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1. RESUMEN

El Virus de Epstein-Barr (VEB) infecta a mas del 95% de la poblaciéon mundial. El genoma
del VEB esta compuesto por un ADN linear de doble cadena, con un tamafio aproximado de 172 kb.
Se estima que VEB se encuentra asociado a mas de 200,000 casos de cancer al afio. Tal es el caso
del Linfoma de T/NK Extranodal de Tipo Nasal (ENKTL) asociado a la infeccion, transformacion y
proliferacion de las células T y NK. Dicha enfermedad tiene una ocurrencia principal en
poblaciones asiaticas y de indigenas americanos del centro y sur de América. En Guatemala son
poco conocidos muchos aspectos importantes del VEB, entre ellos la caracterizacion del genoma y
sus relaciones filogendmicas. Por ello, es importante caracterizar el genoma del VEB asociado a
ENKTL en Guatemala, describir sus relaciones filogenomicas y establecer su estructura

poblacional.

Se llevo a cabo el analisis bioinformatico de 22 genomas del VEB guatemalteco asociado a
ENKTL obtenidos mediante un método de secuenciacion de enriquecimiento objetivo. Se llevo a
cabo una caracterizacion del genoma por medio de un analisis de variantes utilizando los paquetes
de VCF/BCF de Galaxy y de recombinacion genética empleando RDP4. Para llevar a cabo los
analisis de relaciones filogenomicas y de estructura poblacional se emplearon 215 del VEB
provenientes de otros paises y asociados a distintos tipos de cancer que fueron obtenidos de NCBI.
El analisis de las relaciones filogenomicas se realiz6 con un método de méaxima verosimilitud,
utilizando los programas raxmlGUI 2.0 y PhyML 3.0. Los analisis de estructura poblacional se
realizaron con rhierbaps empleando dos niveles de jerarquia. Los andlisis filogenomicos y de
estructura poblacional también se llevaron a cabo eliminando regiones recombinantes para evaluar
el efecto de la recombinacidn en la propuesta de clasificacion filogenomica del VEB. Finalmete, se

realiz6 una red de haplotipos a partir de la region OriP.

Se obtuvo un genoma de 171,823 pb, del cual se identificaron 30 regiones de recombinacion
y 1,127 variantes. Las relaciones filogendémicas y la red de haplotipos demuestran una relacion entre
las cepas guatemaltecas asociadas a ENKTL con cepas de paises asidticos como China y Singapur
asociadas a ENKTL, Céancer Nasofaringeo y Cancer Gastrico. Al comparar los resultados obtenidos
mediante los andlsis con regiones recombinantes y en los que se eliminaron, se obtuvieron
resultados coincidentes en las relaciones filogendmicas y filo poblaciones, sin embargo el anélisis
de estructura poblacional sin regiones recombinantes ha separado a las cepas guatemaltecas de las
cepas de China y Singapur asociadas a ENKTL, sugiriendo que la Filo Poblacion Guatemalteca se

comporta de manera aislada.
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A partir de los resultados obtenidos, acerca del VEB asociado a ENKTL en pacientes del
Instituto de Cancerologia (INCAN), Guatemala, se puede concluir que posee un genoma de 171,823
pb, del cual se identificaron 30 regiones de recombinaciéon y 1,142 variantes. Ademas,
filogenomicamente el VEB se encuentra estrechamente asociado con aquellas cepas del virus
provenientes de paises asiaticos, como China y Singapur, y que se encuentran asociadas a ENKTL,
cancer nasofaringeo y cancer gastrico. Finalmente, la poblacion de VEB se comporta como una

poblacion aislada.



2. INTRODUCCION

El Virus de Epstein-Barr (VEB, Human gammaherpesvirus 4, perteneciente al género Lym-
phocryptovirus, sub-familia Gammaherpesviridae, familia Herpesviridae), es un gamma-herpes vi-
rus que infecta a mas del 95% de la poblacion mundial (Peng et al, 2019). El genoma del VEB esta
compuesto por un ADN linear de doble cadena, con un tamafio aproximado de 172 kilo bases (kb),
incluyendo alrededor de 80 regiones codificadores (CDS), regiones repetitivas y, en el caso de li-
neas celulares y biopsias de tumores, grandes regiones INDEL (Amon & Farrell, 2005; Zanella et
al., 2019). La prevalencia de la infeccion por el VEB en nifios varia entre 10 — 90% y depende de
varios factores como lo son la edad, la region geografica y la etnia o raza de la persona. Asi mismo,
la mayoria de la poblacion mundial es infectada antes de llegar a la edad adulta (Dunmire, Verghese
& Balfour, 2018). Actualmente, se estima que VEB se encuentra asociado a mas de 200,000 casos
de cancer al afio y un 1.8% de todas las muertes por cancer se atribuyen a neoplasias malignas cau-

sadas por el mismo (Young, Yap & Murray, 2016).

La infeccion por VEB ha sido asociada con el desarrollo de diversos tipos de cancer como el
linfoma de Burkitt, Linfoma de T/NK Extranodal de Tipo Nasal (ENKTL), carcinoma nasofaringeo
(NPC, por sus siglas en inglés), aproximadamente el 30% de linfoma Hodgkin, el 10% de casos de
cancer gastrico (CG) y casos de linfoma difuso de células B grandes y leiomiosarcoma (Palser et al.,
2015). Asi mismo, el VEB puede estar asociado con diferentes desordenes linfoproliferativos de-
pendiendo el tipo de célula que infecta. Tal es el caso de los desérdenes linfoproliferativos asocia-
dos a la infeccion, transformacion y proliferacion de las células T y NK por VEB durante el estadio
de latencia 2, también conocido como Linfoma de T/NK Extranodal de Tipo Nasal. Dicha enferme-
dad tiene una ocurrencia principal en poblaciones asiaticas y de indigenas americanos del centro y
sur de América (Kim et al., 2019; Kimura et al., 2012; Yamaguchi, Oguchi & SuzReino Unidoi,
2018). Los ENKTL histéricamente se han clasificado en formas indolentes y agresivas o fulminan-
tes y se caracterizan clinicamente con diagnostico a una edad media entre los 46 a 52 afios, lesiones
de masas nasales que a su vez causan obstruccion, secreciones nasales y epistaxis. Asi mismo, la en-
fermedad puede diseminarse hacia la piel, el tracto gastrointestinal, testiculos y ganglios linfaticos.
A comparacion con otros linfomas, el 40% de casos de ENKTL presentan sintomas B (Kimura et

al., 2012 ; Makita & Tobinai, 2017).

Diversos estudios se han realizado con la finalidad de clasificar el VEB a partir de metodo-

logias distintas. Inicialmente la clasificacion del virus se abord6 con el analisis del gen EBNA2 es-
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tableciendo dos genotipos Tipo 1 (VEB-1 o Tipo A) y Tipo 2 (VEB-2 o Tipo B) (Choi et al., 2018;
Neves et al., 2016; Salahuddin et al., 2018). Recientemente, los estudios se han enfocado en clasifi-
car el virus por medio del analisis del genoma, exoma y transcriptoma completo, el tipo de cancer
asociado, el pais de procedencia y las caracteristicas demograficas del paciente, haciendo uso de

técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) para obtener datos gendmicos (Peng et al.,

2019; Xiong et al., 2020; Zanella et al., 2019).

El presente estudio de tesis consistio en determinar la clasificacion filogenémica y estructura
poblacional del Virus de Epstein-Barr asociado a ENKTL en Guatemala. Para ello se realizé el ana-
lisis bioinformatico de secuencias de genomas obtenidos por secuenciacion de nueva generacion del
VEB por medio de un método de enriquecimiento objetivo para VEB a partir de 22 muestras de
biopsia de tejido tumoral de ENKTL embebido en bloques de parafinas. Las muestras obtenidas en
el Instituto de Cancerologia (INCAN) fueron recolectadas entre los afios 2008 a 2019. Los datos ge-
némicos obtenidos fueron analizados mediante técnicas bioinformaticas y de esa manera se obtuvo
la caracterizacion del genoma del Virus de Epstein-Barr asociado a ENKTL en Guatemala, se des-
cribieron las relaciones filogendmicas y se estableci6 la estructura poblacional entre el Virus de Ep-
stein-Barr asociado a ENKTL en Guatemala con cepas del virus asociadas a otros tipos de cancer y

provenientes de otros paises.



3 ANTECEDENTES

3.1 Virus de Epstein-Barr e Infeccion

El Virus de Epstein-Barr (VEB, Human gammaherpesvirus 4, perteneciente al género Lym-
phocryptovirus, sub-familia Gammaherpesviridae, familia Herpesviridae), es un gamma-herpes vi-
rus que infecta a mas del 95% de la poblaciéon mundial (Peng et al, 2019). Los virus de la familia
Herpesviridae se caracterizan por ser virus de ADN de cadena doble; causantes de enfermedades
como el herpes labial, herpes venéreo, varicela y mononucleosis infecciosa; y por tener la capacidad
de permanecer en estados de latencia en el cuerpo del hospedero durante prolongados periodos de
tiempo (Prescott, Harley & Klein, 2002). E1 VEB pertenece a un grupo de herpesvirus carcinogéni-
co el cual esta relacionado con el desarrollo de enfermedades como la mononucleosis infecciosa,
linfoma de Burkitt (BL), linfoma de Hodgkin (HL), cancer gastrico, cancer nasofaringeo, entre
otras (Young & Rickinson, 2004). La estructura de virion del VEB consiste en un nucleo proteico de
forma toroidal envuelto del ADN viral dentro de una cépside icosaédrica de 162 capsdomeros, un te-
gumento viral que contiene proteinas que delimitan el espacio entre la nucleocéapside, y finalmente

la envoltura externa compuesta de diferentes glucoproteinas spike que se insertan en la envoltura vi-

ral (Bouvard et al., 2009; Smatti et al., 2018).

La prevalencia de la infeccion por el VEB en nifios varia entre 10 — 90% y depende de va-
rios factores como lo son la edad, la region geografica y la etnia o raza de la persona. Asi mismo, la
mayoria de la poblacion mundial es infectada antes de llegar a la edad adulta (Dunmire, Verghese &
Balfour, 2018). Otro factor importante que determina la infeccion por el VEB es el desarrollo social
del pais de residencia pues se conoce que nifos de paises con mayor desarrollo social y econémico
se infectan a una edad mas tardia que aquellos que viven en paises en vias de desarrollo (Young,
Yap & Murray, 2016). La edad y la infeccion primaria por el VEB, el desarrollo y severidad de la
enfermedad asociada y el riesgo de desarrollar cancer poseen una relacion muy importante. Por
ejemplo, estudios sugieren que en preadolescentes la mononucleosis infecciosa es menos comun

que en adolescentes y adultos jovenes (Cohen, 2000; Smatti et al., 2018).

La infeccién en nifios es transmitida en el hogar mediante el contacto con los padres, herma-
nos y otros miembros de la familia que estén infectados por el virus. Habitos como el compartir cu-
biertos, vasos y cepillos de dientes, entre otros, podrian explicar la transmision del virus en el hogar.
En adolescentes y adultos se puede transmitir via oral a través de besos ya que la carga viral del vi-

rus en la boca puede llegar a niveles de 63 mil copias/mL hasta dos meses después de la infeccion y
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es capaz de persistir hasta los cinco meses (Prescott, Harley & Klein, 2002). Asi mismo, se ha re-
portado que las transfusiones de sangre son una via de transmision y desarrollo de mononucleosis
infecciosa. A pesar que el riesgo de contraer la infeccion por este medio parece ser bajo, aiin no se
conocen datos de incidencia. Finalmente, otra via de transmision reportada es entre donador y re-

ceptor de 6rganos o tejidos, destacando en los trasplantes de médula 6sea (Shapiro et al., 1988).

El periodo de incubacién de la mononucleosis infecciosa en adolescentes y adultos varia en-
tre 30 a 50 dias, mientras que en nifios llega a ser menor. En pacientes pediatricos la infeccion suele
ser asintomatica o presentar sintomas similares a la fiebre ocasionada por otros agentes patogenos.
Por su parte, en adolescentes y adultos los sintomas son mas caracteristicos: se presentan entre la
primera y segunda semana de infeccion, fiebre, dolor de garganta, linfadenopatia, dolor de cabeza,
nausea, dolor abdominal y mialgias. Ademads, los dolores de cabeza y fiebre aumentan gradualmente
y se desarrolla esplenomegalia, por la que se puede llegar a requerir atencion médica (Jenson, 2011;

Young & Rickinson, 2004).

3.2 Ciclo de Vida, Patogénesis y Mecanismos de Oncogénesis del Virus de Epstein-Barr

VEB posee un ciclo de vida bifasico en el que posterior a la infeccién primaria de los linfo-
citos B los virus se encuentra en estado litico expresando genes como BZFLI, BRFLI, BNFL2,
VCA y BCRFI. Seguidamente, el virus entra en una fase de latencia en respuesta a la reaccion del
sistema inmunologico y el genoma viral queda dentro del niicleo de la célula infectada (episoma), es
replicado y se presenta la expresion de varios genes de latencia EBNA-1, EBNA-2, EBNA-34,
EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-LP y MLP-1 (Cohen, 2000; Tsao et al., 2015; Young, Yap & Murray,
2016). Finalmente, en linfocitos B se produce una fase de reactivacion en la cual se estimula el re-
ceptor de células B y el virus entra a una fase litica en la que se producen viriones infecciosos y se
expresan genes como BZFLI, BRFLI, BNFL2, VCA y BCRFI (Amon & Farrell, 2005; Young,
Arrand & Murray, 2007). El VEB es capaz de infectar otras células como lo son células epiteliales,
linfocitos T, células de plasma, células NK, monocitos, células dendriticas foliculares escamosas,
células epiteliales glandulares mioepiteliales y células de musculo liso (Hutt-Fletcher, 2007; Smatti

etal., 2018).

Posterior a la entrada del VEB por medio del epitelio de las amidgalas, inicia la fase litica de
la infeccion que implica su replicacion viral. Las células naive B infectadas se tornan en linfoblastos

y migran a los foliculos de los ganglios linfaticos para iniciar una reaccion en el centro germinal del



foliculo utilizando el programa de latencia III en el cual todas las proteinas de crecimiento son ex-
presadas y regulan el crecimiento del virus (Jenson, 2011). Entre las proteinas que se expresan du-
rante este periodo destacan los antigenos nucleares de VEB (EBNAs 1, 2, 3, 3A, 3B, 3C y LP) y las
proteinas latentes de membrana (LMP1, LMP2A y LMP2B) (Taso et al., 2015). El programa de la-
tencia II inicia cuando tnicamente EBNA-1, EBERs, BARTs, LMP1 y LMP2A se encuentran ex-
presandose. Es en este momento cuando sefializaciones de sobrevivencia celular llegan al centro
germinal e inducen la salida de las células como linfocitos B de memoria. La fase de latencia 0 ini-
cia en los linfocitos B de memoria y cuenta con la principal caracteristica de que las proteinas vira-
les dejan de ser expresadas. Una variante de la fase de latencia O es la fase de latencia 1 en la cual
unicamente la proteina EBNAI se encuentra expresandose (Amon & Farrel, 2005; Rowe et al.,
1992). Durante dichas fases de latencia los linfocitos T no son capaces de eliminar las células B in-
fectadas y controlar la infeccion debido a que el virus se mantienen escondido del sistema inmune al
no expresar proteinas virales (Smatti et al., 2018; Young, Yap & Murray, 2016). Durante el periodo
de latencia los EBNAs permiten que el virus se mantenga como episoma dentro del nticleo y separa-
do de los cromosomas de las células infectadas. La persistencia del virus se logra gracias a que du-
rante la mitosis los episomas virales migran hacia cada célula hija. Una excepcion es el caso de la
infeccion asociada a Linfoma de Burkitt en la que el VEB se integra al cromosoma 8 por medio de

una translocacion reciproca que involucra al alelo MYC (Jenson, 2011; Smatti et al., 2018).

A pesar de que ain no se conoce a totalidad las razones y mecanismos, algunas células B in-
fectadas pasan de la fase de latencia a una fase litica (o de replicacion viral) produciendo, en primer
lugar, antigenos tempranos de VEB (EAs) seguido de la replicacion de ADN viral, la produccion de
glucoproteinas estructurales y antigenos virales de la capside (VCA). Por ultimo, se lleva a cabo
una muerte celular que permite la liberacion de los viriones los cuales infectaran de manera sistema-
tica a otras células B (Jenson, 2011). La reactivacion viral ocurre de manera ocasional en aquellas
células B infectadas en fase de latencia mediando un nuevo ciclo viral en el que se llevaré a cabo la
replicacion del virus y la infeccion de nuevas células. La reactivacion en pacientes inmunocompe-
tentes es controlada por la accion de los linfocitos T, mientras que en pacientes inmunosuprimidos
debe ser controlada por los riesgos de desarrollo de patologias severas. Entre las causas que estimu-
lan la reactivacion viral se encuentran las infecciones de otros agentes patogenos que inducen la di-
vision de las células B infectadas y a su vez inducen la reactivacion y replicacion viral. Agentes qui-

micos, drogas y la inflamacion han sido vinculados con la reactivacion viral (Amon & Farrell,

2005; Binné, Amon & Farrell, 2002).
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3.2.1 Patogénesis y Mecanismos de Oncogénesis del Virus de Epstein-Barr asociado al linfoma

de T/NK extranodal de tipo nasal

El VEB asociado al ENKTL se encuentra en estado episomal y corresponde a un tipo 2 de
latencia. Se ha documentado que la mayoria de pacientes con la enfermedad posee un subtipo A del
virus que cuenta con variantes geograficas. Frecuentemente, el gen LMP1 posee una delecion de 30
pb lo cual es asociado a una baja en el reconocimiento inmune 7y al desarrollo de la enfermedad
(Garcia-Cosio et al., 2003; Nagamine et al., 2007). Elevadas copias de ADN del virus reflejan una
alta actividad tumoral de la enfermedad y son relacionadas a respuestas pobres al tratamiento y a
prondsticos clinicos inferiores. Varios casos de la enfermedad asociada a la infeccion por VEB sue-
len presentar configuraciones diferentes en los genes receptores de linfocitos T (TCR), presentando-
se rearreglos monoclonales en un 10 — 40% de casos. Asi mismo, deleciones en el brazo largo (q)
del cromosoma 6 y en las regiones q21 — 23 son frecuentes en los genes supresores de tumores
como HACEIL, PRMDI1, FOXO3 y PTPRK. Aun es desconocido si dichas mutaciones estan involu-
cradas en los eventos de patogénesis primarios o como un evento secundario relacionado con la pro-
gresion de la enfermedad. Finalmente, perfiles genéticos de la enfermedad han demostrado mutacio-
nes en rutas como JAK3, STAT3 y STATSB, asi mismo en la ARN helicasa DDX3X, el gen supre-
sor de tumores TP53 y genes involucrados en rutas epigenéticas como MLL2 y EP300 (Gualco et

al., 2011; Kim et al., 2019; Kwong et al., 2014).

33 Genoma del Virus de Epstein-Barr

El genoma del VEB esta compuesto por un ADN linear de doble cadena, con un tamafno
aproximado de 172 kilobases (kb), incluyendo alrededor de 80 regiones codificadores (CDS), regio-
nes repetitivas y, en el caso de lineas celulares y biopsias de tumores, grandes regiones INDEL
(Amon & Farrell, 2005; Zanella et al., 2019). El genoma se encuentra dividido en una region tinica
corta denominada U1 y una region tnica larga denominada U2. A su vez, estas se encuentran dividi-
das en cuatro regiones internas repetitivas IR1 — IR4 y en los extremos del genoma cuenta con dos
regiones terminales repetitivas (TR). Ademas, el genoma cuenta con un origen de replicacion (Ori-

P) y dos origenes liticos de replicacion (Ori-lyt) (Young et al., 2007).

Los genes del VEB se dividen a partir del estado del ciclo de vida en el que son expresados
siendo divididos en genes de latencia y genes liticos. El listado de marcos de lectura abiertos (ORF,

por sus siglas en inglés) y sus productos (genes o proteinas) caracterizados segun el estado en el que



son expresados se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Marcos de lectura abiertos y sus respectivos productos del genoma del VEB.

