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1. Epidemiologia

El cancer es un problema de salud publico a nivel mundial. De acuerdo con el organismo
encargado de generar recursos estadisticos sobre el cancer (GLOBOCAN), en 2018 se
registraron 18.1 millones de casos nuevos de cancer y 9.6 millones de muertes debido a

este padecimiento (ver Tabla 1) 3.



De todos los tipos de cancer, 14 sitios anatémicos engloban ~75 % de los nuevos casos
de cancer registrados (Tabla 1.). Dentro de éstos destacan: pulmén (11.6%), mama
(11.6%), prostata (7.1%), colon (6.1%), piel (5.8%), gastrico (5.7%) e higado (4.7%). Por
otro lado, cuando se considera la mortalidad (niumero de decesos), las neoplasias con
mayor numero de decesos son: pulmon (18.4%), gastrico (8.2%), higado (8.2%), mama
(6.6%), colon (5.8%) y esofago (5.3%). En México, el cancer de mama ocupa el primer
lugar en incidencia seguido por pancreas, cervicouterino, colorectal, pulmén, gastrico e

higado. Los de mayor mortalidad son: pulmén, pancreas, gastrico e higado (Tabla 2) '-3.

2. Cancer asociado a agentes infecciosos

Se estima que el cancer atribuible a agentes infecciosos corresponde a un sexto del total
de casos nuevos de cancer, y dentro de este grupo, se calcula que el 80% provienen de

paises no desarrollados 4.

Dentro de los agentes infecciosos asociados con neoplasias se encuentran los parasitos:

Schistosoma hematobium y Opisthorchis viverrini, cuya infeccidon se asocia a un riesgo



incrementado de adquirir cancer de vejiga y colangiocarcinoma, respectivamente. La
bacteria Helicobacter pylori se ha asociado con cancer gastrico (CG). El grupo mas
diverso esta conformado por los virus, donde se encuentra el virus del papiloma humano
o HPV, asociado a cancer cervicouterino; los virus de la hepatitis humana B (HBV) y C
(HCV), asociados a cancer hepatico; el virus linfotropico de células T humanas o HTLV-
1, asociado a leucemias/linfoma de células T; el poliomavirus de células de Merkel o
MCPyV, asociado a Sarcoma de células de Merkel; el herpesvirus humano 8 (HHVS),
también conocido como virus del sarcoma de Kaposi (KSV), asociado a sarcoma de
Kaposi, y el herpesvirus humano 4 (HHV4) o virus de Epstein-Barr (EBV), asociado a
Linfoma de Burkitt, Linfoma de Hodgkin, cancer nasofaringeo y CG %8. Se estima que
mas del 90% de los casos de cancer por infecciones se deben a los siguientes agentes
infecciosos: HBV, HCV, HPV y H. pylori (Tabla 3.).



Agente infeccioso

Neoplasia asociada

Helicobacter pylori

Virus del papiloma Humano (HPV)

tipo 16, 18,31, 33, 35, 39,45, 51,52, 56,58, 59
Virus de hepatitis By C (HBV y HCV)

Herpesvirus humano 4 6 virus de Epstein Barr

(HHV-4 6 EBV)

Herpesvirus humano 8 6 virus de sarcoma de Kaposi

(HHV-8 6 KSV)
Schistosoma hematobium

Virus linfotrépico de células T humano

(HTLV) tipo 1
Clonorchis sinensis y Opisthorchis viverrini

Poliomavirus de células de Merkel (MCPyV)

Virus de inmunodeficiencia humana (HIV) tipo 1

Cancer gastrico

Céncer cervicouterino orofaringeo, vaginal, vulvar,
y de pene

Cancer hepatico

Linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgking, cancer
nasofaringeo y cancer gastrico

Sarcoma de Kaposi

Cancer de vejiga

Leucemias y linfomas de células T

Colangiocarcinoma

Sarcoma de células de Merkel

Sarcoma de Kaposi, linfomas, cancer
cervicouterino, hepético, pulmonar, y anal.

Tabla 3. Resumen de agentes infecciosos asociados con cancer (ordenado por importancia). La
mayoria de estos agentes infecciosos no cuentan con una vacuna; su transmision es muy eficiente
y el 6rgano blanco es de dificil acceso. Tomada de National Institute of Cancer de Estados Unidos

de Ameérica.



3. Biologia del cancer

El cancer es un conjunto de patrones genéticos, moleculares y celulares anormales que
se manifiestan como una proliferacién celular descontrolada. De acuerdo con el Instituto
Nacional de Cancer de Estados Unidos de América (NIC) existen mas de 100 tipos de

cancer ’.

Desde el punto de vista fisiolégico, todas las células cumplen con el ciclo celular
manteniendo un equilibrio entre el numero de células vivas y muertas. En organismos
eucariotas pluricelulares, como los seres humanos, este proceso se encuentra
estrictamente regulado por mecanismos intra- y extra- celulares, que se ven

desregulados en el cancer (Figura 1.).

Existen genes que codifican para proteinas que controlan el ciclo celular; dependiendo
de su funcién se les denomina genes supresores de tumores u oncogenes. Los primeros
codifican para proteinas que, cuando son traducidas, inhiben el ciclo celular; por el
contrario, los oncogenes codifican para proteinas que activan el ciclo celular. De manera
importante, para inactivar a genes supresores de tumores se requieren mutar, silenciar
o eliminar ambos alelos del gen, mientras que, los oncogenes requieren solamente la
mutacién de uno de sus alelos. Algunos ejemplos clasicos de genes supresores de
tumores son TP53 y RB. Y, algunos ejemplos de oncogenes son HRAS y KRAS que
codifican para GTPasa c-Ras, c-MYC que codifica para el factor de transcripcién c-Myc,
y ErbB que codifica para el receptor de tirosina cinasa ErbB. Mutaciones en estos genes
han sido asociadas con diversos tipos de cancer, por ejemplo, retinoblastoma la
inactivacion de los alelos de RB con retinoblastoma o mutaciones en KRAS con cancer

de pulmon 89,

Cuando hay dafio en el ADN, éste es reconocido por diversos mecanismos que detienen
el ciclo celular activando mecanismos de reparacion. Las mas conocidas son: reversion
(mediada por la O°f-metilguaninli-ADN metiltransferasa — MGMT — que revierte la
alquilacion del ADN), la escisién de bases (por lo general repara bases oxidadas),
reparacion por mismatch (remueve bases oxidadas, metiladas, deaminadas o

