso e inicialmente assintomético prejudica seu diagndstico, possuindo um mau
prognéstico e baixa taxa de sobrevida (DEKKER et al., 2019; STRAKOVA,
KORENA, KARPISKOVA, 2021; LI et al., 2022). Além disso, embora varios testes de
rastreio disponiveis atualmente apresentem boa eficacia, muitos sédo invasivos, de
alto custo e possuem baixa sensibilidade (SAUS et al., 2019; LIU et al., 2021).
Dessa forma, marcadores microbianos surgiram como indicadores promissores
(WONG, YU, 2019; VEZIANTet al., 2021).

Estes marcadores estdo relacionados com cepas patogénicas, as quais
possuem o0 que chamamos de ilhas de patogenicidade (PAIs). As PAls sédo grandes
regides gendémicas com genes que codificam fatores patogénicos, sendo os mais
discutidos as ciclomodulinas, toxinas que possuem como mecanismo de acao
principalmente o dano ao DNA (SARSHAR et al., 2017; AUVRAY, 2021). Este dano
leva a mutagbes genéticas que influenciam no desenvolvimento tumoral, com
atencdo ao cancer colorretal, ja que a microbiota € bastante abundante no colon. A
E. coli, por ser uma das principais residentes do intestino grosso e pela producao de
toxinas com capacidade carcinogénica, tem sido altamente estudada no
desenvolvimento de adenomas e carcinomas (DALMASSO et al., 2014,
SILVESTRE, 2016; WASSENAAR, 2018). Uma de suas toxinas mais estudadas
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atualmente é a colibactina, a qual é produzida, entre outras cepas, por E. coli pks+
(KHAN, CASH, 2013; WASSENAAR, 2018).

A colibactina € uma genotoxina que causa quebras na fita-dupla no DNA,
ativacdo de vias de reparo, aberragcdes cromossdmicas e interrup¢ao do ciclo
celular, estando relacionada com doencas inflamatérias intestinais e céanceres
colorretais e sendo encontrada em cerca de 55-66,7% de tecidos advindos desses
tumores(DALMASSO et al.,, 2014; WILSON et al, 2019; IFTEKHAR et
al.;VILLARIBA-TOLENTINO, 2021). A relacdo com o desenvolvimento do CCR se da
principalmente por conta da expressdo de um fendtipo senescente, o qual induz
proliferacdo celular por meio de fatores de crescimento. Porém, outras hipoteses
como manutencdo de um ambiente inflamatério e papel de mutacbes genéticas na
iniciacdo e promocdo do tumor também tém sido discutidas (COUGNOUXet al.,
2014; STRAKOVA, KORENA, KARPISKOVA; VEZIANT, 2021).

Estudos recentes observaram que tecidos infectados por cepas de E. coli
produtoras de colibactina apresentam padrées mutacionais Unicos, denominados de
assinaturas mutacionais, as quais sdo caracterizadas por substituicbes de base
Gnica em sequéncias ATA, ATT ou TTT e dele¢Bes de timina em homopolimeros T,
formando uma “impresséo digital” que identifica células expostas a colibactina (LEE-
SIXet al.,, 2019; WERNKE; PLEGUEZUELOS-MANZANO et al.; YANG, JOBIN,
2020). As assinaturas mutacionais estdo sendo cada vez mais estudadas para uma
maior aplicacdo na clinica, incluindo no diagnéstico precoce e prevencdo de
individuos, deteccdo da etiologia neoplésica, rastreamento familiar de mutacdes
hereditarias e direcionamento de tratamentos especificos (KOHet al., 2021). Dessa
forma, as assinaturas mutacionais recém-descobertas geradas pela colibactina

poderiam influenciar no diagndstico e/ou tratamento dos individuos com CCR.



2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é avaliar o potencial de aplicacdo das
assinaturas mutacionais geradas pela exposi¢cao a colibactina produzida por cepas

de Escherichia coli pks+ no ambito clinico.



3 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido através de uma reviséo bibliografica integrativa de
artigos, livros e teses, pesquisados nos bancos de dados Google Scholar, Pubmed e
Lilacs. As referéncias estavam nos idiomas portugués e/ou inglés e foram
encontradaspor meio dos seguintes descritores: “Escherichia coli pks+”,
“Colibactina/Colibactin”, “Assinaturas Mutacionais/Mutational Signatures”, “Cancer
Colorretal/Colorectal Cancer” e “Microbiota/Microbiota”. Os estudos encontrados
foram filtrados para somente possuirem, como data de publicacdo, os anos de 2012
a 2022, a fim de garantir que fossem estudos relativamente recentes e com
informagOes atualizadas, garantindo a qualidade dos dados coletados e aqui

descritos.

O critério definido de analise dos artigos e teses foi a leitura e coleta de dados
da introducéo, desenvolvimento (quando presente), discussao e conclusdo, onde os
autores apresentam e sintetizam o0s estudos que realizaram, bem como o0s
resultados que obtiveram. O critério definido para os livros foi a busca de
informacdes nos capitulos referentes ao tema escolhido, os quais abrangiam tépicos
sobre microbiota, bactérias e cancer. O progresso do estudo foi monitorado
buscando informacdes e confeccionando os paragrafos continuadamente, durante

todos os meses de producéo do trabalho.



4 MICROBIOTA
4.1 O QUE E A MICROBIOTA

A microbiota é considerada um ecossistema de mais de 100 trilhBes de
microrganismos constituido por virus, fungos, protozoarios e bactérias, 0s
quaishabitamdiversas regides do organismohumano. Seu desenvolvimento se da a
partir do nascimento e sua composi¢ado é determinada pela genética, ambiente, dieta
e tipo de parto. Mais de 70% da microbiota vive no trato gastrointestinal,
aumentando sua proporcao do limen gastrico para o intestino delgado até o célon e

reto, onde atinge sua concentracdo maxima (PASCALEet al., 2018).

A microbiota intestinal € composta por cerca de 500 espécies bacterianas,
sendo metade do peso de todo o conteddo do colon (porcdo mais densamente
povoada) e 10x superior ao namero total de células que compdem o organismo
humano. O intestino grosso, particularmente, contém o maior numero de
microorganismosresidentes devido a disponibilidade de umidade e nutrientes,
apesar do muco com suas substancias antimicrobianas e a descamacao periddica
do 6rgédo previnirem a colonizacdo de muitos micro-organismos (SILVESTRE,2016;
TORTORA, 2017; ADAK, KHAN, 2018). A quantidade dos principais géneros e
espécies ao longo do trato gastrointestinal (TGI) e no intestino grosso pode ser

encontrada na figura abaixo (figura 1):



Figura 1 — Microbiota do trato gastrointestinal

Aerobios

Estomago (pH: 1 -2)
<103 UFC/mL
Lactobacillus, Streptococcus e Helicobacter pylori

Intestino delgado (pH: 5,7 — 6,4)

<103 - 10° UFC/mL

Lactobacilli, Enterococci, Streptococci, Bacteroidetes, Clostridium,
Corynebacteria e Actinobacteria

Intestino grosso (pH: 5,5 - 6,8)

<10 - 1012 UFC/mL

Bacteroidetes, Clostridium, Prevotella, Citrobacter, Porphyromonas,
Enterobacter, Eubacterium, Ruminococcus, Streptococcus, Proteus,
Klebsiella, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus e Fusobacterium

Anaerdbios

Fonte: adaptado de Tortora, 2017.

Esse ambiente é demarcado por diferentes bactérias gracas a influéncia de
fatores fisiologicos como o peristaltismo, a acidez gastrica e o0 estilo de vida do
individuo, como por exemplo, a dieta que ele consome. A colonizacdo é garantida
gracas a disponibilidade de enzimas que permitem a utilizacdo de certos nutrientes,
fixacdo em superficies celulares especificas, capacidade de evitar bacteriéfagos,
escape do sistema imune do hospedeiro e estresse fisico-quimico. Essa relacdo
microbiota-hospedeiro é comensal, onde um lado se beneficia e o outro ndo é
afetado negativamente (ADAK, KHAN, 2018). Seu inicio é demarcado pelo contato
com 0S micro-organismos maternos. Posteriormente, o ambiente passa a ser
determinante no perfil de colonizacdo da crianca, sendo influenciado por desde o
estado de saude materno, até o estilo de vida do individuo nos anos seguintes ao
seu nascimento (BARKO et al., 2017).

Apesar da diversidade, cada hospedeiro possui uma microbiota propria com
um padrdo bacteriano exclusivo (SILVESTRE,2016). Alguns fatores séo
considerados na modulagdo da microbiota de cada individuo, como dieta (alto
consumo de carne vermelha e baixo consumo de fibras), idade, genética, pratica

fisica, ato de fumar e até mesmo o ambiente geografico (HADJIPETROU et al.,
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2017;SONG, CHAN, SUN; GOMAA, 2020). A modulacao clinica da microbiota para
fins terapéuticos pode ser feita através da ingestdo de prebioticos, probioticos,
antibiéticos e transplante de microbiota fecal (BARKO et al., 2017; ADAK, KHAN,
2018).

Sua composi¢cdo conta, principalmente, com bactérias de sete divisdes
predominantes  (Firmicutes,  Bacteroidetes,  Actinobacteria, = Fusobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia e Cyanobacteria), sendo que Bacteroidetes (Gram-
negativos) e Firmicutes (Gram-positivos) constituem mais de 90% da populacao total
saudavel (ADAK, KHAN, 2018; ALHINAI, WALTON, COMMANE, 2019). Muito se
fala sobre as bactérias no tocante a microbiotaporque pouco se sabe sobre os
outros micro-organismos presentes, tais como fungos, protistas, Archea e virus
(GOMAA, 2020).

Dado o seu lugar significativo ocupado nos humanos, sua importancia nos
mais diversos estudos das areas da saude tém aumentado, incluindo até mesmo
estudos de microbioma (genoma da microbiota) e metagenoma (genoma conjunto
de humanos e microbiota), visto que pelo menos 600.000 genes que existem nos
individuos sdo oriundos destes micro-organismos (SILVESTRE, 2016). O
microbioma €, inclusive, cerca de 150 vezes maior que o genoma humano (ADAK,
KHAN, 2018). Com estes estudos, a funcdo da microbiota também foi mais
esclarecida, descobrindo-se que sua atuacdo envolve o metabolismo de nutrientes
da dieta, sintese de nutrientes essenciais ao organismo, modulacdo da resposta
imune, e outras que podem ser observadas na figura abaixo (figura 2) (BARKOet al.,
2017; WONG, YU, 2019; SONG; CHAN, SUN, 2020):



Figura 2 — Fungdes da microbiota na homeostase do hospedeiro
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[ Referéncias: Adak, Khan, 2018; Gomaa, 2020.

Antigamente, a grande dificuldade em torno de se estudar a
microbiota/microbioma era o fato de apenas métodos de cultivo estarem disponiveis,
0s quais eram demorados e ndo forneciam dados de tamanho populacional. Depois
de varios estudos, outras duas técnicas utilizadas hoje facilitaram consideravelmente
a abordagem metagendmica: amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) de RNA ribossémico 16S e sequenciamento de genoma completo (WGS),
ambos por sequenciamento de nova geragdo. O primeiro € mais barato e é realizado
para executar estudos em larga escala para identificagcdo de bactérias; o segundo,
apesar de mais caro, permite uma identificacdo mais precisa do género e espécie
microbianas, possui maior sensibilidade e esta se tornando o escolhido para
analises metagendmicas (JOHNS; PETRELLI, 2021).

O que se considera uma microbiota saudavel é o equilibrio entre as espécies

de micro-organismos, contribuindo para a homeostase do individuo. Em grande



10

parte da vida de um adulto saudavel, a microbiota intestinal € considerada regular. O
intestino humano fornece um ambiente propicio para o0 crescimento bacteriano,
principalmente por ser protegido e rico em nutrientes. Essa relacdo hospedeiro-
microbiota tem chamado a atengcdo de pesquisadores que tentam desvendar o0s
mecanismos complexos atuantes, bem como o papel da disbiose na patogénese de
doencas e na iniciacdo, desenvolvimento e resposta a tratamentos de diversos
canceres, principalmente aqueles em tecidos ricos em microbiota e expostos
constantemente a micro-organismos (SILVESTRE, 2016; LI, 2022).

4.2 MICROBIOTA E A INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS

Ha um estabelecimento crescente da relacdo entre microbiota/microbioma e
doencas humanas. Desde 2008, quando foi criado, o Projeto Microbioma Humano se
esforca para conseguir representar a diversidade do microbioma humano e analisar
sua influéncia na saude e doencas humanas (JOHNS; PETRELLI, 2021). Estudos
observaram que pacientes com certas doencas intestinais possuem, na sua
microbiota, uma maior abundancia de bactérias patogénicas e reducéo de benéficas,
sendo que as patogénicas contribuem para o desenvolvimento e progressdo das
doencas (DUBINSKY; DOTAN; GOPHNA, 2020). Ademais, pacientes saudaveis
possuem outro perfil de bactérias que hospedam, apresentando um maior equilibrio,
variedade e menor atuacéo de patogénicas (WONG, YU, 2019; SONG; CHAN; SUN,
2020).

