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SUMMARY

Infroduction: Serrated polyposis syndrome (SPS) is the most common form of colorectal
polyposis, characterized by the presence of multiple serrated lesions in the colon and rectum,
and associated with an increased risk of colorectal cancer (CRC) compared with the general
population. Although some genetic and environmental factors have been identified in association
with the syndrome, its etiopathogenesis remains unclear. Microbiota studies have shown that
Fusobacterium nucleatum (E nucleatum) and other oral cavity species are implicated in colorectal
oncogenesis. We hypothesized that patients with SPS present a characteristic oral and gut dys-
biosis, which may play a role in the etiopathogenesis of the syndrome. To date, the oral and gut

microbiota of these individuals have not been jointly characterized.

Objectives: The primary aim of this study is to characterize the oral and gut microbiota of
patients with SPS and compare it with that of individuals with serrated lesions, adenomas, and
polyp-free controls. The study seeks to identify specific microbial alterations associated with SPS

and to assess the potential correlation between oral and gut microbiota in these patients.

Methods: We conducted a prospective, case—control study in which individuals with SPS (n=32),
serrated lesions (n =30), adenomas (n =32), and polyp-free controls (n =32) were recruited. Saliva
and stool samples were collected for microbiota analysis through 16S rRNA gene sequencing and
quantitative PCR for E nucleatum. In addition, clinical, dietary, dental health, and pharmacolo-
gical data were collected from participants. Microbial diversity, taxonomic composition, and the

relationship between oral and gut microbiota were evaluated across the study groups.

Results: The SPS group showed a higher prevalence of smoking. These individuals did not exhibit
a significant reduction in oral microbiota alpha diversity; however, they did show alterations in
microbial composition compared with the other groups. In this group, an increased abundance
of oral bacteria associated with serrated pathway CRC and periodontal disease was observed,
including Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia. Regarding
gut microbiota, the SPS group presented lower alpha diversity-measured by the Simpson
index-compared with polyp-free individuals. Significant differences in bacterial composition
were also identified between the SPS group and the adenoma and control groups. No significant

differences in E nucleatum abundance were found between groups, either in saliva or stool.

Conclusions: This study confirms the presence of specific alterations in the oral and gut mi-
crobiota of patients with SPS, distinct from those in polyp-free individuals and in patients with
serrated lesions or adenomas. The oral microbiota of SPS patients showed an increased abun-
dance of bacteria associated with CRC and periodontal disease, such as Treponema denticola,
Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia. Together with the high prevalence of smo-
king in this group, these findings suggest that periodontal disease and smoking may contribute to

the pathogenesis of SPS through oral dysbiosis.
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RESUMEN

Infroduccion: El sindrome de poliposis serrada (SPS) es la forma mas frecuente de poliposis
colorrectal, caracterizada por la presencia de multiples lesiones serradas en el colon y recto, y
asociada a un mayor riesgo de desarrollo de cancer colorrectal (CCR) respecto a la poblacion
general. A pesar de que se han identificado algunos factores genéticos y ambientales asociados
al sindrome, su etiopatogenia no ha sido completamente esclarecida. Los estudios sobre micro-
biota han demostrado que Fusobacterium nucleatum (E nucleatum) y otras especies tipicas de la
cavidad oral estan implicadas en la oncogénesis colorrectal. Hipotetizamos que los pacientes con
SPS presentan una disbiosis oral e intestinal caracteristica y que esta podria desempeiar un papel
en la etiopatogenia del sindrome. Hasta la fecha, no se han caracterizado de forma conjunta la

microbiota oral e intestinal en estos individuos.

Objetivos: El objetivo principal de este estudio es caracterizar la microbiota oral e intestinal de
pacientes con SPS y compararla con la de individuos con lesiones serradas, adenomas y controles
sin polipos. Se busca identificar alteraciones microbianas especificas asociadas al SPS y evaluar la

posible correlacion entre la microbiota oral e intestinal en estos pacientes.

Métodos: Se disefi6 un estudio de casos y controles, prospectivo, en el que se reclutaron indivi-
duos con SPS (n=32), lesiones serradas (n=30), adenomas (n=32) y controles sin polipos (n=32).
Se recogieron muestras de saliva y heces para el andlisis de la microbiota mediante secuenciacion
del gen 16S rRNA vy la realizacién de PCR cuantitativa de E nucleatum. Ademas, se recopilaron
datos clinicos, dietéticos, de salud dental y farmacoldgicos de los participantes. Se evaluo6 la di-
versidad microbiana, la composicién taxondmica y la relacidn entre la microbiota oral e intestinal

en los diferentes grupos de estudio.

Resultados: El grupo SPS present6 una mayor prevalencia de tabaquismo. Estos individuos no
mostraron una reduccion significativa en la diversidad alfa de la microbiota oral; sin embargo, si
presentaron una alteracion en su composiciéon microbiana en comparacion con los demds gru-
pos. En este mismo grupo se observé un aumento en la abundancia de bacterias orales vinculadas
tanto al CCR de la via serrada como a la enfermedad periodontal, entre ellas Treponema denticola,
Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia. En cuanto a la microbiota intestinal, el grupo
SPS presenté una menor diversidad alfa -evaluada mediante el indice de Simpson- frente a los
individuos sin pélipos. Asimismo, se identificaron diferencias significativas en la composicién
bacteriana entre el grupo SPS y los grupos adenoma y control. No se encontraron diferencias

significativas en la abundancia de F nucleatum entre los grupos, ni en saliva ni en heces.

Conclusiones: Este estudio confirma la presencia de alteraciones en la microbiota oral e intes-
tinal de pacientes con SPS especifica y distinta a la de los individuos sin pélipos y aquellos con
lesiones serradas y adenomas. La microbiota oral de los pacientes con SPS muestra un aumento
de bacterias asociadas con el CCR y la enfermedad periodontal, como Treponema denticola,
Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia. Este hecho junto con la alta prevalencia de
tabaquismo en este grupo, sugiere que la enfermedad periodontal y el tabaquismo podrian con-

tribuir a la patogenia del SPS a través de la disbiosis oral.
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1. Infroduccidn

1.1. Cdncer colorrectal

1.1.1 Incidencia y mortalidad

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer carcinoma mas frecuente del mundo, por detras del
cancer de pulmén y de mama; y el segundo mas mortal, después del de pulmon. En el afio 2022
se diagnosticaron mas de 1,9 millones de nuevos casos de CCR en todo el mundo, lo que supone

el 9,6% del global de nuevos diagnosticos de cancer considerando ambos sexos (figura 1) 1.

Incidencia Mortalidad

Leucemia ;
3,1%

Linfoma no Cérvixuterino;
Hodgkin; 2,80% 3,6%
Vejiga; 3,1% Prostata; 4,1%
L % Estdmago; 4,9% , Péncreas;
Tiroides; 4,1% . Higado; 4,3% Esdfago; 4,6% 4,8%

20 millones de nuevos casos 9,7 millones de muertes

Figura 1. Distribucion de los tumores mas frecuentemente diagnosticados y con mayor mor-
talidad en el mundo en 2022.
Fuente: GLOBOCAN 2022 "I,

La incidencia de CCR es 4 veces mayor en paises desarrollados que en paises en vias de de-
sarrollo . Las mayores tasas de incidencia de cancer de colon se encuentran en regiones
de Europa, Australia, y Norteamérica. La incidencia de cancer rectal tiene una distribucién
similar a la del colon, aunque la tasa es mayor en el Sudeste Asiatico. Las tasas mas bajas tanto

de colon como recto se encuentran en Africa y Asia del Sur-Central (figura 2).
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Incidencia por cada 100.000 casos de CCR en ambos sexos

ASR (World) per 100 000

| I

I 70266

I 109-170
61-109
02-61

Mortalidad por cada 100.000 casos de CCR en ambos sexos

ASR (World) per 100 000

I 112202

I 52

I 62-55
43-62 k w©
02-43

Figura 2. Distribucién mundial de las tasas estandarizadas por edad de incidencia y mortalidad
de cancer de colorrectal, en 2022.

CCR: cancer colorrectal.
Fuente: GLOBOCAN 2022 !,

En Espania, se estima que en 2025 el CCR serd el cancer mas frecuente diagnosticado, con un
total de 44.573 nuevos casos (30.311 de colon y 14.262 de recto) (figura 3) 2. Por sexos, el
CCR sera el segundo tumor con mayor incidencia: en hombres, por detrds del de prostata; y

en mujeres, por detras del de mama.
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Mama |
Pulmon |
Prastata ]
Colon |
Vejiga urinaria
Recto
Linfomas no hodgkinianos
Pancreas
Rifgn (sin pelvis)
Melanoma de piel
Labio, Cav.Oral y Faringe
Cuerpo Uterino
Estomago
Higado
Tiroides |
Leucemias
Encéfalo y sistema nervioso |
Owario
Mieloma
Laringe
Vesicula biliar
Cérvix Uterino
Esdfago
Linfoma de Hodgkin
Testiculo

0 10.000 20.000 30.000 40.000

MNumero de casos incidentes

Figura 3. Numero estimado de casos incidentes de cancer en Espana, por tipo tumoral, en 2025.

Fuente: Red Espafiola de Registros de Cancer 2.

Factores de riesgo

El CCR es una enfermedad multifactorial en la que influyen diversos factores, como la
edad, el sexo, los factores ambientales, los antecedentes personales y familiares, asi como
los factores genéticos. Estudios en gemelos han mostrado que la heredabilidad del CCR es
solo del 12-35% [, lo que sugiere que los factores ambientales desempefian un papel pre-
dominante en el CCR . La incidencia de CCR aumenta a partir de los 50 aos y es mayor
en hombres que en mujeres /. Las elevadas tasas de incidencia en paises con alto indice de
desarrollo estan asociadas a factores de riesgo relacionados con el estilo de vida y la dieta,
como el consumo elevado de carne roja o procesada, el tabaquismo, el consumo de alcohol,
el sedentarismo, el sobrepeso y la obesidad !®7). Entre los factores protectores descritos se
encuentran los suplementos de calcio, el consumo de cereales integrales, frutas, verduras,
fibra y productos lacteos 7). La reduccion de la incidencia de CCR en algunos paises con
alta prevalencia en los ultimos afios se ha atribuido tanto a cambios en el estilo de vida de
la poblacién, como la reduccién del tabaquismo, como a la implementacién de programas

de cribado poblacional 1.
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1. Intfroduccion

Lesiones precursoras

El CCR se desarrolla por la acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas en
las células epiteliales del colon y recto, lo que lleva a la activacién de oncogenes y la
inactivacion de genes supresores. Estas alteraciones provocan la evolucién maligna del
epitelio normal, generalmente a través de lesiones precursoras que suelen manifestarse
en forma de polipos. No todas las lesiones precursoras progresaran a cancer; el tamaio,
el numero y el grado de displasia son factores de riesgo para su progresion. Se considera
que las lesiones localizadas en colon proximal incluyen el ciego, el colon ascendente y el
colon transverso, mientras que las lesiones en el colon distal se encuentran en el colon

descendente, el sigma y el recto ..

Las lesiones precursoras colorrectales se clasifican en pdlipos adenomatosos, lesiones
serradas y un conjunto de lesiones que incluyen poélipos hamartomatosos, inflamatorios
y otras lesiones no mucosas "%\ Estas lesiones son biolégicamente distintas y presentan
caracteristicas histoldgicas y mecanismos genéticos y epigenéticos especificos . A
continuacion, se describen las caracteristicas de los pélipos adenomatosos y las lesiones

serradas.

* Los polipos adenomatosos o adenomas son las lesiones mas frecuentes, responsables
del 70-90% de todos los CCR. Pueden aparecer en toda la mucosa colorrectal con
apariencia pediculada, sésil, ligeramente elevada, plana o deprimida %I, Se pueden
clasificar segun el componente velloso: si presentan menos del 25% de componente
velloso se denominan adenomas tubulares; entre 25-75% de componente velloso, se
clasifican como adenomas tubulovellosos; y si tienen mds del 75%, son adenomas
vellosos ") Ademds, pueden tener displasia de bajo grado o de alto grado. Los ade-
nomas evolucionan a CCR tipicamente por la secuencia adenoma-carcinoma, con
mutaciones en genes supresores de tumores como APC y TP53, y oncogenes como
KRAS y PI3KCA 13,

* Las lesiones serradas constituyen el 30% de los pdlipos e incluyen los pdlipos hiper-
plasicos (PH), las lesiones serradas sésiles (LSS), los adenomas serrados tradicionales
(AST) ylos pélipos mixtos . En el pasado, estas lesiones se consideraban relativamente
benignas ['); sin embargo, en los tltimos afios se ha demostrado que las LSS y los AST
son responsables de hasta un 20-30% de los casos de CCR "\, Se han identificado facto-
res ambientales asociados a estas lesiones; revisiones sistematicas han encontrado que
el tabaquismo, el consumo de alcohol y un indice de masa corporal elevado estan mas
fuertemente relacionados con las lesiones serradas que con los adenomas '8, Ademas,
en un estudio de casos y controles se ha observado una alta asociacion entre el consumo
de carne roja y el riesgo de LSS "), A continuacidn, se describen los principales tipos de

lesiones serradas (figura 4):



1. Intfroduccion

- Los pdlipos hiperplasicos (PH) conforman el 75% de las lesiones serradas 1*°. Suelen
ser menores de 5 mm, de coloracion palida, y tienen una forma plana o sésil. Su locali-
zacion principal es en el sigma y el recto 2!l A nivel histoldgico, presentan criptas elon-
gadas con morfologia en dientes de sierra en la parte superior y media de las criptas,
proliferacion normal en la cripta inferior, y ausencia de displasia u otros rasgos tipicos
de las LSS . Existen tres subtipos: el microvesicular, el PH rico en células caliciformes
y el PH pobre en mucina. Los PH microvesiculares son los mas frecuente, presentan
mucina microvesicular en la zona superior de la cripta y se asocian a mutaciones en el
gen BRAF. Los PH ricos en células caliciformes se caracterizan por un predominio de
células caliciformes maduras en la parte superior de la cripta y se asocian a mutaciones
en KRAS. Por ultimo, los PH pobres en mucina son poco comunes y pueden tener
tanto mutaciones en BRAF como en KRAS 2. En general, la incidencia de displasia
de alto grado es muy baja, y el riesgo de evolucién a CCR es nulo si se localizan en el

rectosigma y miden menos de 5 mm %],

Las lesiones serradas sésiles (LSS), anteriormente conocidas como adenomas
serrados sésiles o pdlipos serrados sésiles, representan el 25% de las lesiones
serradas ", La prevalencia de las LSS varia considerablemente segin la region
geografica, oscilando entre el 2,6% en Asiay el 10,5% en Australia ?*. Tipicamente,
son lesiones planas, palidas, de bordes imprecisos, mayores de 5 mm, cubiertas por
moco y localizadas en el colon proximal. Histol6gicamente, la presencia de un sola
cripta distorsionada de manera inequivoca se considera diagnodstica para LSS 1'%,
Las criptas pueden presentar diferentes formas: horizontales, dilatadas o morfo-
logia en “dientes de sierra” en la base. Otros hallazgos incluyen la presencia de
mucosa prolapsada y la proliferacion estromal ?°, Existe una alta variabilidad in-
terobservador en el diagndstico histologico de las lesiones serradas, especialmente
en la distincién entre PH y LSS. El diagndstico de PH se realiza por exclusion, al
descartar que presente caracteristicas de LSS. En muchas ocasiones, la orientacion
o fragmentacion de la muestra dificulta esta evaluacion. El tamano, la localizacién
y el aspecto endoscépico pueden ayudar a la identificacion. A nivel molecular, las
LSS se caracterizan por mutaciones en BRAF y la presencia de fenotipo metilador
de islas CpG alto (CIMP-A). La progresion de las LSS a displasia no es frecuen-
te, ocurriendo solo en el 4-8% de los casos [*>?], pero suele aparecer en lesiones
menores de 10 mm ). Las LSS con displasia muestran, en el 75% de los casos,
pérdida de la proteina reparadora del ADN, MLHI1 2%, Se cree que la evolucion de
LSS a LSS con displasia es lenta, pero una vez ocurre la metilacién en MLH1 y la

displasia, la progresion hacia CCR se produce rdpidamente 7).

Las LSS pueden pasar desapercibidas en la colonoscopia debido a su localizacién,
coloracidn similar a la mucosa y su tipico recubrimiento de moco. Ademas, las
areas con displasia se detectan con mayor frecuencia que aquellas sin displasia,

lo que puede aumentar el riesgo de reseccion incompleta. El infradiagnostico y
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la reseccion incompleta de las LSS se han relacionado con el cancer de intervalo,
es decir, el CCR detectado tras una colonoscopia en la que no se observo cancer,
pero antes de la siguiente colonoscopia programada. En un estudio que reviso6
las caracteristicas moleculares del cancer de intervalo, se observd que estos se
localizaban mayoritariamente en colon proximal y presentaban inestabilidad
de microsatélites (IMS) y CIMP-A, caracteristicas tipicas de los CCR de la via

serrada 28],

Los adenomas serrados tradicionales (AST) son lesiones poco frecuentes, repre-
sentando entre 1-6% de las lesiones serradas. Suelen ser pediculados, eritematosos,
con un tamano medio superior alos 10 mm y se localizan en colon distal. Las células
contienen citoplasma eosinofilico con nucleos alargados y presentan un aspecto
serrado muy prominente debido a las ondulaciones del epitelio de la cripta y la
aparicion de criptas ectdpicas *). Aunque pueden desarrollar displasia, esto es poco
frecuente, en <2% de los casos [?!l. Las alteraciones genéticas descritas son hetero-
géneas y el mecanismo de progresion a cancer no esta completamente claro. Se ha
observado un mayor porcentaje de mutaciones en BRAF que en KRAS, asi como una
prevalencia de entre 43-80% de CIMP-A 13031,

Adenomas serrados tradicionales

Polipos hiperplasicos (PH)

Lesiones serradas sésiles (LSS)

-Prevalencia: 20-30%

‘Prevalencia: 5-15%

‘Prevalencia: <1%

Caracteristicas *Tamafio: < 5 mm -Tamafio: mayor que PH, 5-7 mm de ‘Tamafio: mayor que LSS
clinicas -Morfologia: plana o sésil media ‘Morfologia: pediculada
‘Morfologia: plana o sésil
Localizacion Colon distal Colon proximal Colon distal
Palido o similar a Color pa'llido Briteimatoas
la mucosa normal Bcrc}es difusos Multilobulado
Rpurionii Forma ovalada Pgh‘ag vascular Apariencia de
T Se aplanan con la difuminado Gt oy
endoscopica : ® pina
insuflacion Cobertura
Ausencia de vasos mucosa
o muy finos
Morfologia en Distribucion Citoplasma
dientes de irregular de cosinofilico
sierra en la las criptas Nucleos
Histopatologia | parte superior Perfil serrado alargados
y media de las y eriptas Criptas
criptas dilatadas en la ectopicas

base

Figura 4. Clasificacion de las lesiones serradas.

Figura adaptacion de Crockett et al. 1**' y Bateman et al. !,

Los adenomas y las lesiones serradas se pueden clasificar en lesiones avanzadas y no avan-

zadas segun las caracteristicas histologicas y el tamafio. Las lesiones avanzadas tienen mayor

riesgo de progresar a CCR 2. En la tabla 1, se describen las caracteristicas de las lesiones

colorrectales avanzadas y no avanzadas.
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Clasificacion  Tipo delesion  Caracteristicas

Avanzada Adenomatosa ~ Componente velloso, 210 mm o con displasia de alto grado
Serrada >10 mm o con displasia

No avanzada Adenomatosa  Adenoma tubular, <10 mm y con displasia de bajo grado
Serrada <10 mm y sin displasia*

Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas de las lesiones colorrectales avanzadas y no avanzadas.

*Se incluyen los pélipos hiperplasicos en rectosigma.

Carcinogénesis del cancer colorrectal

El conocimiento sobre las vias moleculares del CCR ha aumentado sustancialmente en los
ultimos afos, gracias a los avances en las pruebas moleculares para la IMS y las mutaciones
de los genes RAS (KRAS, NRAS) y BRAF 1. Estos conocimientos genéticos en el estudio de

los tumores también han proporcionado informacién valiosa sobre sus lesiones precursoras.

Existen tres vias principales de carcinogénesis: la via de la inestabilidad cromosémica (CIN),
la via de la inestabilidad de microsatélites (IMS) y la via del fenotipo metilador de islas CpG
(CIMP). Cada una de ellas se caracteriza por el predominio de cambios genéticos y epigené-

ticos especificos.

* Lavia CIN es un fenémeno caracterizado por errores persistentes en la separaciéon cromo-
sémica durante la mitosis **. Este tipo de CCR se asocia con una menor supervivencia en
comparacién con los CCR de la via IMS. La via CIN es la que mejor se ajusta a la secuencia

convencional adenoma-carcinoma descrita en 1990 B3,

* La via IMS corresponde a un fenotipo hipermutado causado por la acumulacién de erro-
res en las regiones de microsatélites del genoma, generalmente secundarios a la pérdida de
funcioén de los genes reparadores de errores del ADN (sistema MMR, del inglés mismatch
repair), como MLH]I. La mayoria de estos casos son CCR esporadicos, atribuibles a la
hipermetilacion del promotor del gen MLHI con mutaciones en BRAFV600E 1), El resto
corresponde a tumores asociados al sindrome de Lynch, donde la IMS se adquiere a través
de mutaciones germinales en uno de los genes del sistema MMR 7. En los pacientes
con CCR con IMS, la inmunoterapia se ha establecido como el tratamiento estandar, con

resultados altamente favorables 8.

* Lavia CIMP se origina por un fenémeno epigenético que produce una extensa metilacién
en las islas CpG ubicadas en las regiones promotoras de los genes supresores de tumores,
lo que conduce al silenciamiento transcripcional. El CIMP esta implicado en diversos
procesos bioldgicos, como el desarrollo del sistema nervioso, la especificacién de patrones,

la senalizacion celular, la diferenciacion y la proliferacion, todos ellos relacionados con la
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migracion celular y la metastasis *. Segtin el nivel de CIMP, los CCR pueden clasificarse
en CIMP de alto nivel (CIMP-A) (=3 genes metilados), CIMP de bajo nivel (CIMP-B) (1 o
2 genes metilados) y no CIMP (sin genes metilados). Aunque existe controversia, se con-
sidera que los pacientes con tumores CIMP-A presentan un prondstico mas desfavorable
que los CIMP-B 1],

A pesar de que estos fenotipos moleculares son distintos, a menudo coexisten en la pa-
togénesis del CCR. Por ejemplo, el CIMP y la IMS estan frecuentemente relacionados, ya
que la hipermetilacién de las islas CpG puede inactivar genes del sistema MMR, lo que
conduce al desarrollo de IMS *!. En los casos esporadicos de CCR, las frecuencias de estas
alteraciones son las siguientes: CIN, alrededor del 85%; CIMP-A, aproximadamente el
20%; e IMS, cerca del 15% #2431,

Otra clasificacion divide los CCR en tres vias principales: via convencional adenoma-car-
cinoma (también conocida como via CIN), la via de IMS por mutaciones germinales
en alguno de los genes del sistema MMR vy la via alternativa de neoplasia serrada . La
mayoria de los CCR se desarrollan a través de la via convencional adenoma-carcinoma,
mientras que aproximadamente el 20% de los casos siguen la via alternativa de la neoplasia
serrada 144,

La secuencia convencional adenoma-carcinoma es responsable del 70-80% de los ca-
sos de CCR y su lesion precursora es el adenoma. En esta via, se produce una progresion
gradual desde el epitelio normal hasta la formacién de pdlipos benignos (adenomas no
avanzados), que luego evolucionan a adenomas avanzados y, eventualmente, a carcino-
ma invasivo . Esta progresion ocurre debido a la acumulacion de alteraciones genéti-
cas y epigenéticas especificas en las células del tejido colorrectal, un proceso conocido
como la via APC-KRAS-TP53 o modelo Fearon y Vogelstein (figura 5) *>*1. Segtin este
modelo, el desarrollo del CCR se explica por la apariciéon progresiva de mutaciones en
tres genes clave: APC, KRAS y TP53. Estas mutaciones suceden de manera secuencial,
desempefando un papel fundamental en la transformacién de células normales en

malignas. Estos CCR suelen presentar estabilidad de microsatélites [4°).
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Figura 5. Modelo de Fearon y Vogelstein de la progresion del cancer colorrectal.

Figura adaptada de Gharib et al. ! y creada con BioRender.com.

* Lavia de IMS causada por mutaciones en linea germinal en los genes del sistema MMR

es la responsable de aproximadamente el 3% de todos los CCR 7). Su paradigma es el

sindrome de Lynch, caracterizado por mutaciones germinales en alguno de los genes del

sistema MMR, como MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2.

* La via alternativa de la neoplasia serrada se desarrolla a través de la activacion de la

via de senalizaciéon de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs). Su

lesion precursora es la lesidn serrada. Se caracteriza principalmente por mutaciones en

los protooncogenes BRAF o KRAS, asi como por estabilidad cromosémica y CIMP 4],

Aproximadamente, el 33% de los CCR asociados a esta via presentan mutaciones en BRAF,
el 50% en KRAS, y el 16% no presentan mutaciones ni en BRAF ni KRAS 7). Se trata de
CCR mucosecretores y expresan las mucinas MUC2, MUC5B, MUC5AC y MUC6 7.
Segtn la mutacién en RAS, el grado de IMS y el nivel de CIMP, se han clasificado dos

subtipos principales de vias serradas %! (figura 6).

- Los CCR de la via serrada sésil se localizan tipicamente en el colon proximal,

presentan mutaciones en BRAF, IMS y un CIMP-A. Su lesion precursora es la LSS.

Estos tumores se caracterizan por un fenotipo hipermutado, asociado a un pronoés-

tico mas favorable. La IMS en estos tumores es consecuencia de la hipermetilacion

adquirida del promotor del gen MLH]I, un evento que ocurre en las etapas finales

de la carcinogénesis y que esta relacionado con el desarrollo de displasia o malig-

nidad. Por esta razdn, la IMS no se observa en la mayoria de lesiones precursoras

serradas.
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- Los CCR de la via serrada tradicional se desarrollan en el colon distal, tienen mu-
taciones en KRAS, estabilidad de microsatélites y un CIMP-B. La lesién precursora

caracteristica es el AST.

Via Serrada Sésil Via Serrada Tradicional
Epitelio
normal
PH .. .. PH rico en cels.
| Hictovesienlar Mutacion BRAF Mutacion KRAS e lieitar s
Precursores LSS AST
Metilacion en otros Metilacion en otros
Metilacion MLHT genes supresores genes supresores Metilacién MGMT
de tumores de tumores
LSS con LSS con AST con AST con
displasia displasia displasia displasia
! } I | |

Ceisiticia Adenocarcinoma Adenocarcinoma Adenocarcinoma Adenocarcinoma

serrado serrado serrado serrado

Perfil IMS-A IMS-B EMS IMS-B

molecular CIMP-A . CIMP-A CIMP-B _ o CIMP-B

: WS
| ok i Colon distal
Localizacion proximal N olon dista
@

Figura 6. Subtipos de vias serradas: via serrada sésil y via serrada tradicional.

Figura adaptada de Kang et al. !y creada con BioRender.com.

PH: pdlipo hiperpldsico; cels: células; LSS: lesion serrada sésil; AST: adenoma serrado tradicional; MGMT: O-6-
metilguanina-ADN metiltransferasa; IMS-A: inestabilidad de microsatélites de alto nivel; IMS-B: inestabilidad de
microsatélites de bajo nivel; EMS: estabilidad de microsatélites; CIMP-A: Fenotipo metilador de islas CpG de alto nivel;
CIMP-B: Fenotipo metilador de islas CpG de bajo nivel.

Existe otro subtipo de CCR poco frecuente (2-6%) que combina mutaciones en BRAF y un
fenotipo CIMP-A, pero sin IMS 7). En este caso, la lesion precursora puede ser tanto una LSS

como un AST.

Consenso molecular de subtipos de cancer colorrectal

El CCR es una enfermedad heterogénea con distintos patrones de expresién génica, lo que
ha dado lugar a la descripcion de multiples clasificaciones ¢l En 2015, se propuso el
consenso molecular de subtipos (CMS) de CCR con el objetivo de unificar seis estrategias
previas de subtipificacion del CCR basadas en transcriptomas 7). Esta clasificaciéon define
cuatro subtipos moleculares con caracteristicas distintivas (figura 7): CMS1 (tumores in-
munes) que son inmunogénicos, con IMS e hipermutados; CMS2 (tumores canénicos) que
muestran activacidn de las vias de sefializacion WNT y MYC; CMS3 (tumores metabdlicos)

que presentan disregulacion metabolica; y CMS4 (tumores mesenquimales) que asocian
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infiltracion estromal, activacion de la via TGF-f y angiogénesis 1°”). Las muestras con carac-

teristicas mixtas se consideran fenotipos de transiciéon o pueden representar heterogeneidad

intra-tumoral.

CMS1 CMS2 CMS3 CMS4
Nompre IMS/Inmune Canénico Metabdlico Mesenquimal
alternativo
Incidencia 14% 37% 13% 23%
Caracteristicas IMS, CIMP-A, ’ Estado IMS mixto, bajo .
moleculares hipermutacién Ao TivEles Sets nivel de ASNC, CIMP-B Alto nivel de ASNC
Mutaciones BRAF KRAS
e V- — . o Infiltracion estromal,
Firmas Inﬁltra}ﬁlr(r)]rlljzitaacrtigacmn Actlvat:lor[’lll\\(ngs WNT y Dﬁr;ggija'icégn activacion via TGF-B y
angiogénesis
Caracteristicas Peor supervivencia tras la i s(lj.léaséz:%gc;a libre
clinicas recaida supervivencia global
» Incierto
Lesion Serrada Adenoma tubular (adenoma tubulo-velloso Serrada
precursora con rasgos serrados)

Figura 7. Consenso molecular de subtipos (CMS) de CCR y sus lesiones precursoras.

Figura adaptada de Kang et al. ! y creada con BioRender.com.
IMS: inestabilidad de microsatélites; CIMP-A: fenotipo metilador de islas CpG de alto nivel; ASNC: alteraciones soma-
ticas en el nimero de copias; CIMP-B: fenotipo metilador de islas CpG de bajo nivel.

Una pregunta que surgio tras esta clasificacion fue cdmo se relacionan los tipos de lesiones
precursoras con los subtipos de cancer. A través de estudios con cultivos organoides, se des-
cubrié que las LSS sobreexpresaban la sefializaciéon de TGF-f, una caracteristica molecular
clave del subtipo CMS4 de CCR 8. En otros estudios, los adenomas mostraron un perfil
transcriptdmico muy similar al del subtipo CMS2, mientras que los perfiles transcriptomicos
de los PH y las LSS se asemejaban al subtipo CMS1 . Junto con su ubicacién anatomica en
colon proximal y las mutaciones en BRAF, esto sugiere una fuerte relacion entre las lesiones
serradas y el subtipo CMS1 de CCR #!. En el caso de los tumores CMS3, el tipo de lesiones

premalignas sigue siendo incierto 1961,

31



32

1. Intfroduccion

Diagndstico del cancer colorrectal y sus lesiones
precursoras

La principal técnica para diagnosticar el CCR es la colonoscopia. Este método endoscopico
permite observar la totalidad del colon, realizar biopsias de tejido y resecar tanto lesiones
precursoras como CCR en estadios iniciales (2. Se estima que el desarrollo de un CCR a partir
de un adenoma puede tardar entre 10 y 15 afos. El crecimiento lento del CCR vy la presencia
de lesiones precursoras detectables brinda una excelente oportunidad para su cribado. El
programa de cribado poblacional del CCR ha demostrado reducir la incidencia y mortalidad

por esta enfermedad ¢4,

En Espana, el cribado del CCR comenzé en los afios 90 con algunos estudios pioneros que
evaluaban su aplicabilidad . Sin embargo, no fue hasta los afios 2000 y 2010 cuando se
implantaron en nuestro pais programas poblacionales organizados, vinculados a la Red de
Programas de Cribado de Cancer de Espana *. El programa se basa en la realizacién de
una prueba bienal de deteccion de sangre oculta en heces a toda la poblacién asintomatica
de entre 50 y 69 afios. Los individuos con resultado positivo son invitados a realizarse una

colonoscopia para confirmar o descartar la presencia de CCR o de sus lesiones precursoras.
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Sindrome de poliposis serrada

El sindrome de poliposis serrada (SPS) es una entidad descrita por primera vez en 1996,
caracterizada por la presencia de multiples lesiones serradas colorrectales y asociada a un

aumento del riesgo de desarrollar CCR respecto a la poblacion general 7).

Epidemiologia

El SPS es el sindrome de poliposis colorrectal mas frecuente. Se estima que su frecuencia es de
1 en 127 colonoscopias realizadas por sangre oculta en heces positiva, y de 1 en 238 individuos
que se someten a una colonoscopia como prueba directa de cribado ®. El SPS se considera una
entidad infradiagnosticada, con una tasa de error en el diagndstico de hasta el 24% [©). Entre
las razones posibles, se incluyen la baja conciencia sobre el sindrome y la necesidad de tener en
cuenta informes previos de endoscopia e histopatologia para aplicar correctamente los crite-
rios diagnosticos. En el programa de cribado poblacional de CCR de Barcelona, se realizé una
reevaluacion endoscopica un ano después a los participantes que habian presentado al menos
una lesion serrada > 5 mm proximal al sigma. Se observé un aumento del diagndstico, pasando
de 11 pacientes previamente diagnosticados de SPS (0,32 % sobre 3444 colonoscopias de criba-
do) a 31 (0,90 %), con 20 nuevos diagndsticos . A pesar del infradiagndstico, en los ultimos
anos se ha detectado un aumento en la prevalencia del sindrome, probablemente debido al
mayor conocimiento del SPS entre los endoscopistas, el establecimiento de estandares de calidad
para el rendimiento de la colonoscopia, los avances en la tecnologia de imagen endoscdpica, la
instauracion de un seguimiento sistematico de lesiones serradas, la mejora en la preparacién

intestinal y la amplia implementacién de programas de cribado poblacionales "',

El SPS suele diagnosticarse alrededor de la quinta década de la vida. Aunque algunas series
asiaticas han descrito una mayor prevalencia en hombres, en series occidentales no se ha

observado predominio por sexo 727,

Criterios diagnoésticos

El diagnoéstico de SPS se basa en los criterios clinicos definidos por la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), los cuales tienen en cuenta el niumero de lesiones serradas acumuladas
a lo largo de la vida. La definicién de SPS se actualizé en 2019, presentando los siguientes

criterios [76l:

* Criterio 1: >5 lesiones serradas proximales al recto, todas de >5 mm y al menos 2 de >10 mm.

* Criterio 2: >20 lesiones serradas de cualquier tamafio a lo largo de todo el intestino grueso,

al menos 5 de ellas proximales al recto.
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Los criterios diagnosticos anteriores eran los establecidos en 2010 (figura 8) 7). El cambio
mas relevante fue la eliminacion del criterio II (al menos un poélipo serrado proximal al sigma
en un paciente con un familiar de primer grado con SPS). Este cambio se baso en el hecho de
que estos pacientes presentan un riesgo de CCR menor que aquellos con un fenotipo de po-
liposis (antiguos criterios I y/o III) 727 Otra modificacién importante fue la redefinicion de
la localizacion “proximal’, que pasé de ser del sigma al recto, dada a la incidencia significativa

de CCR en rectosigma 7271,

2010 2019

Criterio I: >5 lesiones serradas proximales Criterio 1: >5 lesiones serradas proximales
al sigma con al menos 2 de > 10 mm. al recto, todas > 5 mm y al menos 2 de > 10
Criterio II: 1 lesion serrada proximal al mm.

sigma en un individuo con un familiar de Criterio 2 > 20 lesiones serradas de

primer grado con SPS. cualquier tamafio a lo largo de todo el
Criterio IIT: >20 lesiones serradas de intestino grueso, al menos 5 de ellas
cualquier tamaiio a lo largo del colon. proximales al recto.

Figura 8. Criterios diagndsticos de sindrome de poliposis serrada de la Organizacién Mundial
de la Salud de 2010y 2019.

SPS: sindrome de poliposis serrada.

Etiopatogenia

La etiopatogenia del SPS no ha sido aclarada; sin embargo, se postula que se basaria en la com-
binacién de una predisposicidon genética desconocida y factores ambientales. En una cohorte
espafola con 296 pacientes con SPS, el 74% eran o habian sido fumadores, y el 69,5% presen-
taban sobrepeso u obesidad .. El tabaquismo se ha asociado con un mayor riesgo de lesiones
serradas y lesiones serradas avanzadas en la poblacion general "7l En individuos con mas de
5 lesiones serradas proximales al recto, se observé la denominada “paradoja del tabaquismo”,
donde los fumadores presentaban un riesgo significativamente menor de desarrollar CCR
en comparacién con los no fumadores %!, Se ha planteado la hipdtesis de que el tabaco
podria favorecer la aparicién de pélipos serrados diminutos, ya que en la SPS los fumadores
cumplian con mayor frecuencia el criterio 2 de la OMS frente a los no fumadores 2. Hasta

la fecha, se desconoce el efecto de la abstencion tabaquica en la evolucién de la enfermedad.