introducidas por error durante la replicacion), reparacién del rompimiento de las dos
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cadenas de ADN (recombinacién homologa o recombinacién por uniéon de extremos no

homalogos 111,

El sistema inmunoldgico tiene un papel preponderante en la identificacién y destruccion
pde las células tumorales. Una de sus funciones es destruir células que hayan sufrido
algun daino a través de la induccidén de apoptosis. La apoptosis puede ser inducida por
la misma célula cuando hay desacoplamiento de la cadena respiratoria en la
mitocondria o por la induccién del sistema inmunoldgico (interaccién ligando-receptor;
Fas-FasL 6 TNFa — receptor TNFa). Ambos casos convergen en una serie eventos
proteoliticos realizados por proteasas llamadas caspasas; su nombre se debe a que

tiene una actividad de cisteina-proteasa 2.

Las células constantemente degradan las proteinas que sintetizan mediante el
proteosoma, los péptidos resultantes son expuestos al sistema inmune para que sean
reconocidos como propios. Cuando hay una infeccién o cuando se sintetizan péptidos
que no deberian ser producidos por ese tipo de célula, los péptidos generados son
identificados como no propios y la célula es destruida. Algunos virus han logrado
contrarrestar la destruccién de la célula hospedero; por ejemplo, EBV modifica la
expresion de genes pasando de aquellos asociados a un estado litico a los asociados
con un estado de latencia. Uno de los genes que interfiere con la respuesta inmune innata
es BZLF1, cuya expresion inhibe a NF-kB (factor transcripcional que desencadena una
respuesta inflamatoria) durante el estado litico. Por otro lado, en el estado de latencia
de EBV BZLF1 se expresa poco permitiendo que NF-kB induzca una respuesta
inflamatoria. EBV induce una potente respuesta adaptativa, para contender con ella, se
oculta en linfocitos B de memoria apagando la expresion de sus genes. Durante el
estado litico induce la degradacion del ARNm de HLA-1 mediante la expresion de
BGLF5 3.

Ademas, el sistema inmune es el encargado de regular la inflamacion. Una inflamacion
cronica es considerada patogénica y es uno de los factores de riesgo mas importantes

para el desarrollo de algunos tipos de cancer como el gastrico.



Evasion de la

Resistencia a
apoptosis

citotoxicidad
Inestabilidad
genOmica y
cromosOmica
VY o,4co,
AMLEAPILE
ATNF-a PROS

’ Célula tumoral
metastisica
‘ Linfocito T,
’ Célula tumoral
‘ Macréfagos

Fibroblasto

Célula dendritica

Vaso sanguineo

W E-caderina
A\Vimentina
ANanog
AOc13/4
Asox2

Microambiente pro- inflamatorio
Angiogénesis

Metabolismo alterado

Invasion y metastasis
Resistencia a apoptosis
Proliferacion sostenida
Inmortalizacién

Activacién de
marcadores de
troncalidad

Figura 1. Caracteristicas generales del céncer. Resumen de las caracteristicas mas
importantes del cancer: Resistencia a apoptosis, evasion de la citotoxicidad, microambiente
proinflamatorio, transicion epitelio-mesénquimo; se incluyen células que son utilizadas por

el tumor para su mantenimiento, persistencia y /o metastasis como los macrofagos.

Informacion tomada de: Hanahan D and Weinberg RA: Hallmarks of cancer: the next generation. Cell: 144:

646—674,2011

La transicion epitelio-mesénquima es el proceso por el cual una célula epitelial polarizada
que interactua con una membrana basal pierde estas propiedades y se comporta como
célula mesenquimal. Las células que han pasado por este proceso adquieren la
capacidad de migrar, invadir, resistir a la apoptosis, producir componentes de la matriz

extracelular y producir proteasas de la matriz extracelular 1.




4. El cancer gastrico

En 2018, el CG ocupod el sexto lugar en incidencia y segundo en mortalidad a nivel
mundial; 1,033,701 (5.7%) y 782,685 (8.2%), respectivamente. En México el CG ocupa
el sexto (Tabla 2) lugar en incidencia y el tercero en mortalidad y se estima que en

nuestro pais mas de 6000 personas mueren anualmente debido a este padecimiento
1,2,16

ElI CG es un tipo de neoplasia que se presenta en el estbmago, entre el 90-95% de éstos
son adenocarcinomas, es decir, provienen de las estructuras glandulares de células
epiteliales. Los otros tipos de CG son: el linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa
(linfoma tipo MALT), el tumor gastrico de la célula del estroma, el tumor de tipo
carcinoide, y el leiomiosarcoma que surge de tejidos blandos como el musculo liso, entre
otros. Con fines practicos y debido a su alta representatividad, cuando se habla de CG

se refiere al adenocarcinoma y los otros tipos se mencionan por su tipo especifico 7.

Existen multiples clasificaciones del CG, la mas utilizada es la histolégica 6 de Lauren
(Tabla 4). En esta clasificacion el CG se divide en 3 tipos: intestinal, difuso e
indeterminado '8. El CG-intestinal se presenta en las glandulas del estomago y se
caracteriza por un engrosamiento de la pared del estbmago y es asociado a la presencia
de H. pylori. Se ha propuesto que el CG de tipo intestinal sigue una serie de cambios
histopatolégicos denominadas en su conjunto como la secuencia de Correa. Las etapas
de la secuencia de Correa son las siguientes: gastritis superficial, gastritis atréfica,
gastritis multifocal atréfica, metaplasia intestinal, displasia y cancer (Figura. 2)'°. Por otro
lado, el CG-difuso se caracteriza porque las células epiteliales pierden cohesion y
estimulan el crecimiento de tejido conectivo. EI CG-difuso puede ser hereditario o
esporadico. El CG tipo difuso-esporadico ocurre de manera espontanea y se desconoce
su etiologia. EI CG-difuso hereditario ha sido asociado a mutaciones que regulan
negativamente al gen CDH1. Este gen codifica para la proteina transmembranal de
adhesion dependiente de calcio, E-Cadherina, la cual es un supresor de tumores

encargado de inhibir la proliferacién celular mediante contacto célula-célula y regular la



polarizacion celular. La pérdida de heterozigocidad (LOH) en ambos alelos o la pérdida
de un alelo y la metilacién del promotor del otro alelo o la regulacion negativa por micro
RNA’s (miRNAs), son los mecanismos asociados a la pérdida de funcion de CDH1.
Ademas, en pacientes con CG-difuso hereditario no asociado a mutaciones en CDH1, se
han identificado mutaciones en genes involucrados en la reparacién al ADN por
recombinacion: PALB2, BRCA1,y RAD51C 20-22,

