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RESUMEN EJECUTIVO

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sefiala que el cancer
gastrico es el cuarto tipo de cancer que ocasiona mayor numero de
fallecimientos a nivel mundial. El Virus Epstein Barr (EBV) esta relacionado
como agente oncogénico en el desarrollo de esta neoplasia, atribuyéndole el
10% de los casos de cancer géstrico a nivel mundial. ElI método de
identificacion del micro ARN EBER de EBV por hibridizacion in situ, permite
identificar la presencia de este agente oncogénico en las neoplasias,

considerandolo como la metodologia de eleccion.

A la fecha, no existe ninguna publicacion que evalle la prevalencia de
expresion del micro ARN EBER de EBV en los pacientes con cancer gastrico
en Guatemala. Por lo que en este estudio se evaluaron 71 pacientes con
cancer gastrico que asistieron al Instituto de Cancerologia (INCAN), se
identifico la prevalencia en la expresion de este virus en 15 pacientes (21.13
%) (IC 95% 10.93 %-31.33 %), frecuencia mayor que la reportada en otros
estudios latinoamericanos. Por lo que es recomendable evaluar a nivel
nacional la prevalencia en la expresion del micro ARN EBER de EBV en
biopsias de pacientes con cancer gastrico y asociar variables étnicas y

ambientales en la poblacion.

Al determinar la asociacion entre la expresion del EBER del EBV, la
variable con asociacion significativa fue el género masculino OR=4.95 (IC 95
% 1.39-17.54) p<.05. Ademas, los factores asociados fueron el padecer
diarrea OR 5.74 (IC 95 % 1.45-12.64) p<.05, y la infeccion por Helicobacter
pylori diagnosticada por examen de laboratorio, OR 7.19 (IC 95 % 1.07-
18.87) p<.05.



Ademas, se identificd que los pacientes que expresan el micro ARN
EBER de EBV presentan riesgo de desarrollar cancer gastrico del tipo difuso,
OR=2.48 (IC 95 % 1.05-8.20) p<.05.
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I. INTRODUCCION

El virus de Epstein Barr (EBV) es un virus ubicuo, presente en el 90 % de la
poblacion mundial, adquirido principalmente por aerosoles. La edad en la que tiene
lugar la infeccion primaria depende de las condiciones de desarrollo
socioeconémico como hacinamiento, higiene, servicios de drenajes, entre otros. En
las areas de menor desarrollo, la mayoria de los nifios de 3 a 5 afios presentan
anticuerpos séricos, indicativos de infeccion previa. Este virus puede cursar
asintomatico, cuando es adquirido en la infancia y adolescencia; desarrollar una
fase sintomatica con mononucleosis infecciosa o estar implicado en algunas

neoplasias, como linfoma Hodgkin y cancer gastrico (Young & Rickinson, 2004).

El cancer gastrico se ubica dentro de los cinco principales tipos de cancer a
nivel mundial, con predominio en el sexo masculino. Segun reportes del Instituto de
Cancerologia (INCAN) en Guatemala, su frecuencia ha aumentado de 1999 a 2013
con tasas que varian entre 15.89 a 18.73 x 100,000 habitantes. Los principales
factores de riesgo asociados a nivel mundial son las infecciones por Helicobacter
pylori, a la que se atribuye mas del 80% de los casos y por el Virus Epstein Barr, el
cual a nivel mundial es responsable del 10% de casos de este tipo de neoplasia
(Matta & De Le6n, 2015; Thompson & Kurzrock, 2004; Waldheim & Villeda, 2014).

En este estudio se evalu6 la presencia del micro ARN EBER del virus de
Epstein Barr por hibridizacion in situ, en biopsias de pacientes diagnosticados con
cancer gastrico, previo consentimiento informado y ficha epidemiologica para
identificar a este virus como agente etiolégico de cancer gastrico y se establecié la
caracteristica histolégica asociada al tipo de cancer desarrollado. No existen
estudios previos en el pais que analicen a este microorganismo como agente causal
de cancer gastrico, por lo cual es necesario establecer la importancia de evaluarlo

dentro del protocolo de diagndstico en los pacientes con esta neoplasia.



Il. ANTECEDENTES
A. Herpesvirus

Los herpesvirus (herpesviridae) se caracterizan por ser particulas largas que
miden entre 150 a 250 nm, estan compuestos por una envoltura de naturaleza
lipidica que deriva de la célula hospedera. Esta envoltura cuenta con espiculas
formadas por proteinas y glucoproteinas, las cuales participan en la fijacion del virus
ala célula para mediar la fusién de ambas membranas. La integridad de la envoltura
es necesaria para la infectividad viral. Entre la envoltura del virus y la c4pside, se
encuentra un espacio denominado tegumento, el cual es un complejo de proteinas
virales de estructura fibrilar que asegura la unién entre la envoltura y la capside
(IARC, 1997).

Su naturaleza lipidica le da la posibilidad de ser degradable por los agentes
fisicoquimicos, lo cual hace a este tipo de virus labil en el medio externo. La porcion
mas interna estad formada por una cépside icosaédrica de 100 nm de diametro
constituida por 162 capsémeros. Un core que contiene ADN viral, bicatenario lineal
gue se encuentra enrollado alrededor de una bobina proteica, como se observa en
la figura 1 (IARC, 1997).

Figura 1. Estructura de herpesvirus
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Fuente: Viral Zone, Swiss Institute of Biomarkers, disponible en
http://coast.pink/herpesviridae_1944552.html



Todos los herpesvirus permanecen en sus hospederos naturales y son
responsables de infecciones latentes y de reactivaciones, las que a menudo son
asintomaticas. Estas infecciones latentes se caracterizan por una expresion

limitada de una pequefia cantidad de genes virales (Rickinson & Kieff, 1996).

Los herpesvirus pueden causar dafio en general en el hospedero por tres
mecanismos: destruccion directa de los tejidos, estimulacibn de respuesta

autoinmune y transformacion a la célula normal en neoplasica (Damania, 2004).

Los miembros de la familia Herpesviridae cuentan con mas de 130 especies
conocidas que infectan a un amplio espectro de animales, de ellas, solo ocho
infectan a los humanos, herpes simplex 1y 2 (HSV-1y HSV-2 o herpesvirus humano
HHV-1y HHV-2), virus de la varicela zoster (VZV o HHV-3); Epstein Barr virus (EBV
0 HHV-4); citomegalovirus humano (HCMV o HHV-5), herpesvirus humano 6 y 7
(HHV-6 y HHV-7) y sarcoma de Kaposi asociado a herpesvirus (KSHV o HHV-8).
Todos los herpesvirus muestran un origen evolutivo comun, lo que se demuestra en
su alta similitud en la secuencia de aminoacidos observada a través de varios

productos génicos virales (Rickinson & Kieff, 1996).

Las especies que infectan a los humanos se clasifican en tres subfamilias de
acuerdo a la homologia y organizacion de su genoma, las cuales son:
alphaherpesviridae, betaherpesviridae y gammaherpesviridae. Varios de los gama
herpesvirus poseen la habilidad de inducir enfermedad neoplasica en el hospedero,

entre ellos el virus Epstein Barr (Damania, 2004).
1. Gamma Herpesvirus

Son virus linfotrépicos con capacidad de presentar replicacion litica en
fibroblastos y células epiteliales. Estos virus establecen un periodo de latencia en
el hospedero, con periodos intermitentes de replicacion litica. Los gamma

herpesvirus han sido detectados en varias especies animales (Damania, 2004).