A disbiose prejudica uma variedade de papéis que a microbiota desempenha,
tais como absorcdo de nutrientes, biossintese de vitaminas, desenvolvimento do
sistema imunologico, manutencdo da integridade da mucosa e resisténcia contra
patogenos. Sua relacdo se da ndo apenas com doencas do trato gastrointestinal,
mas também cardiovasculares, metabolicas e neuropsiquiatricas (figura 3) (WONG,
YU, 2019). Pode, também, promover a carcinogénese, com trabalhos demonstrando
a associacédo entre ciclos repetidos de antibidticos e o desenvolvimento de diversos
tumores. Dentre os observados, encontram-se o CCR, carcinoma hepatocelular e
cancer de mama (VEZIANT, 2021).
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Figura 3 — Doencas relacionadas com a microbiota e bactérias prevalentes
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4.3 MICROBIOTA E O CANCER COLORRETAL

A primeira investigacdo que relacionou cancer colorretal e bactérias do trato
gastrointestinal foi feita em 1969, comparando culturas de fezes de populacbes
consideradas de “alta incidéncia" e “baixa incidéncia” e analisando a prevaléncia de
certos géneros e espécies. Posteriormente, metabdlitos bacterianos e outras
substancias passaram a ser alvo de investigagdo, como acidos biliares e acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs) (JOHNS; PETRELLI, 2021). A patogénese que
essas bactérias estdo envolvidas em relagdo ao desenvolvimento tumoral se da por
vérias razdes, incluindo: secrec¢do de toxinas que levam ao dano do DNA, ativacdo
de vias de sinalizacdo que promovem proliferacdo celular, desencadeamento da
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias e aumento da expressdo de genes

relacionados a autofagia (LI et al., 2022).
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Ademais, ha indicios de influéncia da microbiota no sucesso de terapias

antitumorais. Estudos demonstraram que as bactérias podem interferir
negativamente nos inibidores de checkpoint imunoldgico na imunoterapia, bem como
em quimioterapias como as baseadas em ciclofosfamida, oxaliplatina e gencitabina,
e cirurgia, principalmente no tocante ao desenvolvimento de uma complicacdo pos-
operatoria conhecida como fistula anastomoética. Ademais, demonstra influéncia
prognostica de sobrevivéncia ao cancer, principalmente o CCR, sendo as mais
relacionadas com um mau prognéstico a Fusobacterium nucleatum, Bacteroides
fragilis enterotoxigénico, Enterococcus faecalis e Escherichia coli(WONG, YU, 2019;
SONG, CHAN, SUN, 2020; VEZIANT et al., 2021). Os mecanismos de acédo das

bactérias citadas podem ser observados na figura abaixo (figura 4):

Figura 4 — Papel de Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacteroides fragilis e

Fusobacterium nucleatum no desenvolvimento neoplésico
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5 CANCER COLORRETAL
5.1 EPIDEMIOLOGIA

As doencas gastrointestinais tém uma das maiores taxas de incidéncia em
todo o mundo, dividindo-se, basicamente, em dois grupos: doencas inflamatorias
intestinais e canceres (STRAKOVA; KORENA; KARPISKOVA, 2021). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (2022) e Jinet al., (2020), o cancer é a principal
causa de morte ao redor do mundo, contando com cerca de 10 milhdes de mortes
em 2020. O cancer colorretal, especificamente, € o terceiro mais comum (cerca de
1.93 milhdes de casos no mesmo ano), atras apenas do cancer de mama (2.26
milhdes) e de pulméo (2.21 milhdes de casos), e é a segunda causa de morte
associada ao cancer (916.000 mortes em 2020). H4 uma média de mais de 600.000
mortes por ano, sendo que, em 2030, ha previsdo desse numero ultrapassar
1.100.000 (Llet al., 2022).

No Brasil, a incidéncia maior € na populacdo que possui entre 50 a 70 anos,
com possibilidade de desenvolvimento neoplasico aumentado a partir dos 40. O
sudeste e sul do pais apresentam incidéncia similar a de paises industrializados,
provavelmente pela semelhanca entre seus habitos de dieta e estilo de vida
(RODRIGUES et al., 2016). Os paises industrializados, inclusive, conhecidos como
possuintes de um nivel alto/muito alto do indice de desenvolvimento humano (IDH),
apresentam maior taxa de incidéncia de CCR em comparag¢do com paises com um
baixo IDH. Porém, é importante ressaltar que essas discrepancias ndo envolvem
apenas mudancas na dieta (como o fato de que paises ricos possuem como dieta
predominante o consumo de carne vermelha), mas também a baixa disponibilidade
de testes de triagem em paises pobres, bem como um menor indice de remocéo de
polipos pré-cancerosos e uma expectativa media de vida menor em comparacao a
paises de alto IDH (BAIDOUNet al., 2020).

Em relacdo ao género, os homens sdo mais propensos a desenvolver CCR,
com risco aumentado ap6s os 50 anos. A taxa de incidéncia e mortalidade varia
dependendo do pais, tendo como explicacdo o efeito da exposicdo dietética e
ambiental e a predisposi¢cdo genética individual (JINet al., 2020). Os dados de
incidéncia e mortalidade por género e regido do pais podem ser observados na
figura abaixo (figura 5), bem como por tipo de cancer, presentes na figura6.
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Figura5 — Incidéncias do cancer colorretal por género nas regiées do Brasil

6,48
5,43

10,79
8,91

15,24
15,40

26,18
28,62

23,65
25111 *A cada 100 mil habitantes

Q0 Q1O QO QO QO

Fonte: INCA, 2020.

Figura6 — Incidéncias e mortalidades do céncer colorretal e de outros tipos de

canceres prevalentes na populacdo mundial
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5.2 TRATAMENTO

A primeira escolha de tratamento para casos de cancer colorretal comumente
€ a cirurgia, sendo realizada em conjunto a uma quimioterapia adjuvante quando o
estagio tumoral se encontra em niveis mais avancados. Dentre os alvos dos
medicamentos utilizados na quimioterapia, encontram-se biomarcadores
moleculares tumorais e o perfil farmacogendmico do paciente, de forma a garantir a
melhor resposta possivel (DALMASSO, 2014). Normalmente, os medicamentos
utilizados incluem fluoropirimidina, oxaliplatina, irinotecano e capecitabina. Outras
abordagens incluem radioterapia e imunoterapia. Todas elas demonstraram
aumentar a sobrevida dos pacientes com doenca avancada em até trés anos,
porém, a doenca continua estando relacionada a um mau progndstico e baixa
sobrevida a longo prazo (STRAKOVA, KORENA,KARPISKOVA, 2021; Llet al.,
2022).

A sobrevida dos pacientes com cancer colorretal é altamente dependente do
estagio tumoral. O estdgio | comumente apresenta um bom prognéstico apos a
resseccdo cirdrgica, enquanto no estagio IV, quando ha metastase, as taxas de
sobrevida em cinco anos sao inferiores a 10%. O diagndstico precoce, portanto,
entra como peca fundamental para garantir a sobrevivéncia e qualidade de vida dos
pacientes (SAUS et al., 2019; LA VECCHIA; SEBASTIAN, 2020;LIUet al., 2021).

O aumento de programas de triagem sao algumas das raz0es pelas quais se
prevé que, em paises desenvolvidos, a prevaléncia de CCR tender4d a ser
estabilizada, em contraste com os paises em desenvolvimento, com 2,5 milhées de
casos até 2035. Um aumento de pacientes com menos de 50 anos diagnosticados
com a doenca e a baixa taxa de sobrevida também tém sido preocupantes
(DEKKERet al., 2019). Este ultimo ocorre quando a doenca é descoberta
tardiamente, pois varios dos tratamentos utilizados acabam enfrentando resisténcia
por parte do cancer e, muitas vezes, sdo combinados com a presenca de
metastases (LA VECCHIA; SEBASTIAN, 2020). A mortalidade pode ser diminuida
por exames preventivos, visto que é considerado um céancer de desenvolvimento
lento (VILLARIBA-TOLENTINO, 2021;Llet al., 2022).

Os testes de rastreio do CCR incluem colonoscopia, enema de bario com
duplo contraste, colonografia por tomografia computadorizada, sigmoidoscopia
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flexivel, endoscopia de capsula do colon, e testes de triagem como os de
visualizacdo indireta e direta, os baseados em sangue, e os baseados em fezes
(HADJIPETROUet al., 2017; KANTH, INADOMI, 2021). Estes incluem,
principalmente, o teste imunoquimico fecal atual e o teste de DNA de fezes
multialvo. Ambos possuem uma sensibilidade abaixo do ideal, principalmente para
adenomas colorretais avancados. A colonoscopia, por sua vez, apresenta um alto
custo, desconforto para o paciente e riscos de perfuracdes e sangramentos (SAUS
et al., 2019; LIUet al., 2021). Os marcadores microbianos surgiram, recentemente,
como indicadores promissores no diagndstico precoce do cancer colorretal, ja que
sao fatores de predisposicdo ao CCR e servem para avaliar cepas presentes em
amostras fecais, tais como Bacteroides fragilis, E. coli, Enterococcus faecalis e
outras, e quantificando-as (WONG, YU, 2019; VEZIANT, 2021).

5.3 DESENVOLVIMENTO

O céancer se inicia a partir de varias alteragbes genéticas e epigenéticas que
vao se acumulando nas células sométicas. Essas alteragfes levam a um ganho de
funcdo que pode gerar uma proliferacdo celular descontrolada, levando a formacéo
de um tecido tumoral heterogéneo (figura7). Este tecido mantém uma interacdo com
outras células tumorais, permitindo sua sobrevivéncia e invasdo (JIN; DARIYAet al.,
2020). Em estégios iniciais, o cancer colorretal € considerado um céncer silencioso,
permanecendo assintomatico até estagios mais avancados da doenca. Sinais e
sintomas incluem sangramento retal oculto ou manifesto, alteracdo nos habitos

intestinais, anemia e dor abdominal (DEKKERet al., 2019).
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Figura 7 — Etapas de desenvolvimento do cancer

Agdo de oncopromotores
Mais alteragGes genéticas

e capacidade de I
proliferagao descontrolada

Agdo de carcinégenos
Levam a alteragbes

genéticas
Multiplicagdo descontrolada e

caracteristicas de malignidade

Referéncia: Compton, 2020.

O aparecimento do CCR geralmente segue o modelo de patogénese
Adenoma-Carcinoma, o qual envolve a presenca de poélipos: lesbes precursoras
neoplasicas que podem evoluir para CCR em cerca de 10 a 15 anos. A célula
originria provavelmente sdo células-tronco cancerosas, residentes na base das
criptas colbnicas e resultantes de um acumulo de alteracdes genéticas que afetam
oncogenes e genes supressores de tumor. As duas vias principais que geram lesfes
precursoras sao: via tradicional adenoma-carcinoma (representa cerca de 60-70%
dos cénceres colorretais) e via serrilhada (15-30%) (HADJIPETROU, 2017; JIN,
2020; KANTH, INADOMI, 2021). A primeira normalmente se inicia com uma mutagao
no gene APC, comumente envolvido em CCR, seguido por ativacdo de oncogenes
RAS ou inativacdo do gene supressor de tumor TP53. A segunda normalmente esta
associada a mutacbes em genes RAS e RAF e instabilidade epigenética,
caracterizada por instabilidade cromossomica, fenotipo metilador da ilha CpG
(CIMP), instabilidade de microssatélites (MSI) e/ou hipometilacdo global do DNA
(LEE-SIXet al;DEKKERet al., 2019; JINet al., 2020).

O desenvolvimento carcinogénico no intestino grosso é multifatorial e varios
fatores genéticos e ambientais contribuem para o seu aparecimento. Alteracdes
geneéticas e epigenéticas em proto-oncogenes, genes supressores de tumor e/ou
genes de reparo podem levar a tumorigénese (SAUSet al., 2019). Apesar das

sindromes de predisposicdo ao cancer colorretal serem bem definidas, como por
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exemplo, a sindrome de Lynch, polipose adenomatosa familiar e sindrome de Peutz-
Jeghers, elas representam uma minoria de todos os casos de CCR. Os CCRs de
origem hereditaria representam cerca de 10-20% de todas as causas, podendo ser
uma sindrome genética polipose ou ndo polipose (DEKKER et al., 2019). Este baixo
namero chama a atencao para fatores ambientais, os quais parecem desempenhar

um maior papel na tumorigénese (WONG, YU, 2019).

Dentre os fatores predisponentes de causa ndo genética, encontram-se 0
tabagismo, consumo de 4alcool, obesidade, diabetes edieta rica em alimentos
industrializados, gorduras, carne vermelha e baixo consumo de fibras (SAUSet al.,
2019). Ademais, cerca de 15-20% séo relacionados a micro-organismos e infec¢oes,
sendo um dos exemplos mais conhecidos na literatura a atuacdo da Helicobacter
pylori (H. pylori) no desenvolvimento do céancer gastrico, além do céancer
hepatocelular (virus da hepatite B e C) e cervical (papilomavirus humano)
(COUGNOUXet al., 2014; RODRIGUESet al.;VEZIANT et al., 2016; WONG, YU,
2019). As bactérias possuem mecanismos de carcinogénese distintos, como
geracdo de inflamacédo cronica por ativacdo de cascatas inflamatérias, atuacédo de
receptores de reconhecimento de padrdes e producao de toxinas que causam danos
ao DNA, como a toxina distensora citoletal (CDT) e a colibactina (WONG, YU, 2019).

