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1. Biologia del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades con caracteristicas en comun, donde
algunas células del cuerpo comienzan a dividirse descontroladamente, aumentando
su proliferacién y en cierto momento pueden adquirir la capacidad de diseminarse
a otros 6rganos (NCI, 2021). Aproximadamente el 85% de los canceres se originan
de células epiteliales y se les conoce como carcinomas, los canceres de epitelio
glandular son conocidos como adenocarcinomas (Pecorino, 2012). Segun el tejido
de donde se originan existen mas de 100 tipos de cancer con caracteristicas
diferentes, ademas existen diferencias entre los mecanismos moleculares
involucrados en la carcinogénesis y el patron que siguen para diseminarse a partir
del sitio primario (NCI, 2021).

En condiciones normales, los tejidos son capaces de producir y liberar sefiales
promotoras de crecimiento que hacen que las células entren y progresen a través
del ciclo celular, asegurando un equilibrio en el nimero de células y manteniendo
asi la funcion y arquitectura normales del tejido, si este equilibrio se pierde puede
comenzar el proceso carcinogénico. Hanahan y Weiberg (2000) propusieron seis
hallmarks del cancer, que son caracteristicas que las células adquieren durante la
carcinogénesis y el desarrollo tumoral, a saber: mantenimiento de la sefializacion
proliferativa, silenciamiento de los genes supresores del crecimiento, resistencia a
la muerte celular, inmortalidad replicativa, angiogénesis y activacion de la invasion
y la metastasis. Recientemente, los avances en la comprensién del cancer
permitieron incluir dentro de estas caracteristicas a la inflamacién, inestabilidad
gendmica, desregulacion del metabolismo celular y evasion de la respuesta inmune,
destacando la heterogeneidad celular presente en el tumor (Hanahan & Weinberg,
2011). (Figura 1)
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Figura 1. Los hallmarks del cancer. Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011.

1.1 Carcinogénesis

El desarrollo de una neoplasia comienza con un escenario complejo que consiste
en varios pasos que involucran mutaciones en proto-oncogenes y genes supresores
de tumor. Los proto-oncogenes son capaces de transformar células normales en
cancerosas a partir de mutaciones que sobre expresen su transcripcion o alteren su
producto de manera que éste tenga una mayor actividad, un proto-oncogen mutado
se conoce como oncogen (Martinez-Jiménez et al., 2020). Por ejemplo, el gen de la
Ciclina D1 (CCND1) codifica una de las proteinas involucradas en la regulacion de
la transicidon de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, si la expresion de este gen
se desregula puede favorecer varios procesos, como el crecimiento anormal,
angiogénesis y resistencia a apoptosis, convirtiéndolo en un oncogen (Pappou &
Ahuja, 2010). Las mutaciones de oncogenes son dominantes, es decir, es suficiente
con gque un alelo esté mutado para que tenga efecto (Martinez-Jiménez et al., 2020).



Generalmente, los proto-oncogenes codifican proteinas relacionadas con la
estimulacion de la divisién celular y reduccion de la muerte celular, en condiciones
homeostaticas promueven el desarrollo normal y mantienen el equilibrio en los
tejidos y 6érganos. Sin embargo, la mutacion de los oncogenes hace posible que su
proteina sea expresada de forma constitutiva en cantidades mayores o que tengan
una actividad mayor, ocasionando un aumento en la division celular, supresion de
la diferenciacion celular y omision de la muerte celular (Kontomanolis et al., 2020)
Por otro lado, los genes supresores de tumores codifican proteinas que tienen un
papel en la inhibicién de la formacién y crecimiento del tumor, por lo que al estar
mutados se pierde la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral. La mayoria de las
mutaciones de los genes supresores de tumores son recesivas, ya que es necesario
tener mutados los dos alelos para ver cambios en el fenotipo. (Joyce et al., 2022).
Por ejemplo, el Factor Trébol 1 (TFF, por sus siglas en inglés) es una proteina que
esta involucrada en el mantenimiento y proteccion contra lesiones en la mucosa y
epitelio gastricos, estudios in vivo han encontrado que el knockout de esta proteina
estad relacionado con inflamacion de la mucosa gastrica, asi como cambios
histologicos dependientes de la edad, y niveles altos de NF-kB (Sokolova &
Naumann, 2017). Las mutaciones en proto-oncogenes 0 genes supresores de
tumores pueden ser puntuales, como las de cambio de sentido, formacion de un
codon de terminacion o de cambio de marco de lectura, o abarcar grandes regiones
como amplificaciones/deleciones genéticas y rearreglos de los cromosomas
(Mierke, 2018).

En un ambiente normal ocurren alrededor de 10-® mutaciones espontaneas por gen
por divisidn celular, este valor es muy bajo gracias a la eficacia de la replicaciéon y
reparacion del Acido Desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) (Lewin
et al., 2014). Sitomamos en cuenta que a lo largo de la vida en un humano ocurren
alrededor de 10 divisiones, se puede esperar que cada gen haya sufrido alguna
mutacion en alrededor de 10'° ocasiones diferentes. El desarrollo de cancer
requiere un numero sustancial de accidentes genéticos y epigenéticos en el linaje
gue se origina a partir de una sola célula. Una evidencia de esto es la incidencia de

cancer en funcion de la edad, si una sola mutacion fuera suficiente para ocasionar



cancer la probabilidad de desarrollar cAncer seria independiente a la edad, pero en
realidad, la incidencia aumenta en personas mayores, lo que se esperaria si se
considera que el cancer es causado por una acumulacién progresiva y aleatoria de

mutaciones en un linaje celular (Alberts, 2015).