Marco de Lectura Abierto (ORF) Gen o Proteina
Genes de Latencia
BKRF1 EBNAI1
BYRF1 EBNA2
BLRF3/BERF1 EBNA3A (EBNA3)
BERF2a/b EBNA3B (EBNA4)
BERF3/4 EBNA3C (EBNAG6)
BamHI-W (multiples secciones repetitivas) EBNA-LP (EBNAY)
BNLF1 LMP1
Regiones Terminales Fusionadas (multiples secciones) LMP2A/B
BARTs A73, RPMSI1
EBER1/2 Pequenios ARNs
Genes Liticos Tempranos
BZLF1 ZEBRA/Zta/EB1
BRLF1 Rta
BRRF1 Factor de transcripcion
BORF2 Subunidad grande ribonucleo6tido
reductasa
BaRF1 Subunidad pequeiia ribonucledtido
reductasa
BXLF1 Timidina quinasa
BGLF5 Exonucleasa alcalina
BLLF3 dUTPasa
BKRF3 Uracil ADN glicosilasa
BALF5 ADN polimerasa
BMRF1 Proteina accesoria de la polimerasa
BALF2 Proteina de unién a ADN
BSLF1 Primasa
BBLF2/3 Proteina accesoria de la primasa
BBLF4 Helicasa
BMLF1 Factor de exportacion de ARNm

BSLF2



BHRF1 Homologo de bcl-2

BALF1 Antagonista viral de bcl-2

BARF1 Proteina asociada a transformacion

BGLF4 Proteina quinasa

BFRF1 Proteina de membrana de 37kDa

BHLF1 Proteina de union a ADN de cadena
simple

BHLF2 Proteina de envoltura

BNLF2a Evasion inmune

Genes Liticos Tardios

BNRF1 Proteina p143 mayor de tegumento
BPLF1 Proteina larga de tegumento
BOLF1 Proteina de tegumento
BVRF1 Proteina de tegumento
BBLF1 Proteina de tegumento
BGLF1 Proteina de tegumento
BSRF1 Proteina de tegumento
BRRF2 Proteina de tegumento
BDLEF2 Proteina de tegumento
BKRF4 Proteina de tegumento
BcLF1 Proteina mayor dencapside
BDLF1 Proteina menor de cépside
BFRF3 Proteina p18 de capside
BLRF2 Proteina p123 de capside
BdRF1 Proteina p40 de capside
BBRF1 Proteina de capside
BVREF2 Proteasa

BGLEF2 Proteina 38Kd
BORF1 Ensamblaje de capside
BLRF1 Glicoproteina gN
BLLFI Glicoproteina gp350/220
BZLF2 Glicoproteina gp42
BKRF2 Glicoproteina gL (gp25)
BBREF3 Glicoproteina gM
BXLF2 Glicoproteina gH (gp85)

BILF1 Glicoproteina gp60
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BILF2 Glicoproteina gp78/55
BALF4 Glicoproteina B (gp110)
BDLF3 Glicoproteina gp150
BMRF2 Proteina de membrana 53/55Kd
BALF3 Glicoproteina de transporte
BCRF1 Citoquina viral IL-10

Fuente: Young et al., 2007.

3.3.1 Genes de latencia

Los genes de latencia poseen la principal funcion de coordinar la expresion de proteinas res-
ponsables para la inmortalizacion de las células B in vitro. Entre los productos de los genes de la-
tencia que se expresan durante el el estado de latencia III o programa de crecimiento se encuentran
seis antigenos nucleares de Epstein-Barr (EBNAs 1, 2, 3A, 3B, 3C y EBNA-LP), las proteinas la-
tentes de membrana LMP1 y LMP2 (esta ultima contando con dos isoformas que son LMP2A y
LMP2B), los ARNs no codificantes (EBER1 y EBER?2) y otros microARN virales (Palser et al.,
2015). Durante los diferentes estados de diferenciacion de las células B in vitro, el VEB tiene la ca-
pacidad de expresar otras alternativas de latencia, siendo los estados de latencia I y latencia II. La
expresion de determinado estado de latencia I, II o III durante la transformacion de las células B se
asocia, y de cierta manera depende, del estado de diferenciacion de la célula B del cual cada tumor
diferente es derivado. No obstante, actualmente se reconoce que todos los canceres epiteliales aso-
ciados a VEB expresan un programa de latencia II (Rowe et al., 1987; Rowe et al., 1992; Young,

Yap & Murray, 2016).

3.3.1.1 EBNA1

Codifica al antigeno nuclear 1 de Epstein-Barr el cual consiste en una proteina de uniéon a
ADN. Su funcidn es esencial para el mantenimiento y la replicacion episomal, induce linfomas de
células B en ratones lo que sugiere un papel importante en la oncogénesis, incrementa la supervi-
vencia celular, induce la inestabilidad genética, actia como un transactivador transcripcional que re-
gula positivamente la expresion de varios genes virales, entre ellos, la region promotora del gen

LMP1 y el promotor Cp (Knipe et al., 2001).
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3.3.1.2 EBNA2

Codifica a la proteina del mismo nombre la cual posee un rol fundamental en el proceso de
transformacion de las células B. Asi mismo, lleva a cabo las funciones de activador transcripcional
de genes celulares y virales, regula positivamente la expresion de genes como LMP1 y LMP2 y de
antigenos de las células, por ejemplo BCD21 y CD23. EBNA2 también se regula positivamente al
promotor Cp observado en la infeccion temprana de las células B. Finalmente, estudios sugieren
que EBNA2 puede funcionalmente reemplazar la region intracelular para las rutas de senalizacion

Notch (Hofelmayr et al., 2001; Kelly et al., 2005).

3.3.1.3 Familia de genes EBNA3

Tanto EBNA3A y EBNA3C son esenciales para la transformacion de las células B. Por su
parte, EBNA3C puede regular positivamente la expresiéon de genes celulares (CD21) y virales
(LMP1) y regula negativamente la expresion del promotor Cp (Radkov et al., 1997). Entre otras
funciones, el gen EBNA3B puede funcionar como un supresor de tumores en el linfoma difuso de

células B (Kelly et al., 2005; White et al., 2012).

3.3.14 LMP1

La proteina LMP1 por el gen es la principal proteina transformadora del VEB que posee un
comportamiento de oncogén clasico y es esencial para la transformacion de las células B in vitro
(Knipe et al., 2001). Ademas, LMP1 posee efectos pleiotropicos cuando es expresado en las células
dando como resultado la induccidon de moléculas de adhesion a la superficie celular activacion de
antigenos, regulacion positiva de la produccion de proteinas antiapoptodticas y la estimulacion de la
produccion de citoquinas. LMP1 también se encuentra relacionado con la activacion de rutas de se-
nalizacion formando parte de la super familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR)

(Dawson, Port & Young, 2012; Kilger et al., 1998).

La proteina LMP1 consiste en una proteina integral de membrana con un peso de 63 kD y
que se encuentra conformada por tres dominios: 1) una cola citoplasmatica N-terminal que une la

proteina LMP1 a la membrana plasmatica; 2) seis bucles transmembrana hidrofébicos que partici-
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pan en la autoagregacion y oligomerizacion; y 3) una region citoplasmatica C-terminal que lleva a
cabo la mayor parte de la actividad de sefializacion de la proteina (Gires et al., 1997; Young et al.,
2007). Ademas, la proteina cuenta con dos dominios funcionales denominados regiones 1y 2 de ac-
tivacion C-terminal (CTAR1 y CTAR2) los cuales son importantes para la activacion de la via del
factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las célu-
las B activadas); lo cual contribuye a las muchas consecuencias fenotipicas de la expresion de
LMP1, entre ellas: la induccion de varios genes antiapoptoticos y las citoquinas. Finalmente, la pro-
teina LMP1 también es capaz de activar la cascada MAP quinasa resultando en la estimulacion de

las vias JAK/STAT (Eliopoulos et al., 1999).

3.3.1.5 LMP2

El gen LMP2 codifica a las proteinas LMP2A y LMP2B. Ambas proteinas cuentan con 12
dominios transmembrana y 27 aminoacidos citoplasmicos C-terminal; la diferencia entre ellas resi-
de en que la proteina LMP2A posee un dominio amino terminal de 119 aminoacidos citoplasmicos.
Ninguna de las dos proteinas codificadas por LMP2 juegan un papel esencial en la transformacion
de las células B. No obstante, se sugiere que las proteinas participan en la modificacion del desarro-
llo normal de las células B para favorecer el ciclo de latencia del VEB y prevenir la activacion en
un momento inapropiado del ciclo litico del virus (Knipe et al., 2001). Por su parte, LMP2A posee
un motivo en el dominio amino terminal denominado motivo de activaciéon inmunorreceptor basado
en tirosina (ITAM) el cual al estar fosforilado en el receptor de células B tiene la capacidad de me-

diar la proliferacion y diferenciacion de linfocitos (Longnecker, 2000).

3.3.1.6 EBER1 y EBER2

Los EBER1 y EBER2 son dos pequeiios ARN no poliadenilados y no codificantes son ex-
presados en el estado de latencia del virus. Asi mismo, EBER1 y EBER2 no son esenciales para que
se lleve a cabo la transformacion primaria de los linfocitos B (Laing et al., 2002). Los EBER se
unen en forma de particulas de ribonucleoproteinas (complejos formados por un 4cido ribonucleico
y una proteina de union con ARN) estables con el auto antigeno La y la proteina ribosomica L22, y
a su vez, se unen con la proteina quinasa PKR (Takada, 2012). PKR al ser una quinasa que media
los efectos antivirales de los interferones, se ha sugerido que su inhibicion mediada por EBER po-

dria tener un papel importante en la persistencia viral. Ejemplo de ello es que en lineas celulares de
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linfoma de Burkitt que expresan EBER se obtiene un aumento en la tumorigenicidad, promueve la

supervivencia celular e induce la expresion de la interleucina-10 (Kitagawa et al., 2000).

3.3.1.7 BARTs y BARF1

BamHIA rightward transcripts (BARTSs) son un grupo de transcritos codificados en la region
BamHIA del genoma del VEB y su expresion ha sido identificada en diferentes tipos de cancer
como el cancer nasofaringeo, el linfoma de Burkitt, linfoma Hodgkin y el linfoma nasal de células
T, como también han sido identificados en sangre periférica de pacientes sanos (Chen et al., 1999).
Los BARTs codifican marcos de lectura abiertos como BARF0O, RK-BARF0, A73 y RPMSI. Asi
mismo, se dividen en dos grupos de ARN no codificante 1) un grupo de microARNs (miARNs) y 2)

una familia compleja de empale alternativo de ARNs poliadenilados (Verhoeven et al., 2019).

BAMHI-A fragment rightward reading frame 1 (BARF1) es un marco de lectura abierto que
codifica a una proteina de 33 kDa. Cuenta con la capacidad de inducir la transformacion de células
B en lineas celulares humanas y en lineas celulares de fibroblastos de roedores. Es considerado un
gen que se expresa de manera temprana en la etapa litica del ciclo de vida del virus. Se expresa en
cancer nasofaringeo y cancer gastrico positivo a la infeccion por el VEB cuando hay una ausencia

de expresion de los genes de la etapa litica del virus (Decaussin et al., 2000; Sheng et al., 2001).

3.3.2 Genes liticos

En la fase litica el VEB lleva a cabo, principalmente, su replicacion. Estimulos de diversos
factores como lo son el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato y el Butirato de sodio y la infeccion de
otros agentes patdogenos tienen la capacidad de inducir el cambio desde la fase de latencia a la fase
litica en el virus (Temple et al., 2014). No obstante, el principal responsable de llevar a cabo el cam-
bio de fase en el ciclo de vida del VEB es el gen BLZF1 (Sun & Thorley-Lawson, 2007). El proceso
de activacion de la fase litica del VEB se encuentra estrechamente relacionado con la diferenciacion
de las células B y células epiteliales infectadas. No obstante, atin es totalmente desconocido todos

los mecanismos y las condiciones que lo activan (Young, Yap & Murray, 2016).

3.3.2.1 BZLF1 y BRLF1

Sinérgicamente los genes BZLF1 y BRLF1 tienen la capacidad de inducir la expresion de

multiples genes de la fase litica temprana. Entre estos genes se encuentran 6 proteinas virales nece-
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sarias para ensamblar el mecanismo de replicacion, entre ellas (Fixman, Hayward & Hayward,

1992; Wen et al., 2007):
* BALFS correspondiente a la ADN polimerasa.
*  BALF2 correspondiente al homdlogo de la proteina de union al ADN monocatenario.
*  BMRF]1 correspondiente al factor de procesividad de la ADN polimerasa.
* BSLFI correspondiente al homoélogo de la primasa.
* BBLF4 correspondiente al homologo de la helicasa.

* BBL2/3 correspondiente a un potencial homdlogo del tercer componente del complejo
helicasa-primasa. Es formado a partir del empalme alternativo entre los marcos de lectu-

ra abiertos BBLF2 y BBLF3.

Ademas de su funcidon como transactivador, la proteina BZLF1 posee interacciones directas
con el origen de replicacion litico (oriLyt) y con las demads proteinas de replicacion, las cuales son
esenciales para la replicacion del ADN del VEB. Asi mismo, BZLF1 tiene la capacidad de inducir

inestabilidad genomica (Wen et al., 2007; Wu et al., 2010).

3.3.2.2 BNLF2a, BILF1 y BGLF5

Los genes liticos BNLF2a, BILF1 y BGLFS5 codifican a proteinas de evasion inmune. BNL-
F2a codifica a una proteina que inhibe el transportador del procesamiento de antigenos, BILF1 co-
difica a una proteina que induce la internalizacién y degradacion del complejo mayor de histocom-
patibilidad de clase I (CMH 1), y BGLF5 codifica una proteina que media la regulacion negativa de
la expresion genética de la célula huésped favoreciendo la evasion de las respuestas inmunitarias
antivirales. Asi mismo, BGLF5 y BGLF4 inducen inestabilidad genomica (Hislop et al., 2007,
Rowe et al., 2007; Zuo, 2009).

Finalmente, estudios recientes de secuenciacion de ARN han demostrado niveles altos en la
expresion de genes liticos en lineas celulares y biopsias de tumores, entre los cuales se encuentran:
LF1, LF2, LF3, BILF1, BALF4 y BHLF1; no obstante, alin no esta claro la expresion de dichos ge-

nes en una fase de latencia (Lin et al., 2010).
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34 Diagnostico de la infeccion por Virus de Epstein-Barr
3.4.1 Diagnostico serolégico

El diagnostico serologico de la infeccion se lleva a cabo de manera rutinaria a partir de dis-
tintas metodologias como lo es el analisis de inmunofluorescencia, enzima-inmuno analisis, ELISA
y el inmuno andlisis de quimioluminiscencia (De Paschale & Clerici, 2012). El diagnostico serolo-
gico de la infeccion por VEB no es recomendado en pacientes inmunosuprimidos debido a la confu-
sion que puede obtenerse entre el resultado con la incapacidad del paciente para generar una canti-
dad apropiada de anticuerpos. Asi mismo, el diagnostico de la infeccion por serologia no es reco-
mendado en pacientes que cuentan con deficiencias en la produccién de anticuerpos congénitas o
adquiridas (Nowalk & Green, 2016). Los diagndsticos cldsicos de serologia a partir de técnicas de
inmunofluorescencia se basan en detectar VCA-IgM, VCA-IgG y el anti-EBNA-IgG, junto al anti-
EA-IgG. Dicho diagndstico cuenta con la ventaja de ser facilmente reproducibles (Niller & Bauer,

2017).

El uso de anticuerpos heterdfilos ha sido ampliamente usado en el diagnostico de la infec-
cion por VEB. Dichos anticuerpos se caracterizan por ser tipo I[gM que aglutinan las hematies de es-
pecies de mamiferos diferentes a las de la fuente. La prueba cualitativa rapida de eritrocitos de ca-
ballo es el método mas utilizado para detectar los anticuerpos heterofilos. La prueba es capaz de de-
tectar los anticuerpos heteréfilos en el 90% de casos de mononucleosis infecciosa en nifios mayores
a los 4 afios de edad y en adultos. Actualmente no se recomienda su uso para diagnosticar la mono-
nucleosis infecciosa en nifios menores de 4 afios debido a la baja produccion de anticuerpos (Jen-

son, 2011).

3.4.2 Medicion de la carga viral por medio de la amplificacion de acidos nucleicos

La medicion de la carga viral en sangre periférica por medio de qPCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa Cuantitativa o PCR en tiempo real), se ha convertido en un importante método
diagnostico del VEB. Dicha metodologia es ampliamente usada y recomendada para el diagnostico
y el monitoreo de la infeccion y la enfermedad (en pacientes inmunocompetentes como inmunosu-
primidos), para la deteccion de recaidas y para el diagnostico de la infeccion en pacientes receptores
de organos. Asi mismo, la medicion de la carga viral ha sido propuesta para guiar intervenciones
preventivas contra el desarrollo de la infeccion (Gértner & Preiksaitis, 2010; Niller & Bauer, 2017).
Una desventaja del método es que aun no ha sido totalmente estandarizado entre laboratorios resul-

tando en inconsistencias entre laboratorios y datos discordantes y de esa manera limitando las capa-
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cidades de extrapolar datos publicados y definir un umbral de la carga viral que determine el diag-

noéstico y tratamiento de la infeccion (Preiksaitis et al., 2009).

Otro aspecto a considerar es la sensibilidad de la carga viral para el diagndstico de la infec-
cion. Hecho que es evidente en aquellos pacientes inmunosuprimidos que, aun cuando se ha confir-
mado la infeccidon por otro método, poseen una carga viral baja en sangre periférica. Se han en-
contrado diferencias entre la mayoria de pacientes que desarrollan una elevada carga viral anterior a
presentar sintomas con aquellos pacientes que presentan una progresion rapida de la enfermedad y
aparicion rapida de sintomas antes de realizar la medicion de la carga viral. En dichos pacientes se
recomienda realizar medicién periddicamente posterior a la primera medicion (Nowalk & Green,
2016). Asi mismo, aun se encuentra en debate e investigacion a partir de qué fraccion de la sangre
periférica se deberian realizar las mediciones: linfocitos de sangre periférica y células mononuclea-
das de la sangre contienen las células B infectadas por el VEB, mientras que a partir del suero y el
plasma se puede medir la presencia de ADN viral. Por su parte, el uso de sangre completa propor-
ciona resultados similares a los obtenidos a partir de linfocitos de sangre periférica y células mono-

nucleadas (Tsai et al., 2008; Wadowsky et al,. 2003).

3.4.3 Histopatologia

El diagnostico definitivo (estandar de oro) de la infeccion y enfermedad por VEB se realiza
a partir de la obtencion de biopsia de las lesiones o tejidos afectados y es llevado a cabo por un mé-
dico patdlogo. Asi mismo, la histopatologia permite clasificar y categorizar la enfermedad asociada
y orientar el tratamiento y seguimiento del paciente. Se llevan a cabo estudios de inmunohistoqui-
mica utilizando marcadores especificos como el CD20 y la proteina latente de membrana (LMP1) y
también se lleva a cabo la hibridizacién in situ (ISH) para ARN (EBER1) codificado por el virus lo
cual permite caracterizar el tipo de célula que se encuentra involucrada en la infeccion, ya sea célula
T o célula B (Young et al., 1989; Nowalk & Green, 2016). Actualmente, la metodologia manual de
ISH para EBER1 es la mas sensible para la deteccion del virus alcanzando una sensibilidad del
100%. En afos recientes se han introducido metodologias automatizadas para llevar a cabo ISH las
cuales cuentan con un desempefio de 94% sensibilidad, 69% especificidad y valores predictivos po-
sitivos y negativos de 79% y 90%, respectivamente, al ser comparada con la metodologia manual

(Fanaian et al., 2009).
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3.5 Tipos y Clasificacion del Virus de Epstein-Barr

Diversos estudios se han realizado con la finalidad de clasificar el VEB a partir de metodo-
logias distintas. Inicialmente la clasificacion del virus se abordd con el andlisis del gen EBNA2 es-
tableciendo dos genotipos Tipo 1 (VEB-1 o Tipo A) y Tipo 2 (VEB-2 o Tipo B) (Choi et al., 2018;
Neves et al., 2016; Salahuddin et al., 2018). El gen EBNA2 posee una gran variacion genética en
comparacion con los demas genes del VEB los cuales no llegan a alcanzar mas del 5% de variacion,
siendo la homologia del gen EBNA2 de un 54% de entre ambos tipos, demostrando una gran diver-
gencia y variacion genética (Smatti et al., 2018; Tzellos & Farrell, 2012). Los Tipo 1 y Tipo 2 VEB
demuestran diferencias en sus capacidades de transformacion de las células que infectan siendo el
Tipo 1 el que cuenta con una mayor capacidad transformante de las células B. Ambos tipos 1 y 2
pueden subdividirse en cepas diferentes del virus segin la etapa del ciclo de vida en que se encuen-
tre. Ejemplo de ello es el paso de los linfocitos infectados por el VEB por el centro germinal del
nodo linfatico el cual posee un ambiente que propicia un aumento en las tasas de mutaciones del vi-
rus y de esa manera errores de replicacion que dan lugar a variaciones genéticas (Neves et al., 2016;
Walling et al., 2003). Finalmente, el estudio de genes como BZLF1, EBNAI, 2, 3, 3B, 3C, LMP1 y
LMP2A han demostrado variaciéon genética relacionada a las diferentes localidades geograficas de

origen y a las enfermedades asociadas (Gorzer et al., 2006; Wang et al., 2010).