Tecidos com alta exposicdo a microbiota, como o co6lon humano, abrigam
certos tipos de cancer. A existéncia de 1013 micro-organismos no colon em contraste
com 102 no duodeno e 108 no ileo distal explicam o maior risco de cancer no
intestino grosso do que no delgado (COUGNOUXet al., 2014; VEZIANT et al., 2016).
Estudos utilizando camundongos modificados susceptiveis ao CCR ou com
inflamacgé@o crénica induzida desenvolveram menos tumores quando livres da
colonizag&o por micro-organismos do que os que mantiveram sua microbiota normal
(COUGNOUXet al., 2014).

5.4 INFLUENCIA DA MICROBIOTA

Quando Helicobacter pylori passou a ser investigada como um fator de risco
para o desenvolvimento do cancer de estdbmago, a microbiota e bactérias
patogénicas que poderiam eventualmente infectar o ser humano passaram a ser
enxergadas com outros olhos (DALMASSOet al., 2014;WASSENAAR, 2018). A

microbiota de individuos saudaveis é relativamente similar a de pacientes com
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CCR;entretanto,  micro-organismos  especificos se mostram de forma
significativamente enriquecida nos doentes, ocorrendo o que chamamos de disbiose
(VEZIANT et al., 2016; SAUSet al., 2019).

Na disbiose (desequilibrio da microbiota), a permeabilidade intestinal é
aumentada, estando relacionada a varias doencas inflamatorias intestinais, incluindo
CCR. Uma das causas sdo os metabdlitos que ativam fatores inflamatorios e vias
pré-carcinogénicas, envolvendo, por exemplo, citocinas, interleucina-6 e fator de
necrose tumoral-a, danificando o epitélio e suas juncdes; e metabdlitos que
danificam diretamente as células, como os produzidos por certos micro-organismos
patogénicos oportunistas pro-inflamatorios (COUGNOUXet al., 2014; SAUSet al.,
2019).

Estes micro-organismos sdo encontrados em maior quantidade em
comparacdo com bactérias benéficas a homeostase intestinal. Exemplos de pro-
inflamatérios incluem S. gallolyticus e bovis, F. nucleatum, B. fragilis, E. faecalis, C.
septicum eE. coli; exemplos de benéficas incluem géneros como Roseburia,
Clostridium, Faecalibacterium e Bifidobacterium. Alguns virus, como citomegalovirus
e bacterioéfagos, e fungos, como Malassezia, também demonstraram uma maior
abundancia em individuos com CCR em relacédo a controles saudaveis (WONG, YU,
2019). As diferentes combinacdes e composi¢cdes de bactérias da microbiota atuam
sinergicamente na carcinogénese (VEZIANTet al.,, 2016; SAUS et al., 2019;
OLIEROet al., 2021).

O ambiente tumoral, quando instalado, pode propiciar a proliferacdo de certas
espécies bacterianas. A maioria das neoplasias contém regides sujeitas a hipoxia
devido a proliferacdo intensa de células, vascularizacdo aberrante e suprimento
sanguineo deficiente no tecido canceroso. Este microambiente propicia a
proliferacdo de micro-organismos anaerobios obrigatorios, como Clostridium sp., e
Bifidobacterium sp., e anaerdbios facultativos, como Pseudomonas sp. eEscherichia

coli(Dr6zdzet al., 2020).

Porém, questbes focadas em qual seria o papel das bactérias
especificamenteno desenvolvimento do tumor, sem que ele esteja presente
previamente, comecaram a aparecer, e entre essas bactérias, o envolvimento de E.

coli comecgou a ser questionado, principalmente para o cancer colorretal. Isso porque
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o fato de E. coli ser frequentemente encontrada e acumulada em lesdes tumorais do
colon (algumas vezes sendo até o Unico micro-organismo encontrado ali) chamou
atencado. Diversos estudos a fim de detectar a quantidade dessa bactéria em tecidos
foram realizados, e a maior parte deles detectou um numero relativamente maior da
presenca da bactéria em adenomas, carcinomas e biopsias de pacientes com
Doenca de Crohn, CCR, diverticulose e colite ulcerativa, em comparacao a controles
(DALMASSOet al., 2014;WASSENAAR, 2018).

A E. coli esta presente, hoje, em 90% dos individuos, sendo as primeiras
colonizadoras poucas horas apés o nascimento do individuo (MARTINSON, WALK,
2020). O termo “patobionte” passou a ser designado para ela por ser uma espécie
bacteriana que pode causar doenc¢a quando o hospedeiro se encontra em disbiose
ou imunidade baixa. Uma das razdes para sua designacéo é o fato da bactéria ser
capaz de regular negativamente a expressao de proteinas de reparo do DNA e pela
producdo de toxinas com capacidade carcinogénica, causando estresse e dano
celular (DALMASSO et al., 2014; SILVESTRE, 2016). Além disso, desempenham um
papel na formacdo de mediadores da inflamacdo e espécies reativas de oxigénio
(ROS), induzindo estresse oxidativo e aumento na atividade da mieloperoxidase, os
quais foram observados em estagios iniciais da formacédo tumoral (VEZIANTet al.,
2016).

As toxinas produzidas incluem ciclomodulinas, classe de toxinas conhecidas
como moduladoras da diferenciacao, proliferacdo celular e apoptose. A colibactina,
uma das mais estudadas atualmente, esta incluida nessa classe, causando quebras
na fita-dupla do DNA e interrupcéo transitoria do ciclo celular na fase G2-M. Essa
toxina é frequentemente associada ao cancer colorretal humano, sendo encontrada
em sua maioria (cerca de 55-66,7%) nos tumores em comparagao ao tecido
saudavel de controles (19-21%). As células infectadas pelas linhagens produtoras
possuem probabilidade de sobrevivéncia, mas defeitos nas vias de reparo
aumentam as chances de mutacbes irreversiveis contribuintes para o0
desenvolvimento tumoral (DALMASSO et al., 2014; VILLARIBA-TOLENTINOet al.,
2021). Dentre as linhagens, encontram-se cepas patogénicas de Escherichia coli
(NOWROUZIAN, OSWALD, 2012; IFTEKHARet al., 2021).
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6 ESCHERICHIA COLI
6.1 VISAO GERAL

A Escherichia coli foi descrita pela primeira vez em 1885, quando o pediatra
alemao Theodor Escherich isolou-a das fezes de uma crianca acometida por diarreia
(MAINIL, 2013). E uma bactéria de bastante interesse mundialmente principalmente
por sua alta diversidade genética e fenotipica, a qual ocorre por sua capacidade de
transferéncia horizontal de genes, adaptacédo ao hospedeiro e expansédo do nicho
ecologico, garantindo a existéncia de pelo menos oito grupos filogenéticos (A, 1, B2,
C, D, E, F e G) e subgrupos (A0, Al, B1, B22, B23, D1 e D2). O grupo B2 € o maior
responsavel por doencas extra-intestinais e 0 que mais possui genes associados a
viruléncia; o filogrupo D é considerado o que possui esses fatores em menor grau
(GARCIAet al., 2016; SARSHARet al., 2017; AUVRAYet al., 2021). Os genes que
determinam a viruléncia e/ou colonizacdo sdo contabilizados em cerca de 3.000

genes de um total de 4 a 5 mil do genoma da bactéria (POIRELet al., 2018).

A E. coli € uma bactéria Gram-negativa, flagelada, ndo-formadora de esporo e
anaerobia facultativa que pertence a familia Enterobacteriaceae, dentro da classe
Gamaprotobacteria e do filo Protobacteria(JANGet al., 2017; MUELLER, TAINTER;
DOUGHERTY, JOBIN, 2022). Apesar de possuir uma relacdo de simbiose com o
hospedeiro, sendo a principal residente do intestino grosso, em individuos com a
imunidade comprometida ou inadequabilidade das barreiras gastrointestinais,
mesmo as cepas nao patogénicas podem causar infeccées em humanos e animais
(SALVATIERRA, 2014). Possui forma de bastonete e capacidade de replicar-se a
cada, em média, 20 minutos. Cerca de 2 milhdes de mortes por ano sao causadas

por cepas patogénicas de E. coli(GARCIAet al., 2016).

Dentre os patétipos intestinais mais estudados, encontram-se: E. coli
enteropatogénica, enterotoxigénica, enteroagregativa, enteroinvasora e
enterohemorragica, as quais diferenciam-se entre si de acordo com fatores de
viruléncia e fisiopatologia (GARCIAet al., 2016). Dentro dos patétipos, ha cerca de
700 sorotipos que levam nomes com base em trés antigenos do micro-organismo:
antigenos somaticos (O — determinado por cadeias de polissacarideos repetitivos no
lipopolissacarideo), capsulares (K) e flagelares (H) (MAINIL, 2013; JANGet al., 2017,
MUELLER, TAINTER, 2022). Alguns possuem mais aten¢cdo mundial, como E. coli
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0157:H7, um sorotipo enterohemorragico que gera doencas graves transmitidas por
agua e alimentos contaminados. Ademais, ha cepas que causam doencas nao
relacionadas ao TGI, sendo consideradas E. coli patogénicas extraintestinais
(EXPEC) (JANGet al., 2017).

Essa bactéria também acaba sendo um alarmante por conta da sua frequente
resisténcia a antibioticos. Os isolados de E. coli resistentes e multirresistentes tém
aumentado nos ultimos anos, desenvolvendo resisténcias como [B-lactamases de
espectro estendido, carbapenemases e mecanismos de resisténcia a quinolonas
mediada por plasmideo, além de clones que apresentam resisténcia a

fluoroquinolonas e cefalosporinas de espectro estendido (VILAet al., 2016).

Varios fatores contribuem para essa caracteristica, incluindo o aumento do
uso desses medicamentos indiscriminadamente durante a pandemia de COVID-19,
tratamento com antibiético em animais de sangue quente (0s quais sdo hospedeiros
de E. coli) que servem a populacdo como alimento, e constante compartilhamento
genético entre cepas distintas por meio de plasmideos e transposons. Este ultimo é
o que define que E. coli seja tdo diversificada, seja fenotipicamente como
genotipicamente, variando em caracteristicas como capacidade de formar biofilme,
utilizagdo de fontes de carbono, etc. (JANGet al.,, 2017; ROTHet al., 2019;
LIVERMORE, 2021).

Sua infeccdo possui, como primeiro obstaculo, a acidez do estdbmago, onde
ndo ha crescimento significativo. Apenas no célon a bactéria consegue sair da fase
lag e ir para a fase exponencial. A colonizacdo depende da microbiota instalada no
hospedeiro, com a qual os nutrientes sdo competidos, e também de fatores como a
ultrapassagem da mucosa e 0 escape do sistema imune. Quando se instala no
epitélio, seu crescimento continua, com algumas células e bactérias sendo
eliminadas pelas fezes e outras permanecendo ali, além da ocorréncia de novas
infeccbes que fecham o ciclo, tanto para patogénicas, como para comensais
(CONWAY, COHEN, 2015).

O manejo de tratamento varia de acordo com a cepa, gravidade da doenca e
condi¢cbes de saude do individuo. A reidratacéo é a terapia principal para casos de

diarreia e muitas vezes a Unica, ja que muitas infecgbes tendem a ser autolimitadas
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e combatidas pelo sistema imune do hospedeiro. Dessa forma, antibioticos ndo séao
preferencialmente usados (MUELLER, TAINTER, 2022).

6.2 E. COLI PATOGENICAS

As E. coli patogénicas que infectam os individuos causam doencas que
variam de diarreia leve a colite grave, enquanto os ExXPEC sdo, normalmente,
colonizadores assintométicos do TGI que apenas causam doenca quando migram
para outros locais do corpo, causando infec¢des urinarias, nosocomiais, meningite,
sepse, insuficiéncia renal e outros. Sua deteccdo se da por meios de cultura, sendo
o MacConkey o mais comumente utilizado, e por testes bioquimicos que confirmarao
caracteristicas como fermentacao de lactose, producdo de indol, catalase positiva e
oxidase negativa (POIRELet al., 2018; MULLER, TAINTER, 2022).

Cepas patogénicas de E. coli também tém o que chamamos de ilha de
patogenicidade, que sdo grandes regides gendmicas compostas por genes
relacionados a patogenicidade (AUVRAYet al., 2021). J4 foram identificadas E. coli
que promovem, por exemplo, a regulacdo negativa de proteinas de reparo de
incompatibilidade ao DNA e toxinas que modulam o ciclo celular, tais como fator
necrosante citotoxico, fator inibidor do ciclo, ligacdo dependente de intimina
codificada por EAE, toxinas de distensdo citoletal e colibactina (quadro 1). Essas
toxinas sdo chamadas de ciclomodulinas. Cerca de 30% de todo o genoma da
bactéria € representado por PAls (KHAN, CASH, 2013; COUGNOUXet al., 2014,
VILA et al., 2016; WASSENAAR, 2018).
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Quadro 1 — Caracteristicas das ciclomodulinas de E. coli

GENE sSiTiO DE

CICLOMODULINAS = FUNCAO
CODIFICANTE ACAO <
Inibidor da apoptose, modulande a homeostase

Familia de proteinas mitocondrial e estimulande o ciclo celular pela indugio da

Fator necrozante citotdxico cnfi Rh replicagio do DNA e transicdo G1/S. A desaminagéo da
o Rho-GTPase resulta na ativagdo do citoesgueleto de actina,

resultando em multinucleagio.
Toxina distensora citoletal cdth. cdtB. and cdtC DNA Interrupg&o do ciclo celular por causar quebras de fita-

dupla no DNA.

