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Resumen

Helicobacter pylori (H. pylori) y el Virus de Epstein-Barr (EBV) se consideran los
principales factores de riesgo en el desarrollo del cancer gastrico. Ambos patdgenos
establecen infecciones de por vida y ambos se consideran cancerigenos en
humanos. H. pylori es una bacteria residente del estbmago, mientras EBV es un
virus linfotrépico que persiste en las células B de memoria. Si bien existen diferentes
lineas de evidencia que apoyan que ambos patdgenos cooperan para dafar la
mucosa gastrica en etapas tempranas del proceso de carcinogénesis en el
estémago, el mecanismo por el que el EBV alcanza, infecta y persiste en el epitelio
gastrico no esta del todo claro. En este trabajo, se encontré que la infeccién por H.
pylori en células de epitelio gastrico induce la produccién de IL-8 y otras moléculas
gue permiten el reclutamiento de linfocitos B infectados por EBV, este fendmeno
también es facilitado por EBV, pues su infeccion aumenta la expresion del receptor
CXCR2 en linfocitos B. Finalmente, se observd que el silenciamiento de IL-8 en
células epiteliales y la inhibicibn de CXCR2 en linfocitos B EBV positivos disminuyen
el proceso de quimioatraccion y la activacion de las vias ERK1/2 y p38MAPK. Con
estos resultados, se propone que la IL-8 producida por las células epiteliales como
respuesta a la infeccion por H. pylori es una molécula quimioatrayente de linfocitos
B EBV positivos.



Abstract

Helicobacter pylori (H. pylori) and Epstein-Barr Virus (EBV) are considered the main
risk factors in the development of gastric cancer. Both pathogens establish lifelong
infections, and both are considered carcinogenic in humans. H. pylori is a resident
bacterium of the stomach, while EBV is a lymphotropic virus that persists in memory
B cells. While there are different lines of evidence supporting that both pathogens
cooperate to damage the gastric mucosa in early stages of the carcinogenesis
process in the stomach, the mechanism by which EBV reaches, infects, and persists
in the gastric epithelium is not entirely clear. In this work, we found that H. pylori
infection in gastric epithelial cells induces the production of IL-8 and other molecules
that allow the recruitment of EBV-infected B lymphocytes; this phenomenon is also
facilitated by EBV, since its infection increases the expression of the CXCR2
receptor in B lymphocytes. Finally, it was observed that IL-8 silencing in epithelial
cells and CXCR2 inhibition in EBV-positive B lymphocytes decrease the
chemoattraction process and the activation of the ERK1/2 and p38MAPK pathways.
With these results, it is proposed that IL-8 produced by epithelial cells in response

to H. pylori infection is a chemoattractant molecule of EBV-positive B lymphocytes.



Introduccién
Céancer géstrico

El cancer es una enfermedad donde células transformadas proliferan de manera
descontrolada y pueden invadir otras regiones anatdomicas del cuerpo (Brown et al.,
2023). Se estima que en el 2020 mas de 9 millones de personas en todo el mundo
fallecieron a causa de esta enfermedad, siendo la segunda causa de muerte por
enfermedades no transmisibles, solo detras de las enfermedades cardiovasculares
(Sung et al., 2021; World Health Organization, 2023).

Dentro de los tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad se encuentra el
cancer gastrico (CG). A nivel mundial es el quinto cancer mas incidente y mortal,
con mas de 900 mil de casos nuevos y poco mas de 600 mil muertes al afio en todo
el mundo. A nivel nacional ocupa el sexto lugar tanto en incidencia como en
mortalidad por cancer, con casi 9 mil casos nuevos y mas de 7 mil defunciones al
afo (Ferlay et al., s. f.; Sung et al., 2021). La supervivencia de los pacientes con CG
depende del estadio en el que se haga el diagnodstico. Se estima que los pacientes
diagnosticados antes de que el cancer se extienda a otras regiones del cuerpo
tienen una tasa de supervivencia poco mayor al 70%. Sin embargo, una vez que el
cancer se ha extendido a tejidos circundantes o a los ganglios linfaticos, la tasa de
supervivencia disminuye a 32% y 5%, respectivamente (Huang et al., 2020). Estas
altas tasas de mortalidad se deben a la falta de signos clinicos especificos en las
etapas tempranas del desarrollo del tumor. La sintomatologia que usualmente lo
acompafa, como el dolor abdominal, nauseas, pérdida del apetito, vomitos y
disfagia son también sintomas de otros padecimientos gastricos benignos y
comunes, lo que conlleva a una deteccion del CG en estadios tardios. (Y. Lin et al.,
2020).

El adenocarcinoma gastrico es el tumor estomacal mas comun, representando
hasta el 95% de los tumores que surgen en el estbmago. Esta malignidad surge a
partir de glandulas productoras de moco. Otros tipos de tumores en el estbmago
incluyen tumores mesenquimales, neuroendocrinos y linfoproliferativos (Ajani et al.,

2017). En general, cuando se habla de CG, se hace referencia al adenocarcinoma



gastrico, debido a su alta representatividad y en este trabajo CG lo utilizaremos para

representar al adenocarcinoma gastrico.

Clasificacion del cancer gastrico

Se han propuesto diversas clasificaciones del CG. La clasificacion histologica
establecida por Lauren en 1965 es la mas usada, y divide al cancer gastrico en dos
subtipos principales: Intestinal y difuso (Laurén, 1965). El cancer gastrico intestinal
se caracteriza por la formacion de glandulas productoras de moco que asemejan
las glandulas de la mucosa intestinal. En estas glandulas, las células tumorales
mantienen la cohesion intracelular. Por otro lado, el CG de tipo difuso carece de
cohesidn entre las células tumorales, por lo cual histolégicamente no se observan
las glandulas y las células tumorales se observan difusas sobe el tejido. Este tipo
de CG es mas invasivo (Correa, 2013). La progresion del CG intestinal est4 descrita
por la secuencia de Correa, que es un modelo de carcinogénesis que establece que
estos tumores son el resultado de cambios inflamatorios progresivos en la mucosa
gastrica. En esta secuencia, la lesion inicial es una gastritis cronica no atréfica, que
frecuentemente esta asociada a la infeccion por H. pylori. Esta gastritis no atréfica
tiene el riesgo de progresar a una gastritis cronica atréfica, metaplasia intestinal,
displasia y finalmente adenocarcinoma gastrico (Correa & Piazuelo, 2012). Aunque
el CG de tipo difuso no presenta lesiones preneoplasicas intermedias, también se
origina a partir de lesiones inflamatorias en el estbmago (Correa, 2013). Esta y otras
clasificaciones propuestas del CG se basan en la histologia, aunque la
heterogeneidad intertumoral e intratumoral dificulta el agrupamiento de los tumores
por su morfologia.

Con el objetivo de establecer una clasificacion con sustento molecular, ademas de
identificar vias de sefializacion y procesos bioldgicos que pudieran ser blancos
terapéuticos, el consorcio “El Atlas del Genoma del Cancer” (TCGA, por sus siglas
en inglés) caracterizO muestras de tejido primario de CG usando seis plataformas
moleculares: el transcriptoma, el epigenoma, el proteoma, la secuenciacion de
mMiRNAS, la determinacion de mutaciones puntuales y de regiones extensas por

secuenciacion de ultima generacion y la determinacion de cambios estructurales.



Este consorcio propuso que el CG puede dividirse en 4 categorias: asociado al EBV
(CGaEBYV), que corresponden al 8% del total de casos de CG y se caracterizan por
tener células tumorales positivas a la infeccion por EBV, ademas de tener
mutaciones en PIK3CA, sobreexpresion de PD-L1/PD-L2 y tener un fenotipo
metilador de las islas CpG; CG con inestabilidad cromosomal, que comprenden el
50% de los casos, suelen mostrar aneuploidias, mutaciones en TP53 y activacion
de lavia RTK-RAS; CG gendmicamente estable, que comprende alrededor del 20%
de los casos de CG y presenta mutaciones en genes que codifican proteinas que
estan relacionadas con la motilidad y adhesién celular; y CG con inestabilidad
microsatelital, que incluye el 22% restante y muestran altas tasas de mutacion
incluyendo en genes que codifican proteinas de sefializacidn oncogénica y también
estan hipermetilados en las islas CpG (Cancer Genome Atlas Research Network,
2014).

Factores de riesgo

El CG es una enfermedad multifactorial. Se considera que tiene un origen
inflamatorio, aunque la infeccién por H. pylori se considera el factor de riesgo
principal del proceso inflamatorio, el desarrollo de esta neoplasia esta también
influenciado por factores propios del hospedero y factores ambientales y asociados
al estilo de vida (Machlowska et al., 2020).

Dentro de los factores propios del hospedero se encuentran la edad y el sexo, se
ha visto que el riesgo de padecer CG es mayor en hombres y aumenta con la edad
(Shah & Bentrem, 2022). También se ha reportado que mutaciones en el gen CDH1
(Pinheiro et al., 2014) y polimorfismos en genes relacionados a la respuesta
inflamatoria, como los que codifican a IL-8, IL-18 y TNF-a (Felipe et al., 2012; Loh
et al., 2009; Yang et al., 2014) aumentan el riesgo de desarrollar CG. Sin embargo,
se estima que menos del 10% de los casos muestra una agregacion familiar, y solo
en el 3% de los casos se ha encontrado una causa hereditaria (Setia et al., 2015),
lo que sugiere que los factores de riesgo ambientales tienen un papel importante en
el establecimiento de esta enfermedad. Los factores de riesgo ambientales y

asociados al estilo de vida engloban el consumo de tabaco, alcohol y dietas altas



en sal y alimentos procesados, ademas de un consumo pobre de frutas y verduras
(Correa, 2013; IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to
Humans, 2004; Joossens et al., 1996; Moy et al., 2010). La infeccion por H. pylori
se ha considerado como el principal factor de riesgo para desarrollar CG (Correa,
2013). Ademas, la infeccion por EBV también esta asociada con el desarrollo de CG
(Machlowska et al., 2020).

Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria gramnegativa, microaerofilica, flagelada y con forma de
espiral que puede colonizar el epitelio estomacal. Generalmente es adquirida en la
infancia y puede persistir durante toda la vida del hospedero si no se erradica
mediante un tratamiento con antibioticos. Como resultado, la infeccién por H. pylori
puede dafiar la mucosa géstrica, lo que causa varias enfermedades del tracto
superior del sistema digestivo, tales como gastritis crénica, Ulcera péptica y
eventualmente neoplasias gastricas, por lo que es considerado como un agente
carcinogeno tipo | segun la IARC (International Agency for Research on Cancer,
1994; Kamangar et al., 2011; Marshall & Warren, 1984). Aproximadamente el 50%
de la poblacién global esta infectada por H. pylori, sin embargo, solo una fraccion
menor al 5% de las personas infectadas desarrolla CG (Conteduca et al., 2013;
Herrera & Parsonnet, 2009; Li et al., 2023; Parkin, 2006; Zamani et al., 2018).

H. pylori posee varios factores de virulencia que estan involucrados en la
colonizacion de un nicho ecolégico tan Unico como lo es el estbmago. Esta bacteria
tiene de 4 a 6 flagelos que aunado a su forma helicoidal, le permiten penetrar y
moverse a través de la capa de moco gastrico (Cheok et al., 2021). Las proteinas
bacterianas externas de membrana HopS y HopT, también conocidas como BabA
y BabB facilitan la adhesion de H. pylori a las células epiteliales (Oleastro & Ménard,
2013). Ademas, H. pylori sintetiza ureasa, una enzima que hidroliza la urea en
amoniaco y diéxido de carbono, esto neutraliza el pH del estbmago, ademas de que
disminuye la viscosidad del moco gastrico, lo que facilita la motilidad de H. pylori y
(Su et al., 2018).



Un componente importante de la virulencia de H. pylori esta dado por la presencia
de una isla de patogenicidad cag (cag-PAl), que es un locus de 40 kb que codifica
alrededor de 30 genes que ensamblan un sistema de secrecion tipo IV (T4SS), que
ayuda a translocar moléculas bacterianas efectoras a las células infectadas,
ademas de la proteina oncogénica CagA (Del inglés cytotoxin-associated gene A)
(Cheok et al., 2021). Las cepas de H. pylori pueden clasificarse como positivas o
negativas a la cag-PAl. Las cepas cag-PAl negativas no tienen una copia funcional
de la cag-PAI debido a que no codifican todos o alguno de los genes de la isla de
patogenicidad. Las cepas cag-PAl negativas generalmente no se asocian con

enfermedades gastricas severas (Park et al., 2018).

CagA

CagA es una proteina de 120-145 kDa codificada al final de la isla de patogenicidad
gue posee una region polimorfica en el extremo c-terminal que les da identidad a
las diferentes cepas de H. pylori. Esta region tiene motivos repetidos de los
aminoéacidos Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA). Estos motivos EPIYA se pueden repetir
in tandem en la secuencia de la proteina. Se pueden encontrar cuatro tipos distintos
de EPIYA: A, B, Cy D, clasificados segun la secuencia de aminoacidos que rodean
al motivo (Hatakeyama, 2004). Los EPIYA A, B y C se encuentran generalmente en
las cepas que circulan en paises occidentales, mientras que los EPIYA A, By D se
encuentran en los paises orientales (Naito et al., 2006).

Una vez que CagA es translocada al citoplasma de las células epiteliales mediante
el T4SS, es susceptible a fosforilacion en las tirosinas de los motivos EPIYA por
cinasas de las familias Src o Abl. La proteina CagA fosforilada puede unirse a la
proteina SHP2, formando el complejo CagA-P-SHP2, lo que puede alterar diversas
vias de sefializacion, como la via de las MAP cinasas (MAPK), JAK/STAT y ERK,
desregulando la polaridad celular y promoviendo una proliferacion celular anormal,
ademas de inducir un cambio morfolégico conocido como fenotipo colibri. Los
EPIYA D son mas afines a la unién con la proteina SHP2, por lo que las cepas
asiaticas tienen un mayor potencial oncogénico (Zhao et al., 2020). La proteina
CagA también puede interactuar con el complejo E-Cadherina-B-Catenina,



induciendo la acumulacion nuclear de p-Catenina, permitiendo la transcripcion de
genes asociados con el proceso de carcinogénesis (Murata-Kamiya et al., 2007).
También hay una activacion del factor de transcripcion NF-kB, lo que lleva a la
expresion de IL-8. Esta induccién de IL-8 mediada por la proteina CagA vy la cag-
PAI es dependiente de la cepa de H. pylori, de modo que las cepas con motivos
EPIYA D inducen una mayor expresion de IL-8 que aquellas con EPIYA A,Bo C
(Argent et al., 2008; Zhao et al., 2020). De manera independiente a la traslocacion
de CagA, la IL-8 puede ser inducida por otros componente bacterianos, como el
LPS, la flagelina o DNA bacteriano que puede ser liberado y reconocido por las
células gastricas (Sanchez-Zauco et al., 2010).

La infeccion por H. pylori se considera un ejemplo de carcindgeno 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 neutréfilos,
favoreciendo el establecimiento de un microambiente inflamatorio con un gran
infiltrado de leucocitos y una alta concentracion de citocinas pro-inflamatorias, como
IL-8, IL-6, IL-1B, IL-12 y TNF-a. Los neutrdfilos reclutados, a su vez, liberan especies
reactivas de oxigeno y oxidos de nitrégeno que pueden inducir mutaciones en las
células del epitelio gastrico (Hatakeyama, 2004; Kusters et al., 2006; Morales-

Sanchez & Fuentes-Panana, 2017).

Virus de Epstein-Barr

EBV es un virus de la familia Herpesviridae, caracterizada por ser virus envueltos
con un genoma lineal de DNA de doble cadena. Su genoma es de alrededor de 172
kb y codifica alrededor de 100 proteinas distintas. EBV tiene un ciclo de replicacion
bifasico, alternando entre estadios de infeccion latente e infeccion litica. Durante la
infeccion latente se reprime la expresion de proteinas virales, por lo que el virus
permanece oculto ante la respuesta inmune del hospedero, mientras que en la
infeccidn litica hay una expresion abundante de proteinas virales y se sintetizan
nuevas particulas virales, lo que le permite al virus diseminarse a nuevos
hospederos. EBV se transmite de forma oral e infecta principalmente linfocitos B,

aunque se ha visto que también puede infectar células epiteliales. La infeccion por



EBV esta asociada con diferentes neoplasias, como linfoma de Burkitt, linfoma de
Hodgkin, cancer nasofaringeo, CG, entre otros, por lo que es considerado como un
agente carcinogénico tipo | segun la IARC (International Agency for Research on
Cancer, 1997; Yin et al., 2019). Se estima que mas del 90% de la poblacién mundial
estd infectada por EBV, sin que esta infeccion esté asociada a alguna enfermedad.
Esto sugiere que EBV es un patobionte, es decir, un agente potencialmente dafino
Unicamente bajo condiciones de disbiosis (Sanchez-Ponce & Fuentes-Panani,
2021). La infeccion primaria por EBV suele ocurrir en la infancia y usualmente es
asintomatica, aunque en paises en desarrollo se ha observado que la primoinfeccién
ocurre en la adolescencia, y esta infeccion tardia suele ocasionar cuadros de
mononucleosis infecciosa (Balfour et al., 2015).

EBV ha evolucionado de tal manera que sus genes le permiten iniciar, establecer y
mantener una infeccién persistente al explotar la maquinaria de diferenciacion de
los linfocitos B. Este fenbmeno se explica con el modelo de centro germinal. En
condiciones normales, los antigenos entran via oral en la saliva, atraviesan el anillo
de Waldeyer y son presentados a linfocitos B naive. Cuando uno de estos linfocitos
reconoce a su antigeno cognado se activa, convirtiéendose en un linfoblasto
activado. Estos linfoblastos activados migran a los foliculos de los érganos linfoides
secundarios para iniciar la reaccion del centro germinal, donde ocurren los procesos
de hipermutacion somatica, recombinacion de cambio de clase y diferenciacion a
linfocito B de memoria o linfocito B plasmatico. Durante este proceso, los linfocitos
requieren las sefales proporcionadas por linfocitos T helper foliculares mediante la
interaccion de CD40 y CD40L, ademas de la sefializacion dada por el receptor de
antigeno del linfocito B (BCR). De manera similar, las particulas virales de EBV
logran atravesar el epitelio de la cavidad oral, infectando a los linfocitos B naive,
gracias a la interaccién entre CD21 y las glicoproteinas virales gp350/220. Los
linfocitos B naive infectados también se convierten en linfoblastos activados que
migran y proliferan en el foliculo de los 6rganos linforides secundarios donde
comienzan la reaccion del centro germinal. Durante esta etapa, las proteinas virales
LMP1 y LMP2 tienen un papel importante, ya que mimetizan las sefiales de CD40 y

el BCR, respectivamente. La reaccion del centro germinal permite que el virus



induzca una diferenciacion hacia linfocitos B de memoria de larga vida. En estos
linfocitos, el virus apaga su maquinaria de expresion, lo que le permite mantenerse
oculto ante la vigilancia inmunolégica del hospedero. La proliferacion de los
linfocitos B de memoria infectados no depende de mecanismos virales, sino que
estd mediada por los mecanismos normales de homeostasis. Cuando esto sucede,
Unicamente se expresa la proteina viral EBNAL, qgue mantiene unido al episoma viral
con el genoma de la célula infectada, lo que permite que el genoma viral se replique
junto con el genoma celular y la correcta segregacion del genoma viral a ambas
células hijas (Thorley-Lawson, 2015).