Ademas del gen EBNA?2 la proteina LMP1 presenta un alto nivel polimoérfico que ha permi-
tido realizar una clasificacion del virus en base a las mutaciones y variaciones genéticas del gen. De
tal manera, se realizd una clasificacion que refleja el origen geografico de las cepas (Mainou &

Raab-Traub, 2006):
* Alaska (Ala) * Mediterraneo (Med+ y Med-)
* China (Chl y Ch2) * Carolina del Norte (CN)

Posteriormente, otros grupos de cepas fueron reportados y descritos: SEA1 y SEA2 prove-
nientes de Tailandia (Smatti et al., 2018; Tzellos & Farrell, 2012). Asi mismo, se ha reportado que
las variantes del gen LMP1 correlacionan con las enfermedades asociadas como las siguientes: de-
lecion de 30 pb se han encontrado en el cancer nasofaringeo y deleciones de 69 pb se han reportado
en el Linfoma de Burkitt. Finalmente, estudios recientes sugieren una correlacion entre el origen
geografico y el porcentaje de pacientes sanos con las deleciones de 30 pb siendo los resultados de

un 62.5% en taiwaneses, 55.6% en polacos, 0% en arabes y 28% en argentinos (See et al., 2008).

Estudios han abordado la clasificacion gendmica del virus a partir del establecimiento de tres fa-
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ses de latencia basadas en la expresion de los genes de latencia: tipo I de latencia (expresando
EBNAI y EBER), tipo 1II de latencia (expresando EBNA-LP, LMP1, LMP2A4, y LMP2B) y tipo Il de
latencia (expresando EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, y EBNA3C) (Choi et al., 2018).

Recientemente, los estudios se han enfocado en clasificar el virus por medio del andlisis del
genoma, exoma y transcriptoma completo, el tipo de cancer asociado, el pais de procedencia y las
caracteristicas demograficas del paciente. Zanella y colaboradores (2019) proponen la clasificacion
del virus a partir del analisis del genoma completo obteniendo 12 poblaciones relacionadas a la lo-
cacion geografica y, tres de ellas, relacionadas con el tipo de cancer: EBV-p1/Asia/CG, EBV-p2/
Asia II/Tumores y EBV-p4/China/NPC (Zanella et al., 2019). Peng y colaboradores (2019) propo-
nen una clasificacion en la que los virus asociados con ENKTL se encuentran agrupados en China y
Singapur, los asociados con NPC se encuentran agrupados en China, Japon y Hong Kong, y los aso-
ciados con linfoma de Burkitt agrupados en paises africanos y americanos (Peng et al., 2019). Asi
mismo, Xiong y colaboradores (2020) proponen una clasificacion del virus a partir de los mismos
parametros obteniendo grupos de cepas asiaticas asociadas a cancer nasofaringeo, cepas de China
asociadas a ENKTL, cepas africanas asociadas a lineas celulares de linfoma espontaneo y cepas eu-

ropeas asociadas a linfoma Hodgkin (Xiong et al., 2020).

3.6  Neoplasias hematologicas linfoides

Las neoplasias hematoldgicas linfoides consisten en un grupo de enfermedades que surgen
de la expansion clonal de células hematopoyéticas. Las neoplasias de células B y T/NK son tumores
clonales de células B maduras o inmaduras, células T o NK (Natural Killer o asesina natural) en di-
ferentes estados de diferenciacion. Las neoplasias de células T y NK se consideran juntas dentro de
la misma clase por sus caracteristicas funcionales e inmunofenotipicas similares (Morton et al.,
2006). El sistema inmune cuenta con una respuesta innata y una respuesta adaptativa, las cuales se
diferencian en la naturaleza del objetivo y el tipo de la respuesta inmune. Las células del sistema in-
mune innato representan la primera linea de defensa e incluye células como las NK, CD3+ CD56+
y células NK similares a célula T. Dichas células actian como barrera defensiva en la inmunidad
cutdnea y de mucosas. La respuesta innata no requiere de un encuentro con el antigeno para iniciar
la respuesta inmune. En cambio, el sistema inmune adaptativo, en el que participan células By T, es
especifico para un patdégeno determinado, siendo la memoria y la especificidad sus principales ca-

racteristicas (Campo et al., 2008).
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Las neoplasias de células B se caracterizan por presentar un desarrollo y diferenciacion nor-
mal de las células B. Inicialmente, la diferenciacion de las células B implica que un precursor de cé-
lulas B sufra la recombinacion de los genes VDJ de las inmunoglobulinas y posteriormente se lleve
a cabo la maduracion a célula B naive (también conocida virgen o inexperta). Posteriormente, al te-
ner contacto con un antigeno que sea complementario a su receptor Ig, la célula B naive sufrira una
transformacion, proliferacion y, finalmente, una maduracion hacia la secrecion de anticuerpos y cé-
lulas B de memoria. Asi mismo, las células B naive pueden madurar directamente produciendo los

anticuerpos IgM tempranos (Hummel et al, 1994; Inghirami et al., 1991; Kipps, 1989).

3.6.1 Neoplasias de células T y NK maduras

Actualmente, se estima que VEB se encuentra asociado a mas de 200,000 casos de cancer al
ano y un 1.8% de todas las muertes por cancer se atribuyen a neoplasias malignas causadas por el
mismo (Young, Yap & Murray, 2016). La infeccion por VEB ha sido asociada con el desarrollo de
diversos tipos de cancer como el linfoma de Burkitt, linfoma T/NK, carcinoma nasofaringeo (NPC,
por sus siglas en inglés), aproximadamente el 30% de linfoma Hodgkin, el 10% de casos de cancer
gastrico (CQG) y casos de linfoma difuso de células B grandes y leiomiosarcoma (Palser et al., 2015).
VEB puede estar asociado con diferentes desordenes linfoproliferativos dependiendo el tipo de cé-
lula que infecta. Tal es el caso de los desordenes linfoproliferativos asociados a la infeccion, trans-
formacion y proliferacion de las células T y NK por VEB durante el estadio de latencia 2, también
conocido como linfoma T/NK. Dicho tipo de linfomas tienen una ocurrencia principal en poblacio-
nes asiaticas y de indigenas americanos del centro y sur de América (Kim et al., 2019; Kimura et al.,
2012; Yamaguchi, Oguchi & SuzReino Unidoi, 2018). Los linfomas T/NK historicamente se han
clasificado en formas indolentes y agresivas o fulminantes y se caracterizan clinicamente con diag-
nostico a una edad media entre los 46 a 52 afios, lesiones de masas nasales que a su vez causan obs-
truccion, secreciones nasales y epistaxis. Asi mismo, la enfermedad puede diseminarse hacia la piel,
el tracto gastrointestinal, testiculos y ganglios linfaticos. A comparacion con otros linfomas, el 40%

de casos de linfoma T/NK presentan sintomas B (Kimura et al., 2012 ; Makita & Tobinai, 2017).

El linfoma de T/NK extranodal de tipo nasal (ENKTL) consiste en un linfoma extranodal
caracterizado por el dafio y destruccion vascular, la necrosis, fenotipo citotdxico y la asociacion con
la infeccion del VEB en el 100% de los casos. La mayoria de casos consisten en neoplasias de célu-
las NK pero algunos casos presentan un fenotipo citotoxico de células T (Campo et al., 2008). El

ENKTL posee una prevalencia mayor en poblaciones asiaticas y de indigenas mexicanos, de Centro
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América y Sur América (Au et al., 2005). La asociacion con el VEB sugiere un rol patogénico del
virus, el cual se presenta como un episoma clonal en el programa de latencia II, con una delecion de
30 pb en el gen LMP1 y que, en la mayoria de veces, es del tipo 1 (Peh, Kim & Poppema, 2002). El
ENKTL presenta una supervivencia entre el 10 — 40%, siendo una enfermedad con una alta mortali-
dad cuando se presentan estadios avanzados, mientras que los estadios tempranos de la enfermedad

poseen un buen prondstico (Hong et al., 2019; Yang et al., 2021).

3.6.2 Linfoma de Hodgkin

Los linfomas de Hodgkin (HL) presenta las siguientes caracteristicas: se origina en los
nodos linfaticos, la mayoria de ellos se manifiesta clinicamente en adultos jovenes, los tejidos
neoplasicos usualmente contienen un nimero pequefio de grandes células tumorales mono y
multinucleadas y las células tumorales a menudo se encuentran anilladas por linfocitos T a manera
de roseta (Anagnostopoulos et al., 2000). Los HL comprenden alrededor del 30% de todos los
linfomas (Poppema, 2021).

Actualmente los HL se dividen en dos enfermedades distintas: Linfoma de Hodgkin con
predominio linfocitario nodular y el Linfoma de Hodgkin Clasico. Ambos tipos de enfermedades se
diferencian en sus caracteristicas clinicas, en su composicion celular, morfologia, inmunofenotipo y
en la preservacion o extincion de la expresion de genes de células B (Anagnostopoulos et al., 2000).
A su vez, el Linfoma de Hodgkin Clasico se divide en cuatro subtipos que son de esclerosis nodular,
celularidad mixta, rico en linfocitos y de deplecion linfocitica. Los cuatro subtipos se diferencian
por los sitios en los que se desarrollan, las caracteristicas clinicas, el patron de crecimiento, la
presencia de fibrosis, la composicion celular, el nimero o grado de atipia de las células tumorales y

la frecuencia de la infeccion por VEB (Nogova et al., 2008).

3.6.3 Neoplasias linfoides de células B pequeiias

Los linfomas de células B pequefias se componen principalmente de linfocitos pequeios, a
los cuales se les conoce como linfomas de células B de "bajo grado". La clasificacion de la OMS in-
tencionalmente no divide los linfomas por grado, sino que el nombre preferido que se usa es “linfo-
mas de células B pequefias” (Quintanilla-Martinez, 2017). Entre ellos se encuentran: el linfoma di-
fuso de células grandes B, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma de Burkitt (BL),

entre otros (Jaffe et al., 2008).
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El linfoma Difuso de Células Grandes B (DLBCL, por sus siglas en inglés) consiste en una
neoplasia de células B maduras que se caracteriza por células linfoides B con el tamafio nuclear
igual o mayor a los nucleos de macr6fagos normales o mas del doble del tamafio de un linfocito
normal y que posee un patron de crecimiento difuso (Park et al., 2007). El DLBCL ha sido clasifica-
do y subdividido en base a sus caracteristicas morfoldgicas, moleculares ¢ inmunofenotipo. 1) Los
Subtipos del DLBCL son: linfoma de células B grandes rico en células T / histiocitos, DLBCL pri-
mario del sistema nervioso central, entre otros; 2) Otros DLBCL: LBCL ALK-positivo, linfoma
plasmablastico, entre otros; 3) Categorias limitrofes que consisten en linfomas de células B no clasi-
ficables con caracteristicas intermedias entre el DLBCL y el BL y el HL. No obstante, todos aque-
llos casos en los que no existe un criterio claro para ser subdivididos son clasificados como DLB-
CL, NOS (no esta especificado de otra manera) (Campo et al., 2008). E1 DLBCL, NOS es una en-
fermedad que usualmente surge de novo pero también puede ser producto de la progresion o trans-
formacion de otros linfomas menos agresivos como linfoma folicular, entre otros. Los pacientes que
sufren de dicha enfermedad la presentan en sitios ganglionares o extraganglionares, siendo un 40%
de ellos los que se limitan a sitios extraganglionares (Campbell et al., 2007; Chung et al., 2007). Las
variantes morfologicas mas importantes del DLBCL, NOS son: variante centroblastica, variante in-
munoblastica, la variante anaplésica y otras variantes morfologicas raras (Engelhard et al., 1997;
Haralambieva et al., 2000; Harris et al., 1994). Asi mismo, la enfermedad se divide por subgrupos
moleculares (de centro germinal similar a célula B y similar a una célula B activada) y subgrupos
inmunohistoquimicos (DLBCL CDS35 positivo, centro germinal similar a una célula B y centro no

germinal similar a una célula B) (Campo et al., 2008).

El linfoma folicular (LF) consiste en una enfermedad clinica y morfologicamente heterogé-
nea, con anomalias citogenéticas y moleculares complejas. (Quintanilla-Martinez et al., 2016). El
FL esta precedido por una fase preclinica asintomatica en la que las células B premalignas portado-
ras de la translocacion t(14;18) acumulan alteraciones genéticas adicionales, no obstante no todas
las células afectadas progresan a una fase tumoral. Los LF se caracterizan por presentar patrones fo-
liculares (nodulares) de crecimiento, asi como por diversos grados de crecimiento neoplasico difu-
so. (Carbone et al., 2019). Actualmente, el LF representa ~5% de todas las neoplasias hematologi-
cas, siendo el segundo subtipo mas comun de los Linfoma no Hodgkin ya que represente entre el 20
a 25% de los nuevos diagndsticos en los paises occidentales (Teras et al., 2016). El LF se clasifica
por grados segun el numero de centroblastos por campo de microscopia de alta potencia. Siendo los
grados 1, 2, 3A y 3B los reconocidos por la OMS (Campo et al., 2008). Mutaciones en los genes
como KMT2D, IgHV, IgLV, RB1, CDK4, BCL6, H1-2, H1-4, MEF2B, EP300, BCL2 y EPHA7,
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entre otras, se encuentran en mas del 10% de los casos de FL (Carbone et al., 2019). Otras catego-
rias han sido adoptadas por la OMS como la Neoplasia Folicular in situ, el LF tipo Pediatrico y el

LF tipo Duodenal (Swerdlow et al., 2017).

El linfoma de células del manto (LCM) es un subtipo poco comin de linfoma no Hodgkin
con caracteristicas clinicas, biologicas y moleculares distintivas. E1 LCM representa ~3 — 6% de los
linfomas no Hodgkin, posee una incidencia anual de 0.5 por 100,000 habitantes en los paises occi-
dentales y la mediana de edad al diagnostico es de 68 afios, mostrandose un predominio de casos
masculinos (3:1) (Cheah et al., 2016). E1 LCM se caracteriza por presentarse en estadios avanzados
y de progresion rapida, siendo considerado una enfermedad agresiva. Actualmente se reconocen dos
formas patogénicas, siendo el LCM clasico y el LCM no ganglionar leucémico. El LCM clésico se
origina a partir de células B con IGHV no mutado y expresion de SOX11. Por su parte, el LCM no
ganglionar leucémico se desarrolla a partir de células B SOX11-B mutadas por IGHV. Este tltimo
involucra principalmente el tejido dseo primario, la médula 6sea y el bazo. Ademas, se han recono-
cido mutaciones secundarias en los genes TP53 y NOTCH 1/2 en una proporcion pequena de casos,
las cuales dan lugar a un comportamiento agresivo de la enfermedad (Quintanilla-Martinez et al.,

2016; Swerdlow et al., 2017).

El linfoma de Burkitt (BL) es un linfoma no Hodgkin de células B altamente agresivo. Se
deriva de células B maduras germinales o post germinales del centro, las cuales presentan reordena-
mientos del oncogén MYC que contribuyen a la sobre expresion de c-myc (Saleh et al., 2020). Se-
gun la clasificacion de la OMS, se han identificado tres entidades diferentes de BL con morfologia,
inmunofenotipo y caracteristicas genéticas similares: endémica, esporadica (variante predominante
diagnosticada en areas no paludicas) y relacionada con inmunodeficiencia (Jaffe et al., 2008). En
general, el BL representa menos del 5% de los casos de linfoma en adultos; sin embargo, representa
el 40 % de todos los linfomas no Hodgkin infantiles (Saleh et al., 2020). El tipo endémico ocurre
principalmente en areas de malaria en el continente africano y en la mayoria de casos se encuentra
con la infeccién del VEB. El BL endémico presenta una prevalencia alta y una incidencia estimada
en 4-5 por cada 100, 000 nifios menores de 18 afios por afio en Africa ecuatorial (Magrath, 2012).
Por su parte, la variante esporadica es predominantemente en Europa occidental, América del Norte
y Asia oriental. Asi mismo, se asocia con menos frecuencia (10-20%) a la infeccion por VEB. El BL
esporadico representa del ~2% de los linfomas en adultos y del 30 — 40 % de los linfomas no Ho-
dgkin pediatricos en América del Norte y Europa Occidental, presentando una incidencia anual de 2
a 3 casos por millon cada afio (Mbulaiteye et al., 2009). Finalmente, el BL relacionado con inmuno-

deficiencia se observa en pacientes positivos a VIH (Saleh et al., 2020). Actualmente, la clasifica-
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cion de la OMS distinguid tres neoplasias agresivas de células B que imitan al BL, estas son: 1) lin-
foma tipo Burkitt con aberracion 11q, 2) linfoma de células B de alto grado con reordenamiento de
MYC y BCL2 y/o BCL6 y 3) linfoma de células B de alto grado, no especificado de otra manera
(Swerdlow et al., 2017).

3.6.4 Asociacion de la infeccion del VEB con el desarrollo de neoplasias

hematologicas linfoides en Latinoamérica

Recientemente un estudio llevado a cabo por Chabay y colaboradores (2020) presenta la
asociacion entre la infeccion del VEB con el desarrollo de neoplasias hematologicas linfoides en
paises latinoamericanos, haciendo un principal énfasis en el HL, linfoma de Burkitt (BL), linfoma
Difuso de Células Grandes B y procesos linfoproliferativos de células T y NK. La asociacion del
VEB con el HL ha sido ampliamente reportada y descrita en la region latinoamericana. En la mayo-
ria de paises en desarrollo los casos de HL (con edades de 14 afios o menores) presentan un alto
grado de asociacion con la infeccion por el VEB. Asi mismo, en grupos menores a los cinco afios
hay un predominio de infeccién de hombres sobre mujeres mostrando una relacion de 5:1, respecti-
vamente. No obstante, en adolescentes y adultos jovenes con HL la asociacion con la infeccion de
VEB es menor (Howlader et al., 2016). Ejemplo de ello es que datos de Argentina indican una in-
feccion del ~50% en pacientes pediatricos, mientras que en adultos la infeccion se presenta en un
31%. Asi mismo, en Sao Paulo, Brasil, un estudio que revis6 817 casos de HL por 54 afios reporto
que los casos con infeccion positiva descendieron desde un 87% a un 46% durante el estudio y que
en pacientes adultos la infeccion también descendid en adultos jovenes desde un 85% a un 32%
(Campos et al., 2018; De Matteo et al., 2003). Por el contrario, un estudio llevado a cabo en el norte
de Brasil reportd un porcentaje de asociacion con la infeccion de 87%. Dichos datos apoyan la idea
que el nivel de desarrollo socio-econémico es un factor que determina la presencia de la infeccion
(Araujo et al., 2006). Un estudio mexicano con una cohorte de 42 casos pediatricos con una media
de edad de 5 afios reportd una asociacion de la infeccion de un 76.1% (Palma et al., 2013). Estudios
en México que incluyeron principalmente adultos jévenes y de mayor edad han presentado porcen-
tajes de la infeccion de un 61% y 77%, respectivamente (Dirnhofer et al., 1999; ). Asi mismo, estu-
dios llevados a cabo en Peru, Colombia y Honduras confirman la asociacion de la infeccion del vi-
rus con pacientes pedidtricos de HL siendo los porcentajes de infeccion de 94%, 84% y 100%, res-
pectivamente (Chang et al., 1993; Quijano et al., 2003; Quijano et al., 2004). Para Centro América y

el Caribe se han realizado estudios en Puerto Rico, Costa Rica y la Republica Dominicana los cua-
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les han reportado frecuencias del 50%, 40% y 64%, respectivamente; no obstante, dichos estudios
cuentan con cohortes reducidas por lo que un mayor niimero de participantes podria presentar resul-
tados diferentes (Aybar & Krause, 2005; Cordova-Pérez et al., 2003; Gulley et al., 1994; Monterro-
so et al., 1998; Sanchez-Giler et al., 2018; Weinreb et al., 1996).