Cinase 1 dependente de
Fator de inibigdo do ciclo cif ciclina e enzimas Inibig&e do ciclo celular por acimulo de p21 e p27
ativadoras de NEDD8

0 efetor eae & intreduzide na célula hospedeira per meio do
. x P eae e Sistema de sistema de secregéo tipo III e regula negativamente o sistema
Ligacdo dependente de intimina . L DNA ¢ po L1 & reg a .
Secrecao tipo III de reparo de incompatibilidade de DNA (mismatch repair),

resultando em quebras de fita-dupla na molécula.

0 anel de cicloprepanc da molécula gera quebras de fita-
Colibactina Lécus pks DNA dupla no DNA por alquilagdo e formagao de adutos de
adenina.

Fonte: Khan, Cash, 2013; Wassenaar; NG, Gan, Hagen, 2018; Morgan et al., 2022.

Muitas das cepas virulentas de E. coli sdo classificadas como pertencentes ao
grupo B2 e possuem relacdo com o desenvolvimento tumoral, principalmente com o
cancer colorretal. O filogrupo B2 é constantemente associado, pois sua frequéncia
no intestino de pessoas submetidas a dietas ocidentais aumentou, em conjunto com
0 aumento de casos de CCR. Ademais, E. coli B2 s&o colonizadores de longo prazo
no intestino humano, fazendo com que os fatores de viruléncia que essas cepas
produzem atuem por bastante tempo no tecido intestinal, resultando em uma
resposta inflamatoria crénica e maior risco de desenvolvimento de céancer
(WASSENAAR,2018).

A patogénese do filotipo B2 esta associada com a interrupgéo de ciclo celular
e inducdo de senescéncia causados pelas ciclomodulinas. Ademais, E. coli
provavelmente reduz a capacidade de outros micro-organismos de converterem
agentes carcinogénicos em metabdlitos inofensivos, além da propria cepa ter pouca
ou nenhuma capacidade dessa conversao. Dentro deste filogrupo, encontra-se a E.
coli pks+/E. coli clb+, bactéria patogénica e virulenta encontrada no TGI de
portadores assintomaticos desde os primeiros dias apds o nascimento (KHAN,
CASH, 2013; WASSENAAR,2018; BOOTet al., 2020).
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Essa cepa € considerada possuinte de uma baixa resisténcia a
antimicrobianos em comparacao com cepas negativas para a ilha, sendo alguns dos
fatores de resisténcia encontrados as bombas de efluxo e genes como bacA
(resisténcia contra bacitracina), pmrE, pmrC e pmrF, envolvidos na resisténcia contra
polimixina. Outros fatores bastante recorrentes sdo os sistemas de secrecao tipo VI,
sistemas relacionados a producédo de sideréforos (incluindo os genes yersiniabactin,
enterobactin, salmochelin e chuASTUVWXY) e sistema hemolisina (hly)
(SARSHARet al., 2017; SURESHet al., 2021).

A alta variabilidade genética demonstrou que cepas de E. coli clb+ estdo
constantemente adquirindo fatores de viruléncia, seja por elementos genéticos
moveis, ilhas gendmicas, fagos ou plasmideos. Essa transferéncia ndo ocorre
apenas entre cepas da mesma espécie, mas também para outras que ja foram
isoladas e classificadas como semelhantes a ilha pks de E. coli, tais como K.
aerogenes, K. pneumoniae e C. koseri(SARSHARet al., 2017; SURESHet al.,
2021).Essa transferéncia pode ser observada pela andlise da semelhanca de fatores
genéticos entre as espécies. Um exemplo semelhante entre elas € a ilha pks, regiao
gendmica responsavel pela producdo da genotoxina colibactina, a qual sera

detalhada a seguir (BOOTet al., 2020).
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7 COLIBACTINA
7.1 DEFINICAO E ESTRUTURA QUIMICA

A colibactina € produzida em um cluster de genes de 54kb conhecido como
ilha pks (figura8), o qual € composto por genes que codificam para varios peptideos
(NRPS-PKS). Essa ilha de patogenicidade foi identificada, primeiramente, em 2006,
no genoma do prototipo EXPEC da cepa de E. coli de meningite IHE3034
(SARSHAR et al., 2017; BOSSUET-GREIFet al., 2018; VEZIANTet al., 2021, Llet al.,
2022). E considerada simbiética e intrigante para os cientistas, pois, apesar de estar
relacionada com doencas intestinais conhecidas, tais como polipose adenomatosa
familiar, cancer colorretal e doencas inflamatérias, sua estrutura quimica e atividade
biolégica necessitam de mais entendimento. O que se sabe, hoje, € que sua
atividade genotoxica é dependente de contato e que provavelmente ela se trata de
uma toxina instavel quando ativa (WILSONet al., 2019; Llet al., 2022).

Figura8 — Open Reading Frames da ilha genémica pks

clbAR  clbB clbCDEF G clbH clbl  clbJ clbK clbLM clbN O clbPQ S

w3 kb
=NRPS M =PKS N =NRPS/PKS = periplasmic peptidase M = other

= aminomalonate synthesis and transfer
Fonte: Wilson et al., 2019.

Essa ilha de patogenicidade se associa a um gene de integrase (o qual
provavelmente mediou sua insercdo no cromossomo da bactéria) e esta localizada
em um locus de RNA transportador, flanqueada por duas repeticdes diretas curtas
de 17pb. Essa ilha conservada ndo é encontrada apenas em E. coli, mas também
em outros membros da familia Enterobacteriaceae, tais como Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter koseri e Enterobacter aerogenes, além de outras cepas de
E. coli, como E. coli Nissle 1917 e E. coli B2 associada a meningite (GARCIiAet al.,
2016; BOSSUET-GREIFet al., 2018; XUEet al., 2019; AUVRAYet al., 2021).

A producdo da toxina colibactina envolve a acdo de algumas proteinas
codificadas por 19 genes que incluem megassintases peptidicas ndo ribossomais
(NRPS, clbH, clbJ e clbN), megassintases de policetideos (PKS, cIbC, clbl, e clbO),
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duas NRPS-PKS hibridas (clbB e clbK), e nove enzimas acessorias e de adaptacao
(JANGet al., 2017; WERNKEet al., 2020; STRAKOVA; KORENA, KARPISKOVA,
2021). A pré-colibactina € considerada uma pro-droga que depende da clivagem da
cadeia lateral de N-miristoil-d-asparagina (C14-Asn) para que a colibactina seja
ativada e liberada. A regido genbmica de PKS-NRPS ndo produz apenas a
colibactina, mas também lipopeptideos analgésicos (como o C12-Asn-GABA), que
se difundem para neurdnios sensoriais a fim de diminuir a algesia do hospedeiro,
sideréforos (elementos de captacdo exdgena de ferro extremamente importantes
para o metabolismo e replicacdo bacteriana), antibiéticos e confere protecédo contra
a degradacdo nucleolitica por nucleases (AUVRAYet al.; DOUGHERTY, JOBIN,
2021;MARTINS, 2022).

Os NRPSs e PKSs sdo modificados depois de sua traducdo para funcionar
como uma linha de montagem que produz as pré-colibactinas inativas. Os
intermediarios biossintéticos de pré-colibactina sdo retirados da linha de montagem
pela tioesterase ClbQ, seguindo para a bomba ClbM para serem transportadas para
o periplasma bacteriano. Junto com o papel do clbS, o fato da toxina ser
transportada também garante uma protecdo para a célula bacteriana (BOSSUET-
GREIFet al., 2018; STRAKOVA; KORENA, KARPISKOVA, 2021).

Apesar de mais comum a cepa B2, a colibactina ndo esta presente apenas
neste filogrupo. A ilha pks foi adquirida de formas diferentes em alguns subgrupos,
sendo ou pelo mais recente ancestral comum, que é o caso de cepas B2, ou por
eventos esporadicos de transferéncia lateral, como ocorrido nas cepas A e B1, ou
até mesmo por acao da transferéncia horizontal de genes, quando cepas distintas de
B2 sdo pks+ e apresentam sequéncia genética similar. Inclusive, a sequéncia
genética da ilha pks é altamente conservada, apresentando mais de 99% de
similaridade entre a populagdo de E. coli. Ademais, a ilha pks é evolutivamente
interessante a bactéria, fato que é reforcado pela energia despendida e espaco
ocupado em seu genoma para transcrever e traduzir uma ilha genémica de 54kb e
19 genes (AUVRAYet al.; VEZIANTet al., 2021).

Havia uma grande dificuldade em torno do descobrimento do mecanismo de
acdo da colibactina pela falta de se conseguir isolar a molécula para realizar estudos

mais profundos. Dessa forma, outras abordagens foram e tém sido aplicadas para
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este fim, tais como analises de enzimologia, bioinformatica, caracterizacdo de
intermediarios biossintéticos, entre outros. Todos os dados alcancados deram uma
idealizacdo do que seria a estrutura e a bioatividade da colibactina (XUE et al.,
2019).

Porém, por conta de seu papel na carcinogénese colorretal, muitos estudos
com foco na estrutura quimica e mecanismo de acdo da colibactina e outros
metabdlitos da ilha pks passaram a ser desenvolvidos (WERNKEet al., 2020). Foi
observado que esses metabdlitos, em sua maioria, contém um anel de ciclopropano,
caracteristica estrutural encontrada em agentes alquilantes do DNA. Esses agentes
atuam como eletréfilos em direcdo aos nucleotideos da molécula, gerando
modificacdes covalentes denominadas adutos. Essa descoberta propds que o
mecanismo de acdo da colibactina envolve, portanto, a alquilacdo do DNA in vivo,
processo que gera mutacBes em oncogenes e genes supressores de tumor e que,
por sua vez, contribui para a tumorigénese (WILSONet al., 2019; VEZIANTet al.,
2021).

O processo de alquilacdo causado pela colibactina pode ser observado
abaixo (figura9). A colibactina é formada a partir da pré-colibactina, a qual que tem,
como principais grupos estruturais, amida Nmiristoil-D-Asn terminal e um residuo de
aminociclopropano. A amida terminal € clivada no periplasma bacteriano por uma
serina protease conhecida como colibactina peptidase (ClbP), gerando uma amina
resultante que sofre uma série de reacdes de ciclizagdo para gerar o que chamamos
de pirociclopropildihidro-2-pirrolona. Essas ciclizagbes fazem com que o
ciclopropano se conjugue com uma imina e uma amida, tornando o ciclopropano
eletrofilico (ou seja, apresentando afinidade por elétrons) e capaz de alquilar o DNA.
Essa alquilagédo ocorre principalmente com adeninas da molécula, formando adutos
de adenina que impedem o prosseguimento da forquilha de replicacdo. Estudos
recentes propdem um segundo local reativo ao DNA além dos adutos de adenina,
mas essa segunda alquilagdo ainda nédo foi elucidada (XUEet al.; THAKUR,
MALAISE, MARTIN, 2019).
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Figura9 — Biossintese da colibactina e formacado de adutos de adenina
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Fonte: Xueet al.; Thakur, Malaisé, Martin, 2019.
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Pelo fato de uma das principais etapas bioquimicas ser a clivagem pela CIbP,
muitas mutacdes tém sido geradas nela a fim de se tentar isolar as pré-colibactinas
e estudar a estrutura. Algumas das pré-colibactinas isoladas podem ser observadas
abaixo, além da estrutura final proposta como a verdadeira colibactina (figural0)
(XUEet al., 2019):

Figura 10 — Pré-colibactinas isoladas e estrutura proposta da colibactina

R = CO.H precolibactin 886 (8a)
HO

(0]
I ,>—-O precolibactin 969 (8b)

precolibactin C (7) Ho,c” N

colibactin (17)

Fonte: adaptado de Xueet al., 2019.
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7.2 MECANISMO DE ACAO E EFEITOS NO DNA

O principal mecanismo de dano pode ser explicado pela propria acdo da
estrutura quimica da molécula da colibactina quando alquila o DNA. A alquilacéao
promove quebras de dupla-fita, provavelmente por consequéncia dos proprios
mecanismos celulares de reparo ativados, como a ativacdo da via de ponto de
checagem de dano ao DNA G2-M (THAKUR, MALAISE, MARTIN; KAWANISHIet al.,
2019; DZIUBANSKA-KUSIBABet al., 2020;IFTEKHAREet al., 2021).

Apos a formacdo dos adutos de adenina, as ligacGes cruzadas do DNA da
colibactina sofrem depurinagdo via [B-eliminacdo, provavelmente por acdo de
glicosilases (DZIUBANSKA-KUSIBABet al., 2020). A depurinacéo é a liberacdo de
bases puricas de &cidos nucleicos formando sitios apurinicos, nos quais a estrutura
covalente do DNA torna-se mais suscetivel a mutagdes, carcinogénese e destruicao
espontanea (AN et al., 2014). Nesses sitios, DNAs polimerase de translesdo e a via
de excisdo de nucleotideos de adeninas alquiladas podem atuar, sendo propensos a
erros e levando a quebras (DZIUBANSKA-KUSIBABet al., 2020).