Como se menciond anteriormente, las mutaciones espontdneas son eventos muy
raros. Sin embargo, el DNA también puede sufrir mutaciones al ser expuesto a
agentes carcindgenos, que son aquellas sustancias que pueden aumentar la
incidencia de tumores al exponerse a algun organismo. Los agentes carcin6genos
pueden ser quimicos, fisicos o bioldgicos. Los agentes quimicos pueden ser
naturales, como las aflatoxinas producidas por hongos, o sintéticos, como el
asbesto. Su mecanismo de accion implica la union covalente al DNA, provocando
mutaciones durante su replicacion en ciclo celular. Los agentes carcindégenos fisicos
son las radiaciones ionizantes y ultravioletas. Estas son capaces de causar rupturas
en las cadenas de DNA, o inducir enlaces covalentes estables entre nucledtidos ya
sean de la misma o diferentes cadenas, lo que a su vez causa errores durante la
replicacion. Aproximadamente el 20% del total de los casos de cancer estan ligados
a un agente infeccioso, ya sea viral, bacteriano o parasitario. Actualmente se
conocen 11 agentes biologicos cancerigenos, 7 de ellos son virus: Virus de la
hepatitis B y C, Virus de Epstein-Barr, Virus de Sarcoma de Kaposi, Virus de la
Inmunodeficiencia Humana, Virus del Papiloma Humano de alto riesgo y Virus
Linfotropico de Células T Humanas 1; 3 son parasitos: Clonorchis sinensis,
Opisthorchis viverrini y Schistosoma haematobium; y una bacteria: Helicobacter
pylori. (IARC, 2012; Boffetta & Islami, 2013)

1.2 Estadisticas del cancer
Segun datos del GLOBOCAN, en 2020 se presentaron casi 19.3 millones de casos

nuevos, mientras que hubo alrededor de 10 millones de muertes por cancer. La

Tabla 1 enlista los canceres mas comunes a nivel mundial.



Tabla 1. Mortalidad e incidencia de distintos tipos de cancer. Modificado de Ferlay et al., 2020.

Tipo de cancer = Mortalidad = Porcentaje Posicion Incidencia Porcentaje | Posicion
(Num. De (Num. De
decesos) €asos huevos)
Pulmén 1,796,144 18.0 1 2,206,771 11.4 2
Higado 830,180 83 2 905,677 4.7 6
Estomago 768,793 7.7 3 1,089,103 5.6 5
Mama 684,996 6.9 4 2,261,419 11.7 1
Colon 576,858 5.8 5 1,148,515 6.0 4
Es6fago 544,076 5.5 6 604,100 3.1 9
Pancreas 466,003 4.7 7 495,773 2.6 13
Préstata 375,304 3.8 8 1,414,259 7.3
Cuello uterino 341,831 3.4 9 604,127 3.1 8
Recto 339,022 3.4 10 732,210 3.8 7
Leucemias 311,594 3.1 11 474,519 2.5 14
Linfomas (No 259,793 2.6 12 544,352 2.8 12
Hodgkin)
Resto 2,663,539 26.7 | N/A 6,811,964 35.3 | N/A
Todos 9,958,133 100 N/A 19,292,789 100 | N/A
N/A. No aplica

2. Cancer gastrico

El cancer gastrico (CG) ocupa el quinto lugar en incidencia y el cuarto lugar en
mortalidad por cancer a nivel mundial, con mas de 1 millon de casos nuevos y poco
mas de 760 mil muertes al afio en todo el mundo. En México ocupa el quinto lugar
tanto en incidencia como en mortalidad por cancer, con casi 9 mil casos nuevos y
alrededor de 6700 defunciones al afio (Ferlay et al., 2020). La incidencia de CG
varia segun la region. Las tasas de incidencia y mortalidad son mayores en Asia
central y del este y en Latinoamérica, donde existen hasta 30 casos nuevos por
cada 100 000 habitantes, mientras que en Africa y Norteamérica hay entre 3y 5

casos nuevos por cada 100 000 habitantes.
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Figura 2. Incidencia estimada de cancer gastrico en el mundo, tomando en cuenta ambos sexos y

todas las edades. Modificado de Ferlay et al., 2020.

La prevalencia del CG ha ido a la baja en los ultimos afos, debido en parte a la
disminucién en la infeccion por Helicobacter pylori y a las mejores condiciones de
preservacion de alimentos, lo que ha reducido el uso de métodos como el ahumado

y uso de salmueras (American Cancer Society, 2021).

Es importante resaltar que la supervivencia de los pacientes con CG a 5 afios es de
aproximadamente el 25% y la mediana de supervivencia general es de menos de
un afio. Las altas tasas de mortalidad se deben a la escasez de sintomas clinicos
especificos en las etapas tempranas del desarrollo de la neoplasia, que va de la
mano con un diagnostico tardio, la ausencia de examenes de deteccion y los

tratamientos ineficientes (Gastric Group et al., 2013).

2.1 Clasificacion

Entre el 90% y 95% de los tumores del estbmago son adenocarcinomas, que se
desarrollan a partir de las glandulas del revestimiento mas interno del estémago.
Otros tipos de tumores en el estdbmago incluyen al linfoma de tejido linfoide asociado
a mucosa (Linfoma tipo MALT), los tumores del estroma gastrointestinal, que se
originan en las células intersticiales de Cajal; tumores neuroenddocrinos
gastrointestinales, que son neoplasias derivadas de células neuroenddcrinas;

linfomas gastricos, entre otros (American Cancer Society, 2021). Debido a su alta



representatividad y con fines précticos, cuando se habla de CG se hace referencia

al adenocarcinoma gastrico.