El BL afecta principalmente a nifios y es mas predominante en hombres, teniendo una aso-
ciacion con la infeccion por VEB del 100% para BL endémico y alrededor del 20% de casos espo-
radicos en Norte América y Europa (Crawford, 2001). En Argentina la mayor incidencia de casos
VEB positivos se encuentra en nifios menores de 5 afios (Lara et al., 2014). Estudios realizados en
Brasil apoyan la idea que los casos positivos de VEB son mayores en regiones en desarrollo social y
econdmico (Klumb et al., 2004). Asi mismo, un estudio llevado a cabo en Brasil report6 que la inci-
dencia de la infeccion fue elevada para aquellos pacientes pediatricos con edades entre 1-4 afios (de

Oliveira Ferreira et al., 2012).

El Linfoma Difuso de Células Grandes B (DLBCL, por sus siglas en inglés) es una neopla-
sia altamente agresiva, rara en pacientes pediatricos y adultos jovenes, asociada a la inmunosupre-
sion y que se presenta en una edad avanzada (Campo et al., 2008). E1 DLBCL positivo a VEB a una
edad de 50 afios fue reconocido provisionalmente como un subtipo del DLBCL, teniendo una re-
presentacion del 5-11% en paises del Este de Asia y menor a 5% en poblaciones occidentales (Hoe-
ller et al., 2010; Shimoyama et al., 2008). Posteriormente, la clasificacion de Neoplasias Linfoides
de la WHO 2016 elimin6 el factor de la edad (Swerdlow et al., 2017). En Latinoamérica se presenta
una asociacion de la enfermedad con la infeccion ligeramente mayor. Reportes de paises como Mé-
xico, Brasil, Argentina y Pert reportan una asociacion de 7, 9, 13 y 14-28%, respectivamente (Bel-

tran et al., 2011; Cohen et al., 2014; Cohen et al., 2017; Hofscheier et al., 2011).

La infeccion crénica activa por el VEB también es reconocida por la clasificacion de Neo-
plasias Linfoides de la WHO 2016 para los desérdenes linfoproliferativos de células T y NK, entre
ellos: ENKTL y el linfoma nodal de células T/NK nodal VEB-positivo (Kim et al., 2019). El meca-
nismo por el que el VEB infecta las células T y NK aun sigue sin entenderse del todo, no obstante
existen reportes que sugieren una preferencia de infeccion hacia las células T de parte del subtipo
VEB-2 (Coleman et al., 2018). El ENKTL consiste en un linfoma VEB positivo el cual ha sido des-
crito principalmente en el Este de Asia y en Latinoamérica, siendo la etnia de indigenas de América
la que cuenta con la mayor proporcion de casos. Paises como México, Pert, Chile y Guatemala han
reportado casos de la enfermedad en los que la infeccion ha estado presente en todos (Barrionuevo

et al., 2007; Elenitoba-Johnson et al., 1998; Schwartz et al., 2008). Un estudio reciente en Brasil re-
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portd una cohorte de 122 casos (mayoria pacientes adultos) de ENKTL, reportando caracteristicas
clinicas y patologicas similares a las reportadas en pacientes provenientes del Este de Asia y otros
paises de América. No obstante, datos étnicos no fueron evaluados en dicho estudio (Gualco et al.,
2011). Finalmente, un estudio que incluyd 16 pacientes con linfoma de origen de células T/NK y 9
de origen de células B, no presentd diferencias significativas entre la etnia del paciente (Altemani et

al., 2002).

3.7 Secuenciacion de Nueva Generacion y Analisis Bioinformatico
3.7.1 Secuenciacion de Nueva Generacion

La secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) hace referencia a las
tecnologias de secuenciacion que permiten obtener las secuencias completas de genomas a costos
menores. La NGS también es conocida como secuenciacion de segunda generacion al recopilar to-
dos los métodos de secuenciacion posteriores a la secuenciacion de Sanger. Las metodologias de
NGS pueden ser agrupadas en dos categorias principales: secuenciacion por hibridacion y secuen-
ciacion por sintesis (Slatko, Gardner & Ausubel, 2018; Yohe & Thyagarajan, 2017). La NGS cuenta
con un gran potencial de aplicacion en la practica clinica, microbiologia y en estudios filogenéticos.
Entre las aplicaciones se pueden mencionar: la obtencion de mutaciones y variantes a lo largo de un
genoma o exoma completo, conocer la relacion de las mutaciones y variantes con una enfermedad
determinada, evaluar el efecto de la metilacion, identificacion y caracterizacion del genoma de pato-
genos, definir las relaciones filogenéticas de organismos, entre otras (Behjati & Tarpey, 2013; Ha-
rris et al., 2013). Los métodos de secuenciacidon con enriquecimiento objetivo son una alternativa
que consisten en la captura de genes, regiones del genoma, exoma o genoma completo personaliza-
do, con el objetivo de obtener una mayor resolucion de lo secuenciado y para que la profundidad
(cobertura) de la secuenciacion obtenida sea mucho mayor. Asi mismo, dichos métodos permiten al
investigador identificar con mayor precision SNPs e INDEL, asi como otras mutaciones como va-

riantes en el numero de copias (Ballester et al., 2016; Kozarewa et al., 2015)

3.7.2 Bioinformatica

La bioinformatica es la ciencia que desarrolla y aplica herramientas de computacion para el

manejo de datos biologicos (Luscombe, Greenbaum & Gerstein, 2001). Actualmente la bioinforma-
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tica es una ciencia aplicada que surge de la union entre la biologia y las ciencias de la computacion
con la finalidad de procesar y ordenar datos biologicos (ADN, ARN, proteinas, entre otros) y utiliza
métodos y algoritmos matematicos y estadisticos para analizar e interpretar dichos datos. La bioin-
formatica es una disciplina con la que es posible realizar inferencias, hacer conexiones, asociacio-
nes y realizar predicciones usando los datos biologicos disponibles (Lesk, 2019). La funcion protei-
ca, que viene determinada por la estructura de las proteinas, y esta a su vez determinada por la se-
cuencia de aminodacidos codificada por la secuencia de nucleotidos (ADN) permite a los métodos
bioinformaticos realizar una cantidad diversa de estudios y andlisis empleando datos bioldgicos. De
tal manera, la bioinformatica trabaja con secuencias de ADN (nucleotidos), secuencias de proteinas
(aminodcidos), estructuras y motivos proteico y sus correspondientes mutaciones y variantes (Baxe-

vanis, 2001).

3.7.3 Modelos de sustitucion nucleotidica

Los modelos de sustitucion nucleotidica se encargan de describir los procesos de evolucion
molecular que se llevan a cabo al estudiar un fendmeno evolutivo. Los modelos de sustitucion nu-
cleotidica se basan en la idea fundamental de que ciertas sustituciones de nucledtidos, codones o
aminoacidos, se presentan de forma mas frecuente que otras. De tal manera, los diferentes modelos
de sustitucion nucleotidica pueden suponer que los nucle6tidos no se encuentran en la misma pro-
porcidn en las secuencias, que las transiciones y transversiones ocurren con diferentes frecuencias o
que la tasa de sustitucion varia entre los diferentes sitios de las secuencias (Brinkamn & Leipe,
2001). Existe un gran nimero de modelos de sustitucion nucleotidica que pueden ser asignados a set
de datos dependiendo el analisis a realizar. Entre ellos, el JC que indica que transiciones y transver -
siones ocurren a iguales tasas; el modelo de dos parametros de Kimura (1980; K2P) establece que la
tasa de transiciones es mayor a la de transversiones: a+2f3, donde a son transiciones y 2 tranversio-
nes (Kimura, 1979); el modelo de Felsenstein (1981; F81) que permite que las frecuencias relativas
de los nucleotidos de las secuencias varian y que por lo tanto ciertas sustituciones tienen mayor pro-
babilidad que otras (Felsenstein, 1981); el modelo GTR, uno de los mas afinados, que permite fre-
cuencias desiguales de nucleotidos en diferentes posiciones y que cada uno de los seis posibles
cambios posee una tasa diferente: A<>C, A—G, AT, CoG, CoT y GoT (Rodriguez et al.,
1990).
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3.7.4 Meétodos de Maxima Verosimilitud

Los analisis de relaciones filogenéticas parten del uso de métodos que permiten estimar y
realizar inferencias filogenéticas a partir de un set de datos de los grupos de estudio. Los métodos
mas utilizados y que poseen un mejor rendimiento son los basados en los caracteres los cuales opti-
mizan la distribucion de los patrones de los datos reales para cada uno de los caracteres (nucleotidos
0 aminodcidos). En la actualidad los mejores métodos para la obtencion de inferencias filogenéticas
son los de Méxima Parsimonia, Neighbor Joining (NJ), métodos Bayesianos y de Maxima Verosi-
militud (ML, por sus siglas en inglés) (Yoshida & Masatoshi, 2016). Los métodos de Maxima Vero-
similitud emplean la especificacion completa de los datos y un modelo probabilistico que describa
los mismos. De tal manera, la probabilidad de observar los datos dado el modelo que se ha tomado
cambia en funcion de los valores de pardmetros escogidos en el modelo (White, 1982). La maxima
verosimilitud busca la obtencion de filogenias que maximicen la probabilidad de observar el set de
datos dado un modelo de sustitucion y la misma filogenia obtenida. Ademas, la maxima verosimili-

tud no trata las variables del modelo como aleatorias (Beerli, 2006).

Para llevar a cabo métodos de maxima verosimilitud se emplean cuatro pasos principales: 1)
eleccion de un modelo evolutivo que permita explicar las variables de respuesta observadas en fun-
cioén de uno o varios predictivos; 2) estimacion de los pardmetros por maxima verosimilitud, lo cual
permite maximizar la probabilidad de que todos y cada uno de los valores observados para las varia-
bles de respuesta se encuentren dentro de una funcion de distribucion de errores definida a priori y
centrada en el valor predicho por el modelo previamente seleccionado; 3) comparacion de modelos,
frecuentemente se utiliza el criterio de informacion de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés) y 4)

evaluacion del mejor o mejores modelos (Gomez-Aparicio, Avila & Cayuela, 2013).

3.7.5 Analisis de Estructura Poblacional y Redes de Haplotipos

El andlisis de estructura poblacional permite conocer si una determinada poblacion se en-
cuentra dividida y de esa manera permite identificar subpoblaciones de la misma. Una de las princi-
pales importancias de estudiar la estructura poblacional es el hecho que las subpoblaciones pueden
llegar a tener la capacidad de evolucionar independientemente confiriendo caracteristicas diferentes
a los individuos que conforman cada una de las subpoblaciones (Andam et al., 2017). Diversos pro-
cesos evolutivos moldean la estructura poblacional de los organismos, procesos como la recombina-

cion genética y las mutaciones parecen estar estrechamente relacionados con la estructura poblacio-
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nal. Las metodologias de NGS permiten la obtencion de un gran nimero de genomas y a partir de
su andlisis se puede obtener informacion sobre la estructura poblacional. Los analisis de estructura
poblacional permite evaluar la posible variacion que presentan los grupos de alelos (o haplotipos) y
las distintas frecuencias alélicas con las distribuciones geograficas (Chiara et al., 2016; Hubisz et
al., 2009). Los estudios de estructura poblacional basados en datos genomicos proveen de una ma-
yor sensibilidad para la deteccion de genotipos raros y poseen una mayor resolucion de las relacio-
nes filogenéticas (Meier-Kolthoff et al., 2013). Programas como STRUCTURE y BAPS (y sus mo-
dificaciones como hierBAPS) permiten realizar inferencias acerca del nimero de subpoblaciones
presentes en una muestra de poblaciones bacterianas o virales. Dichos métodos permiten realizar
clusteres jerarquicos a partir de informacion gendémica o de secuencias especificas de ADN (Coran-

der & Marttinen, 2006; Falush, Stephens & Pritchard, 2007).

Las redes de haplotipos son andlisis que cuentan con la ventaja de poder describir las rela-
ciones intraespecificas en una red y las relaciones reticuladas entre haplotipos, no desde un punto de
vista jerarquico. Ademas, a partir de las redes de haplotipos se obtiene graficamente la frecuencia de
cada uno de los haplotipos estudiados permitiendo inferir aquellos haplotipos faltantes (Posada &
Crandall, 2001; Templeton, Crandall & Sing, 1992). Entre las desventajas y limitantes que presen-
tan las redes de haplotipos destaca el no poder visualizar distancias genéticas de forma grafica, no
se describen relaciones evolutivas y los limites de confianza son sensibles al nimero de muestras y
sus respectivas distribuciones geograficas (Excoffier et al., 2007; Muwakina et al., 2003; Vazquez-
Dominguez et al., 2009). Las conexiones entre haplotipos resultantes representan eventos de coales-
cencia y a partir de ellos se pueden realizan las siguientes predicciones: 1) haplotipos de mayor fre-
cuencia tienen mayor probabilidad de ser los ancestrales, 2) haplotipos con multiples conexiones
probablemente son los ancestrales, 3) los haplotipos ancestrales se encuentran en el interior de una
red y los haplotipos nuevos en la periferia, 4) se espera que los haplotipos ancestrales presenten una
distribucion geografica amplia, y 5) los haplotipos que poseen una Unica conexion estaran unidos a
haplotipos de la misma poblacion (Clement, Posada & Crandall, 2000). Las redes de haplotipos se
pueden clasificar a partir del método de construccion (distancias, parsimonia, maxima verosimilitud
o inferencia bayesiana) y por el objetivo principal por el que se realiza la red: observar procesos
evolutivos como la hibridacion, transferencia horizontal de genes o recombinacion, entre otros (Pa-

radis, 2018).
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4. JUSTIFICACION

El VEB es uno de los principales factores asociados al desarrollo de cancer de distintos tipos
a nivel mundial, entre ellos el ENKTL. Actualmente, los estudios de VEB buscan conocer cuales
son las relaciones entre sus caracteristicas genéticas y las caracteristicas demograficas de los
pacientes con el desarrollo de diferentes procesos linfoproliferativos. Asi mismo, los estudios sobre
la clasificacion del virus se enfocan a partir del andlisis del genoma. En Guatemala son poco
conocidos muchos aspectos importantes sobre la relacion entre la infeccion por VEB y el desarrollo
de procesos linfoproliferativos de células T y NK, entre ellos la caracterizacion del genoma y sus
relaciones filogenémicas. Por ello, es importante caracterizar el genoma del VEB asociado a
ENKTL en Guatemala, establecer la estructura poblacional del VEB en Guatemala y describir sus
relaciones filogendmicas con otras cepas del mundo en base a los sistemas de clasificacion del virus

mas recientes que han sido publicados a nivel mundial.
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S. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la clasificacion filogenomica y estructura poblacional del Virus de Epstein-Barr
asociado a linfoma T/NK extranodal de tipo nasal (ENKTL) en pacientes del Instituto de
Cancerologia (INCAN), Guatemala.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1 Caracterizar el genoma del Virus de Epstein-Barr asociado a linfoma T/NK extranodal de

tipo nasal (ENKTL) en pacientes del Instituto de Cancerologia (INCAN), Guatemala

5.2.2 Describir las relaciones filogenémicas entre el Virus de Epstein-Barr asociado a linfoma T/
NK extranodal de tipo nasal (ENKTL) en pacientes del Instituto de Cancerologia (INCAN), Guate-

mala, con cepas del virus asociadas a otros tipos de cancer y provenientes de otros paises.

5.2.3 Establecer la estructura poblacional entre el Virus de Epstein-Barr asociado a linfoma T/NK
extranodal de tipo nasal (ENKTL) en pacientes del Instituto de Cancerologia (INCAN), Guatemala,

y compararla con cepas del virus asociadas a otros tipos de cancer y provenientes de otros paises.
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6. HIPOTESIS

Al ser una investigacion descriptiva no se considera la formulacién de una hipotesis de

investigacion.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo de Estudio

Estudio de tipo descriptivo, transversal, observacional y retrospectivo.

7.2 Universo

7.2.1 Poblacion
Pacientes con Diagndstico de Linfoma de T/NK Extranodal de Tipo Nasal (ENKTL) de Guatemala.

7.2.2 Muestra

Pacientes con Diagnostico de Linfoma de T/NK Extranodal de Tipo Nasal (ENKLT) de Guatemala
que acudieron al Instituto de Cancerologia (INCAN).

22 muestras de biopsia de tejido tumoral de linfoma T/NK Extranodal de Tipo Nasal (ENKLT)
embebido en bloques de parafinas que fueron obtenidas en el Instituto de Cancerologia (INCAN)
fueron recolectadas entre los afios 2008 a 2019. En la Tabla 2 se detallan las caracteristicas de las
muestras.

El muestreo se realizé por conveniencia debido a los costos de secuenciacion y a la accesibilidad de

muestras con tejido en dptimo estado.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de pacientes con diagnostico de linfoma de T/NK extranodal
de tipo nasal (ENKTL).

No. de Estudio Edad al Diagnostico Sexo Etnia Departamento de
Procedencia
EBV00079 53 Femenino Mestizo Totonicapan
EBV00080 59 Masculino Maya Jutiapa
EBV00081 60 Masculino Mestizo Guatemala
EBV00082 Sin Dato Sin Dato Sin Dato Sin Dato
EBV00083 24 Femenino Mestizo Quetzaltenango
EBV00084 58 Masculino Maya Totonicapan
EBV00085 43 Masculino Sin Dato Guatemala
EBV00086 26 Masculino Maya Guatemala
EBV00087 61 Femenino Mestizo Retalhuleu
EBV00088 53 Femenino Maya San Marcos

EBV00089 38 Masculino Mestizo Guatemala



EBV00090 53 Femenino Maya
EBV00105 67 Masculino Sin Dato
EBV00106 36 Masculino Maya
EBV00107 38 Masculino Mestizo
EBV00108 24 Masculino Mestizo
EBV00109 19 Femenino Maya
EBV00110 Sin Dato Sin Dato Sin Dato
EBV00111 75 Masculino Maya
EBV00112 37 Masculino Maya
EBV00113 74 Masculino Maya
EBV00114 64 Femenino Maya
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Quiché
Quetzaltenango
Alta Verapaz
El Progreso
Huehuetenango
Solola
Sin Dato
Baja Verapaz
Chimaltenango
Chiquimula

Guatemala

Fuente: Instituto de Cancerologia (INCAN), 2021.