Durante este proceso de diferenciacion, EBV expresa diferentes conjuntos de
genes, cada programa transcripcional es considerado como un estado de latencia
diferente (lll, 11, 1 y 0). Durante la latencia lll se expresan seis antigenos nucleares
0 EBNAs: EBNA1, EBNA2, EBNA3a, EBNA3b, EBNA3c y EBNA-LP (leader protein),
ademas de tres proteinas latentes de membrana, LMP1, LMP2A y LMP2B. En la
latencia Il se expresan EBNA1, LMP1 y LMP2A; la latencia | se caracteriza por la
expresion de EBNAL y en la latencia 0 se suprime por completo la expresion de
proteinas virales (Murata et al., 2021; Thorley-Lawson, 2015). Ademés, EBV
expresa varios RNAs no codificantes. Durante todas las latencias se expresan los
EBER1 y EBER2 (Del inglés Epstein-Barr Virus-encoded small RNAs). EBV puede
expresar mas de 40 miRNAs provenientes de las regiones BART1 y BHRF1, que
también son expresados en todas las latencias (De Re et al., 2020; Knipe & Howley,
2013). El cambio de ciclo latente a ciclo litico se conoce como reactivacion viral, y
estd mediado por la expresion del factor de transcripcion viral Zta, que activa al
factor Rta y de manera sinérgica activan la transcripcién de genes liticos que
codifican proteinas necesarias para la replicacion del DNA viral. De manera
paraddjica, Zta se une a secuencias promotoras que contienen citocinas metiladas,
por lo que la metilacion de las regiones promotoras de los genes virales es esencial
para su expresion (Bergbauer et al., 2010; Knipe & Howley, 2013).

Aunque EBV también infecta células epiteliales se tiene menos caracterizado como
lo hace. Se cree que en el hospedero primero se infectan los linfocitos B y que el

epitelio se infecta a partir de linfocitos B reactivados y por la cara basolateral del
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epitelio, la cual concentra los receptores virales. La infeccién del epitelio de la oro-
naso-faringe le sirve al virus para amplificar el nimero de particulas virales liberadas

hacia el exterior (Thorley-Lawson, 2015).

Mecanismos oncogénicos de EBV

La infeccion por EBV puede asociarse con diversas enfermedades neoplasicas y
no-neoplasicas, tales como la mononucleosis infecciosa, desoérdenes
linfoproliferativos post-transplante, infeccion crénica activa por EBV, leucoplasia
vellosa oral, ademas de enfermedades malignas como linfoma de Burkitt, linfoma
de Hodgkin, linfoma asociado a SIDA, linfoma difuso de células B grandes, linfoma
de células NK/T, cancer nasofaringeo y CG; ademas de enfermedades autoinmunes
como la esclerosis multiple y el lupus eritematoso sistémico (Abusalah et al., 2020).
Se estima que la infeccion por EBV esta asociada a casi el 2% del total de casos de
cancer en todo el mundo (Wong et al., 2022).

Las proteinas virales de latencia LMP1 y LMP2A son consideradas como
oncogeénicas, ya que pueden participar en el proceso oncogénico mediado por EBV,
principalmente activando diferentes vias de sefalizacion (Morales-Sanchez &
Fuentes-Panana, 2017; Shair et al., 2008). LMP1 es una proteina transmembranal
con dominios CTAR, que puede activar las vias JAK/STAT1, ERK/MAPK, PI3K/Akt,
PCL/PKC, NF-kB y JNK/AP-1. Estas vias pueden suprimir la apoptosis y promover
la proliferacién celular y la sobreexpresion de metaloproteasas, ademas, la
activacion de STAT y NF-kB permiten la expresion de citocinas proinflamatorias que
pudieran participar en el establecimiento de un microambiente inflamatorio
(Morales-Sanchez & Fuentes-Panana, 2017; Shair et al., 2008).

LMP2A es otra proteina transmembranal con un dominio ITAM que puede ser
fosforilado por cinasas de la familia Src, mimetizando la sefial de activacion del
BCR, lo que activa varias vias de sefializacion, como PI3K/Akt, PCL/PKC, NF-kB y
la via de las MAPK, que pueden regular la supervivencia, metabolismo, proliferacion

y migracion celular (Morales-Sanchez & Fuentes-Panana, 2017).
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Céancer gastrico asociado a EBV

Si bien, los casos de CGaEBV comprenden solo entre el 8 y 10% del total de los
casos de CG, este tipo de cancer es la enfermedad maligna asociada a EBV mas
numerosa a nivel mundial (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014; Cohen
et al., 2011). La principal caracteristica de los tumores de CGaEBYV es que todas o
la mayoria de las células tumorales estan infectadas por el virus, mientras que el
tejido adyacente no, ademas, el genoma del virus se encuentra presente en forma
monoclonal en las células tumorales, lo que indica que la infeccion precede a la
transformacion (Morales-Sanchez & Fuentes-Panana, 2017). Anatémicamente,
estos tumores suelen encontrarse en el cuerpo del estbmago. También presentan
hipermetilacion del DNA y tienen grandes infiltrados de células inmunes. Estos
tumores también presentan mutaciones en los genes PIK3CA y ARID1A y
amplificaciones de los genes JAK2, PD-L1 y PD-L2 (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2014; Zhao et al., 2020).

La expresion de genes virales de EBV en tumores gastricos no corresponde a
ninguna de las latencias ya establecidas en linfocitos B. Algunos grupos de trabajo
han encontrado la expresion de EBNAL y en algunos casos ha sido posible detectar
a LMP2A (Zhao et al., 2020). Ademas de proteinas virales se expresan los EBERsS
y miRNAs de la region BART, estos miRNAs pueden ayudar con el control de la
latencia y reactivacion viral, evasion de la respuesta inmune, resistencia a la
apoptosis y pueden intervenir con diversas vias de sefializacion relacionadas con la
oncogénesis (Morales-Sanchez & Fuentes-Panana, 2017; Zhao et al., 2020).

A pesar de toda esta evidencia de la asociacion de EBV con el CG y el carcinoma
nasofaringeo, todavia no se entiende como llega, infecta y persiste EBV en el
epitelio. Mientras que la infeccion e inmortalizacion de los linfocitos B es muy
eficiente, la entrada de EBV a la célula epitelial solo se da en condiciones
experimentales muy especificas y es altamente ineficiente. Ademas, en todos los
modelos experimentales, EBV no persiste, activa el ciclo litico y mata a la célula
hospedero. La oro-naso-faringe es el sitio en el que EBV replica, liberando particulas
infectivas en la saliva, que sirven para transmitirse a otros hospederos. Estudios

realizados en muestras obtenidas por amigdalectomia han permitido observar a
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EBV en esta region. Por el contrario, no hay mecanismos conocidos que lleven a
EBYV al estbmago. El estbmago no contiene tejido linfoide asociado a mucosas, y Si
hay linfocitos B infectados por EBV circulando la region, también se desconoce
cudles son las sefiales que inducen la reactivacion viral. Dado que la infeccion de
los linfocitos B antecede la del epitelio, este paso de reactivacién se considera
necesario para que el virus infecte el epitelio y pueda ejercer su capacidad

oncogeénica.

Evidencia de interacciones cooperadoras entre EBV y H. pylori

Existe evidencia que sugiere que EBV esta involucrado en el desarrollo de lesiones
premalignas muy tempranas, y que podria estar actuando de manera sinérgica con
H. pylori para desarrollar estas lesiones. En diversas cohortes se ha encontrado que
EBV aumenta el riesgo de desarrollar cancer gastrico e incluso lesiones
premalignas, tanto en adultos como en pacientes pediatricos (Cardenas-Mondragon
et al., 2013, 2015; Del Moral-Hernandez et al., 2019; Martinez-Lépez et al., 2014).
Particularmente, se ha encontrado una asociacion entre la coinfeccion entre H.
pyloriy EBV y lesiones inflamatorias severas, mientras que las monoinfecciones por
ambos patdgenos estan asociadas a lesiones con inflamacién leve o moderada, lo
gue sugiere una cooperacion desde lesiones muy tempranas (Cardenas-Mondragon
et al.,, 2013). Estudios serolégicos muestran que los pacientes con CGaEBYV,
pacientes con CG agnostico a su estatus de infeccién por EBV y pacientes con
lesiones premalignas avanzadas tienen titulos altos de anticuerpos IgG contra la
proteina viral VCA, que es un marcador de reactivacion viral, lo que sugiere un papel
importante de la reactivacion viral en el desarrollo de CG (Fontes-Lemus et al.,
2023).

Algunos grupos de trabajo han comenzado a dilucidar la posible sinergia entre
ambos patodgenos. La reactivacion viral en el estbmago podria darse gracias a la
monocloramina, un metabolito del amonio formado por la interacciéon del amonio y
el acido hipocloroso en el estomago. Este metabolito es producido localmente en el
estdbmago infectado por H. pylori. Se ha visto que este compuesto puede reactivar
a EBV en linfocitos B y células de epitelio infectadas (Minoura-Etoh et al., 2006).