Existen diferentes clasificaciones de los adenocarcinomas gastricos. Una de las
més comunes es la de Lauren, que divide al CG en dos tipos principales: Intestinal
y difuso, ambos tipos con diferencias en su patologia, epidemiologia y etiologia. El
CG-Intestinal se caracteriza por un engrosamiento de la pared estomacal, con
células tumorales que presentan adhesion entre si, estan arregladas en
formaciones tubulares o glandulares y estan asociadas con metaplasia intestinal
(Lauren, 1965). La progresion de este tipo de cancer es larga y esta descrita por la
secuencia de Correa, que es un modelo de carcinogénesis que postula que el CG-
Intestinal es producto de cambios progresivos en la mucosa gastrica. Las etapas de
la secuencia de Correa son: gastritis no atrofica, gastritis atrofica, metaplasia
intestinal, displasia y cancer (Figura 3) (Correa & Piazuelo, 2012). Por otro lado, el
CG-Difuso se caracteriza por tener células tumorales que pierden cohesion y
pueden infiltrarse al estroma como células individuales o en pequefios grupos, este
tipo de cancer puede ser hereditario o esporadico, ademas, no presentan una

secuencia clara de progresion (Lauren, 1965).

Mucosa gastrica Gastritis Gastritis Metaplasia

Displasia Ancer gastnc
normal no atrdfica atrofica intestinal PR C gosieo

Figura 3. Representacién histoldgica de la secuencia de Correa en cortes tefiidos con hematoxilina-

eosina. Modificado de Piazuelo y Correa, 2013.

Por otro lado, la OMS reconoce 5 subtipos principales de CG segun su histologia:
adenocarcinoma tubular, papilar, poco cohesivo (que incluye al carcinoma en
células en forma de anillo en sello y otros subtipos), mucinoso y mixto. Si bien estas
y otras clasificaciones del CG se basan en la histologia, la heterogeneidad
intratumoral e intertumoral dificulta el agrupamiento de los tumores por su

morfologia (Bosman et al., 2010)



Con la finalidad de desarrollar una clasificacion molecular robusta del CG e
identificar vias de sefializacion y procesos biolégicos desregulados en CG que
pudieran tener blancos potenciales de tratamiento, el programa “El Atlas del
Genoma del Cancer” (TCGA por sus siglas en inglés) clasificé al CG en 4 subtipos
diferentes a partir del uso de 6 herramientas OMICAs: el transcriptoma, el
epigenoma, el proteoma, la determinacién (por secuenciacion de Ultima generacion)
de mutaciones puntuales, mutaciones grandes y de miRNAs. Los 4 subtipos son:
CG asociado al Virus de Epstein-Barr (CGaEBV), CG con inestabilidad cromosomal,
CG gendmicamente estable y CG con inestabilidad microsatelital. Los tumores con
inestabilidad microsatelital representan aproximadamente el 22% del total de CG,
muestran altas tasas de mutacion, incluyendo mutaciones en genes que codifican
proteinas de sefalizacion oncogénicas y fenotipo metilador de las islas CpG. Los
tumores gendmicamente estables comprenden alrededor del 20% de los casos,
estan relacionados directamente con el CG-difuso de Lauren, presentan mutaciones
en genes que codifican proteinas relacionados con la motilidad y adhesion celular.
Los tumores con inestabilidad cromosomal abarcan aproximadamente el 50% de
los casos de CG, muestran aneuploidias y amplificaciones de los genes de
receptores de tirosinas-cinasas, ademas de activacion de RTK-RAS y mutaciones
en TP53. Los tumores del CGaEBV corresponden a aproximadamente el 8%
restante, son positivos al Virus de Epstein-Barr (EBV, por sus siglas en inglés),
presentan mutaciones en PIK3CA, fenotipo metilador de las islas CpG y sobre
expresion de PD-L1/PD-L2 (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014).

2.2 Factores de riesgo del cancer gastrico

EL CG es una enfermedad multifactorial por lo que factores propios del hospedero
y factores ambientales tienen un rol importante en su etiologia (Guggenheim &
Shah, 2013).

e Factores propios del hospedero: el riesgo de desarrollar CG aumenta con la
edad (Howlander et al., 2021) y es mayor en hombres que en mujeres (Brown
& Devesa, 2002). Mutaciones, polimorfismos en genes de respuesta inmune y

algunos sindromes hereditarios, como el sindrome de Lynch o sindrome de

8



poliposis adenomatosa familiar, también elevan la probabilidad de padecer CG,
aunque solo el 3% del total de casos de CG estan asociados a una condicion
hereditaria (Oliveira et al., 2015).

e Factores ambientales: las personas que viven en regiones donde el CG es
endémico o lugares hacinados con una higiene deficiente que favorece la
transmision oro-fecal de la bacteria Helicobacter pylori (H. pylori) tienen un
riesgo mayor. Este endemismo del CG puede estar asociado a factores
genéticos tanto de H. pylori como del hospedero (Torres et al., 2013). Habitos
como el consumo de tabaco (Ladeiras-Lopes et al., 2008), una dieta alta en sal
y baja en frutas y verduras son considerados como factores de riesgo
moderados (Zhou et al., 2011). El CG tiene como principal agente etiologico la
infeccion por H. pylori (Marshall y Warren, 1983; Kamangar et al., 2011; de
Martel et al., 2012); aunque también se ha asociado a la infeccion por EBV con
el 8% de todos los casos debidos a la infeccion por este virus (The Cancer

Genome Atlas Research Network, 2014).

3. Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria Gram negativa, microaerofilica, flagelada y con forma de
espiral que puede colonizar el epitelio estomacal. Fue descrita por Warren y
Marshall en 1983 (Marshall y Warren, 1983). H. pylori es adquirido generalmente en
la infancia y puede persistir durante toda la vida del hospedero si no hay un
tratamiento con antibiéticos. Como resultado, la infeccion por H. pylori puede dafar
la mucosa gastrica, lo que causa varias enfermedades del tracto superior del
sistema digestivo, tales como gastritis crénica, Ulcera péptica y eventualmente
neoplasias gastricas (Kamangar et al., 2011). Se estima que entre el 45% y 60% de
la poblacién global esta infectada por H. pylori, sin embargo, en un estudio que
analiz6 cohortes de pacientes con afecciones gastricas se encontrd que solo el 3%
de los pacientes infectados con H. pylori desarroll6 CG (Uemura, 2001, Hooi et al.,
2017; Zamani et al., 2018).