7.3 Materiales

7.3.1 Equipo
e Computadora personal Dell Inspiron 15 5000 Series
* Computadora personal Dell Latitude E 7240
* Material de oficina

7.3.2 Software

FastQC Version 0.11.9

Trimmomatic Galaxy Version 0.38.0

Bowtie2 — map reads against reference genome Galaxy Version 2.3.4.3+galaxy0

CollectInsertSizeMetrics plots distribution of insert sizes Galaxy Version 2.18.2.1

Map with BWA-MEM Galaxy Version 0.7.17.1
Unipro UGENE version 36.0 64-bit version
bceftools mpileup (Galaxy Version 1.4.0.0)
bcftools call (Galaxy Version 1.4.0)

bcftools counts (Galaxy Version 1.4.0)
GenomeVx

Atom version 1.54.0 x64

Sublime Text Version 3.2.2, Build 3211
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* MAFFT version 7

*  MEGA-X (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) version 10.1.8
* Gblocks Version 0.9.1

*  jMOdeltest 2.1.10 v20160303

e SMS Smart Model Selection in PhyML

*  raxmlGUI 2.0

* PhyML 3.0
* FigTreevl.4.4
« iTOLS5.7

* Paquete rhierbaps

* R version 4.0.2

* DnaSP (DNA Sequence Polymorphism) Version 6.12
*  PopART version 1.7

* RDP4 (Recombination Detection Program Version 4)

e LibreOffice 7.0

7.3.3 Base de datos

» National Center for Biotechnology Information

7.4 Métodos

7.4.1 Secuenciacion

22 muestras de biopsia de tejido tumoral de ENKTL embebido en bloques de parafinas
fueron enviadas a Novogene Corporation Inc., Ohio, Estados Unidos, en donde se realizd la
extraccion de ADN utilizando el kit de QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Catalogo 56404). Se llevo a
cabo la secuenciacion de nueva generacion del VEB por medio de un método de enriquecimiento
objetivo para VEB. A partir de un total de 1.0 pg de ADN gendémico se prepararon las librerias de
secuenciacion. Las librerias se generaron usando el kit de Agilent SureSelect Human All Exon kit
(Agilent Technologies, CA, USA), la fragmentacién se llevé a cabo mediante un sistema de
cizallamiento hidrodinamico (Covaris, Massachusetts, USA), se realizd la adenilizacion de los
extremos 3' de los fragmentos de ADN y se unieron adaptadores. Seguidamente se llevo a cabo un
paso de enriquecimiento selectivo para Virus de Epstein-Barr por medio de una reaccion de PCR
para preparar el paso de la hibridizacion. Los productos fueron purificados usando AMPure XP

system (Beckam Coulter, Beverly, USA) y cuantificados con el sistema Agilent Bioanalyzer 2100.
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Las librerias fueron secuenciadas en una plataforma Illumina generando lecturas paired-end con un

tamafio maximo de 150 pb.

7.4.2 Preprocesamiento y analisis de datos de secuenciacion

Las lecturas paired-end obtenidas pasaron por un flujo de trabajo para el procesamiento y
analisis de datos (Bao et al., 2014; Gallo et al., 2016). Se evalud la calidad de las secuencias
obtenidas por medio de un control de calidad usando el programa FastQC Version 0.11.9 (Andrews,
2012; https://www.bioinformatics.babraham.ac.Reino Unido/projects/fastqc/). La calidad de las
secuencias se evalud por medio de los factores de: 1) calidad de las bases por secuencia, 2) calidad
de sector por secuencia, 3) calidad de las puntuaciones por secuencia, 4) contenido de bases por
secuencia, 5) contenido de CG por secuencia, 6) contenido de N por base, 7) distribucion de la
longitud de las secuencias, 8) nivel de duplicacion de las secuencias, 9) secuencias
sobrerrepresentadas y 10) contenido de adaptadores. El preprocesamiento de las secuencias se
realiz6 con el programa Trimmomatic Galaxy Version 0.38.0 mediante el cual se eliminaron las
lecturas y secuencias de baja calidad menores a 30 (Afgan et al., 2016; Bolger, Lohse & Usadel,
2014; https://usegalaxy.org/). Se utiliz6 el programa Bowtie2 — map reads against reference genome
Galaxy Version 2.3.4.3+galaxy(0 (Langmead & Salzberg, 2012) para obtener un archivo de salida
BAM el cual fue utilizado en el programa CollectInsertSizeMetrics plots distribution of insert sizes
Galaxy Version 2.18.2.1 (Broad Institute, 2020) con la finalidad de obtener el pardmetro de la media
de las secuencias paired-end. Se usé el programa Map with BWA-MEM Galaxy Version 0.7.17.1
(Li & Durbin, 2009) para obtener un ensamblaje de novo a partir de las lecturas paired-end por cada
muestra, utilizando el genoma de referencia de VEB Human gammaherpesvirus 4, complete
genome (GenBank NC 007605.1; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC _007605) y el
parametro de la media de las secuencias paired-end, previamente obtenido. El ensamblaje de novo
obtenido fue visualizado con el software Unipro UGENE version 36.0 64-bit version
(Okonechnikov et al., 2012).

7.4.3 Caracterizacion del genoma de VEB de Guatemala

Para caracterizar el genoma de VEB de Guatemala se llevd a cabo una representacion por
medio del mapeo de las regiones del mismo usando el software GenomeVx (Conan & Wolfe, 2008;
http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/) y Unipro UGENE version 36.0 64-bit version. Se usé de guia el
genoma de referencia Human gammaherpesvirus 4, complete genome (GenBank NC 007605.1;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 007605).
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7.4.3.1 Analisis de variantes: SNP/INDEL

Para llevar a cabo el andlisis de variantes: SNP/INDEL, se utilizaron los paquetes de
VCEF/BCEF: beftools mpileup (Galaxy Version 1.4.0.0), beftools call (Galaxy Version 1.4.0), beftools
counts (Galaxy Version 1.4.0), bcftools stats (Galaxy Version 1.10) y VCFfilter (Galaxy Version
1.0.0). El paquete de bcftools mpileup se utilizdo para generar probabilidades de genotipo que
contengan VCF (formato de llamada de variantes) o BCF (formato de variantes binarias) para uno o
varios archivos de alineaciéon (BAM o CRAM); el paquete beftools call se utilizo para obtener los
SNP (Polimorfismo de Nucledtido Unico) y los INDEL (Insercién / Delecién) a partir de los VCF o
BCF generados previamente; VCFfilter fue utilizado para filtrar aquellos SNP e INDEL con valores
de calidad menores a 220; y bcftools stats se utiliz6 para obtener el nimero de transiciones y
tranversiones. Finalmente el paquete bcftools counts se utilizd para obtener un resumen de los SNP,

INDEL vy sitios totales analizados (Danecel et al., 2021; Garrison et al., 2021; L1, 2011).

7.4.4 Analisis filogenético

Para llevar a cabo un analisis de la clasificacion filogendmica de VEB se realizaron analisis
filogenéticos haciendo uso del genoma y tomando en cuenta el tipo de cancer asociado y pais de
procedencia. Las secuencias del genoma de VEB asociado a ENKTL de Guatemala junto a
secuencias obtenidas en National Center for Biotechnology Information (NCBI;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) correspondientes a otros paises y regiones del mundo y otros tipos
de céancer (ver Anexo 1) fueron alineadas a un genoma de referencia Human gammaherpesvirus 4,
complete genome (GenBank NC 007605.1; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 007605)
utilizando el softare MAFFT version 7 (Katoh & Standley, 2013;
https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). Los nombres y cabezales de las secuencias fueron
visualizados y editados a conveniencia en los programas Atom version 1.54.0 x64 (Atom, 2021) y
Sublime Text Version 3.2.2 (Sublime, 2019). Los alineamientos generados fueron visualizados en
el software MEGA-X (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) version 10.1.8 (Kumar et al.,
2018). Posteriormente, se eliminaron los sitios pobremente alineados usando el software Gblocks
Version 0.91b (Castresana, 2000; molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks.html). Se calculd el
mejor modelo de sustitucion nucleotidica para el alineamiento generado usando los programas
jModeltest 2.1.10 v20160303
(https://github.com/ddarriba/jmodeltest2/releases/tag/v2.1.10r20160303) y SMS Smart Model
Selection in PhyML (Lefort, Longueville & Gascuel, 2017). Se llevo a cabo el andlisis de inferencia
filogenética mediante el método de Maxima Verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) usando

dos software. El primer software raxmIGUI 2.0 fue utilizado con un analisis de ML + rapid
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bootstrap, parametros de 1000 réplicas de Bootstrap, con el modelo de sustitucion nucleotidica
obtenido anteriormente y con los demas valores pre definidos. El segundo software PhyML 3.0
(Guindon et al., 2010) fue utilizado con un andlisis de aLRT SH-like, con el modelo de sustitucion
nucleotidica obtenido anteriormente y con los demas valores pre definidos. El uso de ambos
métodos permitid confirmar los resultados obtenidos. Las filogenias obtenidas fueron visualizadas
en FigTree v1.44 (Rambaut &  Drummond, 2018; http://tree.bio.ed.ac.Reino
Unido/software/figtree/) y editadas para su mejor visualizacion y presentacion con iTOL (Letunic &
Bork, 2016; https://itol.embl.de/). Usando iTOL se generaron los sets de datos de pais y enfermedad
asociada para ser visualizados en cada filogenia y se visualizaron los valores de Bootstrap en los
nodos de las filogenias obtenidas. Para las filogenias obtenidas a partir de raxmIGUI 2.0 se
visualizaron los valores de Bootstrap > 70, mientras que en las filogenias obtenidas por PhyML 3.0

se visualizaron los valores de Bootstrap en una escala de 0 a 1.

7.4.5 Analisis de estructura poblacional

Se llevo a cabo un andlisis de estructura poblacional con el paquete rhierbaps usando el
software R version 4.0.2 (Cheng et al., 2013;
https://cran.r-project.org/web/packages/rhierbaps/vignettes/introduction.html; R Core Team, 2020;
Tonkin-Hill et al., 2018). También se utilizaron los paquetes de ggtree (Yu et al., 2016), phytools
(Revell, 2012) y ape (Paradis & Shliep, 2019). El andlisis se llevo a cabo a partir del alineamiento
de genomas completos (tomando en cuenta el tipo de cancer asociado y pais de procedencia) y
ambos resultados de los andlisis filogenéticos previamente obtenidos. El analisis de estructura
poblacional se llevd a cabo con dos niveles de jerarquia para la identificacion de filo poblaciones y
sub-filo poblaciones del VEB. El script de R utilizado para llevar a cabo el andlisis de estructura
poblacional con rhierbaps se puede observar en el Anexo 2. Los resultados del analisis de estructura

poblacional fueron editados para una mejor visualizacion en el software iTOL.

7.4.6 Analisis de recombinacion genética

Se realizd un andlisis para identificar los eventos de recombinacion presentes en los
genomas del VEB de Guatemala y aquellos que se encuentren distribuidos a lo largo de los demaés
genomas del VEB de otros paises utilizados. Se us6 el software RDP4 (Recombination Detection
Program Version 4) (Martin et al., 2015). El analisis de recombinacion se llevo a cabo a partir de 5

metodologias:

* RDP4 (Martin et al., 2015)
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* Chimaera (Posada & Crandall, 2001)

*  GENECONYV (Padidam, Sawyer & Fauquet, 1999)
e MaxChi (Smith, 1992)

* SisScan (Gibbs, Armstrong & Gibbs, 2000)

* 3Seq (Boni, Posada & Feldman, 2007)

Posterior a la identificacion de los eventos de recombinacién se obtuvo un nuevo
alineamiento en el cual fueron eliminadas las regiones recombinantes. A partir de dicho
alineamiento se llevo a cabo un nuevo andlisis filogenético por raxmIGUI 2.0 y PhyML 3.0 y el
posterior analisis de estructura poblacional con la finalidad de evaluar si los eventos de
recombinacion poseen un mayor efecto en la clasificacion filogenomica del VEB obtenida. Se

usaron ambos métodos de inferencia filogenética para confirmar resultados.

7.4.7 Analisis de red de haplotipos

Se realizé un andlisis de red de haplotipos a partir de las frecuencias de los haplotipos de la
region OriP del genoma viral utilizando el software PopART version 1.7 (Leigh & Bryant, 2015).
Las frecuencias de la region OriP fueron obtenidas en el software DnaSP (DNA Sequence
Polymorphism) Version 6.12 (Rozas et al., 2017). Asi mismo, se realizé una prueba de neutralidad
para evaluar si la region OriP se encontraba sujeta a seleccion. Para ello se utilizo el software
DnaSP (DNA Sequence Polymorphism) Version 6.12.

Usando LibreOffice Calc se generd una matriz a partir de las frecuencias de los haplotipos
obtenidos, el pais de origen y la enfermedad asociada. Con dicha matriz se llevo a cabo el andlisis
de red de haplotipos en PopART usando el analisis de Minimum Spanning Network. Los resultados

fueron visualizados e interpretados en el mismo programa.
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8. RESULTADOS
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Figura 1. Representacion del genoma del VEB asociado a ENKTL. El anillo exterior muestra genes
y exones. El anillo medio muestra las variantes identificadas en color negro. El anillo interior

muestra los eventos de recombinacion identificados en color celeste.

En la Figura 1 se presenta una representacion del genoma del VEB asociado a ENKTL en
Guatemala. Se obtuvo un genoma de 171,823 pb producto del ensamblaje de novo a partir de las
lecturas paired-end por cada muestra. Se identificaron 81 genes y 56 exones. Ademads, se
identificaron 30 regiones de recombinacion a lo largo del genoma del virus. 1,127 variantes que

consisten en sitios SNP e INDEL fueron obtenidas a partir del analisis de variantes VCF/BCF.
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La Tabla 3 presenta el resumen del andlisis de variantes realizado. Un total de 1,492 variantes
fueron identificadas al no tomar ninglin valor de filtro de calidad. De las 1,492 variantes, 1,432
representaron sitios SNP y 62 sitios INDEL. Al aplicar filtros de calidad al analisis de variantes con
valores de 200 y 220 el nimero de variantes disminuy6, observandose un mayor nimero de SNPs y

sitios INDEL con un valor de 200 que con un valor de 220.

Tabla 3. Resumen del Andlisis de variantes: Sitios SNP e INDEL.
Valor de filtro de

. Sitios SNP Sitios INDEL Total de Sitios
variantes
Sin valor de filtro 1432 62 1494
200 1353 26 1379
220 1127 15 1142

El resumen de los tipos de sustituciones obtenidas se presenta en la Tabla 4. De los 1,127 SNP
obtenidos a partir del andlisis de variantes realizado con un filtro de 220 se obtuvo un mayor
nimero de transiciones que de transversiones. El detalle de las 1,142 variantes obtenidas se
encuentra en el Anexo 3. Los genes con mayor numero de variantes fueron EBNA1, EBNA3B3C,

EBNA3A, LMP2A, BOLF1, RPMS1 y BPLF1. El listado completo se presenta en el Anexo 4.

Tabla 4. Tipos de sustituciones.

Tipo de sustitucion Sitios SNP
A>C 58
A>G 167
A>T 21
C>A 68
C>G 40
C>T 166
G>A 196
G>C 34
G>T 80
T>A 24
>C 193
G 80

Transiciones 722

Transversiones 405
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Figura 2. Relaciones filogendmicas del Virus de Epstein-Barr asociado a diferentes tipos de cancer
y procedente de diferentes paises del mundo. El anillo interior indica el pais de procedencia y el
anillo exterior el tipo de cancer asociado. Se indican los valores de bootstrap >70 (escala 0-100),

correspondientes a las ramas. Resultado obtenido a partir de raxmlGUI 2.0. (Ver anexo 2 para

abreviaturas).
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Figura 3. Relaciones filogendmicas del Virus de Epstein-Barr asociado a diferentes tipos de cancer
y procedente de diferentes paises del mundo. El anillo interior indica el pais de procedencia y el

anillo exterior el tipo de cancer asociado. Se indican los valores de bootstrap de 1 (escala 0-1),
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correspondientes a las ramas. Resultado obtenido a partir de PhyML 3.0. (Ver anexo 2 para

abreviaturas).

Las relaciones filogenomicas del VEB presentadas en las Figuras 2 y 3, demuestran una relacion
entre las cepas guatemaltecas asociadas a ENKTL con cepas de paises asidticos como China y
Singapur asociadas a ENKTL, NPC y CG, lo que sugiere que dichas cepas poseen caracteristicas
genéticas asociadas al desarrollo de las enfermedades mencionadas. De la misma manera, se
obtuvieron relaciones filogenéticas con otras cepas de Estados Unidos o Kenia. Por otro lado, cepas
asociadas a BL o IM y provenientes de otras regiones se encuentran relacionadas filogenéticamente
entre ellas. Los resultados obtenidos son consistentes a partir de ambas metodologias empleadas. Es
importante destacar que a pesar de que algunas ramas no poseen un buen soporte en el resultado
obtenido con raxmIGUI 2.0 (valores <70 no graficados), la mayoria de las relaciones filogenomicas

obtenidas con PhyML 3.0 poseen un soporte de ramas aceptable en la escala de 0 a 1 empleada.
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Figura 4. Filo poblaciones del VEB con un nivel de jerarquia. Resultado obtenido a partir de
raxmlGUI 2.0. Se indican los valores de bootstrap >70 (escala 0-100), correspondientes a las ramas.

El anillo indica cada una de las siete Filo Poblaciones identificadas.
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Figura 5. Filo poblaciones del VEB con un nivel de jerarquia. Resultado obtenido a partir de
PhyML 3.0. Se indican los valores de bootstrap de 1 (escala 0-1), correspondientes a las ramas. El

anillo indica cada una de las siete Filo Poblaciones identificadas.

En las Figuras 4 y 5 se presentan las 7 Filo Poblaciones del VEB propuestas a partir del analisis de
estructura poblacional con un nivel de jerarquia. La Filo Poblacion 6 se encuentra formada por
cepas de Guatemala, China y Singapur asociadas a ENKTL, lo que sugiere que dichas cepas poseen

caracteristicas genéticas asociadas al desarrollo de ENKTL. Resultados consistentes fueron
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obtenidos por el andlisis de estructura poblacional a partir del andlisis filogenomico obtenido por

ambos software.

EBV Sub Phylo-Populations
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Figura 6. Sub-filo poblaciones del VEB con dos niveles de jerarquia. Resultado obtenido a partir de
raxmlGUI 2.0. Se indican los valores de bootstrap >70 (escala 0-100), correspondientes a las ramas.

El anillo interior indica el primer nivel y el exterior el segundo nivel de jerarquia.

EBV Sub Phylo-Population

sl [T Population 2 - Sub Phylo-Population 1 - Africa/America 1 - SLCL/BL
! [l Population 2 - Sub Phylo-Population 2 - AfricalAmerica 2 - SLCL/BL
. Population 2 - Sub Phylo-Population 3 - Kenya - BL
[[] Population 2 - Sub Phylo-Population 4 - USA - sSLCL/IM
[l Population 2 - Sub Phylo-Population 5 - AfricalAmerica 3 - SLCL/BL
[l Fopulation 2 - Sub Phylo-Population 6 - Australia/lUSA/Europe 1 - IM,SLCL,PTLD
. Population 2 - Sub Phylo-Population 7 - Australia/lUSA/Europe 2 - IMisLCL,PTLD/HL
. Population 3 - Sub Phylo-Population 1 - Asia 1
. Population 3 - Sub Phylo-Population 2 - Asia 2 - ENKTL/GC
[l Population 3 - Sub Phylo-Population 3 - Asia 3 - ENKTL
D Population 3 - Sub Phylo-Population 4 - Asia 4 - ENKTL/sLCL/NPC
[l Population 2 - Sub Phylo-Population 5 - Asia 5 - GC/BLILC
D Population 6 - Sub Phylo-Population 1 - Asia - ENKTL

TR g

]

[ Population 6 - Sub Phylo-Population 2 - Guatemala 1 - ENKTL
[ Population & - Sub Phylo-Population 3 - Guatemala 2 - ENKTL

Figura 7. Sub-filo poblaciones del VEB con dos niveles de jerarquia. Resultado obtenido a partir de
PhyML 3.0. Se indican los valores de bootstrap de 1 (escala 0-1), correspondientes a las ramas. El

anillo interior indica el primer nivel y el exterior el segundo nivel de jerarquia.

El analisis de estructura poblacional con dos niveles de jerarquia presentado en las Figuras 6 y 7,
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divide a las Filo Poblaciones 2, 3y 6 en 8, 5 y 3 Sub-filo Poblaciones, respectivamente; excepto en
el resultado obtenido por PhyML 3.0 que unicamente obtuvo 7 Sub-filo Poblaciones para la Filo
Poblacion 2. La Filo Poblacion 6 obtenida del andlisis filogendmico con raxmlGUI 2.0 fue dividida
de manera que la Sub-filo Poblacion 2 agrup6 cepas guatemaltecas con cepas de Singapur, situacion

que no ocurre en el resultado obtenido a partir de PhyML 3.0.
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Figura 8. Relaciones filogendmicas del Virus de Epstein-Barr asociado a diferentes tipos de cancer
y procedente de diferentes paises del mundo. El anillo interior indica el pais de procedencia y el
anillo exterior el tipo de cancer asociado. Se indican los valores de bootstrap >70 (escala 0-100),
correspondientes a las ramas. Resultado obtenido a partir de un alineamiento sin regiones

recombinantes y haciendo uso de raxmlGUI 2.0 (Ver anexo 2 para abreviaturas).
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Figura 9. Relaciones filogendmicas del Virus de Epstein-Barr asociado a diferentes tipos de cancer
y procedente de diferentes paises del mundo. El anillo interior indica el pais de procedencia y el
anillo exterior el tipo de cancer asociado. Se indican los valores de bootstrap de 1 (escala 0-1),
correspondientes a las ramas. Resultado obtenido a partir de un alineamiento sin regiones

recombinantes y haciendo uso de PhyML 3.0. (Ver anexo 2 para abreviaturas).