Otro factor asociado con el SPS es haber recibido tratamiento de quimioterapia para un
linfoma de Hodgkin u otros tipos de cancer durante la infancia o adolescencia ¥, Esta con-
dicion se describe como poliposis asociada a terapia, en la que los pacientes pueden presentar

caracteristicas que imitan diversos sindromes hereditarios de CCR.
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La edad tardia al momento del diagndstico, la asociacion con el tabaquismo y la habitual
ausencia de antecedentes familiares con poliposis parecen contradecir la hipdtesis de un
sindrome hereditario . Sin embargo, en un pequefio porcentaje de pacientes se han descrito
patrones de herencia autosémica dominante o recesiva. En algunos casos, se han identificado
variantes patogénicas bialélicas en el gen MUTYH, asociado a un fenotipo de poliposis adeno-
matosa atenuada ”*, asi como en otros genes como MMR, PTEN, GREM1 y NTHL1 #%]. Mas
recientemente, se han reportado casos de SPS con variantes patogénicas de linea germinal
en el gen RNF43 %] Este gen codifica una ligasa E3 de ubiquitina expresada en las células
madre del colon, que actiia como inhibidor de la via WNT. A pesar de estos hallazgos, la
frecuencia de variantes patogénicas en RNF43 en individuos con SPS sigue siendo baja, entre
el 1,76 y el 2,63% en estudios de cohortes *°.. En el documento de posicionamiento espaiol
sobre el uso de paneles de genes en pacientes con alto riesgo de cancer digestivo hereditario,
solo se recomienda realizar paneles genéticos en pacientes diagnosticados de SPS antes de los

50 anos o en aquellos con al menos un familiar de primer grado afectado por SPS 8],

Riesgo y carcinogénesis de cdncer colorrectal

La incidencia de CCR en el SPS se estima entre el 15% y el 35%, lo que representa un riesgo 5
veces mayor en comparacion con la poblacion general 737>#%] Un metanalisis reciente, que
incluy6 36 estudios y 2.788 pacientes con SPS, reporté una prevalencia de CCR del 19,9% (IC
95%: 15,3%-24,5%) "1, El riesgo fue mayor en el momento de diagndstico (14,7%) y antes
del diagnostico de SPS (7%). Durante el seguimiento endoscdpico posterior al diagndstico,
el riesgo de CCR fue del 2,8%, equivalente a 7 casos por cada 1.000 personas-afio, con un

periodo de seguimiento de entre 1,8 y 5,1 afos.

A los 3 afios de seguimiento endoscdpico, se ha descrito una incidencia del 35,1% de lesiones
serradas avanzadas y del 12,8% de adenomas avanzados ". El 87% de las LSS y el 67% de
los PH en individuos con SPS presentan mutaciones en BRAF. Sin embargo, esta mutacion
solo se encuentra en el 5% de los adenomas . La alta tasa de mutaciones en BRAF en LSS
de pacientes con SPS, en comparacion con las LSS esporadicas, sugiere que su determinacion

podria ser util como marcador diagnoéstico de SPS 2792,

La via de la carcinogénesis caracteristica del SPS es la via alternativa de la neoplasia serrada,
asociada a CIMP, mutaciones en BRAF, IMS y metilacién de MLH]I. Sin embargo, un estudio
reciente que analizo 43 CCR en 35 pacientes con SPS encontré que el 51,1% de los tumores
probablemente se originaron a través de la via adenoma-carcinoma, mientras que el 48,8%
correspondieron a la via alternativa de la neoplasia serrada *l. En este estudio, el 75% de los
pacientes presentaban al menos un adenoma, y la proporcion de lesiones serradas frente a
adenomas en SPS fue de 7:1. Esta relacion fue menor en pacientes con CCR de la via tradicio-

nal (4:1) en comparacion con los de la via serrada (14:1, p= 0,059).
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Los familiares de primer grado de pacientes con SPS presentan un riesgo aumentado de
desarrollar CCR y SPS, con un riesgo de CCR hasta 5 veces mayor que el de la poblacién
general 7#**%], Por esta razdn, la Sociedad Europea de Endoscopia Gastrointestinal (ESGE)
recomienda realizar colonoscopias a los familiares de primer grado de pacientes con SPS a

partir de los 45 afios, con un intervalo de seguimiento de 5 afos °l.

Manejo

El seguimiento endoscopico en pacientes con SPS debe ser realizado por endoscopistas exper-
tos, con la identificacion y reseccion de todas las lesiones de =5 mm o aquellas con sospecha

de displasia. El tratamiento consta de dos fases:

1. Fase de “limpieza”, en la que se resecan todos las lesiones para reducir la carga de poli-

pos y facilitar el control endoscépico.

2. Fase de mantenimiento, donde las recomendaciones de vigilancia se basan en los ha-

llazgos de la tltima colonoscopia .

En esta fase de mantenimiento, la guia de la ESGE recomienda realizar una colonoscopia
anual si se detecta al menos un pdlipo avanzado o 25 pdlipos no avanzados, y cada dos afios
si no se cumplen estos criterios ®°. Durante la fase de “limpieza’, se requieren, en prome-
dio, 2,8 colonoscopias (rango, 2-5) para resecar un promedio de 27,9 pdlipos por paciente
(rango, 5-195) 7).

Aungque la mayoria de los casos de SPS se manejan endoscopicamente, la cirugia se considera
en casos especificos, como cuando se diagnéstica un CCR o si la carga de pdlipos impide un
tratamiento endoscépico adecuado. En los casos en que la cirugia sea necesaria, se recomienda

una reseccion segmentaria, evitando de manera rutinaria la colectomia total 1.
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Microbiota

La microbiota es el conjunto de microorganismos que incluye bacterias, hongos, arqueas,
virus y parasitos, los cuales residen en nuestro cuerpo e interactiian con nuestras célu-
las 8l Se estima que el cuerpo humano alberga mas de 10'* microorganismos .. Por su
parte, el término microbioma hace referencia al ecosistema completo que comprende las
comunidades microbianas, sus genes, metabolitos y las condiciones ambientales en las que
se desarrollan. La colonizaciéon microbiana humana ocurre en la piel y en las mucosas de
cavidades expuestas al exterior, como el tracto digestivo, respiratorio y genitourinario, asi
como en glandulas secretoras, como las sebdceas, biliar y mamaria. El tracto digestivo con-
tiene distintos ecosistemas: la cavidad oral, el es6fago, el estémago, el intestino delgado y el
colon, siendo el ciego la region con mayor densidad de microorganismos '°!. En todos estos
entornos, la microbiota establece una relacién simbidtica con el hospedador, desempefiando
funciones esenciales en la modulacién temprana del desarrollo fisiolégico, la nutricion, la
inmunidad y la resistencia a patdgenos a lo largo de la vida 1!, Los principales factores que
regulan la composicién y la funcionalidad de la microbiota humana son el estilo de vida, la

genética, la edad y la dieta [1921%3],

El papel de la microbiota en la salud comenzé a valorarse a principios del siglo XX ", La
disbiosis se define como una alteracion en la composicion o funcién de la microbiota causa-
da por un desequilibrio entre microorganismos simbiéticos y oportunistas. Esto puede ma-
nifestarse como pérdida de microorganismos beneficiosos, expansion de microorganismos
patogenos y/o disminucion de la diversidad microbiana !, La disbiosis se ha asociado con
el desarrollo de diversas enfermedades, incluyendo la enfermedad inflamatoria intestinal,
varios tipos de cancer, enfermedades metabdlicas como la obesidad y la diabetes, y trastor-

nos autoinmunes [196-1101,

Técnicas utilizadas para caracterizar la
microbiota

Hasta 1990, el estudio de la composicién de la microbiota se realizaba mediante métodos de
cultivo microbioldgico '), Sin embargo, actualmente se sabe que menos del 30% de la micro-
biota es cultivable con técnicas tradicionales "', El desarrollo de técnicas independientes del
cultivo revolucioné este campo, permitiendo evaluar la diversidad microbiana y proporcio-

nando informacion tanto cualitativa como cuantitativa sobre las especies presentes [,

En la tabla 2 se resumen las principales técnicas independientes del cultivo utilizadas para

caracterizar la microbiota.
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Técnica Descripcion Ventajas Inconvenientes

qPCR Amplificacién y cuantificacion de Identificacion Sesgo de la PCR,
16S rARN. La mezcla de reaccién filogenética, incapaz de detectar
contiene un componente que emite cuantitativo, rapido. especies desconocidas.
fluorescencia al unirse al ADN
bicatenario.

EGGD Los amplicones 16S rARN se separan  Répido, Sesgo de la PCR,
mediante electroforesis en gel con semicuantitativo, las no identificaciéon
agentes desnaturalizantes. bandas se pueden filogenética.

recortar para futuros
analisis.

FISH Sondas de oligonucledtidos marcadas  Identificacion Dependiente de la
con fluorescencia se hibridan a filogenética, secuencia de la sonda,
secuencias complementarias del semicuantitativo, no incapaz de detectar
16S rARN. La fluorescencia puede hay sesgo de PCR. especies desconocidas.
cuantificarse con citometria de flujo.

ADN Sondas de oligonucledtidos marcadas  Identificacion Hibridacién cruzada,

microarrays con fluorescencia se hibridan a filogenética, sesgo de la PCR,
secuencias complementarias de semicuantitativo, dificultad de detectar
nucledtidos. La fluorescencia se detecta rapido. especies a bajos niveles.
con laser.

Secuenciacién  Secuenciacién masiva paralela de parte Identificacion Sesgo de la PCR,

dirigida de los amplicones 16S rARN. filogenética, laborioso.

cuantitativo, rapido.

Secuenciacion  Secuenciacion masiva paralela de todo Identificacion Coste econdmico,

shotgun del el genoma. filogenética, andlisis de datos

microbioma cuantitativo, complejo.

identificacion de

bacterias desconocidas.

Tabla 2. Técnicas utilizadas para caracterizar la microbiota.

Adaptacion de Fraher et al. 'Y,

qPCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa. rARN: dcido ribonucleico ribososomal. ADN: dcido desoxirri-
bonucleico. PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa. EGGD: electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion.
FISH: hibridacién fluorescente in situ.

Actualmente, los métodos mas comunes para caracterizar el microbioma son la secuenciacion

dirigida y la secuenciacién metagendmica (shotgun).

La secuenciacién dirigida emplea un gen microbiano especifico para describir la composicién
taxondmica de las muestras. Para bacterias y arqueas, el gen mas cominmente utilizado es el
de la subunidad 16S del ARN ribosomal (16S rARN). Los ribosomas de las células bacterianas
son de tipo 70S, formados por dos subunidades: la 30S y la 50S. La subunidad 30S contiene una
molécula de ARN, el 16S rARN, que presenta tanto regiones altamente conservadas (comunes
a todas las especies) como regiones variables (inicas para cada especie o grupo de especies).

Las regiones conservadas permiten el uso de cebadores universales para detectar todas las
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bacterias presentes, mientras que las regiones variables facilitan la identificacion filogenética
(es decir, la identificacién bacteriana) sin necesidad de estudiar el genoma completo ['**]. El
gen 16S rARN, con aproximadamente 1.500 pares de bases, contiene 9 regiones variables. La
region V4 es la mas util para generar una adecuada especificidad de dominio y un espectro

mas amplio de la composicién microbiana '),

La secuenciacion de Sanger fue la secuenciacion dirigida mas utilizada en la década de
1990 "), pero actualmente se emplean otros métodos de secuenciaciéon masiva, como los de
segunda generacion o secuenciacion de préxima generacion (NGS, del inglés next generation
sequencing). Estos métodos tienen un coste mas bajo, requieren menos tiempo para prepa-
rar las librerias y generan una gran cantidad de secuencias con calidad de datos aceptable.
La primera plataforma de NGS fue 454 Pyrosequencing® (Roche Diagnostics GMBH Ltd,

Alemania) (11

. Posteriormente, empresas como Ion Torrent (con su plataforma PGM®) se
unieron al mercado, y la plataforma mas utilizada hoy en dia es Illumina® (Illumina, San

Diego, EEUU).

Este tipo de secuenciacion requiere la amplificacion del gen marcador mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), lo que puede generar errores, como la sobreestimacion de las
poblaciones mayoritarias y la subestimacion de las poblaciones menos abundantes. Los pro-
ductos resultantes de la PCR se secuencian y se comparan con secuencias de referencia alma-
cenadas en bases de datos como GreenGenes "7}, el Proyecto de Base de Datos Ribosomal [*#!
y SILVA '], Otra limitacion de este método es que algunas secuencias no se pueden asignar a

un nivel taxondémico, ya que no han sido identificadas previamente.

Cada secuencia unica corresponde a una especie, pero pueden surgir errores de secuenciacién
que provoquen pequenas variaciones entre secuencias de la misma especie. Por ese motivo, se
suele permitir cierto grado de divergencia en las secuencias; frecuentemente se usan umbrales
de similitud de 95%, 97% 0 99% en la préictica '*"!. El grupo resultante de secuencias casi idén-
ticas (y por lo tanto presumiblemente de genomas idénticos) se denomina Unidad Taxondmica
Operativa (OTU) 2!, En los ultimos afios ha surgido el concepto de Variante de Secuencia
de Amplicon (VSA), que se define como secuencias de ADN tnicas con una precisiéon de una
sola diferencia de nucledtido '*?, Las VSA se generan mediante algoritmos bioinforméticos
que distinguen diferencias mintsculas en las secuencias, eliminando errores de secuenciacién
y permitiendo una resolucién mucho mas detallada de la diversidad microbiana. A diferencia
de las OTU, que agrupan secuencias basadas en un porcentaje de similitud, las VSA ofrecen

una resolucién mads alta, identificando secuencias con una sola base de diferencia.

La clasificaciéon de cada VSA como una especie bacteriana genera tablas de abundancia que
se utilizan para calcular la diversidad de la poblacién bacteriana. Existen varios estimadores

para calcular la diversidad:
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* La diversidad alfa o intramuestra se define como la variedad de especies dentro de una
unica comunidad microbiana en un entorno especifico. Es una medida que refleja tanto
la riqueza (numero total de especies) como la uniformidad o equitatividad (distribucién
de las abundancias de las especies) de las especies en una comunidad. Cuanto mayor sea
la diversidad alfa, mas diversa y compleja es la comunidad microbiana. Para determinar la
diversidad alfa, se emplean indices como el indice de Chaol, que valora la riqueza "*; el
indice de Shannon, que considera la riqueza y la uniformidad "**; y el indice de Simpson,
que se enfoca en la dominancia de las especies y es sensible a la pérdida de especies

comunes %,

* La diversidad beta compara la composicidn entre grupos de muestras establecidos segtin
las variables clinicas recogidas. Es decir, mide el nimero de taxones compartidos entre
dos poblaciones. Se puede cuantificar mediante el indice de similitud de Bray-Curtis,
que mide la concordancia en funcion de la abundancia de especies 1'%, o la métrica de
distancia UniFrac, que permite conocer la diferencia en términos de taxonomia bacteriana

entre dos muestras ¥,

Los analisis que tienen en cuenta la diferencia filogenética entre especies consideran las
muestras con mayor similitud de secuencia como mas similares desde el punto de vista
evolutivo. Este analisis se realiza mediante la construccion de un arbol filogenético. La mé-
trica estaindar UniFrac determina la fraccion de longitudes de ramas tnicas dentro de un
arbol filogenético que es atribuible a una muestra particular y se puede utilizar como una
medida de similitud de muestra tinica o de multiples muestras ). La métrica UniFrac no
ponderada considera la presencia o ausencia de taxones microbianos en diferentes mues-
tras, mientras que la UniFrac ponderada tiene en cuenta tanto la presencia o ausencia de
taxones como sus abundancias relativas, lo que la convierte en una medida mas completa
de disimilitud. Cuanto mas similares sean filogenéticamente las comunidades, menores
seran las distancias UniFrac, mientras que las comunidades que difieren mas tendran

distancias UniFrac mas altas (figura 9).

Las distancias UniFrac pueden organizarse en una matriz de distancias resumida y repre-
sentarse en tres dimensiones mediante el andlisis de coordenadas principales (PCoA) %),
Esta descomposicion se realiza de manera que las coordenadas principales capturan la
mayor parte de la variabilidad en la estructura de similitud o distancia entre las muestras.
Cada muestra se representa como un punto en este espacio; las muestras que estain mas
cerca en el espacio de coordenadas tienen perfiles mds similares, mientras que las muestras
mas distantes tienen perfiles mas diferentes. La visualizacion resultante permite identificar

patrones, agrupaciones o tendencias en los datos.
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ol nmlllm

A. Comunidad similar B. Comunidad maximamente diferentes

Figura 9. Dendrogramas representativos de comunidades microbianas con baja y alta distancia
UniFrac no ponderada.

Las ramas unidas por nodos son de color morado si son unicas para un entorno particular y negras si se comparten. (A)
Arbol que muestra dos comunidades filogenéticamente similares y una distancia UniFrac relativamente baja. (B) Arbol
con dos comunidades que son méximamente diferentes, sin lineas negras y una distancia UniFrac elevada.

Figura adaptada de https://hyperskill.org.

El analisis taxonémico de los microorganismos que componen la microbiota puede no ser
suficiente para comprender su impacto en los procesos fisiopatoldgicos, dado que muchas
especies pueden ser metabolicamente equivalentes en un ecosistema especifico *°. Por lo
tanto, las variaciones en su proporcion pueden resultar irrelevantes para explicar estos pro-
cesos. Ademas, la falta de consenso sobre lo que constituye una composicion “normal” de la

microbiota complica la interpretacion de este tipo de investigaciones.

La secuenciaciéon metagendmica o shotgun permite secuenciar todo el ADN de la muestra,
no solo un fragmento, e identificar genes funcionales y rutas metabdlicas presentes en la
comunidad. Esto proporciona informacién sobre las capacidades funcionales y las actividades
potenciales de los microorganismos, lo que facilita establecer correlaciones entre la microbiota
y una patologia "*!l. Al no requerir la amplificacién especifica de genes, los sesgos se reducen,
y también permite identificar hongos, virus y protozoos, proporcionando una visién mas
integral de todos los componentes genéticos presentes en la muestra. La metatranscriptomica,
la metaproteémica y la metabolémica son enfoques basados en la secuenciaciéon metagené-
mica de ARN, proteinas y metabolitos, respectivamente, con el fin de detectar actividades

metabolicas 1321,

La gran cantidad de datos generados en el proceso de secuenciaciéon ha impulsado la crea-
cién de herramientas bioinformaticas para su analisis, entre ellas se encuentran Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME) ¥, DADA2 34 y MetaAmp !*°l.
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Composicion de la microbiota oral

La cavidad oral alberga aproximadamente entre 107y 10°bacterias por mililitro de saliva, con
unas 700 especies bacterianas diferentes '3, Los filos méds abundantes en la microbiota oral
son Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidota, Fusobacteria y Spirochaetes '),

Streptococcus es el género mas abundante, seguido de Haemophilus, Veillonella y Prevotella '),

El tipo de muestra utilizada en los estudios de microbiota oral debe ser considerado al inter-
pretar y generalizar los resultados. La saliva es la muestra preferida para obtener ADN de la
microbiota oral, ya que suele reflejar la microbiota de todas las areas orales I, Aunque la
mayoria de los estudios utilizan muestras de saliva, ya sea estimulada o no, también se han
publicado investigaciones con muestras de hisopos (mejillas), de la capa de la lengua y de
enjuagues bucales “>"1* No se han encontrado diferencias significativas en la diversidad de
la microbiota entre muestras de saliva no estimulada, saliva estimulada y enjuagues bucales
recolectados en tubos de muestras !*. Ademds, se puede utilizar placa subgingival, que
tedricamente refleja de manera mas especifica la composicion local de la microbiota en com-
paracion con una muestra de saliva. No obstante, este método de recoleccion es mas invasivo
y requiere personal capacitado para obtener la muestra de placa subgingival "*!. La mayoria

de estudios sobre microbiota oral y CCR han utilizado muestras de saliva 4!,

La transmision oral-intestinal, un fenémeno que ocurre en condiciones fisiologicas, se acentia
en el contexto de la disbiosis intestinal. Por ejemplo, en pacientes con enfermedad de Crohn,
se ha observado que las bacterias orales estdn enriquecidas en la microbiota intestinal 7],
Esto sugiere que la cavidad bucal podria actuar como un reservorio de patégenos oportunistas
capaces de colonizar el intestino, especialmente en individuos con disbiosis intestinal, com-
prometiendo la integridad de la barrera intestinal y aumentando la presencia de metabolitos

toxicos y la actividad proteolitica '

I, Este fenémeno también se ha descrito en pacientes
con cirrosis hepatica, después de una cirugia bariatrica o con CCR "-1%2, La transmision se
produce por propagacion hematdgena de patégenos periodontales y citocinas inflamatorias,
asi como por translocacion al tracto gastrointestinal a través de la saliva (via enteral) '], La
separacién entre la microbiota oral e intestinal se mantiene debido a la acidez gastrica y los
dcidos biliares duodenales ['*>'**); sin embargo, en ocasiones esta barrera puede fallar debido a
una infeccidn intestinal o al uso prolongado de inhibidores de la bomba de protones (IBP) ['*°,
Modelos animales han sugerido tres posibles mecanismos para la migraciéon bacteriana: (1)
alteracion de la homeostasis intestinal que provoca un crecimiento excesivo de bacterias en el
intestino, (2) aumento de la permeabilidad de la barrera mucosa intestinal y (3) deficiencias
en las defensas inmunitarias del huésped. Sin embargo, la ruta exacta de transmision sigue
siendo incierta y actualmente no se dispone de evidencia concluyente al respecto ['*°l. Lo que
se ha observado es que esta conexion oral-intestinal es mas estrecha entre las mucosas, ya que

las bacterias orales son menos detectables en muestras fecales que en tejido colénico .
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Cancer colorrectal y microbiota oral

Las bacterias tipicamente orales se encuentran con mayor frecuencia en los pdlipos y el CCR
en comparacion con la mucosa de individuos sanos. La diversidad beta de la microbiota
oral en individuos con CCR difiere estadisticamente de manera significativa respecto a la de
individuos sanos "\, Estos hallazgos podrian indicar que las redes bacterianas de la cavidad
oral juegan un papel en el desarrollo del CCR "7l Sin embargo, los mecanismos especificos
mediante los cuales los patégenos orales contribuyen a este proceso aiin no se conocen. Se
cree que podrian estar relacionados con la disbiosis de la microbiota intestinal, la inflamacién
crénica y la modulacidn o evasién del sistema inmunitario, principalmente a través de la inte-
raccién con linfocitos T colaboradores y monocitos !°8-1°°!, En este contexto, la microbiota oral
podria utilizarse para la deteccion precoz del CCR, con alta sensibilidad y especificidad [>1¢!,

Ademds, la microbiota salival presenta una mayor estabilidad que la intestinal 1¢2.

Se postula que los hébitos alimentarios pueden inducir cambios en el epitelio intestinal, como
un aumento de la permeabilidad o alteraciones en el pH, que facilitan la supervivencia de las
bacterias orales en el colon 7l Por ejemplo, la ingesta de gliadina o una dieta baja en fibra,
que reduce la produccién de butirato —un metabolito esencial para el mantenimiento de la ad-
hesion celular y la integridad de la barrera epitelial-, podria alterar la funcion de esta barrera.
En este sentido, se ha observado que la presencia de patégenos orales en la mucosa colénica
esta fuertemente correlacionada de manera negativa con la abundancia de Lachnospiraceae,
una bacteria productora de butirato ", Ademas, los individuos que consumen una dieta
occidental presentan menor abundancia de Lachnospiraceae, lo que sugiere que esta bacteria
podria desempefar un papel protector al prevenir la colonizacién del colon por bacterias

orales tipicamente asociadas con el CCR 3],

Como se ha mencionado previamente, los pacientes con CCR presentan alteraciones especifi-
cas en la composicidon taxondmica de la microbiota oral '*l. Una reciente revision sistematica
describi6 las diferencias en la composicién de la microbiota oral entre individuos con CCR y
controles sanos "*!. Sin embargo, ninguno de los estudios incluidos distingui6 el CCR segiin

sus caracteristicas moleculares.

En el filo Firmicutes, los pacientes con CCR mostraron una mayor abundancia de
Lactobacillus "+'531 'y Streptococcus '*315:164°167) en comparacién con los controles. La abun-
dancia de Solobacterium moorei mostré resultados discordantes entre estudios ['*"'*4l. Por otro
lado, solo un estudio report6é una mayor abundancia de Streptococcus gallolyticus en pacientes

con CCR respecto a controles '],

En el filo Bacteroidota, tanto este grupo como la especie Prevotella intermedia fueron mas
abundantes en individuos con CCR [143:144165166.168-170] 'Fgta (iltima especie ha sido relacionada
con inflamacion cronica debido a la produccion de mediadores inflamatorios como interleu-

cina-1p, interleucina-6 y metaloproteinasas de matriz ""!. Porphyromonas gingivalis también
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mostrd un aumento en pacientes con CCR frente a controles en dos estudios '**'7°), aunque
estos resultados no se confirmaron en un tercer estudio !’ Esta bacteria promueve vias
inflamatorias mediadas por PD-L1 al interactuar con células del colon "**! y también estd ele-
vada en otros canceres digestivos, como el esofagico y el gastrico '”°!. En contraste, Prevotella

melaninogenica fue mas abundante en controles que en individuos con CCR #1701,

Dentro del filo Proteobacteria, se reportd una correlacion de Neisseria oralis sp. y CCR. Esta
especie es capaz de producir acetaldehido, un compuesto asociado con un mayor riesgo de

cancer en el tracto digestivo [143144166.170.172]

En relacién con el filo Fusobacteria, multiples estudios han relacionado la bacteria
Fusobacterium nucleatum (E nucleatum) con la progresion del CCR [142143164165169175,174] {Jp
estudio encontré que el 40% de los pacientes presentaba cepas idénticas de F. nucleatum en los
tejidos tumorales de CCR y en su saliva, lo que sugiere que esta bacteria podria originarse en
la cavidad oral '”*l. Ademds, se ha descrito que la subespecie F nucleatum nucleatum es mas
abundante en la saliva de pacientes con CCR, mientras que E nucleatum vincentii predomina

en muestras fecales %4

. Esto ha llevado a hipotetizar que F. nucleatum nucleatum podria
colonizar los tejidos del intestino grueso, aunque su transito del entorno oral al intestinal seria
limitado y con menor influencia en la progresion del CCR. En contraste, E. nucleatum vincentii
podria tener un impacto mas significativo en la colonizacién intestinal y en la progresion del
CCR ™1, Por otro lado, los niveles de Fusobacterium periodonticum fueron mas altos en los

controles que en los pacientes con CCR '8,

Finalmente, dentro del filo Actinobacteria, el género Rothia presenté una mayor abundancia
relativa en pacientes con CCR en algunos estudios !**!¢%], aunque esta asociacion no se observo
en otro andlisis '*!. Aunque Rothia se considera un comensal oral benigno, se ha reconocido

como un patdgeno oportunista en individuos inmunosuprimidos !7°!

y se ha asociado con
periodontitis en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida """\, Esto sugiere que
un microambiente inflamatorio podria favorecer el desarrollo del CCR, aunque se requieren

mas estudios para confirmar esta hipotesis .

La diversidad de la microbiota oral varia geograficamente entre diferentes poblaciones y
regiones "7*17°l En la revisién sistematica, la mitad de los estudios sobre microbiota oral y
CCR eran de poblacion asiatica, mientras que solo 3 de los 16 estudios incluyeron poblacién

europea !, Por este motivo, la generalizacion de los resultados es limitada.

La mayoria de los estudios sobre la microbiota oral y el CCR han categorizado a los pa-
cientes segun el estadio de la enfermedad. Se ha observado que Peptoanaerobacter stomatis
(anteriormente llamado Peptostreptococcus stomatis), S. koreensis, Streptococcus anginosus y
Solobacterium moorei presentan una mayor abundancia en los estadios avanzados de CCR en
comparacion con los estadios tempranos [*4l. Esto sugiere que podrian estar asociados no solo
con la carcinogénesis, sino también con la progresién del CCR, contribuyendo a la generacién

de un ambiente inflamatorio 8%,
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La periodontitis se ha relacionado con un mayor riesgo de enfermedades crénicas, incluido
el CCR, debido a la disbiosis de la microbiota oral y las vias inmunoinflamatorias asociadas
a esta afeccion ", El estado de la salud periodontal y la higiene bucal son factores clave a
considerar al interpretar los estudios sobre microbiota oral y CCR. Se ha encontrado una
correlacion positiva entre la abundancia de los géneros Rothia y Streptococcus en la saliva
y el indice de higiene bucal . Por otro lado, los niveles de Alloprevotella, Fusobacterium,
Peptostreptococcus y Prevotella se correlacionan negativamente con dicho indice "**.. Ademas,
los pacientes con CCR han mostrado una peor higiene bucal y salud periodontal en compa-
racion con los controles 441641741 Se ha postulado que mejorar las practicas de higiene bucal
podria reducir la abundancia de estas especies bacterianas, disminuyendo asi el riesgo de que
migren al intestino y, potencialmente, previniendo el CCR. Sin embargo, esta hipdtesis aun

no ha sido demostrada.

Lesiones precursoras del cdncer colorrectal y microbiota
oral

Pocos estudios han investigado la microbiota oral en individuos con lesiones precursoras de
CCR. Un estudio realizado en poblacion asiatica analizd la microbiota oral utilizando muestras
de la capa de la lengua en individuos sin poélipos, con poélipos (sin diferenciar el tipo histold-
gico) y con CCR "l Se observé que los grupos con pélipos y CCR presentaban una menor
diversidad alfa en comparacion con el grupo control, ademas de diferencias estadisticamente
significativas en la diversidad beta entre los tres grupos. Actinobacteria fue mas abundante en

los grupos de polipos y CCR en comparacion con los controles sanos.

Otro estudio evalu6 la microbiota oral mediante muestras de saliva en individuos sin pdlipos
y con polipos, nuevamente sin diferenciar por tipo histologico '*2. Se identificaron diferencias
tanto en la diversidad alfa como en la beta entre ambos grupos. En el grupo de polipos se
encontr6 una mayor abundancia de Porphyromonas gingivalis, F. nucleatum, y Campylobacter

concisus en comparacion con los controles.

Un tercer estudio compard la microbiota oral en saliva entre pacientes con adenomas y CCR,

sin hallar diferencias significativas en la diversidad alfa o beta entre ambos grupos 8.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado la utilidad de los perfiles de microbiota
para el cribado de lesiones coldnicas ['%7], La combinacién de datos de microbiota oral
y fecal para detectar CCR y adenomas alcanzé valores de AUC de 0,94 y 0,98, respecti-
vamente, con una especificidad del 95% para ambos y una sensibilidad del 76% y 88%,
respectivamente '**l. Especialmente prometedora es la alta sensibilidad para la deteccion de
adenomas, dada la importancia prondstica y terapéutica de un diagndstico temprano de la

enfermedad coldnica.
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Composicion de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal es un ecosistema de microorganismos que habitan tanto en la luz como
en la superficie de la mucosa intestinal, incluyendo microorganismos residentes y en transito. Su
composicién varia a lo largo del tracto gastrointestinal debido a factores como la oxigenacion,
disponibilidad de sustratos, pH y velocidad del trénsito intestinal '®l. El colon, especificamente
el ciego, presenta el pico maximo de carga bacteriana (10" a 10'* bacterias por gramo) y diversi-
dad. La microbiota intestinal esta formada por unas 400-500 especies bacterianas, mientras que
el microbioma abarca alrededor de 3,3 millones de genes microbianos. El nimero de microor-
ganismos presentes en el intestino humano es aproximadamente tres veces mayor que el total
de células en el cuerpo humano . Esta microbiota se adquiere durante las primeras etapas de
vida a partir de la madre y, su composicion y estructura estan principalmente moldeadas por
factores ambientales, ya que solo el 1,9% del microbioma intestinal es heredable .. Aunque su

composicion varia entre individuos, es relativamente estable en cada persona '),

El 95% de la microbiota intestinal esta compuesta por bacterias. En adultos, el 90% de las
bacterias intestinales pertenecen a los filos Bacteroidota y Firmicutes. En menor proporcién
se encuentran Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria y
Spirochaetes, ademds de arqueas, hongos, protozoos, virus y otros microorganismos . Las
arqueas son escasas, siendo las productoras de metano, como Methanobrevibacter smithii, las
mas frecuentes 2. Los hongos representan apenas el 0,1% de la microbiota intestinal; su
composicion se altera en diversas enfermedades y se cree que desempefian un papel clave
en la homeostasis intestinal y en la regulacion del sistema inmunoldgico >4, Por su parte,
el viroma intestinal estd dominado por bacteriéfagos, que podrian influir en la estructura
y composicion de las comunidades bacterianas al depredar especies dominantes, aunque su

impacto en la microbiota intestinal ain es poco conocido %],

La composiciéon de la microbiota intestinal esta influida por factores como la dieta, el uso
de medicamentos como antibidticos o IBP, el tiempo de transito colénico y la localizacién
geogréfica °*1°17] No obstante, la microbiota de una persona sana se caracteriza por su esta-
bilidad y resiliencia. Por ejemplo, después de una preparacion coldnica, tiende a normalizarse
en aproximadamente 14 dias ", y tras un tratamiento de antibioterapia de amplio espectro,
suele recuperarse en unos 45 dias .. Sin embargo, una exposicién prolongada o repetida a
estimulos negativos puede afectar particularmente a las especies minoritarias, que a menudo

desempefan un papel importante en el equilibrio del ecosistema intestinal.

La microbiota intestinal es fundamental para la fisiologia del huésped, contribuyendo a la
produccién de sustratos, la sintesis de vitaminas, la maduracién del sistema inmunoldgico
y la proteccidon contra patégenos entéricos **>2°!. Sus funciones principales se dividen en

estructurales, metabdlicas e inmunoldgicas (figura 10).
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* Las funciones estructurales se centran en preservar la integridad de la barrera epitelial
y mantener la capa de moco, lo que impide la invasiéon de patégenos y el crecimiento
descontrolado de microorganismos residentes con potencial patégeno. La biopelicula bac-
teriana actiia como una barrera fisica, previniendo el acceso de bacterias enteroinvasoras,
y produce sustancias antimicrobianas como bacteriocinas que inhiben el crecimiento de
competidores. Por otro lado, la mucosidad producida por las células caliciformes garantiza
el aislamiento entre el lumen intestinal y el epitelio [*2.

* Las funciones metabdlicas incluyen la fermentacion de residuos no digeribles de la dieta,
como carbohidratos complejos, que generan acidos grasos de cadena corta (AGCC) utili-
zados como fuente de energia tanto por las bacterias como por los enterocitos. Los AGCC
principales son el acido acético, butirico y propidnico, y desempefian un papel clave en
el funcionamiento y la permeabilidad de la barrera intestinal **l. Ademas, la microbiota
del colon sintetiza aminodcidos esenciales, vitaminas como la vitamina K y compuestos
antibacterianos (bacteriocinas, microcinas y colicinas) **. Los AGCC también influyen
en la tolerancia inmunologica local y participan en sefiales del eje intestino-cerebro, im-

pactando en la actividad neurotransmisora a distancia [20>20¢],

* Finalmente, la microbiota desempefia un papel esencial en la inmunidad intestinal y el
mantenimiento de la homeostasis inmunolégica, promoviendo una sefializacién tolero-
génica que previene respuestas inmunes exageradas frente a antigenos externos 7. Las
interacciones entre los microbios, el epitelio y los tejidos linfoides intestinales remodelan
continuamente la inmunidad local y sistémica. Esta relacion es bidireccional, ya que el
sistema inmunoldgico también modula la composicion y estructura de la microbiota a

través de mecanismos innatos y adaptativos 2%,

Dietary fiber = - r o
x i A 4
Metabdlicas
Estructurales Inmunolégicas
+ Produccion de vitamina Ky
B acidos de cadena corta
* Preservacion de la barrera « Desconjugacién de acidos « Sefializacién tolerogénica:
intestinal biliares por bacterias anaerobias evitar respuestas exageradas
* Mantenimiento de la capa de « Produccion de sustancias frente antigenos externos
moco antibacterianas
» Fermentacion de alimentos no
digeribles

Figura 10. Funciones de la microbiota intestinal.

Creada con BioRender.com.
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La composicion bacteriana en el lumen varia desde el ciego al recto, mientras que la micro-
biota asociada a la mucosa se mantiene altamente estable desde el ileon terminal al recto. La
microbiota de la mucosa intestinal se puede estudiar mediante biopsias o con el analisis del
contenido luminal 2®2!° Un inconveniente de las biopsias es que pueden alterar las biopeli-
culas durante su toma, ademas del efecto de la preparacion intestinal de la colonoscopia '],
La mayoria de los estudios sobre el microbioma intestinal se basan en muestras fecales, ya
que es un procedimiento facil y no invasivo ¢!l Algunos investigadores afirman que las
comunidades bacterianas en mucosa y heces difieren completamente en cuanto a compo-
sicion y diversidad, debido a su dependencia del gradiente de oxigeno en el intestino y de
los nutrientes proporcionados por el tejido del huésped *'>*'3], Sin embargo, otros sostienen
que es posible identificar variaciones similares en las especies bacterianas entre las biopsias
de la mucosa intestinal y las muestras fecales *'#*"*]. En el CCR, varios estudios sugieren que
las muestras de tejido son mas relevantes para evaluar la participacion fisiopatologica de la
microbiota en la carcinogénesis colorrectal, mientras que las muestras fecales son mas utiles

para identificar marcadores diagnosticos o prondsticos no invasivos del CCR 2122132161,

Cancer colorrectal y microbiota intestinal

Diversos factores de riesgo asociados al CCR, como la dieta, la obesidad, el tabaquismo y el
consumo de alcohol, también influyen en la composicién de la microbiota intestinal *'7-2"), En
las ultimas décadas, numerosos estudios han evidenciado el papel de la microbiota intestinal
en la carcinogénesis del CCR. Se han identificado diferencias significativas en la composi-
cion de la microbiota, asi como una disminucion en su diversidad, al comparar muestras de
mucosa tumoral con mucosa normal ?2°). Ademas, se ha observado que la administracion de
muestras fecales de pacientes con CCR a ratones libres de gérmenes promueve la carcinogé-

nesis intestinal 221,

Se postula que la disbiosis intestinal, combinada con una respuesta inmunitaria alterada, pue-
de predisponer a inflamacidn crénica, y, como consecuencia, contribuir al desarrollo del CCR.
Ciertas bacterias pueden generar alteraciones genéticas y epigenéticas mediante la produccién
de radicales superdxido y genotoxinas, ademas de activar vias carcinogénicas a través de los

receptores tipo Toll [157:222-225],

Estudios en humanos han mostrado que la microbiota intestinal de pacientes con CCR
presenta una menor diversidad bacteriana, con una menor abundancia de bacterias co-
mensales y un aumento en bacterias procarcinogénicas 2*?*l. En concreto, se han iden-
tificado niveles elevados de Bacteroides, Prevotella, Escherichia coli, Bacteroides fragilis,
Streptococcus gallolyticus y Enterococcus faecalis en tejido tumoral comparado con tejido
normal adyacente 252l Ademas, se ha observado una mayor abundancia de F. nucleatum
y Clostridioides difficile en pacientes con CCR frente a controles sanos 1#**. Otros estu-

dios han confirmado que E nucleatum se asocia con otras bacterias gramnegativas como
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Streptococcus, Campylobacter spp. y Leptotrichia, y que estas actuan sinérgicamente para

promover el desarrollo del CCR 2272%],

El papel de los microorganismos en el desarrollo del CCR ha sido explicado a través del modelo
de “conductor-pasajero” %7, Segtin esta teoria, las bacterias “conductoras” generan genoto-
xinas que inducen dafo en el ADN, lo que provoca alteraciones en el epitelio colénico y fomen-
ta la formacion de lesiones preneoplasicas. Ejemplos de estas bacterias incluyen Bacteroides
fragilis y Escherichia coli. Por otro lado, el microambiente tumoral favorece la proliferacion
de bacterias oportunistas denominadas “pasajeras”, que influyen en la progresion del cancer
mediante la modulacién del sistema inmunolégico, la promocién de la inflamacién crénica
y la alteracién del metabolismo local. Especies como E nucleatum y Peptostreptococcus son

ejemplos de bacterias “pasajeras” que se encuentran con frecuencia en tumores colorrectales.