Além da alquilagéo, foi observado também que a colibactina apresenta
capacidade de realizar ligacdes cruzadas entre cadeias no DNA (ICLs). Essa
caracteristica ndo se aplica apenas a colibactina, pois quando outros genes do
cluster se encontram mutados, a propriedade de gerar ligacdes cruzadas se perde.
O unico gene que, quando mutado, ndo afeta na atividade genotdxica da molécula
de colibactina, é o clbS, uma ciclopropano hidrolase que serve para inativar as
colibactinas da bactéria produtora, a fim de protegé-la da autotoxicidade (BOSSUET-
GREIFet al., 2018).

As ICLs geram uma resposta de reparo dependente de ATR (quinase
relacionada ao Rad3) ao bloquear o avanco da forquilha de replicacdo. Essa via de
reparo inclui a convergéncia de dois garfos de replicacdo na regido das ligacdes
cruzadas, desmontagem do replissoma e ativagdo do ATR, gerando parada do ciclo
celular antes mesmo de se iniciar a mitose e quebras de dupla-fita (WERNKE, 2020).
Ocorre, assim, a fosforilacdo da quinase de checkpoint 2 (CHK2), da proteina de
replicacdo Ae da histona yH2AX pela quinase mutada de ataxia-telangiectasia. A
CHK?2 fosforilada, entdo, fosforila e inativa a quinase CDC25C, ficando incapaz de

ativar CDK1/ciclina B, levando & interrupgéo do ciclo celular resultando na parada do
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ciclo celular G2. A ativacdo da resposta dependente de dano promove o
recrutamento da proteina de reparo de ligacdo cruzada entre fitas FANCD2 para
locais YH2AX fosforilados, sugerindo o envolvimento da via da anemia de Fanconi
na reparacao de ligagdes cruzadas geradas por colibactina (SARSHARet al., 2017,
BOSSUET-GREIFet al.,, 2018;DOUGHERTY, JOBIN; STRAKOVA, KORENA,
KARPISKOVA, 2021).

As células com alto nimero de bactérias, apos parada do ciclo, sofrem um
processo que chamamos de senescéncia. O estudo de Dalmassoet al. (2014),
comparou 0s comportamentos de xenoenxertos entre enterocitos de E. coli que ndo
produzem colibactina (cepas E. coli pks-) e E. coli pks+ em camundongos. Uma
Gnica exposicado desses xenoenxertos foi associada a um aumento no crescimento

tumoral, indicando um papel importante na proliferacdo celular.

Dentre as possiveis explicacbes, incluem-se a inducdo de perfil de
senescéncia celular.A senescéncia € um estado irreversivel de parada de
proliferagcdo gerada por uma gama de estresses celulares, tais como ativacao de
oncogenes, encurtamento e/ou disfuncdo de teldmeros e danos genotoxicos. Seu
fendtipo tem sido associado a ativacao tumoral principalmente devido a secrecdo de
mediadores pro-inflamatoérios (SECHERet al., 2013).

As células de mamiferos expostas a E. coli pks+ exibem algumas
caracteristicas do fenétipo senescente, como por exemplo, megalocitose, parada de
ciclo, acumulo de proteinas como B-galactosidase, proteinas conjugadas com
SUMO, fosfo-p53, p21Cip e Retinoblastoma — Rb — e diminuicdo na expressao de
E2F-1 e SENP1) em combinagdo com a alta expresséo de fatores de crescimento
como HGF, FGF e GM-CSF, os quais estimulam a proliferacdo de células vizinhas,
mesmo nao estando infectadas. A juncdo dessas duas caracteristicas € considerada
chave no estimulo do crescimento tumoral. O HGF é, inclusive, determinante na
progressdo do cancer de colon, além de ser um marcador de mau prognadstico,
indutor de invasédo celular e alvo para o tratamento de CCR (SECHEREet al., 2013;
DALMASSOet al., 2014; GARCIAet al., 2016; SARSHARet al., 2017; BOSSUET-
GREIFet al., 2018; STRAKOVA,KORENA, KARPISKOVA, 2021).

Outro efeito celular causado pela colibactina s&o as aberracoes
cromossOmicas, as quais incluem perda heterozigética de miR-34a (suprime a
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formacdo tumoral e contribui para a apoptose mediada por p53), variacbes de
nucleotideo unico (SNVs) e variacbes de numero de copias (CNVs), como células
multinucleadas e aneuploidia. Essas mutacdes sao consideradas resultado de um
longo processo de dano e perda de reparo por vias celulares, além de serem
caracteristicas (principalmente as CNVs) de estagios iniciais de malignidade do
tumor. Apesar de muitas das células afetadas com aberracées cromossoémicas terem
destinos de parada mitotica ou morte celular forcada, muitas podem sobreviver e
permanecer se replicando (DOUGHERTY, JOBIN; IFTEKHARet al., 2021). Ha& uma
sugestdo que as lesdes induzidas por colibactina possam levar a mutagcdes em
oncogenes e genes supressores de tumor, mas esta é uma evidéncia que ainda
precisa de estudo (THAKUR, MALAISE, MARTIN, 2019).

Por fim, outro dano relevante sdo os causados pela oxidacdo de adutos de
colibactina, os quais podem gerar peroxidos reativos que contribuem ainda mais
para o processo danoso ao DNA (BOSSUET-GREIFet al., 2018). Esse estresse
oxidativo também ocorre in vitro, levando a diminuicdo da expressao de proteinas de
reparo do DNA, como MLH1 e MSH2, aumentando a instabilidade genémica
(VEZIANTet al., 2021).

7.3 RELACAO COM O DESENVOLVIMENTO TUMORAL

O microambiente dos tumores necessita que as células tumorais formem uma
rede dindmica onde fatores sollveis e insolUveis (como fatores de crescimento, por
exemplo) circundem as células para poderem se regular. A E. coli produtora de
colibactina, dentro desse contexto, induz a secrecdo de fatores de crescimento de
perfil de células senescentes, promovendo o crescimento tumoral. Apesar de
algumas terapias contra o cancer induzirem senescéncia, esta é feita de forma
macica, diferentemente da gerada por E. coli pks+, a qual € direcionada a uma
por¢cdo do tumor e promove a tumorigénese pela inducdo da producéo de fatores de
crescimento que sdo difundidos a células tumorais ndo infectadas pela bactéria
(figura 11) (COUGNOUXet al.; DALMASSOet al., 2014; VEZIANTet al., 2021).
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Figura 11 — Fatores produzidos no fenétipo secretor associado a senescéncia (SASP)

e como atuam no desenvolvimento tumoral
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Trends in Cancer

Fonte: adaptado de Wang, Kohli, Demaria, 2020.

Dentre os fatores SASP, IL-6 e IL-8 promovem a transicdo epitélio-
mesenquimal; IL-6—IL-6R-STAT3/CCL5—-CCR5-c-Myc/HGF contribuem para a
proliferacdo celular; CXCL5 e VEGF promovem angiogénese; CXCL12-CXCR4/IL-
6/1L-8/eotaxin/CCL5/MMPs promovem invasao e migracao celular; e IL-6 suprime a
depuracdo imune mediada por células T CD45+ CD3+ de células cancerosas pela
ativacao de células mieloides Gr-1+ (WANG, KOHLI, DEMARIA, 2020).

A patogénese ainda ndo € um mecanismo muito bem esclarecido, porém,
acredita-se que 0 processo se inicia a partir do contato direto de E. coli clb+ com as
células intestinais. A partir do contato, a bactéria consegue se aderir e invadir a
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célula epitelial do célon por meio de um receptor chamado molécula de adeséo
celular relacionada ao antigeno carcinoembrionario 6, e, a partir da invasao, libera a
toxina colibactina no tecido (IYADORAIlet al.,, 2020). Modelos de xenoenxerto
demonstraram que um curto periodo de contato entre células tumorais e as cepas
produtoras de colibactina € suficiente para estimular o crescimento tumoral,
sugerindo que mesmo coloniza¢des transitérias podem definir o desenvolvimento do
cancer (COUGNOUXet al., 2014).

O contato célula a célula entre bactéria e epitélio intestinal provavelmente
ocorre gracas as adesinas fimbriais de E. coli, as quais promovem ligacdo e
internalizacdo na mucosa colbnica e alta afinidade as células secretoras de muco.
Dentro da mucosa, essas bactérias podem se encapsular em forma de biofilme, a
fim de se proteger das variacbes do ambiente e da resposta imune do hospedeiro
(DOUGHERTY, JOBIN, 2021). Essas estruturas, segundo Dougherty e Jobin (2021),
sdo frequentemente encontradas em pacientes com doengas intestinais,
aumentando a profundidade de invasédo e facilitando a passagem da genotoxina.
Ademais, cepas de E. coli invasivas sdo mais encontradas em tecidos de CCR do
que tecidos saudaveis. A camada de muco que compde a superficie das células
colbnicas é extremamente importante na diminuicdo na atividade genotdxica da
colibactina, diminuindo a probabilidade de formacdo de quebras de fita dupla
(STRAKOVA, KORENA, KARPISKOVA, 2021).

Cougnouxet al. (2014) ressaltaram que provavelmente a E. coli pks+ nao
induza carcinogénese no epitélio do célon saudavel, visto que este possui barreiras
de protecdo tais como a camada de muco e a producdo de peptideos
antibacterianos, o que dificultaria a adeséo dessas cepas. Uma das probabilidades
citadas foi o papel da inflamacéo, que, junto com mutacdes genéticas, impulsionam
a promocao do tumor; porém, o estudo em questao ndo conseguiu provar, por meio
de seus experimentos, um aumento do escore de inflamacao que poderia comprovar
sua acao carcinogénica referente a cepas E. coli pks+. O estudo de Strakova,
Korena e Karpiskova(2021)observou, porém, que bactérias pks+ podem promover
um ambiente imunoldgico pré-carcinogénico através do comprometimento da
resposta antitumoral das células T, levando a resisténcia tumoral a imunoterapia
anti-PD-1.
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Além do papel da senescéncia e inflamacao, as aberracbes cromossémicas
também podem desempenhar um papel no desenvolvimento tumoral. A etapa de
iniciagdo, anteriormente discutida, necessita de mutacdes genéticas para o
desenvolvimento neoplésico e é satisfeita com os danos ao DNA causados pela
colibactina de E. coli. Outra caracteristica encontrada € que E. coli carreadora da
ilha pks foi mais frequentemente associada a um fendtipo de CCR estavel de
microssatélites do que a um fenétipo instavel, cujo prognéstico é considerado melhor

a longo prazo para os pacientes (VEZIANTet al., 2021).

Ainda assim, o0s outros papéis envolvidos na tumorigénese precisam ser
desvendados, pois ndo se pode atribuir como causa apenas a presenca de cepas de
E. coli clb+. Uma questdo adicional a isso é o fato de E. coli Nissle 1917, cepa
probidtica que carrega a ilha de patogenicidade pks, ter um histérico confirmado de
seguranca para tratamento de humanos. Este contexto sugere que a atividade
genotoxica da colibactina dependa de contextos ainda ndo muito bem desvendados,
Ou que a cepa probidtica possa, a longo prazo, levar a um aumento no risco de
desenvolvimento de cancer para o individuo que esta sob tratamento (YANG,
JOBIN, 2020).

Outra questdo a ser levantada € a atuacdo de outras enterobactérias que
abrigam a mesma ilha genémica para a colibactina, como a Klebsiella pneumoniae,
as guais também podem estar envolvidas na tumorigénese do céancer colorretal.
Ainda ndo se sabe exatamente o papel dessas bactérias no desenvolvimento
neoplasico, mas acredita-se que possam estar relacionadas com uma contribuicéo
no quadro de inflamagado intestinal crénica. A K. pneumoniae, particularmente,
demonstrou aumentar a producédo de citocinas pro-inflamatoérias e estar presente em
tecidos de pacientes com colite ulcerativa e Doenca de Crohn (DZIUBANSKA-
KUSIBABet al., 2020;STRAKOVA, KORENA,KARPISKOVA, 2021).

Por fim, apesar dos organoides serem sistemas muito eficazes para o estudo
de interacoes moleculares bacterianas com o tecido humano, muitas outras
interacbes acabam nado sendo levadas em consideragdo, como a acao do sistema
imunoldgico, da inflamacédo, de outros micro-organismos residentes, da sinergia com
assinaturas geradas por outras bactérias, interacdes celulares, entre outros (YANG,
JOBIN, 2020).
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7.4 FORMA DE INFECCAO E PREVALENCIA

Outro problema a ser discutido € a rota de infeccéo de individuos por E. coli
pks+ e onde ela se iniciaria, visto que sua identificacdo ainda € limitada e seria de
extrema importancia para prevenir a infeccdo (TSUNEMATSUet al.,, 2021). Foi
demonstrado, anteriormente, em modelos de rato, que cepas comensais de E. coli
pks+ podem ser transmitidas de méaes a filhos, e que essa infeccdo poderia
influenciar na homeostase intestinal da crianca quando adulta. Sabe-se, hoje, que os
recém-nascidos iniciam sua microbiota apds a exposicdo as microbiotas da pele
vaginal e materna durante o nascimento, 0o que explicaria a transmissao. Dessa
maneira, este individuo poderia, no futuro, ser propenso ao desenvolvimento de
cancer colorretal (PAYROSet al., 2014; SARSHAREet al., 2017;TSUNEMATSUet al.,
2021).