Secuencia de Correa

>
Mucosa Gastritis no Gastritis Metaplasia Displasia
gastrica atrofica atrofica intestinal
normal multifocal

Figura 2. Secuencia de Correa. Representacion de la evoluciéon histologica del cancer
gastrico de tipo in intestinal conocida como secuencia de Correa. La flecha roja indica

que con el paso del tiempo la gravedad de la lesion incrementa.
Modificado de: Piazuelo M and Correa P: Gastric cancer: overview. Colomb Med 44: 192-201,2013.

Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica al CG en 5 grupos en
funcion del patrén histoldgico: tubular, papilar, mucinoso, poco cohesivo (carcinoma de
células en forma de anillo) y mixto (otros tipos de CG) (Tabla 4.). Los primero tres
corresponden al CG-intestinal de la clasificacion de Lauren, el poco cohesivo al CG-
difuso y el mixto al indeterminado, respectivamente 23. Esto muestra la complejidad y la
necesidad de una homogeneizar la clasificacién del CG.



La region anatémica también es empleada para clasificar al CG '8. Por ejemplo, el CG
asociado a H. pylori (CGaHp) prevalece en la region del antro (zona precedente al piloro)
y del cuerpo; aunque esta region también esta ligada a un componente hereditario.
Mientras que, la regién de la cardia esta asociada con EBV (EBVaCG) (Figura 3.). La
presencia de H. pylori en el antro ha sido relacionada con el ambiente acido (pH ~2) de
esta region y una potente ureasa que le permite sobrevivir en esas condiciones, ademas,

su crecimiento se ve mermado en condiciones alcalinas pH > 8. 2426,

10



4 CGaEBV

7/
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CGaHp e Curvatura Cuerpo
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~
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Figura 3. Anatomia del estomago y localizacion principal del cancer
asociado a Helicobacter pylori y a EBV. El cancer gastrico asociado a
EBV es mas frecuente en la regiéon de la cardia, mientras que, el
asociado a Helicobacter pylori tiene mayor frecuencia en la curvatura

menor y cerca del piloro.

Informacién tomada de: Bing Hu et al.: Gastric cancer: classification, histology
and application of molecular pathology. Journal of Gastrointestinal Oncology: 3,
241-247,2012.

4.1Factores de riesgo del cancer gastrico

Se han descrito multiples factores de riesgo para desarrollar CG ?7. Estos pueden

clasificarse en:

a) Distribucion geografica: Vivir en lugares hacinados, propio de paises en vias de
desarrollo, al igual que, vivir en paises o regiones donde el CG es endémico. Por
ejemplo, en general los lugares donde hay hacinamiento presentan una mala
calidad de higiene facilitando la transmisién de H. pylori por via oro-fecal. El

11



endemismo de CG puede estar relacionado con factores genéticos de H. pylori,

EBV, del hospedero o de otros factores como la altitud de la zona 28,

b) Ambientales asociados al estilo de vida. Como son tener una dieta alta en sales y

baja en frutas y verduras. El consumo de alcohol y fumar son considerados
factores de riesgo moderados. El impacto que tienen estos factores solo ha sido
medido epidemioldgicamente y han sido asociados con distintos tipos de cancer,
pero no se ha encontrado una relacion directa en la promocion del CG, es probable
que los vegetales contribuyan con antioxidantes previniendo el dafio al ADN 2°.

Propios del hospedero. El riesgo incrementa con la edad. El sexo; es mas
prevalente en hombres que en mujeres. Ciertas poblaciones presentan un mayor
riesgo, como la asiatica. Mutaciones en ciertos genes como CDH1 o en sus
reguladores son biomarcadores, al igual que algunos miRNAs. De llamar la
atencién, es la muy baja frecuencia (menos del 5%) a nivel mundial de CG
hereditario; caso contrario al de otros tipos de cancer. Sugiriendo que, en el caso
particular de CG, los componentes ambientales e infecciosos tienen un mayor

impacto 20-22.30,

d) Agentes Infecciosos. De acuerdo con la OMS, el CG tiene como principal agente

etioldgico la inflamacion inducida por la bacteria H. pylori. Ademas, EBV ha sido

asociado con el 9-10% de todos los casos de CG °.

5. Generalidades de Helicobacter pylori

Desde 1899, Pieter Klazes Pel, describiéo la presencia de una “bacteria espiral”
(espiroqueta) en cortes de estobmago. Fue hasta 1982 que Warren y Marshall identifican
y asocian a H. pylori en pacientes con gastritis y ulcera gastrica. Posteriormente se
convertiria en la primera bacteria reconocida como carcinégeno tipo | por la IARC.
Algunos estudios han estimado que el 50% de la poblacion mundial esta colonizada por

H. pyloriy el 1-3% de las personas infectadas desarrollaran CG 3'-23,

12



H. pylori es una bacteria flagelada Gram negativa que coloniza el estébmago. La
capacidad para soportar el pH acido del estbmago se le atribuye a una potente ureasa,
la cual, cataliza la produccion de didxido de carbono y amoniaco a partir de urea. Los
protones presentes en el estomago son acoplados al amoniaco produciendo amonio y
aumentando el pH. Asimismo, el amonio actua como agente reductor de la viscosidad
permitiendo una mejor movilidad de la bacteria a través del moco gastrico. Una vez que
H. pylori atraviesa el moco gastrico, se une a células epiteliales a través de sus adhesinas
SabA y BabA, las cuales se unen fuertemente al antigeno A del grupo sanguineo y a
acido sialico, respectivamente, presentes en las células epiteliales. Otros factores de
virulencia son una citotoxina vacuolizante (Vac), lipopolisacarido (LPS), peptidoglicano,

asi como una tasa de mutacion alta que le permite evadir al sistema inmunolégico 3436,