La capacidad de H. pylori de tolerar el pH acido del estbmago se da gracias a que
puede sintetizar ureasa, una enzima que cataliza la produccion de diéxido de
carbono y amoniaco a partir de urea. El amoniaco producido es acoplado con los
protones presentes en el estbmago, produciendo amonio y aumentando el pH
(Robinson et al., 2017). EI amonio también actia como agente reductor de la
viscosidad del moco géstrico, permitiendo que H. pylori tenga una mejor motilidad.
Ademas, sus flagelos le facilitan penetrar la capa de moco hasta alcanzar las células
del epitelio con sus adhesinas BabA y SabA, que se unen al antigeno A del grupo
sanguineo y al acido sialico, respectivamente (Boren et al., 1993; Mahdavi et al.,
2002).

Un componente importante de la virulencia de H. pylori esta dado por la presencia
de una isla de patogenicidad cag (cagPAl), que es un locus de 40 kb que contiene
~30 genes que codifican las proteinas que se ensamblan para formar un sistema de
secrecion tipo IV (T4SS), ademas de la proteina oncogénica CagA. El T4SS
funciona como una jeringa molecular que transloca a CagA al citoplasma de las
células epiteliales (Figura 4). Las cepas de H. pylori pueden clasificarse en dos
grupos segun la ausencia o presencia de CagPAl; las cepas cag+, que poseen una
copia intacta de CagPAl y las cepas cag-, que no tienen una copia de CagPAl y por
lo tanto estan poco relacionadas con alguna patologia. Existen algunas cepas con
una copia incompleta de CagPAl, por lo que no expresan todos los genes de la isla
de patogenicidad y su asociacion con enfermedad géstrica es similar a las cepas
cag- (Nilsson et al., 2003).

3.1 Factor de virulencia CagA

CagA es una proteina de 120-135 kDa codificada al final de la isla de patogenicidad.
Posee una region polimorfica en el extremo c-terminal que les da identidad a las
diferentes cepas de H. pylori. Esta regién tiene motivos repetidos de los
aminoacidos Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) que son susceptibles a fosforilacion en el

residuo tirosina por cinasas de la familia Src y Abl (Stein et al., 2000).
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Figura 4. Traslocacion de CagA de H. pylori a una célula epitelial mediante el sistema de secrecion
tipo 4. Modificado de Hatakeyama, 2009

Estos motivos EPIYA se pueden repetir hasta cinco veces en la secuencia de la
proteina y se pueden encontrar cuatro tipos de EPIYA: A, B, C y D, clasificados
segun la secuencia de aminoéacidos que rodean al motivo (Covacci et al., 1993). Los
EPIYA A, By C se encuentran generalmente en las cepas que circulan en paises
occidentales, mientras que los EPIYA A, B y D se encuentran en los paises
orientales (Figura 5). Los EPIYA D son mas afines a la unién con la proteina SHP2,
por lo que las cepas asiaticas tienen un mayor potencial oncogénico (Higashi et al.,
2002).
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Figura 5. Diferencias en los sitios de fosforilacion de CagA. Modificado de Hatakeyama, 2004.

3.2 Mecanismos oncogénicos de Helicobacter pylori

CagA no fosforilada puede interactuar con E-cadherina, lo que induce la disrupcion
de las uniones adherentes en células epiteliales polarizadas. Esta interaccion causa
la acumulacion de B-catenina en el nucleo, lo que aumenta la transcripcion de genes
involucrados en la carcinogénesis (Murata-Kamiya et al., 2007). B-catenina es
regulada por la via Wnt, que esta involucrada en la proliferacion y regeneracion de
células epiteliales, y su activacion esta asociada con un aumento en el riesgo de

desarrollar cancer de colon y gastrico (Chiurillo, 2015).

Una vez que CagA es fosforilada (CagA-P) en los motivos EPIYA, es reconocida
por proteinas con dominios SH2 (SRC Homology 2) como SHP2, PI3K, CSK, etc.
La interaccion de CagA-P con SHP2 ocasiona rearreglos citoplasmaticos y un
cambio en la morfologia de las células, un fenémeno conocido como fenotipo colibri
(Figura 6) (Segal et al., 1999). En células AGS, el complejo CagA-p-SHP2 puede
encender la via de las MAP cinasas (MAPK), desregulando la polaridad celular y
promoviendo una proliferacién celular anormal y la progresion del ciclo celular
(Hatakeyama, 2004). Recientemente se encontré que la expresion de CagA es

regulada por un RNA no codificante bacteriano HPnc4160, de modo que la
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disminucion de este transcrito aumenta la expresion de CagA, lo que posiblemente
favorezca el proceso de oncogénesis (Kinoshita-Daitoku et al., 2021)

Por otro lado, de manera dependiente de CagPAI puede haber una traslocacion de
peptidoglicano a la célula epitelial, que puede activar a Nod1 que a su vez activa a
NF-kB e induce su traslocacion al nucleo, lo que consecuentemente activa al
promotor de la interleucina-8 (IL-8) y aumenta su produccion y secrecion al lumen
gastrico (Viala et al., 2004; Kim et al., 2006).