Se han identificado dos subfamilias: los linfocriptovirus (y -1) y el rhadinovirus
(y-2). EBV es un linfocriptovirus, mientras que el virus herpes Saimiri (HVS) y KSHV
son rhadinovirus que pueden infectar monos. Estos virus poseen la habilidad de

producir neoplasias en el hospedero natural (Damania, 2004).

Los tres virus estan asociados con diferentes tipos de malignidades en el
hospedero, asi como a enfermedades linfoproliferativas de células T o B.
Adicionalmente EBV es asociado con cancer epitelial como el carcinoma
nasofaringeo y carcinoma géstrico, mientras que KSHV est4 ligado a sarcoma

vascular (Damania, 2004).
B. Virus Epstein Barr

El virus Epstein Barr (EBV) es el primer virus que fue descubierto en células
neoplasicas humanas. Fue identificado en 1964, por microscopia electronica de
células cultivadas provenientes de un linfoma Burkitt por Epstein, Achong y Batrr.
Cuatro afios después, se demostr6 que EBV es el agente etioldégico de la
mononucleosis infecciosa. Estudios posteriores han identificado al virus en una
variedad de neoplasias como el carcinoma nasofaringeo y leucoplaquia oral en
pacientes inmunocomprometidos con linfoma no Hodgkin, carcinoma gastrico,
linfomas de células T y enfermedad de Hodgkin. De acuerdo a la homenclatura
sistemética adoptada, la designacion formal del virus Epstein Barr es Herpesvirus
humano 4 (HHV-4) (Cohen, 2000; Fukayama, & Ushiku, 2011).

El ADN de EBV es lineal, en doble hebra, contenido en la nucleocapside,
cuyo tamario es de 172 Kb que codifican mas de 85 genes y cerca de 100 proteinas.
La nomenclatura para EBV en su patron abierto de lectura (ORFs [acrénimo en
inglés open reading frame]), esta4 basado en los fragmentos de restriccion BamHil,
asi mismo esta dividido en genes liticos y latentes, o en genes inmediatos,
tempranos y tardios, la mayoria de los cuales se traduce en proteinas. Varios genes

liticos codifican para proteinas homologas en humanos, en contraposicion varios



genes latentes no se traducen; ademas EBV también codifica por lo menos 17 micro
ARNSs (Koshiol et al 2007).

Dos tipos principales de EBV han sido detectados en humanos EBV-1y EBV-
2 (también conocidos como tipos A y B), que difieren en la secuencia de los genes

gue codifican para los antigenos nucleares de EBV (Damania, 2004).
1. Células blanco

Los virus de la familia gammaherpesviridae se replican y permanecen
ocasionando infeccion latente en los linfocitos, en los que inducen proliferacion. La
infeccion de linfocitos B por EBV es mediada a través de la interaccion de la
glicoproteina viral gp350/220 con el receptor celular del complemento C3d (CD21),
lo que puede causar linfomas, leucemias y trastornos linfoproliferativos en animales
de experimentacion. Después de la union con la particula viral a la superficie de la
célula hospedera se internaliza por endocitosis. La envoltura viral se fusiona con
la membrana de la célula hospedera por un mecanismo que envuelve tres
glicoproteinas virales gp85, gp25 y gp42, gp42 es enlazada por el Complejo Mayor
de Histocompatibilidad tipo Il, mecanismo que usa EBV como cofactor en la
infeccion de linfocitos B (IARC, 1997; Young & Rickinson, 2004).

Se considera a EBV como un virus linfotrépico B, capaz de infectar también
a linfocitos T y células epiteliales, como demuestran los hallazgos en linfomas de
células T y varias enfermedades epiteliales, incluyendo carcinoma gastrico,

nasofaringeo y leucoplaquia oral (Koriyama, Akiba, Minakami, & Eizuru, 2005).

La infeccion de EBV en portadores crénicos del virus, se restringe a células
B, debido a su habilidad para transformar células B en linea celulares linfoblastoides
latentes (LCLs). Sin embargo, en ciertas situaciones puede ser detectado en células
epiteliales, ya que estas células constituyen un sitio importante de replicacion y
amplificacion de EBV, mas que un lugar de infeccion persistente latente (IARC,
1997; Young & Rickinson, 2004).



Junto con Helicobacter pylori, EBV es considerado actualmente como
microorganismo causal de carcinoma gastrico (CG); pero su participacién es
considerablemente diferente. H. pylori se mantiene fuera de las células gastricas y
juega un papel importante en los primeros estadios de carcinogénesis en varios CG.
En cambio EBV -al cual se le atribuyen 10% de CG- se internaliza en las células de
la mucosa, el carcinoma consiste en el crecimiento monoclonal de células infectadas
por EBV. Aunque, EBV no esta integrado dentro del ADN del hospedero, se
mantiene asi mismo en forma circular en el ndcleo de células infectadas (episomas)
sin que produzcan estas células particulas virales, durante el periodo de latencia.
EBV se replica simultdneamente a la division celular, posteriormente dafia la

membrana celular y se disemina a células vecinas (Fukayama & Ushiku, 2011).
2. Ciclo de vida

EBV, es probablemente el virus humano transformante en cultivo mas
potente, sin embargo, es conocido por infectar y persistir en mas del 90% de los

humanos durante toda su vida, sin causar enfermedad (Young & Rickinson, 2004).

La forma de transmision tradicionalmente aceptada sostiene que el EBV
infecta inicialmente a las células epiteliales de la orofaringe y posteriormente pasa
a los linfocitos B del tejido linfoide adyacente. Por medio de la saliva, EBV ingresa
al epitelio del anillo de Waldeyer situado en la orofaringe, siendo probablemente
donde inicia la infeccién litica que permite la amplificacion del virus. El virus,
entonces infecta las células B nativas en el tejido linfoide, por el receptor CD21, lo
cual estimula a los linfoblastos por activacion del factor de transcripcion, compuesto
por tres proteinas EBNA-3A, EBNA-3B y EBNA-3C, quienes autorregulan la
expresion de los factores de crecimiento. Esto permite a la célula migrar dentro del
foliculo e iniciar la reaccion germinal y establecer el programa de transcripcién que
activa a los linfocitos B de memoria. Después de superar esta etapa, el virus pasa
a un periodo de latencia (Burke, Yen, Shekita & Sobin, 1990).



Durante este periodo el ADN lineal se convierte en ADN circular o episoma,;
las LCLs transformadas por EBV portan multiples copias extracromosémicas del
episoma viral (Figura 2) y expresan constitutivamente un pequefio niamero de
productos genéticos virales, denominado proteinas de latencia, las cuales
comprenden los factores virales de transcripciéon (EBNAs 1, 2, 3A, 3B, 3C y LP), asi
como las tres proteinas de membrana (LMPs 1, 2A y 2B), transcritas desde la region
BamHIA del genoma viral.

Figura 2. Genoma del Virus Epstein Barr
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a. Micrografia electronica del virion de EBV b. Diagrama que muestra la localizacion y
transcripcion de los genes latentes de EBV en el episoma de ADN de doble hebra. El origen
de replicacion (OriP) se muestra en naranja. Las flechas verdes representan a los exones
codificantes de proteinas de latencia, que incluyen EBNAs 1, 2, 3A, 3By 3C y EBNA-LP) y
las tres proteinas de membrana (LMPs 1, 2A y 2B). Las flechas azules superiores
representan el area de transcripcion de lo microARNs EBER1 y EBER2, manifiestos en
infeccion latente. c. Localizacion de marco de lectura de proteina de EBV latente en el mapa
de restriccion-endonucleasa BamHI.