6. Mecanismos oncogénicos de Helicobacter pylori

Existen diversas cepas de H. pylori caracterizadas por la presencia o ausencia de toda
o una fraccién de una isla de patogenicidad, denominada isla de patogenicidad de Cag
(HpcagPAI+ / HpcagPAl-). Esta isla de 40 kbs codifica para un sistema de secrecion tipo
4 (T4SS) y en algunos casos para una oncoproteina; CagA (proteina citotoxica asociada
al gen A). Estas cepas se identifican como “HpcagPAl+CagA+” o “HpcagPAl+ CagA-".
Todas las cepas HpcagPAl+ CagA+ tienen la isla cagPAl, por lo cual, simplemente se
identifican como HpcagCagA+ (ver Tabla 5). Estudios epidemiolégicos soportan que la
presencia de H. pylori junto con sus factores de riesgo como el T4SS y CagA incrementan

el riesgo de desarrollar CG 3740,

El T4SS de H. pylori es un conjunto de ~30 proteinas que son ensambladas formando
una estructura semejante al de una jeringa. Este sistema es homdlogo al de
Agrobacterium tumefaciens. Sin embargo, a diferencia del de A. tumefaciens, el T4SS
de H. pylori pareciera no translocar material genético sino proteinas al interior de la célula
hospedera. Una de las proteinas translocadas es la oncoproteina CagA cuya vida media
es de 200 minutos, relativamente baja si la comparamos con otras toxinas de bacterias

como la de Virbrio cholera que tiene una vida media 120 minutos. 374143,

13



Desde una perspectiva molecular, CagA es una proteina de ~120kDa con residuos
EPIYA (acido glutamico-prolina-isoleucina-tirosina-alanina) en el carboxilo terminal.
Tiene una vida media de ~2-3 horas y su cristalizaciéon fue lograda en 2012. Los residuos
EPIYA son susceptibles a fosforliacion por las cinasas c-Src y c-Abl (CagA-P) y se han
identificado 4 motivos EPIYA (A, B, C y D). Los motivos A y B son genéricos, mientras
que el C es mas comun en cepas occidentales y las D en orientales. El nimero de
motivos puede ser variable y algunos estudios sugieren que a mayor numero de motivos
D, mayor riesgo con cancer. CagA-P es reconocida por proteinas con dominios SH2 (Src
homology 2) como SHP2, Csk, PI3K, etc. regulando diversas vias celulares involucradas
en motilidad y proliferacion. Por ejemplo, c-Src es capaz de activar al factor
transcripcional pro- inflamatorio NF-kB a través de la fosforilacion de la cinasa- de I-kB
(IKKB), también puede activar Akt y la via de las MAPK (mitogen-activated protein
kinases) y de ERK (extracelular signaling-regulated kinase) 3°4447. Sin embargo, esto

sigue siendo controversial 4849,
Ademas, la oncogenicidad de H. pylori ha sido evidenciada por diversos estudios;

Watanabe et al. en 1998 infectaron gerbos con H. pylori y observaron la aparicién de

tumores y polipos gastricos, mientras que, Ohnishi et al. en 2008 generaron ratones

14



transgénicos que expresaban CagA y observaron los cambios histopatoldgicos en el
estdmago del raton; como el engrosamiento del tejido y una alta proliferacion celular %057,
Ademas, pacientes con metaplasia, infectados por H. pylori y tratados con antibiéticos
mostraron una regresion de la metaplasia indicando que la erradicacion de H. pylori
previene el CG 529, Se cree que H. pylori desaparece conforme avanza el proceso
neoplasico y desaparece cuando ya es cancer. Sin embargo, recientemente, algunos
estudios de secuenciacion basada en sondas (gen 16S rRNA) sugieren que la carga de

H. pylori no disminuye, siendo un punto de controversia en los Ultimos afios .

In vitro, en células AGS, se ha observado que la internalizacién (traslocacién) de
peptidoglicano de las bacterias a las células AGS es dependiente de HpCagPAl+ 55, El
peptidoglicano translocado tiene la capacidad de activar a Nod1 que a su vez quita la
represion de NF-kb induciendo la secrecion de la interleucina pro-inflamatoria 8 (IL-8).
Ademas, la infeccion de HpCagA+ induce un cambio morfolégico en el cual las células
se alargan, fenédmeno llamado fenotipo colibri. Este cambio morfolégico se debe a que
CagA-P activa a la fosfatasa SHP2 la cual de-fosforila a FAK (focal adhesion kinase)

induciendo el cambio morfologico %657,

Por otro lado, la CagA no fosforilada se localiza en la pared de la membrana interna de
la célula, ahi es capaz de interactuar con proteinas de membrana como E-Cadherina y
B-catenina. En resumen, una vez dentro de la célula hospedero ( CagA es fosforilada por
cinasas de la familia de c-Src y c-Abl en los motivos EPIYA). CagA-P es capaz de
sefalizar a través de diversas vias celulares. Es por todo esto que, la oncogenicidad de
H. pylori se da a dos niveles; el primero es por la promocién de una fuerte inflamacién
cronica mantenida por la incapacidad del hospedero de eliminar dicha infeccién; y la
segunda, a través de la desregulacion de vias de sefalizacion celulares involucradas en

la proliferacion, la resistencia a la apoptosis y la motilidad celular 5869,
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7. El Virus de Epstein-Barr

El virus de Epstein-Barr 6 Herpesvirus Humano 4 (EBV) es un herpesvirus que tiene
tropismo por linfocitos B. EBV fue descrito por primera vez por Anthony Epstein e Yvonne
Barr en pacientes con linfoma de Burkitt en 1964. La capacidad de transformar a los
linfocitos B, su asociacibn con mononucleosis infecciosa y su presencia en otros
linfomas, como el de Hodgkin, llevaron a reconocer a EBV como el primer virus

oncogénico por la IARC 1.