La infeccion por H. pylori es, ademas, un ejemplo de carcin6geno indirecto, ya que
genera una inflamacion gastrica crénica que favorece el desarrollo de CG. H. pylori,
estimula la secrecion de IL-8 por el epitelio gastrico, lo que atrae y activa neutrofilos,
favoreciendo el establecimiento de un microambiente inflamatorio caracterizado por
la infiltracion de un gran numero de leucocitos y una alta concentracion de citocinas
pro-inflamatorias, tales como IL-6, IL-8, IL1B, IL-12 y TNF-a. Los neutrdfilos
reclutados liberan especies reactivas de oxigeno y oxidos de nitrdgeno que pueden
inducir mutaciones en las células epiteliales gastricas (Kusters et al., 2006; Morales-

Sanchez & Fuentes-Panana, 2014).
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Figura 6. Fenotipo colibri. A. Células AGS en estado basal. B. Células AGS después de ser
infectadas por H. pylori. Modificado de Segal et al., 1999

4. Virus de Epstein-Barr

El Virus de Epstein-Barr fue descubierto en 1964 en linfocitos B cultivados de un
paciente con linfoma de Burkitt (Epstein etal., 1964). Es considerado como un
agente carcinogénico de clase |, segun la IARC (1997). Esta demostrado que in vitro
puede transformar linfocitos B. Sin embargo, se estima que mas del 90% de la
poblacién adulta mundial esta infectada por EBV generalmente sin estar asociado
a enfermedad (Ok et al., 2015).

EBV pertenece a la familia Herpesviridae, que son virus con un genoma de DNA
lineal de doble cadena. Su genoma es de aproximadamente 172 kb y codifica cerca
de 100 proteinas distintas. El genoma esta contenido en una nucleocépside con 162
capsOmeros, y posee una envoltura externa con espinas glicoproteicas y un
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tegumento de proteinas entre la nucleocépside y la envoltura externa (Figura 7)
(Knipe & Howley, 2013).
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Figura 7. Estructura de la particula viral de EBV. Modificado de Guan et al., 2019

EBV tiene un ciclo de vida bifasico, alterna entre estadios de infeccidn litica y latente.
El ciclo latente le permite al virus persistir por toda la vida del hospedero, mientras
gue el ciclo litico le permite transmitirse a nuevos hospederos. (Knipe & Howley,
2013). El virus se transmite de forma oral y tiene tropismo principalmente por
linfocitos B, aunque también puede infectar células epiteliales. La infeccion primaria
ocurre en la infancia y suele ser asintomatica, aunque en paises desarrollados se
ha observado que cuando ocurre en la adolescencia, la infeccién tardia esta

asociada a casos de mononucleosis infecciosa (Dunmire et al., 2018).

EBV ha evolucionado de tal manera que sus genes le permiten iniciar, establecer y
mantener una infeccidén persistente explotando la maquinaria de diferenciacién de
los linfocitos B, esto se explica con el modelo del centro germinal. Los viriones de
EBV atraviesan el epitelio de la cavidad oral, directamente atravesando las células
del epitelio o a través de las uniones estrechas, infectando a los linfocitos B naive
circulantes, estos linfocitos infectados se convierten en linfoblastos activados y
comienzan a proliferar (Figura 8a). De acuerdo con modelo de centro germinal, los
linfoblastos activados se dirigen a las regiones foliculares dentro de los 6rganos

linfoides secundarios donde inicia la reaccién de centro germinal (Figura 8b). En el
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centro germinal ocurre la diferenciacion de los linfocitos B infectados a linfocitos B
de memoria. Durante esta etapa, las proteinas virales LMP1y LMP2 tienen un papel
fundamental, ya que proporcionan las sefiales de activacion necesarias. LMP1 es
capaz de mimetizar la sefial de los linfocitos T helper, mientras que LMP2 es capaz
de mimetizar las sefales del receptor de antigeno (BCR), debido a que tiene los
mismos dominios de sefalizacion que las cadenas a y 3 del BCR. La reaccién de
centro germinal le permite al virus inducir una diferenciacién hacia una célula de
memoria de larga vida. En los linfocitos B de memoria el virus apaga toda su
maquinaria de expresion proteica permaneciendo oculto a la respuesta inmune, lo
cual le permite persistir durante toda la vida del hospedero. Las células de memoria
infectadas se pueden dividir ocasionalmente ante estimulos fisiolégicos como IL-7
e IL-15, esta proliferacion no estd mediada por el virus, sino por los mecanismos
normales de homeostasis. Cuando esto ocurre, el virus expresa unicamente la
proteina EBNAL que le permite al genoma viral replicarse con el genoma celular y
segregar su genoma a ambas células hijas durante la mitosis (Figura 8c). Si un
linfocito B infectado transitando por el epitelio oral recibe las sefiales que inician la
diferenciacion hacia una célula plasmatica, se desencadenara el ciclo litico
productivo (evento conocido como reactivacion viral), que resulta en la liberacion de
particulas virales infectivas (Figura 8d) (Thorley-Lawson, 2015). Algunos factores
como la inmunosupresion, las sefales del receptor de antigeno, algunos agentes
guimicos e incluso un proceso de inflamacion también pueden reactivar a EBV (Kerr,
2019).
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Figura 8. Modelo del centro germinal. a. EBV atraviesa el epitelio de la orofaringe e infecta un linfocito

B ndive. b: Los linfocitos B activados migran al centro germinal y cambian su programa de
transcripcion. c: Los linfocitos B infectados se diferencian en linfocitos B de memoria, circulan por la
periferia y ocasionalmente se dividen por mecanismos de homeostasis. d: Algunos linfocitos B
infectados pueden reactivarse, liberando particulas virales infectivas que pueden aumentar la carga

viral en la saliva. Modificado de Thorley-Lawson, 2015.