Ademas de ello, también manifiestan a los micro ARNs EBER1 y EBER2 en
la regidon BART del genoma; cuya funcion aun no es clara, lo cual sucede en los
periodos de latencia | y Il, en los que se ha demostrado la presencia de ARNs no
codificantes y precursores para micro ARNs. En contraste, en la latencia lll, ya hay
activacion y modulacion de la expresién génica celular, con coactivacion de EBNA2
y mimetismo de la sefial de CD40+. En este periodo de latencia, contindan los virus
en las células B de memoria, las cuales mantienen su homeostasis normal. Cuando
las células se dividen, expresan el gen EBNA-1. Eventualmente estas células
regresan a las amigdalas, y pueden diferenciarse como células plasmaticas y
permitir la replicacion viral, lo que permite liberar por la saliva el virus a otras
personas o infectar a otras células B (Burke, Yen, Shekita & Sobin, 1990; Young &
Rickinson, 2004).

La infeccion primaria de EBV desencadena una fuerte respuesta inmune
celular la cual mantiene en condiciones normales la infeccion bajo control, si las
células son infectadas nuevamente pueden ser neutralizadas eficientemente. Sin
embargo, los virus persisten latentes de por vida en el hospedero en las células B
de memoria, en las que no hay expresion de proteinas virales. Para comprender el
papel neoplasico del EBV, es necesario conocer que después de la infeccion
primaria, nunca es erradicado completamente del organismo, permaneciendo
presente en una poblacion de linfocitos B en una situacion de relativa inactividad

conocida como infeccion latente (Camargo et al, 2011).

Sin embargo, EBYV tiene la capacidad de transformar in vitro a los linfocitos
B, transformandolos en lineas celulares linfoblastoides. Esta capacidad es
codificada por 11 genes que se expresan de forma latente en estas lineas celulares
infectadas. Se trata de seis antigenos nucleares denominados EBNA, tres
antigenos de membrana llamados LMP y dos ARNs de pequefio tamafio localizados

en el nacleo y que se conocen como EBER (Bellas, Santdén & Plaza, sf).



Dependiendo de los genes expresados en la célula hospedera, se han
descrito tres formas diferentes de latencia del EBV, que se detallan en la Tabla 1.

Cuadro 1. Genes de Latencia del Virus Epstein Barr: Funciones y patrones de

expresion en las malignidades asociadas

Latencial Latencia ll

Linfoma  HL, NPC, Latencia lll
. ) PTLD, PCNSL,
Gen EBV Funcion Burkitt Nasal,
DLBCL
Ca. T/INK- :
L . asociado a VIH
gastrico linfoma

Mantenimiento del genoma episomal
EBNA-1 de EBV + + +
EBNA-2 Agtlyamon de EBV y expresion ) ) +

génica celular
EBNA 3A, Modulacién de EBV y expresion

7 . - - +

-3B, -3C génica celular
EBNALP  Coactivacién con EBNA2 - - +
LMP1 Mimetiza sefial CD40 - - +
LMP2A Mimetiza sefial de receptores de +/- + +

linfocitos B
EBERs ARNSs no codificantes + + +
BARTSs Precursores para micro ARN + + +

Tomado de Fukayama, Ushiku (2011).

DLBCL, linfoma difuso de células B largas, HL, linfoma Hodkgin, PCNSL linfoma primario del sistema nervioso central, PTLD
desorden linfoproliferativo post-transfusional.

Los simbolos en las columnas representan + presencia o —ausencia.

La forma de latencia | se observa en el linfoma Burkitt, carcinoma gastrico y
en los linfocitos B infectados que circulan en la sangre periférica. En esta forma de
infeccion la expresion del genoma viral queda limitada a los EBERs y a la proteina
EBNA-1 cuya funcién es indispensable para mantener el episoma pero que carece
de capacidad inmundgena. Este patron tan restringido de expresion génica permite
a las células infectadas escapar a la vigilancia inmune, favoreciendo asi la
persistencia de la infeccion latente (Fukayama, Ushiku, 2011; Bellas, Santon &

Plaza, sf).

La forma de latencia Il se asocia fundamentalmente a neoplasias. En esta
forma se expresan las proteinas EBNA-1y LMP-1, LMP-2Ay 2B y los EBERs y la
forma de latencia Ill es la que caracteriza a las lineas linfoblastoides y se observa

también en la mononucleosis infecciosa y en la gran mayoria de los trastornos
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linfoproliferativos B asociados a inmunodeficiencia. La inmunosupresion permite
que los linfocitos B infectados expresen todas las proteinas asociadas a la infecciéon

latente sin que sean reconocidos y eliminados (Bellas, Santon & Plaza, sf).
3. Transmision y factores de riesgo

La ruta oral es la principal via de transmision, sin embargo, hay casos
documentados por transfusion sanguinea. En paises en desarrollo, la infeccion se
adquiere antes del primer afio de vida. La practica de pre-masticacion de los
alimentos de los infantes puede contribuir a la infeccién. En paises desarrollados,
la infeccion se adquiere usualmente después de un afio de vida hasta la
adolescencia. Cerca del 50% de infeccion primaria en adultos resulta en

mononucleosis infecciosa (Hjalgrim, Friborg & Melbye, 2007; CDC, 2006).

La mononucleosis infecciosa se adquiere usualmente por transferencia de
saliva en adultos jévenes. Woodman y su equipo (2005), realizaron un estudio de
cohorte en mujeres jovenes sexualmente activas, en quienes se encontrd
asociacion entre el namero de parejas sexuales y la infeccion por EBV;

adicionalmente se detecté ADN viral en muestras citologicas del cérvix.
4. Persistencia, latencia e historia natural de la infeccion

El virus logra la persistencia de por vida en el hospedero humano, gracias a
su habilidad de evadir la respuesta inmune por medio de la infeccion de linfocitos B
y su capacidad de replicarse en la mucosa oral. Después de la infeccién primaria,
el virus ingresa a las células B, y se mantiene en ellas, en muchos casos
indetectable, en estado latente de por vida. EBV puede también infectar las células
epiteliales de la mucosa, en las cuales produce una replicacién viral intermitente.
Las células B actian como reservorio del virus en estado latente en portadores
sanos, algunas expresan genes virales latentes, permitiendo la persistencia del

virus y evitando la accién citotéxica de los linfocitos T. Aunque, existen poblaciones
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celulares que esporadicamente expresan los genes asociados a la transformacion

y crecimiento viral (Neparidze & Lacy, 2014).

Cuando se asocia EBV a neoplasias se sospecha que deriva de la
reactivacion viral, la cual se debe a la interaccion con factores externos adicionales
(Young, 2008).

En estado latente, EBV expresa las siguientes proteinas: EBNA-2, EBNA-3 y
EBNA-LP (factores de transcripcion); LMP1 y LMP2A (proteinas de sefalizacion), y
EBNA-1 (factor de segregacion cromosoémica). Estas proteinas juegan un papel
muy importante en la transformacion celular; LMP1 es una proteina integral de
membrana que pertenece a la familia de receptores del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF), es capaz de inducir el desarrollo de linfomas en ratones transgénicos y afecta
la replicacion cuando se expresa en fibroblastos. Ademas, LMP1 actia como un
activador constitutivo del factor de transcripcion NF-kB y de las proteinquinasas
activadoras de mitégenos (cinasas de MAP). Por otro lado, LMP2A confiere
caracteristicas transformadoras cuando se expresa en células epiteliales en cultivo,
por lo que podria ser un factor importante en la oncogenicidad de EBV relacionada
con cancer gastrico. EBNA-1 promueve la inestabilidad gendmica, actividad que
podria explicar la translocacién myc-BCR que caracteriza al linfoma de Burkitt
vinculado con EBV (Rickinson & Kieff, 1996; Kulwichit, Edward, Davenport, Baskar,
Godfrey et al, 1998; Allen, Young & Dawson, 2005).