Se estima que mas del 90% de la poblacion mundial esta infectada por EBV. Esta
infeccion transcurre durante los primeros afos de vida y permanece durante toda la vida
del hospedero. La infecciéon ocurre durante los primeros anos de vida de las personas;
sin embargo, en paises desarrollados se ha observado un incremento en la edad a la
cual ocurre la infeccién. Esto ha sido asociado a casos de mononucleosis infecciosa mas
severa, pues entre mayor edad tenga la persona cuando se infecta por EBV, los sintomas

son mas severos %2,

Similar a H. pylori, la infeccidn por EBV permanece asintomatica en la mayoria de las
personas, sin embargo, en algunos casos EBV se reactiva y puede ocasionar algunas
enfermedades. La infeccion por EBV consta de varias etapas, la primera es la
transmision, ésta se da a través de secreciones corporales, principalmente a través de
la saliva. Se propone que EBV atraviesa el epitelio de la cavidad oral, ya sea entre las
uniones estrechas, o bien, directamente atravesando las células del epitelio, infectando
a los linfocitos B circulantes. Los linfocitos B infectados se dirigen a ciertas zonas
llamadas centro germinal que se encuentran dentro de los érganos linfoides secundarios
como los nodos linfaticos, en donde ocurren dos procesos: el primero es la expansion
clonal de los linfocitos B infectados. La expansion clonal es controlada por linfocitos T
CD8+. En el futuro, estos linfocitos T CD8+ seran los encargados de controlar las
reactivaciones de EBV (la induccion de ciclo litico y liberacion de particulas virales). El
segundo proceso que ocurre en centro germinal es la diferenciacién del linfocito B hacia

linfocito B de memoria infectado, pero con expresién nula o casi nula de los genes de
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EBV (latencia 1/0). EBV perdurara toda la vida del hospedero en los linfocitos B de
memoria. La inmunosupresion, las sefales del receptor de antigeno y algunos agentes
quimicos como acidos grasos de cadena corta — como el ac. butirico - son reactivadores

de EBV. Se cree que un proceso inflamatorio también puede reactivar a EBV ©2.

EBV, como todos los virus tienen dos estados: latencia y litico. El estado litico le permite
a los virus su propagacion a nuevos hospederos, mientras que, el estado de latencia
asegura su persistencia en el hospedero. Estos dos estados estan altamente regulados
en EBV y, en condiciones normales permanece en estado latente durante la vida del

hospedero sin causarle dafio '2.

Durante la infeccion primaria o primera infeccién, EBV infecta linfocitos B circulantes,
donde ocurren dos procesos. El primero es la replicacion del virus y su liberacion (fase
litica) a torrente sanguineo infectando mas linfocitos B. Esta fase es regularmente
controlada por linfocitos T. Durante este control, se activa la respuesta adaptativa
generando linfocitos T CD8+ y linfocitos B de memoria. El segundo proceso se da en
centro germinal donde se lleva a cabo diferenciacion de los linfocitos B en los linfocitos
B de memoria. Algunos de estos linfocitos contienen a EBV permitiéndole ocultarse de
la respuesta inmune y persistir en el hospedero. Como se menciond anteriormente,
durante la diferenciacién del linfocito B, EBV modifica su patron de expresion génica,
disminuyéndola. A la llegada a centro germinal, EBV presenta un patrén de expresion
llamado latencia Ill y conforme se diferencie en linfocito B de memoria llegara a latencia
0, esta ultima latencia se caracteriza por tener apagado todo el sistema de transcripcion.
De acuerdo con la teoria del centro germinal, cuando EBV infecta a los linfocitos B naive,
el virus es capaz de guiar al linfocito B a la reaccién de centro germinal, donde el virus
modifica su perfil de expresion dependiendo de si se encuentra en estado de centroblasto
o centrocito y dando origen a los diferentes patrones de expresion o latencia.
Interesantemente, la latencia es controlada por la metilacion de sus promotores y se sabe
que es un mecanismo de silenciamiento génico. Esto sugiere que las latencias de EBV
y por consecuencia, su oncogenicidad, estarian controladas de manera epigenética

126364 | as expansiones clonales que ocurren post-infeccion como centroblastos son
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controladas por linfocitos T CD8+, estos destruyen a los centroblastos previniendo su
duplicacion. Finalmente, los linfocitos B infectados emergen como células de memoria,
que se cree viven por toda la vida del hospedero (Figura 4.). En individuos
inmunosuprimidos o inmunocromprometidos se ha visto que tanto la reactivacion viral
como la expansion de clonas infectadas se ve aumentada, lo que incrementa el riesgo

de que desarrollen linfomas.
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Figura 4. Proceso de infeccion y persistencia de EBV. 1) EBV ingresa al
hospedero a través de las células epiteliales de la oro-faringe, 2) EBV infecta
linfocitos B circulantes naive, 3) los linfocitos B infectados se dirigen a centro
germinal donde algunos maduran y otros se van a linfocitos B de memoria, 4)
algunos linfocitos B se diferencian y sufren expansion clonal activando a EBV
y liberando particulas virales, 5) linfocitos T controlan la expansion clonal, 6)
linfocitos T se diferencian y controlan la reactivacion de EBV 7) EBV persiste

en linfocitos B de memoria apagando sus genes (latencia 1/0).
Informacién tomada de: Tao Q et al.: Epstein-Barr virus (EBV) and its associated human cancers -
Genetics, epigenetics, pathobiology and novel therapeutics. Front Biosci 11: 2672 — 2713, 2006.
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EBV ha sido asociado a diversas neoplasias, entre ellas estan algunos adenocarcinomas
como el cancer nasofaringeo y el gastrico, ademas de linfomas. Se desconoce si la
presencia de EBV en células epiteliales es parte de su tropismo natural y es un sitio de
persistencia viral como en los linfocitos B, o si es exclusivamente un tejido transitorio que
le facilita al virus diseminarse entre hospederos %°. La ocurrencia de adenocarcinomas

asociados al virus apoya la primera idea.

La deteccion de EBV puede realizarse por distintos métodos. Dentro de los mas
utilizados estan los inmunoquimicos, la cuantificacion de particulas virales y, en el caso
de neoplasias, la hibridacién in situ de los ARN pequefios codificados por el virus de

Epstein Barr (EBERSs), esta Ultima es considerada el estandar de oro para tejidos %68,

Existen dos genotipos, EBV-1 y EBV-2 que difieren en la composicion de nucledtidos y
en la prediccion de genes (64 y 53%, respectivamente) del antigeno nuclear de EBV
(EBNA-3A, EBNA-3B y EBNA-3C) ©°.