Durante este proceso de diferenciacion de un linfocito B activado a uno de memoria,
EBV expresa diferentes conjuntos de genes, cada programa transcripcional
considerado como un tipo de latencia diferente (lll, II, I y 0). En la latencia lll el virus
expresa seis antigenos nucleares o EBNAs: EBNA-LP (Leader protein), EBNA-1,
EBNA-2, EBNA-3a, -3b y 3c, ademas de tres proteinas latentes de membrana:
LMP1, LMP2A Yy 2B. La latencia Il se caracteriza por la expresion de EBNA-1, LMP1
y LMP2A,; la latencia | se caracteriza por la expresion de EBNA-1 y en la latencia 0
no hay expresion de proteinas virales. EBV también expresa varios RNAs no
codificantes, los EBER-1 y EBER-2 son expresados en todas las latencias, y hasta
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44 micro RNAs (miRNAS) provenientes de dos regiones diferentes BART1 y BHRF1,
gue son expresados en todas las latencias (Tabla 2) (Knipe & Howley, 2013;
Thorley-Lawson, 2015).

La unién de EBV a los linfocitos B es mediada por CD21, también conocido como el
receptor de complemento 2 o CR2. CD21 es expresado abundantemente por los
linfocitos B y se une a las glicoproteinas gp350/220 del virus. La unién de la
glicoproteina gp42 con el antigeno humano leucocitario (HLA) de clase Il en la
superficie del linfocito B activa la maquinaria de fusiéon de EBV, que involucra a las
glicoproteinas virales de la envoltura gB y gH/gL, posteriormente el virus es
internalizado en la célula por endocitosis. Una vez internalizado, el DNA viral migra
al nucleo donde forma y se mantiene como un episoma (Thorley-Lawson, 2015;
Tsao et al., 2015).
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Tabla 2. Diferentes latencias de EBV. (Knipe & Howley, 2013; Thorley-Lawson, 2015; Shannon-Lowe

etal., 2017).

Latencia Genes expresados Encontrada | Funcién propuesta

en

Latencia lll EBNA-1, -2, -3a, -3¢, -LP Lineas Activa a los linfocitos B naive
LMP2A, 2B celulares para volverlos linfoblastos
sncRNAs: EBER-1, -2 linfoblastoides | proliferativos.
miRNAs: BART, BHRF1,
otros.

Latencia ll EBNA-1 Linfoma de | Da sefiales necesarias para
LMP1, 2A Hodgkin. gue los linfocitos B infectados
sncRNAs: EBER-1, -2 Linfoma de | se diferencien en linfocitos B
mMiRNAs: BART, BHRF1, células NK/T de memoria
otros.

Latencia EBNA-1 Linfoma de | Permite la replicacion en
sncRNAs: EBER-1, -2 Burkitt linfocitos B de memoria en
miRNAs: BART, BHRF1, proliferacion.
otros.

Latencia O Sin expresion de proteinas Portadores Permite la persistencia del
virales asintomaticos | virus en linfocitos B de
sncRNAs: EBER-1, -2 memoria sin ser detectado
mMiRNAs. por el sistema inmune.

La infeccion de epitelio por EBV se ha estudiado bajo condiciones experimentales
especificas, como la expresion ectdpica de CD21, la transferencia de las particulas
virales mediante linfocitos B o a partir de virus acoplado a IgA y se ha encontrado
gue es hasta 1000 veces menos eficiente que la infeccién en linfocitos B, lo que
dificulta el establecimiento de modelos eficientes y reproducibles de la infeccidén en
epitelio y por esta misma razén el ciclo de infeccion viral se ha descrito
principalmente en linfocitos B (Shannon-Lowe et al., 2006; Figueiredo et al., 2017).
En la superficie de las células epiteliales estdn ausentes las proteinas CD21 y HLA
clase I, es por esto que los receptores superficiales involucrados en la entrada del
virus no estan del todo claros, aunque se sabe que las integrinas tienen un papel

importante en este proceso, también Neuropilina-1, el Receptor de Efrina A2
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(EphA2) y la cadena pesada IlA de la miosina no muscular (NMHC-IIA) (Wang et al.,
2015; Xiong et al., 2015; Zhang et al., 2018). Se ha propuesto que gH/gL también
participan en la union a integrinas y a EphA2, y en la fusién junto con gB (Molesworth
et al., 2000; Chen et al., 2020). BMRF2 es una glicoproteina viral involucrada en la
infeccion de células polarizadas mediante la cara basolateral, esto en un modelo de
infeccidn con particulas virales libre de células (Hutt-Fletcher, 2007).

4.1 Regulacioén del ciclo de vida de EBV

Existen tres tipos de modificaciones epigenéticas que reprimen la expresion viral
durante el ciclo latente de EBV: 1.- Modificaciones de las histonas; 2.- La densidad
nucleosomal y compactacion del DNA; 3.- Metilacion del DNA (Tempera &
Lieberman, 2014). Los genes liticos virales silenciados y sus promotores estan
asociados con las marcas H3K27me3 y H3K9me3, que son modificaciones
represivas. A diferencia de otros herpesvirus, la marca H3K4me3 esta ausente en
los genes reprimidos de EBV. El posicionamiento y la densidad de los nucleosomas
también estan involucrados en el silenciamiento de los genes de EBV, una mayor
proporcion de regiones promotoras localizadas en los nucleosomas correlaciona
con una menor expresion genética. La metilacion del DNA también juega un papel
importante, las regiones promotoras de genes liticos tempranos reprimidos tienen

una metilaciéon CpG muy alta (Tempera & Lieberman, 2014; Hammerschmidt, 2015).