A continuacion, se describen los mecanismos moleculares de las principales bacterias impli-

cadas en la carcinogénesis del CCR (tabla 3).

Bacteria Mecanismos propuestos de contribucion al CCR

Enterococcus faecalis Produce especies reactivas de oxigeno que pueden causar dafio en el ADN,
contribuyendo a la inestabilidad cromosémica 2%,

Bacteroides fragilis Genera una toxina directamente genotdxica que escinde la proteina supresora de

enterotoxigénico tumores E-cadherina, provocando un aumento de la senalizacién de las vias Wnt/
beta-catenina y NF-kB. Esto resulta en mayor permeabilidad de la mucosa y
proliferacién de colonocitos. Ademas, puede potenciar la tumorogénesis a través de
su asociacion con la sobreexpresion de la interleucina-17, la cual activa STAT3 y la
respuesta inflamatoria mediada por células T-helper 17 2,

Streptococcus Prospera en el microambiente tumoral, es capaz de translocarse a través del epitelio y
gallolyticus estd asociado con un incremento en la sefializacion inflamatoria 4,
Escherichia coli Ciertas cepas secretan colibactina, una toxina que induce rupturas de ADN de doble

cadena en modelos murinos. Asimismo, estas cepas pueden reducir la expresion de
proteinas responsables de la reparacion de errores de apareamiento en el ADN 222,

Fusobacterium Produce la proteina adhesina FadA, que le permite unirse a la E-cadherina de las
nucleatum células epiteliales y activar la sefializacién Wnt. También recluta células inmunitarias
al entorno tumoral y sobreexpresa genes relacionados con la inflamacién 41,

Peptostreptococcus Inducelaformacion de especies reactivas de oxigeno al modular las células inmunitarias
anaerobius y al interactuar con los receptores tipo Toll, TLR-2 y TLR-4, presentes en las células del
colon %21 Esto estimula la inflamacion y favorece la proliferacion celular.

Parvimonas micra Promueve la proliferacion de colonocitos mediante el incremento en la infiltracion de
células Th17 yla activacién de la via de sefializacién oncogénica Wnt 44, Cabe destacar
que esta bacteria también estd asociada a enfermedades orales como la periodontitis.

Tabla 3. Mecanismos moleculares de bacterias implicadas en el cancer colorrectal.

Tabla adaptada de DeDecker et al. %7,
CCR: cancer colorrectal. ADN: Acido desoxirribonucleico.
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Dado que la carcinogénesis del CCR varia segtn la via molecular, es probable que el mi-
crobioma contribuya al inicio y/o progresion de cada via de manera especifica. Por ejemplo,
se ha observado que los CCR asociados a la secuencia adenoma-carcinoma presentan una
mayor abundancia de Capnocytophaga, Selenomonas, Finegoldia y Prevotella 1**>*¢. Por el
contrario, los microbios orales E nucleatum, Parvimonas micra'y Peptoanaerobacter stomatis
se han relacionado con los tumores clasificados dentro del subtipo de Consenso molecular 1
(CMS1), que esta estrechamente asociado con la via serrada [*>24!. En este contexto, el anélisis
de ARN ribosémico 16S revelé un aumento en las abundancias relativas de Fusobacteria y
Bacteroidota, mientras que los niveles de Firmicutes y Proteobacteria disminuyeron en CMSI.
A nivel de especie, Fusobacterium hwasookii'y Porphyromonas gingivalis fueron las mas enri-
quecidas en este subtipo. Ademas, se sefiald que estos microbios orales son capaces de formar
biopeliculas. Porphyromonas gingivalis, en particular, co-agrega con Treponema denticola y

Tannerella forsythia, que también estan enriquecidos en los tumores CMS1 2],

Asimismo, se han identificado correlaciones entre otras especies microbianas y alteraciones
moleculares, como el estado de MLHI, BRAF y KRAS. Se ha observado que los CCR con
mutaciones en KRAS y BRAF muestran alta abundancia de Bacteroides fragilis, mientras que
los tumores con mutaciones en MLH1 presentan una menor abundancia de esta especie 241,
Ademas, una alta abundancia de Bacteroides fragilis se asocié con un peor prondstico de
supervivencia 7, Finalmente, se ha reportado una correlacién positiva entre Ruminococcus
gnavusy mutaciones en KRAS en muestras provenientes de focos de criptas aberrantes, lo que

sugiere un papel potencial en las primeras etapas de la carcinogénesis %I,

Las biopeliculas son estructuras formadas por microorganismos que se adhieren entre siy a una
superficie mediante una matriz extracelular bacteriana ). Esta matriz favorece la supervivencia
en condiciones de bajo nutriente y permite el intercambio de metabolitos con el entorno exter-
no. En el colon, las biopeliculas pueden crear entornos procancerigenos tan relevantes como los
taxones especificos que las componen. Estas estructuras albergan bacterias orales, incluyendo
comensales y patogenos periodontales como E nucleatum y Porphyromonas gingivalis 1>\, Se
ha detectado la presencia de biopeliculas bacterianas polimicrobianas invasivas en un 89% de
CCR proximales, en comparacion con solo el 12% de los CCR distales . En pacientes con
CCR positivo para biopeliculas, estas también se encontraron en la mucosa no tumoral, lejos
de las lesiones. Las células epiteliales cubiertas por biopeliculas mostraron disminucién de la
expresion de E-cadherina, mayor permeabilidad de la mucosa, incremento en los niveles de
interleucina-6 y activacion de STAT3, lo que promueve la inflamacién y proliferacion celular.
Estos efectos sugieren que la formacién de biopeliculas y la invasion bacteriana permiten in-
teracciones bacterianas persistentes con el epitelio, contribuyendo a la inflamacién crénica y la
carcinogénesis. Ademas, un estudio identificé estos cambios en un subconjunto de individuos
sanos con biopeliculas, lo que plantea la posibilidad de que estas estructuras desempefien un
papel en las etapas iniciales de la carcinogénesis del CCR. La asociacion de biopeliculas con el

CCR proximal sugiere que podrian contribuir especificamente a la via serrada.
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La microbiota no solo juega un papel clave en la carcinogénesis del CCR, sino que también
puede servir como un biomarcador para su deteccion. Estudios a gran escala en metagenomas
fecales han identificado firmas microbianas capaces de predecir el CCR en distintas poblacio-
nes 82262271 E nycleatum es la bacteria més frecuentemente identificada como biomarcador
fecal del CCR, y ademas, ha demostrado su capacidad para diferenciar a pacientes con adeno-

mas colorrectales de controles sanos 2°,

Finalmente, el tipo de dieta también se asocia con el riesgo de CCR, en gran parte debido
a los efectos que produce en la microbiota. Una dieta rica en fibra se ha vinculado con la
prevencién del CCR, posiblemente gracias a la produccién de butirato por bacterias colé-
nicas >?%, Los estudios sobre el butirato han demostrado que este compuesto reduce la
inflamacion, inhibe el crecimiento de células cancerosas y promueve su apoptosis ***. Un
desequilibrio en las bacterias productoras de butirato, folato y biotina podria favorecer la
carcinogénesis, ya que estas moléculas estdan implicadas en la proliferacion epitelial, tanto
de forma directa como epigenética !"7*>->7] Las dietas ricas en grasas, que se asocian a
un mayor riesgo de CCR, aumentan la secrecién de acidos biliares primarios los cuales
son convertidos por los microorganismos intestinales en acidos biliares secundarios 121,
Estos compuestos pueden actuar como carcinégenos al comportarse como mutigenos,
inducir especies reactivas de oxigeno y activar el NF-kappa B, lo que desencadena infla-
macion . Asi mismo, una dieta baja en fibra reduce la disponibilidad de carbohidratos
para la microbiota, lo que lleva a las bacterias a degradar la capa de moco rica en proteinas
que protege el epitelio colonico 1!, Este cambio metabolico, de carbohidratos a proteinas,
genera subproductos inflamatorios, mientras que la pérdida de la capa protectora de moco
permite el contacto directo entre las bacterias y el epitelio. Finalmente, una dieta rica en
grasas y carne roja aumenta la produccion de trimetilamina-N-éxido (TMAO), un metabo-
lito microbiano relacionado con un mayor riesgo de CCR 2221, E]l TMAO induce dafio en

el ADN, inflamacion y estrés oxidativo >4,

Lesiones precursoras del cdncer colorrectal y
microbiota intestinal

Los factores que contribuyen a la progresion de los precursores del CCR a través de las
diversas vias de carcinogénesis ain no se comprenden por completo. Como ya se ha men-
cionado, el microbioma podria estar implicado en este proceso. Sin embargo, la mayoria
de los estudios existentes se han centrado en analizar los cambios en el microbioma en
pacientes con CCR o lesiones precursores, sin diferenciar los tipos histopatoldgicos, gené-
ticos o epigenéticos !*7.. La investigacion de la microbiota en la formacién de los dos tipos
principales de polipos colorrectales representa una oportunidad prometedora para ampliar
el conocimiento sobre las etapas iniciales de la carcinogénesis y para el desarrollo de nuevos

biomarcadores !,
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La mayoria de los estudios realizados en adenomas han identificado una disbiosis intestinal,
caracterizada por una menor diversidad alfa y una mayor presencia de bacterias proinfla-
matorias en comparacion con controles sanos ¢ Una revision sistemdtica reciente
report6 una reduccidn en la riqueza de especies bacterianas en pacientes con adenomas en
comparacién con controles sanos 1*'%l. Entre las alteraciones composicionales de la microbiota,
las mds comunes fueron un aumento en la abundancia de Fusobacterium, Escherichia-Shigella,
Coprococcus, Streptococcus, Enterococcus y/o Ruminococcus spp., y una disminucién en
Actinobacteria, Firmicutes, Eubacteria, Bifidobacterium, Lactobacillus y bacterias productoras
de butirato, como Clostridium, Roseburia, Eubacterium, Blautia y Dorea spp.. Estas diferencias

fueron evidentes tanto en muestras de mucosa como fecales.

Un estudio realizado con muestras fecales encontrd que individuos con adenomas avanzados
presentaban una disminucidn significativa en las bacterias productoras de butirato, como
Roseburia, Eubacteria y Clostridia, en comparaciéon aquellos con adenomas no avanzados

y controles sanos 1¢7),

Otros trabajos detectaron un aumento notable de Fusobacterium,
Enterococcus y Bacteroidota en muestras fecales de adenomas avanzados, mientras que el filo
Firmicutes y la proporcion Firmicutes:Bacteroidota estaban reducidos #**%l. En un estudio
con 780 pacientes, se observé un incremento estadisticamente significativo de los géneros
Bilophila, Desulfovibrio, Sutterella y Mogibacterium en las heces de pacientes con adenomas
avanzados frente a individuos sanos 1*°.. Bilophila y Desulfovibrio producen éacido sulfthidri-
co y acidos biliares secundarios, que pueden actuar como catalizadores en el desarrollo del
CCR 2l En muestras de tejido, se reporté un aumento de Halomonadaceae y Shewanella
algae, y una disminucioén en Coprococcus y Bacteroides ovatus en adenomas avanzados en

comparacién con controles sanos 7,

La mayoria de los estudios sobre microbiota y lesiones precursoras del CCR se han centrado
en los polipos adenomatosos propios de la secuencia convencional adenoma-carcinoma,
mientras que el papel de los microorganismos en la neoplasia serrada sigue siendo menos
claro !, En un estudio basado en muestras fecales, se observo un enriquecimiento de los
géneros Actinomyces y Streptococcus, junto con una disminucion de las clases Erysipelotrichi
y Clostridia en LSS en comparacion con controles sanos 2. El aumento de Erysipelotrichi
se ha asociado con una capa de moco impenetrable en modelos murinos, lo que sugiere un
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posible papel protector frente al desarrollo de LSS ??!. Por otro lado, Clostridium perfringens
se detectd exclusivamente en LSS con displasia, pero no en LSS sin displasia o adenomas.
Dado que las LSS con displasia presentan mayor riesgo de progresion a CCR, se ha propuesto
que Clostridium perfringens podria contribuir a la carcinogénesis mediante la activacion de la

proteina asociada a Yes (YAP) (274,

En un estudio realizado en 971 pacientes, se analiz la microbiota intestinal en individuos sin
polipos, con adenomas y con lesiones serradas utilizando muestras de heces ”°.. En pacientes
con adenomas, se identific una disminucion de enzimas relacionadas con el metabolismo del

metano y un aumento en aquellas vinculadas al metabolismo de aminoacidos y lipidos, lo que
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resultaria en una reduccién de aminoacidos y un incremento en los productos de la lipogé-
nesis "', Estos hallazgos coinciden con estudios previos de metagenomica a gran escala, que
han demostrado una correlacién positiva entre la degradacién de aminodcidos y el CCR 776,
Ademas, los pacientes con adenomas mostraron una mayor abundancia de vias metabolicas
tanto de aminoacidos esenciales como no esenciales, mientras que en los pacientes con LSS
se observd unicamente un aumento en el metabolismo de aminodcidos esenciales. Las LSS
también se asociaron con un incremento en el metabolismo del sulfato y de los acidos biliares
secundarios, asi como una mayor produccién de nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD).
El mismo estudio también destaco la influencia de la dieta y la medicacién sobre el microbio-
ma en el desarrollo de pdlipos colorrectales. Las bacterias Flavonifractor plautii y Bacteroides
stercoris fueron mas abundantes en pacientes con adenomas, pero su presencia disminuy6
significativamente en aquellos que seguian una dieta rica en vegetales o utilizaban aspirina de
forma concomitante. Esto sugiere una posible relacion causal, en la que los efectos protectores
del consumo de vegetales y del uso de aspirina frente al CCR podrian estar mediados por la
reduccién de especies microbianas especificas asociadas con la enfermedad. Estos hallazgos
refuerzan la evidencia de que el efecto quimioprotector de la aspirina en el CCR no se limita
a propiedades antiinflamatorias clasicas, sino que podria estar relacionado también con cam-

bios en la composicion del microbioma intestinal ',

Un estudio con 140 individuos comparé la microbiota obtenida con cepillado y aspirado de la
mucosa, asi como muestras fecales, en controles sanos, personas con adenomas y aquellas con
lesiones serradas 7). Se encontrd que las muestras fecales mostraban una mayor diversidad
alfa y una composicion diferente en comparacion con las muestras de mucosa. Ademas, las
muestras de mucosa de los controles sanos presentaron una mayor diversidad alfa respecto a
los individuos con adenomas, aunque esta diferencia no se observo en muestras fecales. En
individuos con adenomas, se detectd una mayor abundancia en la mucosa de Lachnospiraceae,
Bacteroides fragilis y Ruminococcus gnavus, previamente asociados al CCR y a la enfermedad
inflamatoria intestinal. También se encontré un aumento de Clostridium scindens, conocido
por metabolizar acidos biliares primarios no absorbidos en acidos biliares secundarios. Es
importante destacar que no se observaron diferencias en la abundancia de F nucleatum entre
los grupos. En las lesiones serradas, se identificé una disminucion de Eggerthella lenta y sus
CAZymes (enzimas de la familia de carbohidratos) en los aspirados mucosos. Esta bacteria
convierte lignanos vegetales inertes en enterolignanos bioactivos, que tienen efectos antiproli-
ferativos y antiinflamatorios, ademas de modular la sefializacién estrogénica, el metabolismo
lipidico y la regulacion de los dcidos biliares %), Dichos compuestos se han asociado con un
menor riesgo de cancer *l. Asimismo, se detect6 una reduccion de Anaerostipes hadrus, bac-
teria productora de butirato, en los aspirados de mucosa de lesiones serradas 1?7\, El butirato
actua como inhibidor de la histona deacetilasa, regulando epigenéticamente genes clave. En la
via serrada, el gen SLC5A8, que facilita la captacion de AGCC en las células epiteliales del co-
lon, a menudo estd inhibido mediante metilacién del promotor, lo que subraya la importancia

de la fibra dietética para la regulacion epigenética celular.
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Por otro lado, algunos estudios no han encontrado diferencias significativas en la microbiota
de individuos con lesiones serradas respecto a controles sanos, adenomas y CCR 12>, Sin
embargo, estos estudios presentaron limitaciones por el reducido tamano muestral, con solo

16 individuos con LSS en un estudio y 6 en otro 26521,

Por dltimo, en un estudio de casos-controles retrospectivo, se sugirié una posible asociaciéon
entre la espiroquetosis intestinal humana y las LSS. La tasa de infeccién por espiroquetas fue
significativamente mayor en individuos con LSS (52,6%) que en los controles (8,1%) . Sin

embargo, este hallazgo requiere validacion en estudios mas amplios y poblaciones mas diversas.

En la figura 11, se resumen las especies microbianas y sus funciones metabolicas asociadas

con LSS y adenomas.

’ — Flavonifractor plautii
O-OH / —— Bacteroides stercoris
. g Roseburia intestinalis
Ruminococcus lactaris = N etines ndistinc

T — 14’
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Figura 11. Tipos de polipos colorrectales y sus especies microbianas y funciones metabdlicas
microbianas asociadas.

Especies microbianas especificas asociadas positivamente con LSS y adenomas (mostrados en orden de la asociacion
mas fuerte a la mas débil).
Imagen obtenida de Zhao et al. '

El hecho de que las lesiones serradas se localicen preferentemente en ubicaciones especificas
del colon sugiere que factores no genéticos, como la microbiota especifica de nicho, podrian
interactuar con alteraciones genéticas para influir en su desarrollo **.. En un estudio basado en
ratones transgénicos, utilizando andlisis inmunohistoquimicos e inmunoblot, se encontré que
la via de sefializacion de EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) esta activada

en las lesiones serradas humanas %3, La activacion de la sefializacidn de EGFR mediante la
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expresion transgénica de su ligando, el factor de crecimiento similar al EGF con unién a la
heparina (HBEGF), en el intestino de ratones promueve el desarrollo de lesiones serradas en
el ciego . Ademas, se demostré que la microbiota especifica del huésped estaba asociada
con la formacion de lesiones serradas. La alteracion de esta microbiota, ya sea inducida por
antibidticos o mediante rederivacion por transferencia de embriones, suprimio la formacion
de lesiones serradas en el ciego de ratones transgénicos disefiados para sobreexpresar HBEGF
(HBUS, del inglés, HBEGF Upregulated System) 84, El desarrollo de lesiones serradas se
relaciono con la ruptura de la barrera epitelial, la invasion bacteriana y la sobreexpresion
de diversos factores inflamatorios ¥, En este contexto, la liberacién de interleucina-1f3
por macrofagos inflamatorios estimula subconjuntos de fibroblastos del ciego que expresan el
receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGRFA+). Este proceso ocu-
rre en una etapa temprana del desarrollo de lesiones serradas y resulta en la sobreexpresion
de la metaloproteinasa de matriz 3 (MMP3), que puede promover la inflamacion y acelerar
el desarrollo de estas lesiones al facilitar la sefializacion HBEGF/EGFR 2%, Por otro lado,
utilizando la secuenciaciéon del ARN 168, se observé que el filo bacteriano Verrucomicrobia
estaba enriquecido, mientras que Deferribacteres estaba disminuido en la mucosa cecal de

ratones HBUS rederivados 284,

Fusobacterium nucleatum en las lesiones precursoras del cancer colorrectal

E nucleatum es una bacteria anaerobia gramnegativa muy prevalente en la cavidad oral,
asociada a periodontitis, gingivitis, enfermedad inflamatoria intestinal, abscesos hepaticos

286l Varios estudios han demostrado que E nucleatum esta enriquecido en

y apendicitis !
muestras de tejido de pacientes con CCR en comparaciéon con muestras de tejido normal ad-
yacente, mientras que otros han identificado un aumento de E nucleatum en muestras fecales
de pacientes con CCR en comparacién con sujetos sanos 220221 Como se ha comentado
previamente, esta bacteria se ha asociado con el subtipo CMS1 del CCR, lo que ha llevado a

investigar si también podria estar implicado en su lesion precursora, la LSS [202%0-292],

En un estudio realizado en poblacién asiatica, se utilizo qQPCR para detectar FE nucleatum
en tejido de PH, LSS, AST y adenomas. Los resultados indicaron que esta bacteria no estaba
significativamente asociada con la histologia de las lesiones, sino con lesiones precursoras del
colon proximal que presentaban IMS, mutaciones en BRAF y CIMP-A, en comparacién con
lesiones CIMP-B o negativas %I, Entre el 30 y 40% de LSS fueron positivas para F. nucleatum,
observandose una frecuencia creciente desde el sigma hasta el ciego. Una posible explicaciéon
para este aumento en el colon proximal es que la capa mucosa producida por estas lesiones
favorezca la supervivencia de la bacteria. Otro estudio no encontré diferencias significativas
en la prevalencia de E nucleatum entre diferentes tipos de lesiones preneoplasicas, pero si ob-
servo que su presencia en tejido aumentaba con el grado histolégico de las lesiones °*l En
otro trabajo, se analizo el E nucleatum invasivo mediante hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH) del ARN ribosémico 16S en tejido de pacientes con PH, LSS, adenomas y CCR 24,

Esta técnica permiti6 diferenciar entre E nucleatum invasor, localizado en células epiteliales
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colorrectales, y E nucleatum presente en biopeliculas. Los resultados mostraron una mayor
prevalencia de E nucleatum invasor en CCR proximales (89,6%) frente a los distales (42,2%).
Ademas, E nucleatum invasor fue mas frecuente en LSS (78,8%) y en PH proximales (65,7%)
que en adenomas proximales (28,9%) y distales (24,4%). Asimismo, los PH distales presenta-
ron una mayor prevalencia de E nucleatum (47,5%) en comparacion con los adenomas. Por
otro lado, el porcentaje de otras bacterias invasoras en LSS y PH fue del 12,1-14,3%, mientras
que en los adenomas alcanzd el 31,7-42,1%. No se observo correlacion entre la presencia de E

nucleatum en biopeliculas y su forma invasora.

En muestras de heces, tres estudios han reportado un aumento de E nucleatum en pacientes
con adenomas en comparacion controles, sin embargo, otros dos estudios no han encontrado
estas diferencias 122622725271 No se han observado diferencias significativas en la abundancia
de F nucleatum entre lesiones serradas y controles sanos o adenomas [#72?7>2”71, excepto en un
estudio donde se detecté un aumento de E nucleatum en pacientes con adenomas en compa-

racién con las lesiones serradas 2%,
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2. Justificacion e hipotesis

El SPS es el sindrome de poliposis mas frecuente; a pesar de ello, contamos con poca infor-
macion sobre su patogenia. Por un lado, se ha observado que los familiares directos de los
pacientes presentan un mayor riesgo de CCR, pero, por otro lado, solo se han identificado
variantes patogénicas germinales en casos aislados. La microbiota oral e intestinal de estos
pacientes podria desempenar un papel en la etiopatogenia del sindrome, ademas de justificar

el mayor riesgo de CCR en sus familiares directos.

Se trata de un sindrome con criterios diagndsticos clinicos que en ocasiones han sido cues-
tionados debido a su arbitrariedad. Es necesario disponer de criterios que faciliten la diferen-
ciacién entre pacientes con SPS y aquellos con lesiones serradas esporadicas. La microbiota

diferencial podria utilizarse como biomarcador diagndstico para el SPS.

Hipotetizamos que los pacientes con SPS presentan una disbiosis oral e intestinal caracteris-
tica y diferente de los pacientes con lesiones serradas esporadicas, adenomas o individuos
sin poélipos. La disbiosis oral podria contribuir a la modificacién de la microbiota intestinal
de los pacientes con SPS, influyendo asi en la carcinogénesis inicial. Ademas, la bacteria E
nucleatum podria ser mas abundante tanto a nivel oral como intestinal en individuos con SPS
en comparacion con el resto de grupos, dada su asociacion con el subtipo CMS1 del CCR y

con las lesiones serradas proximales.

En los ultimos afos, el estudio de la microbiota en pacientes con lesiones preneopldsicas
colorrectales se ha centrado principalmente en los casos esporadicos, y hasta la fecha no
existen estudios que describan la microbiota oral e intestinal, de forma conjunta, en pacien-

tes con SPS.

La consecucién de los objetivos de este trabajo podria permitir avanzar en la comprension de
la patogenia del sindrome y sentar las bases para un diagnéstico microbioldgico. La identifi-
cacion de firmas microbianas en saliva y heces podria mejorar las estrategias de diagndstico
de SPS y contribuir al desarrollo de enfoques personalizados para la prevencion y el manejo
de la enfermedad. Ademas, se trataria del primer estudio sobre microbiota oral e intestinal en

lesiones precursoras del CCR en poblacién espafiola.

Finalmente, este estudio podria abrir las puertas para futuros trabajos cuyo objetivo sea la
modificacion de la microbiota de estos pacientes, con la finalidad de cambiar historia natural

del sindrome.
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3. Objetivos

OBJETIVO PRINCIPAL

* Caracterizar la microbiota oral e intestinal de individuos con SPS y compararla con indi-

viduos con lesiones serradas, pdlipos adenomatosos y controles sin pélipos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

* Correlacionar los hallazgos de la microbiota oral con la intestinal entre los diferentes

grupos.

* Determinar la asociacion entre las caracteristicas de la microbiota oral e intestinal de los

individuos y sus variables clinicas.

* Explorar y comparar la abundancia de la bacteria E nucleatum en muestras de saliva y
heces de pacientes con SPS, individuos con lesiones serradas, pélipos adenomatosos y

controles sin polipos.
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4. Métodos

Diseno del estudio

Se disené un estudio observacional de casos y controles, prospectivo, bicéntrico a nivel nacio-

nal en individuos adultos.

Se incluyeron cuatro grupos de estudio: pacientes con SPS (grupo SPS), individuos con lesio-
nes serradas (grupo serrado), individuos con adenomas (grupo adenoma) e individuos sin

polipos (grupo control).

El periodo de reclutamiento fue desde enero de 2021 hasta diciembre de 2023. El reclutamien-
to se realizd en las consultas de gastroenterologia y en las consultas del cribado poblacional
de CCR del Hospital Universitario Vall d’ Hebron de Barcelona y del Hospital Santos Reyes de

Aranda de Duero.
Los criterios de inclusion fueron los siguientes:

1) Grupo SPS: Individuos que cumplan los criterios diagndsticos modificados de la OMS
2019 de SPS y que tengan una colonoscopia reciente (realizada en los ultimos 3 meses)
en la que se reseque al menos una lesion serrada (definida como pdlipo hiperplasico o

lesion serrada sésil) proximal al recto de tamafo =5 mm.

2) Grupo serrado: Individuos que tengan una colonoscopia reciente (realizada en los
ultimos 3 meses) en la que se reseque al menos una lesion serrada proximal al recto
de tamano >5 mm. No deben cumplir criterios de SPS ni presentar 5 o mas lesiones

serradas metacronicas o sincrénicas.

3) Grupo adenoma: Individuos que se hayan realizado una colonoscopia reciente (realizada

en los dltimos 3 meses) con reseccion de al menos un adenoma de tamaifio =5 mm.

4) Grupo control: Individuos que se hayan realizado una colonoscopia reciente (realizada

en los ultimos 3 meses) en la que no se haya detectado ningtn pélipo.

Los criterios de exclusion fueron:

Sospecha de sindromes hereditarios de predisposicién al CCR.

Antecedente de CCR.

* Consumo de antibioterapia, probidticos o prebidticos en los tltimos 3 meses a la inclusion.

Colonoscopia incompleta o con preparacion inadecuada en algtn tramo.
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* Pdlipos resecados y no recuperados para analisis histologico.
* Lesiones serradas sincronicas en la colonoscopia de inclusion del grupo de adenomas.

* Diagndstico de CCR, polipos hamartomatosos o indeterminados en la colonoscopia de

inclusion.

Este estudio no contemplé un calculo formal del tamano muestral previo al inicio de la
recoleccién de datos, ya que se diseiié como un estudio piloto de caracter exploratorio. En
este contexto, el objetivo principal fue evaluar la viabilidad del protocolo, explorar tendencias
preliminares y generar hipétesis para futuros estudios confirmatorios. En el ambito de la
investigacién en microbiota, es habitual adoptar este tipo de aproximacion en fases iniciales,
dado que la elevada variabilidad interindividual del microbioma humano y la limitada dispo-
nibilidad de estudios previos comparables en la poblacién de interés dificultan la estimacion

precisa del tamafio muestral basada en potencia estadistica.

En consecuencia, se opt6 por un enfoque pragmatico, definiendo un tamafo muestral factible
desde el punto de vista logistico, ético y temporal, que permitiera obtener una caracterizaciéon
preliminar de la microbiota oral e intestinal en los distintos grupos de estudio. Los hallazgos
deben interpretarse como generadores de hipdtesis que requieren validaciéon en cohortes
independientes de mayor tamaro, si bien permiten estimar tamafos del efecto utiles para el

calculo muestral en futuros estudios.

La caracterizacién de la microbiota se realiz6 mediante secuenciacién del gen 16S rRNA, una
técnica ampliamente utilizada en estudios poblacionales del microbioma por su capacidad para
identificar y comparar la composicion taxonoémica de comunidades bacterianas de forma robusta
y coste-efectiva. Este enfoque permite analizar simultaineamente multiples muestras y detectar di-
ferencias en la diversidad y abundancia relativa entre grupos, siendo especialmente ttil en estudios
exploratorios. Adicionalmente, se realizé la cuantificacion especifica de E nucleatum mediante

qPCR, debido a su mayor sensibilidad y especificidad para la deteccién de taxones concretos

Aspectos éticos y cumplimiento
de la legislacion vigente

El protocolo del estudio se adhiri6 a los principios de la Declaracién de Helsinki y recibi6 la
aprobacién del Comité de Etica de Investigacion del Hospital Universitario Vall d’Hebron
(PR(AG)400/2020; 10 de julio de 2020).

Todos los sujetos incluidos otorgaron su consentimiento informado por escrito, autorizando

el almacenamiento y uso de sus muestras bioldgicas con fines de investigacion.
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Recogida de datos y muestras

Recogida de datos:

Se realiz6 una entrevista mediante cuestionario a los participantes en la que se obtuvieron los

siguientes datos:

a) Personales y patoldgicos: sexo, edad en el momento de la colonoscopia, peso, talla,
hébito tabaquico, tipo de parto, actividad fisica recomendada, antecedentes de hiper-
tension arterial (HTA), diabetes mellitus, sindrome de intestino irritable, enfermedad
inflamatoria intestinal, cirrosis hepatica, antecedentes de neoplasias, cirugia abdomi-
nal en los dltimos 3 meses, uso de IBP y antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)
o acido acetilsalicilico (AAS) en los ultimos 3 meses, consumo de suplementos de

vitamina D y calcio, metformina o estatinas.

En el grupo con SPS, se registraron el tipo de criterio diagndstico, la edad al momento

del diagnostico y los resultados del panel de genes germinales, si lo tenian realizado.

La definicion de actividad fisica recomendada fue la siguiente:

* 150 minutos por semana de actividad fisica moderada, que incluye: caminar a paso
rapido, bailar, jardineria, tareas domésticas, caza y recoleccion tradicionales, parti-
cipacion activa en juegos y deportes con nifios, paseos con animales domésticos, o

el desplazamiento de cargas moderadas (< 20 kg).

* 75 minutos por semana de actividad fisica intensa, que incluye: correr, ascender a
paso rapido o trepar por una ladera, desplazamientos rapidos en bicicleta, aerobic,
natacion rapida, deportes y juegos competitivos, o el desplazamiento de cargas
pesadas (> 20 kg)

* O una combinacién de ambas, considerando que 2 minutos de actividad fisica

moderada equivalen a 1 minuto de actividad fisica intensa.

b) Antecedentes familiares de primer grado de neoplasia especificando el tipo de céncer,

la edad al diagndstico y el grado de parentesco.

¢) Endoscopicos: Indicacion de la prueba, tipo de solucién evacuante utilizada, nimero
de lesiones, tamano, diagndstico histoldgico y localizacién en la colonoscopia actual.
Se definieron como pélipos proximales los localizados en ciego, colon ascendente,
angulo hepatico, colon transverso y angulo esplénico; y pdlipos distales los localiza-
dos en colon descendente, sigma y recto. Asimismo, se recopilé informacién sobre
el numero de lesiones, tamafo, diagndstico histoldgico y localizacién de poélipos en

colonoscopias previas.
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d) Cuestionario sobre salud dental con las siguientes preguntas:

sAlguna vez tiene mal aliento o mal gusto?

- sAlguna vez tiene encias inflamadas, rojas, sensibles o sangrantes?
- sAlguna vez vio que las encias retroceden o se alejan del diente?

- sAlguna vez ha tenido gingivitis o periodontitis?

- sAlguna vez ha tenido caries?

- ;Con qué frecuencia se lava los dientes?

- Evidencia de enfermedad periodontal a la exploracion oral, realizada por un

gastroenterdlogo.

e) Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos (CFCA) validado para pobla-
cion espaiola *), se adjunta en Anexo 1. Para valorar correctamente el tamafio de las
raciones de los alimentos se utilizé un atlas fotografico de porciones de alimentos 1***!
(Anexo 2). Las respuestas obtenidas del CFCA sobre la frecuencia semanal o mensual
de consumo de cada item se transformaron en el numero de veces consumidas al dia.
Posteriormente, se calcularon los gramos consumidos por dia multiplicando la frecuen-
cia de consumo diaria de cada item por el peso de la porcion habitual correspondiente.

Se realizaron las siguientes modificaciones del CFCA validado:

- Se eliminaron los items golosinas y cerveza sin alcohol.

- Se ajustaron los pesos de algunos alimentos: 100 gr. de lechuga por 60 gr.; 150 gr de
patata al horno por 100 gr.; 70 gr. de arroz y pasta por 100 gr.; 60 gr. de legumbres
por 100 gr.; 30 gr. de sopa por 200 gr.; 150 gr de pollo por 175 gr..

- Se afadié un nuevo item: 80 gr. de otras carnes definidas como bacon, nuggets,

salchichas, morcilla, butifarra.

Los datos del estudio se recopilaron y gestionaron utilizando REDCap (Research Electronic
Data Capture) gestionada por la Asociacion Espafola de Gastroenterologia. REDCap es una
plataforma de software segura basada en una web disefiada para respaldar la captura de datos

para estudios de investigacion 131,

Recogida de muestras:

a) Muestras de saliva: Los participantes recolectaron una muestra de saliva en su domi-
cilio entre 30 y 90 dias después de haberse realizado la colonoscopia. Para ello, debian
depositar 2 ml de saliva escupiendo en un tubo Falcon de 15 ml que contenia 7 ml de

etanol al 95% diluido en agua.

b) Muestra de heces: Los participantes recolectaron una muestra de heces en su domicilio

entre 30 y 90 dias después de la realizacion de la colonoscopia. La muestra se depositd
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en un tubo para heces equipado con una cuchara, que contenia 7 ml de etanol al 95%

diluido en agua (.

Ambas muestras se congelaron inmediatamente tras su obtencién en el congelador del domi-
cilio a -20°C. El traslado se realizé en un plazo méaximo de 7 dias desde la recogida, utilizando
un sistema portatil térmico. Las muestras se almacenaron en el laboratorio del grupo de
Fisiologia y Fisiopatologia Digestiva del Vall d'Hebron Institut de Recerca (VHIR). Una vez
en el laboratorio, los botes de heces se centrifugaron a 4°C durante 20 minutos a 4.000 rpm.
Posteriormente, se realizaron alicuotas de 275 mg de heces y se almacenaron a -80°C, al igual

que las muestras de saliva.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevo a cabo en el laboratorio del grupo de Fisiologia y Fisiopatologia
Digestiva del VHIR.