En las figuras 8 y 9 se presentan las relaciones filogenomicas del VEB obtenidas a partir del analisis
sin regiones recombinantes. Las relaciones filogendmicas fueron consistentes con los resultados
obtenidos a partir del andlisis de todo el alineamiento (Figuras 2 y 3). En ambos casos, existen
estrechas relaciones filogendmicas entre las cepas guatemaltecas asociadas a ENKTL con cepas de
paises asiaticos como China y Singapur asociadas a ENKTL, NPC y CG, lo que sugiere que dichas
cepas poseen caracteristicas genéticas asociadas al desarrollo de las enfermedades mencionadas. Por
otro lado, también se obtuvieron relaciones filogenéticas entre las cepas guatemaltecas con otras
cepas de Estados Unidos o Kenia. Finalmente, cepas asociadas a BL o IM y provenientes de otras
regiones se encuentran relacionadas filogenéticamente entre ellas. Los resultados obtenidos son
consistentes a partir de ambas metodologias empleadas. Es importante destacar que a pesar de que
algunas ramas no poseen un buen soporte en el resultado obtenido con raxmIGUI 2.0 (valores <70
no graficados), la mayoria de las relaciones filogenomicas obtenidas con PhyML 3.0 poseen un

soporte de ramas aceptable en la escala de 0 a 1 empleada.
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Figura 10. Filo poblaciones del VEB con un nivel de jerarquia. Resultado obtenido a partir de un
alineamiento sin regiones recombinantes y haciendo uso de raxmlGUI 2.0. Se indican los valores de
bootstrap >70 (escala 0-100), correspondientes a las ramas. El anillo indica cada una de las ocho

Filo Poblaciones identificadas.
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Figura 11. Filo poblaciones del VEB con un nivel de jerarquia. Resultado obtenido a partir de un
alineamiento sin regiones recombinantes y haciendo uso de PhyML 3.0. Se indican los valores de
bootstrap de 1 (escala 0-1), correspondientes a las ramas. El anillo indica cada una de las ocho Filo

Poblaciones identificadas.

Se proponen 8 Filo Poblaciones del VEB a partir del analisis de estructura poblacional con un nivel

de jerarquia a partir del analisis sin recombinacién (Figuras 10 y 11). A diferencia de los resultados
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obtenidos con recombinacion, las cepas guatemaltecas asociadas a ENKTL formaron una Filo

Poblacion aislada, mientras que las cepas asiaticas asociadas a ENKTL, NPC y CG se encontraron

en las Filo Poblaciones 3 y 7. Ademas, la Filo Poblacion 5 se dividi6 en dos, estando la Filo

Poblacion 6 formada por cepas de USA y Australia asociadas a sSLCL, IM y PTLD.
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Figura 12. Sub-filo poblaciones del VEB con dos niveles de jerarquia. Resultado obtenido a partir

de un alineamiento sin regiones recombinantes y haciendo uso de raxmlGUI 2.0. Se indican los

valores de bootstrap >70 (escala 0-100), correspondientes a las ramas. El anillo interior indica el

primer nivel y el exterior el segundo nivel de jerarquia.
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Figura 13. Sub-filo poblaciones del VEB con dos niveles de jerarquia. Resultado obtenido a partir

de un alineamiento sin regiones recombinantes y haciendo uso de PhyML 3.0. Se indican los
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valores de bootstrap de 1 (escala 0-1), correspondientes a las ramas. El anillo interior indica el

primer nivel y el exterior el segundo nivel de jerarquia.

En las Figuras 12 y 13 se presentan las Sub-Filo Poblaciones obtenidas a partir del analisis sin
recombinacion. Los resultados son diferentes a los obtenidos tomando en cuenta la recombinacion
genética. De tal manera, las Filo Poblaciones 2, 3, 7 y 8 se dividieron en 3, 4, 2 y 3 Sub-Filo
Poblaciones, respectivamente; excepto que la Poblacion 3 que present6 una Sub-Filo Poblacion 5 en
el resultado obtenido por PhyML 3.0. Los resultados obtenidos son consistentes entre ambos
software utilizados. La Filo Poblacion de cepas guatemaltecas se dividio en 3 Sub-Filo Poblaciones,
no obstante ninguna razon bioldgica o clinica se ha encontrado para ello (ver Tabla 2), por lo que se

considera como un artefacto del analisis.
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Figura 14. Red de haplotipos basada en el andlisis de la region OriP. Cada pais se encuentra

representado por un color diferente. Las marcas entre haplotipos indican el nimero de mutaciones.

Se identificaron 49 haplotipos al analizar la region OriP de los genomas del VEB. Los haplotipos 2,
1 y 3 se presentaron como los mdas frecuentes, con mayores conexiones y de distribuciones
geograficas amplias (distribuidos en América, Europa, Asia y Oceania), por lo que son considerados
como los haplotipos ancestrales. La mayor parte de los haplotipos guatemaltecos se presentan como
periféricos y con conexiones a haplotipos asidticos, principalmente de China y Singapur. Dichas
conexiones entre los haplotipos guatemaltecos con los de China y Singapur coinciden con las
relaciones filogendmicas descritas anteriormente. La prueba D de Tajima (D) realizada a la region
OriP evidencia la existencia de una expansion poblacional o un barrido selectivo producto de
seleccion natural (D= -1.91987, p < 0.05). Ademas, se identificaron 41 sitios variables y una
diversidad de haplotipos de 0.9132. Demas informacion sobre la diversidad genética de la region

OriP analizada se detalla en el Anexo 5.
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9, DISCUSION

Se ha reportado que el VEB posee un genoma que se encuentra compuesto por ADN linear
de doble cadena, con un tamafio aproximado de 172 kilo bases (kb), incluyendo alrededor de 80
regiones codificadores (CDS), regiones repetitivas y grandes regiones INDEL (Amon & Farrell,
2005; Zanella et al., 2019); siendo la cepa B95-8 con la cual se publico el genoma por primera vez.
Posteriormente, junto a la cepa Raji se construy6 el genoma de referencia actual (Young et al.,
2016). El tamafio del genoma publicado y sus caracteristicas son consistentes con el genoma
obtenido a partir de la secuenciacion por medio de un método de enriquecimiento. EI método de en-
riquecimiento que se utilizo para la obtencion del genoma es similar al utilizado en publicaciones
anteriores por otros autores como Xu y colaboradores (2019). Al contrario, autores como Peng y co-
laboradores (2019) utilizaron una metodologia estandar de Whole Genome Sequence (WGS). Los
resultados del analisis de variantes realizado a las secuencias del genoma del VEB guatemalteco fue
llevado a cabo a partir del flujo de trabajo VCF/BCF de la plataforma Galaxy, obteniéndose un total
de 1142 variantes (1,127 SNP y 15 INDEL). Mediante el uso de scripts de Phyton in-house,
previamente se han descrito un total de 1,152 SNPs a lo largo del genoma del VEB asociado a
ENKTL, siendo los genes BPLF1, BRLF1, BBLF2-BBLF3, BOLF1, BBLF4, BORF2, BZLFI,
BALFS5, BNRF1, BPLF1, EBNA2, BFRF2, EBNA3B los que presentaron el mayor nimero de
variantes. 31 Variantes en dichos genes fueron asociadas como factor de riesgo a ENKTL (Peng et
al., 2019). En nimero de variantes obtenidas, los resultados del estudio de Peng y colaboradores son
similares a los obtenidos en el presente trabajo de tesis, no obstante no se identificd ninguna de las
31 variantes descritas como factores de riesgo a ENKTL. Por otro lado, es importante mencionar
que se identificaron variantes en todos los genes anteriormente mencionados. En contraste, el
estudio realizado por Xu y colaboradores (2019) describi6 un total de 8,469 variantes (8,015 SNPs
y 454 INDEL) al analizar 215 genomas de VEB, esto haciendo uso del flujo de trabajo de Genome
Analysis Toolkit (GATK). Dicho estudio describio que los genes EBNA-2, —3A, —3B y —3C, LMP-
2A y —2B fueron los mas polimérficos (Xu et al., 2019). Al comparar entre la metodologia
VCF/BCF empleada para el analisis de variantes con otras utilizadas en trabajos previos (los
anteriormente mencionados scripts de Phyton in-house y GATK), resalta que al llevar a cabo un
filtro en el analisis, se tomaron en cuenta Unicamente aquellas variantes que poseian una
calificacion igual o mayor al mismo, descartando aquellas variantes que, en su mayoria, consisten
en falsas positivas. De tal manera, al utilizar el valor mas alto posible en el andlisis de variantes
realizado, se redujo la probabilidad de obtener variantes falsas positivas y, de esa manera, el nivel

de confianza y precision en los resultados obtenidos es mayor (Carson et al., 2014; Pedersen et al.,
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2021).

A la fecha se han reportado variantes con importancia oncogénica del virus asociadas al
ENKTL y otras enfermedades como NPC y CG. Un estudio reciente analiz6 el genoma del VEB en
un paciente chino diagnosticado con NPC, en dicho estudio se reportaron un total de 1,413 SNP y
87 sitios INDEL (siendo 43 deleciones y 44 inserciones), de las variantes encontradas en los genes
LMP1 y EBNAI se han encontrado en pacientes asiaticos con frecuencias desde 80-100% en
cohortes de 54 pacientes (Zeng et al., 2005). Entre las variantes importantes encontradas en VEB
asociado a NPC se han reportado las deleciones de 30 pb del gen LMP1 (encontrada en frecuencias
de 80-100% en las cohortes estudiadas) y de la region Xhol. Recientes estudios han sugerido que
dichas deleciones representan variantes geograficas por lo que no poseen una asociacion con el
desarrollo del NPC o alguna otra enfermedad (Zhang et al., 2002). En el estudio de Peng y
colaboradores (2019) se llevo a cabo un analisis de variantes del VEB asociado a ENKTL en el que
se identificaron a los genes BPLF1, BRLF1, EBNA2, BBLF2, BOLFI, entre otros; como genes en
los que la fracuencia de mutaciones fue mayor al comparar con NPC y CG. Dichos genes
presentaron un numero considerable de variantes en las secuencias analizadas de VEB asociado a
ENKTL guatemalteco. No obstante, se constatdé que genes como EBNA1, EBNA3A, EBNA3B3Cy
LMP2A presentaron mayor nimero de variantes en el presente estudio. Asi mismo, en el estudio

destaca que mutaciones en EBNA2 fueron menores que las encontradas en el VEB asociado a NPC.

En el presente proyecto de tesis se obtuvieron 15 sitios INDEL a diferencia de otros estudios
en los que se llegan a reportar >40 sitios INDEL (Peng et al., 2019). De manera interesante, al
utilizar un menor valor de filtro para las variantes se llega a obtener >60 sitios INDEL. Diferencias
en los algoritmos y herramientas bioinformdticas pueden ser una razon para la obtencion de
resultados dispares. Ademas, la falta de informacion para paises latinoamericanas impide llevar a
cabo una comparacion mas adecuada. Otra diferencia interesante que se ha obtenido es que no se ha
identificado la delecion de 30 pb del gen LMPI (del-LMP1) en las secuencias del VEB
guatemalteco, la cual fue reportada en 21/27 muestras obtenidas de pacientes chinos con
diagnostico de ENKTL (Peng et al., 2019). Una de las razones que explicaria el por qué no se ha
encontrado la delecion es la propuesta de autores que sostienen que la delecion consiste en un
polimorfismo regional y no se encuentra asociada a una enfermedad, no obstante, la falta de
estudios en poblacion sana y que la mayoria de estudios llevados a cabo han sido realizados en
poblacion asidtica, impiden tener un marco mas grande de comparacion (Neves et al., 2016). A

partir del andlisis realizado a las secuencias del VEB de Guatemala, destaca la variante SNP
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162476T>C, la cual previamente ha sido reportada como un riesgo para el desarrollo de Céancer
Nasofaringeo (NPC) en un metaandlisis que tomo en cuenta 270 genomas del virus provenientes de
China (Xu et al., 2019). Ademas, la variante 162476T>C ha empezado a ser utilizada en ensayos de
genotipificacion de cepas de VEB por su asociacion a NPC (Miller et al., 2021). No obstante, en el
presente estudio de tesis no se ha realizado un andlisis de validacion de la variante descrita por
medio del uso de un modelo de regresion logistica el cual permitiria conocer la asociacion entre

162476T>C y el riesgo a ENKTL.

El ENKTL tiene una distribucién geografica restringida con una ocurrencia principal en
poblaciones asidticas y nativas de Centro y Sudamérica (Montes-Mojarro et al., 2019). En los paises
asiaticos donde mas se ha estudiado esta patologia, China se encuentra con una frecuencia relativa
del 14.9% con los demads linfomas no Hodgkin (Sun et al., 2012; Yang et al., 2011). En paises como
Japon, Corea del Sur y Tailandia se reportan frecuencias de 2.7%, 4.8% y 2.7%, respectivamente
(Intragumtornchai et al., 2018). Por su parte, en paises de América del Sur se han reportado
frecuencias de 2.6% en Chile, 2.4% para Pert, 0.5% en Argentina y 1% en Brasil (Cabrera et al.,
2012; Laurini et al., 2012). Adicionalmente, en paises latinoamericanos con una gran poblacion
indigena, la incidencia de ENKTL parece incrementada, como es el caso de Guatemala, donde el
porcentaje de poblacion indigena supera el 40% (Avilés, 2015; Castellanos, 2015). En Guatemala,
ENKTL representa el 7.8% de los linfomas no Hodgkin, siendo la poblacion maya la mas afectada
en Guatemala (90.6% de los casos) (Sanchez-Romero et al., 2019), mientras que en Estados Unidos
y Europa son menores al 0.05%. (Laurini et al., 2012). Por lo tanto, la epidemiologia del ENKTL
sugiere que su desarrollo se encuentra fuertemente asociado a la genética y/o al origen geografico
de la persona (etnia). Las relaciones filogenémicas obtenidas sugieren una estrecha asociacion entre
el VEB asociado a ENKTL de Guatemala con aquellas cepas del virus provenientes de paises
asiaticos y que se encuentran asociadas a ENKTL, NPC (Cancer Nasofaringeo) y CG (Cancer
Gastrico), principalemente. Al haberse realizado el andlisis filogenomico a partir de dos software
distintos, se pudo confirmar el resultado obtenido con raxmlGUI 2.0, el cual representa un andlisis
mas robusto, con el obtenido a partir de PhyML 3.0, que es un software de ejecucion mas rapida,
esto debido a la coincidencia en las relaciones filogenémicas entre ambos métodos. Es importante
destacar que a pesar de que algunas ramas no poseen un buen soporte en el resultado obtenido con
raxmlGUI 2.0 (valores <70 no graficados), la mayoria de las relaciones filogenémicas obtenidas
con PhyML 3.0 poseen un soporte de ramas aceptable, lo cual, sumado a la gran coincidencia
obtenida, permite la confirmacion de resultados entre ambos métodos y representa una solucion al

tiempo computacional requerido para el andlisis filogenético de grandes sets de datos como el
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utilizado en el presente trabajo de tesis. Las relaciones filogendmicas presentadas en el presente
trabajo son similares a las reportadas por varios autores que han abordado el tema en afios
anteriores. De tal manera, investigaciones previas han tratado de explicar las razones del por qué la
ocurrencia es mayor en las regiones mencionadas utilizando un enfoque filogenético. Al igual como
se ha realizado en el presente trabajo, estudios filogenémicos han evaluado la relacion entre el
genoma del virus con el tipo de enfermedad al cual se encuentra asociada la infeccion y el pais o
region de origen. En el reciente estudio de Xiong y colaboradores (2020) se presentaron relaciones
filogendémicas muy similares a las obtenidos en el presente trabajo de tesis, destacando, que las
cepas del VEB asociadas a ENKTL provenientes de Asia se encontraron estrechamente relacionadas
con otras cepas asidticas y que se encuentran asociadas a NPC y CG, de la misma manera en la que
se han presentando las relaciones filogenomicas de las cepas guatemaltecas. Autores sostienen la
idea que dichos resultados filogendmicos consisten en evidencia genética que explicaria el por qué
de la gran prevalencia del virus asociado con el desarrollo de cancer en el area nasal y paranasal en
poblaciones asiaticas (Xiong & Zhao, 2018), la cual podria ser la razén por la cual las poblaciones
con ascendencia maya presentan mas del 90% de los casos de ENKTL en el pais (Sanchez-Romero
et al., 2019). En el 2019, Peng y colaboradores obtuvieron una filogenia en la que las cepas del
VEB provenientes de paises asidticos asociadas a ENKTL formaban un grupo definido, mientras
que cepas del resto de paises analizados y asociadas a otras enfermedades se agruparon en otros
grupos. Interesantemente, cepas asociadas a NPC y CG también se encontraron estrechamente

relacionadas con las cepas de ENKTL, tal como se indico anteriormente (Peng et al., 2019).

Estudios anteriores que han analizado las relaciones filogenéticas de cepas asociadas a NPC
y CG, han encontrado que se encuentran estrechamente relacionadas, siendo una de las principales
razones la delecion de 30 pb del gen LMPI1 (Borozan et al., 2018). No obstante, como se ha
comentado anteriormente, se sostiene la idea que dicha delecion consiste en un polimorfismo
regional y no se encuentra asociada a una enfermedad (Neves et al., 2016). Por otro lado, han
habido estudios que han reportado sus relaciones filogenémicas al realizar los analisis del VEB
tomando en cuenta Unicamente el tipo de enfermedad. En dichos estudios se han obtenido
resultados que no explican completamente la relacion que posee el virus con el tipo de enfermedad
y cudl es el papel que posee el pais o region de origen del cual ha sido aislado el virus. Dichos
enfoques no permiten conocer la relacion del origen geografico con las caracteristicas gendémicas
del virus (Choi et al., 2018). En cambio, segun los resultados obtenidos en el presente trabajo de
tesis se puede afirmar que la enfermedad asociada es tan importante como el origen geografico para

entender las relaciones filogendmicas del virus y proponer una clasificacion filogendmica tomando
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en cuenta ambos aspectos mencionados.

Para motivos del presente trabajo se emplearon unicamente dos niveles de jerarquia para
establecer la estructura poblacional del VEB. La consideracion de emplear solamente dos niveles de
jerarquia se debe a que al emplear mas niveles, los algoritmos dividen los grupos previamente
formados de manera que ya no se aporta informacion importante respecto a las filo poblaciones
propuestas. Por tultimo, emplear dos niveles de jerarquia suele ser lo recomendado por los
desarrolladores y otros autores que han empleado el paquete RhierBAPS utilizado (Cheng et al.,
2013; Tonkin-Hill et al., 2018). Los resultados obtenidos identifican 7 Filo Poblaciones del VEB al
tomarse en cuenta un nivel de jerarquia. Con respecto al VEB asociado a ENKTL guatemalteco,
este se encuentra en la Filo Poblacion 6, la cual estd también formada por cepas de China y
Singapur asociadas a ENKTL, lo que sugiere, al igual que en las relaciones filogendmicas, que
dichas cepas poseen caracteristicas genéticas asociadas al desarrollo de ENKTL (Xiong & Zhao,
2018). Al igual que con las relaciones filogendmicas, los resultados obtenidos fueron consistentes a
partir del andlisis filogenomico obtenido tanto por raxmlGUI 2.0 y por PhyML 3.0, lo cual apoya la
metodologia empleada en el presente trabajo que fue la de utilizar una metodologia rapida como

PhyML 3.0 para confirmar los resultados.