El cambio de ciclo latente a ciclo litico estd mediado por la expresion del factor de
transcripcion viral BZLF1, también conocido como ZEBRA. Una de las principales
funciones de ZEBRA es activar a Rta, codificada por el gen viral BRLF1, después
actian de manera sinérgica activando la transcripcion de genes liticos tempranos
gue codifican proteinas requeridas para la replicacién del DNA viral. ZEBRA se une
a secuencias promotoras que contienen citosinas metiladas, denominados
meZREs. Los meZREs son los Unicos motivos de uniéon a ZEBRA en regiones
promotoras de genes esenciales para la replicacion de EBV, como la helicasa viral,
la DNA polimerasa y algunas proteinas accesorias, por lo que, paraddjicamente, la
metilacion de estos genes es indispensable para su expresiéon (Hammerschmidt,
2015).
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4.1 Mecanismos oncogénicos de EBV

EBV esté asociado con diferentes neoplasias, como linfoma de Burkitt, linfoma de
Hodgkin, linfoma asociado al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
desordenes linfoproliferativos post-transplante, linfoma difuso de células B grandes,
linfoma de células NK/T, cancer nasofaringeo y cancer géastrico (Yin et al., 2019).
Se han reconocido a LMP1, LMP2A y EBNA-2/-3c como proteinas de latencia de
EBV que participan en el proceso oncogénico (Miinz, 2019).

LMP1 es una proteina transmembranal con dominios activos CTAR, que funcionan
como sitio de reconocimiento, permitiendo la transduccion de sefales. LMP1 activa
las vias JAK/STAT1, ERK/MAPK, PI3K/Akt y PLC/PKC, ademas de NF-kB y
JNK/AP-1. Estas vias pueden inhibir la apoptosis y aumentar la proliferacion celular
y la sobreproduccion de metaloproteasas. Particularmente, la activacion de STAT y
NF-kB estimulan la expresion de quimiocinas y citocinas importantes para el
establecimiento del microambiente inflamatorio (Shair etal., 2008; Morales-

Sanchez & Fuentes-Panana, 2014).

LMP2A es una proteina transmembranal con un dominio ITAM, cuyos residuos de
tirosina son fosforilados por cinasas de la familia Src. Los residuos fosforilados del
dominio ITAM pueden interactuar con los componentes de la transduccion de
sefales del BCR, mimetizando asi la sefial del BCR. Estos residuos fosforilados
pueden reclutar proteinas con dominios SH2, lo que activa varias vias de
sefalizacion. Dentro de las vias activadas se encuentra RAS y de las MAPK, que
regulan la proliferacién y activacion de los linfocitos B. Otra via que se activa es
PI3K/Akt, que tiene un papel en el control de la supervivencia, metabolismo,
migracion y metastasis (Caldwell et al., 1998; El-Sharkawy et al., 2018). LMP2A no
se considera oncogénica en linfocitos B, aunque esta relacionada con la activacion
de vias de sefalizacion involucradas en la oncogénesis, y no esta del todo claro si
tiene un papel critico en el ciclo de vida de EBV en células epiteliales (Morales-

Sanchez & Fuentes-Panana, 2017).

21



4.2 Cancer gastrico asociado a EBV

Los tumores de CGaEBYV tienen caracteristicas histopatoldgicas y epidemiol6gicas
diferentes a los otros tipos de CG propuestos por el TCGA. Estos tumores son tanto
del cuerpo como del antro del estbmago (Figura 9), presentan una hipermetilacién
del DNA y estdn altamente infiltrados por células del sistema inmune,
adicionalmente sobre expresan PD-L1 y PD-L2 lo cual probablemente ayuda a
inhibir una respuesta inmune antitumoral. (Figueiredo etal., 2017; Zhao et al.,
2020).
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Figura 9. Sitios anatémicos del estémago

En CG la expresion de proteinas virales no corresponde a ninguna de las latencias
establecidas en linfocitos B y en el carcinoma nasofaringeo. En el CGaEBV se
expresan preferentemente los EBERs, EBNAL y los miRNAS de la region BART1;
solo en algunos casos ha sido posible detectar la expresion de LMP2A (Figura 10).
Otra caracteristica importante de estos tumores es una alta hipermetilaciéon del DNA
en genes diferentes a aquellos hipermetilados en el CG con inestabilidad
microsatelital. Ademas, presentan mutaciones en PIK3A y ARID1A vy
amplificaciones en el loci del cromosoma 9 que contiene los genes JAK2, PD-L1y
PD-L2 (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014; Figueiredo et al., 2017,
Morales-Sanchez & Fuentes-Panan4, 2017; Stanland & Luftig, 2020). Es importante
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resaltar que EBV infecta a todas o la mayoria de las células tumorales, pero no
infecta al tejido adyacente al tumor, lo que sustenta la participacién de EBV en el
inicio del proceso oncogénico. Ademas, el genoma de EBV se encuentra en forma
monoclonal en las células tumorales, lo que indica que la infeccién precede a la

transformacion (Morales-Sanchez & Fuentes-Panana, 2017).
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Figura 10. Expresién de genes virales en CG. En el CG, la expresién de genes de EBV no se ajusta
a alguna de las latencias ya establecidas, sino que se mantiene en un intermedio entre la latencia |
y Il. Modificado de Figueiredo et al., 2017

5. Co-infeccion entre Helicobacter pyloriy EBV

En 2013, Cardenas-Mondragén y colaboradores encontraron que las gastritis
severas en pacientes pediatricos estan asociadas con la co-infeccion entre H. pylori
y EBV, mientras que casos de gastritis leve y moderada estan relacionadas con la
mono-infeccion de estos patdégenos. También analizaron la interaccion entre EBV y
H. pylori CagA+, encontrando que los pacientes con la co-infeccion EBV/H. pylori
CagA+ fueron los Unicos que desarrollaron gastritis severa, esto al analizar las
lesiones gastricas en funcién del infiltrado de células mononucleares (inflamacion)
y células polimorfonucleares (actividad). Estos resultados sugieren que EBV esta

presente desde las primeras lesiones premalignas y que la mono-infeccion por las
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cepas mas patdgenas de H. pylori no es suficiente para causar una gastritis aguda
(Figura 11).
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Figura 11. La co-infeccién entre EBV y H. pylori induce una inflamacién méas severa. A. Proporcién
de pacientes pediatricos con mono-infeccién y co-infeccion de EBV y H. pylori clasificados por la
severidad de las lesiones gastricas y el infiltrado inflamatorio. B. Proporcion de pacientes pediatricos
con mono-infeccién y co-infeccion de EBV y H. pylori cepas cag+ o cag- y clasificados por la

severidad de las lesiones gastricas y el infiltrado leucocitario. Modificado de Cardenas-Mondragén
et al., 2013.