Debido a que EBV establece una infeccion persistente que dafia el epitelio
del tubo digestivo y respiratorio de forma constante, se ha propuesto que de forma
analoga a Helicobacter pylori, la reaccion inflamatoria contribuye al cancer. Sin
embargo, los elementos de la respuesta inflamatoria que participan en este proceso

se comprenden en menor medida (Fuentes, Camorlinga & Maldonado, 2009).
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5. Neoplasias asociadas a EBV

El virus Epstein Barr ha sido asociado con una amplia variedad de neoplasias
linfoideas asociadas a linfocitos B, entre ellos linfoma de Burkitt, linfoma no
Hodking, linfoma de células T/NK, linfoma de Hodgking, linfomas asociados a
pacientes post-transplantados o con VIH, carcinoma nasofaringeo y cancer gastrico
(Neparidze & Lacy, 2014).

EBV infecta linfocitos B y T, células dendriticas, células del musculo liso,
epitelio plano de orofaringe y nasofaringe y epitelio glandular de tiroides, estbmago
y glandulas salivales. Sin embargo, los linfocitos B son el mayor reservorio para la
persistencia de EBV (Neparidze & Lacy, 2014).

Las caracteristicas de la infeccion latente con capacidad de transformacion en
malignidades estan asociadas al mantenimiento de un niamero estable de genomas
episomales extracromosémicos y la alta expresién de genes virales. Los genes
virales de latencia codifican seis proteinas nucleares (EBNA-1, -2,-3A, -3B, -3Cy —
LP), tres proteinas citoplasmaticas latentes en la membrana (LMP1, -2A, -2B) y ARN
no traducidos EBER 1y 2, asi como el transcrito en sentido positivo BamHI. De
ellos, solo se ha demostrado que EBNA-1, -2, -3A y -3C y LMP1 son esenciales
para la transformacion de células B en células neoplasicas (Neparidze & Lacy,
2014).

EBNAL es una fosfoproteina ligada a ADN requerida para la replicacion y
mantenimiento del genoma episomal de EBV. EBNA-2 y EBNA-3 median la
activacion transcripcional de los genes celulares y virales. LMP1 es la mayor
proteina transformante de EBV y en un oncogen clasico in vitro. LMP1 funciona
como un miembro activado de la superfamilia de receptores del factor de necrosis
tumoral, mimetizando la sefal de CDA40. Las propiedades pleiotropicas
oncogénicas de LMP1l son mediadas por la activacibn de varias vias de
sefalizacion, incluyendo el factor nuclear kB, regulado a su vez por BCL2. LMP2A
mimetiza los receptores de células B (BCR). Debido a la ausencia de expresion de
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genes virales liticos, incluyendo ADN polimerasa de EBV, las células con infeccion
latente no son susceptibles a los antivirales analogos de nucledsidos como Aciclovir

o Ganciclovir (Neparidze & Lacy, 2014).

Tres distintos patrones de expresion de proteinas virales de latencia son
identificados en malignidades asociadas a EBV, seguin se muestra en el Cuadro 1.
El linfoma Burkitt es caracterizado por la expresion Unicamente del gen EBNA 1
(latencia I), mientras que la expresion de los 6 EBNAs y LMP1, -2A, y -2B (latencia
[Il) caracteriza los linfomas relacionados con inmunosupresiéon. En la latencia Il, la
expresion es limitada a EBNA 1 y los LMPs, como ocurre en linfoma Hodgking y
carcinoma nasofaringeo. Sin embargo, los patrones de latencia especificos estan
ligados a malignidades relacionadas a EBV, con una heterogenicidad de expresion
sobre los tumores del mismo tipo histoldégico. La respuesta inmune a infeccién
latente por EBV correlaciona con los patrones de expresion latente del virus, lo cual
es importante por las implicaciones de la inmunoterapia para malignidades

especificas asociadas a EBV (Neparidze & Lacy, 2014).

El papel patogénico de EBV en la oncogénesis es un area bajo investigacion.
Este virus activa multiples sefiales celulares de transcripcion que regulan el
crecimiento celular y promueven su sobrevivencia. Ha sido detectada variabilidad
geografica en la incidencia de algunos tumores relacionados con este virus. Por
ejemplo, el linfoma de Burkitt es endémico en el sur de China y Africa ecuatorial,
pero no es comun alrededor del mundo. El linfoma extranodal nasal del tipo
NK/linfocitos T muestra una predileccion geogréafica por regiones de Asia, Sur
América, Centro América y rara vez por Norte América y Europa. A la fecha no
existe explicacion para estas asociaciones geograficas, sin embargo, estudios
preliminares implican cofactores ambientales sobre predisposicion genética o cepas

virales oncogénicas (Neparidze & Lacy, 2014).

EBV también estd asociado como factor no queratinizante en carcinoma

nasofaringeo y carcinoma gastrico. El papel patogénico de este virus en la
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carcinogénesis epitelial ain no es bien dilucidado. Como EBV esta asociado a
linfomas, la infeccién en estos epitelios neoplasicos es latente, con expresion de
EBNA 1 asi como EBERs y BARTSs no traducidos. Las oncoproteinas LMP se cree
que juegan un papel oncogénico directo, promoviendo la expresion de genes,
crecimiento celular y escape de apoptosis. Los descubrimientos recientes de los
micro-ARNSs codificados por EBV muestran una funcion reguladora y pueden jugar
un papel importante en la carcinogénesis (Neparidze & Lacy, 2014; Fukayama &
Ushiku, 2011).

La infeccion por EBV sola no es suficiente para transformar las células
epiteliales, por otro lado, multiples anormalidades epigenéticas y genéticas han sido

descritas asociadas a este virus en cancer gastrico (Neparidze & Lacy, 2014).

El papel de EBV en el cancer géastrico fue sugerido por primera vez en un
estudio realizado en pacientes asiaticos. El genoma de EBV fue identificado dentro
del carcinoma gastrico y el epitelio displasico adyacente, pero no se encontro en los
linfocitos circundantes, células del estroma, células de metaplasia intestinal y
mucosa normal. Ademas, la deteccion de episomas monoclonales de este virus en
cancer gastrico, sugieren fuertemente el papel etiolégico en esta neoplasia. El
cancer gastrico asociado a EBV esta caracterizado en la regiéon promotora de la isla
de metilacion CpG en varios genes relacionados al cancer, algunos silenciados
como PTEN, p16 y E-caderinas. Histopatol6gicamente existen dos subtipos de EBV
asociados a cancer gastrico, el linfoepitelioma similar a carcinoma y el

adenocarcinoma gastrico convencional (Neparidze & Lacy, 2014).