13



También se ha encontrado que la fosfatasa SHP1 puede unirse a la proteina CagA-
fosforilada, disminuyendo su actividad. Sin embargo, esta regulacion negativa de
CagA puede ser afectada por EBV, ya que el virus induce la hipermetilacion de la
region promotora de SHP1, de modo que EBV puede potenciar de manera indirecta
la actividad oncogénica de CagA (Saju et al., 2016).

Los primeros modelos in vitro de coinfeccion entre H. pylori y EBV revelan que la
infeccion por H. pylori facilita la infeccion por EBV en epitelio gastrico, esto debido
a la sobreexpresion de los receptores EPHA2 y NMHC-IIA y metilacion aberrante
de genes supresores de tumores, ambos inducidos por la infeccién por H. pylori
(Fekadu et al., 2021; Pandey et al., 2018).

Justificacién y planteamiento del problema

El CG es un problema de salud puablico a nivel mundial y en nuestro pais. Si bien,
su incidencia ha ido a la baja en los Ultimos afios, este tipo de cancer se sigue
asociando con altas tasas de mortalidad, que oscilan alrededor del 70% antes de
gue logre diseminarse a otros sitios y pueden disminuir hasta un 30% si ya hubo
diseminacion. Estas altas tasas de mortalidad van de la mano de detecciones
tardias, debido a la falta de sintomas especificos, lo que resalta la importancia de
estrategias de prevencion primarias. Dentro de los factores de riesgo del CG se
encuentran las infecciones por H. pylori y por EBV. La infeccidn crénica por H. pylori
causa un ambiente inflamatorio que favorece el desarrollo de CG, aunque la
traslocacion de la proteina CagA a las células epiteliales gastricas también
desregula vias de sefalizacion que estan involucradas en cancer. Por su parte, se
desconoce como, cuando y cuales son los estimulos que llevan a EBV al estdmago.
EBV es un virus que persiste en linfocitos B y que replica en el epitelio de la
nasofaringe durante su transmision a nuevos hospederos. En ese sentido, el
estbmago pareciera no brindar ventajas a su persistencia individual o poblacional al
virus y por lo tanto pudiera ser un accidente que ocurre en respuesta a la infeccion
por H. pylori. Diferentes lineas de evidencia apoyan una coparticipacion de ambos
patdégenos en el desarrollo de CG y de la inflamacion cronica que guia la progresion

de las lesiones géstricas. Debido a que H. pylori es el residente normal del estbmago
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y que EBV persiste principalmente en linfocitos B en nédulos linfaticos, en este
proyecto se plantea hacer un modelo donde la infeccion por H. pylori facilita el
reclutamiento de linfocitos B infectados por EBV, ademas de caracterizar sefiales
inducidas por la infeccidon con la bacteria que faciliten la quimioatraccion de los

linfocitos B infectados por EBV.

Hipoétesis
La infeccion por H. pylori en células de epitelio gastrico induce la secrecion de

moléculas que promueven la quimioatraccién de linfocitos B infectados por EBV a

la mucosa del estbmago.

Objetivos

General

Modelar in vitro como H. pylori facilita la quimioatraccién de los linfocitos B
infectados por EBYV, identificando posibles moléculas involucradas en este
fendmeno.

Particulares
1. Analizar la quimioatraccion de linfocitos B infectados por EBV a células de epitelio

gastrico infectado por H. pylori.

2. Encontrar moléculas responsables del fendmeno de quimioatraccion de linfocitos
B infectados por EBV.

3. Encontrar qué vias de sefalizacion pueden estar participando en el fenébmeno de

quimioatraccion de linfocitos B infectados por EBV.
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Metodologia
Lineas celulares y cultivos bacterianos

Se utilizaron las lineas celulares AGS (Cat. CRL-1739), NCI-N87 (Cat. CRL-5822),
Kato-Ill (Cat. HTB-103), Hs445 (Cat. HTB-146), B95-8, Ramos (Cat. CRL-1596) y
Akata (Tabla 1). Todas las lineas celulares, excepto Akata, se obtuvieron de la
ATCC. La linea celular Akata fue donada por el Dr. Kenzo Takada (Maruo et al.,
2001). Las lineas celulares NCI-N87, Hs445, B95-8, Ramos y Akata fueron
cultivadas en medio RPMI-1640 (Life Technologies); la linea AGS fue cultivada en
medio F12 (Life Technologies) y la linea celular KATO-III fue cultivada en medio
IMDM (ATCC). Todos los cultivos se suplementaron con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Gibco) y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco). Adicionalmente, los
cultivos de células Akata se seleccionaron con 700 pg/ml de G418 (Sigma-Aldrich)
para mantener el bacmido de EBV. Todos los cultivos celulares se mantuvieron en

una atmosfera himeda a 37°C y 5% de CO..
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Tabla 1. Lineas celulares utilizadas.

Linea celular

Caracteristicas

AGS

Linea celular de epitelio gastrico obtenida de una
paciente con adenocarcinoma gastrico. Negativa a la

infeccion por EBV.

NCI-N87

Linea celular de epitelio gastrico obtenida de un
paciente con adenocarcinoma gastrico. Negativa a la

infeccion por EBV.

KATO-III

Linea celular de epitelio gastrico obtenida de un
paciente con adenocarcinoma gastrico. Negativa a la

infeccidon por EBV.

Hs445

Linea celular de linfocitos B obtenida de un paciente con
linfoma de Hodgkin. Positiva a la infeccion por EBV

(Latencia II).

B95-8

Linea celular de linfocitos B de mono titi (Saguinus

oedipus), positivos a la infeccion por EBV (Latencia IlI).

Akata

Linea celular de linfocitos B obtenida a partir de un
paciente con linfoma de Burkitt. Contiene un bacmido
con el genoma de EBV, acoplado a la proteina GFP

(Latencia I).

Ramos

Linea celular de linfocitos B obtenida a partir de un
paciente con linfoma de Burkitt. Negativa a la infecciéon
por EBV.

Se utilizaron dos cepas de H. pylori CagA positivas: la cepa NCTC11637 (ATCC),
con un EPIYA ABCCC y la cepa NY02-149, donada por el Dr. Guillermo Perez-

Perez, que tiene un EPIYA ABD. También se utilizaron dos cepas CagA negativas:

La cepa 365A3, que carece de la proteina CagA, y la cepa 254A3, que contiene una
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isla de patogenicidad cag no funcional, ambas cepas fueron donadas por el Dr.
Javier Torres y la Dra. Margarita Camorlinga y son aislados clinicos de pacientes
mexicanos (Tabla 2). Todos los cultivos de H. pylori se crecieron en agar sangre y

se mantuvieron en un ambiente humedo a 37°C y 9% de CO..

Tabla 2. Cepas de H. pylori utilizadas.

Cepa EPIYA Enfermedad asociada

365a3 CagA- Dolor abdominal crénico en

paciente pediatrico

254a3 cag-PAl-. Isla de | Sintomas de indigestion no

patogenicidad cag-PAl no | asociada a Ulcera en paciente

funcional adulto
11637 ABCCC Desconocido
NY02-149 ABD Desconocido

Purificacion de linfocitos B de sangre periférica

Se purificaron linfocitos B a partir de células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs, por sus siglas en inglés) de 3 donadores sanos. Las PBMCs fueros
aisladas por un gradiente de densidad usando Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) y
los linfocitos B fueron obtenidos mediante seleccién negativa usanto el kit B Cell

Isolation Kit Il (Miltenyi Biotec), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Infeccion de células epiteliales gastricas con H. pylori y obtencion de medios
condicionados

Se cultivaron las diferentes lineas celulares de epitelio gastrico a una densidad de
1.5x10° cels/ml en placas de 12 pozos (Corning) en su respectivo medio. Se
cosecharon cultivos de H. pylori con una antigiiedad no mayor a 12 horas y se
resuspendieron en PBS 1x (Life Technologies) y se cuantificaron por densidad

Optica a 550 nm. Se tomo el volumen suficiente de cada suspension bacteriana para
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infectar las células epiteliales a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 100 y se
infectaron las células durante 6 horas a 37°C y 5% de CO:2 en medio base libre de
suplementos. Pasadas las 6 horas, las células fueron tratadas con 300 ng/ml de
Gentamicina (Sigma-Aldrich) durante una hora, posteriormente se lavaron con PBS
1x dos veces y se mantuvieron por 17 horas en medio base libre de suplementos,
para completar 24 horas de infeccion. Finalmente, se colectaron los sobrenadantes,
se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos y se usaron en ensayos de invasion y
cuantificacion de IL-8. En algunos casos las bacterias fueron tratadas con 300 ng/ml

de gentamicina durante 1 hora a 37°C previo a la infeccion de células epiteliales.

Cuantificacion de IL-8

Se midi6 la concentracién de IL-8 de los sobrenadantes obtenidos a partir de la
infeccién de células epiteliales gastricas mediante ELISA, usando el kit OptEIA

human IL-8 (BD Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ensayos de quimioatraccion: migracion e invasion

Para los ensayos de quimioatraccion se usaron 1.5x10° linfocitos B por cada
condicion experimental. Se utilizaron insertos Transwell de 6.5 mm de diametro y
poro de 5 ym (Corning); para los ensayos de invasion, los Transwell se recubrieron
con 50 ul de matrigel (Corning) diluido 1:3 en medio F12 sin suero; para los ensayos
de migraciéon los Transwell no fueron recubiertos con Matrigel. Los insertos se
colocaron en placas de 24 pozos, en la camara superior se colocaron los linfocitos
B y en la cdmara inferior se colocaron 800 yl de medio condicionado. Los ensayos
de migracién se mantuvieron a 37°C por 24 horas, mientras que los ensayos de
invasién se mantuvieron 48 horas. Después de este tiempo, se observaron las
células que lograron atravesar el inserto Transwell, se tomaron fotos del fondo de
cada pozo y se contaron 5 campos aleatorios de cada condicion experimental.
Como control positivo se usé medio suplementado con 6% de SFB, como control
negativo se usé medio F12 sin suplementar. Para los ensayos con linfocitos B de
sangre periférica se usaron linfocitos B pretratados con 100 ng/ml de Forbol 12-

miristato 13-acetato (PMA) por 4 horas como control positivo de migracion. En
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algunas condiciones se utiliz6 medio F12 suplementado con 2200 pg/ml de IL-8
recombinante (rIL-8). Para cada ensayo se hicieron tres replicas biolégicas
independientes.