Alguns estudos utilizando técnicas de PCR a fim de detectar genes
especificos da ilha pks foram feitos. O estudo de Tsunematsuet al., (2021), com o
objetivo de confirmar o proposto por Payroset al., (2014), utlizou sondas
fluorescentes que séo ativadas pela CIbP (enzima que ativa a pré-droga) como
forma de detectar as cepas produtoras de colibactina em amostras fecais de
individuos saudaveis e recém-nascidos. A pesquisa chegou em 15,5% de criancas
que abrigavam E. coli pks+ imediatamente apds o nascimento e 31,4% apds um
més, sendo semelhante a porcentagem encontrada em individuos saudaveis.
Considerando que, uma vez infectado, as cepas permanecem no organismo do
individuo, foi sugerido que os individuos saudaveis se infectem com essas bactérias
muito cedo em sua vida, além de que o aumento de cepas pks em praticamente o
dobro dentro de apenas um més mostra que as criancas estdo sendo expostas a

fontes de E. coli pks+ continuadamente.

Ademais, o estudo também observou que 87,5% das criangas nascidas de
parto natural eram colibactina +, em contraste com 12,5% de criangas nascidas de
cesarea. Em relacdo a amamentacéao, 26,9% das criangcas amamentadas com leite
materno tornaram-se colibactina + um més apos o nascimento, contrapondo-se a
apenas 5,9% das alimentadas com uma mistura de leite formulado e materno.
Apesar de a alimentacéo ter sido avaliada, o estudo demonstrou que a E. coli pks+

provavelmente ndo é transmitida por alimentos contaminados, e sim pelo contato
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direto pele a pele e/ou pele a boca entre mae e bebé, envolvido na amamentacao
(TSUNEMATSUet al., 2021).

Outros estudos com 0 mesmo intuito, como o deNowrouzian e Oswald (2012),
também chegaram a resultados semelhantes. 130 bebés suecos saudaveis foram
acompanhados durante os seus primeiros 18 meses de vida para serem avaliados
quanto a prevaléncia da ilha pks no organismo e sua capacidade de persistir na
microbiota intestinal. Trinta e trés por cento (33%) das cepas avaliadas possuiam a
ilha pks, a qual também estava presente, em maior quantidade, em cepas de
bactérias colonizadoras de longo prazo. Estas possuem certos fatores de viruléncia
acumulados que favorecem sua colonizagdo persistente, tais como adesinas
(fimbrias P e tipo 1), antigenos capsulares, aerobactina, hemolisina, entre outros.
Além disso, ha teorias de que a ilha pks é utilizada por essas bactérias
colonizadoras para diminuir a velocidade de renovacao de enterécitos, bloqueando o
ciclo celular e promovendo a persisténcia das cepas.

Os dados apresentados pelos estudos acima reforcam a ideia de que a
infeccdo se inicia a partir da microbiota materna, chamando a atencédo para a
implementacdo de medidas que possam reduzir a sua transmisséo. Esta poderia ser
atingida por meio de procedimentos que prevenissem a infeccdo durante o parto,
pela modulacdo da microbiota e pela escolha preferencial por césarea, além de por
possiveis futuros tratamentos que visem a erradicacdo de E. coli colibactina +
(NOWROUZIAN, OSWALD, 2012;PAYROSet al., 2014; TSUNEMATSUet al., 2021).

Em questbes de prevaléncia, as cepas de E. coli pks+ estdo presentes em
cerca de 20% dos individuos saudaveis, 40% com doenca inflamatoéria intestinal e
60% com polipose adenomatosa familiar ou cancer colorretal (PLEGUEZUELOS-
MANZANOet al., 2020). Ademais, estudos mostram que a quantidade de cepas E.
coli pks+ em tecidos humanos saudaveis é consideravelmente menor quando em
comparacdo a tecidos com doencas inflamatérias do TGI, como por exemplo, a
colite ulcerativa, e tecidos tumorais, como lesdes pré-cancerosas, polipos e tecidos
de céncer colorretal (VILLARIBA-TOLENTINOet al., 2021). O estudo de Lee e Lee
(2018) detectou que 32,9% das cepas de E. coli isoladas de individuos com
bacteremia apresentavam a ilha genémica pks. Também foi isolada de pacientes

com meningite uropatogénica, infeccéo sistémica e linfopenia (SURESHet al., 2021).
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Dados metagen6micos fecais de bancos de dados analisados pelo estudo de
Dubinsky, Dotan e Gophna (2020) observaram um aumento no gene representativo
do agrupamento de biossintese de colibactina (clbB) em pacientes com doencas
inflamatorias intestinais (como a colite ulcerativa, por exemplo) do que em individuos
saudaveis, sendo que praticamente todas as coépias detectadas de clbB foram
produzidas por E. coli. E importante recordar que essas doencas inflamatérias est&o
associadas a um maior risco, para o individuo afetado, de desenvolvimento de
cancer colorretal em idade jovem, causado, principalmente, pelo longo tempo ao
qual o tecido foi submetido a inflamacéo crénica (DUBINSKY, DOTAN, GOPHNA,
2020).

O estudo de lyadorai et al. (2020), por sua vez, detectou que a presenca de E.
coli foi mais comum em pacientes com céancer colorretal (14,7%) em comparacao
com controles saudaveis (4,3%), sendo encontrada na lesdo tumoral e nos tecidos
adjacentes. Outras caracteristicas encontradas incluiram tumores mais presentes no
célon distal (podendo ser por conta de variedade da microbiota e origem embrionaria
diferente, diferenciando o metabolismo epitelial) e maior frequéncia de isolamento
em pacientes com cancer em estagio Il, explicada, pelos autores, como sendo
devido ao acometimento dos linfonodos, o qual pode levar a linfangiogénese e

remocao de bactérias indesejadas, como a proépria E. coli pks+.

Em suma, o estudo de Dougherty e Jobin (2021) avaliou que E. coli pks foi
isolada de pacientes com doenca inflamatoria intestinal e cancer colorretal em 13%
e 26% de todas as cepas de E. coli encontradas, respectivamente, sugerindo um
enriguecimento dessa cepa bacteriana nos locais de tumorigénese. Neste mesmo
contexto, o estudo de Iftekharet al. (2021) observou que a assinatura especifica de
colibactina é encontrada apenas em 2,4-10% dos pacientes com CCR, enquanto a
E. coli produtora de colibactina é encontrada em 67% dos pacientes com CCR. O

conceito de assinatura mutacional sera detalhada na proxima secéo.

8 ASSINATURAS MUTACIONAIS

8.1 CONCEITO
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Atualmente, a genética do cancer tem apresentado maior importancia nas
decisbGes de diagndstico e tratamento. O uso de testes moleculares que detectam
alteracdes genéticas e pesquisas que tentam desvendar como elas promovem a
carcinogénese e se podem ser utilizados como alvos terapéuticos tém sido cada vez
mais aplicados e desenvolvidos, exigindo uma melhor caracterizacdo molecular dos
tumores (VAN HOECKet al., 2019).

Recentemente, foi descoberto que as mutacdes genéticas podem ser
utilizadas para fornecer informacgdes sobre a etiologia tumoral e identificar processos
mutagénicos que estdo ocorrendo na célula neoplasica, servindo como
biomarcadores para determinados tipos de canceres e preditores de terapia. A
medida que o0s custos de sequenciamento diminuem e mais algoritmos de
bioinformética para andlise de dados vdo sendo desenvolvidos, a analise de
assinaturas mutacionais aparece como mais uma ferramenta benéfica com potencial
uso no cancer (VAN HOECKet al., 2019).

De acordo com o COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer),

banco de dados referéncia em assinaturas mutacionais:

As mutacBes somaticas estdo presentes em todas as células do
corpo humano e ocorrem ao longo da vida. Eles sdo a consequéncia
de multiplos processos mutacionais [...]. Diferentes processos
mutacionais geram combinagdes Unicas de tipos de mutacao,

denominadas “Assinaturas Mutacionais”.

Ou seja, assinaturas mutacionais sd8o como marcas, impressoes digitais
deixadas no tumor por conta de tipos especificos de mutacao e atividade no genoma

gue ocorrem por causa definida ou ndo (COSMIC, 2022).

Gracas a novos meétodos tecnoldgicos de sequenciamento em conjunto com
parametros matematicos e organoides, as assinaturas mutacionais somaticas de
tumores vém sendo definidas. Hoje, temos mais de 50 assinaturas definidas para
etiologias especificas, como por exemplo, assinaturas para quem usa tabaco, quem
foi exposto a luz UV ou para alguns defeitos genéticos de reparo do DNA (figura 12)
(VAN HOECKet al., 2019; PLEGUEZUELOS-MANZANOet al., 2020;ROSENDAHL-
HUBE, PLEGUEZUELOS-MANZANO; PUSCHHOF, 2021). Essas assinaturas

podem ser constantes (estando ativas e presentes na maior parte de células normais
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e malignas) ou intermitentes (ativas e presentes em momentos especificos, a
depender do mecanismo de sua ativacdo) (BRADY, GOUT, ZHANG, 2021).

Figura 12 — Assinaturas mutacionais especificas de exposicdo ao tabaco, luz UV e

defeitos na via de mismatch repair, respectivamente
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Fonte: COSMIC, 2022.

Nota: A imagemdemonstraas assinaturas mutacionais de exposicdo ao tabaco (A), de
exposicdo a luz UV (B) e de defeitos na via de mismatch repair (C). Na horizontal, na regido superior
das trés assinaturas, podemos observar algumas possiveis substituicbes de base Unica (SBS); na
regido inferior, observamos diversos cédons. Na vertical, por sua vez, esta sinalizada a frequéncia de
substituicbes de base Unica, representadas pelos picos na imagem. Os picos estédo localizados nos

cédons e trocas mais frequentes observados.

Assinaturas mutacionais podem ser definidas como padrdes especificos de
substituicdes de base Unica (SBS) ou inser¢cfes/delecbes curtas (indels) no DNA
gendmico de células e tumores. Esses padrbes refletem a atividade de processos
mutagénicos enddgenos ou a exposicdo a ambientais, e, quando associados a
atuacdo de um agente especifico, podem ser utilizados para pressupor a carga de
mutacdo induzida por esse agente nos tumores (DIAZ-GAYet al., 2018;
ROSENDAHL-HUBE, PLEGUEZUELOS-MANZANO; PUSCHHOF, 2021). A base de
dados Signal, da Universidade de Cambridge, possui dados que relacionam
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assinaturas mutacionais com tipos de canceres especificos, como pode ser
observado na figura abaixo (figura 13) (SIGNAL, 2022):

Figura 13 —Assinaturas de substituicao

encontradas em relacdo ao tipo de cancer
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Nota: A base de dados mostra diferentes tipos de cancer e assinaturas. O tamanho de cada circulo

colorido representa a frequéncia encontrada daquela assinatura no cancer em questdo. Na imagem, o

exemplo da assinatura SBS88 em relagdo ao cancer colorretalé mostrado, com uma frequéncia de

80% em 1879amostras analisadas.

As assinaturas mutacionais sao classificadas em quatro tipos (quadro 2 e figura 14):

Quadro 2 - Classificacdes atuais de assinaturas mutacionais, bem como suas

definicdes, contextos e exemplos



Substituicdao de
base lnica
(SBS)

Substituicdao de
bases duplas
(DSB)

Pequenas
insergoes e
dele¢des (ID)

Variacdo do
nimero de cépias
(CN)

Fonte: Van Hoeck, 2019; Koh et al., 2021; COSMIC; SIGNAL, 2022.

Definigdo

Substituicdo de uma
determinada base de
nucleotideo

Modificagdo
simulténea de duas
bases consecutivas

Insergdo ou delegdo de
fragmentos curtos de
DMA (entre 1 e 50 pares
de bases)

Variagdes do nimero
padrdo de copias para
determinado alelo

Contextos

96 contextos

78 contextos

83 contextos

48 contextos

43

Exemplos

SBS1 (desaminag3do de
5-metilcitosina); SBS7
(UV), SBSS0
(duocarmicina)

DBS5 (exposigdo a
platina); DBS7 e DBS10
(defeitos na via de
mismatch repair)

ID6 (mutagdes em
BRCA1 e 2). ID3
(tabagismo); ID13
(exposigdo a UV)

CN13 (perda de
heterozigosidade);
CN1 (diploidia);
CN2 (tetraploidia)

Figura 14 — Alteragcbes que ocorrem nos nucleotideos em cada uma das quatro

assinaturas possiveis
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Substituicdo de base Unica Substituicaode basesduplas

5’ Base | /Mutation type)/ 3’ Base Mutation type

A A
- C>A T>A " AC>NN  GC>NN
G G26: Ane & AT>NN  TA>NN
T ekt £ T CC>NN  TC>NN
CG>NN TG>NN
CT>NN TT>NN
C[C>T]G
Pequenasinsercoes e delecoes Variagdo do numero de copias
Mutation type/length Repeat length SV type Break dist
i n: C T R 1-10kb
c>[-1 [-1>C cC TT Deletion 10-100kb
cc>[-]1 [-1>cC cce TTT Tandem dup 100kb-1Mb
cce>[-]  [-]>CcC Inversion 1Mb-10Mb
— i | R e€ TC >10Mb
T™>[-] [-]>T CGCG  TCTC Translocation
TT>[-] [-]>TT | CGCGCG ICTCTC
TTT>[-] [-]>TTT | Microhomology Clustered status

Fonte: adaptado de Brady, Gout, Zhang, 2021.