EBV es detectado entre el 5 — 10 % de casos de cancer gastrico alrededor del
mundo. El carcinoma gastrico asociado a EBV se caracteriza por presentar un
infiltracion linfoide y localizacién proximal, distinguible de otros tipos de carcinoma
gastrico que ocurren en personas joévenes con caracteristicas histopatologicas
propias. El patrén latente de EBV en carcinoma gastrico corresponde a un estadio
de latencia intermedia regulada por EBNA-1, EBERs, BARF-0, LMP-2A y micro
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ARNSs, ademas se pueden expresar algunos genes liticos como BARF-1 y BHRF-1.
La principal anormalidad molecular en el cancer gastrico asociado a EBV es la isla
de metilacion CpG en la region promotora de varios genes relacionados al cancer.
Esta metilacion se atribuye a LMP-2A, lo cual ocasiona la represion del gen supresor
tumoral PTEN (Fukayama & Ushiku, 2011; Luo et al, 2005).

En cultivos celulares en biopsias de pacientes con cancer gastrico EBV
expresa proteinas de latencia, que le confiere resistencia a apoptosis inducida por
un proceso de deprivacién. En este proceso se expresan varias proteinas como
HTLV-1 Tax, HPV-16E6, HBXx regulan la sobrevivencia celular, como ocurre en otras
neoplasias, como mecanismo comun expresado por virus oncogénicos (Hino et al,
2008).

Aun existen discrepancias en la literatura en cuanto a las caracteristicas
clinico-patoldgicas y el prondstico en el cancer géastrico asociado a EBV. Se
considera que existen diferencias clinicas y moleculares en ambos tipos de cancer
gastrico asociados a este virus. Por lo que se necesitan futuras investigaciones
para determinar el curso clinico y la sobrevivencia de pacientes, asi como las
implicaciones terapéuticas relacionadas con la presencia de EBV (Neparidze, Lacy,
2014).

6. Interacciones entre EBV y otros agentes

El virus Epstein Barr permanece en estado de latencia en los humanos a lo
largo de la vida del hospedero, sin manifestar consecuencias. Esto sugiere
fuertemente que existen factores capaces de reactivar la replicaciéon viral con

potencial carcinogénico asociado.

EBV puede ser reactivado desde un estado latente por varios mecanismos que

le permiten desarrollar patologias, los factores identificados son:
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a. Antigenos externos

En portadores sanos, EBV se mantiene latente expresando Unicamente
EBERs en linfocitos B de memoria. La replicacion viral puede ocurrir Unicamente
en los periodos en los que las células estan en division, lo cual puede ocurrir ya sea
cuando estos linfocitos se dividen o cuando se diferencian en células plasmaticas
debido a que son activadas ante la presencia de antigenos externos, como parte de
la respuesta inmune. Lo cual significa que cualquier infeccion adicional puede

potencialmente reactivar al EBV en estas células (Laichalk & Thorley, 2005).
b. Inmunodeficiencia

La infeccion por VEB esta estrictamente regulada bajo estrecho control por la
inmunidad mediada por células en individuos inmunocompetentes. Las
inmunodeficiencias iatrogénicas como en receptores trasplantados, congénitas o
relacionadas con VIH permiten la diseminacion descontrolada de EBV reactivados
desde linfocitos B infectados, los cuales pueden ocasionar varios desoérdenes
linfoproliferativos (IARC, 1997).

C. Malaria

La infeccion con ambos agentes EBV y Plasmodium falciparum juntos, son
reconocidos por generar el linfoma Burkitt en nifios entre los 5 a 9 afios de edad que
viven en areas endémicas para malaria con una carga elevada de EBV en linfocitos
T; los cuales coinciden con los picos de elevacion de la enfermedad. Ademas, la
malaria aguda permite el incremento de niveles circulantes de EBV que se agudiza
tras el tratamiento anti malaria. Un mecanismo molecular directo ha sido
demostrado entre P. falciparum y EBV. Una proteina de membrana del P.
falciparum, la CIDIR1a, que posee un dominio rico en cisteina, ha demostrado que
actia como un activador de linfocitos B e induce el ciclo litico de EBV (Chéne et al,
2007).
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d. Alimentos

En la region sur de la Republica Popular de China, en donde el carcinoma
nasofaringeo es una malignidad muy comun, la ingestién de pescado salado ha
demostrado ser un importante factor de riesgo para desarrollar esta neoplasia. En
Tuanez, alimentos preservados con varias especies también han sido asociados con

el carcinoma nasofaringeo (Shao et al, 1988).
e. Inflamacién

El factor de crecimiento beta TGFB-1 es una citosina multifuncional que se
expresa durante inflamacion e induce la reactivacion de EBV en lineas celulares de
carcinoma gastrico infectadas con este virus, por induccion inmediata de BZLF-1y

sus proteinas (Fukuda et al, 2001).
f. Agentes quimicos y drogas

Existen varios compuestos quimicos que pueden activar del periodo de
latencia del virus a un periodo litico en cultivos celulares. Entre estos grupos se
incluyen ésteres, los cuales son agonistas de proteinquinasa C; el butirato de sodio
y la tricostatina A actlan como inhibidores de histona diacetilasa; el 5-aza-2-
deoxycitidina, el cual es un inhibidor de ADN metiltransferasa, y la inmunoglobulina

G, la cual activa receptores en linfocitos B (Fukuda et al, 2001).
7. Marcadores bioldgicos y el estadio de la infeccién
a. Respuesta a anticuerpos anti EBV

La deteccion de anticuerpos anti EBV en fluidos biologicos es el método de
diagndéstico mas utilizado. Distintos patrones de respuesta de anticuerpos han sido
identificados entre la infeccion primaria, infeccion latente, portadores sanos,

reactivacion viral y varias enfermedades asociadas a EBV.

En la mononucleosis infecciosa, al inicio de los sintomas clinicos de la

enfermedad hay una elevacion sustancial de los titulos de anticuerpos IgM dirigidos
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hacia la capside viral (ACV). Esta IgM desciende a partir de las 4 a 6 semanas del
inicio de la sintomatologia y desaparece alrededor del tercer mes. Sin embargo, es
poco especifica y las infecciones por otros virus del grupo herpes pueden inducir la
aparicion de este anticuerpo. Asi mismo, las enfermedades con gran activacion
inmune también pueden producir su aparicion. Aparece en el 60% de los nifios
mayores de 12 afios y adultos (IARC, 1997).

En los primeros seis meses, después de la infeccion, se observan picos de
elevacion de anticuerpos IgG hacia antigenos de expresion temprana (EA), los
cuales se dividen en antigeno temprano difuso (EA-D), el cual codifica para BMRF-
1 y el antigeno temprano restringido (EA-R) que codifica para BHRF-1 y para
antigenos de la capside viral, algunas veces aparecen anticuerpos IgA para esos
antigenos. Mientras los titulos de anticuerpos IgM anti- ACV desaparecen a los
pocos meses, los titulos de anticuerpos IgG-ACV se elevan, mientras que los
anticuerpos IgG anti-EA se vuelven indetectables. Los anticuerpos neutralizantes a
las glicoproteinas de envoltura gp350 son detectables durante la fase aguda de la
mononucleosis infecciosa, pero pueden tornarse indetectables con el paso del
tiempo (IARC, 1997; Da Silva, Garcia & Gonzalez 2010).

La serologia para los anticuerpos anti-EBNA (antigenos del nucleo viral),
presentan un patron interesante en la mononucleosis infecciosa, en cuanto que
durante la fase aguda de la infeccion los pacientes muestran respuesta hacia EBNA-
2, algunas veces hacia EBNA-3A, -3B y -3C, mientras que la respuesta de IgG anti-
EBNA-1 es usualmente indetectable hasta la convalecencia de la enfermedad. La
produccion de estos anticuerpos anti-EBNA-1 se elevan al progresar la enfermedad,
manteniéndose elevados por mas tiempo que los anticuerpos anti-EBNA-2 (IARC,
1997).