El ADN fue extraido de las muestras de saliva y heces utilizando el método descrito por
Godon B9 siguiendo ademas las recomendaciones de los International Human Microbiome

Standards para muestras de heces (http://www.microbiome-standards.org/) 1%\,

Para las muestras de saliva, los tubos de 15 ml se centrifugaron durante 15 minutos a 11.000g
y a 4°C, eliminando posteriormente el sobrenadante. En ambas muestras (saliva y heces), se
afiadieron 800 mg de bolitas de 0,1 mm de silicato de circonio antes de la extraccién. Para la li-
sis quimica, cada muestra fue suspendida en 250 pl de guanidina tiocianato, 40 ul de N- Lauril
sarcosina al 10% y 500 pl de N-Lauril sarcosina al 5%. Las muestras fueron incubadas a 70°C
durante 1 hora. La disrupcién mecdnica de la pared celular microbiana se realizé agitando la
mezcla en un BeadBeater (Biospec Products©) a una velocidad media de aproximadamente
1.500 oscilaciones/minuto. Tras esto, se afladieron 15 mg de PVPP (polivinilpolipirroli-
dona) y se realizaron varios lavados para precipitar y eliminar restos celulares y proteinas.
Posteriormente, se realizé la digestion enzimatica del ARN remanente, obteniendo el ADN,
que fue precipitado con etanol absoluto y acetato de sodio 3M. El ADN de las muestras de
saliva se resuspendio6 en 60 pl de tampon Tris-EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) y el de
heces en 200 ul de tampdn Tris-EDTA. Finalmente, las muestras fueron congeladas a -20°C
(figura 12).

71


http://www.microbiome-standards.org/

72

4. Métodos

Guanidina tiocianato ] _.
u N-Lauril sarcosina 10% TnsiEDIA
‘ | N-Lauril sarcosina 5%
| -20°C
AN AN | *4
! | ey
‘ |
\ '}
Muestras de saliva Lisis quimica Disrupcién Eliminacion de Extraccion del ARN R pensio Al j
y heces anis p inas y resid y purificacion del ADN del ADN de muestras

Figura 12. Resumen de los pasos para la extraccion de ADN.

Creada con BioRender.com.

La cuantificacion de ADN se llevé a cabo mediante un espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (Nucliber©). La integridad del ADN fue evaluada mediante electroforesis micro-capilar
utilizando el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies©).

4.5. Secuenciacion de amplicones
del gen 16S rRNA

La secuenciacion 16S rRNA de saliva y heces fue realizada por la compafia Novogene con sede
en Reino Unido. Se utiliz la plataforma Illumina®. Los pasos realizados fueron los siguientes
(figura 13):

4.5.1 Amplificacion del gen 14S rRNA (generacién de
amplicones)

Se procedid a la amplificaciéon del material genético bacteriano mediante una reaccién
de PCR convencional, dirigida a la region variable V4 del gen 16S rRNA. Para ello, se
utilizaron los siguientes cebadores especificos para Illumina® MiSeq Technology, dirigi-
dos al gen 16S: Forward V4_515F 5 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3’ y Reverse 806R
5’GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3’ junto con un barcode unico anadido a cada muestra.

Todas las reacciones de PCR se realizaron con 15 pL de Phusion® High - Fidelity PCR Master
Mix (New England Biolabs), 0,2 uM de cebadores forward y reverse, y 10 ng de plantilla de ADN.
El ciclo térmico consistié en una desnaturalizacién inicial a 98°C durante 1 minuto, seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 98°C durante 10 segundos, hibridacién a 50°C durante 30

segundos, y elongacion a 72°C durante 30 segundos, con un ciclo final a 72°C durante 5 minutos.
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Cuantificacion y cudlificacion de los resultados de PCR

Para la cuantificacién de amplicones se utilizé el Qubit dsSDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific). Para el control de calidad de las muestras, se realiz6 una electroforesis
con gel de agarosa al 2% para descartar degradacion de ADN o posible contaminacidn.
La aparicién de bandas confirmo la generacién de amplicones durante la amplificaciéon
de PCR, mientras que la ausencia de bandas podria deberse a la baja presencia de ADN
bacteriano en la muestra o a la presencia de inhibidores de PCR en el procedimiento. Se
utilizé un gel de agarosa al 2% debido a que los amplicones generados no superan los 500

pares de bases (pb).

Los amplicones se purificaron mediante perlas magnéticas utilizando el sistema AMPure
XP (Beckman Coulter). Las muestras se mezclaron en proporciones equidensitarias ba-
sadas en la concentracion de los productos de PCR, determinada mediante Agilent 2100

Bioanalyzer.

Preparacion de biblioteca de secuenciacion y
secuenciacion lllumina

Las bibliotecas cuantificadas se agruparon y secuenciaron en plataformas Illumina utilizando el
método de extremos emparejados, generando lecturas de 250 pb. La técnica de secuenciacién
empleada, conocida como secuenciacion de extremos emparejados (del inglés, paired-end), per-
mite obtener secuencias de ADN tanto del extremo 5’ como del extremo 3’ de cada fragmento de
ADN original. Este método no solo duplica el nimero de lecturas generadas en el mismo tiempo
y con el mismo esfuerzo de preparacion de la biblioteca, sino que también mejora la precision
de la alineacién de la lectura, facilita la eliminacién de duplicados de PCR (un artefacto comin

causado por la amplificacion de PCR) y optimiza la calidad de los datos obtenidos.

Los pasos fueron:

* Division de datos: Las lecturas de extremos emparejados se asignaron a las muestras se-
gun sus cddigos de barras unicos. Posteriormente, se truncaron eliminando las secuencias

correspondientes a los cddigos de barras y a los cebadores.

* Ensamblaje de secuencias: Las lecturas de extremos emparejados se unieron utilizando la
herramienta FLASH (V1.2.11, ) 2%, disefiada para unir
lecturas que se solapan con las generadas desde el extremo opuesto del mismo fragmento

de ADN. Las secuencias resultantes de este ensamblaje se denominaron secuencias “brutas”

e Filtracion de datos: Se realiz6 un filtrado de calidad en las secuencias “brutas” utilizando

el software fastp (version 0.23.1) para obtener secuencias limpias y de alta calidad 1**7..
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* Eliminaciéon de quimeras: Las secuencias limpias se compararon con la base de datos
de referencia (base de datos SILVA v138 [16S], ) para identificar
secuencias quiméricas. Posteriormente, estas se eliminaron empleando el paquete vsearch
(V2.16.0, ) B%8]. Las secuencias restantes se denomi-

naron secuencias efectivas.

Depuracion de VSAs y anotacion de especies

* Depuracion de VSAs: Se aplicé un proceso de depuracion a las secuencias efectivas utili-
zando los médulos DADA? en el software QIIME2 (Version QIIME2202202), obteniendo
las VSAs iniciales.

* Anotacion de especies: La anotacion de especies se realizo mediante el software QIIME2,
utilizando la base de datos SILVA como referencia. Para analizar las relaciones filogenéticas
entre las VSAs y las diferencias en las especies dominantes entre muestras, se realiz6 una
alineacion de secuencias multiples utilizando QIIME2. Ademas, la abundancia absoluta de
VSAs se normalizé empleando como estandar el nimero de secuencias correspondiente
a la muestra con menor cantidad de secuencias. Los analisis de alfa y betadiversidad se

realizaron en base a los datos normalizados.

Se seleccionaron los 10 taxones mds abundantes de cada muestra en cada nivel taxonémico
(filo, clase, orden, familia, género, especie) para el calculo de abundancia relativa. El arbol
filogenético, también conocido como drbol evolutivo, describe las relaciones evolutivas entre
diferentes especies. Para esto, se seleccionaron los 100 géneros con mayor abundancia en
las muestras y se realizaron alineaciones de secuencias. Finalmente, el arbol filogenético se

visualizé mediante scripts en Perl utilizando la funcién SVG.

>

Preparacion de Amplificacion Mezcla y purificacion reparacion de la biblioteca Seriencinicn _ Analisis
la muestra ADN del producto de PCR de secuenciacion bioinformatico

p
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Figura 13. Pasos para la secuenciacion de amplicones del gen 16S rRNA.
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4.6. PCR cuantitativa para
Fusobacterium nucleatum

Las copias del gen 16S rRNA de E nucleatum se determinaron mediante reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa (QPCR) en el laboratorio del grupo de Fisiologia y Fisiopatologia
Digestiva del VHIR.

La amplificacion se realizo utilizando el sistema 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La reacciéon de PCR de E nucleatum se llevé a cabo con
TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), empleando una concentracion de
300 nM para cada cebador y 100 nM para la sonda. La tabla 4 muestra los cebadores y sondas

utilizados para E nucleatum 1%,

Secuencia de nucleétidos 5’ > 3’ Tamaiio (pb)

E. nucleatum 100
Forward: TTC AAT AAA AGT GGC AGG TCA AG

Reverse: TAA CAA CAC ATG CAG GTC AAT GG

Sonda: FAM-ACT CGA ACC CCC AAC CCT CGG TTT-TAMRA

Tabla 4. Cebadores y sonda utilizados para E. nucleatum.

E nucleatum: Fusobacterium nucleatum, pb: pares de bases.

Las condiciones de la reacciéon para PCR de E nucleatum fueron: 2 minutos a 50°C, 10 minutos
a 95°C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C (figura 14). Todas las
muestras se realizaron por triplicado y se calcul6 la media de los valores. Los datos se anali-

zaron con Sequence Detection Software version 1.4, suministrado por Applied Biosystems.

Resultados

Polimerizacién Polimerasa

t

5
3

Sefial

I 5 TTTT!
LU 3

| Umbral

Desnaturalizacion ¥ L fluorescente ®

Fluorescencia

Forward

\4 primer
N 3

< ., o /" No amplificacién

Ciclos

Figura 14. Representacion grafica de la amplificacion de PCR cuantitativa.

Creada con BioRender.com.
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Para generar las curvas estandar, se calculd la cantidad de plasmidos en los cuales se habia
insertado el amplificado de E nucleatum. Se realizaron diluciones en serie de estos plasmidos
para extrapolar los resultados. La concentracion de los plasmidos se midié con el espectro-
fotometro NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE, USA), y el nimero de
copias se calculd a partir del peso molecular del plasmido. Los resultados se expresaron como

abundancia absoluta en copias por mililitro de saliva y gramo de heces.

Se anadieron controles adicionales durante la realizacién de la PCR para descartar posibles
contaminaciones durante la extraccién y la amplificacién. Todos los amplicones con signos de

posible contaminacion fueron descartados y repetidos.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el programa “R” (version 4.4.0, 11de abril de 2025,
Copyright (C) 2025 The R Foundation for Statistical Computing) en la Unidad de Estadistica
y Bioinformatica del VHIR.

La normalidad de las variables cuantitativas se evalué mediante el test de Shapiro-Wilk y
lainspeccion grafica de su distribucion. Las variables continuas se expresaron como media
y desviacién estandar, y como mediana y el rango intercuartilico (RIC) si no presentaban
una distribucién normal. Las variables categdricas se proporcionaron como frecuencias
absolutas y relativas, asi como el intervalo de confianza exacto al 95%. Para comparar las
diferentes categorias de las variables de interés, se utilizé un test de comparacion entre
grupos. En el caso de las variables cuantitativas, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis para
comparar mas de dos grupos cuando no se cumplian los supuestos de normalidad. Para
las variables categdricas, se realizd la prueba chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher
cuando las frecuencias esperadas eran inferiores a 5 en algtn caso. Todos los andlisis

fueron de dos colas y la significacion estadistica se establecié en p < 0,05.

Para las comparaciones multiples, se aplicd correccion por tasa de descubrimiento falso (FDR,
del inglés False Discovery Rate), considerandose significativo un valor ajustado q < 0,1. La
asociacion entre variables cuantitativas se evalué mediante el coeficiente de correlacion de

Spearman.

En el andlisis del microbioma, la diversidad alfa se evalu6 mediante los indices de Chaol,
Shannon y Simpson. La diversidad beta se analizé mediante distancias UniFrac ponderadas
y no ponderadas, asi como mediante la disimilitud de Bray-Curtis. Las diferencias en la es-

tructura de la comunidad microbiana entre grupos se exploraron utilizando estas métricas
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de distancia. En el caso de las distancias UniFrac, se calcul6 para cada muestra la distancia
respecto al grupo de referencia/control, como medida del grado de disbiosis microbiana, y
posteriormente las distribuciones de estas distancias se compararon entre grupos mediante
el test de Kruskal-Wallis. Por otro lado, las diferencias globales en la composicién micro-
biana basadas en la matriz de disimilitud de Bray-Curtis se evaluaron mediante un analisis
de varianza multivariante permutacional (PERMANOVA), utilizando la funcién adonis del

paquete vegan con 999 permutaciones.

Para el andlisis de agrupamiento, se construyd un arbol filogenético mediante el método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), basado en la matriz de
distancias UniFrac no ponderadas, utilizando la funcién upgma.tre en QIIME. Asimismo,
se realizo un analisis de coordenadas principales (PCoA) a partir de las matrices de distancia
para la reducciéon de dimensionalidad y visualizacién de los datos, empleando los paquetes

ade4 'y ggplot2 en R.

Las matrices de abundancia absoluta fueron normalizadas mediante el método voom del
paquete limma, que modela la relacién media-varianza y transforma los datos a valores log, -
counts per million (log,-CPM), ajustados por el tamafo de la biblioteca y la dispersion. Para
facilitar la visualizacidn, se calcularon Z-scores por taxon sobre la matriz normalizada, lo
que permitid resaltar desviaciones relativas entre muestras y generar representaciones graficas

como heatmaps.

La representacion grafica se realizé utilizando los paquetes ggplot2, UpSetR, pheatmap (para

heatmaps), corrplot (para graficos de correlacion) y VennDiagram (para diagramas de Venn).
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Descripcion de la poblacidn

5. Resultados

Reclutamos un total de 126 individuos: 32 pertenecian al grupo de SPS, 30 al grupo serrado,

32 al grupo adenoma y 32 al grupo control. La tabla 5 resume las caracteristicas demograficas

y clinicas de los individuos.

Edad, anos
Sexo, masculino
Indice masa corporal, kg/m’

Tabaco
Fumador activo
Exfumador

No fumador

Tabaco, paq/aiio

Comorbilidades
Hipertension
Diabetes mellitus

Sd. intestino irritable

Consumo de firmacos
IBP

AAS o AINEs
Vitamina D o calcio
Metformina

Estatinas

Antecedente personal de
cancer no colorrectal, si

Antecedente familiar de
primer grado de CCR, si

Tipo de nacimiento
Natural

Cesarea
Desconocido

Ejercicio fisico
recomendado, si

SPS
(n=32)

61(58,2-67]
17 (53,1%)
27 [26-32]
18 (56,3%)
3 (9,4%)
11 (34,4%)
25 [17-45]
16 (50,0%)

6 (18,8%)
4 (12,5%)

5 (15,6%)
10 (31,3%)
6 (18,8%)
6 (18,8%)
16 (50,0%)

2 (6,3%)

6 (18,8%)

27 (84,4%)
4 (12,5%)
1(3,1%)

15 (46,9 %)

Serrado
(n=30)

63[56,8-66]
13 (43,3%)
27,8[25-32]
12 (40,0%)
7 (23,3%)
11 (36,7%)
34 [17-40]
11 (36,7%)

6 (20,0%)
2 (6,7%)

7(23,3%)
3 (10,0%)
5(16,7%)
4(13,3%)
6 (20,0%)

4(13,3%)

1(3,3%)

25 (83,3%)
5(16,7%)
0(0%)

10 (33,3%)

Adenoma
(n=32)

59,5 [54,8-67] 58,5[53-64]

17 (53,1%)

28,3 [25-31]

6 (18,8%)
10 (31,3%)
16 (50%)

15 [9-40]

12 (37,5%)
3(9:4%)
2 (6,3%)

7 (21,9%)
2 (6,3%)
4(12,5%)
3(9,4%)
4(12,5%)

6 (18,8%)

3(9,4%)

29 (90,6%)
1(3,1%)
2(6,3%)

20 (62,5%)

Control
(n=32)

17 (53,1%)

27 [24-32]

3(9,4%)
18 (56,3%)
11 (34,4%)

7,3 [4-33]

9 (28,1%)
6 (18,8%)
2 (6,3%)

5 (15,6%)
7 (21,9%)
7 (21,9%)
5 (15,6%)
10 (31,3%)

5 (15,6%)

3(9,4%)

Total
(n=126)

61 [55,2-66]
64 (50,8%)
27,7 [25-32]
39 (31,0%)
38 (30,2%)
49 (38,9%)
24 [11-40]

48 (38,1%)

21 (16,7%)
10 (7,9%)

24 (19%)
22 (17,5%)
22 (17,5%)
18 (14,3%)
36 (28,6%)

17 (13,5%)

13 (10,3%)

30 (93,8%) 111 (88,1%)

0 (0%)
2(6,3%)

13 (40,6%)

10 (7,9%)
5 (4,0%)

58 (46,0%)

Valor p

0,28
0,83
0,99

<0,001

0,03

0,34
0,64
0,83

0,79
0,035
0,79
0,78
0,006

0,52

0,26

0,087

0,12
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SPS Serrado Adenoma Control Total Valor p
(n=32) (n=30) (n=32) (n=32) (n=126)

Salud dental
Halitosis o mal gusto, si 9(28,1%) 9 (30,0%) 6 (18,8%) 5(15,6%) 29 (23,0%) 0,45
Encias inflamadas, si 9(28,1%) 9 (30,0%) 9 (28,1%) 15 (46,9%) 42 (33,3%) 0,31
Encias que retroceden, si 17 (53,1%) 11(36,7%) 13 (40,6%) 13 (40,6%) 54 (42,9%) 0,57
Antec. enf periodontal, si 11 (34,4%) 9 (30,0%) 7 (21,9%) 5(15,6%) 32 (25,4%) 0,31
Antec. caries, si 30(93,8%) 281(93,3%) 31 (96,9%) 32(100%) 121 (96,0%) 0,57
Frec. de lavado dental 0,31

>2 veces/dia 18 (56,3%) 18 (60,0%) 21 (65,6%) 23(71,9%) 80 (63,5%)

1 vez/dia 10 (31,3%) 10(33,3%) 11 (34,4%) 7 (21,9%) 38 (30,2%)

Semanalmente 1(3,1%) 2 (6,7%) 0 (0%) 2 (6,3%) 5 (4,0%)

Nunca 3(9,4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3(2,4%)

16

Evidencia periodontitis, si 10 (32,2%) 7 (23,3%) 7 (21,9%) 3(9,4%) 27 (21,6%) 0

Tabla 5. Caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos estudiados.

Las variables cuantitativas se proporcionan como mediana y rango intercuartilico; las variables cualitativas como valores
absolutos y porcentajes. Los valores en negrita indican significancia estadistica. SPS: sindrome de poliposis serrada. IBP:
inhibidores de la bomba de protones. AAS: acido acetilsalicilico. AINEs: antiinflamatorios no esteroideos. CCR: cancer
colorrectal.

No se encontraron diferencias entre los grupos en cuanto a la edad (p=0,28), el sexo (p=0,83),
el indice de masa corporal (p=0,99) y las comorbilidades. El grupo SPS presenté un 56,3% de
fumadores activos, el grupo serrado un 40,0%, el grupo adenoma un 18,8% y el grupo control
un 9,4%, con diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p<0,001). La frecuencia
de fumadores activos fue significativamente mayor en los grupos SPS y serrado en compara-
cion con los grupos adenoma y control. Asimismo, se observaron diferencias en el nimero de
paquetes/afio fumados (p=0,03), siendo mas alto en los grupos serrado y SPS. En cuanto al
consumo de medicamentos, no se encontraron diferencias en el uso de IBP (p=0,79), vitamina
D o calcio (p=0,79) y metformina (p=0,78). El consumo de AAS o AINEs fue del 31,3% en
el grupo SPS, del 10,0% en el serrado, del 6,3% en el adenoma y del 21,9% en el control, con
diferencias estadisticamente significativas (p=0,035). También se observaron diferencias en
el uso de estatinas (p=0,006), siendo del 50,0% en el grupo SPS, del 20,0% en el serrado, del

12,5% en el adenoma y del 31,3% en el grupo control.

Ningun individuo tenia antecedentes de cirrosis hepatica o enfermedad inflamatoria intestinal.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los antecedentes familiares de
primer grado de CCR (p=0,26), el tipo de nacimiento (p=0,08), el ejercicio fisico recomenda-
do (p=0,12) ni en la salud dental.

Las caracteristicas endoscopicas de la colonoscopia de reclutamiento en los diferentes grupos

se presentan en la tabla 6.



SPS

(n=32)
Indicacion de la colonoscopia
Cribado poblacional 6 (18,8%)
Cribado oportunista 0 (0%)
Sintomas 1(3,1%)
Seguimiento pélipos 25 (78,1%)
Preparacion evacuante
Moviprep® 17 (53,1%)
Pleinvue® 3(9,4%)
Bohm® 1(3,1%)
Citrafleet® 8 (25,0%)
Otros 1(3,1%)
Desconocida 2(6,3%)
Nuam. de polipos 7,5 [3,3-14,5]

Nuam. de polipos avanzados 1[0-3,75]

Localizacion polipos

Proximal 6(18,8%)
Distal 1(3,1%)
Pancolénico 25(78,1%)
Num. pdlipos proximales 3 [2-6]
Num. pdlipos distales 3[1-9,75]
Num. adenomas 0[0-2]
Num. adenomas avanzados 0 [0-0]
Nim. adenomas >10mm 0 [0-0]
Num. adenomas con 0 [0-0]
displasia de alto grado

Num. lesiones serradas 53,25-13]
Num. pdlipos hiperplasicos 1[0-4]
Niim. LSS 3,5[0,25-10,25]
Num. adenomas serrados 0 [0-0]
tradicionales

Num. lesiones serradas 1[0-3]
avanzadas

Num. lesiones serradas 1[0-2,75]
210mm

Num. lesiones serradas con 0 [0-0]
displasia

Num. lesiones serradas con 0 [0-0]
displasia de alto grado

Serrado
(n=30)

23 (76,7%)
2 (6,7%)
2 (6,7%)
3(10,0%)

13 (43,3%)
14 (46,7%)
0 (0%)
3(10,0%)
0 (0%)

0 (0%)

2[1-3,25]
1[0-1,25]

15 (50,0%)
3(10,0%)
12 (40,0%)

1[1-2]
0,5 [0-1]
0 [0-1,25]

0[0-1]

0[0-1]

0 [0-0]

1[1-2,25]
0,5 [0-1]
1[0-1]
0[0-0]

0,5 [0-1]

0,5 [0-1]

0[0-0]

0[0-0]

Adenoma
(n=32)

31 (96,9%)
1(3,1%)
0 (0%)
0 (0%)

15 (46,9%)
17 (53,1%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)

2[1-2,75]
1[1-1]

11 (34,4%)
11 (34,4%)
10 (31,3%)

1[0-2]
1[0-1]
2 [1-2,75]
1[1-1]
0[0,25-1]
0 [0-0]

0 [0-0]
0 [0-0]
0 [0-0]
0[0-0]

0[0-0]

0 [0-0]

0 [0-0]

0 [0-0]

Control
(n=32)

32 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1(3,1%)
31 (96,9%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0[0-0]
0 [0-0]

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 [0-0]
0 [0-0]
0[0-0]
0 [0-0]
0[0-0]
0 [0-0]

0[0-0]
0[0-0]
0[0-0]
0[0-0]

0[0-0]

0[0-0]

0[0-0]

0 [0-0]

Tabla 6. Caracteristicas endoscopicas de la colonoscopia de inclusion.

5. Resultados

Total
(n=126)

92 (73,0%)
3 (2,4%)
3 (2,4%)

28 (22,2%)

46 (37,1%)
65 (52,4%)
1 (0,8%)
11 (8,9%)
1 (0,8%)
2 (1,6%)

2[0-4]
1[0-1]

32 (34,0%)
15 (16,0%)
47 (50,0%)

1[0-2,25]

0[0-1,25]
0 [0-2]
0[0-1]
0[0-1]
0 [0-0]

3[1-5]
1[0-2,25]
1[0-4]
0[0-0]

1[0-1]

1[0-1]

0[0-0]

0[0-0]

Valor p

<0,001

<0,001

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
0,11
<0,001

0,038

0,06

0,49

Las variables cuantitativas se proporcionan como mediana y rango intercuartilico; las variables cualitativas como valores
absolutos y porcentajes. Los valores en negrita indican significancia estadistica. Num: niimero. LSS: lesiones serradas

sésiles.
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5. Resultados

La indicacién mas frecuente fue el cribado poblacional en los grupos serrado (76,7%), adeno-
ma (96,9%) y control (100%). En el grupo SPS, la mayoria de las colonoscopias se realizaron
por seguimiento de poélipos (78,1%), encontrandose diferencias significativas entre los grupos
(p<0,001). En cuanto a la preparacion evacuante, también se observaron diferencias entre los
grupos (p<0,001), ya que en el cribado poblacional de los hospitales participantes se adminis-
tra mayoritariamente Pleinvue®, mientras que en el seguimiento de pdlipos en las consultas

de Gastroenterologia se pauta habitualmente Moviprep®.

El niimero total de pdlipos, asi como los pdlipos proximales y distales, fue mayor en el grupo
SPS que en el resto de grupos (p<0,001). La localizacion pancoldnica fue mas frecuente en el

grupo SPS (78,1%) que en el grupo serrado (40,0%) y el grupo adenoma (31,3%) (p<0,001).

El grupo adenoma presenté un mayor nimero de adenomas de 210 mm en comparacién con
el grupo SPS y serrado (p<0,001). El grupo SPS mostr6 un mayor numero de lesiones serradas
(p<0,001) y LSS (p<0,001). Ninguna endoscopia identificé6 adenomas serrados tradicionales

ni lesiones serradas con displasia de alto grado.

A continuacion, en la tabla 7 se describen los hallazgos endoscépicos de las colonoscopias al

momento de reclutamiento, junto con las colonoscopias que tuvieran realizadas previamente.

SPS Serrado  Adenoma  Control Total Valor p
(n=32) (n=30) (n=32) (n=32) (n=126)

Adenomas 4,5 (2,25-10,5] 1[0-3] 2 [1-2,75] 0 [0-0] 1[0-3,25] <0,001
Adenomas 1[0-3] 0[0-1] 1[1-1] 0 [0-0] 0 [0-1] <0,001
avanzados
Lesiones serradas 23,5 [13,25-45,5] 1[1-3] 0 [0-0] 0 [0-0] 0 [0-4,25] <0,001
Lesiones serradas 6 [3-14,5] 1[0-1] 0 [0-0] 0 [0-0] 0[0-1] <0,001
avanzadas

Tabla 7. Caracteristicas endoscdpicas de las colonoscopias del reclutamiento y las colonosco-
pias previas de los grupos estudiados.

Las variables cuantitativas se proporcionan como mediana y rango intercuartilico. Los valores en negrita indican signi-
ficancia estadistica.

El grupo de SPS present6 un mayor nimero de adenomas, lesiones serradas y lesiones serradas

avanzadas en comparacion con el resto de los grupos (p<0,001).

En la tabla 8, se presentan las caracteristicas clinicas y endoscépicas de las colonoscopias del

reclutamiento y previas de los pacientes del grupo SPS.



Tipo de criterio diagnodstico

5. Resultados

Criterio 1 16 (50%)

Criterio 2 7 (21,9%)

Ambos 9 (28,1%)
Antecedentes familiares de SPS 0 (0%)
Edad al diagnostico de SPS 61 [56-65]
Estudio de panel de genes germinales, si 3(10%)
Variante patogénica identificada, si 0 (0%)
Num. de colonoscopias totales 4[2,25-6]
Num. lesiones serradas 23,5 [13,25-45,5]
Num. LSS 9 [4,25-22,5]
Num. pdlipos hiperplasicos 8[1,25-21,75]
Num. adenomas serrados tradicionales 0 [0-0]
Num. lesiones serradas avanzadas 6 [3-14,5]
Num. lesiones serradas >10mm 3 [2,25-6]
Num. lesiones serradas con displasia 2,5 [0-6]
Num. lesiones serradas con displasia de alto grado 0 [0-0]
Num. adenomas 4,5 [2,25-10,5]
Num. adenomas avanzados 1[0-3]

Tabla 8. Caracteristicas clinicas y endoscdpicas del grupo SPS.

Las variables cuantitativas se proporcionan como mediana y rango intercuartilico; las variables cualitativas como valores
absolutos y relativos. SPS: sindrome de poliposis serrada. Num: numero. LSS: lesiones serradas sésiles.

En el grupo SPS, el 50,0% cumplia con el criterio 1 de los criterios diagndsticos modificados
dela OMS, el 22,0% con el criterio 2 y el 28,0% con ambos. La edad mediana al diagnéstico fue
de 61 afos (RIC, 56-65), y no se identificé ninguna variante patogénica germinal. La mediana
de colonoscopias realizadas en total fue de 4 (RIC, 2,25-6), con una mediana de 23,5 lesiones
serradas (RIC, 13,25-45,5) y 6 lesiones serradas avanzadas (RIC, 3-14,5).

En el grupo SPS, se realizé un analisis de correlacion entre los tipos de pdlipos acumulados
(los incluidos en la colonoscopia de reclutamiento y las colonoscopias previas) y el resto de
variables clinicas. Se observo que el numero de LSS avanzadas totales se asocié de mane-
ra positiva con la presencia de encias inflamadas, con una estimacién de $=6,33 (IC 95%:
0,73-11,92; p=0,028). También se observd que el nimero de LSS avanzadas totales se asoci6
positivamente a la presencia de retraccion gingival, con una estimaciéon de p=5,58 (IC 95%:
0,52-10,64; p=0,032).

A continuacién, se muestran los valores de ingesta diaria por grupos de alimentos de los

grupos en estudio, tabla 9.
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SPS Serrado Adenoma Control Total Valor p
(n=32) (n=30) (n=32) (n=32) (n=126)

Verduras y 149 [83-205] 131 [106-186] 137 [87-203] 129 [83-189] 136 [88-195] 0,89
hortalizas
Frutas 200 [104-214] 100 [43-200] 171 [101-229] 186 [89-203] 171 [100-214] 0,08
Frutos secos 2,9 [0,7-14,3] 2,9 [0-9,3] 2,9 [0,7-8,6] 5,7 [2,9-13,6] 2,8 [0,6-11] 0,22
Cerealesy 94 [71-135] 95 [78-142] 112 [85-149] 87 [60-141] 95 [74-140] 0,27
derivados
Lechey 215 [91-370] 282 [122-442] 335 [196-403] 244 [124-395] 269 [125-396] 0,26
derivados
Carne 102 [68-127] 94 [72-146] 95 [70-132] 118 [66-143] 99 [72-136] 0,97
Carne roja 56 [36-75] 49[33-104] 60 [43-94] 47 [21-74] 54[33-80] 0,18
Pescado y 48 [29-64] 45 [26-77] 60 [43-89] 43 [25-63] 46 [31-68] 0,047
marisco
Huevos 15 [9-24] 24 [16-33] 20 [10-30] 24 [16-30] 16[16-31] 0,26
Legumbres 14,3 [14,3-28,6] 28,6 [14,3-32,1] 28,6 [10-39] 14,3[14,3-28,6] 29 [14-29] 0,69
Salsas y 57 [29-86] 57 [26-86] 57 [29-86] 57 [29-57] 57[29-86] 0,72
condimentos

Embutidos y 6,3 [3,6-22] 10,7 [7,2-25] 10,7 [7,2-25] 7,1 [2,1-13,3]  7,1[3,5-18] 0,002
jamén

Grasas y 29 [10-43] 29 [15-43] 29 [16-35] 26 [10-43] 29 [13-43] 0,94
aceites

Precocinados 4[0,7-10] 5,3 [5,3-15] 5,3 [2,7-11] 5,3 [0-11] 5,3 [2,7-11] 0,046
Bolleria 4,3 [0-12,3] 1 [0-9,6] 3[0-17,1] 1[0-5,9] 2 [0-10,2] 0,31
Azicares y 2,1 [0-5,7] 1,5 [0,6-9,9] 2,9 [0,8-7,2] 2,9 [0-5,7] 2,8 [0-5,8] 0,51
dulces

Bebidas 0[0-14] 0 [0-28] 0 [0-8] 0 [0-0] 0 [0-8] 0,64
azucaradas

Bebidas bajas 0 [0-0] 0 [0-10] 0 [0-8] 0 [0-36] 0 [0-8] 0,85
en calorias

Bebidas 41 [3-150] 57 [0-232] 33 [0-167] 21 [0-63] 32 [0-133] 0,30
alcoholicas

Tabla 9. Frecuencia de consumo gramo/dia de grupos de alimentos segun los grupos estudiados.

Las variables cuantitativas se proporcionan como mediana y rango intercuartilico. Los valores en negrita indican signi-
ficancia estadistica.

No se identificaron diferencias entre los grupos en la ingesta diaria de frutas, verduras y
hortalizas, leche y derivados, carne y carne roja. El grupo adenoma mostré un consumo
diario significativamente mayor de pescado y marisco en comparacién con los demas grupos
(p=0,047). Por otro lado, el grupo SPS consumi6 una menor cantidad de embutidos y jamoén
en relacion con el grupo adenoma y el grupo serrado (p=0,002), asi como una menor cantidad
de alimentos precocinados en comparacion con el resto de grupos (p=0,046). No se obser-
varon diferencias significativas entre los grupos en el consumo de bebidas azucaradas o con

alcohol (p=0,64 y p=0,3, respectivamente).



5. Resultados

5.2. Diferencias en la composicion de
la microbiota oral e intestinal entre los
grupos mediante secuenciacion 16S rRNA

Se realizé secuenciacién 16S rRNA en 126 muestras de saliva y 126 muestras de heces. Se
obtuvieron un total de 16.213.197 secuencias de alta calidad con un niimero de pares de bases
de 252, empleando Phred score de 20. La media de secuencias por muestra fue de 64.338 (DE
8.611) con un numero de lecturas entre 30.392 y 92.744. Debido a la diferente profundidad
de secuenciacion, hay diferentes numeros de secuencia entre las muestras. Para eliminar el
error experimental y garantizar la comparabilidad entre los datos de la muestra, se procedi6
a normalizar las secuencias estableciendo un umbral con la muestra con menor nimero de
secuencia (30.392) y, posteriormente, se selecciond para el analisis el nimero de secuencias

establecido por este umbral.

En la microbiota oral, se identificaron 16 filos, 115 familias, 226 géneros y 245 especies. En
la microbiota intestinal, se identificaron 16 filos, 91 familias, 260 géneros y 225 especies

(tabla 10).

Grupos taxonomicos Microbiota oral Microbiota intestinal
Filo 16 16
Clase 25 24
Orden 64 53
Familia 115 91
Género 226 260
Especie 245 225

Tabla 10. Distribucién de grupos microbioldgicos de la microbiota oral e intestinal segin
distintos niveles taxonémicos.

A continuacién, se muestra la composicién de la microbiota oral e intestinal, agrupada
por filos, de toda la muestra (figura 15). En la microbiota oral, los filos mayoritarios
tueron Bacteroidota (38%), Firmicutes (28,8%), Proteobacteria (17,3%) y Actinobacteriota
(7,3%); y en la intestinal Bacteroidota (43,7%), Firmicutes (39,2%), Proteobacteria (5,6%) y
Actinobacteriota (6,8%).
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Figura 15. Abundancia relativa de la microbiota oral e intestinal a nivel de filos.

En la microbiota oral, los géneros mayoritarios fueron Prevotella (25%), Veillonella (12,7%),
Streptococcus (10,4%), Porphyromonas (5,5%) y Alloprevotella (5,3%); y en la intestinal
Bacteroides (15,7%), Prevotella (13,7%), Faecalibacterium (7,1%), Bifidobacterium (3,7%) y
Akkermansia (2,9%).

5.2.1 Diversidad alfa y beta

5.2.1.1. Microbiota oral

Se evalu¢ la diversidad alfa (intramuestra) utilizando el indice de Chaol, que mide la riqueza
de especies; el indice de Shannon, que combina la riqueza y la equidad en la abundancia de
especies; y el indice de Simpson, que analiza la dominancia de las especies. En los tres indices,

se observo una diversidad alfa similar entre los grupos (p>0,05) (figura 16).
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Figura 16. Diversidad alfa en la microbiota oral.

Indice Chaol (A), indice Shannon (B) e indice Simpson (C) de los diferentes grupos. Utilizando el test Kruskal-Wallis,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

Para evaluar la variacién global en la composicién de la microbiota oral entre los grupos, se
analiz6 la diversidad beta mediante un analisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en
las distancias UniFrac no ponderadas y ponderadas (figura 17). Estas métricas incorporan la
informacion filogenética de los taxones presentes, permitiendo evaluar diferencias no solo en
la composicién microbiana sino también en la distancia evolutiva entre las comunidades. El
PCoA delas distancias UniFrac no ponderadas refleja diferencias en la composiciéon microbia-
na entre las muestras, mientras que el de las distancias UniFrac ponderadas considera tanto la
composicion como las abundancias relativas de los taxones. Como se coment6 anteriormente,
cada punto del grafico representa una muestra, y la distancia entre puntos indica su grado de

similitud o diferencia en la estructura microbiana.

8¢9



90

5. Resultados

(A) PCoA basado en distancias UniFrac no ponderadas
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Figura 17. Anélisis de coordenadas principales (PCoA) de las distancias Unifrac no pondera-
das (A) y ponderadas (B) de la microbiota oral en los diferentes grupos.

La composicion microbiana entre grupos se compard utilizando las distancias UniFrac no
ponderada y ponderada. En la UniFrac no ponderada (figura 18), el grupo SPS present6
una distancia significativamente mayor en comparacién con los grupos adenoma y control
(p<0,001). De manera similar, el grupo serrado mostré distancias superiores a las observa-
das en los grupos adenoma y control (p<0,001). Por ultimo, el grupo adenoma presentd una

distancia significativamente mayor en comparacion con el grupo control (p<0,05).
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Figura 18. Distancias UniFrac no ponderada de la microbiota oral de los diferentes grupos.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las distancias UniFrac no ponderadas entre el grupo SPS 'y
el grupo adenoma y control; entre el grupo serrado y el grupo adenoma y control; y entre el grupo adenoma y el control.
Utilizando el test Kruskal-Wallis; *p<0,05; **p<0,001.