Transfeccion de CagA en células AGS

Los plasmidos que codifican a la proteina CagA acoplada a la proteina GFP (GFP-
CagAl-1216) o solo a la proteina CagA (CagAl-1216) fueron donados por el Dr.
Manuel R. Amieva. Se cultivaron células AGS en placas de 6 pozos hasta tener un
70% de confluencia y se transfectaron con Lipofectamina 3000 (Invitrogen) y 2.5 ug
de plasmido por pozo, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células
transfectadas se mantuvieron en medio F12 sin suero a 37°C. Después de 48 horas,
se colectaron los medios donde las células crecieron, se centrifugaron a 1500 rpm
por 5 minutos y se usaron en ensayos de invasion y cuantificacion de IL-8. Como
control de estos experimentos se utilizo la transfeccion de las células con el vector

vacio.

Inmunofluorescencia

Las células AGS transfectadas con los plasmidos CagA fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% por 20 minutos. Las células transfectadas con el plasmido
CagAl1-1216 fueron bloqueadas con 1% de BSA por 30 minutos, se incubaron con
anticuerpo mouse anti-CagA (Santa Cruz, Sc-28368) por 1 hora a 37°C, se lavaron
y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor 647 (Jackson
ImmunoResearch, 715-605-150) por 40 minutos a temperatura ambiente. Las
células fueron montadas en portaobjetos con Vectashield (Vector Laboratories). Las
células transfectadas con el plasmido GFP-CagAl1-1216 Unicamente se montaron
en portaobjetos con Vectashield. Las células se observaron en un microscopio

confocal y se tomaron fotos representativas.
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Western Blot

Se utilizaron los anticuerpos mouse-anti phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2,
Thr202/tyr204) (Genetex, GTX01452), rabbit anti-ERK1/2 (ERK1/2, Genetex,
GTX59618), rabbit anti-phospho-p38 MAPK (p-p38, Thrl80/Tyrl83) (Genetex,
GTX33599) y rabbit anti-p38 MAPK (p-38, Genetex, GTX33621). Se usaron los
anticuerpos secundarios B-Actin-HRP (Abcam, ab49900), HRP-linked goat anti-
mouse (ThermoFisher Scientific, 626520) y HRP-linked goat anti-rabbit
(ThermoFisher Scientific, 31460).

Se sembraron 3x108 células Ramos o Akata, se privaron de suero por 18 horas y se
trataron con 2200 pg/ml de rIL-8. Algunas células fueron tratadas con 400 nM de
SB225002 (Tocris Bioscience) o reparixin (Sigma-Aldrich) por 4 horas previo al
tratamiento con rIL-8. Las proteinas se extrajeron con buffer RIPA (20-188, Millipore)
suplementado con fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (Sigma-Aldrich) coctél de
inhibidor de proteasas 1x e inhibidores de fosfatasas (Sigma-Aldrich).

Se uso el kit 2-D Quant (Sigma-Aldrich) para cuantificar las proteinas extraidas. Las
muestras se mezclaron con buffer Laemmli 4x (3:1) y se incubaron a 90°C por 5
minutos. Se cargaron 30 ug de cada muestra en geles de poliacrilamida al 10% vy
se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore). La membrana se bloqued con
buffer TBS (10mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 nM NacCl, leche en polvo al 5% y 0.05% de
Tween-20) por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana fue
incubada con su anticuerpo primario correspondiente por 2 horas a temperatura
ambiente, seguido del anticuerpo secundario correspondiente conjugado a HRP.
Los anticuerpos HRP se detectaron con Immobilon Forte (Millipore). Finalmente, las

membranas se visualizaron usando el sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad).

PCR en tiempo real

Se extrajo RNA total de células Akata, Ramos y AGS en condiciones basales o
experimentales, usando el kit RNeasy mini kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se sintetizé cDNA usando el kit gMax First Strand cDNA Synthesis

Flex (Accuris Instruments) a partir de 1 ug de RNA, siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Para las gPCR se utiliz6 Maxima SYBR Green/ROX qPCR MasterMix 2x
(Thermo Fisher). Los iniciadores utilizados se muestran en la tabla 2. Las
condiciones de amplificacion iniciaron con un paso inicial de desnaturalizacion a
95°C por 10 minutos, seguido de 50 ciclos a 95°C por 15 segundos y 65°C por 1
minuto. La expresion relativa de los genes de interés se calculd con el método 272ACt

normalizado a la expresion de GAPDH.

Tabla 3. Iniciadores utilizados para los analisis de expresion por gPCR.

Tamario del

Gen Secuencia producto
esperado

Forward

5-GCTCTGACTACCACCCAACCTTGA-3' 81 b
CXCR2 p
Reverse

5'-AGAAGAGCAGCTGTGACCTGCTGT-3'
Forward
5-CCTGGCCGGTGCTTCAGTTA-3'

CXCR1 89 pb
Reverse

5'-ATCAAAATCCCACATCTGTGGATCT-3'
Forward
5'-CACCGGAAGGAACCATCTCACTGT-3'
IL-8 118 pb
Reverse
5-TCCTTGGCAAAACTGCACCTTCA-3'
Forward
5'-CTTCACCACCATGGAGAAGGC-3'
GAPDH 238 pb
Reverse

5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3
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Silenciamiento de IL-8

Se usaron siRNAs contra IL-8 y un siRNA scramble (Santa Cruz). Se transfectaron
células con cada siRNA a una concentracion final de 6 nM, usando lipofectamina
3000, siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de la transfeccion, las
células AGS fueron infectadas con H. pylori y los medios condicionados obtenidos
se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos y se usaron en ensayos de

guimioatraccion y cuantificacion de IL-8.

Analisis bioinformético

Los datos de expresion génica de RNAseq de pacientes con CG del TCGA se
recuperaron a través de la plataforma XENA de la Universidad de Santa Cruz
California. Se obtuvieron un total de 240 muestras, 218 EBV negativas y 22 EBV
positivas. Se hizo un analisis de expresion diferencial entre muestras EBV positivas
y EBV negativas usando edgeR tool, con los parametros default (Chen et al., 2016).
Aguellos genes con un fold-change de al menos 2.5 y FDR menor a 1x10# fueron
sometidos a un analisis de sobre representacion de vias basado en Gene Ontology,
mediante la herramienta WebGestalt (Wang et al., 2013). Se hizo un analisis de
enriguecimiento de genes normalizado (NES) con el paquete Phenotest, usando los
datos de expresién normalizados y una lista de genes de interés (Planet, 2022).

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se hicieron en el software GraphPad Prism v8.0.1
(GraphPad). Se evalud la normalidad de los datos, y aquellos en donde mas de dos
grupos tuvieron una distribucion normal fueron sometidos a ANOVA de una o dos
vias. Los datos con distribuciones no normales se analizaron con la prueba de

Kruskal-Wallis, y se hizo la prueba de Dunn como post hoc.
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Resultados

Para evaluar si la infeccion por H. pylori facilita la quimioatraccion de linfocitos B
infectados por EBV, se infectaron diferentes lineas celulares de epitelio gastrico con
cepas CagA positivas y negativas de H. pylori y se probaron los medios
condicionados obtenidos como posible quimioatractor de los linfocitos B infectados
por EBV.

Se infecto la linea celular AGS con las 4 cepas disponibles de H. pylori, debido a
gue esta linea celular es de las mas caracterizadas y en la cual se han realizado
importantes descubrimiento sobre H. pylori, como la caracterizacion molecular del
fenotipo colibri y la produccién de IL-8. A las 24 horas post-infeccién se observé que
las células infectadas con cepas CagA+ presentaron dafio citopatico, formando
vacuolas y aquellas infectadas con la cepa ABD adquirieron el fenotipo colibri
(Figura 1). Ademas, se cuantifico la produccion de IL-8 en los sobrenadantes para
confirmar la infeccién por H. pylori (Figura 2). Las lineas celulares KATO-III y NCI-
N87 fueron infectadas Unicamente con las cepas CagA-y ABD, y estas infecciones
también se confirmaron cuantificando la producciéon de IL-8 (Figura 3). En ambas
lineas celulares se observé que la infeccion con la cepa ABD aumentd de manera

significativa la produccion de IL-8.
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CagPAI-

Ags sin infeccion

ABD

Figura 1. Células AGS infectadas con H. pylori. Micrografias representativas de células AGS (20x)
infectadas con diferentes cepas de H. pylori. La infeccién con cepas de H. pylori CagA+ indujeron la
formacion de vacuolas (flechas azules) o el fenotipo colibri (flechas rojas).
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Figura 2. Produccion de IL-8 por células AGS infectadas por varias cepas de H. pylori. Se usaron
las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn como pruebas estadisticas, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <

0.0001.
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Figura 3. Produccién de IL-8 por células KATO-III (izquierda) y NCI-N87 (derecha) infectadas por
H. pylori. Se usaron las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn como pruebas estadisticas, * p < 0.05.