A analise de uma assinatura mutacional envolve trés etapas principais:
chamada de variantes somaticas; extracdo de assinaturas para comparacdo com
bases de dados (como o COSMIC) por meio de ferramentas de bioinformatica; e
determinacdo do nivel de sua atividade em amostras de tumor individuais (BRADY,
GOUT, ZHANG, 2021).

8.2 ASSINATURAS DE COLIBACTINA

As assinaturas mutacionais causadas pela colibactina de E. coli pks+ foram
observadas, pela primeira vez, em um estudo que utilizou microinjecdes repetidas
dessas cepas para inocular em organoides intestinais humanos. Apds a retirada de
células especificas desses organoides para analisar os subclones por meio de
sequenciamento de genoma completo, verificou-se um padrdo de substituicdo de
base unica (SBS - T>N) em sequéncias ATA, ATT ou TTT (mutacdo na timina do

meio), além de dele¢bes de timina em homopolimeros T (indel/ID). As células com
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quebras de fita-dupla (DSB) eram particularmente enriquecidas com 0s
hexanucleotideos AAATTT, AAAATT e AATATT (LEE-SIXet al.,, 2019; YANG,
JOBIN, 2020et al., DOUGHERTY, JOBIN, 2021; Llet al., 2022). Posteriormente, em
outros estudos confirmatorios, observou-se que essa assinatura mutacional estava
presente de forma enriquecida em organoides intestinais humanos e, também, em
metastases de cancer colorretal. Em suma, as mutacfes observadas formam uma
“‘impressao digital” que identifica células expostas a colibactina (PLEGUEZUELOS-
MANZANO; WERNKE, 2020; ROSENDAHL-HUBER, PLEGUEZUELOS-MANZANO,
PUSCHHOF, 2021; CLAY, FONSECA-PEREIRA,GARRETT, 2022).

O estudo de Terlouwet al. (2020), por exemplo, avaliou 201 pacientes com
polipose inexplicada (isto €, sem histéria familiar), chegando em 36 pacientes com
uma variante de efeito em splicing localizada no intron 8 do gene APC
(NM_000038.5: ¢.835-8A>G). Esta variante € caracterizada por uma sequéncia de
STTAATTTTT3, onde a adenina sublinhada é substituida por uma guanina. A
assinatura mutacional causada por E. coli pks+ é caracterizada, por sua vez, por
substituicbes de base Unica principalmente no contexto ATN e TTT com forte
enriguecimento de adeninas 3 e 4 pares de base 5 do sitio de mutagdo. O
complemento reverso da mutacdo gerada pela variante ¢.835-8A>G ¢é
3’AATTAAAAAS’. Comparando ambas, a sequéncia de nucleotideos afetada pela
variante em questdo é também uma sequéncia caracteristica de ser afetada pela

assinatura mutacional gerada por E. coli pks+ (figura 15).

Figura 15 — Assinatura mutacional especifica de colibactina
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Fonte: adaptada de Terlouw, 2019.

Nota: Comparacédo entre a sequéncia da variante ¢.835-8A>G com um gréfico dos 50 principais
hexanucleotideos mais afetados pela assinatura mutacional pks+ E. coli. Para os 4 hexanucleotideos
mais comumente afetados, o AAAATT € mais provavel de ser afetado por esta assinatura mutacional,
e o alelo alternativo mais comum é a citosina.

Dessa forma, a presenca de E. coli pks+ pode ser uma explicacdo adicional
para pacientes com polipose inexplicada, visto o grande numero de pacientes
portadores da variante ¢.835-8A>G. Além da sequéncia afetada pela variante ser
similar a da assinatura mutacional de E. coli pks+, a localizagdo das lesbes dos
pacientes portadores foi predominantemente no colon distal, indo ao encontro da
localizacdo que a assinatura mutacional dessas bactérias mais afeta (TERLOUWet
al., 2019).

Além das assinaturas SBS e indel observadas, outros padrdes relacionados a
elas foram verificados, que as diferenciam de assinaturas causadas por agentes
alquilantes ou outros similares. O sitio SBS-pks T>N é preferencialmente mutado
guando ha a presenca de um residuo de adenina trés pares de base a montante.

Por sua vez, para o sitio ID-pks, as delecbes de timina nos homopolimeros
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acontecem, preferencialmente, quando enriquecidos de adenina também a
montante, sendo um comprimento de cinco ou mais nucleotideos A/T. Ademais, 0
padrao da assinatura SBS-pks tende a apresentar uma maior taxa de fitas
transcricionais (PLEGUEZUELOS-MANZANOet al., 2020).

Essas regides ricas em tratos poli(dA:dT) s&o regibes pelas quais a
colibactina possui afinidade para a formacdo de adutos de adenina, como as
assinaturas mutacionais mostram (DZIUBANSKA-KUSIBABet al., 2020). Esses
tratos sdo conhecidos como um dos sitios frageis do DNA, ou seja, locais em que
um estresse na replicagdo do DNA causa instabilidade gendmica. Essa instabilidade
esta relacionada a um colapso da forquilha de replicacdo e a formacéo de quebras
de fita dupla em regibes de inicio de replicacdo delimitados por tratos poli(dA) no
sitio 3’ e poli(dT) no sitio 5, justamente onde ocorre os danos gerados pela
exposicdo a colibactina (ZLOTORYNSKI, 2018).

Ademais, essa fragilidade também estaria relacionada ao formato do DNA,
pois alguns dos hexanucleotideos afetados pela colibactina demonstraram
caracteristicas como sulcos menores mais estreitos, maior potencial eletrostatico
negativo e alta rigidez intrinseca. Esses sulcos séo, inclusive, um sitio de ligacéo
bem estavel para a colibactina, estabilidade essa que também é contribuida por uma
distancia de cerca de quatro pares de base entre adeninas e o centro de massa do
ciclopropano, e a presenca de A:T centrais (DZIUBANSKA-KUSIBABet al., 2020).

O estudo de Terlouw et al.(2019) também observou que muitas mutacdes
ocorridas nas assinaturas de E. coli pks+ sdo muta¢Ges driver que podem levar a
mutacdes oncogénicas. Mutagbes drivers sdo alteracdes genéticas que, quando
presentes, ativam cascatas de sinalizacao intracelular que promovem proliferacao e
invasao celular (BALDOTTO et al., 2016; PLEGUEZUELOS-MANZANOEet al., 2020).
Das 4.712 mutacdes observadas em uma coorte de pacientes com cancer colorretal,

112 (2,4%) correspondiam a mutacdes geradas pela exposicéo a colibactina.

Um dos genes supressores de tumor analisados no estudo, o APC, continha o
maior nimero de mutacdes driver que correspondiam com sitios SBS-pks ou ID-pks
(52/983 -  5,3%) (LEE-SIXet  al., 2018; DUBINSKY, DOTAN,
GOPHNA;PLEGUEZUELOS-MANZANOet al., 2020; ROSENDAHL HUBER,
PLEGUEZUELOS-MANZANO, PUSCHHOF, 2021). Outro estudo avaliou mutacdes
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de colibactina envolvendo genes da via p53 (CLAY, FONSECA-PEREIRA,
GARRETT, 2022). Dessa forma, pode-se inferir que mutacfes individuais que
combinam com os padrdes de assinaturas da colibactina estdo contribuindo para
mutacbes causadoras de cancer em genes drive do CCR (ROSENDAHL-
HUBER,PLEGUEZUELOS-MANZANO, PUSCHHOF, 2021).

8.3 PREVALENCIA

Lee-Six e colaboradores (2019) descreveram assinaturas mutacionais SBS-
pks e ID-pks em criptas primarias de colon saudavel humano, demonstrando que
essas assinaturas causaram milhares de mutacbes em apenas um subconjunto de
criptas, e que provavelmente foram induzidas na primeira década de vida. Isso
propde que os individuos que abrigam cepas de E. coli pks+ podem apresentar um
maior risco de desenvolvimento de cancer colorretal, e que a identificacdo dessas
assinaturas de forma precoce poderia ser utilizada para evitar um possivel
desenvolvimento tumoral (LEE-SIXet al., 2019; ROSENDAHL-
HUBER,PLEGUEZUELOS-MANZANO, PUSCHHOF, 2021; CLAY, FONSECA-
PEREIRA, GARRETT, 2022).

O estudo de Olafssonet al. (2020), por sua vez, avaliou que, dentre as
assinaturas mutacionais detectadas em tecidos de pacientes com doenca
inflamatoria intestinal (DIl), houve a deteccdo das assinaturas caracteristicas de
exposi¢do a colibactina, mesmo sendo tecidos ndoneoplasicos. Essas descobertas
destacam a importancia de se estudar métodos que possam modular a microbiota
humana para remover essas cepas, bem como de se reavaliar o uso de certas
cepas probiodticas (tais como E. coli Nissle 1917) que demonstraram induzir padrées
mutacionais SBS-pks e ID-pks (PLEGUEZUELOS-MANZANOet al., 2020).

Pesquisadores analisaram um conjunto de dados de sequéncias de genoma
completo de 496 tumores colorretais humanos que formaram metastases. As
mutacbes SBS-pks e ID-pks estavam presentes em 7,5% e 8,8%, respectivamente,
das metastases de CCR, o que é mais frequente do que nas metastases de
canceres de outras origens primarias. Encontraram, também, em 2,1% e 4,2%,
respectivamente, de metastases de cancer do trato urinario e em 1,6% e 1,6%,
respectivamente, de metdstases de tumores de cabeca e pescoco (YANG, JOBIN,
2020). Por fim, o estudo de Bootet al. (2020) encontrou as assinaturas mutacionais
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relacionadas a colibactina em uma de 36 amostras de carcinoma oral de células
escamosas, sendo que apenas duas destas estavam relacionadas com altos niveis

de infecgao bacteriana no tecido.

As assinaturas mutacionais caracteristicas de E. coli pks+ ja foram incluidas
no banco de dados COSMIC, denominadas como SBS88 e ID18, e podem ser

observadas nas imagens abaixo (figura 16):

Figura 16 — SBS88 e ID18 como assinaturas geradas pela exposi¢cao a colibactina
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Fonte: COSMIC, 2022.

8.4 APLICACOES ATUAIS

Muitas assinaturas podem ser encontradas em tecidos normais e pré-
cancerosos, demonstrando como as células humanas possuem a capacidade de
tolerar processos mutacionais relativamente intensos, que ainda ndo levaram ao
desenvolvimento de um céncer. Este fato chama a atengdo para uma possivel
aplicacdo das assinaturas, desde que sejam biologicamente definidas como

associadas a determinado fator causador, no diagnostico precoce e prevencao de
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individuos, direcionando sua etiologia e tratamentos especificos que representem

um melhor desfecho clinico para o paciente (KOHet al., 2021).

O desenvolvimento de bancos de dados de assinaturas mutacionais como o
Cosmic e o Signal e de dados genémicos pan-cancer, como o Cancer Genome Atlas
(TCGA), o Cancer Genome Project e o International Cancer Genome Consortium
(ICGC), foram fundamentais para as analises mutacionais e serao Uteis na aplicacao
clinica (VAN HOECKet al., 2019).

Outra aplicacdo é o rastreamento de mutacOes hereditarias, as quais
representam 10% dos casos totais de canceres e envolvem alteracfes em genes de
predisposicdo. Assinaturas mutacionais de inicio precoce poderiam ser utilizadas
como um teste de triagem para avaliar o acumulo de mutacbes especificas que
podem predispor ao aparecimento de determinado tumor no paciente. Ademais, 0
beneficio ndo seria aplicado apenas ao paciente, mas também a toda sua familia,
visto que as variantes genéticas sdo herdadas e podem representar riscos para seus
familiares, incluindo a possibilidade de um acompanhamento multidisciplinar e
prevencdo mais adequados (VAN HOECKet al., 2019).