En relacién a la UniFrac ponderada (figura 19), el grupo SPS mostré diferencias estadistica-
mente significativas en comparacién con el resto de grupos. Por otro lado, el grupo control

presenté diferencias en la distancia en relacién con los grupos serrado y adenoma (p<0,001).
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Figura 19. Distancias UniFrac ponderada de la microbiota oral de los diferentes grupos.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las distancias UniFrac ponderadas entre el grupo SPSy el resto
de grupos; y entre el grupo control y los grupos serrado y adenoma. Utilizando el test Kruskal-Wallis; *p<0,05; **p<0,001.
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Ademas, se realizo el analisis UPGMA basado en la distancia UniFrac no ponderada para
agrupar las muestras segun su similitud y visualizar las relaciones filogenéticas entre los gru-

pos (figura 20).
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Figura 20. Analisis UPGMA basado en las distancias UniFrac no ponderada de la microbiota
oral entre los diferentes grupos, con las abundancias relativas a nivel de filo.
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean.

Posteriormente, se aplico un analisis PERMANOVA para evaluar la diversidad beta de la
microbiota oral entre los grupos, utilizando las distancias Bray—Curtis (tabla 11). Este analisis
permite determinar si la composicién microbiana global difiere significativamente entre los
grupos en funcién de las abundancias relativas de los taxones. Los resultados mostraron
diferencias estadisticamente significativas en las siguientes comparaciones por pares: SPS
vs. control (FDR p=0,001), serrado vs. control (FDR p=0,007) y adenoma vs. control (FDR
p=0,001).

Microbiota oral Valor p corregido (FDR)
SPS-Serrado 0,74
SPS-Adenoma 0,24
SPS-Control 0,001
Serrado-Adenoma 0,38
Serrado-Control 0,007
Adenoma-Control 0,001

Tabla 11. Valores p corregidos por pares obtenidos con el analisis PERMANOVA de micro-
biota oral.

FDR: Tasa de descubrimiento falso.
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5.2.1.2 Microbiota intestinal

La diversidad alfa de la microbiota intestinal se evalud utilizando el indice de Chaol, el indice
de Shannon (figura 21) y el indice de Simpson. Segun el indice de Chaol, el grupo adenoma
presentd una menor riqueza de especies en comparacién con el grupo control (p=0,03); sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos en el indice de Shannon
(p>0,05).
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Figura 21. Diversidad alfa en la microbiota intestinal evaluada mediante el indice Chaol (A)
y el indice Shannon (B).

El grupo adenoma mostré una riqueza significativamente menor medida con el indice Chaol, respecto al grupo control.
Utilizando el test Kruskal-Wallis; *p<0,05.

El indice de Simpson, que mide la dominancia o uniformidad de las especies, mostr6é un
valor menor en el grupo control en comparacién con el grupo SPS, lo que indica una mayor
diversidad alfa (p=0,017) (figura 22).
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Figura 22. Diversidad alfa de la microbiota intestinal medida mediante el indice de Simpson.

El grupo control muestra un menor indice de Simpson respecto al grupo SPS vy, por tanto, una mayor diversidad alfa.
Utilizando el test Kruskal-Wallis; *p<0,05.

Se realiz6 un analisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en UniFrac no ponderado y
ponderado para explorar visualmente la similitud y variacién en la composicién de la micro-

biota intestinal (figura 23).
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(A) PCoA basado en distancias UniFrac no ponderadas
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Figura 23. Anilisis de coordenadas principales (PCoA) de las distancias Unifrac no pondera-
das (A) y ponderadas (B) de la microbiota intestinal en los diferentes grupos.
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Se evalud la heterogeneidad taxondmica entre grupos de muestras de la microbiota intestinal
mediante la distancia UniFrac no ponderada (figura 24). El grupo SPS mostré diferencias
estadisticamente significativas en la distancia UniFrac no ponderada en comparacién con
los grupos adenoma y control (p<0,001 y p<0,05, respectivamente). Por otro lado, el grupo
adenoma presentd una menor distancia UniFrac no ponderada en relacién con los grupos
serrado y control (p<0,001). Ademas, se evalu6 la distancia UniFrac ponderada (figura 25)

observando diferencias significativas entre el grupo adenoma y el resto de grupos (p<0,001).
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Figura 24. Distancias UniFrac no ponderada de la microbiota intestinal de los diferentes grupos.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las distancias UniFrac no ponderadas entre el grupo SPS 'y
el grupo adenoma y control. Utilizando el test Kruskal-Wallis; *p<0,05; **p<0,001.
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Figura 25. Distancias UniFrac ponderada de la microbiota intestinal de los diferentes grupos.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las distancias UniFrac ponderadas entre el grupo adenoma
y el resto de grupos. Utilizando el test Kruskal-Wallis; **p<0,001.

En el anélisis PERMANOVA basado en las matrices de distancia Bray—Curtis, no se observa-

ron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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5.2.2 Diferencias en la taxonomia bacteriana entre grupos

5.2.2.1 Microbiota oral

Elfilo mas frecuente en todos los grupos fue Bacteroidota, seguido de Firmicutes, Proteobacteria

y Actinobacteriota, como se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Composicion de la microbiota oral a nivel de filos segun los grupos.

El grupo SPS mostré una mayor abundancia relativa de los filos Spirochaetota y Desulfobacterota
en comparacion con el grupo control (FDR p=0,001 y p=0,016, respectivamente). Asimismo, el
grupo SPS present6 una mayor abundancia relativa de Desulfobacterota en comparacion con el
grupo serrado (FDR p=0,085). Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente sig-

nificativas en la abundancia relativa de los filos al comparar el grupo SPS con el grupo adenoma.

Los ordenes Clostridia vadin BB60, Spirochaetale, Desulfobulbales, Mycoplasmatales y
Bifidobacteriales fueron mas abundantes en el grupo SPS frente el grupo control (FDR p=0,01,
p=0,01, p=0,09, p=0,08, y p=0,08, respectivamente). El orden Absconditabacteriales presentd
una mayor abundancia en el grupo control frente al grupo SPS y al adenoma (FDR p=0,08,
p=0,01, respectivamente). La familia Rikenellaceae fue mas abundante en el grupo SPS frente
al grupo control (FDR p=0,053) y la familia Cardiobacteriaceae y Burkholderiaceae fueron
menos abundantes en el grupo SPS que en el control (FDR p=0,06 y p=0,08, respectivamente).
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Los géneros Filifactor, Treponema y Anaeroglobus mostraron una mayor abundancia relati-
va en el grupo SPS en comparacion con el grupo control (FDR p=0,03, p=0,048 y p=0,07,
respectivamente). Por otro lado, el género Cardiobacterium presenté una menor abundancia
en el grupo SPS frente al grupo control (FDR p=0,09). No se observaron diferencias en la

abundancia relativa de los géneros entre los demas grupos.

En relacion con las especies, Treponema denticola 'y Prevotella dentalis fueron mas abundantes
en el grupo SPS y serrado en comparacioén con el grupo control (FDR p<0,1). Streptococcus
anginosus present6 una mayor abundancia en el grupo SPS y adenoma frente al grupo control

(FDR p=0,07 y p=0,06, respectivamente).

Asimismo, las especies Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia mostraron un
aumento en el grupo SPS frente al grupo control (FDR p=0,09 y p=0,07, respectivamente)
(figura 27). También Porphyromonas gingivalis estaba aumentada en el grupo SPS frente al
grupo adenoma (p=0,004; FDR p=0,24), sin embargo, no se alcanz¢ la significacion estadistica
con la p ajustada. Por otro lado, Capnocytophaga gingivalis y Fusobacterium periodonticum
fueron mas abundantes en el grupo control frente al grupo SPS (FDR p=0,004 y p=0,09,
respectivamente). Leptotrichia goodfellowii mostré un aumento en el grupo control frente al
grupo SPS y serrado (FDR p=0,001 y p=0,08, respectivamente). La especie Peptoanaerobacter
stomatis se mostr6 aumentada en el grupo SPS frente al grupo serrado y adenoma (p=0,03,
FDR p=1 en ambos), pero no alcanzé significaciéon estadistica con la p ajustada. Frente al
grupo control, la diferencia no fue significativa (p=0,09; FDR p=0,28). Las especies Treponema
socranskii y Anaeroglobus geminatus fueron mas abundantes en el grupo SPS en comparacién

con el grupo control (FDR p=0,04 y p=0,09, respectivamente).

Capnocytophaga sputigena presenté una menor abundancia en el grupo serrado y adenoma
frente al grupo control (FDR p=0,08 y 0,04, respectivamente). Capnocytophaga gingivalis fue
mas abundante en el grupo control en comparacion con el grupo adenoma (FDR p=0,04).
Treponema amylovorum presentd una mayor abundancia en el grupo serrado en comparacioén

con el grupo adenoma (FDR p=0,008).
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Figura 27. Boxplot (diagrama de cajas) de la abundancia absoluta normalizada de especies

microbianas seleccionadas en los cuatro grupos del estudio.

Cada diagrama de caja representa la distribucién de la abundancia microbiana por grupo, con las muestras individuales
mostradas como puntos dispersos. Las escalas del eje vertical estan ajustadas de forma independiente en cada gréfico
para reflejar la variacion en la abundancia entre las especies. En algunas especies se observaron distribuciones bimo-
dales, posiblemente relacionadas con el limite de deteccion de la técnica y la presencia de taxones de baja abundancia.
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En la figura 28, se muestra el heatmap (mapa de calor) de agrupamiento con las abundancias
absolutas normalizadas (valores Z) de las principales especies orales entre los grupos.
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Figura 28. Heatmap que muestra los valores Z de las abundancias absolutas de especies orales
entre grupos.

Las especies fueron seleccionadas a partir del analisis de abundancia diferencial, incluyendo solo los taxones con valor
p <0,05. La escala de colores refleja los valores Z, desde azul (abundancia por debajo del promedio) al rojo (abundancia
por encima del promedio), siendo el blanco indicativo de niveles promedio. Se utiliz6 el método de Ward para realizar
el agrupamiento y revelar patrones a nivel de grupo. Las especies con diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (FDR <0,1) se han resaltado en negrita.
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A continuacion, se detallan las VSAs compartidas y exclusivas de cada grupo (figura 29). Los
cuatro grupos comparten 528 VSAs orales. El grupo SPS es el que presenta el mayor nimero
de VSAs tnicas, con 514, seguido por el grupo adenoma con 408, el grupo control con 383 y

el grupo serrado con 320.
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Figura 29. Diagrama de barras que muestra las VSAs de la microbiota oral compartidas (repre-
sentadas por puntos unidos por lineas) y no compartidas en cada grupo.

Las VSAs se han clasificado segun su filo o clase.
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5.2.2.2 Microbiota intestinal

En la microbiota intestinal, los filos mas frecuentes en todos los grupos fueron Bacteroidota
y Firmicutes (figura 30). En los grupos SPS y serrado, el tercer filo mas abundante fue

Actinobacteriota, mientras que en los grupos adenoma y control fue Proteobacteria.
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Figura 30. Composicion de la microbiota intestinal a nivel de filos segtin los grupos.

El grupo SPS mostrd una mayor abundancia de los filos Thermoplasmatota y Euryarchaeota en
comparacién con el grupo adenoma (FDR p=0,019 y p=0,006, respectivamente); no obstante,
ambos filos presentaron una muy baja abundancia relativa. Por su parte, el grupo control

exhibié una mayor abundancia del filo Euryarchaeota frente al grupo adenoma (FDR p=0,07).

Las clases Thermoplasmata y Methanobacteria fueron mas abundantes en el grupo SPS que en

el grupo adenoma (FDR p=0,049 en ambos grupos).

El género Megasphaera fue mas abundante en el grupo serrado que en el SPS (FDR p=0,004).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las abundancias relativas de

géneros entre los demas grupos.

La arquea metandgena Methanobrevibacter smithii presenté una mayor abundancia en el
grupo SPS, serrado y control frente al grupo adenoma (FDR p=0,04, p=0,04 y p=0,08, res-
pectivamente). Roseburia intestinalis se encontré disminuida en el grupo SPS y el serrado

en comparacion con el grupo adenoma (FDR p=0,01, ambos). Clostridiales bacterium,
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Mordavella sp Marseille-P3756 y Alistipes indistinctus mostraron una mayor abundancia en
el grupo serrado frente al grupo adenoma (FDR p=0,04, p=0,04 y p=0,08, respectivamente).
Roseburia inulinivorans se encontré aumentada en el grupo adenoma en comparacién con el
grupo serrado (FDR p=0,08).

A continuacién, se muestra el heatmap de agrupamiento con las abundancias absolutas nor-

malizadas (valores Z) de las principales especies intestinales por grupos (figura 31).
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Figura 31. Heatmap que muestra los valores Z de las abundancias absolutas de especies intes-
tinales entre grupos.

Las especies fueron seleccionadas a partir del analisis de abundancia diferencial, incluyendo solo los taxones con valor
p <0,1. La escala de colores refleja los valores Z, desde azul (abundancia por debajo del promedio) al rojo (abundancia
por encima del promedio), siendo el blanco indicativo de niveles promedio. Se utilizé el método de Ward para realizar
el agrupamiento y revelar patrones a nivel de grupo. Las especies con diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (FDR <0,1) se han resaltado en negrita.
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La figura 32 muestra las VSAs intestinales compartidas y exclusivas de cada grupo. Los cuatro
grupos comparten 808 VSAs. El grupo control es el que presenta el mayor nimero de VSAs
unicas, con 1270, seguido por el grupo SPS con 935, el grupo serrado con 756 y el grupo

adenoma con 625.
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Figura 32. Diagrama de barras que muestra las VSAs de la microbiota intestinal compartidas
(representadas por puntos unidos por lineas) y no compartidas en cada grupo.

Las VSAs se han clasificado segun su filo o clase.
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Asociacion entre las variables clinicas y la microbiota

Se realizé un andlisis de correlacién de Spearman entre las variables clinicas y la abun-
dancia relativa de las principales especies de la microbiota oral e intestinal de todos los

participantes.

Se observo que las bacterias orales asociadas al grupo SPS presentaron correlaciones
positivas con la presencia de lesiones serradas (figura 33). Las lesiones serradas acu-
muladas, es decir, el total de lesiones serradas de todas las colonoscopias previas y la de
la inclusion, se asociaron de forma positiva pero débil con Treponema denticola (r =0,3,
p=0,0006), Treponema socranskii (r =0,24, p=0,005) y Porphyromonas gingivalis (r =0,25,
p=0,004), y de manera negativa con Fusobacterium periodonticum (r =-0,17, p=0,046) y
Capnocytophaga gingivalis (r =-0,21, p=0,02). Los adenomas acumulados mostraron corre-
laciones negativas con Capnocytophaga gingivalis (r =-0,33, p=0,0002) y Capnocytophaga
sputigena (r=-0,32, p=0,0002).

En la colonoscopia de inclusion, el nimero total de pdlipos se asoci6 positivamente con
Treponema socranskii (r =0,31, p=0,0004) y, negativamente con Corynebacterium durum
(r=-0,33, p=0,0002), Capnocytophaga gingivalis (r=-0,31, p=0,0003) y Capnocytophaga
sputigena (r=-0,31, p=0,0004). Las lesiones serradas detectadas en esta colonoscopia se
correlacionaron positivamente con Streptococcus anginosus (r=0,30, p=0,018), mientras
que los adenomas se asociaron de forma negativa con Capnocytophaga sputigena (r =-0,32,
p=0,0003).

No se identificaron correlaciones relevantes entre la edad, el consumo de tabaco o los héabitos

dietéticos y la abundancia de bacterias orales.
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Figura 33. Heatmap de correlacién de Spearman entre variables clinicas numéricas y las espe-

cies de la microbiota oral en todos los participantes.

Las variables clinicas de color naranja corresponden a las epidemioldgicas, las verdes a los hallazgos endoscopicos y
las negras a los habitos dietéticos. Las especies fueron preseleccionadas a partir del anélisis de abundancia diferencial,
reteniendo tnicamente aquellas con un valor p <0,05. Los valores de correlacién estdn codificados por colores: azul
indica correlaciones negativas, rojo correlaciones positivas, y blanco ausencia de asociacion. La significancia estadistica
se indica mediante asteriscos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Solo se incluyeron variables clinicas numéricas con datos
disponibles en el conjunto de datos fenotipicos fusionado.
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A nivel de microbiota intestinal, las lesiones serradas acumuladas se correlacionaron de forma
débil y positiva con Alistipes indistinctus (r =0,21, p=0,016) y negativamente con Roseburia
intestinalis (r =-0,19, p=0,02) (figura 34).

En la colonoscopia de inclusion, el numero total de pdlipos se asocidé positivamente a
Lachnospiraceae bacterium GAM79 (r =0,23, p=0,0007) y negativamente a Bacteroides plebeius
(r=-0,27, p=0,0017). Las lesiones serradas y las LSS se asociaron negativamente a Bacteroides
sp Smarlab 3302398 (r=-0,30, p=0,014 y r =-0,27, p=0,029, respectivamente).

Los adenomas en la colonoscopia de inclusién y los adenomas acumulados se asocia-
ron de forma negativa a Bacteroides plebeius (r=-0,21, p=0,017 y r=-0,21, p=0,018,

respectivamente).

En relacién con las variables dietéticas, se observo una correlacidén positiva pero débil
entre el consumo de embutidos y la especie Bacteroides stercoris (r=0,29, p=0,0008); y
entre la ingesta de bolleria y Anaerostipes hadrus (r=0,25, p=0,006) y Bacteroides caccae
(r=0,24, p=0,007).
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Figura 34. Heatmap de correlacién de Spearman entre variables clinicas numéricas y las espe-
cies de la microbiota intestinal en todos los participantes.

Las variables clinicas de color naranja corresponden a las epidemioldgicas, las verdes a los hallazgos endoscopicos y
las negras a los habitos dietéticos. Las especies fueron preseleccionadas a partir del andlisis de abundancia diferencial,
reteniendo tnicamente aquellas con un valor p <0,05. Los valores de correlacion estan codificados por colores: azul
indica correlaciones negativas, rojo correlaciones positivas, y blanco ausencia de asociacion. La significancia estadistica
se indica mediante asteriscos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Solo se incluyeron variables clinicas numéricas con datos
disponibles en el conjunto de datos fenotipicos fusionado.
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5.2.4 Comparacion de microbiota oral e intestinal

Como era de esperar, el analisis de coordenadas principales (PCoA) evidenci6 dos grupos

distintos, conformados por muestras de saliva y heces (figura 35).
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Figura 35. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de las distancias Unifrac no pondera-
das (A) y ponderadas (B) de la microbiota oral e intestinal asociado con los diferentes grupos.

H: heces; S: saliva.
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Oralizacion de la microbiota intestinal

Valoramos la oralizacién de la microbiota intestinal en los diferentes grupos, es decir, el nu-

mero de VSAs que se encontraban tanto en saliva como en heces en cada grupo. En la figura

36, se muestran los diagramas de Venn con el nimero de VSAs diferentes y comunes entre

microbiota oral e intestinal de cada grupo. El porcentaje de VSAs de la microbiota fecal que

también se encontraba en saliva fue de 3,58% en el grupo SPS, 3,75% en el grupo serrado,

4,30% en el grupo adenoma y 2,78% en el grupo control.
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Figura 36. Diagramas de Venn con VSAs identificadas en saliva y heces en los grupos.

En la figura 37 se muestra la abundancia relativa de las 22 principales especies comparti-

das entre la cavidad oral y el intestino. Las abundancias muestran una clara variabilidad,

reflejando la adaptaciéon de una misma especie a diferentes nichos segtn el lugar de

colonizacion.
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Figura 37. Abundancias relativas de las 22 especies principales compartidas entre la microbiota

intestinal y oral seguin el grupo al que pertenecen.
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Se utilizé el método de rastreo rapido de fuentes microbianas por expectativa-maximi-
zacion (FEAST, por sus siglas en inglés, Fast Expectaction-Maximization Microbial Source
Tracking) 1 para examinar la homologia de géneros y especies homologas. Los resultados
mostraron que no hubo diferencias en la proporcion de microbiota intestinal, tanto a nivel

de género como de especies, proveniente de la microbiota oral entre los grupos (figura 38).
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Figura 38. Boxplot de la proporcion de géneros (A) y especies (B) de microbiota intestinal
compartido con la microbiota oral.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas, mediante test Kruskall-Wallis (p>0,05). El boxplot del
analisis FEAST en especies en escala log10.



5. Resultados

5.2.4.2 Correlacion entre la microbiota oral e intestinal

Se calcularon los coeficientes de correlacion de Spearman para comparar la abundancia
relativa de los géneros y especies orales frente a las intestinales en el grupo SPS (figura 39).
Se aplico un filtro para conservar Unicamente las caracteristicas con al menos un 0,5% de

prevalencia en todas las muestras.

En el grupo SPS, el género oral Streptococcus mostré una correlacién positiva con
Bacteroides intestinal (r,=0,61, p=0,0001) y con Parabacteroides intestinal (r=0,54, p=0,001).
Porphyromonas oral presenté una correlacion negativa con UCG-002 intestinal (r=-0,56,
p=0,0007). Ademas, Prevotella oral se correlacioné negativamente con Faecalibacterium in-
testinal (r =-0,53, p=0,001), y Alloprevotella'y Fusobacterium orales se correlacionaron negati-
vamente con Akkermansia intestinal (r =-0,56, p=0,0007; r =-0,53, p=0,001, respectivamente).
La especie oral Porphyromonas gingivalis mostré una correlacion positiva con Prevotella sp-
109 intestinal (r =0,44, p=0,01) y una correlacién negativa con Bacteroides stercoris intestinal
(r,=-0,47, p=0,006). Porphyromonas endodontalis oral present6 una correlacién positiva con
Roseburia inulinivorans intestinal (r =0,53, p=0,001) y Prevotella salivae oral se correlaciond

negativamente con Prevotella sp-109 intestinal (r =-0,51, p=0,002).
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(B) Grafico de correlacion de especies oral-intestinal

RiPpr REF L Nt % TS e, & e
S S e s e oo e R S T o e e 0
& &
w&@% SNl Q&‘%ﬁ%{@wﬁw‘e—"%& 'é\‘?“dg-"@?"%é
) 7o ey 1 183 £ 7 1 1 £ 7 £ 7 1
H_Prevotella_sp_109
H_Prevotella_melaninogenica
H_Akkermansia_muciniphila
H_Bacteroides_plebeius @ D 8
H_Porphyromonas_gingivalis =
H_Massiliprevotella_massiliensis
H_Prevotella_sp

H_Prevotella_histicola D 6
1_Prevotell :_bacterium_| ille—P2831 <
H_Bactercides_stercoris ]
H_Bactercides_eggerthii
H_Prevotella_denticola L 0.4

H_Alleprevotella_rava
H_Bactercides_sp_Marseille—P3166
H_Porphyromonas_endodontalis
H_Bactercides_coprocola L 02
H_Prevotella_nigrescens
H_Fusobacterium_periodonticum
H_Alloprevotella_tannerae
|_Sutterella_wadsworthensis S i ]
H_Prevotella_stercorea
H_Prevotella_pleuritidis
H_Prevotella_intermedia
H_Prevotella_sp_Marseille—P2331 F=0.2
H_Prevotella_pallens
H_Lachnospiraceas_bacterium_GAM7Y
H_Bacteroides_massiliensis [ ]
H_Prevotella_salivae r _04
H_Leptotrichia-like_sp_oral_clone_BB002
H_Alistipes_finegoldii
H_Megasphaera_micronuciformis
H_Roseburia_intestinalis -0.6
H_Bacteroides_caccae
H_Prevotella_oris
H_TM7_phylum_sp_oral_clone_FROS8
H_Prevotella_sp_AG487_50_53 -0.8
H_Roseburia_inulinivorans =]
H_Alistipes_putredinis
H_Parabacteroides_merdae

=1

Figura 39. Grafico de correlacion de los principales géneros (A) y especies (B) detectados en
muestras orales e intestinales en pacientes con SPS, utilizando la correlacion de Spearman.

Solo se muestran las correlaciones con un valor p corregido menor a 0,1. Los valores de correlacion estan codificados
por colores: rojo indica correlaciones positivas y azul correlaciones negativas.
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5.3. Abundancia de Fusobacterium
nucleatum en saliva y heces
calculado mediante qPCR

La secuenciacion del amplicon del gen 16S rRNA cuantifica la abundancia relativa de taxones
bacterianos. Sin embargo, la variacién en la carga bacteriana total entre muestras restringe
la capacidad de esta técnica de reflejar concentraciones absolutas de especies bacterianas
individuales % Por este motivo, determinamos la abundancia absoluta de Fusobacterium

nucleatum (F. nucleatum) tanto en muestras de saliva como en heces mediante qPCR.

Se detectd E nucleatum en saliva en todos los pacientes. La mediana de la abundancia absoluta
de E nucleatum fue de 8,42 x 10° copias/ml en el grupo SPS (RIC, 1,29 x 10°- 1,41 x 107), 7,98
x 10° copias/ml en el grupo serrado (RIC, 1,19 x 10° - 2,50 x 107), 1,19 x 107 copias/ml en el
grupo adenoma (RIC, 3,75 x 10°- 2,03 x 107) y 1,32 x 107 copias/ml en el grupo control (RIC,
3,53 x 10° - 3,14 x 107). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (figura 40).

1x10%

1x 107

Copias F. nucleatum/ml saliva

110"

SPS Serrado Adenoma Control
Figura 40. Abundancia absoluta de Fusobacterium nucleatum por gPCR en muestras de saliva.

En las muestras de heces, se detectd E nucleatum en el 84,3% de los individuos del grupo SPS,
90% del grupo serrado, 87,5% del grupo adenoma y 81,3% del grupo control, sin observar

diferencias estadisticamente significativas (tabla 12).
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E. nucleatum en heces Positivo Negativo Total
SPS 84,3% (27) 15,6% (5) 32
Serrado 90% (27) 10% (3) 30
Adenoma 87,5% (28) 12,5% (4) 32
Control 81,3% (26) 18,8% (6) 32

Tabla 12. Deteccion de Fusobacterium nucleatum en muestras de heces entre los diferentes
grupos.

La mediana de abundancia absoluta de E nucleatum fue de 1,18 x 10° copias/g en el grupo SPS
(RIC, 4,59 x 10* - 4,01 x 10°), 8,46 x 10 copias/g en el grupo serrado (RIC, 3,99 x 10* - 4,72
x 10°), 2,22 x 10° copias/g en el grupo adenoma (RIC, 4,50 x 10* - 1,33 x 10°) y 1,50 x 10°
copias/g en el grupo control (RIC, 3,23 x 10* - 8,71 x 10°) (figura 41), sin observar diferencias

estadisticamente significativas.

1% 10*

1%10"

Copias F. nucleatum/g heces

SPS Serrado Adenoma Control

Figura 41. Abundancia absoluta de Fusobacterium nucleatum por qQPCR en muestras de heces.

El analisis de la correlaciéon de Spearman no evidencié una correlacion significativa entre las

abundancias absolutas de E nucleatum en heces y saliva.
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6. Discusion

El SPS es el sindrome de poliposis colorrectal mds frecuente; sin embargo su etiopatogenia
no ha sido completamente esclarecida. Planteamos que la microbiota oral e intestinal de estos
pacientes podria desempenar un papel en dicho proceso. En este contexto, estudios previos
han analizado la microbiota en pacientes con CCR y pdlipos; no obstante, pocos han dife-
renciado segun las distintas vias de carcinogénesis o los tipos de lesiones preneoplasicas, y
la mayoria se han realizado en poblaciones no europeas. Este trabajo representa la primera
muestra de individuos con SPS en la que se ha recopilado de manera integrada informacién
sobre datos demograficos, hallazgos endoscopicos, habitos dietéticos y consumo de farmacos,

combinados con el estudio metagenémico de microbiota oral e intestinal.

El objetivo principal de esta tesis fue caracterizar la microbiota oral e intestinal de individuos
con SPS y compararla con la de individuos con lesiones serradas, adenomas y con la de contro-
les sin pélipos. Analizar tanto la microbiota oral como la intestinal permite identificar posibles
interacciones y correlaciones entre ambas comunidades microbianas, lo que facilita una mejor
comprensiéon de su papel en la fisiopatologia del SPS. Al estudiar simultdineamente ambos
ecosistemas, es posible detectar patrones de transmision bacteriana, evaluar la influencia de
la microbiota oral en la intestinal y explorar su contribucion conjunta en la carcinogénesis co-
lorrectal. Ademas, este enfoque permite determinar si la microbiota oral podria servir como
un biomarcador diagnostico no invasivo para identificar alteraciones microbianas asociadas

al SPS y su posible progresion a CCR.

La inclusion de individuos con lesiones precursoras resulta clave para evaluar el papel de la
microbiota en las fases iniciales de la progresion neoplasica. La mayoria de los trabajos previos
han comparado la microbiota de individuos sanos con la de pacientes con CCR, lo que difi-
culta determinar si los cambios observados son una consecuencia del tumor o si desempefian
un papel en la carcinogénesis. Las diferencias encontradas podrian estar mas relacionadas
con el ambiente generado por el tumor que con la implicacién directa del microbioma en el
desarrollo del CCR.

Diseniamos el estudio seleccionando a los participantes entre 30 y 90 dias después de la
realizacion de una colonoscopia. Este enfoque permitié minimizar la influencia de la pre-
paracidn intestinal sobre la microbiota, ya que se ha demostrado que los cambios inducidos
por la limpieza coldnica son reversibles en un periodo de 30-60 dias. Ademas, seleccionar
individuos con lesiones serradas antes de la colonoscopia resulta complicado debido a su baja
incidencia. La diferenciacion entre lesiones serradas y adenomas fue esencial, dado que pre-
sentan caracteristicas bioldgicas y clinicas distintas. Estudios previos han identificado firmas
taxondmicas y funcionales microbianas especificas para cada tipo de pdlipo *°.. No obstante,
permitimos que el grupo de lesiones serradas incluyera pacientes con adenomas debido a la
alta prevalencia de la coexistencia de ambos tipos de lesiones, mientras que en el grupo de
adenomas se excluyd la presencia de lesiones serradas. Esta decisidn facilité la comparacion

entre grupos y permitié obtener datos mas representativos de la realidad clinica. Ademas, en
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la cohorte mas grande publicada hasta la fecha sobre adenomas, lesiones serradas y microbio-
ta, se observd que las comunidades microbianas promedio de los sujetos con ambos tipos de
polipos (adenomas y serrados) eran significativamente diferentes de las de los sujetos con solo
adenomas (p=0,02), pero no mostraban una diferencia significativa con respecto a los que
solo presentaban lesiones serradas (p=0,3) ”°.. Esto sugiere que la variacién en el microbioma
de los pacientes con ambos tipos de pdlipos es mds similar al de aquellos con lesiones serradas
exclusivamente. Por otro lado, hasta el 51,1% de los CCR en individuos con SPS se originan
por la via adenoma-carcinoma ?, y el 75% de los pacientes con SPS presentan al menos un

adenoma, lo que refuerza la necesidad de considerar ambos tipos de poélipos en el analisis.

Planteamos la hipotesis de que los pacientes con SPS presentan una disbiosis oral e intestinal
especifica, con una composicion distinta a la de individuos con poélipos que no cumplen los
criterios diagnosticos de SPS y a la de individuos sin polipos. Asimismo, esta disbiosis oral
podria influir en la modulacién de la microbiota intestinal de los pacientes con SPS, contribu-

yendo asi a las etapas iniciales de la carcinogénesis.

Nuestros resultados apoyan esta hipotesis. La disbiosis se define como una alteracion en la
composicién o funcién de la microbiota debido a un desequilibrio entre microorganismos
simbidticos y oportunistas. Esta puede manifestarse mediante la pérdida de microorganis-
mos beneficiosos, la expansién de microorganismos patégenos y/o una disminucién de la
diversidad microbiana. En nuestro estudio, observamos que los individuos con SPS no
presentaron una reduccidn significativa en la diversidad alfa de la microbiota oral, pero si
mostraron diferencias en la composiciéon microbiana en comparacion con el resto de grupos,
evidenciadas mediante andlisis de distancias UniFrac ponderadas y no ponderadas. Ademas,
en el grupo SPS se identificé un incremento en la abundancia de bacterias orales asociadas al
CCR, como Treponema denticola (T. denticola), Porphyromonas gingivalis y Prevotella inter-
media. Estos hallazgos sugieren una posible disbiosis oral que podria estar relacionada con el
mayor riesgo de CCR en estos pacientes. En la microbiota intestinal, identificamos una menor
diversidad alfa, medida por el indice de Simpson, del grupo SPS frente a los individuos sin
polipos. También, encontramos diferencias en la composicion bacteriana entre el grupo SPS
y los grupos adenoma y control mediante analisis de distancias UniFrac no ponderada. En
relacion a la taxonomia de la microbiota intestinal, se observaron pocas diferencias entre los

individuos con SPS y el resto de grupos y de escasa relevancia.

A nivel clinico, encontramos una mayor prevalencia de tabaquismo en los pacientes con SPS y
en aquellos con lesiones serradas, en comparacion con los grupos adenoma y control. En nuestra
muestra, el 56,3% de los individuos con SPS y el 40,0% de los del grupo serrado eran fumadores
activos, frente al 18,8% en el grupo adenoma y el 9,4% en el grupo control. Estos resultados con-
cuerdan con estudios previos que han descrito una asociacion significativa entre el tabaquismo
y el desarrollo de lesiones serradas I'”), asi como una mayor proporcion de fumadores activos

en pacientes con SPS, que oscila entre el 42% y el 47% en distintas cohortes “>*!!. También se
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observé un mayor consumo de estatinas y de AINEs o AAS en este grupo, lo que podria tener
implicaciones en la modulacion de la microbiota. En nuestra muestra, el 31,3% de los individuos
con SPS consumian AINEs o AAS, en comparacién con el 10,0% del grupo serrado, el 6,3% del
grupo adenoma y el 21,9% del grupo control. Este hallazgo podria explicarse por un sesgo de
indicacion, ya que las personas con factores de riesgo cardiovascular tienen una mayor proba-
bilidad de recibir AAS como parte de su tratamiento habitual. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos en la prevalencia de HTA y diabetes mellitus. Cabe
sefialar que en este estudio la indicacién concreta del uso de AAS no fue registrada, por lo que
no es posible discernir si su consumo correspondia exclusivamente a la prevencion cardiovas-
cular o a otras causas, como antecedentes de accidente vascular cerebral o infarto de miocardio.
Otra posible explicacion es el papel de los AINEs y el AAS en la quimioprevencion del CCR
y la reducciéon del riesgo de pdlipos colorrectales, lo cual ha sido ampliamente estudiado en

la literatura 017312

. Su uso frecuente en la poblacién general podria estar ejerciendo un efecto
protector, reduciendo la apariciéon de adenomas y lesiones serradas, lo que explicaria su menor
prevalencia en estos grupos en comparacion con los controles y los pacientes con SPS. No obs-
tante, este efecto protector no pareceria influir en los individuos con SPS. En cuanto a los habitos
dietéticos, el grupo SPS report6 un menor consumo de embutidos y jamén en comparacion con
los grupos de adenomas y de lesiones serradas. Multiples estudios han confirmado la asociacién
positiva entre el consumo de carne procesada y el riesgo de desarrollar tanto adenomas como
lesiones serradas ***'*l. Sin embargo, en nuestra cohorte, los individuos con SPS no parecieron
verse influenciados por este efecto, lo que sugiere que el consumo de carne procesada podria
no desempefar el mismo papel en la formacion de poélipos en este sindrome. Este hallazgo,
descrito por primera vez en pacientes con SPS, debe interpretarse con cautela, ya que se trata de
una muestra de tamaio reducido y requiere ser confirmado en estudios con mayor numero de

participantes y cuyo objetivo principal sea el analisis de los habitos dietéticos.

Centrando de nuevo la atencién en la microbiota, como se menciond previamente, no se
observaron diferencias en la diversidad alfa de la microbiota oral entre los grupos. Existen
pocos estudios que hayan evaluado la diversidad alfa a nivel oral en individuos con polipos, y
ninguno de ellos ha analizado un grupo con lesiones serradas. De los tres estudios realizados,
dos encontraron una menor diversidad alfa en el grupo de pdlipos (sin diferenciar el tipo
histoldgico) en comparacién con los individuos sin pélipos ['*!-1%. En cuanto a la microbiota
intestinal, se observé una disminucién de la diversidad alfa en el grupo con adenomas en
comparacién con el grupo control, medida con el indice Chaol, en concordancia con estudios
previos 121¢2721 Ademas, el grupo con SPS presenté una menor diversidad alfa en comparacion
con el grupo control, medida con el indice de Simpson. Este indice evalia la dominancia de
las especies y es mas sensible a la pérdida de especies comunes. Sin embargo, esta diferencia
no se reprodujo con los indices de Chaol y Shannon, que reflejan la riqueza y la uniformidad
en la distribucion de las abundancias de las especies. Esta discrepancia podria indicar que la
alteracion de la microbiota intestinal en el SPS se relaciona mas con cambios en la dominancia

de ciertas especies que con una pérdida general de riqueza o uniformidad.