En portadores sanos, los anticuerpos neutralizantes anti-gp350 y EBNA-1 se
detectan continuamente en el suero, el titulo de estos anticuerpos es estable a

través del tiempo, pero presenta variaciones entre individuos. Aunque los
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anticuerpos para EBNA-1 y anti-ACV (cépside) persisten durante toda la vida,
parece que no tienen un papel protector (Moss et al, 1992).

En neoplasias asociadas a EBV no se ha definido un patron especifico que
pueda definir el prondstico en estos pacientes. Sin embargo, IgA anti-ACV fue

propuesto como un marcador prondéstico para cancer nasofaringeo (Lo, et al., 2004).

Se ha desarrollado una prueba rapida y facil de realizar mediante la técnica
de inmunofiltracion (IMFA) que detecta anticuerpos IgM contra el factor ZEBRA
(acrénimo de las proteinas de superficie BZLF1, Zta, Z, EB1), las cuales se
expresan unicamente durante el periodo de latencia. Posee 92.5 % de sensibilidad
y especificidad del 97.3 %, lo que permite sustituir la técnica de deteccion de

anticuerpos heterdfilos en nifios menores de 5 afios (Bravo, et al., 2009).
b. Deteccion de EBV en tejidos y sueros

En portadores sanos, EBV esta presente en forma latente como ADN
episomal o circular en linfocitos B. La frecuencia de EBV en sangre periférica varia
de 1 copia de ADN episomal en 1 x 10° — 107 células mononucleares, o 1 copia en
1 x 10* linfocitos B, permaneciendo esta cantidad constante a lo largo de la vida.
Se ha calculado que se requiere menos de 1 en 40 células infectadas por EBV para
replicarlo en sangre periférica en portadores sanos, por lo cual se requiere de
pruebas como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para detectarlos
(IARC, 1997).

El genoma de EBV puede ser detectado en células tumorales por PCR o
hibridizacion in situ usando el fragmento viral BamH1 como sonda. Sin embargo, el
uso de sondas especificas para ARNs que codifican segmentos cortos nucleares
como EBER-1 o EBER-2, han mejorado la deteccion debido a que son altamente
expresadas en neoplasias. Ademas, la hibridizacion in situ de la regién codificante
EBER de EBV es la metodologia de eleccién para la deteccién en biopsias. Varios

estudios demuestran que las tinciones de los nlcleos de células infectadas por EBV,
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remarcan la cromatina y presentan nucléolos periféricos. Aunque en varios paises
el diagndstico de malignidades asociadas a EBV se enfoca en la deteccion de ADN
viral o los productos de los genes en células neoplasicas, se prefiere la deteccion
de sondas especificas de ARNs que indican la replicacion activa (Neparidze & Lazy,
2014).

La deteccion del transcrito EBER por hibridizacion in situ es considerado el
método estandar de oro para localizar EBV latente en muestras tisulares, ya que
este transcrito se expresa universalmente en todos los tumores asociados con EBV.
La deteccion inmunohistoquimica de la expresion de LMP1 en células tumorales no
se expresa en todos los tumores, por lo que es un débil marcador de este tipo de
neoplasias (IARC, 1997; Neparidze & Lazy, 2014; Fukayama & Ushiku, 2011).

La determinacion del ADN de EBV en sangre completa, células
mononucleares de sangre periférica, plasma o suero por PCR, ha sido
extensamente evaluada como un potencial marcador de malignidades asociadas a
este virus. Este tipo de deteccidn es particularmente Util para predecir el desarrollo
de desodrdenes linfoproliferativos post-transplante (PTLD) y el monitoreo de
respuesta al tratamiento (Neparidze & Lazy, 2014).

Por otro lado, para el diagndstico de carcinoma nasofaringeo, se recomienda
la deteccion de ADN gendmico de EBV por PCR usando genes EBV (EBNA-1,
EBNA-2 y LMP-1) como blanco en muestras de tejidos obtenidas de biopsias por

aspiracion con aguja fina (Yap et al, 2007).

El ADN del EBV extracelular ha sido detectado en plasma y suero de
pacientes con malignidades severas asociadas a EBV, como enfermedad de
Hodgkin, linfoma de células T/NK, linfoma de Burkitt, carcinoma nasofaringeo y
carcinoma gastrico. El ADN de EBV en plasma puede ser cuantificado por PCR-
tiempo real, constituyéndose en un marcador Gtil para diagndstico, monitoreo y

prediccion de estas enfermedades asociadas a EBV (Lo et al, 2001).
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Aun cuando no se detecte ADN viral en individuos portadores sanos, se puede
detectar el ADN de EBV en sus linfocitos, debido a que dicho ADN viral no suele
encontrarse en suero en ausencia de enfermedad activa. Sin embargo, en casos
de reactivacion de las enfermedades, el ADN puede detectarse séricamente como
ocurre en infecciones primarias, lo que permite el diagnostico de reactivacion en

pacientes inmunocomprometidos (IARC, 1997).
8. Epidemiologia de la infeccion

En la década de 1970 la Agencia Internacional para Investigacion en Cancer (IARC
acrénimo en inglés) demostré que mas del 90 % de adultos alrededor del mundo
estan infectados por EVB, basados en la detecciébn de anticuerpos anti-EBV
(especialmente anticuerpos para capside viral (ACV) vy fijacién del complemento.
Varios estudios epidemiolégicos, han demostrado desde entonces la alta
prevalencia de EBV, inclusive en poblaciones que habitan en areas remotas (IARC,
1997; Young, 2008).

La edad de la primera infeccion varia sustancialmente y la exposicion al EBV
esté asociada a factores socioecondmicos, como hacinamiento y malas condiciones
sanitarias. Por ejemplo, mientras mas del 80% de nifios en Uganda fueros
detectados seropositivos para EBV al afio de edad, a esa misma edad el 45% de
nifios en areas rurales de Estados Unidos de América estaba infectados (Hsu &
Glaser, 2000).

Sin embargo, la infeccién primaria por EBV durante el periodo de la infancia
temprana, es usualmente subclinica o presenta sintomas similares a afecciones
respiratorias, al contrario de lo que ocurre cuando es adquirida por primera vez en
infancia tardia y adolescencia manifestandose con mononucleosis infecciosa (Hsu
& Glaser, 2000).

Chan y colaboradores (2001), determinaron en una regién de Hong Kong, la

edad de primera infeccion por EBV a los ocho meses de edad, lo cual implica un
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papel protector por anticuerpos maternos y explica parcialmente que durante la

infancia temprana no se desarrollen sintomas.

Los principales tipos de EBV, EBV-1 y EBV-2 han sido identificados en
diferentes areas geograficas. Pacientes inmunocomprometidos presentan los dos
subtipos de EBV. EBV-2 es mas comun en Africa y en hombres homosexuales,
pero, otros estudios demuestran que los pacientes con infeccion por VIH, tienen
menores tasas de infeccion por EBV-2 (Thompson & Kurzrock, 2004).

C. Cancer gastrico

El cancer tiene un origen multifuncional y su desarrollo depende de la
interaccion de determinados genes con el medio ambiente, los que contribuyen con
su aparicion y progreso. Entre los factores ambientales, se ha encontrado
asociacion entre el alto consumo de sal, alimentos ahumados y alto consumo de
frituras con el desarrollo de adenocarcinomas gastrico, ademéas de los factores
clasicos considerados como carcinogénicos, como el tabaco y alcohol (De la Riva,
Mufioz & Sola, 2004).