As assinaturas mutacionais poderiam, também, apoiar o descobrimento do
sitio do tumor, visto que algumas ja foram detectadas como prevalentes em
determinados tecidos, como CS-12 e CS-16, relacionadas ao cancer hepatico e
ovariano. Hoje, cerca de 3% dos tumores séo classificados como cancer primario
desconhecido, o que prejudica o direcionamento de terapias adequadas (VAN
HOECKet al., 2019). Por fim, assinaturas mutacionais detectadas em determinados
pacientes identificam mutacdes especificas que podem servir como alvo para
tratamentos mais direcionados e com melhor resposta, bem como contraindicacéo
para alguns tratamentos e marcador de prognostico geral e especifico (quadro 3)
(VAN HOECKet al., 2019; KOHet al.; BRADY, GOUT, ZHANG, 2021):
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Quadro 3 — Mutacdes especificas, impacto na selecdo de terapias e assinaturas
relacionadas

Deficiéncia na via de Deficiéncia na via de Desregulacdo da Deficiéncia nas vias de

recombinacao reparo de polimerase reparo por excisao de
homoéloga (HDR) incompatibilidade bases (BER) e de
(MMR) nucleotideos (NER)

Impacta a sele¢do de
inibidores de PARP (poli
ADP-ribose polimerase)
para tratar tumores
deficientes em BRCAT ou
BRCAZ

« Ex: 5B53

Relacdo com altas taxas
de mutacdo em repeticdes
em tandem curtas ou
instabilidade de
microssatélites (MSl)

Tumores com deficiéncia
de MMR apresentam

* Mutacdes no gene POLE

* Apresentam
sensibilidade a terapia
de blogueio de
checkpoint

* Ex: 5BS10

« Vias associadas ao reparo
de danos ao DNA

» Defeitos em genes como
SMUG1, OGG1, NTHLT e
MUTYH

* Boa resposta a terapia

sensibilidade a terapia de
bloqueio de checkpoint

baseada em cisplatina

+ Ex: SB518/5B536 (MUTYH)
* Ex: DBS10

Fonte: Van Hoeck et al., 2019; Koh et al., Brady, Gout, Zhang, 2021.

Alguns algoritmos de bioinformatica tém sido desenvolvidos para facilitar e
baratear a deteccdo de assinaturas mutacionais em amostras de cancer. Um
exemplo é o Mutational Signatures in Cancer (MuSiCa), o qual possui como objetivo
guantificar a contribuicdo de assinaturas mutacionais em amostras a fim de se poder
identificar processos mutacionais subjacentes, por meio de informacdes advindas
diretamente do COSMIC (DIAZ-GAYet al., 2018). Outros incluem o mSignatureDB
(base de dados que categoriza assinaturas de amostras baseando-se em
informacdes do COSMIC), mutREAD e pacotes de R para andlise e quantificacdo
como o MutSignatures, Sigflow e decompTumor2Sig (HUANGet al., 2018; KRUGER,
PIRO, 2019; FANTINIet al., 2020; BRADY, GOUT, ZHANG; WANGet al., 2021).

8.5 COMO O DIAGNOSTICO CORROBORADO PELA ASSINATURA MUTACIONAL
DE COLIBACTINA BENEFICIARIA PACIENTES COM CANCER COLORRETAL

Assim como assinaturas caracteristicas de mutacdes especificas direcionam
tratamentos, como visto na secdo anterior, a assinatura mutacional gerada por
colibactina pode fazer com que diferentes abordagens sejam tomadas para se obter
uma melhor resposta e/ou prognostico do paciente. Essa abordagem, segundo
varios estudos recentes, tem sido feita estudando o impacto da modulacdo da dieta

e da administracao de probiéticos na expresséo da toxina.
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O estudo de Olieroet al. (2021)analisou os efeitos de dois probidticos
utilizados na regulacdo de E. coli no intestino humano: inulina e GOS (galacto-
oligossacarideos), combinados com suplementacdo com ferro (regulador da
colibactina). Esses probidticos sdo fibras fermentaveis, que incluem
oligossacarideos, 0s quais causam beneficios ao passo que mantém a integridade
da mucosa e promovem a proliferacdo de bactérias benéficas que se alimentam
deles para gerar acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os resultados
demonstraram que os probidticos em questdo promoveram o crescimento de cepas
de E. coli clb+, exacerbaram o dano ao DNA e elevaram a expressao de genes
relacionados a biossintese da toxina, como o clbA. Ademais, a suplementacdo com
ferro inibiu a expressdo desses genes, bem como aboliu o0 aumento da transcricéo

de clbA induzida por inulina e GOS.

A relacao de inibicdo da colibactina com a suplementacao por ferro também
foi proposta em outros estudos. A transcricdo de um dos genes chaves para a
sintese de colibactina e a propria producdo da toxina sdo reguladas por fatores
importantes para as bactérias conhecidos como Fur e RyhB. O Fur € uma proteina
reguladora da captacdo férrica, o qual regula a transcricdo de mais de 90 genes
envolvidos na captacdo, armazenamento e metabolismo férrico; o RyhB, por sua
vez, € um RNA regulador ndo codificante. Ambos os fatores estdo presentes em
bactérias como Shigella flexneri, Listeria monocytogenes e E. coli(TRONNETet al.,
2017; DOUGHERTY, JOBIN, 2021). Essa regulacao provavelmente ocorre através
de uma via nédo classica mediada por Fur/RyhB, onde um alto teor de ferro diminui a
transcricdo de clbA e, consequentemente, a producdo de colibactina (TRONNETet
al., 2017).

Recentemente, também foi descoberto que o uso de compostos a base de
acido bdrico pode inibir a genotoxicidade induzida por colibactina. Isso porque a
CIbP é uma enzima serina ativa, enquanto o boro pode formar uma ligacdo dativa
com nucledfilos biolégicos, como a serina, sem causar dano ao hospedeiro. Essa
ligacdo se da na extremidade N-terminal da fita 11 e envolve ligagdes de Van Der
Waals e de hidrogénio. Dessa forma, o boro pode se ligar ao sitio ativo da CIbP
prevenindo suas acdes danosas ao DNA, e, consequentemente, a carcinogénese do
colon (COUGNOUXet al., 2016; VEZIANTet al., 2021).
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Outras abordagens alimentares incluiram a administracdo de canela e
cinamaldeido, os quais demonstraram inibir a expressdao do gene clbB, e a
administragdo de compostos de tanino e quercetina de extratos de plantas
medicinais de Terminalia catappa, Psidium guajava e Sandoricum koetjape, os quais
inibiram o crescimento e a transcricdo de genes de colibactina (VEZIANTet al.,
2021).

Uma abordagem diferente e recém-descoberta traz a mesalamina (analogo
estrutural da Aspirina®), um conhecido farmaco anti-inflamatério, como um influente
na expressao da colibactina. Foi demonstrado que a mesalamina € um inibidor da
polifosfato quinase bacteriana, reduzindo a atividade promotora da clbB e diminuindo
0 nivel de producdo da genotoxina. Ademais, a mesalamina demonstrou inibir o
crescimento de E. coli pks+ em condicbes aerObicas e é previamente conhecida
como um inibidor de cascatas inflamatérias no hospedeiro, podendo ser uma
abordagem interessante na reducdo da atividade carcinogénica da bactéria (TANG-
FICHAUXet al., 2021).

Além das abordagens citadas acima, a partir do momento que a assinatura
fosse identificada, fatores relacionados a E. coli pks+ também poderiam ser
utilizados como biomarcadores. A ilha pks, por exemplo, poderia ser um parametro
diagnéstico para CCR com especificidade de 63,1% e sensibilidade de 84,6%, de
acordo com Veziantet al. (2021). Ja segundo Dubinsky, Dotan e Gophna (2020), os
proprios genes da colibactina poderiam ser utilizados como biomarcadores
diagnésticos. Identificando os biomarcadores, individuos com amostras suspeitas
poderiam ser encaminhados para o acompanhamento multidisciplinar e exames

confirmatdrios, permitindo que o diagndstico seja feito de maneira mais precoce.

Estudos que desvendem o papel dos probioticos como moduladores da
expressédo e producao de colibactina, assim como fez Oliero e colaboradores (2021),
sdo de extrema importancia para regularmos 0 seu usO, casO hecessario,
principalmente para individuos portadores dessas cepas. Probioticos baseados na
suplementacdo de E. coli Nissle 1917, por exemplo, necessitam ser melhor
estudados, visto que a bactéria possui a ilha pks e pode representar um perigo aos
pacientes a longo prazo (NOUGAYREDEget al., 2021).
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Poucos processos tumorais no CCR podem ser evitados mesmo apds a
causa ser identificada, porém, a assinatura causada pela colibactina pode direcionar
abordagens terapéuticas que visem a deplecéo de espécies bacterianas genotoxicas
e/ou interferéncias diretas na colibactina (seja no tocante a sua acdo ou a sua
producdo), podendo ser uma chave para controlar o ambiente tumoral pro-
inflamatorio e mutacional (ROSENDAHL-HUBER, PLEGUEZUELOS-MANZANO,
PUSCHHOF, 2021).

8.6 DESVANTAGENS

Como todo método, as assinaturas mutacionais também apresentam contras
em relacdo a sua aplicacdo na clinica. Como primeiro motivo, ha algumas
discrepancias entre assinaturas derivadas de sequenciamento de exoma complexo
(WES) e genoma completo (WGS), pois o segundo envolve também elementos néao
codificantes. Porém, essas discrepancias poderiam ser eliminadas definindo
assinaturas especificas de WES e de WGS (principalmente de WES, visto seu
menor custo) (VAN HOECKZet al., 2019).

Outro motivo é a existéncia de assinaturas de baixa contribuicdo, as quais
podem ser confundidas com artefatos de sequenciamento ou sofrerem sobreposicao
de outras assinaturas que possuem maior contribuicdo. Dessa forma, se faz
necessario definir melhor o que realmente € assinatura e artefato e qual a
importancia, no cenario clinico, das assinaturas de baixa contribuicdo, a fim de se
otimizar a sensibilidade e especificidade do uso de assinaturas na clinica (VAN
HOECKet al., 2019).

Por fim, outros contras incluem: a presenca de assinaturas que nao levam a
direcionamento e/ou aconselhamento clinico; a diminuicAo da precisdo de se
detectar uma assinatura mutacional quando varios processos mutacionais
estdo/estiveram ativos ou quando o numero de mutagcdes € baixo; menor
sensibilidade e especificidade dos algoritmos atuais para detectar assinaturas
derivadas de mutacgOes indel e estruturais; alto custo, apesar de este estar sendo
reduzido gracas ao desenvolvimento de abordagens bioinformaticas; falta da
inclusdo do impacto da epigenética nas assinaturas; necessidade de um maior
aprimoramento das abordagens algoritmicas de bioinformatica; e a presenca de

assinaturas intermitentes, as quais nao podem sempre serem utilizadas para definir
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tratamentos na clinica justamente pelos processos mutacionais nao serem
constantes no tecido tumoral (VAN HOECKet al., 2019; BRADY, GOUT, ZHANG,;
KOHet al., 2021).

9 CONSIDERACOES FINAIS
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A alta prevaléncia de E. coli pks+ em amostras de tumores colorretais chama
a atencao para a producdo da genotoxina e consequente geracdo das assinaturas
especificas nos pacientes afetados, as quais ja se encontram em bancos de dados
conhecidos, como o COSMIC e o Signal. Hoje, assinaturas previamente detectadas
ja estdo sendo implementadas na clinica para diversos tipos de tumores, tendo
impacto na tomada de decisdo do corpo clinico em relacdo aos tratamentos que

devem ser utilizados e apresentarao melhor resposta.

Apesar dos contras, principalmente em relacdo aqueles que envolvem falta de
dados (discrepancias entre técnicas, falta de diferenciacdo de assinaturas de baixa
contribuicdo e artefatos, necessidade de aprimoramento de deteccdo de assinaturas
indel, estruturais e efeitos epigenéticos, e, por fim, maior entendimento da aplicacao
de assinaturas intermitentes), o problema pode ser resolvido com o desenvolvimento
de mais estudos sobre assinaturas mutacionais, 0s quais ja estdo sendo realizados.
O custo também é um contra significativo, visto que a necessidade de técnicas como
a de WES e a de WGS exigem um investimento financeiro que ainda ndo € viavel na
clinica. Porém, o continuo desenvolvimento de ferramentas e pipelines de
bioinformética, tais como o MuSiCa, mutREAD e Sigflow, estéo facilitando o manejo

e andlise de dados, reduzindo consideravelmente os custos.

As assinaturas mutacionais especificas de colibactina teriam um beneficio
expressivo para 0s pacientes, visto que o cancer colorretal apresenta, como uma
das principais causas, a microbiota (tendo como principal residente cepas de E. coli),
e que o diagnéstico precoce e baixa sobrevida dos pacientes sdo obstaculos que
ainda necessitam ser superados. O direcionamento da etiologia e 0 uso como
biomarcador garantem um melhor desfecho clinico, podendo-se utilizar de estudos
realizados hoje, os quais sdo focados na definicho de melhores dietas e na
descoberta da influéncia de probidticos, alimentos e farmacos na expressao da
toxina, como uma forma de controle do ambiente pro-inflamatorio e mutacional.
Ademais, a assinatura como um biomarcador pode direcionar pacientes para um
acompanhamento multidisciplinar adequado, a fim de que se realizem técnicas
diagnosticas que possam identificar doencas inflamatorias intestinais e até mesmo o

proprio CCR.
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Por fim, por mais que ainda ndo haja estudos ou testes clinicos publicados
atualmente que demonstrem o0 uso das assinaturas mutacionais geradas por
colibactina como uma direcdo para definir tratamento, estes podem vir a ser
desenvolvidos, principalmente quando houver melhor compreensdo dos
mecanismos genéticos e inflamatérios, como eles atuam na carcinogénese e se

existe a possibilidade de serem, futuramente, alvo de terapias.
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