En cuanto a la diversidad gendmica de EBV, existen pocos estudios ya que la mayoria
se basan en la comparacién de solo algunos genes. En 2014, Santpere G et al.
reportaron la identificacion de 10 genomas de EBV y la reconstruccion, casi completa de
3, a partir del proyecto de los 1000 genomas. Este trabajo muestra la complejidad y
dificultad de obtener genomas virales naturales 7°. Ademas, se ha intentado explicar la
patogenicidad de EBV mediante estudios de filogeografia. EBV-1 es el de mayor
distribucién en el mundo. EBV-2 exhibe una filogeografia predominante en Africa y EBV-
1 en Asia, América y Europa. Sin embargo, los estudios realizados son poco robustos o
claros, pero ofrecen una buena posibilidad de identificar patrones de evolucién

moleculares entre EBV y su hospedero 7.

Debido a esto, se decidid explorar los genomas completos de EBV reportados hasta la
fecha y compararlos (usando el core o nucleo de genes) y con la finalidad de ver si se
formaban los dos grupos filogenémicos (EBV-1 y EBV-2). Se utilizé una plataforma y un

pipeline robustos, reproducibles y facil de emplear 7273, Se descargaron 109 genomas
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de EBV reportados en NCBI (condiciones: Assembly, GeneBank, Refseq), el llamado o
prediccion de genes y la traduccion se realizd con prodigal 74. Las proteinas hipotéticas
fueron anotadas funcionalmente con la base de genes ortélogos de bacterias de NCBI
(COGs) para descartar contaminaciones bacterianas. Luego, con blastp (E-value = 1e)
se compararon los genes de cada genoma y entre todos los genomas y se usé un valor
de identidad y similitud de secuencias (minbit) de 0.5 (minbit=0.5 indica que las proteinas
tienen al menos el 50% de identidad y el 50% de cobertura). Después, se generaron
clusters con las proteinas usando TRIBE-MCL con un valor de 8 (TRIBE-mcl permite
agrupar a las proteinas en familias utilizando la similitud e identidad de las secuencias y
esta basado en el algoritmo de clusters de Markov; un valor de 10 se utiliza para
comparar especies del mismo género); y, por ultimo, las proteinas en cada cluster fueron

alineadas usando MUSCLE (alineamientos multiples) 7576,

El analisis pangenémico de 109 genomas de EBV (Figura 5.) muestra que todos los
genomas comparten la mayoria de los genes (Figura 5. - recuadro morado y clusters del
circulograma). También se identificaron 15 genes que representan el core de cluster de
genes de copia unica (Figura 5. — core gc_1: rojo), esto indica que existe una gran
variabilidad entre las secuencias de EBV (a nivel de proteina) ya que el promedio de
genes de cada genoma fue ~110. Se anotaron 7 genes con COGs, esto no es de
sorprender ya que podrian tratarse de contaminaciones o bien de genes con dominios
similares a bacterias. Se obtuvieron 8 clusters de genes entre los 109 genomas:
i) 6 clusters compartidos entre los genomas, pero no representados en todos
(sahred gc_#).
i) 2 clusters de genes del core dividido en 2 grupos (core gc_#):
a. Genes presentes en 1 sola copia.

b. Genes presentes en +1 copia.
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Figura 5. Analisis pangenémico de 109 genomas de EBV. Recuadro azul: distancias
entre los genomas por la presencia / ausencia de los clusters de proteinas . Recuadro
verde: informaciéon de cada genoma. Recuadro morado: clusters de proteinas de cada
genoma (orden — presencia / ausencia). Se generaron 8 clusters de proteinas entre los
genomas 2 de ellos contienen genes compartidos en todos los genomas (core gc_1 —
clusters de genes de copia Unica; y, core gc2 — clusters con +1 gene por genoma) y los
6 restantes son clusters compartidos entre algunos genomas.
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Para saber si se lograban separar los genomas en los dos genotipos de EBV se utilizaron
los genes de copia Unica porque son marcadores filogenéticos robustos 7. Se
seleccionaron los 15 genes de copia unica (Figura 5. — core gc_1) para hacer el analisis
filogenomico usando las proteinas concatenadas y FastTree (Figura 7.) 78. El analisis
filogendmico, separa en 3 grandes grupos a EBV y en 10 subgrupos. A pesar de que un
grupo es claramente distinto a los demas (Fig. 6 - grupo 1), este analisis no logra separar
a EBV, de manera contundente, en los 2 genotipos; y, se sugiere que existen 3 grupos

basados en estos 15 genes.
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Figura 6. Analisis filogenémico de 15 genes core de 109
genomas de EBV. A partir del anélisis pangendmico, se
selecciono el cluster de genes de copia inica presentes en todos
los genomas (core genes) y se analizo la relacion filigenomica
de estos. El arbol se construy6é con FastTree. Y se siguié el
protocolo de Anvi’o (Phylogenomics) para el procedimiento
bioinformatico.
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8. Mecanismos oncogénicos de EBV

La capacidad de EBV para transformar linfocitos B ha sido explotada en la generacion
de hibridomas para la produccion de anticuerpos monoclonales; EBNA-2/3C, LMP2A y
LMP1 son proteinas de latencia de EBV indispensables para dicho proceso. Otros genes
de EBV relacionados con su capacidad de transformacion son los BamHI rightward
transcripts (BARTs), que contienen dos de los tres clusters de miRNAs que se
enceuntran expresados en CG. Por ejemplo, se ha descrito que un miRNA de EBV es

capaz de modular la expresion de E-cadherina induciendo despolarizacion °.