121



122

6. Discusion

Nuestros resultados mostraron diferencias en la composicion de la microbiota oral entre el
grupo SPS y los demas grupos, y en la microbiota intestinal entre el grupo SPS y los grupos
adenoma y sin polipos, evidenciadas mediante las distancias UniFrac ponderadas y no pon-
deradas. No obstante, utilizando la matriz de distancia Bray-Curtis, solo se observaron dife-
rencias en la microbiota oral entre el grupo SPSy el grupo control. Esta aparente discrepancia
puede atribuirse a las diferencias conceptuales entre ambas métricas y enfoques estadisticos.
Mientras que UniFrac incorpora informacion filogenética de los taxones —considerando en su
version ponderada también sus abundancias relativas—, la distancia Bray-Curtis evalua tni-
camente diferencias en abundancia sin tener en cuenta la relacion evolutiva entre los taxones.
De este modo, es posible que los grupos difieran en la presencia de linajes filogenéticamente
distintos o en taxones de baja abundancia, lo que se refleja en UniFrac, pero mantengan una
estructura global de abundancias similar cuando se ignora la filogenia, lo que podria limitar

la deteccion de estas diferencias basado en Bray-Curtis.

Las tnicas diferencias significativas en la composicién bacteriana entre los grupos SPS y
serrado se observaron en la microbiota oral al evaluar la distancia UniFrac ponderada, pero
no la no ponderada. Es previsible que la microbiota, tanto oral como intestinal, de estos dos
grupos sea mas similar. Por un lado, aunque un criterio de exclusién para el grupo serrado fue
no presentar cinco o mas lesiones serradas metacrdnicas o sincronicas, es posible que algunos
individuos de este grupo cumplan con los criterios de SPS en el futuro. Por otro lado, ambos
grupos comparten factores de riesgo similares, como el tabaquismo, lo que podria contribuir

a la semejanza en la composicion de su microbiota.

Un hallazgo relevante fue la ausencia de evidencia que sugiera una mayor transmision de bacte-
rias de la microbiota oral a la intestinal en pacientes con SPS en comparacion con otros grupos.
Este resultado podria explicarse por la metodologia utilizada, ya que la microbiota intestinal se
estudié en muestras fecales y no en la mucosa colorrectal, donde la interaccion con el epitelio
podria ser mas significativa. Los pacientes con SPS presentan lesiones serradas, tipicamente
localizadas en el colon proximal y productoras de moco, lo que podria favorecer la formacion de
biopeliculas. Como se mencioné previamente, las biopeliculas se detectan mayoritariamente en
el CCR proximal y constituyen estructuras que crean entornos procancerigenos en fases iniciales
de la carcinogénesis. Estas biopeliculas albergan bacterias orales, incluyendo comensales y paté-
genos periodontales como F nucleatum y Porphyromonas gingivalis '“>**]. Estos taxones orales
pueden colonizar la mucosa colénica y formar redes de coabundancia bacteriana similares a
la que se encuentran en la cavidad oral. En este estudio, no fue posible evaluar directamente
si existe una transmision entre la microbiota oral y la microbiota de la mucosa colorrectal o
de las biopeliculas. Aun asi, se observaron correlaciones moderadas entre la microbiota oral e
intestinal en individuos con SPS, particularmente con especies como Porphyromonas gingivalis,
que mostro asociaciones con Prevotella sp-109 y Bacteroides stercoris en el intestino. Estas corre-
laciones no se detectaron en los otros grupos, lo que sugiere una posible interaccién especifica

entre el microbioma oral e intestinal en estos pacientes.
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En cuanto a la taxonomia oral, el filo Spirochaetota mostré una mayor abundancia en los
individuos con SPS en comparacién con los controles sanos. Este filo no se ha observado
aumentado en individuos con CCR o polipos; sin embargo, se ha encontrado hasta 143 ve-
ces mas abundante en la saliva de pacientes con periodontitis severa en comparacion con
controles sanos, y su presencia disminuy6 significativamente tras el tratamiento *'>*¢.. Los
géneros Filifactor, Treponema y Anaeroglobus también presentaron una mayor abundancia en
la microbiota oral de los pacientes con SPS en comparaciéon con los individuos sin pdlipos.
Aunque estos tres géneros no han sido relacionados directamente con el CCR, si se han aso-
ciado con la enfermedad periodontal. En particular, el género Anaeroglobus se ha vinculado a

la periodontitis, especialmente en pacientes fumadores 7).

A nivel de especies, T. denticola fue mas abundante en la microbiota oral de los individuos con
SPS en comparacién con aquellos sin polipos. Esta bacteria, perteneciente al filo Spirochaetota,
es un patdgeno oral relacionado con la enfermedad periodontal y la formacion de biopelicu-
las, las cuales facilitan la invasion de la capa mucosa. Asimismo, se ha descrito una asociacion
entre T. denticola y el CCR del subtipo CMS1, vinculado a la via serrada 1#¢>*%), Ademas, T.
denticola parece potenciar la virulencia de Porphyromonas gingivalis, con la que mantiene in-
teracciones nutricionales '#3°!. Las especies Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia
presentaron una mayor abundancia oral en individuos con SPS en comparacién con el grupo
control. Porphyromonas gingivalis es un bacilo gramnegativo ampliamente reconocido como
un agente etioldgico de la enfermedad periodontal *°. Se ha asociado con diversos cdnceres
digestivos, incluidos el esofdgico, gastrico y pancreatico !°170:321:3221_ Ademas, se ha encontrado
aumentado tanto a nivel oral como en la microbiota intestinal, en la mucosa y en muestras
fecales, en individuos con CCR en comparacion con controles sanos, especialmente en el
subtipo CMS1 61702461 Esta bacteria ha sido implicada en procesos oncogénicos a través de
distintos mecanismos, incluyendo su capacidad para adherirse e invadir células del huésped,
asi como la activacion de la proliferacion celular mediante la via de sefnalizacion MAPK/ERK
mediada por gingipainas 2. Por su parte, Prevotella intermedia ha sido detectada en mayor
abundancia a nivel oral en pacientes con CCR comparada con controles sanos [143144165.166.168-170]
Esta especie se ha asociado con la enfermedad periodontal y otros procesos de inflamacién
crénica debido a su capacidad para inducir la produccién de mediadores inflamatorios, como
interleucina-1p, interleucina-6 y metaloproteinasas de matriz """ Ademas, se ha vinculado
con la carcinogénesis, ya que puede suprimir las funciones inmunolédgicas del huésped y
favorecer la transformacion maligna de las células epiteliales '®l. Otra bacteria oral que se
encontr6 aumentada en el grupo SPS en comparacién con el grupo control fue Streptococcus
anginosus. Aunque esta especie es considerada un comensal habitual de la cavidad oral y no
se incluye entre los periodontopatdgenos clasicos, se ha detectado con mayor frecuencia en
la saliva de pacientes con periodontitis en comparacion con individuos sanos, y sus niveles
disminuyen tras el tratamiento periodontal **. Ademads, un estudio ha reportado un incre-
mento de esta bacteria en la cavidad oral de individuos con CCR en comparacién con sujetos

sanos '), e incluso se han documentado casos de CCR en pacientes con bacteriemia por
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Streptococcus anginosus %), Treponema socranskii y Anaeroglobus geminatus, dos bacterias
asociadas a la enfermedad periodontal *2*], también mostraron una mayor abundancia en
el grupo SPS frente al grupo control. Sin embargo, hasta la fecha no se han vinculado con le-
siones preneoplasicas ni con CCR. Peptoanaerobacter stomatis mostré una mayor abundancia
oral en grupo SPS en comparacién con los grupos de lesiones serradas y adenomas, con una
p sin corregir significativa (p<0,05). Sin embargo, estas diferencias no se confirmaron tras la
correccion por FDR. Esta bacteria ha sido asociada al CCR del subtipo CMS1 2%, asi como
a la recurrencia de adenomas de extension lateral tras su reseccion, y con niveles aumentados
de interleucina-6, una citocina inflamatoria clave en el microambiente tumoral del CCR 1,
Por otro lado, Capnocytophaga gingivalis mostré una menor abundancia en los individuos con
SPS en comparacién con el grupo control. Esta bacteria ha sido relacionada con el carcinoma
oral . Finalmente, Fusobacterium periodonticum presenté una mayor abundancia en el
grupo control frente al grupo SPS. Aunque esta especie se ha asociado con la enfermedad
periodontal **!, también se ha descrito aumentada en controles sanos en comparacién con
individuos con CCR, lo que sugiere que podria ejercer un efecto protector frente al desarrollo
de CCR [166,168].

A nivel intestinal, el grupo SPS presenté una mayor abundancia de los filos de arqueas
Thermoplasmatota y Euryarchaeota, asi como de la especie metanogénica Methanobrevibacter
smithii, en comparacion con el grupo adenoma. Aunque Euryarchaeota es el filo de arqueas
mds comun en la microbiota intestinal, su abundancia relativa es muy baja en el contexto
global del microbioma intestinal **. Tanto Euryarchaeota como Methanobrevibacter smithii
participan en procesos de metanogénesis y, en estudios previos, se ha descrito una menor
abundancia de arqueas metanogénicas en individuos con CCR y adenomas en comparacién
con aquellos con lesiones serradas o sin pélipos 12>*32. El proceso de metanogénesis llevado
a cabo por estas arqueas depende principalmente del hidrégeno. La reduccién de hidrégeno
durante la metanogénesis intestinal disminuye la produccién de sulfuro de hidrégeno por
bacterias reductoras de sulfato, lo que a su vez reduce el dafio potencial a las células epiteliales
del colon B*. Por otro lado, la especie Roseburia intestinalis mostré una menor abundancia
en el grupo SPS y en el grupo serrado en comparacion con el grupo adenoma. Esta bacteria,
productora de butirato, posee propiedades antiinflamatorias y moduladoras del sistema in-
munoldgico, y su reduccién se ha observado en la microbiota intestinal de pacientes con CCR
o adenomas en comparacion con controles sanos 1%, Se considera que dicha disminucién
podria favorecer un entorno protumorigénico. Hasta la fecha, Roseburia intestinalis no se ha

asociado especificamente con lesiones serradas.

Observamos una mayor diferencia taxonémica en la microbiota oral que en la intestinal en
los pacientes con SPS en comparacién con el resto de grupos. Ademas, la mayoria de las bac-
terias orales aumentadas en el grupo SPS estan asociadas con la enfermedad periodontal. En
cuanto a los antecedentes clinicos, el 34,4% de los individuos con SPS refiri6 haber presentado

enfermedad periodontal a lo largo de su vida, frente al 30,0% en el grupo serrado, el 21,9% en
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el grupo adenoma y el 15,6% en el grupo control; sin embargo, estas diferencias no alcanzaron
significacién estadistica. No obstante, en los individuos con SPS se observé una correlaciéon
entre el numero de LSS avanzadas y la presencia de signos indirectos de enfermedad perio-
dontal. En particular, aquellos con encias inflamadas o retraccion gingival presentaban, en
promedio, entre 5 y 6 LSS avanzadas mds que quienes no mostraban dichos signos. Cabe
destacar que el tabaquismo, un factor asociado al SPS, constituye asimismo un factor de riesgo
bien establecido para la progresion de la enfermedad periodontal *. Estos hallazgos sugieren
que tanto el tabaquismo como la enfermedad periodontal podrian contribuir a la patogenia

del sindrome a través de la disbiosis oral.

La enfermedad periodontal es una afeccidn comtn con una prevalencia estimada entre el 45
y 50% de la poblacion %l En sus etapas iniciales, se manifiesta como gingivitis, y si no se
trata adecuadamente, puede progresar a periodontitis, una inflamacién avanzada que afecta
los tejidos de soporte de los dientes. Este proceso ocurre como consecuencia de una disbio-
sis microbiana y, con el tiempo, puede provocar la destruccién del aparato periodontal y la
eventual pérdida de piezas dentales. En las ultimas décadas, ha habido un creciente interés en
la relacion entre la salud bucal y el riesgo de cancer. Aunque los mecanismos exactos atin no
se comprenden completamente, se ha sugerido que la disbiosis del microbioma oral podria
desempenar un papel clave en esta conexién. Se ha planteado la hipétesis de que un des-
equilibrio en la microbiota oral puede desencadenar inflamacion tanto local como sistémica
debido a una disfuncion en la regulacion del sistema inmunolégico. Ademas, la alteracion de
la comunidad microbiana periodontal podria influir en la microbiota intestinal, generando
un entorno inflamatorio que favoreceria el desarrollo de colitis y ciertos tipos de cancer gas-
trointestinal. Si bien la relacién entre la inflamacién y la tumorogénesis en el CCR esta bien
establecida, la evidencia epidemioldgica sobre la asociacion entre la enfermedad periodontal y
la neoplasia colorrectal sigue siendo limitada e inconsistente **-**!. En un estudio se encontré
que el riesgo de desarrollar lesiones serradas y adenomas fue un 17 % y un 11 % mayor,
respectivamente, en individuos con enfermedad periodontal en comparacién con aquellos
sin la enfermedad ***l. Asimismo, aquellos que habian perdido cuatro o mds dientes presen-
taron un 20% mas de riesgo de desarrollar lesiones serradas. Estos hallazgos sugieren que los
antecedentes de enfermedad periodontal, y posiblemente una mayor pérdida dental, podrian
incrementar de manera moderada el riesgo de desarrollar lesiones precursoras de CCR, lo que

podria estar relacionado con la microbiota oral.

En el estudio de la microbiota asociada a la enfermedad periodontal, se utiliza una clasi-
ficacién por complejos de colores para agrupar las especies bacterianas segtin su papel en
la salud y la progresion de la enfermedad periodontal **!. El complejo rojo se considera el
grupo bacteriano mads relevante en la progresion de la enfermedad periodontal e incluye
especies como Porphyromonas gingivalis, T. denticola y Tannerella forsythia (anteriormente
conocida como Bacteroides forsythias). Por su parte, el complejo naranja se considera un

precursor del complejo rojo en términos de colonizacion y proliferacion, e incluye especies
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como E nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens
y Parvimonas micra ', Con los avances en las técnicas de identificacion taxonémica basadas
en biologia molecular, se han afladido nuevas especies bacterianas a la lista de posibles patoge-
nos asociados con la periodontitis, como Treponema socranskii, Porphyromonas endodontalis

y Peptoanaerobacter stomatis 13342,

Elfactor de riesgo mas fuertemente asociado con el SPS es el tabaquismo, y en nuestra poblacién
se confirmd que la proporcidn de fumadores activos era mayor en este grupo en comparacion
con aquellos con adenomas y sin pélipos. El humo del tabaco contiene compuestos toxicos,
como las N-nitrosaminas y los hidrocarburos aromaticos policiclicos, que bloquean la repa-
racion del ADN, alteran la respuesta inmunitaria oral y pueden iniciar la tumorogénesis .
Asimismo, se ha demostrado que el tabaquismo altera el equilibrio de la microbiota oral,
provocando la pérdida de especies orales beneficiosas e incrementando la densidad local de
patdgenos bacterianos **4). Esta alteracion se ha relacionado con el desarrollo de diversas en-
fermedades, incluidos ciertos tipos de cancer y la enfermedad periodontal, ambas condiciones
intimamente vinculadas al tabaco. En la enfermedad periodontal, la microflora subgingival
de los fumadores presenta una mayor concentracion de patégenos y una menor capacidad de
recuperacion en comparacion con la de los no fumadores, lo que complica su tratamiento 4.
Ademas, se ha evidenciado que los componentes del tabaco potencian la virulencia de ciertos
patdgenos periodontales, especialmente Porphyromonas gingivalis **). En presencia de nicoti-
na y otros derivados del tabaco, las proteinas asociadas al estrés oxidativo en Porphyromonas
gingivalis se expresan en niveles mas altos, favoreciendo su adaptacion y supervivencia en
ambientes con baja disponibilidad de oxigeno y dentro de biopeliculas **!. Estas biopeliculas
poseen caracteristicas proinflamatorias y contribuyen a la colonizacion de otros patégenos
orales *¥-*¥], Una revision sistematica identifico que los taxones bacterianos mas destacados
y enriquecidos en fumadores incluyen los filos Fusobacteria y Actinobacteria, mientras que a
nivel de género se observaron aumentos de Streptococcus, Prevotella y Veillonella ®*). Sin em-
bargo, a pesar de que el grupo SPS presentaban mayor proporcién de fumadores, en nuestro

estudio no pudimos confirmar estas diferencias taxonomicas respecto al resto de grupos.

En nuestra muestra, no se detectaron diferencias en la abundancia de FE nucleatum entre
los grupos, ni en saliva ni en heces. La ausencia de diferencias entre individuos con lesiones
serradas, adenomas y sin polipos es consistente con otras cohortes #7>*** y podria sugerir que
el papel de E nucleatum es mas relevante en etapas mas avanzadas del CCR. Otra posible ex-
plicacion radica en la metodologia empleada para estudiar la microbiota intestinal, ya que en
nuestro estudio se analizaron muestras fecales. Se ha observado un aumento de F. nucleatum
en lesiones preneoplasicas, especialmente en lesiones serradas, cuando se ha estudiado me-
diante FISH en tejido colénico. Sin embargo, los estudios que han evaluado la presencia de E
nucleatum en individuos con lesiones preneoplasicas colorrectales utilizando muestras fecales
han reportado resultados contradictorios. Asimismo, mediante secuenciacién por amplicones,

no pudimos detectar la presencia de FE nucleatum ni otras bacterias intestinales tipicamente
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asociadas al CCR como Bacteroides fragilis enterotoxigénica y Escherichia coli productora de
colibactina (Clb+). En estudios previos sobre lesiones preneoplasicas en muestras fecales, la

prevalencia de estas bacterias ha sido baja 127\,

Al inicio de nuestro estudio no se habia explorado la microbiota oral e intestinal de los indi-
viduos con SPS. Recientemente, se ha publicado un pequeno estudio con 11 individuos que
describe tinicamente la microbiota intestinal **!I. Los resultados se compararon con individuos
con dos o menos polipos adenomatosos o serrados, con individuos con poliposis adenomatosa
con variante patogénica germinal en APC, MUTYH o GREM!1 y con individuos con poliposis
adenomatosa en quienes el estudio genético no evidencid variantes patogénicas germinales.
No se observaron diferencias en la diversidad alfa ni beta entre los individuos con SPS y los
que no presentaban poliposis. El grupo SPS si present6 una mayor riqueza en la microbiota
estudiada mediante biopsias frente al grupo de poliposis adenomatosa con estudio genético
negativo. En relacién a la abundancia taxonémica, no se observaron diferencias entre los gru-
pos. La discrepancia con nuestros hallazgos podria explicarse por la distinta caracterizacién
de los grupos de comparacion, ya que en el grupo sin poliposis se incluyeron individuos con
polipos adenomatosos y serrados, y no se realiz una comparacién con individuos sin pélipos.
Ademas, se trata de un estudio con un tamafio muestral reducido, lo que limita su capacidad

para detectar diferencias significativas.

Existen algunas limitaciones en nuestro estudio:

* En primer lugar, el disefio transversal del estudio impide establecer relaciones de causali-

dad entre los cambios de la microbiota y el desarrollo del SPS.

* En segundo lugar, al tratarse de un estudio piloto, el tamafio de la muestra podria no ser
suficiente para detectar diferencias sutiles en la composicién microbiana. Ademas, debido

a su naturaleza exploratoria, es necesario validar estos resultados en cohortes mas amplias.

* Tercero, en este estudio la microbiota intestinal se evalud a partir de muestras fecales
debido a su facilidad de obtencién y su cardcter no invasivo. Se ha demostrado que la
composiciéon de los microorganismos adheridos a la mucosa intestinal difiere de la de
aquellos presentes en el lumen y, por ende, en las heces *>-**4, Mientras que los microbios
luminales reflejan una vision general del ecosistema intestinal, no proporcionan informa-
cién detallada sobre la interaccion microbiana en la mucosa, donde los microorganismos
pueden influir mas directamente en la progresion del CCR. Estudios previos han sefialado
que las comunidades microbianas en contacto con el epitelio intestinal tienen un mayor
potencial para modular procesos inflamatorios y neoplasicos. Por lo tanto, el analisis de
muestras de tejido podria aportar informacién mas relevante para comprender los meca-

nismos biologicos subyacentes al SPS.

Ademas, se ha reportado que las muestras fecales tienen menor sensibilidad para detectar

alteraciones microbianas asociadas a poélipos colorrectales, ya que estos presentan una
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disbiosis menos pronunciada en comparacion con el CCR. En este sentido, estudios como
el de Peters et al. han mostrado que los cambios en la microbiota fecal son mas evidentes
en adenomas avanzados que en los no avanzados 72, Asimismo, la menor sensibilidad de
las muestras fecales para detectar asociaciones microbianas es mas marcada en adenomas
proximales que en los distales. Esto podria influir en la interpretacion de los resultados
en pacientes con SPS, dado que las LSS se desarrollan predominantemente en el colon
proximal. No obstante, el uso de muestras de mucosa tampoco estd exento de limitaciones.
La preparacion intestinal para la colonoscopia implica una dieta restringida en fibra y el
uso de laxantes, lo que puede alterar la estructura y composicién del microbioma coléni-
co 1777l Se ha demostrado que una dieta baja en fibra puede modificar la organizacion de
la microbiota intestinal en modelos animales y que los cambios dietéticos pueden alterar
la composiciéon microbiana en tan solo 24 horas. Ademas, el lavado intestinal con agua
durante la colonoscopia podria eliminar parcialmente las comunidades microbianas ad-

heridas a la mucosa, afectando la fiabilidad de los anélisis.

En el futuro, el estudio de la composicién microbiana en muestras de intestino delgado dis-
tal y colon proximal, mediante el uso de capsulas especiales disefiadas para la recoleccion
de muestras en distintos niveles del tracto digestivo, podria proporcionar informacion de

gran interés 135535,

Cuarto, si bien la secuenciaciéon de amplicones del 16S rRNA empleada en este trabajo
permite identificar la presencia de bacterias en una muestra, presenta la limitacién de
no ofrecer informacién detallada sobre las funciones metabdlicas especificas de cepas o
especies individuales. En contraste, la secuenciacién metagenémica tipo shotgun posibilita
un perfil funcional mas completo del microbioma y ha permitido identificar biomarca-
dores metabdlicos en estudios recientes sobre CCR que no se detectan con 16S rRNA.
No obstante, consideramos que, a pesar de sus limitaciones, el uso de secuenciacion de
amplicones del 16S rRNA en este estudio permite caracterizar la microbiota con suficiente
detalle y obtener una vision integral de las diferencias en la microbiota oral e intestinal en

individuos con SPS.

Quinto, la evaluacion de la salud periodontal se bas6 en un cuestionario no validado yen la
exploracion oral de signos de enfermedad periodontal, efectuada por un gastroenterélogo

en lugar de un odontdlogo, lo que podria limitar la precision de los hallazgos.

Finalmente, la composicién demogréfica de la muestra, mayoritariamente de individuos
de ascendencia europea, limita la generalizacién de los hallazgos a otras poblaciones.
Estudios previos han demostrado que la microbiota puede variar en funcién de los factores
genéticos y ambientales, por lo que futuras investigaciones deberian incluir poblaciones

mas diversas para validar estos resultados en diferentes grupos étnicos.
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1. Los pacientes con sindrome de poliposis serrada presentan una posible disbiosis, mas

2

5

evidente a nivel oral que intestinal, caracterizada por diferencias en la composicién mi-
crobiana que los distinguen de individuos sin pdlipos y de aquellos con lesiones serradas

y adenomas.

La microbiota oral de los pacientes con SPS muestra un aumento de bacterias asociadas
a la enfermedad periodontal y previamente relacionadas con el CCR, como Treponema
denticola, Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia. Estos hallazgos, junto con la
alta prevalencia de tabaquismo en este grupo, sugieren que la enfermedad periodontal

y el tabaquismo podrian contribuir a la patogenia del SPS a través de la disbiosis oral.

Las alteraciones en la microbiota intestinal de los pacientes con SPS son mas sutiles y
menos consistentes que las observadas a nivel oral, con diferencias limitadas en diver-
sidad y composicién bacteriana, lo que sugiere un papel potencialmente secundario de
este ecosistema en la disbiosis asociada al sindrome. No obstante, estos resultados deben
interpretarse teniendo en cuenta que la evaluacion se realizé a partir de muestras fecales,

que podrian no reflejar completamente la microbiota asociada a la mucosa coldnica.

No se observo una mayor transmision directa de bacterias orales hacia la microbiota
intestinal en pacientes con SPS; sin embargo, se identificaron correlaciones especificas
entre especies orales e intestinales, lo que sugiere posibles interacciones indirectas entre

ambos ecosistemas microbianos.

En conjunto, estos resultados apoyan la hipdtesis de que la disbiosis oral, potencialmente
modulada por factores como el tabaquismo y la enfermedad periodontal, podria desem-

pefar un papel en las fases iniciales de la carcinogénesis en el SPS.
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Este estudio constituye una prueba de concepto sobre el potencial papel de la microbiota,
especialmente la oral, en la etiopatogenia del SPS. Nuestros hallazgos sugieren que el taba-
quismo y la enfermedad periodontal podrian contribuir a la carcinogénesis serrada a través
de su impacto sobre la microbiota oral, la cual podria, ademas, representar un biomarcador

no invasivo con potencial utilidad diagndstica en este contexto.

La validacion de estos resultados en cohortes independientes de mayor tamafo sera un paso
fundamental para confirmar la reproducibilidad de los hallazgos y caracterizar con mayor
precision las alteraciones microbianas asociadas al SPS. Asimismo, sera necesario profun-
dizar en la caracterizacion clinica de estos pacientes mediante la evaluacion sistematica de
la enfermedad periodontal, idealmente mediante exploracién odontoldgica estandarizada y
el uso de escalas validadas, con el fin de establecer asociaciones mas robustas entre el estado

periodontal y la microbiota oral.

Futuros estudios deberian incorporar el analisis de la microbiota asociada a la mucosa co-
lorrectal, especialmente en el colon proximal, donde se desarrollan predominantemente las
lesiones serradas. Esto permitiria identificar con mayor precision las comunidades microbia-
nas en contacto directo con el epitelio y su posible implicacion en la formacion de biopeliculas
y en los procesos iniciales de la carcinogénesis. Ademas, el estudio de la microbiota mucosa
podria ayudar a confirmar si determinadas bacterias patogénicas orales son capaces de coloni-
zar de forma estable la mucosa colénica en pacientes con SPS y esclarecer si existe una mayor
transmision oral-intestinal de estos microorganismos en comparacion con otros grupos. En
este sentido, el uso de tecnologias emergentes, como capsulas endoscopicas para la recogida
segmentaria de muestras intestinales, podria proporcionar informacién mas detallada sobre

la distribucién espacial del microbioma a lo largo del tracto digestivo.

Ademas, la aplicacion de técnicas de secuenciacion metagendmica tipo shotgun y estudios me-
tabolomicos permitird avanzar en la caracterizacion funcional del microbioma, identificando
rutas metabdlicas, metabolitos y mecanismos moleculares implicados en la interaccién hués-
ped-microbiota. Este enfoque podria facilitar la identificacién de biomarcadores funcionales
asociados al SPS y aportar informacién clave sobre los mecanismos bioldgicos subyacentes

que no pueden ser captados mediante secuenciacion de amplicones del 16S rRNA.

Desde una perspectiva clinica, serd de gran interés evaluar si la modulacién de la microbiota
oral e intestinal mediante intervenciones dietéticas, prebidticos o probiéticos puede influir
en la evolucién del SPS. Asimismo, el tratamiento de la enfermedad periodontal podria
representar una estrategia preventiva potencial frente al desarrollo de lesiones serradas, si
bien esta hipdtesis debera ser confirmada en estudios prospectivos especificos. Del mismo
modo, dado que el tabaquismo constituye el principal factor de riesgo modificable asociado
al SPS, seria relevante investigar si la abstinencia tabaquica es capaz de revertir parcialmente

las alteraciones de la microbiota oral e intestinal observadas en estos pacientes y si ello podria
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influir en la aparicién o progresion de nuevas lesiones serradas. En la actualidad, la principal
intervencion disponible en el SPS continua siendo la vigilancia endoscopica con reseccion
de las lesiones colorrectales, por lo que identificar estrategias preventivas complementarias

dirigidas a factores modificables y al microbioma podria tener un importante impacto clinico.

Por otro lado, dado que los familiares de primer grado de los pacientes con SPS presentan un
mayor riesgo de CCR y que hasta la fecha no se ha identificado una causa genética que explique
la mayoria de los casos, futuros estudios deberian evaluar la composicion de la microbiota oral
e intestinal en estos familiares. Este enfoque permitiria determinar si existen firmas micro-
bianas compartidas con los pacientes con SPS y explorar si la disbiosis oral observada podria

estar relacionada con la agregacion familiar del riesgo.

Finalmente, los estudios longitudinales seran fundamentales para determinar la secuencia
temporal de los cambios en la microbiota y esclarecer si las alteraciones observadas preceden
al desarrollo del SPS o si, por el contrario, constituyen una consecuencia del mismo. Este tipo
de estudios permitira, ademas, evaluar el valor predictivo de la microbiota como herramienta
de estratificacion del riesgo, asi como su posible integracion en programas de cribado y segui-

miento personalizados en pacientes con riesgo elevado de desarrollar CCR.



9. BIBLIOGRAFIA






10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

9. Bibliografia

Bray F, Laversanne M, Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Soerjomataram I, et al. Global cancer
statistics 2022: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin 2024;74(3):229-63.

Estimaciones de la incidencia del cancer en Espaiia, 2025. Red Espaiola de Registros de
Cancer (REDECAN), 2025.

Lichtenstein P, Holm NV, Verkasalo PK, Iliadou A, Kaprio J, Koskenvuo M, et al.
Environmental and heritable factors in the causation of cancer--analyses of cohorts of
twins from Sweden, Denmark, and Finland. N Engl ] Med 2000;343(2):78-85.

Keum N, Giovannucci E. Global burden of colorectal cancer: emerging trends, risk
factors and prevention strategies. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2019;16(12):713-32.

Binefa G, Rodriguez-Moranta F, Teule A, Medina-Hayas M. Colorectal cancer: from
prevention to personalized medicine. World ] Gastroenterol 2014;20(22):6786-808.

Siegel RL, Miller KD, Goding Sauer A, Fedewa SA, Butterly LE, Anderson JC, et al.
Colorectal cancer statistics, 2020. CA Cancer ] Clin 2020;70(3):145-64.

Cubiella J, Marzo-Castillejo M, Mascort-Roca JJ, Amador-Romero FJ, Bellas-Beceiro
B, Clofent-Vilaplana ], et al. Clinical practice guideline. Diagnosis and prevention of
colorectal cancer. 2018 Update. Gastroenterol Hepatol 2018;41(9):585-96.

Edwards BK, Ward E, Kohler BA, Eheman C, Zauber AG, Anderson RN, et al. Annual
report to the nation on the status of cancer, 1975-2006, featuring colorectal cancer trends
and impact of interventions (risk factors, screening, and treatment) to reduce future
rates. Cancer 2010;116(3):544-73.

Bufill JA. Colorectal cancer: evidence for distinct genetic categories based on proximal
or distal tumor location. Ann Intern Med 1990;113(10):779-88.

Bosman F, Carneiro F, Hruban R, Theise N. Digestive System Tumours. WHO classifica-
tion of tumours of the digestive system. 5th edition. 2019.

Zhao M, Jacobs JP. Fecal matters: Microbial signatures distinguish clinically relevant
subtypes of precancerous colorectal polyps. Cell Host Microbe 2023;31(5):692-4.

Galuppini E, Fassan M, Mastracci L, Gafa R, Lo Mele M, Lazzi S, et al. The histomorpho-
logical and molecular landscape of colorectal adenomas and serrated lesions. Pathologica
2021;113(3):218-29.

Strum WB. Colorectal Adenomas. N Engl ] Med 2016;374(11):1065-75.

East JE, Atkin WS, Bateman AC, Clark SK, Dolwani S, Ket SN, et al. British Society of
Gastroenterology position statement on serrated polyps in the colon and rectum. Gut
2017;66(7):1181-96.

Lane N. The precursor tissue of ordinary large bowel cancer. Cancer Res 1976;36(7 PT
2):2669-72.

Bettington M, Walker N, Clouston A, Brown I, Leggett B, Whitehall V. The serrated
pathway to colorectal carcinoma: current concepts and challenges. Histopathology
2013;62(3):367-86.

139



140

9. Bibliografia

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Bailie L, Loughrey MB, Coleman HG. Lifestyle Risk Factors for Serrated Colorectal
Polyps: A Systematic Review and Meta-analysis. Gastroenterology 2017;152(1):92-104.

He X, Wu K, Ogino S, Giovannucci EL, Chan AT, Song M. Association Between Risk
Factors for Colorectal Cancer and Risk of Serrated Polyps and Conventional Adenomas.
Gastroenterology 2018;155(2):355-373.e18.

Davenport JR, Su T, Zhao Z, Coleman HG, Smalley WE, Ness RM, et al. Modifiable
lifestyle factors associated with risk of sessile serrated polyps, conventional adenomas
and hyperplastic polyps. Gut 2018;67(3):456-65.

Crockett SD, Nagtegaal ID. Terminology, Molecular Features, Epidemiology, and
Management of Serrated Colorectal Neoplasia. Gastroenterology 2019;157(4):949-966.
e4.

Hasegawa S, Mitsuyama K, Kawano H, Arita K, Maeyama Y, Akagi Y, et al. Endoscopic
discrimination of sessile serrated adenomas from other serrated lesions. Oncol Lett
2011;2(5):785-9.

Kim KM, Lee EJ, Ha S, Kang SY, Jang KT, Park CK, et al. Molecular features of colorectal
hyperplastic polyps and sessile serrated adenoma/polyps from Korea. Am ] Surg Pathol
2011;35(9):1274-86.

Bateman AC, Shepherd NA. UK guidance for the pathological reporting of serrated
lesions of the colorectum. ] Clin Pathol 2015;68(8):585-91.

Meester RGS, van Herk MMAGC, Lansdorp-Vogelaar I, Ladabaum U. Prevalence and
Clinical Features of Sessile Serrated Polyps: A Systematic Review. Gastroenterology
2020;159(1):105-118.e25.

Yang JE Tang SJ], Lash RH, Wu R, Yang Q. Anatomic distribution of sessile serra-
ted adenoma/polyp with and without cytologic dysplasia. Arch Pathol Lab Med
2015;139(3):388-93.

Abdeljawad K, Vemulapalli KC, Kahi CJ, Cummings OW, Snover DC, Rex DK. Sessile
serrated polyp prevalence determined by a colonoscopist with a high lesion detection
rate and an experienced pathologist. Gastrointest Endosc 2015;81(3):517-24.

Satorres C, Garcia-Campos M, Bustamante-Balén M. Molecular Features of the Serrated
Pathway to Colorectal Cancer: Current Knowledge and Future Directions. Gut Liver
2021;15(1):31-43.

Ibanez-Sanz G, Sanz-Pamplona R, Garcia M, On Behalf Of The Msic-Sc Research Group
null. Future Prospects of Colorectal Cancer Screening: Characterizing Interval Cancers.
Cancers 2021;13(6):1328.

Herreros de Tejada A, Gonzélez-Lois C, Santiago J. Serrated lesions and serrated polypo-
sis syndrome. Rev Esp Enferm Dig 2017;109(7):516-26.

Kim YH, Kakar S, Cun L, Deng G, Kim YS. Distinct CpG island methylation profiles
and BRAF mutation status in serrated and adenomatous colorectal polyps. Int ] Cancer
2008;123(11):2587-93.

Toyota M, Ahuja N, Ohe-Toyota M, Herman ]G, Baylin SB, Issa JP. CpG island methyla-
tor phenotype in colorectal cancer. Proc Natl Acad Sci U S A 1999;96(15):8681-6.

Mangas-Sanjuan C, Jover R, Cubiella J, Marzo-Castillejo M, Balaguer F, Bessa X, et al.



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

9. Bibliografia

Endoscopic surveillance after colonic polyps and colorrectal cancer resection. 2018
update. Gastroenterol Hepatol 2019;42(3):188-201.

Nagtegaal ID, Odze RD, Klimstra D, Paradis V, Rugge M, Schirmacher P, et al. The 2019
WHO classification of tumours of the digestive system. Histopathology 2020;76(2):182-8.

Pino MS, Chung DC. The chromosomal instability pathway in colon cancer.
Gastroenterology 2010;138(6):2059-72.

Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell
1990;61(5):759-67.

Parsons MT, Buchanan DD, Thompson B, Young JP, Spurdle AB. Correlation of tumour
BRAF mutations and MLH1 methylation with germline mismatch repair (MMR) gene
mutation status: a literature review assessing utility of tumour features for MMR variant
classification. ] Med Genet 2012;49(3):151-7.

Taieb ], Svrcek M, Cohen R, Basile D, Tougeron D, Phelip JM. Deficient mismatch re-
pair/microsatellite unstable colorectal cancer: Diagnosis, prognosis and treatment. Eur J
Cancer Oxf Engl 1990 2022;175:136-57.

Le DT, Uram JN, Wang H, Bartlett BR, Kemberling H, Eyring AD, et al. PD-1 Blockade
in Tumors with Mismatch-Repair Deficiency. N Engl ] Med 2015;372(26):2509-20.

Dang Q, Zuo L, Hu X, Zhou Z, Chen §, Liu S, et al. Molecular subtypes of colorectal
cancer in the era of precision oncotherapy: Current inspirations and future challenges.
Cancer Med 2024;13(14):e70041.

Juo YY, Johnston FM, Zhang DY, Juo HH, Wang H, Pappou EP, et al. Prognostic value of
CpG island methylator phenotype among colorectal cancer patients: a systematic review
and meta-analysis. Ann Oncol Off ] Eur Soc Med Oncol 2014;25(12):2314-27.

Ogino S, Odze RD, Kawasaki T, Brahmandam M, Kirkner GJ, Laird PW, et al. Correlation
of pathologic features with CpG island methylator phenotype (CIMP) by quantitative
DNA methylation analysis in colorectal carcinoma. Am J Surg Pathol 2006;30(9):1175-83.

Weisenberger DJ, Liang G, Lenz HJ. DNA methylation aberrancies delineate clinically
distinct subsets of colorectal cancer and provide novel targets for epigenetic therapies.
Oncogene 2018;37(5):566-77.