Uno de los aspectos importantes a mencionar sobre los resultados de relaciones
filogenomicas y estructura poblacional obtenidos es el haber realizado cada uno de ellos a partir de
los datos con recombinacién y sin recombinacion. Resultados similares han sido obtenidos a partir
del andlisis tomando en cuenta la recombinacion con aquellos en los que las regiones recombinantes
fueron eliminadas, sugiriendo que existen regiones Unicas en el genoma del VEB que se encuentran
asociadas geograficamente o a una enfermedad en especifico. De tal manera, se ha obtenido una
coincidencia en la mayor parte de las relaciones filogenomicas y las filo poblaciones, salvo el
analisis de estructura poblacional que ha identificado 8 Filo Poblaciones al analizar los resultados
sin recombinacién y ha separado a las cepas guatemaltecas de las cepas de China y Singapur
asociadas a ENKTL, sugiriendo que la poblacion Filo Poblacién Guatemalteca se comporta de
manera aislada. Trabajos anteriores no han llevado a cabo en sus metodologias un analisis de
recombinacion para eliminar las regiones recombinantes y asi obtener tanto las relaciones
filogendmicas y/o resultados de estructura poblacional del virus (Peng et al., 2019; Xiong et al.,
2020), salvo el trabajo de Zanella y colaboradores (2019) en el que emplearon los algoritmos de
RDP4, Chimaera, GENECONYV, MaxChi, SisScan y 3Seqe, del software RDP4 (mismos que se han

utilizado para detectar las regiones recombinantes, eliminarlas y generar un alineamiento sin
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secuencias recombinantes en este trabajo). Los resultados de estructura poblacional obtenidos en el
presente trabajo de tesis son consistentes con los reportados en el estudio (Zanella et al., 2019). El
trabajo de Zanella y colaboradores (2019) propone 12 Filo Poblaciones las cuales se encuentran
separadas por continente (origen geografico) y por tipo de enfermedad asociada. No obstante, al
comparar los resultados obtenidos a partir del analisis de un alineamiento con recombinacién con
los resultados a partir de un alineamiento sin recombinacion, se han obtenido resultados mas
consistentes a partir del primero al ser comparado con lo publicado con la demas literatura.
Finalmente, otra consideracion para utilizar y no descartar las regiones recombinantes en los
analisis consiste en que el analisis de recombinacion ha identificado eventos y regiones de
recombinacion a lo largo de todo el alineamiento de secuencias analizado, los cuales representan
una gran proporcion de las secuencias. Estudios previos han evaluado el impacto y la contribucion
de la recombinacion genética en la reconstruccion de filogenias. Autores sostienen que la
recombinacion contribuye considerablemente a la obtencion de las filogenias y que los eventos de
recombinacion poseen efectos sobre las reconstrucciones filogenéticas (Posada & Crandall, 2002;
Posada, Crandall y Holmes, 2002). De tal manera, se considera que los resultados obtenidos sin
eliminar la recombinacioén describen las relaciones filogendmicas del VEB de manera acertada, sin
embargo el andlisis de estructura poblacional sin recombinacion genética permite identificar a la
poblacion de VEB guatemalteco asociado a ENKTL como una poblacion aislada. La cual es
considerada como la correcta debido a la eliminacidon de la recombinacion. La coincidencia de
resultados al eliminar la recombinacion del alineamiento sugeriria que dentro del genoma de las
distintas cepas del VEB se encuentran secuencias o regiones Unicas asociadas geograficamente o a
una enfermedad en especifico, tal como lo ha sugerido autores en estudios previos (Xiong & Zhao,
2018). Por ultimo, existen pequenas diferencias entre el trabajo de Zanella y colaboradores (2019)
y el presente trabajo de tesis. Entre ellas se puede mencionar el grupo EBV-p12 / Kenya 11, el cual se
encuentra formado unicamente por dos cepas y que se encuentra estrechamente relacionado con el

grupo EBV-p5 / Africa-America I que cuenta con cepas provenientes de Kenia.

La region OriP utilizada para generar la red de haplotipos se encarga de la sincronizacion
entre el ADN episomal del virus y la division celular del hospedero durante la fase de latencia de la
infeccion. Asi mismo, regula la replicacion del virus en la fase de latencia (Young et al., 2007;
Yates, Camiolo & Bashaw, 2000). Los resultados obtenidos sugieren una conexion principal entre
los haplotipos de Guatemala con los de China y Singapur. Resultados que coinciden con los
resultados filogenomicos y de estructura poblacional mencionados anteriormente. De esa manera,

las cepas asociadas a ENKTL en China y Singapur fueron las que presentaron una relacion
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filogendmica mas estrecha, forman una filo poblacion y también presentan conexiones directas de
haplotipos con las cepas de Guatemala. Existen limitantes que se presentan al realizar analisis de
red de haplotipos, entre ellos se pueden mencionar que no se describen las relaciones evolutivas y
que los limites de confianza son sensibles al nimero de muestras y sus respectivas distribuciones
geograficas (Excoffier et al., 2007; Muwakina et al., 2003; Vazquez-Dominguez et al., 2009). Con
respecto a lo primero, al contarse con los resultados de las relaciones filogenémicas del VEB, la red
de haplotipos es 1til para visualizar de otra manera resultados que han sido coincidentes, destacando
los haplotipos guatemaltecos y sus conexiones con haplotipos de China y Singapur. Por otro lado, se
considera que el numero de cepas utilizadas y su distribucion no es una limitante en el presente pro-
yecto. No obstante, un muestreo homogéneo alrededor del mundo que permita el acceso a mas ge-
nomas del VEB proveniente de otras regiones y que se encuentre asociado a otras enfermedades si-
gue siendo un reto y una limitante en este tipo de estudios. Finalmente, la expansion poblacional o
el barrido selectivo, producto de la seleccion natural positiva, a la que esta sometida la region OriP

propiciaria la abundancia de alelos raros y/o la fijacion de ciertos alelos (Sibley & Ajioka, 2008).

En los ultimos afios también se han realizado estudios que han utilizado otros enfoques para
evaluar las caracteristicas genéticas del VEB y su distribucion geografica. Tal es el caso del estudio
de Santpere y colaboradores (2014) en el cual al analizar las variantes de genomas completos del
virus por medio de un anélisis de componentes principales (ACP), obtuvieron que el componente
principal 2 (CP2) separd las cepas provenientes de Asia de las cepas africanas. Es importante
destacar que el CP1 separo6 las cepas del VEB en los dos tipos de genotipos: Tipo 1 (VEB-1 o Tipo
A) y Tipo 2 (VEB-2 o Tipo B), enfoque mencionado previamente pero que no se ha considerado de
utilidad en el presente trabajo de tesis, al emplear datos genémicos que han explicado de manera
satisfactoria la clasificacion, las relaciones filogendmicas y la estructura poblacional del virus
(Xiong et al., 2020; Zanella et al., 2019). Otros estudios han intentado comparar las filogenias
obtenidas a partir del andlisis de genoma completo del virus con el analisis de genes especificos. Tal
es el caso de un estudio que evalu6 cepas de VEB asociadas a cancer nasofaringeo, en ¢él se llevaron
a cabo andlisis filogenéticos de los genes LMP1, BLLF1 y BPLF1, y se obtuvieron resultados
coincidentes con los obtenidos por andlisis de genoma completo (Kwok et al., 2014). Dichos
resultados confirman la ventaja de utilizar datos gendmicos los cuales proveen mayor informacion
para las construcciones filogenéticas y los andlisis de estructura poblacional. Por otro lado,
metaanalisis que han evaluado los estados mutacionales de genes como lo son las deleciones de 30
pb del gen LMP1 (del-LMP1) y de la region Xhol, han concluido que dichas mutaciones se

encuentran fuertemente asociadas a diferentes enfermedades. No obstante, la falta de estudios en
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poblacion sana no permite descartar la idea que dichas relaciones filogenéticas del virus estan
relacionadas geograficamente y no a una enfermedad especifica (Neves et al., 2016). Por otro lado,
estudios basados en el andlisis mutacional del gen EBNA1 han reportado que la variante V-val
EBNAI ha sido encontrada tanto en poblacion sana como en pacientes con NPC y HL de Asia (Ai
et al., 2012), sugiriendo que la variante es regional y no relacionada a una enfermedad especifica.
No obstante, mas estudios que evallien otras poblaciones alrededor del mundo (incluyendo
poblacion sana) aun son necesarios para la obtencion de resultados que permitan afirmar

conclusiones al respecto.

Finalmente, estudios recientes han logrado explicar la relacion del VEB con el ENKTL a
partir del andlisis de expresion genética (transcriptoma) del virus. Peng y colaboradores (2019)
evaluaron el perfil de expresion del VEB a partir del analisis de transcriptoma completo,
encontrando que transcritos de genes de latencia como EBNA1, LMP2, A73, BARFO y RPMSI,
presentaban una expresion significativamente menor en ENKTL que en NPC y GC; asi mismo,
transcritos de genes liticos de las familias BALF y LF presentaron una expresion menor en ENKTL.
Al contrario, los transcritos de genes liticos como BBFF3, BLRF2 y BSFRI1 presentaron una
sobreexpresion en ENKTL al ser comparado con otros tipos de cancer. Futuros estudios en
Guatemala que analicen el transcriptoma del virus asociado a ENKTL y que pueda ser comparado
con otros perfiles de expresion reportados para otras enfermedades (NPC y/o CG) permitirdn
obtener mas respuestas sobre la relacion entre el virus y el desarrollo de la enfermedad en la
poblacion guatemalteca. Ejemplo de ello es el estudio de Borozan y colaboradores (2018) en el que
al analizar el transcriptoma de 8 muestras de VEB asociado a CG identificaron que los transcritos
de genes de proteinas de latencia se encontraron en niveles de expresion consistentes (EBNAI,
LMP1 y LMP2A). Asi mismo, otros genes se encontraron altamente activados (BALF3, BALF4,
BALFS, BILF1, LF1, LF2 y BNLF2a). Los resultados son similares a los reportados previamente
para NPC y linfoma de Burkitt, excepto por los transcritos de BALF5 que no son identificados en el
linfoma de Burkitt (Borozan et al., 2018; Abate et al., 2015; Hu et al., 2016). Dicho perfil de
expresion genética no coincidid con el perfil litico de infeccion del virus, debido que genes
tempranos y tardios se encuentran expresados, sugiriendo que los patrones de expresion genética y
los mecanismos de regulacion de genes especificos del VEB cambian respecto a la enfermedad
asociada. Por otro lado, el analisis genético de ENKTL (genoma, exoma, transcriptoma completos,
variantes, etc.) ha permitido conocer mas sobre la enfermedad y su desarrollo. De tal manera, en
estudios llevados a cabo en los paises asiaticos de China, Corea del Sur y Japon, se han reportado

diferentes frecuencias de mutaciones de los genes JAK3, STAT3, STAT5B, DDX3X, BCOR y TP53
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en ENKTL, obteniendo mayores frecuencias para los genes JAK3, STAT3 y TP53, mientras que
DDX3X se encuentra mutado entre 0-20% de pacientes estudiados, BCOR entre 0-32%, estando
restringida inicamente a ENKTL dentro de las demés neoplasias linfoides (Kiigiik et al., 2015; Lee
et al., 2015; Jiang et al., 2015; Dobashi et al., 2016). Por otro lado, estudios llevados a cabo en otros
tipos de linfoma, como el linfoma de Burkitt, han reportado bajas frecuencias de mutaciones en
genes como MYC, ID2, TCF3 y TP53; mientras que mutaciones en ARIDIA poseen frecuencias
mayores (Abate et al., 2015). Dicho esto, se sugiere que el ENKTL guatemalteco posee frecuencias
de mutaciones especificas que son determinantes para el desarrollo de la enfermedad. Estudios
similares en pacientes guatemaltecos serian utiles para conocer mas sobre la enfermedad y

relacionar la genética de la misma con la del VEB.

Aunque se sabe que existen variaciones del genoma del VEB entre diferentes tipos de
tumores en todo el mundo (Peng et al., 2018), aun queda mucho por conocer sobre la importancia
de la variacién del genoma del VEB con el ENKTL y la variacion genética presente en las
poblaciones con una mayor prevalencia de la enfermedad. A partir de los resultados filogendmicos y
de estructura poblacional obtenidos, en los que destaca relaciones filogendmicas estrechas entre el
VEB asociado a ENKTL proveniente de poblaciones asiaticas con el VEB de Guatemala, se sugiere
que la variacion del genoma del VEB es un factor imporante para el desarrollo del ENKTL en
Guatemala. De igual manera, se sugiere la importancia de la genética de la poblacion de
ascendencia maya de Guatemala. Esto debido a que en Guatemala el 90.6% de los casos ENKTL se

presentan en personas con ascendencia maya (Sanchez-Romero et al., 2019).

A pesar de que varios estudios llevados a cabo en las ultimas décadas han sugerido la
asociacion de las diferentes cepas de VEB con el desarrollo de diferentes tipos de cancer, atin
existen hipotesis que plantean que las cepas de VEB solamente estdn relacionadas étnica y
geograficamente, siendo polimorfismos regionales (Neves et al., 2016). De tal manera, el estudio de
genomas del VEB (incluyendo el andlisis de sus variantes y polimorfismos), obtenidos de diferentes
paises y regiones, ain sigue siendo materia de estudio. A partir de los resultados presentados en el
presente trabajo de tesis, siendo los mas relevantes las estrechas relaciones filogendmicas, la
identificacion de una Filo Poblacion y la conexion entre los haplotipos de las cepas del VEB
guatemalteco asociadas a ENKTL con las de paises asidticos como China y Singapur asociadas a
ENKTL, NPC y CG, se puede apoyar la idea de que existe una relacion tanto con el desarrollo de la
enfermedad como con la etnia y origen geografico del hospedero. Ademas de que se puede sugerir

que dichas cepas poseen caracteristicas genéticas especificas que se asocian al desarrollo de
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ENKTL. No obstante, se cuentan con limitaciones como el haber tenido acceso unicamente a
genomas del virus asociados a ENKTL en Guatemala. Asi mismo, el reducido nimero de muestras
analizadas representa una limitante en el estudio. El acceso a mas genomas del virus asociados a
otros linfomas o tipos de cancer y en poblacidon sana en el pais, seria valioso para evaluar si la
relacion en Guatemala del VEB es con la etnia y geograficamente o con el desarrollo de las

enfermedades, o de ambas partes.
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10. CONCLUSIONES

1. Se caracterizo el genoma del VEB asociado a linfoma T/NK extranodal de tipo nasal en
pacientes del Instituto de Cancerologia (INCAN), Guatemala. Se observo una longitud de 171,823
pb, y se identificaron 30 regiones de recombinacion y 1,142 variantes. De las 1,142 variantes, 1,127
corresponden a sitios SNP y 15 a INDEL. De los 1,127 SNP obtenidos 722 representaron

transiciones y 405 transversiones.

2. Filogenémicamente el VEB asociado a linfoma T/NK extranodal de tipo nasal en pacientes
del Instituto de Cancerologia (INCAN), Guatemala, se encuentra estrechamente asociado con
aquellas cepas del virus provenientes de paises asiaticos y que se encuentran asociadas a linfoma

T/NK extranodal de tipo nasal, cancer nasofaringeo y cadncer gastrico.

3. El andlisis de estructura poblacional establece a la poblacion de VEB asociado a linfoma
T/NK extranodal de tipo nasal en pacientes del Instituto de Cancerologia (INCAN), Guatemala,

como una poblacion aislada.
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11. RECOMENDACIONES

1. Realizar andlisis filogenomicos y de estructura poblacional a partir de la secuenciacion del
genoma completo del VEB asociado a personas sanas y a pacientes con otros tipos de cancer, entre
ellos: otros tipos de linfomas (linfoma de Hodgkin, linfoma difuso de células B grandes y linfoma

de Burkitt), cancer nasofaringeo y cancer gastrico, en Guatemala.

2. Llevar a cabo mas estudios multiomicos como lo son estudios de genoma, exoma y
transcriptoma completos en el VEB asociado a personas sanas, a linfoma T/NK extranodal de tipo
nasal y a otros tipos de enfermedades y cancer en Guatemala, a partir de otros métodos y

plataformas de secuenciacion de nueva generacion (NGS).

3. Llevar a cabo estudios de asociacion entre las variantes (SNP e INDEL) y el riesgo al
desarrollo de linfoma T/NK extranodal de tipo nasal y a otros tipos de enfermedades y cancer en

Guatemala.
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12.  ANEXOS

Anexo 1. Listado de genomas analizados.

No. Isolado Referencia Pais Enfermedad
1 B95.8Raji NC 007605  Estados Unidos M
2 AGS876 NC 009334 Ghana BL
3 YCCEL1 APO015016 Corea del Sur CG Cell Line
4 MS81 KF373730 Hong Kong NPC
5 Cheptages LN827556 Kenia BL
6 sLCL-IS1.20 LN827576 Australia sLCL, PTLD
7 sLCL-2.16 LN827580 Kenia sLCL
8 sLCL-IM1.02 LN827596 Australia sLCL, IM
9 sLCL-2.14 LN827560 Kenia sLCL
10 sLCL-2.21 LN827587 Kenia sLCL
11 sLCL-IS1.13 LN827578 Australia sLCL, PTLD
12 Jijoy LN827800 Nigeria BL
13 sLCL-IS1.14 LN&27575 Australia sLCL, PTLD
14 sLCL-2.15 LN827591 Kenia sLCL
15 sLCL-IM1.05 LN827590 Australia sLCL, IM
16 sLCL-2.22 LN831023 Kenia sLCL
17 Daudi LN827545 Kenia BL
18 P3HRI1 c16 LN827548 Nigeria BL
19 sLCL-IM1.09 LN&27567 Australia sLCL, IM
20 sLCL-IM1.17 LN827583 Australia sLCL, IM
21 sLCL-IS2.01 LN&27589 Australia sLCL, PTLD
22 HKN14 LN824209 Hong Kong sLCL
23 SLCL-IS1.19 LN827588 Australia sLCL, PTLD
24 HL11 LN827524 Reino Unido HL
25 Wewak1 N827544  rapiaNueva BL

Guinea

26 BI36 LN827557  Norte de Africa BL
27 HKNI15 LN827547 Hong Kong sLCL
28 HKN19 LN824224 Hong Kong sLCL
29 sLCL-IS1.01 LN827570 Australia sLCL, PTLD
30 sLCL-IS1.11 LN827569 Australia sLCL, PTLD
31 sLCL-IS1.10 LN827592 Australia sLCL, PTLD

94



32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

60

61
62
63
64
65
66

sLCL-IS1.18
sLCL-IS1.12
EBVaGCl1
M-ABA
HLO04
sLCL-1.12
SLCL-IS1.07
HL09
D3201.2
YCCELI1
sLCL-BL1.03
B137
sLCL-1.19
sLCL-IS1.15
C666-1 resequence
sLCL-IM1.05
sLCL-1.11
sLCL-1.18
sLCL-1.06
sLCL-BL1.20
sLCL-1.04
sLCL-IM1.16
sLCL-1.17
sLCL-1.08
sLCL-1.24
HLO02
HLO8
sLCL-1.10

LCLB95-8-del-EBER2 re

sequence
sLCL-1.07
RPF
sLCL-1.02
sLCL-IS1.08
EBVaGC9
PLCL-TRL595

LN827572
LN827593
KT273942
LN827527
LN827564
LN824205
LN827594
LN827522
LN827549
LN&27561
LN827582
LN827526
LN827562
LN827586
LN&27525
LN827581
LN&27550
LN827563
LN827566
LN&27571
LN827585
LN&27799
LN8&27577
LN827552
LN827568
LN827546
LN824225
LN827573

LN8&27739

LN827565
KR063344
LN827558
LN&27553
KT273949
LN827559

Australia
Australia
China
Norte de Africa
Reino Unido
Australia
Australia
Reino Unido
China
Corea del Sur
Kenia
Africa
Kenia
Australia
China
Kenia
Kenia
Kenia
Kenia
Kenia
Kenia
Australia
Kenia
Kenia
Kenia
Reino Unido
Reino Unido