De manera similar, algunos otros estudios observacionales han encontrado la
presencia de EBV y H. pylori en lesiones premalignas y biopsias de CG en cohortes
de pacientes latinoamericanos (Martinez-Lopez et al., 2014; Cardenas-Mondragon
et al., 2015; Del Moral-Hernandez et al., 2019), sugiriendo que en etapas tempranas

hay una cooperacion entre ambos patdgenos que facilita el desarrollo de CG.
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Algunos equipos de trabajo han comenzado a dilucidar los procesos moleculares de
esta interaccién. Se ha encontrado que en pacientes adultos con CG existe una
asociacion positiva entre el anticuerpo contra interferon gamma (IFN-y) y la proteina
viral VCA, que es un marcador de reactivacion de EBV. Los titulos altos de VCA
sugieren que la reactivacion viral podria ser importante en el desarrollo de CG. IFN-
y también podria estar involucrado en el desarrollo de CG, sin embargo, no esta del
todo claro si los niveles altos de IFN-y en pacientes se dan como una respuesta
antiviral o es parte del mecanismo de carcinogénesis. Los autores buscaron una
correlacion entre los titulos de anticuerpos contra H. pylori, CagA y VCA y de
algunas citosinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8, IL -10, TNF-a, TGF-B y
MCP-1, sin embargo, no encontraron alguna relacion, posiblemente por el tamafio

relativamente pequefio de la cohorte estudiada (Cardenas-Mondragon et al., 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que la fosfatasa SHP1, que es homodloga de SHP2
y es considerada como un regulador negativo de la proliferacion celular, es capaz
de formar un complejo con CagA-P y desfosforilarla, disminuyendo los niveles y la
actividad de CagA-P. Ademas, se ha encontrado que EBV induce una
hipermetilacion en la regién promotora de SHP1, lo que disminuye su expresion.
Con esto se sugieren dos cosas: SHP1 actia como antagonista de CagA-P y EBV

puede potenciar la actividad de CagA-P (Saju et al., 2016).

Experimentos in vitro sefialan que la monocloramina, un metabolito del amonio
formado por la interaccién entre el amonio producido por H. pylori y el acido
hipocloroso producido por los neutrofilos como respuesta ante la inflamacion
cronica, es capaz de reactivar a EBV en linfocitos B y células epiteliales infectadas
(Minoura-Etoh et al., 2006).

Recientemente se establecio el primer modelo de co-infeccién entre EBV y H. pylori
en células AGS. Dentro del sistema se encontrd que la infeccién por H. pylori CagA+
facilita la infeccion por EBV, y que esta co-infeccion produce particulas virales
infectivas; ademas, las células co-infectadas tienen una mayor expresion de DNA
metil transferasas (DNMTs) en comparacion con aquellas que han sido infectadas

solo por solo uno de los dos patdégenos. Este aumento de expresion de DNMTs lleva
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a metilaciones aberrantes en islas CpG de genes relacionados con ciclo celular,
reparacion del DNA, genes supresores de tumores y apoptosis. (Pandey et al.,
2018).

También se ha encontrado que la infeccion in vitro por H. pylori en células de epitelio
gastrico induce la expresion de los receptores EphA2 y NMHC-IIA y aumenta la
eficiencia de infeccién por EBV, lo que apoya el papel de estas moléculas en la
entrada del virus a las células epiteliales y respalda la hipétesis de que H. pylori
favorece la infeccion por EBV (Fekadu et al., 2021)

6. Conclusiones

H. pylori y EBV son dos patdgenos reconocidos como agentes cancerigenos
involucrados en el desarrollo de CG. Este trabajo reune la informacion mas
relevante sobre cada patdgeno, asi como la evidencia epidemioldgica y
experimental que sustenta su cooperacion en la progresion de CG. La presencia de
ambos organismos en lesiones inflamatorias, el aumento de la capacidad de
infeccion por EBV en células epiteliales infectadas previamente por H. pylori y el
aumento de la reactivacion viral en CG son evidencias claras de esta cooperacion
y permiten elaborar hipétesis sobre esta sinergia (Figura 12). Sin embargo, hace
falta esclarecer muchos aspectos, por ejemplo, en qué momento llega EBV al tejido
gastrico, cuales son las sefiales de quimioatraccion para el reclutamiento de
linfocitos B EBV+, qué es lo que conduce a la reactivacion de EBV y cuales son los
mecanismos oncogénicos especificos subyacentes en la sinergia entre ambos

patégenos.
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Figura 12. Posible modelo de sinergia entre EBV y H. pylori. A. H. pylori infecta células del epitelio
géstrico, que liberan citocinas pro-inflamatorias como IL-8. B. Hay un reclutamiento de células del
sistema inmune, que establecen una inflamacion cronica, lo que favorece la llegada de linfocitos B
infectados con EBV. Estos podrian reactivarse por el propio microambiente inflamatorio o por accién
de productos bacterianos y facilitar asi la infeccion de las células epiteliales. C. Con el paso del

tiempo estos eventos promueven la aparicién del tumor gastrico.
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