Zhang B, Yao K, Zhou E, Zhang L, Cheng C. Chr20q Amplification Defines a
Distinct Molecular Subtype of Microsatellite Stable Colorectal Cancer. Cancer Res
2021;81(8):1977-87.

Dekker E, Tanis PJ, Vleugels JLA, Kasi PM, Wallace MB. Colorectal cancer. Lancet Lond
Engl 2019;394(10207):1467-80.

Gharib E, Robichaud GA. From Crypts to Cancer: A Holistic Perspective on Colorectal
Carcinogenesis and Therapeutic Strategies. Int ] Mol Sci 2024;25(17):9463.

Vogelstein B, Fearon ER, Hamilton SR, Kern SE, Preisinger AC, Leppert M, et al. Genetic
alterations during colorectal-tumor development. N Engl ] Med 1988;319(9):525-32.

O’Brien M]J, Zhao Q, Yang S. Colorectal serrated pathway cancers and precursors.
Histopathology 2015;66(1):49-65.

Noftsinger AE. Serrated polyps and colorectal cancer: new pathway to malignancy. Annu
Rev Pathol 2009;4:343-64.

141



142

9. Bibliografia

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Kang X, Zhang R, Kwong TN, Lui RN, Wu WK, Sung J], et al. Serrated neoplasia in the
colorectum: gut microbiota and molecular pathways. Gut Microbes 2021;13(1):1-12.

Budinska E, Popovici V, Tejpar S, D'Ario G, Lapique N, Sikora KO, et al. Gene expression
patterns unveil a new level of molecular heterogeneity in colorectal cancer. J Pathol
2013;231(1):63-76.

Roepman P, Schlicker A, Tabernero ], Majewski I, Tian S, Moreno V, et al. Colorectal
cancer intrinsic subtypes predict chemotherapy benefit, deficient mismatch repair and
epithelial-to-mesenchymal transition. Int ] Cancer 2014;134(3):552-62.

Schlicker A, Beran G, Chresta CM, McWalter G, Pritchard A, Weston S, et al. Subtypes
of primary colorectal tumors correlate with response to targeted treatment in colorectal
cell lines. BMC Med Genomics 2012;5:66.

Sadanandam A, Lyssiotis CA, Homicsko K, Collisson EA, Gibb W], Wullschleger S,
et al. A colorectal cancer classification system that associates cellular phenotype and
responses to therapy. Nat Med 2013;19(5):619-25.

De Sousa E Melo F, Wang X, Jansen M, Fessler E, Trinh A, de Rooij LPMH, et al. Poor-
prognosis colon cancer is defined by a molecularly distinct subtype and develops from
serrated precursor lesions. Nat Med 2013;19(5):614-8.

Marisa L, de Reynies A, Duval A, Selves ], Gaub MP, Vescovo L, et al. Gene expression
classification of colon cancer into molecular subtypes: characterization, validation, and
prognostic value. PLoS Med 2013;10(5):e1001453.

Cancer Genome Atlas Network. Comprehensive molecular characterization of human
colon and rectal cancer. Nature 2012;487(7407):330-7.

Guinney J, Dienstmann R, Wang X, de Reyniés A, Schlicker A, Soneson C, et al. The
consensus molecular subtypes of colorectal cancer. Nat Med 2015;21(11):1350-6.

Fessler E, Drost J, van Hooft SR, Linnekamp JE, Wang X, Jansen M, et al. TGF signaling
directs serrated adenomas to the mesenchymal colorectal cancer subtype. EMBO Mol
Med 2016;8(7):745-60.

Chang K, Willis JA, Reumers J, Taggart MW, San Lucas FA, Thirumurthi S, et al.
Colorectal premalignancy is associated with consensus molecular subtypes 1 and 2. Ann
Oncol Off ] Eur Soc Med Oncol 2018;29(10):2061-7.

Fessler E, Medema JP. Colorectal Cancer Subtypes: Developmental Origin and
Microenvironmental Regulation. Trends Cancer 2016;2(9):505-18.

Lee MS, Menter DG, Kopetz S. Right Versus Left Colon Cancer Biology: Integrating the
Consensus Molecular Subtypes. ] Natl Compr Cancer Netw JNCCN 2017;15(3):411-9.

Cardoso R, Guo E Heisser T, Hackl M, Thle P, De Schutter H, et al. Colorectal cancer in-
cidence, mortality, and stage distribution in European countries in the colorectal cancer
screening era: an international population-based study. Lancet Oncol 2021;22(7):1002-13.

Winawer SJ, Zauber AG, Ho MN, O’Brien M]J, Gottlieb LS, Sternberg SS, et al. Prevention
of colorectal cancer by colonoscopic polypectomy. The National Polyp Study Workgroup.
N Engl ] Med 1993;329(27):1977-81.

Zauber AG, Winawer SJ, O’Brien MJ, Lansdorp-Vogelaar I, van Ballegooijen M, Hankey
BE, et al. Colonoscopic polypectomy and long-term prevention of colorectal-cancer
deaths. N Engl ] Med 2012;366(8):687-96.



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

9. Bibliografia

Cortés Ugalde F, Artal Moneva E, Garcés Tapia A, Izcara Domingo ], Lacasa Serrano
E, Zubiri Saenz F. [Colorectal cancer: detection using the guaiac test at a primary care
center]. Med Clin (Barc) 1992;98(9):325-8.

Red de Programas de Cribado de Céancer [Internet]. Red de Programas de Cribado de
Cancer; 2024 [consultado 12 Dic 2024]. Disponible en: https://cribadocancer.es/.

Muller C, Yamada A, Tkegami S, Haider H, Komaki Y, Komaki E et al. Risk of Colorectal
Cancer in Serrated Polyposis Syndrome: A Systematic Review and Meta-analysis. Clin
Gastroenterol Hepatol Off Clin Pract ] Am Gastroenterol Assoc 2022;20(3):622-630.e7.

IJspeert JEG, Bevan R, Senore C, Kaminski ME Kuipers EJ, Mroz A, et al. Detection
rate of serrated polyps and serrated polyposis syndrome in colorectal cancer screening
cohorts: a European overview. Gut 2017;66(7):1225-32.

van Herwaarden YJ, Pape S, Vink-Borger E, Dura P, Nagengast FM, Epping LSM, et al.
Reasons why the diagnosis of serrated polyposis syndrome is missed. Eur ] Gastroenterol
Hepatol 2019;31(3):340-4.

Rivero-Sanchez L, Lopez-Ceron M, Carballal S, Moreira L, Bessa X, Serradesanferm A,
et al. Reassessment colonoscopy to diagnose serrated polyposis syndrome in a colorectal
cancer screening population. Endoscopy 2017;49(1):44-53.

Dierick NR, Nicholson BD, Fanshawe TR, Sundaralingam P, Kostalas SN. Serrated
polyposis syndrome: defining the epidemiology and predicting the risk of dysplasia.
BMC Gastroenterol 2024;24(1):167.

IJspeert JEG, Rana S a. Q, Atkinson NSS, van Herwaarden Y], Bastiaansen B a. ], van
Leerdam ME, et al. Clinical risk factors of colorectal cancer in patients with serrated
polyposis syndrome: a multicentre cohort analysis. Gut 2017;66(2):278-84.

Carballal S, Rodriguez-Alcalde D, Moreira L, Hernandez L, Rodriguez L, Rodriguez-
Moranta F, et al. Colorectal cancer risk factors in patients with serrated polyposis syn-
drome: a large multicentre study. Gut 2016;65(11):1829-37.

Kalady MF, Jarrar A, Leach B, LaGuardia L, O'Malley M, Eng C, et al. Defining phe-
notypes and cancer risk in hyperplastic polyposis syndrome. Dis Colon Rectum
2011;54(2):164-70.

Boparai KS, Mathus-Vliegen EMH, Koornstra JJ, Nagengast FM, Leerdam M van,
Noesel CJM van, et al. Increased colorectal cancer risk during follow-up in patients with
hyperplastic polyposis syndrome: a multicentre cohort study. Gut 2010;59(8):1094-100.

Dekker E, Bleijenberg A, Balaguer F, Dekker E, IJspeert JEG, Bleijenberg AGC, et al.
Update on the World Health Organization Criteria for Diagnosis of Serrated Polyposis
Syndrome. Gastroenterology 2020;158(6):1520-3.

Snover D, Ahnen D, Burt R, Odze RD. Serrated Polyps of the Colon and Rectum and
Serrated Polyposis. In: WHO Classification of Tumours of the Digestive System. 4th ed.
Lyon, France: IARC; 2010.

IJspeert JEG, Bossuyt PM, Kuipers EJ, Stegeman I, Wijkerslooth TR de, Stoop EM, et al.
Smoking status informs about the risk of advanced serrated polyps in a screening popu-
lation. Endosc Int Open 2015;04:E73-8.

143



144

9. Bibliografia

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Figueiredo JC, Crockett SD, Snover DC, Morris CB, McKeown-Eyssen G, Sandler RS,
et al. Smoking-associated risks of conventional adenomas and serrated polyps in the
colorectum. Cancer Causes Control 2015;26(3):377-86.

Carballal S, Balaguer F, IJspeert JEG. Serrated polyposis syndrome; epidemiology and
management. Best Pract Res Clin Gastroenterol 2022;58-59:101791.

Buchanan DD, Sweet K, Drini M, Jenkins MA, Win AK, English DR, et al. Risk Factors
for Colorectal Cancer in Patients with Multiple Serrated Polyps: A Cross-Sectional Case
Series from Genetics Clinics. PloS One 2010;5(7):e11636.

Biller LH, Ukaegbu C, Dhingra TG, Burke CA, Chertock Y, Chittenden A, et al. A
Multi-Institutional Cohort of Therapy-Associated Polyposis in Childhood and Young
Adulthood Cancer Survivors. Cancer Prev Res Phila Pa 2020;13(3):291-8.

Rigter LS, Spaander MCW, Aleman BMP, Bisseling TM, Moons LM, Cats A, et al.
High prevalence of advanced colorectal neoplasia and serrated polyposis syndrome in
Hodgkin lymphoma survivors. Cancer 2019;125(6):990-9.

Valle L, Vilar E, Tavtigian SV, Stoffel EM. Genetic predisposition to colorectal cancer:
syndromes, genes, classification of genetic variants and implications for precision medi-
cine. J Pathol 2019;247(5):574-88.

Syngal S, Brand RE, Church JM, Giardiello FM, Hampel HL, Burt RW, et al. ACG cli-
nical guideline: Genetic testing and management of hereditary gastrointestinal cancer
syndromes. Am ] Gastroenterol 2015;110(2):223-62; quiz 263.

Gala MK, Mizukami Y, Le LP, Moriichi K, Austin T, Yamamoto M, et al. Germline mu-
tations in oncogene-induced senescence pathways are associated with multiple sessile
serrated adenomas. Gastroenterology 2014;146(2):520-9.

Yan HHN, Lai JCW, Ho SL, Leung WK, Law WL, Lee JFY, et al. RNF43 germline and so-
matic mutation in serrated neoplasia pathway and its association with BRAF mutation.
Gut 2017;66(9):1645-56.

Carballal S, Balaguer F, Bujanda L, Capella G, Gonzalez Santiago S, Jover R, et al. Use
of multi-gene panels in patients at high risk of hereditary digestive cancer: position sta-
tement of AEG, SEOM, AEGH and IMPaCT-GENOMICA consortium. Gastroenterol
Hepatol 2024;47(3):293-318.

Rubio CA, Stemme S, Jaramillo E, Lindblom A. Hyperplastic polyposis coli syndrome
and colorectal carcinoma. Endoscopy 2006;38(3):266-70.

Egoavil C, Juarez M, Guarinos C, Rodriguez-Soler M, Hernandez-1Illan E, Alenda C,
et al. Increased Risk of Colorectal Cancer in Patients With Multiple Serrated Polyps and
Their First-Degree Relatives. Gastroenterology 2017;153(1):106-112.e2.

Rodriguez-Alcalde D, Carballal S, Moreira L, Hernandez L, Rodriguez-Alonso L,
Rodriguez-Moranta F, et al. High incidence of advanced colorectal neoplasia during
endoscopic surveillance in serrated polyposis syndrome. Endoscopy 2019;51(2):142-51.

Guarinos C, Sanchez-Fortun C, Rodriguez-Soler M, Pérez-Carbonell L, Egoavil C, Juarez
M, et al. Clinical subtypes and molecular characteristics of serrated polyposis syndrome.
Clin Gastroenterol Hepatol Off Clin Pract ] Am Gastroenterol Assoc 2013;11(6):705-11;
quiz e46.



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

9. Bibliografia

van Toledo DEFWM, IJspeert JEG, Boersma H, Musler AR, Bleijenberg AGC, Dekker
E, et al. Polyps and Colorectal Cancer in Serrated Polyposis Syndrome: Contribution
of the Classical Adenoma-Carcinoma and Serrated Neoplasia Pathways. Clin Transl
Gastroenterol 2023;14(8):e00611.

Hazewinkel Y, Koornstra J]J, Boparai KS, van Os TAM, Tytgat KMA]J, Van Eeden S, et al.
Yield of screening colonoscopy in first-degree relatives of patients with serrated polypo-
sis syndrome. J Clin Gastroenterol 2015;49(5):407-12.

Oquifiena S, Guerra A, Pueyo A, Eguaras ], Montes M, Razquin S, et al. Serrated polyposis:
prospective study of first-degree relatives. Eur ] Gastroenterol Hepatol 2013;25(1):28-32.

van Leerdam ME, Roos VH, van Hooft JE, Dekker E, Jover R, Kaminski MF et al.
Endoscopic management of polyposis syndromes: European Society of Gastrointestinal
Endoscopy (ESGE) Guideline. Endoscopy 2019;51(9):877-95.

MacPhail ME, Thygesen SB, Patel N, Broadley HM, Rex DK. Endoscopic control of
polyp burden and expansion of surveillance intervals in serrated polyposis syndrome.
Gastrointest Endosc 2019;90(1):96-100.

del Campo-Moreno R, Alarcon-Cavero T, D’Auria G, Delgado-Palacio S, Ferrer-
Martinez M. Microbiota en la salud humana: técnicas de caracterizacion y transferencia.
Enfermedades Infecc Microbiol Clinica 2018;36(4):241-5.

Sender R, Fuchs S, Milo R. Revised Estimates for the Number of Human and Bacteria
Cells in the Body. PLoS Biol 2016;14(8):e1002533.

Chikina A, Matic Vignjevic D. At the right time in the right place: How do luminal
gradients position the microbiota along the gut? Cells Dev 2021;168:203712.

Requena T, Velasco M. Microbioma humano en la salud y la enfermedad. Rev Clinica
Esp 2021;221(4):233-40.

Donaldson GP, Lee SM, Mazmanian SK. Gut biogeography of the bacterial microbiota.
Nat Rev Microbiol 2016;14(1):20-32.

Rojo D, Méndez-Garcia C, Raczkowska BA, Bargiela R, Moya A, Ferrer M, etal. Exploring
the human microbiome from multiple perspectives: factors altering its composition and
function. FEMS Microbiol Rev 2017;41(4):453-78.

Metchnikoff, E. & Mitchell, P. C. The prolongation of life; optimistic studies (W.
Heinemann, London; G. P. Putnam’s Sons, New York, 1907).

Petersen C, Round JL. Defining dysbiosis and its influence on host immunity and disea-
se. Cell Microbiol 2014;16(7):1024-33.

Rapozo DCM, Bernardazzi C, de Souza HSP. Diet and microbiota in inflammatory
bowel disease: The gut in disharmony. World ] Gastroenterol 2017;23(12):2124-40.

Caruso R, Lo BC, Nuiiez G. Host-microbiota interactions in inflammatory bowel disea-
se. Nat Rev Immunol 2020;20(7):411-26.

Huycke MM, Gaskins HR. Commensal bacteria, redox stress, and colorectal cancer:
mechanisms and models. Exp Biol Med Maywood NJ 2004;229(7):586-97.

Ley RE, Béckhed E Turnbaugh P, Lozupone CA, Knight RD, Gordon JI. Obesity alters
gut microbial ecology. Proc Natl Acad Sci U S A 2005;102(31):11070-5.

145



146

9. Bibliografia

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.
126.

127.

Scott FW. Food-induced type 1 diabetes in the BB rat. Diabetes Metab Rev
1996;12(4):341-59.

Fraher MH, O’ Toole PW, Quigley EMM. Techniques used to characterize the gut micro-
biota: a guide for the clinician. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2012;9(6):312-22.

Eckburg PB, Bik EM, Bernstein CN, Purdom E, Dethlefsen L, Sargent M, et al. Diversity
of the human intestinal microbial flora. Science 2005;308(5728):1635-8.

Tringe SG, Hugenholtz P. A renaissance for the pioneering 16S rRNA gene. Curr Opin
Microbiol 2008;11(5):442-6.

Zhang ], Ding X, Guan R, Zhu C, Xu C, Zhu B, et al. Evaluation of different 16S rRNA
gene V regions for exploring bacterial diversity in a eutrophic freshwater lake. Sci Total
Environ 2018;618:1254-67.

Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proc Natl Acad Sci U S A 1977;74(12):5463-7.

Rogers YH, Venter JC. Genomics: massively parallel sequencing. Nature
2005;437(7057):326-7.

DeSantis TZ, Hugenholtz P, Larsen N, Rojas M, Brodie EL, Keller K, et al. Greengenes, a
chimera-checked 16S rRNA gene database and workbench compatible with ARB. Appl
Environ Microbiol 2006;72(7):5069-72.

Cole JR, Wang Q, Cardenas E, Fish ], Chai B, Farris R], et al. The Ribosomal Database
Project: improved alignments and new tools for rRNA analysis. Nucleic Acids Res
2009;37:D141-145.

Pruesse E, Quast C, Knittel K, Fuchs BM, Ludwig W, Peplies J, et al. SILVA: a compre-
hensive online resource for quality checked and aligned ribosomal RNA sequence data
compatible with ARB. Nucleic Acids Res 2007;35(21):7188-96.

Schloss PD. The effects of alignment quality, distance calculation method, sequence
filtering, and region on the analysis of 16S rRNA gene-based studies. PLoS Comput Biol
2010;6(7):1000844.

Morgan XC, Huttenhower C. Chapter 12: Human microbiome analysis. PLoS Comput
Biol 2012;8(12):1002808.

Callahan BJ, McMurdie PJ, Holmes SP. Exact sequence variants should replace operatio-
nal taxonomic units in marker-gene data analysis. ISME ] 2017;11(12):2639-43.

Chao A, Chazdon RL, Colwell RK, Shen TJ. Abundance-based similarity indices and
their estimation when there are unseen species in samples. Biometrics 2006;62(2):361-71.

Shannon CE. A Mathematical Theory of Communication. Bell Syst Tech ]
1948;27(3):379-423.

Simpson EH. Measurement of Diversity. Nature 1949;163(4148):688-688.

Bray JR, Curtis JT. An Ordination of the Upland Forest Communities of Southern
Wisconsin. Ecol Monogr 1957;27(4):325-49.

Lozupone C, Knight R. UniFrac: a New Phylogenetic Method for Comparing Microbial
Communities. Appl Environ Microbiol 2005;71(12):8228-35.



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

9. Bibliografia

Hamady M, Lozupone C, Knight R. Fast UniFrac: facilitating high-throughput phylo-
genetic analyses of microbial communities including analysis of pyrosequencing and
PhyloChip data. ISME ] 2010;4(1):17-27.

Lozupone CA, Knight R. Global patterns in bacterial diversity. Proc Natl Acad Sci U S A
2007;104(27):11436-40.

Herramientas para el estudio de la microbiota y aplicaciones terapéuticas basadas en
su modulacién [Internet]. [citado 2024 may 20];Available from: https://docta.ucm.es/
bitstreams/a7e14136-3b11-4b60-bc6b-06be09097a8d/download

De Vos WM. Mining the microbes--the human microbiome as model. Microb Biotechnol
2009;2(2):153-4.

Zhang X, Li L, Butcher J, Stintzi A, Figeys D. Advancing functional and translational
microbiome research using meta-omics approaches. Microbiome 2019;7(1):154.

Navas-Molina JA, Peralta-Sanchez JM, Gonzalez A, McMurdie PJ, Vazquez-Baeza Y, Xu
Z, et al. Advancing our understanding of the human microbiome using QIIME. Methods
Enzymol 2013;531:371-444.

Callahan BJ, McMurdie PJ, Rosen MJ, Han AW, Johnson AJA, Holmes SP. DADA?2: High-
resolution sample inference from Illumina amplicon data. Nat Methods 2016;13(7):581-3.

Dong X, Kleiner M, Sharp CE, Thorson E, Li C, Liu D, et al. Fast and Simple Analysis of
MiSeq Amplicon Sequencing Data with MetaAmp. Front Microbiol 2017;8:1461.

Kilian M, Chapple ILC, Hannig M, Marsh PD, Meuric V, Pedersen AML, et al. The oral
microbiome - an update for oral healthcare professionals. Br Dent ] 2016;221(10):657-66.

Sedghi L, DiMassa V, Harrington A, Lynch SV, Kapila YL. The oral microbiome: Role
of key organisms and complex networks in oral health and disease. Periodontol 2000
2021;87(1):107-31.

Dawes C. Salivary flow patterns and the health of hard and soft oral tissues. ] Am Dent
Assoc 1939 2008;139 Suppl:18S-24S.

Dewhirst FE, Chen T, Izard ], Paster BJ, Tanner ACR, Yu WH, et al. The human oral
microbiome. ] Bacteriol 2010;192(19):5002-17.

Park SY, Hwang BO, Lim M, Ok SH, Lee SK, Chun KS§, et al. Oral-Gut Microbiome Axis
in Gastrointestinal Disease and Cancer. Cancers 2021;13(9):2124.

Camaiies-Gonzalvo S, Montiel-Company JM, Lobo-de-Mena M, Safont-Aguilera M],
Fernandez-Diaz A, Lépez-Roldan A, et al. Relationship between oral microbiota and
colorectal cancer: A systematic review. ] Periodontal Res 2024;59(6):1071-82.

Yamamura K, Baba Y, Miyake K, Nakamura K, Shigaki H, Mima K, et al. Fusobacterium
nucleatum in gastroenterological cancer: Evaluation of measurement methods
using quantitative polymerase chain reaction and a literature review. Oncol Lett
2017;14(6):6373-8.

Flemer B, Warren RD, Barrett MP, Cisek K, Das A, Jeffery IB, et al. The oral microbiota
in colorectal cancer is distinctive and predictive. Gut 2018;67(8):1454-63.

Yang Y, Cai Q, Shu XO, Steinwandel MD, Blot W], Zheng W, et al. Prospective study
of oral microbiome and colorectal cancer risk in low-income and African American
populations. Int ] Cancer 2019;144(10):2381-9.

147



148

9. Bibliografia

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Jo R, Nishimoto Y, Umezawa K, Yama K, Aita Y, Ichiba Y, et al. Comparison of oral
microbiome profiles in stimulated and unstimulated saliva, tongue, and mouth-rinsed
water. Sci Rep 2019;9(1):16124.

Kawasaki M, Ikeda Y, Ikeda E, Takahashi M, Tanaka D, Nakajima Y, et al. Oral infectious
bacteria in dental plaque and saliva as risk factors in patients with esophageal cancer.
Cancer 2021;127(4):512-9.

Hu S, Png E, Gowans M, Ong DEH, de Sessions PE, Song J, et al. Ectopic gut colonization:
a metagenomic study of the oral and gut microbiome in Crohn’s disease. Gut Pathog
2021;13:13.

Read E, Curtis MA, Neves JE The role of oral bacteria in inflammatory bowel disease.
Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2021;18(10):731-42.

Qin N, Yang E Li A, Prifti E, Chen Y, Shao L, et al. Alterations of the human gut micro-
biome in liver cirrhosis. Nature 2014;513(7516):59-64.

Farin W, Onate FP, Plassais ], Bonny C, Beglinger C, Woelnerhanssen B, et al. Impact
of laparoscopic Roux-en-Y gastric bypass and sleeve gastrectomy on gut microbiota:
a metagenomic comparative analysis. Surg Obes Relat Dis Off ] Am Soc Bariatr Surg
2020;16(7):852-62.

Schmidt TS, Hayward MR, Coelho LP, Li SS, Costea PI, Voigt AY, et al. Extensive trans-
mission of microbes along the gastrointestinal tract. eLife 2019;8:42693.

Flynn KJ, Baxter NT, Schloss PD. Metabolic and Community Synergy of Oral Bacteria in
Colorectal Cancer. mSphere 2016;1(3):e00102-16.

Howden CW, Hunt RH. Relationship between gastric secretion and infection. Gut
1987;28(1):96-107.

Ridlon JM, Kang DJ, Hylemon PB, Bajaj JS. Bile acids and the gut microbiome. Curr
Opin Gastroenterol 2014;30(3):332-8.

Imhann F, Bonder MJ, Vich Vila A, Fu ], Mujagic Z, Vork L, et al. Proton pump inhibitors
affect the gut microbiome. Gut 2016;65(5):740-8.

Berg RD. Bacterial translocation from the gastrointestinal tract. Adv Exp Med Biol
1999;473:11-30.

DeDecker L, Coppedge B, Avelar-Barragan J, Karnes W, Whiteson K. Microbiome dis-
tinctions between the CRC carcinogenic pathways. Gut Microbes 2021;13(1):1854641.

Baima G, Ribaldone DG, Romano F, Aimetti M, Romandini M. The Gum-Gut Axis:
Periodontitis and the Risk of Gastrointestinal Cancers. Cancers 2023;15(18):4594.

Louren¢o TGB, de Oliveira AM, Tsute Chen G, Colombo APV. Oral-gut bacterial
profiles discriminate between periodontal health and diseases. ] Periodontal Res
2022;57(6):1227-37.

Reitano E, deAngelis N, Gavriilidis P, Gaiani F, Memeo R, Inchingolo R, et al. Oral
Bacterial Microbiota in Digestive Cancer Patients: A Systematic Review. Microorganisms
2021;9(12):2585.

Di Stefano M, Polizzi A, Santonocito S, Romano A, Lombardi T, Isola G. Impact of Oral
Microbiome in Periodontal Health and Periodontitis: A Critical Review on Prevention
and Treatment. Int ] Mol Sci 2022;23(9):5142.



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

9. Bibliografia

Zaura E, Brandt BW, Teixeira de Mattos M], Buijs MJ, Caspers MPM, Rashid MU,
et al. Same Exposure but Two Radically Different Responses to Antibiotics: Resilience
of the Salivary Microbiome versus Long-Term Microbial Shifts in Feces. mBio
2015;6(6):e01693-01615.

Kato I, Vasquez AA, Moyerbrailean G, Land S, Sun J, Lin HS, et al. Oral microbiome and
history of smoking and colorectal cancer. ] Epidemiol Res 2016;2(2):92-101.

Uchino Y, Goto Y, Konishi Y, Tanabe K, Toda H, Wada M, et al. Colorectal Cancer
Patients Have Four Specific Bacterial Species in Oral and Gut Microbiota in Common-A
Metagenomic Comparison with Healthy Subjects. Cancers 2021;13(13):3332.

Guven DC, Dizdar O, Alp A, Akdogan Kittana FN, Karakoc D, Hamaloglu E, et al.
Analysis of Fusobacterium nucleatum and Streptococcus gallolyticus in saliva of colo-
rectal cancer patients. Biomark Med 2019;13(9):725-35.

Wang Y, Zhang Y, Qian Y, Xie YH, Jiang SS, Kang ZR, et al. Alterations in the oral and
gut microbiome of colorectal cancer patients and association with host clinical factors.
Int J Cancer 2021;149(4):925-35.

Zhang C,Hu A, Li ], Zhang F, Zhong P, Li Y, et al. Combined Non-Invasive Prediction and
New Biomarkers of Oral and Fecal Microbiota in Patients With Gastric and Colorectal
Cancer. Front Cell Infect Microbiol 2022;12:830684.

Han S, Yang X, Qi Q, Pan Y, Chen Y, Shen J, et al. Potential screening and early diagnosis
method for cancer: Tongue diagnosis. Int ] Oncol 2016;48(6):2257-64.

Zhang S, Kong C, Yang Y, Cai S, Li X, Cai G, et al. Human oral microbiome dysbio-
sis as a novel non-invasive biomarker in detection of colorectal cancer. Theranostics
2020;10(25):11595-606.

Kageyama S, Takeshita T, Takeuchi K, Asakawa M, Matsumi R, Furuta M, et al
Characteristics of the Salivary Microbiota in Patients With Various Digestive Tract
Cancers. Front Microbiol 2019;10:1780.

Cardoso EM, Reis C, Manzanares-Céspedes MC. Chronic periodontitis, inflam-
matory cytokines, and interrelationship with other chronic diseases. Postgrad Med
2018;130(1):98-104.

Moritani K, Takeshita T, Shibata Y, Ninomiya T, Kiyohara Y, Yamashita Y. Acetaldehyde
production by major oral microbes. Oral Dis 2015;21(6):748-54.

Rezasoltani S, Aghdaei HA, Jasemi S, Gazouli M, Dovrolis N, Sadeghi A, et al. Oral
Microbiotaas Novel Biomarkers for Colorectal Cancer Screening. Cancers2022;15(1):192.

Idrissi Janati A, Karp I, Von Renteln D, Bouin M, Liu Y, Tran SD, et al. Investigation
of Fusobacterium Nucleatum in saliva and colorectal mucosa: a pilot study. Sci Rep
2022;12(1):5622.

Komiya Y, Shimomura Y, Higurashi T, Sugi Y, Arimoto ], Umezawa S, et al. Patients with
colorectal cancer have identical strains of Fusobacterium nucleatum in their colorectal
cancer and oral cavity. Gut 2019;68(7):1335-7.

Khan ST, Ahamed M, Musarrat J, Al-Khedhairy AA. Anti-biofilm and antibacterial
activities of zinc oxide nanoparticles against the oral opportunistic pathogens Rothia
dentocariosa and Rothia mucilaginosa. Eur J Oral Sci 2014;122(6):397-403.

149



150

9. Bibliografia

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

Zhang F, He S, Jin ], Dong G, Wu H. Exploring salivary microbiota in AIDS patients with
different periodontal statuses using 454 GS-FLX Titanium pyrosequencing. Front Cell
Infect Microbiol 2015;5:55.

Frank SA. Genetic predisposition to cancer - insights from population genetics. Nat Rev
Genet 2004;5(10):764-72.

Gupta VK, Paul S, Dutta C. Geography, Ethnicity or Subsistence-Specific Variations in
Human Microbiome Composition and Diversity. Front Microbiol 2017;8:1162.

Wang Y, Wan X, Wu X, Zhang C, Liu ], Hou S. Eubacterium rectale contributes to colo-
rectal cancer initiation via promoting colitis. Gut Pathog 2021;13(1):2.

Chen Q, Huang X, Zhang H, Jiang X, Zeng X, Li W, et al. Characterization of tongue coating
microbiome from patients with colorectal cancer. ] Oral Microbiol 2024;16(1):2344278.

ZhangL,Feng Z,LiY,Lv C, Li C, Hu Y, et al. Salivary and fecal microbiota: potential new
biomarkers for early screening of colorectal polyps. Front Microbiol 2023;14:1182346.

Russo E, Gloria LD, Nannini G, Meoni G, Niccolai E, Ringressi MN, et al. From adeno-
ma to CRC stages: the oral-gut microbiome axis as a source of potential microbial and
metabolic biomarkers of malignancy. Neoplasia N Y N 2023;40:100901.

Baxter NT, Ruffin MT, Rogers MAM, Schloss PD. Microbiota-based model improves
the sensitivity of fecal immunochemical test for detecting colonic lesions. Genome Med
2016;8(1):37.

Zeller G, Tap ], Voigt AY, Sunagawa S, Kultima JR, Costea PI, et al. Potential of fecal
microbiota for early-stage detection of colorectal cancer. Mol Syst Biol 2014;10(11):766.

Liang Q, Chiu ], Chen Y, Huang Y, Higashimori A, Fang J, et al. Fecal Bacteria Act as
Novel Biomarkers for Noninvasive Diagnosis of Colorectal Cancer. Clin Cancer Res Off
] Am Assoc Cancer Res 2017;23(8):2061-70.

Shah MS, DeSantis TZ, Weinmaier T, McMurdie P], Cope JL, Altrichter A, et al.
Leveraging sequence-based faecal microbial community survey data to identify a com-
posite biomarker for colorectal cancer. Gut 2018;67(5):882-91.

Etienne-Mesmin L, Meslier V, Uriot O, Fournier E, Deschamps C, Denis S, et al. In
Vitro Modelling of Oral Microbial Invasion in the Human Colon. Microbiol Spectr
11(2):e04344-22.

Rothschild D, Weissbrod O, Barkan E, Kurilshikov A, Korem T, Zeevi D, et al.
Environment dominates over host genetics in shaping human gut microbiota. Nature
2018;555(7695):210-5.

Costello EK, Lauber CL, Hamady M, Fierer N, Gordon JI, Knight R. Bacterial community
variation in human body habitats across space and time. Science 2009;326(5960):1694-7.

Falony G, Joossens M, Vieira-Silva S, Wang ], Darzi Y, Faust K, et al. Population-level
analysis of gut microbiome variation. Science 2016;352(6285):560-4.

van de Pol JAA, van Best N, Mbakwa CA, Thijs C, Savelkoul PH, Arts ICW, et al. Gut
Colonization by Methanogenic Archaea Is Associated with Organic Dairy Consumption
in Children. Front Microbiol 2017;8:355.

QinJ,LiR,Raes], Arumugam M, BurgdorfKS, Manichanh C, etal. A human gut microbial
gene catalogue established by metagenomic sequencing. Nature 2010;464(7285):59-65.



194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.
210.

211.

9. Bibliografia

Mukherjee PK, Sendid B, Hoarau G, Colombel JE, Poulain D, Ghannoum MA. Mycobiota
in gastrointestinal diseases. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2015;12(2):77-87.

Carding SR, Davis N, Hoyles L. Review article: the human intestinal virome in health
and disease. Aliment Pharmacol Ther 2017;46(9):800-15.

Turnbaugh PJ, Ley RE, Hamady M, Fraser-Liggett CM, Knight R, Gordon JI. The human
microbiome project. Nature 2007;449(7164):804-10.

Claesson M], Cusack S, O’Sullivan O, Greene-Diniz R, de Weerd H, Flannery E, et al.
Composition, variability, and temporal stability of the intestinal microbiota of the elder-
ly. Proc Natl Acad Sci U S A 2011;108 Suppl 1(Suppl 1):4586-91.

Jalanka ], Salonen A, Salojarvi J, Ritari J, Inmonen O, Marciani L, et al. Effects of bowel
cleansing on the intestinal microbiota. Gut 2015;64(10):1562-8.

Palleja A, Mikkelsen KH, Forslund SK, Kashani A, Allin KH, Nielsen T, et al. Recovery
of gut microbiota of healthy adults following antibiotic exposure. Nat Microbiol
2018;3(11):1255-65.

Fan Y, Pedersen O. Gut microbiota in human metabolic health and disease. Nat Rev
Microbiol 2021;19(1):55-71.

Lynch SV, Pedersen O. The Human Intestinal Microbiome in Health and Disease. N Engl
J Med 2016;375(24):2369-79.

Paone P, Cani PD. Mucus barrier, mucins and gut microbiota: the expected slimy part-
ners? Gut 2020;69(12):2232-43.

Macia L, Tan ], Vieira AT, Leach K, Stanley D, Luong S, et al. Metabolite-sensing re-
ceptors GPR43 and GPR109A facilitate dietary fibre-induced gut homeostasis through
regulation of the inflammasome. Nat Commun 2015;6:6734.

Bishai JD, Palm N'W. Small Molecule Metabolites at the Host-Microbiota Interface. J
Immunol Baltim Md 1950 2021;207(7):1725-33.

Shi N, Li N, Duan X, Niu H. Interaction between the gut microbiome and mucosal
immune system. Mil Med Res 2017;4:14.

Johnson KVA, Foster KR. Why does the microbiome affect behaviour? Nat Rev Microbiol
2018;16(10):647-55.

Ahern PP, Maloy KJ. Understanding immune-microbiota interactions in the intestine.
Immunology 2020;159(1):4-14.

Ivanov II, Frutos R de L, Manel N, Yoshinaga K, Rifkin DB, Sartor RB, et al. Specific
microbiota direct the differentiation of IL-17-producing T-helper cells in the mucosa of
the small intestine. Cell Host Microbe 2008;4(4):337-49.

Marchesi JR. Human distal gut microbiome. Environ Microbiol 2011;13(12):3088-102.

Zoetendal EG, von Wright A, Vilpponen-Salmela T, Ben-Amor K, Akkermans ADL, de
Vos WM. Mucosa-associated bacteria in the human gastrointestinal tract are uniformly
distributed along the colon and differ from the community recovered from feces. Appl
Environ Microbiol 2002;68(7):3401-7.

Eklof V, Lofgren-Burstrom A, Zingmark C, Edin S, Larsson P, Karling P, et al.
Cancer-associated fecal microbial markers in colorectal cancer detection. Int J Cancer
2017;141(12):2528-36.

151



152

9. Bibliografia

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

Mira-Pascual L, Cabrera-Rubio R, Ocon S, Costales P, Parra A, Suarez A, et al. Microbial
mucosal colonic shifts associated with the development of colorectal cancer reveal the pre-
sence of different bacterial and archaeal biomarkers. ] Gastroenterol 2015;50(2):167-79.

Flemer B, Lynch DB, Brown JMR, JefferyIB, Ryan FJ, Claesson MJ, etal. Tumour-associated
and non-tumour-associated microbiota in colorectal cancer. Gut 2017;66(4):633-43.

Yu YN, Yu TC, Zhao HJ, Sun TT, Chen HM, Chen HY, et al. Berberine may rescue
Fusobacterium nucleatum-induced colorectal tumorigenesis by modulating the tumor
microenvironment. Oncotarget 2015;6(31):32013-26.