Aun cuando existen etiologias con fuerte componente hereditario en los que la
genética del paciente es el principal determinante del desarrollo del cancer, la mayor
parte de las mutaciones son esporadicas, tanto asi que se considera que menos del
15 % de estas neoplasias tienen un componente genético heredado. Por ello se
considera que el principal desencadenante de estas neoplasias es la exposicion a
carcindbgenos ambientales, 0 a agentes infecciosos que contribuyen a generar las
neoplasias y a quienes se les denomina como agentes carcinégenos (Schottenfeld,
Beebe-Dimmer, 2006; McLean, EI-Omar, 2014).

El cancer gastrico (CG) es una de las neoplasias mas comunes, se ubica como
segunda causa de cancer alrededor del mundo. Alrededor de 70% de nuevos casos
y muertes relacionadas con esta neoplasia ocurren en paises en desarrollo. Los

mecanismos epigenéticos son esenciales para el desarrollo normal y mantenimiento
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de los patrones de expresién genética en mamiferos.  Recientes avances en la
epigenética del cancer han mostrado reprogramaciones extensas de cada
componente de la maquinaria epigenética en cancer, incluyendo metilacion de ADN,
modificaciones de histonas, posicionamiento de nucleosomas, ARNs no codificados
y micro ARNs. La metilaciébn aberrante de ADN en las regiones promotoras de
genes, las cuales permiten la inactivacion de supresores tumorales y otros genes
relacionados con cancer en células cancerosas, siendo el mecanismo mejor
explicado en el cancer gastrico. La ventaja de la metilacion genética es utilizar el
ADN como blanco para la deteccion y diagnostico de cancer, en muestras de
biopsias, asi como en lavados gastricos (Qu, Dang & Hou, 2013).

Tradicionalmente se clasifica al cancer gastrico en dos subtipos principales,
intestinal o difuso, basados en la clasificacion de Lauren. Estos subtipos se
diferencian por sus caracteristicas moleculares y los patrones en el desarrollo. Por
ejemplo, el tipo intestinal generalmente surge de cambios gastricos premalignos,
como gastritis cronica atréfica, seguida por metaplasia intestinal y displasia, que
desarrolla cambios inflamatorios crénicos. En contraposicion, la forma difusa no
surge de cambios previos sino que aparece desde una mucosa gastrica normal sin
estadios previos de malignidad. Este tipo de neoplasia esta asociado con

caracteristicas patolégicas como pérdida de la cohesiéon (McLean & EI-Omar, 2014).

Una caracteristica comun en la infecciéon por agentes oncogénicos virales y
bacterianos es su tendencia a establecer infecciones, que pueden durar toda la vida,
en el individuo afectado. La infeccion por EBV ocurre generalmente en la infancia
y las primeras manifestaciones tumorales, usualmente se presentan después de los
50 afios de vida. Este tipo de infecciones persistentes desencadenan reacciones
inflamatorias crénicas, en las cuales el sistema inmunitario logra confinar la
infeccion a un namero limitado de células, ya que no es efectivo para erradicarlas
del organismo. Esta respuesta inflamatoria crénica provoca un dafio significativo y
constante al 6érgano infectado, que puede propiciar la aparicion de cancer (Fuentes,
Camorlinga & Maldonado, 2009).
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La respuesta inflamatoria a agentes infecciosos se caracteriza por la expresion
local de citosinas, quimiocinas y moléculas de adhesion, las cuales regulan el
reclutamiento secuencial de leucocitos y estimulan fibroblastos y células
endoteliales para dividirse y producir componentes de remodelacion de tejido y
neovascularizacion. Esta reaccion la regula en particular la via NF-kB, que activa
la transcripcion de factores de crecimiento, genes antiapoptoticos y otras proteinas
como cliclooxigenasa 2 (COX2), sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), citosinas
proinflamatorias, moléculas de adhesion, quimiocinas y metaloproteinasa 9 (MMP9)
(Li & Verma, 2002).

En condiciones normales, una reaccion inflamatoria se autolimita a través de
la disminucion de factores proinflamatorios e incremento de antiinflamatorios. Las
células inmunitarias sufren apoptosis y son fagocitadas, ademas de que se revierten
los cambios vasculares. Se conoce poco acerca de los mecanismos de resolucion
de la inflamacion y la manera por la cual se evaden infecciones persistentes. Sin
embargo, la permanencia de los leucocitos, principalmente linfocitos denotan un

proceso de inflamacion crénica (Fuentes, Camorlinga & Maldonado, 2009).

En el microambiente del tumor, la interaccién entre varios tipos celulares
determina el efecto de las citosinas sobre el desarrollo y progresion de las
neoplasias. IL-23, TGF-B, IL-6, IL-17 y TNF-a tienen efectos directos sobre el
crecimiento celular, la sobrevivencia y las propiedades invasivas de las células
tumorales, a la vez que dirigen infiltracion del sistema inmunitario que diseminan el

tumor en otros microambientes (Fuentes, Camorlinga & Maldonado, 2009).

La relacion infeccion e inflamaciéon con cancer se comprende mejor en el
cancer gastrico, que resulta por el dafio intracelular del epitelio gastrico, o por
induccion de transcripcion y replicacion de células infectadas como ocurre en EBV,
ambos de manera constante, probablemente a través de la reaccion inflamatoria a
la infeccion. En la actualidad, se reconoce que una gran variedad de neoplasias

inicia a partir de procesos de inflamacion crénica (Coussens & Werb, 2002).
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Los sintomas clinicos de cancer gastrico tienden a aparecer tardiamente en el
desarrollo de la enfermedad, cuando las opciones de tratamiento son limitadas, lo
gue contribuye a un mal pronéstico de la enfermedad. Sin embargo, se contindan
realizando investigaciones para comprender mejor la patogénesis de esta neoplasia
a nivel celular, a fin de identificar biomarcadores que permitan un diagndstico

oportuno y monitorear la progresion o recurrencia (McLean & EI-Omar, 2014).

Skaradkiewicz 'y colaboradores (2015), evaluaron por técnicas
inmunohistoquimicas la expresion de las proteinas p53 y bcl-2 en biopsias de
carcinoma gastrico, determinando que EBV esta asociado con adenocarcinomas y

relacionado con resistencia a apoptosis.
1. EBV y céncer gastrico

El otro agente oncogénico relacionado con cancer gastrico es el EBV. Se
conocen dos mecanismos directos de transformacion a partir de la infeccion viral.
El primero se debe a la expresion de oncogenes virales, que alteran diferentes vias
de sefalizacion celular o inactivan genes supresores de tumores; el segundo
supone la insercion del genoma viral en sitios criticos del genoma celular. En ambos
casos, se afecta sobre todo la capacidad de proliferaciéon y la apoptosis celular
(Butel, 2000).

EBV asociado a carcinoma gastrico es definido por la presencia de infeccion
latente del virus en células neoplasicas. EBV codifica micro ARNs, y EBER, los
cuales son abundantes en las células infectadas por el virus en estado latente
(arriba de 107copias por célula). Usando hibridizacién in situ para deteccion de
EBER, todas o por lo menos la mayoria de las células neoplasicas muestran una
sefal positiva. Por lo que la hibridizacion in situ de EBER ha sido usada como
método estandar de oro para identificar a EBV asociado a carcinoma gastrico.
Factores étnicos y ambientales han sido implicados en la variabilidad de las
frecuencias, pero hasta la fecha no han sido conclusivos. La frecuencia varia del

15% en Chile, 9.9% para Estados Unidos, 9.2 % para Europa y 8.3 % para Asia. Un
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estudio de meta analisis reporta una incidencia anual de cancer gastrico alrededor
del mundo de 900,000 casos, con 70,000 a 80,000 nuevos casos cada afio
(Fukuyama & Ushiku, 2011).