Los medios condicionados de células AGS infectadas con H. pylori se usaron para
evaluar la capacidad de migracion e invasion de linfocitos B EBV positivos. Se
evaluaron las lineas celulares Akata (latencia 1) (Figura 4), Hs445, (latencia II)
(Figura 5) y B95-8 (latencia Ill) (Figura 6). En general, se encontr6é que los medios
condicionados inducen tanto la migracion como la invasion de los linfocitos B
infectados por EBV en todas las latencias. Ambos fendmenos fueron dependientes
de las cepas de H. pylori, de modo que los medios condicionados obtenidos a partir
de las cepas CagA+ indujeron una mayor quimioatraccion que los medios
condicionados obtenidos a partir de las cepas CagA-. Particularmente, la cepa ABD

fue la que indujo un mayor reclutamiento de linfocitos B.
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Figura 4. Quimioatraccion de células Akata por medios condicionados obtenidos por la infecciéon de
H. pylori. A) Conteo de células que lograron atravesar el inserto Transwell en los ensayos de
migracion. B) Conteo de células que lograron atravesar el inserto Transwell recubierto con matrigel
en los ensayos de invasion. C) Fotos representativas de las células Akata quimioatraidas a los
medios condicionados. Las graficas muestran la media + error estandar del conteo de 5 campos
aleatorios del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-

Wallis y Dunn como pruebas estadisticas, *** p < 0.001, *** p < 0.0001.
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Figura 5. Quimioatraccién de células Hs445 por medios condicionados obtenidos por la infeccion de
H. pylori. A) Conteo de células que lograron atravesar el inserto Transwell en los ensayos de
migracién. B) Conteo de células que lograron atravesar el inserto Transwell recubierto con matrigel
en los ensayos de invasion. C) Fotos representativas de las células Hs445 quimioatraidas a los
medios condicionados. Las graficas muestran la media + error estandar del conteo de 5 campos
aleatorios del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-
Wallis y Dunn como pruebas estadisticas, ** p < 0.01 *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Figura 6. Quimioatraccion de células B95-8 por medios condicionados obtenidos por la infeccion de
H. pylori. A) Conteo de células que lograron atravesar el inserto Transwell en los ensayos de
migracién. B) Conteo de células que lograron atravesar el inserto Transwell recubierto con matrigel
en los ensayos de invasion. C) Fotos representativas de las células B95-8 quimioatraidas a los
medios condicionados. Las graficas muestran la media + error estdndar del conteo de 5 campos
aleatorios del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-
Wallis y Dunn como pruebas estadisticas, ** p < 0.01 *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

Para evaluar si este fendmeno de quimioatraccion se debe a la infeccidén activa por
H. pylori, se traté a la bacteria con antibiotico previo a la infeccion de células AGS.
Los ensayos de invasion montados con estos medios condicionados obtenidos a
partir de bacteria muerta revelaron que estos medios condicionados no son capaces
de inducir la quimioatraccion de linfocitos B EBV positivos (Figura 7). Estas

observaciones sugieren que es necesaria una infeccién activa de H. pylori al epitelio
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gastrico para gue se secreten las moléculas responsables de la quimioatraccion de
los linfocitos B, y que la presencia de DAMPs y PAMPs en el medio condicionado
tienen un papel menor en el proceso de reclutamiento de linfocitos B infectador por
EBV.
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Figura 7. Invasién de células Akata por medios condicionados obtenidos por la infeccion de H. pylori
pretratada con gentamicina. La grafica muestra la media + error estandar del conteo de 5 campos
aleatorios del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-

Wallis y Dunn como pruebas estadisticas, **** p < 0.0001

Debido a que los primeros ensayos de quimioatraccion indican que los medios
condicionados de infecciones con cepas CagA+ inducen una mayor quimioatraccion
de linfocitos B EBV+ se decidio evaluar si la sobreexpresion de esta molécula induce
la secrecion de moléculas quimioatrayentes por las células epiteliales, para esto se
transfectaron células AGS con un plasmido que codifica a la proteina CagA (CagAl-
1216) o un plasmido que codifica a la proteina CagA acoplado a la proteina GFP
(GFP-CagA1-1216) (Figura 8A). Se cuantificé la produccion de IL-8 por las células
transfectadas, se observdé un aumento en la cantidad de IL-8 secretada por las
células transfectadas, respectivo a las células sin transfectar o transfectadas con el
vector vacio (Figura 8B).

28 horas post-transfeccion se montaron ensayos de invasion usando los medios
condicionados obtenidos a partir de las células AGS transfectadas (Figura 9), se
encontrd que estos medios promovieron la invasion de células Akata, lo que sugiere

gue la proteina CagA es un factor importante para mediar la quimioatraccion de

29



linfocitos B infectados por EBV. Si bien hubo reclutamiento de linfocitos B, el nimero
de linfocitos fue menor que los que fueron quimioatraidos por los medios
condicionados, lo que sugiere que algun otro componente celular o bacteriano
secretado durante la infeccién del epitelio gastrico puede estar contribuyendo a la

guimioatraccion de linfocitos B infectados por EBV.
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Figura 8. Transfeccion de células AGS con plasmidos que expresan CagA. A) Fotos representativas

IL-8 (pg/ml)

de las células transfectadas con los plasmidos GFP-CagAl1l-1216, CagA1-1216, el vector vacio
pGFP-C1 y sin transfectar. Las células transfectadas con el pldsmido CagA1-1216 fueron tefiidas
con anticuerpo contra CagA y Alexa Fluor 647 como anticuerpo secundario. B) Produccién de IL-8
por células transfectadas a las 28 horas post transfeccion. Se usé un ANOVA de dos vias y la prueba

de Tukey como pruebas estadisticas, ***** p < 0.0001.
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Figura 9. Invasion de células Akata por medios condicionados obtenidos por la sobreexpresion de
CagA en células AGS. La grafica muestra la media + error estandar del conteo de 5 campos
aleatorios del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-
Wallis y Dunn como pruebas estadisticas, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

Para evaluar si la infeccion por EBV favorece la quimioatraccion de los linfocitos B,
se montaron ensayos de migracion usando la linea celular Ramos, una linea celular
de linfocitos B negativos a la infeccion por EBV. De manera interesante, se encontré
gue los medios condicionados obtenidos de la infeccion por H. pylori no indujeron la
guimioatraccion de estas células (Figura 10). Para confirmar esta observacion, se
purificaron linfocitos B de sangre periférica de donadores sanos y se usaron en
ensayos de migracion (Figura 11). Se observd que los linfocitos B de sangre
periférica tampoco son quimioatraidos por los medios condicionados obtenidos a
partir de la infeccion por H. pylori. Se pretrataron los linfocitos B de sangre periférica
con PMA, para simular la activacion por antigeno, debido a que es aceptado que la
infeccion por EBV mimetiza la activacion por antigeno de los linfocitos B naive. Se
encontro que los linfocitos B pretratados con PMA fueron capaces de migrar ante el
estimulo de suero fetal bovino. Estos datos sugieren que las infecciones activas por
ambos patégenos son necesarias para el fenémeno de quimioatraccion, de modo
gue las infecciones con cepas CagA+ facilitan el reclutamiento de linfocitos B

infectados por EBV.
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Figura 10. Migracion de células Ramos por medios condicionados obtenidos por la infeccion de H.
pylori. La gréfica muestra la media + error estandar del conteo de 5 campos aleatorios del
microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn

como pruebas estadisticas.
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Figura 11. Migracién de linfocitos B de sangre periférica por medios condicionados obtenidos por la
infeccion de H. pylori. La grafica muestra la media + error estandar del conteo de 5 campos aleatorios
del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-Wallis y

Dunn como pruebas estadisticas, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

Para identificar moléculas que pudieran ser responsables del fendmeno de
quimioatraccion, se realiz6 un analisis de expresion diferencial en los datos
transcriptomicos generados por el TCGA, comparando a los pacientes con CGaEBV
con los CGnEBYV, se seleccionaron los genes con un fold change igual o mayor a
2.5y False Discovery Rate (FDR) igual o menor a 1x104 para hacer un andlisis de
enriquecimiento de vias basado en Gene Ontology (Figura 12). Se encontré que en
aquellos pacientes con CGaEBV hay un enriquecimiento de vias relacionadas con
respuesta a quimiocinas, respuesta inmune humoral, unidbn a receptores de
citocinas, entre otras, por lo que se acufid una firma de quimiocinas y receptores
involucrados en la migracion de linfocitos B y que se sobreexpresan durante la
infeccion por H. pylori (Tabla 4) y se estim6 el Score de Enriquecimiento
Normalizado (NES, por sus siglas en inglés) de esta firma en los datos

transcriptomicos del TCGA. Se encontrdé que la firma acufiada de citocinas esta
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enriguecida en los pacientes con CGaEBV (Figura 13), y dentro de las moléculas

enriquecidas en este grupo se encontré a IL-8.
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Figura 12. Andlisis de sobre representacion de vias de Gene Ontology. A. Vias de sefalizacion
reguladas a la alta en pacientes con CGaEBV. B. Vias de sefializacion reguladas a la baja en

pacientes con CGaEBV.