ShenX, LiJ,Li],ZhangY, LiX, CuiY, et al. Fecal Enterotoxigenic Bacteroides fragilis-Pep-
tostreptococcus stomatis-Parvimonas micra Biomarker for Noninvasive Diagnosis and
Prognosis of Colorectal Laterally Spreading Tumor. Front Oncol 2021;11:661048.

Valciukiene J, Strupas K, Poskus T. Tissue vs. Fecal-Derived Bacterial Dysbiosis in
Precancerous Colorectal Lesions: A Systematic Review. Cancers 2023;15(5):1602.

Hopkins M]J, Sharp R, Macfarlane GT. Age and disease related changes in intestinal
bacterial populations assessed by cell culture, 16S rRNA abundance, and community
cellular fatty acid profiles. Gut 2001;48(2):198-205.

Collins SM, Bercik P. The relationship between intestinal microbiota and the central
nervous system in normal gastrointestinal function and disease. Gastroenterology
2009;136(6):2003-14.

Bai X, Wei H, Liu W, Coker OO, Gou H, Liu C, et al. Cigarette smoke promotes co-
lorectal cancer through modulation of gut microbiota and related metabolites. Gut
2022;71(12):2439-50.

Carding S, Verbeke K, Vipond DT, Corfe BM, Owen L]J. Dysbiosis of the gut microbiota
in disease. Microb Ecol Health Dis 2015;26:26191.

Wong SH, Zhao L, Zhang X, Nakatsu G, Han J, Xu W, et al. Gavage of Fecal Samples
From Patients With Colorectal Cancer Promotes Intestinal Carcinogenesis in Germ-
Free and Conventional Mice. Gastroenterology 2017;153(6):1621-1633.e6.

Cuevas-Ramos G, Petit CR, Marcq I, Boury M, Oswald E, Nougayréde JP. Escherichia
coli induces DNA damage in vivo and triggers genomic instability in mammalian cells.
Proc Natl Acad Sci U S A 2010;107(25):11537-42.

Toprak NU, Yagci A, Gulluoglu BM, Akin ML, Demirkalem P, Celenk T, et al. A pos-
sible role of Bacteroides fragilis enterotoxin in the aetiology of colorectal cancer. Clin
Microbiol Infect Off Publ Eur Soc Clin Microbiol Infect Dis 2006;12(8):782-6.

Wang X, Allen TD, May R], Lightfoot S, Houchen CW, Huycke MM. Enterococcus fae-
calis induces aneuploidy and tetraploidy in colonic epithelial cells through a bystander
effect. Cancer Res 2008;68(23):9909-17.

Lee SH, Hu LL, Gonzalez-Navajas ], Seo GS, Shen C, Brick ], et al. ERK activation drives
intestinal tumorigenesis in Apc(min/+) mice. Nat Med 2010;16(6):665-70.

Feng Q, Liang S, Jia H, Stadlmayr A, Tang L, Lan Z, et al. Gut microbiome development
along the colorectal adenoma-carcinoma sequence. Nat Commun 2015;6:6528.

Yu J, Feng Q, Wong SH, Zhang D, Liang QY, Qin Y, et al. Metagenomic analysis of faecal
microbiome as a tool towards targeted non-invasive biomarkers for colorectal cancer.
Gut 2017;66(1):70-8.



228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

9. Bibliografia

Sobhani I, Tap J, Roudot-Thoraval F, Roperch JP, Letulle S, Langella P, et al. Microbial
dysbiosis in colorectal cancer (CRC) patients. PloS One 2011;6(1):e16393.

Arthur JC, Perez-Chanona E, Mithlbauer M, Tomkovich S, Uronis JM, Fan TJ, et al.
Intestinal inflammation targets cancer-inducing activity of the microbiota. Science
2012;338(6103):120-3.

Viljoen KS, Dakshinamurthy A, Goldberg P, Blackburn JM. Quantitative profiling of
colorectal cancer-associated bacteria reveals associations between fusobacterium spp.,
enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF) and clinicopathological features of colorec-
tal cancer. PloS One 2015;10(3):e0119462.

Boleij A, van Gelder MMH], Swinkels DW, Tjalsma H. Clinical Importance of
Streptococcus gallolyticus infection among colorectal cancer patients: systematic review
and meta-analysis. Clin Infect Dis Off Publ Infect Dis Soc Am 2011;53(9):870-8.

Tsai CE, Chiu CT, Rayner CK, Wu KL, Chiu YC, Hu ML, et al. Associated factors
in Streptococcus bovis bacteremia and colorectal cancer. Kaohsiung ] Med Sci
2016;32(4):196-200.

Krishnan S, Eslick GD. Streptococcus bovis infection and colorectal neoplasia: a me-
ta-analysis. Colorectal Dis Off ] Assoc Coloproctology G B Irel 2014;16(9):672-80.

Fukugaiti MH, Ignacio A, Fernandes MR, Ribeiro Junior U, Nakano V, Avila-Campos
MJ. High occurrence of Fusobacterium nucleatum and Clostridium difficile in the
intestinal microbiota of colorectal carcinoma patients. Braz ] Microbiol Publ Braz Soc
Microbiol 2015;46(4):1135-40.

Warren RL, Freeman D], Pleasance S, Watson P, Moore RA, Cochrane K, et al. Co-
occurrence of anaerobic bacteria in colorectal carcinomas. Microbiome 2013;1(1):16.

Tjalsma H, Boleij A, Marchesi JR, Dutilh BE. A bacterial driver-passenger model for
colorectal cancer: beyond the usual suspects. Nat Rev Microbiol 2012;10(8):575-82.

Geng J, Song Q, Tang X, Liang X, Fan H, Peng H, et al. Co-occurrence of driver and
passenger bacteria in human colorectal cancer. Gut Pathog 2014;6:26.

Huycke MM, Abrams V, Moore DR. Enterococcus faecalis produces extracellular supe-
roxide and hydrogen peroxide that damages colonic epithelial cell DNA. Carcinogenesis
2002;23(3):529-36.

Wu §, Rhee KJ, Zhang M, Franco A, Sears CL. Bacteroides fragilis toxin stimulates in-
testinal epithelial cell shedding and gamma-secretase-dependent E-cadherin cleavage. |
Cell Sci 2007;120(Pt 11):1944-52.

Abdulamir AS, Hafidh RR, Bakar FA. Molecular detection, quantification, and isolation
of Streptococcus gallolyticus bacteria colonizing colorectal tumors: inflammation-dri-
ven potential of carcinogenesis via IL-1, COX-2, and IL-8. Mol Cancer 2010;9:249.

Sears CL, Garrett WS. Microbes, microbiota, and colon cancer. Cell Host Microbe
2014;15(3):317-28.

Tsoi H, Chu ESH, Zhang X, Sheng J, Nakatsu G, Ng SC, et al. Peptostreptococcus anaero-
bius Induces Intracellular Cholesterol Biosynthesis in Colon Cells to Induce Proliferation
and Causes Dysplasia in Mice. Gastroenterology 2017;152(6):1419-1433.¢5.

153



154

9. Bibliografia

243.

244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254,

255.

256.

257.

Long X, Wong CC, Tong L, Chu ESH, Ho Szeto C, Go MYY, et al. Peptostreptococcus
anaerobius promotes colorectal carcinogenesis and modulates tumour immunity. Nat
Microbiol 2019;4(12):2319-30.

Zhao L, Zhang X, Zhou Y, Fu K, Lau HCH, Chun TWY, et al. Parvimonas micra promotes
colorectal tumorigenesis and is associated with prognosis of colorectal cancer patients.
Oncogene 2022;41(36):4200-10.

Burns MB, Montassier E, Abrahante J, Priya S, Niccum DE, Khoruts A, et al. Colorectal
cancer mutational profiles correlate with defined microbial communities in the tumor
microenvironment. PLoS Genet 2018;14(6):e1007376.

Purcell RV, Visnovska M, Biggs PJ, Schmeier S, Frizelle FA. Distinct gut microbiome
patterns associate with consensus molecular subtypes of colorectal cancer. Sci Rep
2017;7(1):11590.

Wei Z, Cao S, Liu S, Yao Z, Sun T, Li Y, et al. Could gut microbiota serve as prognostic
biomarker associated with colorectal cancer patients’ survival? A pilot study on relevant
mechanism. Oncotarget 2016;7(29):46158-72.

Hong BY, Ideta T, Lemos BS, Igarashi Y, Tan Y, DiSiena M, et al. Characterization of
Mucosal Dysbiosis of Early Colonic Neoplasia. NPJ Precis Oncol 2019;3:29.

Li S, Konstantinov SR, Smits R, Peppelenbosch MP. Bacterial Biofilms in Colorectal
Cancer Initiation and Progression. Trends Mol Med 2017;23(1):18-30.

Dejea CM, Wick EC, Hechenbleikner EM, White JR, Mark Welch JL, Rossetti BJ, et al.
Microbiota organization is a distinct feature of proximal colorectal cancers. Proc Natl
Acad Sci U S A 2014;111(51):18321-6.

Wong SH, Kwong TNY, Chow TC, Luk AKC, Dai RZW, Nakatsu G, et al. Quantitation
of faecal Fusobacterium improves faecal immunochemical test in detecting advanced
colorectal neoplasia. Gut 2017;66(8):1441-8.

Scott KP, Martin JC, Duncan SH, Flint HJ. Prebiotic stimulation of human colonic
butyrate-producing bacteria and bifidobacteria, in vitro. FEMS Microbiol Ecol
2014;87(1):30-40.

Baxter N'T, Schmidt AW, Venkataraman A, Kim KS, Waldron C, Schmidt TM. Dynamics
of Human Gut Microbiota and Short-Chain Fatty Acids in Response to Dietary
Interventions with Three Fermentable Fibers. mBio 2019;10(1):e02566-18.

Hague A, Elder DJ, Hicks DJ, Paraskeva C. Apoptosis in colorectal tumour cells: induc-
tion by the short chain fatty acids butyrate, propionate and acetate and by the bile salt
deoxycholate. Int ] Cancer 1995;60(3):400-6.

Lindzon GM, Medline A, Sohn K]J, Depeint F, Croxford R, Kim YI. Effect of folic acid
supplementation on the progression of colorectal aberrant crypt foci. Carcinogenesis
2009;30(9):1536-43.

Cherbonnel-Lasserre CL, Linares-Cruz G, Rigaut JP, Sabatier L, Dutrillaux B. Strong
decrease in biotin content may correlate with metabolic alterations in colorectal adeno-
carcinoma. Int J Cancer 1997;72(5):768-75.

Said HM. Cellular uptake of biotin: mechanisms and regulation. ] Nutr 1999;129(2S
Suppl):4908-493S.



258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

9. Bibliografia

Ou J, DeLany JP, Zhang M, Sharma S, O’Keefe SJD. Association between low colonic
short-chain fatty acids and high bile acids in high colon cancer risk populations. Nutr
Cancer 2012;64(1):34-40.

Bernstein H, Bernstein C, Payne CM, Dvorak K. Bile acids as endogenous etiologic
agents in gastrointestinal cancer. World ] Gastroenterol 2009;15(27):3329-40.

da Silva Lima F, Rogero MM, Ramos MC, Borelli P, Fock RA. Modulation of the nuclear
factor-kappa B (NF-xB) signalling pathway by glutamine in peritoneal macrophages of a
murine model of protein malnutrition. Eur ] Nutr 2013;52(4):1343-51.

Utzschneider KM, Kratz M, Damman CJ, Hullar M. Mechanisms Linking the Gut
Microbiome and Glucose Metabolism. ] Clin Endocrinol Metab 2016;101(4):1445-54.

Koeth RA, Wang Z, Levison BS, Buffa JA, Org E, Sheehy BT, et al. Intestinal microbiota
metabolism of L-carnitine, a nutrient in red meat, promotes atherosclerosis. Nat Med
2013;19(5):576-85.

Bae S, Ulrich CM, Neuhouser ML, Malysheva O, Bailey LB, Xiao L, et al. Plasma choline
metabolites and colorectal cancer risk in the Women’s Health Initiative Observational
Study. Cancer Res 2014;74(24):7442-52.

Jalandra R, Dalal N, Yadav AK, Verma D, Sharma M, Singh R, et al. Emerging role of
trimethylamine-N-oxide (TMAO) in colorectal cancer. Appl Microbiol Biotechnol
2021;105(20):7651-60.

Rezasoltani S, Asadzadeh Aghdaei H, Dabiri H, Akhavan Sepahi A, Modarressi MH,
Nazemalhosseini Mojarad E. The association between fecal microbiota and different types
of colorectal polyp as precursors of colorectal cancer. Microb Pathog 2018;124:244-9.

Dulal S, Keku TO. Gut microbiome and colorectal adenomas. Cancer ] Sudbury Mass
2014;20(3):225-31.

Chen HM, Yu YN, Wang JL, Lin YW, Kong X, Yang CQ, et al. Decreased dietary fiber
intake and structural alteration of gut microbiota in patients with advanced colorectal
adenoma. Am J Clin Nutr 2013;97(5):1044-52.

Clos-Garcia M, Garcia K, Alonso C, Iruarrizaga-Lejarreta M, D’Amato M, Crespo
A, et al. Integrative Analysis of Fecal Metagenomics and Metabolomics in Colorectal
Cancer. Cancers 2020;12(5):1142.

Hale VL, Chen J, Johnson S, Harrington SC, Yab TC, Smyrk TC, et al. Shifts in the Fecal
Microbiota Associated with Adenomatous Polyps. Cancer Epidemiol Biomark Prev Publ
Am Assoc Cancer Res Cosponsored Am Soc Prev Oncol 2017;26(1):85-94.

Wang WJ, Zhou YL, He J, Feng ZQ, Zhang L, Lai XB, et al. Characterizing the com-
position of intestinal microflora by 16S rRNA gene sequencing. World ] Gastroenterol
2020;26(6):614-26.

Wong SH, Yu J. Gut microbiota in colorectal cancer: mechanisms of action and clinical
applications. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2019;16(11):690-704.

Peters BA, Dominianni C, Shapiro JA, Church TR, Wu ], Miller G, et al. The gut mi-
crobiota in conventional and serrated precursors of colorectal cancer. Microbiome
2016;4(1):69.

155



156

9. Bibliografia

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.
281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

Jakobsson HE, Rodriguez-Pifieiro AM, Schiitte A, Ermund A, Boysen P, Bemark M,
et al. The composition of the gut microbiota shapes the colon mucus barrier. EMBO Rep
2015;16(2):164-77.

Fujiwara-Tani R, Fujii K, Mori S, Kishi S, Sasaki T, Ohmori H, et al. Role of Clostridium
perfringens Enterotoxin on YAP Activation in Colonic Sessile Serrated Adenoma/
Polyps with Dysplasia. Int ] Mol Sci 2020;21(11):3840.

Lee JWJ, Plichta DR, Asher S, Delsignore M, Jeong T, McGoldrick J, et al. Association of
distinct microbial signatures with premalignant colorectal adenomas. Cell Host Microbe
2023;31(5):827-838.€3.

Wirbel J, Pyl PT, Kartal E, Zych K, Kashani A, Milanese A, et al. Meta-analysis of fecal
metagenomes reveals global microbial signatures that are specific for colorectal cancer.
Nat Med 2019;25(4):679-89.

Avelar-Barragan ], DeDecker L, Lu ZN, Coppedge B, Karnes WE, Whiteson KL. Distinct
colon mucosa microbiomes associated with tubular adenomas and serrated polyps. NPJ
Biofilms Microbiomes 2022;8(1):69.

Bess EN, Bisanz JE, Yarza E, Bustion A, Rich BE, Li X, et al. Genetic basis for the coope-
rative bioactivation of plant lignans by Eggerthella lenta and other human gut bacteria.
Nat Microbiol 2020;5(1):56-66.

Webb AL, McCullough ML. Dietary lignans: potential role in cancer prevention. Nutr
Cancer 2005;51(2):117-31.

Adlercreutz H. Lignans and human health. Crit Rev Clin Lab Sci 2007;44(5-6):483-525.

Yoon H, Kim N, Park JH, Kim YS, Lee J, Kim HW, et al. Comparisons of Gut Microbiota
Among Healthy Control, Patients With Conventional Adenoma, Sessile Serrated
Adenoma, and Colorectal Cancer. ] Cancer Prev 2017;22(2):108-14.

Omori S, Mabe K, Hatanaka K, Ono M, Matsumoto M, Takahashi M, et al. Human
intestinal spirochetosis is significantly associated with sessile serrated adenomas/polyps.
Pathol Res Pract 2014;210(7):440-3.

Bongers G, Muniz LR, Pacer ME, Tuga AC, Thirunarayanan N, Slinger E, et al. A role
for the epidermal growth factor receptor signaling in development of intestinal serrated
polyps in mice and humans. Gastroenterology 2012;143(3):730-40.

Bongers G, Pacer ME, Geraldino TH, Chen L, He Z, Hashimoto D, et al. Interplay of
host microbiota, genetic perturbations, and inflammation promotes local development
of intestinal neoplasms in mice. ] Exp Med 2014;211(3):457-72.

He Z, Chen L, Chen G, Smaldini P, Bongers G, Catalan-Dibene J, et al. Interleukin 1
beta and Matrix Metallopeptidase 3 Contribute to Development of Epidermal Growth
Factor Receptor-Dependent Serrated Polyps in Mouse Cecum. Gastroenterology
2019;157(6):1572-1583.€8.

Ou S, Wang H, Tao Y, Luo K, Ye ], Ran §, et al. Fusobacterium nucleatum and colorectal
cancer: From phenomenon to mechanism. Front Cell Infect Microbiol 2022;12:1020583.

Hussan H, Clinton SK, Roberts K, Bailey MT. Fusobacterium’s link to colorectal
neoplasia sequenced: A systematic review and future insights. World J Gastroenterol
2017;23(48):8626-50.



288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

9. Bibliografia

Kostic AD, Gevers D, Pedamallu CS, Michaud M, Duke E Earl AM, et al. Genomic
analysis identifies association of Fusobacterium with colorectal carcinoma. Genome Res
2012;22(2):292-8.

Castellarin M, Warren RL, Freeman JD, Dreolini L, Krzywinski M, Strauss ], et al.
Fusobacterium nucleatum infection is prevalent in human colorectal carcinoma.
Genome Res 2012;22(2):299-306.

Ito M, Kanno S, Nosho K, Sukawa Y, Mitsuhashi K, Kurihara H, et al. Association of
Fusobacterium nucleatum with clinical and molecular features in colorectal serrated
pathway. Int ] Cancer 2015;137(6):1258-68.

Nosho K, Sukawa Y, Adachi Y, Ito M, Mitsuhashi K, Kurihara H, et al. Association of
Fusobacterium nucleatum with immunity and molecular alterations in colorectal can-
cer. World ] Gastroenterol 2016;22(2):557-66.

Mima K, Nishihara R, Qian ZR, Cao Y, Sukawa Y, Nowak JA, et al. Fusobacterium nu-
cleatum in colorectal carcinoma tissue and patient prognosis. Gut 2016;65(12):1973-80.

Park CH, Han DS, Oh YH, Lee A reum, Lee Y ra, Eun CS. Role of Fusobacteria in the
serrated pathway of colorectal carcinogenesis. Sci Rep 2016;6:25271.

YuJ, Chen Y, Fu X, Zhou X, Peng Y, Shi L, et al. Invasive Fusobacterium nucleatum may
play a role in the carcinogenesis of proximal colon cancer through the serrated neoplasia
pathway. Int ] Cancer 2016;139(6):1318-26.

Kostic AD, Chun E, Robertson L, Glickman JN, Gallini CA, Michaud M, et al.
Fusobacterium nucleatum potentiates intestinal tumorigenesis and modulates the tu-
mor-immune microenvironment. Cell Host Microbe 2013;14(2):207-15.

Zackular JP, Rogers MAM, Ruffin MT, Schloss PD. The human gut microbiome as a
screening tool for colorectal cancer. Cancer Prev Res Phila Pa 2014;7(11):1112-21.

Amitay EL, Werner S, Vital M, Pieper DH, Hofler D, Gierse IJ, et al. Fusobacterium
and colorectal cancer: causal factor or passenger? Results from a large colorectal cancer
screening study. Carcinogenesis 2017;38(8):781-8.

Rodriguez IT, Ballart JE Pastor GC, Jorda EB, Val VA. [Validation of a short ques-
tionnaire on frequency of dietary intake: reproducibility and validity]. Nutr Hosp
2008;23(3):242-52.

Hercberg S, Deheeger M, Preziosi P. Portions alimentaires: Manuel photos pour lestima-
tion des quantités. Economica; 2002.

Harris PA, Taylor R, Thielke R, Payne ], Gonzalez N, Conde JG. Research electronic data
capture (REDCap)--a metadata-driven methodology and workflow process for provi-
ding translational research informatics support. ] Biomed Inform 2009;42(2):377-81.

Harris PA, Taylor R, Minor BL, Elliott V, Fernandez M, O'Neal L, et al. The REDCap
consortium: Building an international community of software platform partners. ]
Biomed Inform 2019;95:103208.

Song §J, Amir A, Metcalf JL, Amato KR, Xu ZZ, Humphrey G, et al. Preservation
Methods Differ in Fecal Microbiome Stability, Affecting Suitability for Field Studies.
mSystems 2016;1(3):e00021-16.

157



158

9. Bibliografia

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

Godon JJ, Zumstein E, Dabert P, Habouzit F, Moletta R. Molecular microbial diversity
of an anaerobic digestor as determined by small-subunit rDNA sequence analysis. Appl
Environ Microbiol 1997;63(7):2802-13.

Santiago A, Panda S, Mengels G, Martinez X, Azpiroz F, Dore J, et al. Processing faecal
samples: a step forward for standards in microbial community analysis. BMC Microbiol
2014;14:112.

Costea PI, Zeller G, Sunagawa S, Pelletier E, Alberti A, Levenez E et al. Towards
standards for human fecal sample processing in metagenomic studies. Nat Biotechnol
2017;35(11):1069-76.

Mago¢ T, Salzberg SL. FLASH: fast length adjustment of short reads to improve genome
assemblies. Bioinforma Oxf Engl 2011;27(21):2957-63.

Bokulich NA, Subramanian S, Faith JJ, Gevers D, Gordon JI, Knight R, et al. Quality-
filtering vastly improves diversity estimates from Illumina amplicon sequencing. Nat
Methods 2013;10(1):57-9.

Edgar RC, Haas B]J, Clemente JC, Quince C, Knight R. UCHIME improves sensitivity
and speed of chimera detection. Bioinforma Oxf Engl 2011;27(16):2194-200.

Shenhav L, Thompson M, Joseph TA, Briscoe L, Furman O, Bogumil D, et al
FEAST: fast expectation-maximization for microbial source tracking. Nat Methods
2019;16(7):627-32.

Tettamanti Boshier FA, Srinivasan S, Lopez A, Hoffman NG, Proll S, Fredricks DN,
et al. Complementing 16S rRNA Gene Amplicon Sequencing with Total Bacterial
Load To Infer Absolute Species Concentrations in the Vaginal Microbiome. mSystems
2020;5(2):e00777-19.

Walker RG, Landmann JK, Hewett DG, Worthley DL, Buttenshaw RL, Knight N, et al.
Hyperplastic polyposis syndrome is associated with cigarette smoking, which may be a
modifiable risk factor. Am J Gastroenterol 2010;105(7):1642-7.

Chudy-Onwugaje K, Huang WY, Su LJ, Purdue MP, Johnson CC, Wang L, et al
Aspirin, Ibuprofen and Reduced Risk of Advanced Colorectal Adenoma Incidence
and Recurrence and Colorectal Cancer in the PLCO Cancer Screening Trial. Cancer
2021;127(17):3145-55.

AoY, Yan X, Li Y, Wu E, Liu X, Zhuang P, et al. Association Between the Consumption
of Meat Subtypes and Precancerous Lesions of Colorectal Cancer: A Meta-analysis. Nutr
Rev 2025;nuaf093.

Mosley D, Su T, Murft HJ, Smalley WE, Ness RM, Zheng W, et al. Meat intake, meat coo-
king methods, and meat-derived mutagen exposure and risk of sessile serrated lesions.
Am J Clin Nutr 2020;111(6):1244-51.

Narita Y, Kodama H. Identification of the specific microbial community composi-
tions in saliva associated with periodontitis during pregnancy. Clin Oral Investig
2022;26(7):4995-5005.

KoY, Lee EM, Park JC, Gu MB, Bak §, Ji S. Salivary microbiota in periodontal health and
disease and their changes following nonsurgical periodontal treatment. ] Periodontal
Implant Sci 2020;50(3):171-82.



317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

9. Bibliografia

Camelo-Castillo AJ, Mira A, Pico A, Nibali L, Henderson B, Donos N, et al. Subgingival
microbiota in health compared to periodontitis and the influence of smoking. Front
Microbiol 2015;6:119.

Kuramitsu HK, Chen W, Ikegami A. Biofilm formation by the periodontopathic bac-
teria Treponema denticola and Porphyromonas gingivalis. ] Periodontol 2005;76(11
Suppl):2047-51.

Grenier D. Nutritional interactions between two suspected periodontopathogens,
Treponemadenticolaand Porphyromonasgingivalis. InfectImmun 1992;60(12):5298-301.

Lamont RJ, Jenkinson HF. Life below the gum line: pathogenic mechanisms of
Porphyromonas gingivalis. Microbiol Mol Biol Rev MMBR 1998;62(4):1244-63.

Fan X, Alekseyenko AV, Wu ], Peters BA, Jacobs EJ, Gapstur SM, et al. Human oral
microbiome and prospective risk for pancreatic cancer: a population-based nested
case-control study. Gut 2018;67(1):120-7.

Chen X, Winckler B, Lu M, Cheng H, Yuan Z, Yang Y, et al. Oral Microbiota and Risk
for Esophageal Squamous Cell Carcinoma in a High-Risk Area of China. PloS One
2015;10(12):e0143603.

Mu W, Jia Y, Chen X, Li H, Wang Z, Cheng B. Intracellular Porphyromonas gingivalis
Promotes the Proliferation of Colorectal Cancer Cells via the MAPK/ERK Signaling
Pathway. Front Cell Infect Microbiol 2020;10:584798.

Kumagai K, Sugano N, Takane M, Iwasaki H, Tanaka H, Yoshinuma N, et al. Detection
of Streptococcus anginosus from saliva by real-time polymerase chain reaction. Lett
Appl Microbiol 2003;37(5):370-3.

Masood U, Sharma A, Lowe D, Khan R, Manocha D. Colorectal Cancer Associated
with Streptococcus anginosus Bacteremia and Liver Abscesses. Case Rep Gastroenterol
2016;10(3):769-74.

Hunter MC, Pozhitkov AE, Noble PA. Microbial signatures of oral dysbiosis, perio-
dontitis and edentulism revealed by Gene Meter methodology. ] Microbiol Methods
2016;131:85-101.

Kirst ME, Li EC, Alfant B, Chi YY, Walker C, Magnusson I, et al. Dysbiosis and alte-
rations in predicted functions of the subgingival microbiome in chronic periodontitis.
Appl Environ Microbiol 2015;81(2):783-93.

Pérez-Chaparro PJ, McCulloch JA, Mamizuka EM, Moraes A da CL, Faveri M, Figueiredo
LG, et al. Do different probing depths exhibit striking differences in microbial profiles? |
Clin Periodontol 2018;45(1):26-37.

Lourengo TGB, Heller D, Silva-Boghossian CM, Cotton SL, Paster BJ, Colombo APV.
Microbial signature profiles of periodontally healthy and diseased patients. J Clin
Periodontol 2014;41(11):1027-36.

Perera M, Al-Hebshi NN, Speicher DJ, Perera I, Johnson NW. Emerging role of bacteria
in oral carcinogenesis: a review with special reference to perio-pathogenic bacteria. J
Oral Microbiol 2016;8:32762.

Socransky SS, Haffajee AD, Cugini MA, Smith C, Kent RL. Microbial complexes in
subgingival plaque. ] Clin Periodontol 1998;25(2):134-44.

159



160

9. Bibliografia

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344.

345.

346.

347.

Coker OO, Wu WKK, Wong SH, Sung JJY, Yu J. Altered Gut Archaea Composition and
Interaction With Bacteria Are Associated With Colorectal Cancer. Gastroenterology
2020;159(4):1459-1470.e5.

Teigen LM, Geng Z, Sadowsky M], Vaughn BP, Hamilton MJ, Khoruts A. Dietary Factors
in Sulfur Metabolism and Pathogenesis of Ulcerative Colitis. Nutrients 2019;11(4):931.

Nie K, Ma K, Luo W, Shen Z, Yang Z, Xiao M, et al. Roseburia intestinalis: A Beneficial
Gut Organism From the Discoveries in Genus and Species. Front Cell Infect Microbiol
2021;11:757718.

Johannsen A, Susin C, Gustafsson A. Smoking and inflammation: evidence for a syner-
gistic role in chronic disease. Periodontol 2000 2014;64(1):111-26.

Siddiqui R, Badran Z, Boghossian A, Alharbi AM, Alfahemi H, Khan NA. The increa-
sing importance of the oral microbiome in periodontal health and disease. Future Sci
OA 2023;9(8):FSO856.

Momen-Heravi F, Babic A, Tworoger SS, Zhang L, Wu K, Smith-Warner SA, et al.
Periodontal disease, tooth loss and colorectal cancer risk: Results from the Nurses’
Health Study. Int ] Cancer 2017;140(3):646-52.

Hu JM, Shen CJ, Chou YC, Hung CF, Tian YE, You SL, et al. Risk of colorectal cancer in
patients with periodontal disease severity: a nationwide, population-based cohort study.
Int J Colorectal Dis 2018;33(3):349-52.

Ren HG, Luu HN, Cai H, Xiang YB, Steinwandel M, Gao YT, et al. Oral health and risk
of colorectal cancer: results from three cohort studies and a meta-analysis. Ann Oncol
Off T Eur Soc Med Oncol 2016;27(7):1329-36.

Lo CH, Nguyen LH, Wu K, Ogino S, Chan AT, Giovannucci EL, et al. Periodontal
Disease, Tooth Loss, and Risk of Serrated Polyps and Conventional Adenomas. Cancer
Prev Res Phila Pa 2020;13(8):699-706.

Pérez-Chaparro PJ, Gongalves C, Figueiredo LC, Faveri M, Lobao E, Tamashiro N, et al.
Newly identified pathogens associated with periodontitis: a systematic review. ] Dent
Res 2014;93(9):846-58.

Patini R, Staderini E, Lajolo C, Lopetuso L, Mohammed H, Rimondini L, et al.
Relationship between oral microbiota and periodontal disease: a systematic review. Eur
Rev Med Pharmacol Sci 2018;22(18):5775-88.

Chatterjee N, Walker GC. Mechanisms of DNA damage, repair, and mutagenesis.
Environ Mol Mutagen 2017;58(5):235-63.

Jiang Y, Zhou X, Cheng L, Li M. The Impact of Smoking on Subgingival Microflora:
From Periodontal Health to Disease. Front Microbiol 2020;11:66.

Senaratne NLM, Yung on C, Shetty NY, Gopinath D. Effect of different forms of tobac-
co on the oral microbiome in healthy adults: a systematic review. Front Oral Health
2024;5:1310334.

Cogo K, de Andrade A, Labate CA, Bergamaschi CC, Berto LA, Franco GCN, et al.
Proteomic analysis of Porphyromonas gingivalis exposed to nicotine and cotinine. J
Periodontal Res 2012;47(6):766-75.

HowKY, Song KP, Chan KG. Porphyromonas gingivalis: An Overview of Periodontopathic
Pathogen below the Gum Line. Front Microbiol 2016;7:53.



348.

349.

350.

351.

352.

353.

354.

355.

356.

9. Bibliografia

Hiratsuka K, Abiko Y, Hayakawa M, Ito T, Sasahara H, Takiguchi H. Role of
Porphyromonas gingivalis 40-kDa outer membrane protein in the aggregation of P.
gingivalis vesicles and Actinomyces viscosus. Arch Oral Biol 1992;37(9):717-24.

SufarulG, Martu MA, Solomon SM. Advances in Periodontal Pathogens. Microorganisms
2022;10(7):1439.

Thomas AM, Manghi P, Asnicar F, Pasolli E, Armanini F, Zolfo M, et al. Metagenomic
analysis of colorectal cancer datasets identifies cross-cohort microbial diagnostic signa-
tures and a link with choline degradation. Nat Med 2019;25(4):667-78.

Katona BW, Shukla A, Hu W, Nyul T, Dudzik C, Arvanitis A, et al. Microbiota and me-
tabolite-based prediction tool for colonic polyposis with and without a known genetic
driver. Gut Microbes 2025;17(1):2474141.

Wang T, Cai G, Qiu Y, Fei N, Zhang M, Pang X, et al. Structural segregation of gut micro-
biota between colorectal cancer patients and healthy volunteers. ISME ] 2012;6(2):320-9.

Weir TL, Manter DK, Sheflin AM, Barnett BA, Heuberger AL, Ryan EP. Stool microbio-
me and metabolome differences between colorectal cancer patients and healthy adults.
PloS One 2013;8(8):70803.

Chen W, Liu E, Ling Z, Tong X, Xiang C. Human intestinal lumen and mucosa-associated
microbiota in patients with colorectal cancer. PloS One 2012;7(6):e39743.

Shalon D, Culver RN, Grembi JA, Folz ], Treit PV, Shi H, et al. Profiling the human
intestinal environment under physiological conditions. Nature 2023;617(7961):581-91.

Wang G, Menon S, Wilsack L, Rehak R, Lou L, Turbide C, et al. Spatially and temporally
precise microbiome profiling in the small intestine using the SIMBA capsule with X-ray
tracking. Front Microbiomes 2024;3:1321624.

161






10. ANEXOS






10. Anexos

10.1. ANEXO 1. Cuestionario de frecuencia
de consumo de alimentos (CFCA)

Para cada alimento indique la frecuencia media de consumo a la semana o al mes en el ltimo afio.

sCUANTAS VECES COME?
Leche (1 vaso, 200ml)
Yogur (1 unidad)
Queso blanco o fresco (Burgos) o bajo en calorias (1 porcidn, 25 gr)
Otros quesos: curados o semicurado, cremosos (1 porcion, 25 gr)
Chocolate: tableta, bombones, “Kit Kat”, “Mars”... (4 onzas o 3 bombones)
Cereales inflados de desayuno (“Corn-Flakes”, “Kellog’s”) (35gr, medio bol)
Galletas tipo “maria” (4 unidades, 24 gr)
Galletas con chocolate, crema... (4 unidades, 50gr)
Magdalenas, bizcocho... (1 magdalena, 50gr bizcocho: foto 1)

Ensaimada, donut, croissant... (unidades)

Ensalada: lechuga, tomate, escarola... (60gr, foto 2)

Judias verdes, acelgas o espinacas (200gr, foto 3)

Verduras de guarnicion: berenjena, calabacines, champifiones (100gr foto 4)
Patatas al horno o hervidas (100gr, foto 5)

Patatas fritas (100gt, foto 6)

Legumbres: lentejas, garbanzos, judias... (100gr, foto 7)

Arroz blanco, paella (100gr, foto 8)

Pasta: fideos, macarrones, espaguetis... (100gr, foto 9)

Sopas y cremas (200gr, foto 10)

Huevos (1 unidad)
Pollo o pavo (175 gr, foto 11)
Ternera, cerdo, cordero, caballo y cabra (150 gr, foto 12)

Carne picada, albondigas o hamburguesa (100gr= 4 albéndigas o 1
hamburguesa)

Otras carnes: bacon, nuggets, salchichas, morcilla, butifarra (80gr, foto 13)
Jamén salado, dulce, embutidos (25gr, foto 14)

Pescado blanco: merluza, mero, lenguado,... (150gr, foto 15)

Pescado azul: sardinas, atun, salmoén,... (150gr, 3 latas de atun)

Marisco: mejillones, gambas, langostinos, calamares,... (50gr, foto 16)
Croquetas, empanadillas, pizza (80gr, foto 17)

Pan (en bocadillo, con las comidas,...) (50gr, foto 18)

A LA SEMANA

A LA SEMANA

A LA SEMANA

AL MES

AL MES

AL MES
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Frutas citricas: naranja, mandarina,... (1 naranja o 2 mandarinas)
Otras frutas: manzana, pera, melocoton, platano... (unidades)
Frutas en conserva (en almibar...) (100gr, foto 19)

Zumos de fruta natural (1 vaso, 200ml)

Zumos de fruta comercial (1 vaso, 200ml)

Frutos secos: cacahuetes, avellanas, almendras,... (25gr, foto 20)
Postres lacteos: natillas, flan, requeson (1 unidad)

Pasteles de crema o chocolate (100gr, foto 21)

Bolsas de aperitivos (“chips’, “chetos”, “fritos”...) (30gr, foto 22)

Helados (1 cucurucho)

Bebidas azucaradas (“coca-cola”, “Fanta”...) (250ml)
Bebidas bajas en calorias (coca-cola light...) (250ml)
Vino, sangria (1 vaso)

Cerveza con alcohol (1 tercio, mediana o lata)

Bebidas destiladas: whisky, ginebra, cofiac,... (50ml)

Aceite de oliva (1 cucharada sopera)

Otros aceites (1 cucharada sopera)

ALASEMANA AL MES

A LA SEMANA AL MES

ALA SEMANA AL MES
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10.2. ANEXO 2. Archivo fotogrdfico

4. BERENIENAS 5. PATATAS HERVIDAS 6. PATATAS FRITAS

7. LEGUMBRES B. ARROZ 9. PASTA

10. SOPAS Y CREMAS 11. POLLO 12. CERDO
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13. MORCILLA 14. JAMON 15. LENGUADOD
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16. GAMBAS 17. PIZZA 18. PAN

22. PATATAS CHIPS
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