La proteina LMP-1 es reconocida como una oncoproteina viral y se encuentra expresada
en diversas neoplasias. Estructuralmente es una proteina transmembranal que cuenta
con un extremo N-terminal corto citoplasmatico, 6 regiones transmembranales y una
region larga C-terminal citoplasmatica con dominios activos (CTAR) 8. Los dominios
CTAR funcionan como sitios de reconocimiento para adaptadores celulares, permitiendo
la transduccion de senales. LMP-1 en linfocitos B mimetiza la forma constitutivamente
activa de CD40 8'. Los principales blancos de la sefalizacion de LMP-1 son NF-kB,
JNK/AP-1 vy la via de JAK/STAT1, ERK/MAPK, PI3K/Akt y PLC/PKC lo que lleva a la
induccion de proliferacion, inhibicion de apoptosis, sobreexpresion de metalo-proteasas

y la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-8 82,

LMP2A es una proteina transmembranal de EBV que tiene un dominio C-terminal
citoplasmatico, una region transmembranal y un dominio citoplasmatico N-terminal con
motivos prolina-tirosina (PY), y un motivo de activacién de inmunoreceptor o receptor de
antigeno basado en tirosina (ITAM). Los motivos PY pueden unir motivos triptéfano-
triptofano (WW) presentes en las ubiquitin ligasas, mientras que los residuos
conservados de tirosina de la secuencia ITAM son fosforilados por las tirosina-cinasas
juxtapuestas en la membrana como las cinasas de la familia de Src. Los residuos
fosforilados dentro del ITAM reclutan proteinas con dominios SH2 como las tirosin-

cinasas Lyn, Fyn, Syk y Csk, que son fosforiladas y activas. Esto desencadena una serie
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de cascadas de sefializacion, como Ras la cual regula la proliferacion, la supervivencia
y la activacién del linfocito B. Por otro lado, Ras puede activar PI3K/Akt para controlar la
division celular, la migracion y la metastasis. Importantemente, los residuos de tirosina
fosforilados del dominio ITAM de LMP2A, interactian con los componentes de la
transduccion de sefiales del BCR y asi, mimetiza la sefal constitutiva activa del BCR
independiente de antigeno, a través de la activacién constitutiva de la via de ERK/MAPK,
bloqueando también la sefial del BCR dependiente de antigeno. Los motivos PY de
LMP2A que interactuan con las E3 ubiquitin ligasas, inician la degradacion dependiente
del proteasoma de proteinas celulares blanco. Haciendo esto, LMP2A ayuda a establecer

y mantener la latencia viral 83-85,

9. Evidencia de cooperacion entre Helicobacter pyloriy el virus de Epstein barr en

la generacion de cancer gastrico

Desde finales de 1980, se comenzaron a reportar lesiones gastricas con la presencia de
EBV. Sin embargo, se le habia dado menos importancia comparado con el CGaHp.
Recientemente, el CGaEBV recobrd importancia y representa ~10% de todos los CG. En
particular se ha observado la participacion de los miRNAs de EBV, codificados por los

BARTS, relacionados con CG 86-89,

Con la finalidad de tener una clasificacion mas homogénea del CG, el Cancer Genome
Atlas Research Network (CGARN) realizé un estudio en 295 muestras de pacientes con
CG y utilizé 6 métodos distintos de analisis: analisis de numero de copias somaticas
basado en arreglo, secuenciacion de exoma completo, perfil de metilacion de ADN
basado en arreglo, secuenciacion de RNAm, secuenciacion de miRNA y arreglo en fase
reversa de proteina . La clasificacion que ellos sugieren consiste en 4 grupos:

a) CG asociado a EBV: caracterizado por la hipermetilaciéon de promotores de ADN

b) CG con inestabilidad de microsatélites (MSI) — caracterizado por una alta tasa de

mutacidn y metilacion
c) CG cromosdmicamente inestable: caracterizado por un alto numero de copias de

aberraciones somaticas (SCAN’s)
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d) CG gendmicamente estable: caracterizado por bajo numero de copias de

aberraciones somaticas

Ellos no reportan alguna relacién entre el tipo de mutaciones observadas y la presencia
de H. pylori. Probablemente esto se deba a que la presencia de H. pylori en tejido
canceroso es muy baja o nula. Por otro lado, aunque el CGaEBV es ~10%, éste si
muestra una firma clara de mutaciones. Interesantemente, el acido valpréico inhibe la
expresion de genes liticos de EBV a través de antagonizar con desacetilasas de histonas,

reforzando la importancia de la metilacién en mantener al virus en estado latente °'.

La co-infeccion y cooperacion de EBV y H. pylori en el desarrollo de CG ha sido tema de
debate. Los patrones de expresion de EBV en CG observados por el TCGA son distintos
a los de cancer nasofaringeo. En el CGaEBYV ellos observan que los genes de EBV mas
expresados pertenecen a la region BamHI-A (region compleja de varios transcritos y
transcritos con splicing) y no observan casi expresion de EBNA-1, LMP2A y LMP1.Y,
siendo la metilacion de islas CpG, la caracteristica mas destacada junto con la expresion
de miRNA's de BARTs y una baja expresion de EBNA-1, LMP2A y LMP1 como sucede
en otras neoplasias asociadas a este virus sugiriendo que no requiere de sus oncogenes

clasicos o que H. pylori podria estar colaborando en la promocion de CG °2.

EBYV fue identificado en CG y en lesiones pre-neoplasicas mediante PCR e hibridacion
in situ del gen EBER 3. Y, mas adelante, en pacientes pediatricos de México se asocio
la co-infeccion de HpCagA+ y EBV con lesiones gastricas mas severas y con mayor
infiltrado inflamatorio (Figura 8.) ®4. Siendo uno de los primeros reportes de una posible

co-infeccioén entre EBV y H. pylori en CG.
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Figura 7. EBV y Helicobacter pylori inducen una inflamacion
mas severa. A) frecuencia de infeccion por EBV y Hp en
pacientes pediatricos en funcién de la severidad de la lesion
gastrica (inflamacion y actividad). B) frecuencia de infeccidén por
EBV y HpCagA+ en pacientes pediatricos en funcién de la
severidad de la lesién gastrica (inflamacion y actividad). La
inflamacion definida como el grado de infiltraciéon de células
mononucleares. La actividad fue definida como el grado de
infiltracion de células polimorfonucleares.