Tabla 4. Quimiocinas y receptores acufiados para los analisis bioinformaticos

Ligando Receptor
CXCL8 | CXCR1, CXCR2
CXCL9 | CXCR3
CXCL10 | CXCR3
CXCL11 | CXCR3
CXCL12 | CXCR4, CXCR7
CXCL13 | CXCR5

CCL19 CCR7

CCL20 | CCR6

CCL21 CCRY

CCL25 | CCR9
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Figura 13. Score de Enriqguecimiento Normalizado de la firma de citocinas y receptores en pacientes

con CGaEBV. IL-8 aparece dentro de las quimiocinas enriquecidas en pacientes con CGaEBV.

Debido a que IL-8 es la citocina que mas se ha estudiado durante la infeccién por
H. pylori por su importancia durante el establecimiento de las lesiones inflamatorias
y a que es una de las citocinas enriquecidas preferencialmente en el CGaEBV, nos
preguntamos si IL-8 pudiera ser responsable de la quimioatraccion de los linfocitos
EBV positivos. Para esto se hicieron ensayos de invasion usando diferentes
cantidades de IL-8 humana recombinante (rIL-8) (Figura 14). Se observo que la rlL-
8 promovid la invasion de células Akata, y que esta capacidad de invasion fue
dependiente de la cantidad de rIL- 8, esto indica que la IL-8 es una molécula que
pudiera participar en la quimioatraccion de linfocitos B. Si bien, hubo
guimioatraccion de células Akata, es importante destacar que la riL-8 recluté menos
células que los medios condicionados de infecciones por H. pylori, lo que sugiere
gue ademas de IL-8, existen otros compuestos en los medios condicionados que
son responsables de la quimioatraccion de linfocitos B infectados por EBV.

También se evalué la quimioatraccién de la linea celular Ramos mediada por riL-8,
y al igual que con los medios condicionados de la infeccion por H. pylori, se encontro

gue estas células no fueron quimioatraidas por la rIL-8 (Figura 15).
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Invasion de células Akata
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Figura 14. Quimioatraccion de células Akata por rIL-8. La grafica muestra la media * error estandar
del conteo de 5 campos aleatorios del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron
ANOVA de dos vias y la prueba de Dunnett como pruebas estadisticas, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Figura 15. Quimioatraccion de células Ramos por rIL-8. La grafica muestra la media * error estandar
del conteo de 5 campos aleatorios del microscopio, de tres experimentos independientes. Se usaron

las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn como pruebas estadisticas.

El papel de la IL-8 en la quimioatraccion de linfocitos B se confirmd mediante un
silenciamiento. Se transfectaron células AGS con un siRNA especifico dirigido
contra el transcrito de IL-8, despues se infectaron con H. pylori y los medios
condicionados obtenidos se usaron en ensayos de quimioatraccion. Tras el
silenciamiento, se observo una reduccion significativa de la produccion de IL-8
inducida por la infeccion por H. pylori (Figura 16), ademas de una disminucion del
nuamero de células Akata quimioatraidas a los medios condicionados obtenidos por
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la infeccidn de estas células (Figura 17). En conjunto, estos resultados sugieren que

la IL-8 es un factor quimioatrayente importante de linfocitos B infectados por EBV.
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Figura 16. Produccién de IL-8 por células AGS tras silenciamiento de IL-8. La grafica muestra la
media + error estandar de tres experimentos independientes. Se usaron las pruebas de Kruskal-

Wallis y Dunn como pruebas estadisticas * p < 0.05.
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Figura 17. Quimioatraccion de células AGS tras el silenciamiento de IL-8. La grafica muestra la
media * error estandar del conteo de 5 campos aleatorios del microscopio, de tres experimentos
independientes. Se usaron ANOVA de dos vias y la prueba de Dunnett como pruebas estadisticas,
** p < 0.001, *** p < 0.0001.

La IL-8 tiene dos receptores, CXCR1 y CXCR2, receptores acoplados a proteinas
G. Se evaluo el comportamiento de la expresion de ambos receptores en linfocitos
B tras la infeccion por EBV usando la base de datos en linea publicada por Mrozek-
Gorska y colaboradores, (Mrozek-Gorska et al.,, 2019). La infeccién por EBV en
linfocitos B naive indujo un aumento en la expresiéon de CXCR2, mientras que no

hubo cambios en la transcripcion de CXCR1 (Figura 18). Las diferencias en la
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expresion de CXCR2 fueron confirmadas mediante RT-qPCR en las lineas celulares

Akata y Ramos (Figura 19).
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Figura 18. Expresion de CXCR1 y CXCR2 tras la infeccion por EBV.
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Figura 19. Expresion relativa de CXCR2 en células Akata y Ramos. La grafica muestra la media
media * error estandar de la expresion relativa en células Akata y Ramos, normalizados con

GAPDH. Se uso6 un t-test como prueba estadistica, * p < 0.05.

Para evaluar el efecto de la inhibicion de CXCR2 en la quimioatraccion de linfocitos
B EBV positivos se trataron a células Akata con dos inhibidores selectivos de
CXCR2, SB225002 y Reparixin, antes de ser sometidas a ensayos de
guimioatraccion (Figura 20). Se observéo que el pretratamiento con ambos
inhibidores disminuyé de manera significativa la capacidad de invasion de las
células Akata inducida por medios condicionados o por rlL-8. En conjuntos, estos
resultados indican que la quimioatraccion de linfocitos B en respuesta a la IL-8 es

mediada en parte por el receptor CXCR2.
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Figura 20. Quimioatraccion de células Akata tratadas con inhibidores de CXCR2. El mapa de calor
muestra el nimero de células Akata quimioatraidas por medios condicionados de la infeccién por
H. pylori, rIL-8, con o sin pretratamiento con los inhibidores de CXCR2, de tres experimentos
independientes. Las diferencias estadisticas se evaluaron comparando los grupos contra el
vehiculo de los inhibidores (DMSO). Se us6 un ANOVA de dos vias con prueba de Tukey como
prueba estadistica, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001.

Finalmente, debido a que CXCR2 sefializa mediante la via de las MAP cinasas
(MAPK) se evaluo la activacion de ERK1/2 y p38 MAPK en células Akata y Ramos
previamente tratadas con rlL-8. En las células Akata (Figura 24) se detectd la
fosforilacion de ERK1/2 y p38 tras la estimulacion con rIL-8. En las células Ramos
(Figura 25) no se observo fosforilacion de ERK1/2, y se detectd una ligera
fosforilacion de p38. Se bloque6 a CXCR2 en ambas lineas celulares usando
SB225002 y Reparixin y posteriormente se evalud la activaciéon de las mismas
cinasas. Se encontro que en células Akata tras el bloqueo de CXCR2 e induccion
con rlL-8 se disminuyd la fosforilacion de ERK1/2 y p38, mientras que en las células
Ramos se observé una ligera disminucion en la fosforilacion de p38. Estos
resultados sugieren que el reclutamiento de linfocitos B es mediado por CXCR2,
gue es sobreexpresado tras la infeccion por EBV, y que CXCR2 activa a las cinasas
ERK1/2 y p38.
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Figura 21. Activacion de ERK1/2 y p38 en células Akata tratadas con rIL-8 e inhibidores de
CXCR2. Imagen representativa del analisis por western blot de fosforilacion de ERK1/2 y MAPKp38
en células Akata estimuladas o no estimuladas con rIL-8 (2200 pg/ml), con o sin pretratamiento con

los inhibidores de CXCR2. Se realizaron tres experimentos independientes.
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Figura 22. Activacion de ERK1/2 y p38 en células Ramos tratadas con rIL-8 e inhibidores de
CXCR2. Imagen representativa del analisis por western blot de fosforilaciéon de ERK1/2 y MAPKp38
en células Ramos estimuladas o no estimuladas con rIL-8 (2200 pg/ml) o SFB, con o sin

pretratamiento con los inhibidores de CXCR2. Se realizaron tres experimentos independientes.

Todos los resultados obtenidos sugieren que la infeccidon activa por H. pylori cepas
CagA+ en epitelio gastrico induce una secrecion de IL-8, que es capaz de reclutar
a linfocitos B infectados por EBV al sitio de la infeccion. Este reclutamiento de
linfocitos esta dado por la sobreexpresién de CXCR2 como respuesta a la infeccion

por EBV en los linfocitos B.

Discusion

La infeccion crénica por H. pylori es considerada como el principal factor de riesgo
para desarrollar lesiones gastricas inflamatorias que pueden progresar a CG (Thrift
et al., 2023). Si bien es clara la asociacion entre la infeccion por H. pylori y el
desarrollo de CG, es interesante notar que solo una pequefia proporcion de
personas infectadas por H. pylori desarrollan CG, por lo que es importante no perder
de vista los demas factores de riesgo involucrados en el desarrollo de esta
neoplasia.

Este trabajo describe un mecanismo de quimioatraccion de linfocitos B infectados
por EBV mediado por la IL-8 producida por el epitelio gastrico como respuesta a la
infeccion por H. pylori in vitro. Esta bacteria tiene como sitio de residencia el
estdbmago, mientras que EBV se encuentra principalmente en nodos linfaticos
secundarios de la oro-naso-faringe y la médula 6sea. Sin embargo, varios estudios
han reportado la presencia de ambos patdégenos en lesiones gastricas malignas y
premalignas (Cardenas-Mondragon et al., 2013, 2015, 2017; Kim etal., 2017;
Martinez-Lopez et al., 2014). La asociacion entre ambos patdégenos y lesiones
inflamatorias severas sugieren que tanto EBV como H. pylori estan involucrados en
el desarrollo y progresion de las lesiones premalignas tempranas.