Kenia
Estados Unidos

Kenia
Brasil
Kenia
Australia
China
Estados Unidos
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sLCL, PTLD
sLCL, PTLD
CG
LCL, NPC virus
HL
sLCL
sLCL, PTLD
HL
NPC biopsy
CG Cell Line
sLCL
BL
sLCL
sLCL, PTLD
NPC Cell Line
sLCL, IM
sLCL
sLCL
sLCL
sLCL
sLCL
sLCL, IM
sLCL
sLCL
sLCL
HL
HL
sLCL

LCL

sLCL
BL
sLCL
sLCL, PTLD
CG
sLCL



67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

K4413-Mi
Mak1 duplicate
sLCL-IS1.06
FNR
HO03753A
H002213
B95.8Raji
H058015C
CV-ARG
SCL
X50-7
SG
HU11393
HLO1
HO018436D
K4123-Mi
sLCL-1.13
sLCL-IS1.03
HLO05
HNNPCS5
sLCL-1.09
CCH
sLCL-IS1.04
EBVaGC2
EBVaGC5

Akata resequence

LC3
Salival
Makau

PLCL-TRLI1-post

MP
Mutu
EBVaGC7
VGO
EBVaGC8
EBVaGC4

KC440852
LN824203
LN&27584
KR063345
KR063342
KP968264
AJ507799
KP968263
KR063343
KP968259
LN827555
KTO001103
KP968261
LN824226
KP968262
KC440851
LN&27579
LN827595
LN824204
LC150338
LN827574
KP968257
LN827597
KT273943
KT273945
LN824208
KT823508
LN824142
LN&27551
LN&24206
KP968258
KC207814
KT273947
KP968260
KT273948
KT273944

Estados Unidos
Kenia
Australia
Brasil
Argentina
Argentina
Estados Unidos
Argentina
Argentina
Brasil
Estados Unidos
Argentina
Ghana
Reino Unido
Argentina
Estados Unidos
Kenia
Australia
Reino Unido
China
Kenia
Brasil
Australia
China
China
Japan
China
Reino Unido
Kenia
Estados Unidos
Brasil
Kenia
China
Brasil
China
China

sLCL
BL
sLCL, PTLD
BL
BL
BL
M
BL
BL
BL
LCL
BL
BL
HL
BL
sLCL
sLCL
sLCL, PTLD
HL
NPC
sLCL
BL
sLCL, PTLD
CG
CG
BL
LC
Healthy saliva
BL
sLCL
BL
BL
CG
BL
CG
CG
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103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

GDI1
LC2
HNNPC2
EBVaGC3
EBVaGC6
LC4
L591
pLCL-TRLI1-pre
LC1
HKNPC3
HKNPC6
HKNPCI
HNNPC6
HNNPC4
HKNPCS
HNNPC1
HKNPCS5
Akata
C666-1
HKNPC4
HNNPC7
HNNPC3
C666-1
HKNPC9
GCl1
HKNPC7
SNU-719
HKNPC2
HNNPCS
GC-EBV1
SNU719
YCCELI1
Raji
GD2
E1583 BCvl
E1583 OWvl

AY 961628
KT823507
LC149491
KT254013
KT273946
KT823509
LN827523
LN&824207
KT823506
KF992565
KF992568
JQO009376
LC150741
LC150337
KF992570
LC137018
KF992567
KC207813
KC617875
KF992566
LC150742
LC150327
KJ411974
KF992571
KP735248
KF992569
KX125052
KF992564
LC150743
KX125050
APO015015
KX125053
KF717093
HQO020558
MF547453
MF547454

China
China
China
China
China
China
Alemania
Estados Unidos
China
China
China
China
China
China
China
China
China
Japan
China
China
China
China
China
China
Corea del Sur
China
Corea del Sur
China
China
China
Corea del Sur
Corea del Sur
Nigeria
China
Estados Unidos
Estados Unidos
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NPC saliva
LC
NPC
CG
CG
LC
HL Cell Line
sLCL, PTLD
LC
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Tumor
BL
NPC
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Tumor
NPC Cell Line
NPC Tumor
CG Cell Line
NPC Tumor
CG Cell Line
NPC Tumor
NPC Tumor
CG
CG Cell Line
CG Cell Line
BL
NPC-Tumor
M
M



139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174

E1583 BCv7
E1583 OWv7
E1587 BCvl
E1587 OWvl
E1587 OWv7
E1536 BCvl
E1536 OWvl
E1563 BCvl
E1536 OWv7
E1536 BCv7
E1548 BCvl
E1548 OWvl
E1548 BCv7
E1548 OWv7
E1563 OWvl
E1563 OWv7
E1563 BCV7
E1590 BCvl
E1590 OWvl
E1590 BCv7
E1590 OWv7
E1492 BCvl
E1492 OWvl
E1492 BCv7
E1492 OWv7
E1503 BCvl
E1503 OWvl
E1503 BCv7
E1503 OWv7
E1578 BCvl
E1578 BCv7
E1578 OWv7
E1578 OWvl
E1577 BCvl
E1577 OWvl
E1577 OWv7

MF547455
MF547456
MF547457
MF547458
MF547460
MF547461
MF547462
MF547463
MF547464
MF547465
MF547466
MF547467
MF547468
MF547469
MF547470
MF547471
MFE547472
MF547473
MF547474
MFE547475
MF547476
MFE547477
MF547478
MF547479
MF547480
MF547481
MF547482
MF547483
MF547484
MF547485
MF547486
MF547487
MF547488
MF547489
MF547490
MF547491

Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos

M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
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175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210

E1577 BCv7
EBVaGC8-2
YCCEL1-GC1
EBVaGC8-3
EBVaGC5-1
Mutu-GC1
Akata-GCl1
AG876-GCl1
HKNPC6-GC1
Mutu-GC3
Mutu-GC4
Mutu-GC2
EBVaGC8-1
YCCEL1-GC2
SCO1
SC02
SC03
SC04
SC05
SC06
SCO07
SC08
SC09
SC10
SCI1
SC12
SC13
SC14
SC15
SGO1
SG02
SGO3
SG04
SGO5
SG06
SGO7

MF547492
MGO021314
MGO021305
MGO021315
MGO021317
MG021308
MG021307
MGO021312
MGO021316
MGO021310
MGO021311
MG021309
MGO021313
MG021306
MHI101957
MHI101958
MH101959
MH101960
MH101961
MH101962
MH101963
MH101964
MH101965
MH101966
MHI101967
MH101968
MH101969
MH101970
MHI101971
MH144212
MH144213
MH144214
MH144215
MH144216
MH144217
MH144218

Estados Unidos
China
China
China

Estados Unidos

Estados Unidos

Estados Unidos

Estados Unidos

Vietnam

Estados Unidos

Estados Unidos

Estados Unidos

Estados Unidos

Polonia
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China

Singapor
Singapor
Singapor
Singapor
Singapor
Singapor
Singapor

IM
CG
CG
CG
CG
CG
CG
CG
CG
CG
CG
CG
CG
CG
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
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211
212
213
214
215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

SGO8
SGO09
SG10
SG11
SG12

Guatemala INCAN_EBV00079
Guatemala INCAN_EBV00080
Guatemala INCAN_ EBV00081
Guatemala INCAN_EBV00082
Guatemala INCAN_EBV00083
Guatemala INCAN_EBV00084
Guatemala INCAN_EBV00085
Guatemala INCAN_EBV00086
Guatemala INCAN_EBV00087
Guatemala INCAN_ EBV00088
Guatemala INCAN EBV00089
Guatemala INCAN EBV00090
Guatemala INCAN_EBV00105
Guatemala INCAN _EBV00106
Guatemala INCAN EBV00107
Guatemala INCAN_EBVO00108
Guatemala INCAN_EBV00109

Guatemala INCAN_EBV00110

MH144219
MH144220
MH144221
MH144222
MH144223

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

No
Referencia

Singapor
Singapor
Singapor
Singapor
Singapor

Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala
Guatemala

Guatemala

ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL
ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL

ENKTL
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No
234 Guatemala INCAN EBVO00I111 . Guatemala ENKTL
- - Referencia
No
235 Guatemala INCAN _EBV00112 . Guatemala ENKTL
- - Referencia
No
236 Guatemala INCAN _EBV00113 . Guatemala ENKTL
— - Referencia
No
237 Guatemala INCAN _EBV00114 . Guatemala ENKTL
— - Referencia
Fuente: National Center for Biotechnology Information.
M Mononucleosis Infecciosa (Control) PTLD  Enfermedad linfoproliferativa postrasplante
BL Linfoma de Burkitt HL Linfoma de Hodgkin
CG Cancer Gastrico LCL Linea Celular Linfoblastoide
NPC Cancer Nasofaringeo ENKTL Linfoma de T/NK Extranodal de Tipo Nasal
sLCL  Linea Celular Linfoblastoide Espontanea

101



102

Anexo 2. Script de rhierbaps para llevar a cabo andlisis de estructura poblacional.

rhierbaps

Seleccionar directorio

Cargar paquetes

library(rhierbaps)
library(ggtree)
library(phytools)
library(ape)

set.seed(1234)

Cargando archivo

fasta.file.name <- "Nombre Alineamiento.fasta"

fasta.file.name

Creando la Matriz

snp.matrix <- load fasta(fasta.file.name)

write.table(snp.matrix, "matriz_1.txt", sep ="\t", quote = T, row.names = T)

Corriendo hierBAPS

hb.results <- hierBAPS(snp.matrix, max.depth = 2, n.pops = 47, quiet = TRUE)
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head(hb.results$partition.df)

Visualizando el resultado de primer nivel de jerarquia

newick.file.name <- "Nombre.tree"

igtree <- phytools::read.newick(newick.file.name)

gg <- ggtree(iqtree, layout = "circular")
gg <- gg %<+% hb.results$partition.df
gg <- gg + geom_tippoint(aes(color = factor('level 17)))

gg

gg <- ggtree(iqtree, layout = "circular", branch.length = "none"
gg <- gg %<+% hb.results$partition.df

gg <- gg + geom_tippoint(aes(color = factor('level 1")))

gg <- gg + theme(legend.position = "right")

gg <- gg + geom _tiplab(aes(label = ‘level 1), size = 1, offset = 1)

gg

Visualizando los resultados de segundo nivel de jerarquia

plot sub_cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 1)
plot sub cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 2)
plot_sub_cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 3)
plot_sub_cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 4)
plot _sub_cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 5)
plot sub cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 6)
plot sub_cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 7)

plot sub_cluster(hb.results, igtree, level = 1, sub.cluster = 8)
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Anexo 3. Listado de Sitios SNP e INDEL del genoma del VEB asociado a ENKTL guatemalteco.

Posicion Referencia Variante

100
159
391
410
571
613
629
632
1073
1105
1350
1374
1385
1392
1401
1438
1617
1741
1841
2186
2710
2777
2830
3064
3091
3101
3112
3224
3568
3694
3934
3942
4075
4125
4135
4246
4303
4381
4576
4690
4823
4855
4978
5064
5098
5323
5452
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5746
5800
5808
6182
6255
6370
6618
6808
6866
7123
7447
7448
7474
7479
7499
8019
8028
8033
8122
8223
8243
8275
8304
8385
8568
8573
8594
8744
8832
8926
9019
9062
9154
9509
9518
9593
9690
9741
9747
9980
10566
10726
10751
10926
10935
11039
11089
11747
35337
35339

T
ACCTCCC
CCCA
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35624
35759
35857
36046
36068
36227
36471
36480
36497
36668
36711
36769
36793
36818
36848
36853
36858
37050
37054
37288
37325
37466
37642
37672
37683
37908
37955
38034
38035
38083
38301
40218
40665
41354
41370
41403
41672
41704
41715
41835
41840
41847
41888
41893
41904
41952
42157
42200
42319
42322
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42327
42446
42553
42567
42712
42932
43281
43675
43820
43844
44123
44450
44617
44627
44804
45089
45095
45101
45224
45489
45740
46015
46433
46916
47004
47239
47325
47408
47490
47510
47568
47620
47638
47888
47907
48025
48575
48725
48954
49353
49374
49453
49545
49586
49653
49713
49725
50241
50316
50524

OO 0Qrr>OrOQrQ000rHd0HOQOQ>00>00>r00>0dd>0d>HO>00F

HaoHQrrOHdH OO0 OOHOHdH 000 03> HQ»H0O0H >0 00>0004d00045 0> >0
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50534
50588
50635
50672
50691
50882
51153
51228
51270
51394
51515
51518
51589
51766
51836
51848
51905
52007
52071
52082
52139
52172
52187
52244
52314
52388
52403
52504
52550
52697
52705
52709
52740
52808
53030
53297
53771
53873
53879
53948
54095
54444
54584
54635
54801
54809
54957
55040
55297
55523
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55583
55592
55610
55748
55850
56150
56266
56432
56514
56701
56854
57104
57209
57361
57538
57553
57560
57627
57697
57748
57798
57889
57891
58024
58027
58184
58191
58193
58208
58223
58599
58655
58832
59024
59105
59119
59206
59243
59253
59335
59391
59436

59509
59515
59518
59521
59522
59589
59819

R loReo R EoNoloRaainEoloRalalol ol Nol ol NoNol - NoNoReololk a No R Nol RN R NaNe!

TCTCCTCCTCCTCC
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59826
59966
60028
60049
60240
60527
60981
61168
61260
61278
61290
61296
61480
61785
61845
61905
61935
61997
62037
62142
62163
62501
62541
62592
62750
62769
62892
62924
62967
63055
63390
63510
63597
63621
63689
63864
63897
64061
64132
64191
64217
64862
64872
64883
65123
65214
65435
65507
65573
65624
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66068
66221
66245
66314
66320
66571
66750
66776
66962
67055
67746
68305
68448
68453
68567
68886
69712
69771
69778
69911
69993
70001
70015
70155
70253
70257
70488
70506
70860
70875
71010
71238
71277
71436
71780
71944
72689
72936
73063
73090
73212
73265
73351
73395
73726
73814
73829
73861
73889
73924
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74189
74222
74228
74364
74466
74528
74587
74854
74998
75031
75043
75430
75448
76019
76094
76499
76604
76909
77131
77211
77213
77319
77452
77606
77703
77851
77896
77920
77941
78029
78245
78307
78332
78336
78341
78383
78456
78663
79299
80062
80350
80616
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80920
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81239
81299
81458
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81500
81517
81723
81900
82084
82214
82235
82240
82252
82424
82439
82462
82473
82483
82487
82606
82672
82772
82783
82786
82791
82815
82838
82920 T.
83063
83178
83184
83293
83319
83331
83343
84156
84258
84525
84539
84767
84800
84888
84918
85023
85129
85170
85197
85201
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85272
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85336
85337
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85343
85586
85837
85841
86392
86402
86424
86577
86675
86812
86850
87134
87223
87240
87266
87961
87996
88025
88170
88217
88257
88458
88495
88555
88604
88640
88880
89009
89694
90073
90108
90126
90128
90159
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90413
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90666
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90685
90748
91180
91271
91366
91431
91784
91885
91950
91975
92033
92046
92071
92078
92119
92233
92239
92623
93016
93226
93263
93368
93469
93523
93742
93792
93889
93894
94165
94332
94564
94601
94733
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94841
94866
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95302
95380
95401
95435
95678
95707
95714
95719
95769
95814
95843
95914
95946
96273
96357
96372
96618
96705
96751
96792
96890
96894
96914
96976
97140
97158
97166
97221
97232
97243
97246
97405
97413
97442
97698
97793
97973
98439
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98842
99351
99356
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100640
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100841
100856
100886
100957
101159
101291
101306
101629
101692
101716
101850
101862
101921
101978
101987
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102068
102502
102587
102830
102989
102995
103206
103334
103640
103694
103695
103825
103885
103986
104127
104536
104550
104555
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104820
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106622
106688
106715
106891
107013
107142
107223
107349
107793
108118
108192
108220
108256
108283
108333
109340
109358
109466
109917
109940
110463
110688
111243
111506
112041
112088
112100
112112
112202
112349
112439
112664
112763
112919
112970
112994
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113309
113558
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113774
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115478
115691
115712
115832
116305
116808
116902
117490
117698
117892
117916
117949
118356
118373
118379
118426
118531
118562
118569
118587
118603
118635
118674
118710
118745
118746
119296
119400
119415
119623
119787
119805
120436
120607
120673
120679
120913
120958
121161
121165
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121426
121474
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122491
122611

QrFrrrorrHrPOO00000HOHQOPQHHP>PO0QHH>QAHP>HOQP>PO00>02> 02> 0

HooooHaoaooHdrgdHdrH0-d00Q0r>000>rdH0000rH000H>03>00000H4

119



122725
123012
123031
123228
123313
123376
123472
123555
123601
123655
123673
123877
123925
123988
124048
124108
124273
124576
124642
124758
124903
125082
125089
125212
125273
125275
125476
125574
125662
125719
125785
125851
125890
125894
125911
125935
126024
126066
126094
126098
126125
126136
126232
126271
126679
126819
126882
127031
127409
127841
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127992
128037
128269
129101
129200
129234
129338
129560
129716
129740
130159
130451
131154
132049
132221
132246
132393
132399
132429
132474
132585
132606
132633
132673
132717
132756
133241
133649
133948
134139
134372
134386
134425
134719
134730
134761
134767
134789
134824
134875
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135061
135079
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135967
136078
136194
136252
136351
136646
136915
137143
137347
137481
137697
137799
138283
138577
138580
138699
138723
138813
138987
139004
139070
139600
139628
139654
139657
140002
140381
140464
140470
140601
144457
145493
145539
145589
145696
146049
146116
146221
146242
146300
146317
146399
146594
147126
147144
147146
147275
147688
147784
147850
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147883
147900
148284
148429
148432
148484
148628
149635
149794
149836
150471
150675
150754
150778
150876
151005
151078
151140
151277
151338
151353
151644
151671
151701
151822
151943
152024
152245
152612
152625
152767
152962
153045
153166
153562
153601
153937
154366
154387
154621
154906
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156810
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165870
165922
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168433
168467
168476
168485
168499
168507
168544
168560
168594
168595
168611
168622
168707
168724
168764
168767
168772
168942
169120
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169164
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169215
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169240
169262
169264
169329
169341
169343
169355
169371
169385
169386
169413
169429
169495
169504
169511
169520
169543
169572
169584

169593

HHrrH00000004Hd>—H0000d00rHH > A0 Q> HQr>O000FQ> 304>

oOococococoar-HHarrHOS0rOQ 0000000000000 0000>r000>»>04

126




127

Anexo 4. Numero de variantes identificadas en los genes del VEB asociado a ENKTL

guatemalteco.
Gen Numero de Variantes
EBNAI 536
EBNA3B3C 430
EBNA3A 376
LMP2A 142
BOLFI 131
RPMSI1 113
BPLF1 103
LMP2B 67
LMP-1 60
BRLF1 49
BCLF1 38
BNRF1 33
AT3 33
BCRF1 32
BORF1 32
BGRF1/BDRF1 31
BSLFI 31
BALF3 31
EBNA2 28
BALF5 27
EBNA-LP 27
BDLF1 26
BRRF2 26
BFRFI1A 25
BBRF1 24
BXLF1 23
BZLF1 23
BILF1 23
BBLF2/BBLF3 22
BBLF4 21
BDLF3.5 21
BALF4 20

BHRF1 20
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BDLF2 20
BLLF1 20
BXRF1 20
BORF2 20
BDLF4 19
BGLF1 18
BGLF3 18
BFRF2 17
BVLF1 17
LF1 16
BARFI 15
BALF2 14
BFLF1 14
BDLF3 14
BVRFI 14
BMRF1 10
BSLF2/BMLF1 10
BVREF2 10
BILF2 9
BGLF3.5 9
BNLF2a 9
BARF0 8
BGLF4 8
BKRF2 8
BFRF3 8
BRRF1 8
BXLF2 7
BBRF3 7
BFLF2 6
BMRF2 6
BNLF2B 6
BLLF2 6
BBRF2 6
BdRF1 6
BGLF2 5
BGLF5 5



BHLF1
BARF1
BKREF3
BCRF1
BSRF1
BTRF1
LF2
BLLF3
BLRF1
BALF1
BLRF2
BZLF2
LF3

— = NN W W W R B~ B W W W
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Anexo 5. Diversidad nucleotidica de la region OriP.

n 0 por secuencia 0 por sitio k

0.00386 6.84860 0.01145 2.30561

7 = Diversidad nucleotidica
0 = Diversidad nucleotidica
k = ntimero de diferencias nucleotidicas
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