Modificada de: Cardenas-Mondragon et al. Epstein Barr virus and Helicobacter pylori co-

infection are positively associated with severe gastritis in pediatric patients. PLOS ONE;
8(11):2013

Ademas, un reporte reciente muestra una asociacion entre algunos marcadores
proinflamatorios (CCL20, CXCL9, PD-L1, IL-10, CCL19, CCL11, IL-17 y CCL8) y el CG
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EBYV positivo comparado con CG EBV negativo. Fortaleciendo la relevancia del proceso
inflamatorio como eje central de una cooperacion entre EBV y H. pylori ®°. En México, un
estudio reciente en 127 pacientes adultos con CG y basado en anticuerpos contra el
antigeno de reactivacion de EBV (VCA), H. pylori y CagA de H. pylori mostré que las
moléculas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-3, MCP-1, correlacionaban negativamente
con los niveles de VCA en suero, mientras que, IFN-y correlacionaba positivamente.
Aunque ninguna correlacion6 con H. pylori o CagA. Los autores argumentan que la falta
de asociacion entre la coinfeccién H. pylori /| EBV y marcadores inflamatorios podria
deberse al pequefio numero de pacientes analizados, y que la asociacion entre co-

infeccion y CG volvio a sugerir mecanismos de cooperacion .

Ademas, en un estudio multi-céntrico en paises con una prevalencia similar de H. pylori
y riesgo de CG (México y Paraguay) se analiz6 la asociacion entre EBV / H. pylori con el
tipo de lesion gastrica y el nivel de inflamacion en 525 pacientes con alguna enfermedad
gastrica. En dicho trabajo se utilizaron anticuerpos contra el antigeno de la capside viral
(VCA) de EBV vy la oncoproteina CagA de H. pylori. EBV se asocié positivamente con
lesiones pre- neoplasicas y con CG de tipo intestinal. H. pylori 6 CagA+ se asociaron con
las lesiones pre- neoplasicas y disminuyo en el tipo intestinal, pero no asi en el CG tipo
difuso. Cuando analizaron el riesgo debido a la presencia de ambos patégenos y por el
tipo de lesion, los pacientes EBV+ / H. pylori + presentaron mayor riesgo comparado con
los infectados solo por H. pylori (OR = 8.4). Los pacientes con CG intestinal eran 100%
EBV+, y en CG-difuso no observaron diferencia significativa. Cuando analizaron el nivel
de inflamacion en funcion del tipo de infeccion; encontraron que los pacientes co-
infectados tenian mayor riesgo de inflamacién (infiltracion de células mononucleares y
polimorfonucleares) con respecto a infecciones unicas en lesiones pre-malignas. Este
trabajo demuestra, serolégicamente, que la co-infeccion de EBV / H. pylori incrementa el

riesgo de CG tipo intestinal y de las lesiones pre-neoplasicas ¥’.
Entender la cooperacion de EBV y H. pylori desde un punto de vista gendmico implica

muchos retos, ya que, se habla de agentes infecciosos muy distantes, filogenéticamente

(virus y bacteria, respectivamente). Pesa a ello, comparten ciertas caracteristicas como:

29



la oncogenicidad, la promocion de la inflamacién, su universalidad y que solo una
fraccidon de las personas infectadas desarrollan algun tipo de problema. Por lo cual, las
interacciones entre ellos podrian evidenciarse de mejor manera mediante estudios in

vitro.

En 2016, Saju P et al. mostraron que la interaccion entre CagA y SHP1 (homélogo de
SHP2- fosfatasa) disminuye los niveles de CagA-P y que EBV induce la hipermetilaciéon
del promotor de SHP1. Esto sugiere dos cosas, la primera es que EBV puede potenciar

la actividad de CagA-P y la segunda, que SHP1 es un antagonista de CagA-P .

Utilizando un modelo de co-infeccién en células humanas gastricas, Pandey S et al. en
2018, demostraron que EBV infecta mejor cuando las células han sido pre-infectadas
con HpCagA+ o con sobrenadante de células infectadas con HpCagA+. Ademas,
observaron que el estado post-infeccion de EBV era preferencialmente litico cuando H.
pylori habia estado presente y no con los sobrenadantes y que los viriones producidos
eran mas infectivos. Ademas, observaron que la co-infeccion de H. pylori y EBV inducia
la expresion de metil-transferasas de ADN que hipermetilan islas CpG de genes
asociados con ciclo celular, reparacion del ADN, apoptosis y genes supresores de

tumores %,

Por ultimo, se ha demostrado que HpCagA+ es capaz de infectar los linfocitos B,
translocar CagA e inducir la expresion de moléculas anti-apoptéticas (Bcl-2 y Bcl-X) 0.
Sin embargo, no se ha explorado la capacidad de inducir la producciéon de viriones

infectivos mediado por la infeccidn de H. pylori en linfocitos B.

10.Conclusiones

La interaccién entre EBV y H. pylori en la promocion de CG es, cada vez, mas aceptada
y soportada por diversos estudios, principalmente, epidemioldégicos y algunos

moleculares; y, probablemente en el futuro, alguno genémico. Sin embargo, a pesar de

la alta incidencia y prevalencia de CG en el mundo, estos estudios son realizados en
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pocos laboratorios, probablemente, debido al costo y complejidad de trabajar con estos
agentes. Las multi-infecciones son reconocidas ampliamente por su importancia médica,
en particular, entre miembros de los mismos dominios taxondmicos (bacteria-bacteria y
virus-virus). Aunque, otras co-infecciones bacteria-virus se han identificado, como es el

caso de la fibrosis quistica 1°".

Este trabajo resume los avances mas importantes de H. pylori y EBV como agentes
carcinogénicos, los cuales son responsables de un porcentaje importante del CG. Se
realizd un analisis pan- y filogendmico con 109 genomas de EBV, con el cual, se
demostro la formacion de 3 grupos filogendmicos distintos en lugar de los 2 con los que
es clasificado el virus sugiriendo la necesidad de revisar esta clasificacion. Ademas, se
presentan las observaciones epidemiologicas y moleculares que sugieren una sinergia
y/o cooperacién entre ambos agentes infecciosos en el desarrollo de esta neoplasia.
Hasta la fecha existen 4 evidencias claras de esta cooperacion: i) la presencia de ambos
microorganismos en pacientes pediatricos esta asociado con un estado inflamatorio mas
severo que la infeccion individual, ii) H. pylori puede infectar linfocitos B, iii) EBV aumenta
su capacidad de infeccidn de células gastricas humanas previa infeccion por H. pylori, iv)
la co-infeccidn genera una hipermetilacién en células gastricas humanas. Por ultimo, se
busca evidenciar la complejidad y necesidad de buscar nuevos modelos para estudiar
las interacciones bacterias-virus-células humanas, en el contexto de la promocién del
CG.
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