La infeccion por H. pylori en células AGS (Figura 2), Kato-1l1l y NCI-N87 (Figura 3)
aument6 de manera significativa la produccion de IL-8, de manera dependiente a la

cepa, donde la cepa ABD indujo una mayor produccion que la cepa ABCCC, de
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acuerdo a lo ya reportado en la literatura (Fazeli et al., 2016; Papadakos et al.,
2013). Los sobrenadantes de las infecciones de epitelio gastrico por H. pylori fueron
usados para ensayos de migracion e invasion de linfocitos B infectados por EBV.
En general, los medios condicionados obtenidos a partir de las infecciones con
cepas H. pylori CagA positivas indujeron una mayor migracion e invasiéon de
linfocitos B EBV positivos (Figuras 4-6). Para confirmar el papel de la proteina CagA
en el proceso de quimioatraccion de linfocitos B infectados por EBV, se
sobreexpresd esta proteina en las células AGS. Se observd que esta
sobreexpresion indujo la produccion de IL-8 por las células epiteliales (Figura 8),
pero en concentraciones menores a las observadas tras la infeccion por H. pylori.
Los medios condicionados de las células transfectadas también promovieron un
reclutamiento de células Akata, aunque en una menor proporcién que los medios
condicionados de las infecciones.

La produccion de IL-8 en células gastricas infectadas por H. pylori puede darse de
manera independiente a la sefalizacion de CagA. Las células epiteliales pueden
reconocer los componentes de la pared bacteriana de H. pylori, como
lipopolisacérido y peptidoglicanos, mediante receptores tipo Toll; ademas, el TSS4
puede traslocar varios componentes de la pared bacteriana al citoplasma de la
célula epitelial, induciendo la expresion de IL-8 (O’'Toole & Clyne, 2001; Sanchez-
Zauco et al., 2010).

Para descartar que el fendbmeno de quimioatraccion de linfocitos B se debe a la
sintesis de moléculas mediadoras sintetizadas por el epitelio como respuesta a
PAMPs y DAMPs, se trat0 a la bacteria con antibiotico y las bacterias muertas fueron
puestas en cocultivo con células AGS. Los medios condicionados de este cocultivo
no aumentaron de manera significativa la capacidad de migracion de las células
Akata (Figura 7), apoyando que la quimioatraccion depende de una infeccién activa
y de la secrecion de componentes en respuesta a esta infeccion.

Es importante destacar que las células Ramos y los linfocitos B de sangre periférica
no migraron hacia los medios condicionados de la infeccion por H. pylori (Figuras
10-11). En conjunto, estos resultados sugieren que es necesaria una infeccion

activa por H. pylori y la traslocacion de la proteina bacteriana CagA al citoplasma
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de la célula epitelial gastrica para que la célula infectada pueda sintetizar las
moléculas mediadoras necesarias para promover la quimioatraccion de los linfocitos
B. Por otra parte, la infeccion por EBV promueve en los linfocitos B infectados la
expresion de CXCR2, el receptor de IL-8. Esto sugiere que la infeccidén por H. pylori
va a promover el enriquecimiento de linfocitos infectados por el virus en el estroma
del epitelio gastrico lesionado por la bacteria. Hasta el momento, este es el primer
mecanismo de quimioatraccion de linfocitos B infectados por EBV mediado por H.
pylori.

Con base en los analisis bioinformaticos realizados (Figuras 12 y 13), se probo el
papel de la IL-8 como molécula quimioatrayente de linfocitos B infectados por EBV.
Los ensayos de migracion con rlL-8 mostraron que la migracion de estos linfocitos
es dependiente de la concentracion de IL-8 usada, sin embargo, el nimero de
células quimioatraidas con rlL-8 fue menor al obtenido usando los medios
condicionados de la infeccién con H. pylori (Figura 14). Cuando se silencio IL-8 en
células gastricas previo a su infeccion por H. pylori no se suprimié por completo la
migracion de linfocitos B positivos a EBV (Figura 17). Esto, aunado al
enriguecimiento de quimiocinas y receptores en pacientes con CGaEBV vy la
diferencia entre los numeros de células quimioatraidas por los medios
condicionados y la rIL-8 sugieren que la IL-8 es una molécula que promueve la
guimioatraccion de los linfocitos B infectados por EBV, pero esta no es la Unica
molécula responsable de este fendbmeno.

La IL-8 es una quimiocina que puede ser sintetizada por distintos tipos de células,
como linfocitos, neutrofilos, macréfagos, células endoteliales y epiteliales.
Tipicamente atrae y activa neutrdéfilos, favoreciendo su extravasacion y la fagocitosis
en el sitio de inflamacién (Matsushima et al., 2022). Durante su proceso de
maduracion, los linfocitos B tienen que migrar a diferentes nichos especializados
definidos por células estromales, que aseguran que los linfocitos B en desarrollo
recibiran las sefiales necesarias para continuar con su diferenciacion, este
movimiento esta mediado por diferentes quimiocinas como CXCL12, CXCL13,
CCL19, CCL21 y CXCL10 (Hauser & Hopken, 2015).
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Al ser un componente clave de la respuesta inmune innata, la IL-8 también esta
involucrada en el desarrollo de enfermedades inflamatorias, como psoriasis, artritis
reumatoide y asma, ademas induce la angiogénesis y promueve la progresion de
diferentes tipos de cancer, incluyendo el CG (Ha et al., 2017). Particularmente en el
CG, se ha visto que altos niveles de IL-8 correlacionan con una peor prognosis,
ademas de que la IL-8 inhibe a los linfocitos T CD8 induciendo la expresion de PD-
L1 en macrofagos (C. Lin etal.,, 2019). Finalmente, se ha reportado que el
polimorfismo -251A/T en la region promotora del gen de IL-8 esta asociado con un
riesgo mayor de desarrollar CG (Zhang et al., 2015).

La base de datos en linea publicada por Mrozek-Gorska y colaboradores contiene
datos transcriptomicos de linfocitos B naive recién infectados por EBV, en esta base
de datos se encontrd que los linfocitos B aumentan la expresion de CXCR2 (Figura
18), uno de los receptores de IL-8. Esta observacion se confirmd midiendo la
expresion de CXCR2 en células Akata y Ramos (Figura 19).

CXCR1 y CXCR2 son dos receptores transmembranales que estan unidos a
proteinas G, su activacion puede prender vias como PLC, MAPK, ERK y PI3K
(Matsushima et al., 2022). Se evalu6 la activacion de ERK1/2 y p38, encontrando
gue las células Akata pretratadas con rIL-8 mostraron fosforilacion de ambas
proteinas evaluadas, mientras que en las células Ramos estas proteinas de
sefializacion no se activaron. Esto sugiere que la sefalizacién en linfocitos B
positivos a EBV es a través de CXCR2, que activa las vias ERK1/2 y p38, que
usualmente estan involucradas en procesos como migracion, invasion,
supervivencia y proliferaciéon celular (Ha et al., 2017).

En conjunto, estos resultados permiten plantear un escenario, en donde la infeccion
por EBV aumenta la expresiéon de CXCR2 en linfocitos B, lo que le confiere la
capacidad de migrar hacia un gradiente de IL-8. Este fendmeno podria explicar la
interaccion entre EBV vy las bacterias Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Ambos patdégenos son residentes normales de la boca,
pero en condiciones de dishiosis pueden causar periodontitis. Un metaandlisis de
herpesvirus en periodontitis encontré que EBV se encuentra en menos del 10% de

muestras de periodonto sano, pero en casos de periodontitis cronica y agresiva
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puede encontrarse hasta en el 32% y 45% de las muestras (Slots, 2015). Estudios
in vitro han demostrado que la infeccion por P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans en células de epitelio oral aumentan la produccion de IL-8,
lo que podria explicar el reclutamiento de EBV a las bolsas periodontales (Dickinson
et al., 2011; Guentsch et al., 2010; Yee et al., 2014).

Este estudio demuestra, por primera vez, un posible mecanismo de reclutamiento
de linfocitos B infectados por EBV mediado por IL-8 como respuesta a la infeccion
por H. pylori. Este mecanismo podria explicar la llegada de EBV al estdmago, sin
embargo, hace falta esclarecer el mecanismo especifico por el cual el virus se
reactiva e infecta a las células epiteliales. Otro aspecto que es importante esclarecer
es la participacion de EBV en el proceso de carcinogénesis. Si bien se sabe como
influyen las proteinas virales en este proceso en linfocitos B, la expresion de
proteinas virales en CGaEBV es heterogénea, LMP2A se ha detectado en algunos
casos de CGaEBV mientras que LMP1 no se ha detectado en la mayoria de los
estudios (Morales-Sanchez & Fuentes-Panana, 2017). Dado que la evidencia
seroldgica sefala que EBV se reactiva y participa en el establecimiento de lesiones
inflamatorias muy tempranas también es necesario explorar el papel de EBV como
un agente carcinégeno indirecto, que al igual que H. pylori, favorece el
establecimiento de una inflamacion crénica en el estbmago, que también podria
estar dafiando al epitelio géastrico y promoviendo el desarrollo de lesiones

inflamatorias avanzadas.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo sugieren que la IL-8 producida por células de epitelio
gastrico como respuesta a la infeccion por H. pylori es capaz de quimioatraer
linfocitos B infectados por EBV. Esta quimioatraccién también se ve favorecida por
EBV, ya que al infectar a los linfocitos B aumenta la expresion de CXCR2, receptor
de la IL-8. Finalmente, esta sefializacion se da a través de las vias ERK1/2 y MAPK.
Si bien se encontré que la IL-8 es un agente quimiotactico de linfocitos B EBV
positivos, esta quimiocina no es la Unica responsable de su quimioatraccion, por lo
gue es necesario explorar qué otras citocinas, quimiocinas o0 moléculas

intermediarias estan involucradas en este fenémeno.
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