El carcinoma gastrico es una de las neoplasias mas frecuentes en paises
como Japon y es uno de los tumores relacionados con EBV. Sugiura y
colaboradores (1996) determinaron que el 7% de los carcinomas gastricos estaban
relacionados a infeccion por EBV, con deteccion de la expresién de los antigenos
nucleares EBNA1 y LMP2A pero no EBNA2 o LMPL1. La transcripcion de EBNA fue
iniciado por uno de los tres promotores Qp, mientras que Cp y Wp fueron
silenciados, reflejdndose en la ausencia de EBNA2. La proteina latente de
membrana (LMP) 2a fue detectada en 42.85% de los casos evaluados. La
transcripcion de la region BamHI-A fue detectada en todos los casos. El gen de
replicacion temprana BZLF1 y sus productos no se expresd en ninguno de los

casos, lo que sugiere gque las células portadoras de EBV estaban en latencia.

Este tipo de neoplasia es altamente prevalente en Asia, particularmente en
China, y es una de las mayores causas de muerte por cancer alrededor del mundo
(Qu, Dang & Hou, 2013).

Las caracteristicas epidemiolégicas del cancer gastrico asociado a EBV
incluyen predominio del género masculino y un mayor nimero de casos en edad
juvenil. Frecuentemente se asocia por endoscopia como tumores ulcerados
acompafados de dafio en la pared gastrica. Muestra un bajo grado de nodulos
linfaticos implicados, especialmente durante los estadios tempranos de ubicacién
en la mucosa. La incidencia de multiples carcinomas parece ser mayor en cancer

gastrico asociado a EBV (Fukuyama, Ushiku, 2011).

Estudios para esclarecer la histogénesis de cancer gastrico asociado a EBV
estdn enfocados en dos direcciones, una es caracterizar el linaje de células
neoplasicas y trazar una secuencia morfolégica de la infeccion por EBV en las

células del epitelio gastrico; mientras que la otra linea de investigacion esta
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orientada en la progresion del carcinoma gastrico, identificando varias moléculas,
especialmente inmunomoduladores, los cuales estan asociados con el

reclutamiento de linfocitos en el estroma gastrico (Fukuyma, Ushiku, 2011).

Al investigar la relacion entre H. pylori y EBV en enfermedad gastrointestinal,
Sanket y col (2011), determinaron que la presencia de ambos agentes fue mas alta
en los pacientes con cancer gastrico y Ulcera péptica que en los pacientes que
presentaban dispepsia no ulcerosa. No se encontré diferencia significativa en
pacientes con cancer gastrico y la presencia de EBV, por lo que se sugiere un
posible papel de H. pylori en modular la conversion de EBV de su estadio latente al

litico y con ello favorecer el desarrollo de cancer gastrico.
2. Factores asociados a desarrollo de cancer gastrico

Considerando la profunda y amplia variedad de eventos involucrados en el
desarrollo de cancer gastrico, como metilacién, silenciamiento de genes, se
incrementan las evidencias del potencial oncogénico de algunos factores
ambientales como la poluciéon quimica, componentes dietéticos y otros factores
exdgenos. Es claro que entre los factores de riesgo mayores para el desarrollo de
esta neoplasia es la infeccion por Helicobacter pylori y en alguna medida por EBV.

Entre los factores asociados al desarrollo de este tipo de cancer estan:
a. Edad

Es un importante factor de riesgo en el desarrollo de cancer gastrico. Los
genes relacionados con tumores raramente son metilados en personas jovenes, en
contraste con personas mayores. La asociacion entre disminucion global de la
metilacion de ADN de genes oncogénicos y la edad ha sido reportado tanto en
humanos como en modelos animales. Por otro lado, la metilacion de genes
supresores de tumores aumenta de forma directa con la edad de los pacientes,
habitualmente en regiones exodnicas relacionadas con secuencias promotoras.

Describiéndose un aumento en el nimero de casos a partir de los 30 afios. Sin
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embargo, Matta & De Leo6n (2015) indican que, para Guatemala el rango de edad
mas afectado es de 41 a 80 afos (Qu, Dang & Hou, 2013).

b. Dieta

Factores nutricionales, como deficiencias de folatos y deficiencia de colina son
conocidas como inductoras de hipometilacion, principalmente de genes supresores
de tumores. Estas deficiencias estan asociadas usualmente a deficiencias en
metionina, la cual es indispensable para la sintesis de acido folico y es provista en
frutas y vegetales. Por otro lado, varios estudios han demostrado el papel protector
de la ingesta de té verde, se considera que esto es debido a que este té posee
varios compuestos polifendlicos que tienen un papel protector sobre el ADN (Qu,
Dang & Hou, 2013).

C. Inflamacion cronica

Estudios epidemiologicos han identificado que existe una fuerte relacion entre
las infecciones crénicas y la inflamacién con la expresion de genes de latencia de
EBV relacionados con cancer, considerandolos por ello, como el mayor factor de
riesgo en varios tipos de cancer. Existen varios mediadores inflamatorios como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la Interleucina 1 (IL-1) y especies reactivas
de nitr6geno que estan envueltas en la metilacion aberrante del ADN durante la
génesis del tumor, incluyendo la del cancer gastrico. Sin embargo, los mecanismos
bioldgicos no estan bien dilucidados aun, por lo que se contintia estudiando el tema
(Qu, Dang & Hou, 2013).

d. Actividad fisica

Por otro lado, es bien conocido por estudios epidemioldgicos que la actividad
fisica protege de céancer, incluyendo al cancer gastrico. Se han encontrado
secuencias genéticas supresoras de cancer metiladas en pacientes con cancer

gastrico y sedentarismo, en comparacion con los que realizan alguna actividad
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fisica. De hecho, un gran nimero de genes relacionados con tumores estan

metilados en el epitelio gastrico (Qu, Dang & Hou, 2013).

3. Epidemiologia del cancer gastrico

El cancer es un problema de salud publica, con una considerable cantidad de
casos de morbilidad y mortalidad alrededor del mundo. La OMS calcula que cada
afio hay cerca de 10 millones de casos nuevos, con incrementos anuales alrededor
del mundo. De acuerdo a GLOBOCAN (2012), se estima que 952,000 nuevos casos
de cancer gastrico ocurrieron en 2012 (6.8 % del total de casos de cancer). Estos
hallazgos ubican al cancer gastrico como la quinta causa mas comun de malignidad
en el mundo, después del cancer de pulmoén, mama, colorrectal y préstata. De estos
casos, 70 % ocurren en paises en desarrollo, la mitad de los casos totales a nivel

mundial ocurren en Asia Oriental (predominantemente China) (Ferlay et al, 2013).

El cancer gastrico es la tercera causa de cancer relacionada a mortalidad en
ambos sexos, alrededor del mundo (723 000 muertes en 2012, 8.8 % del total de
defunciones). Sin embargo, la evidencia publicada en 2013 indica que los casos de
cancer gastrico han disminuido en comparacién con las décadas pasadas en
muchos paises europeos, lo cual se atribuye a un cambio en el estilo de vida y
cambios ambientales como disminucién del consumo de cigarros y erradicacion de
H. pylori (McLean & EI-Omar, 2014).

En México, la mortalidad por tumores malignos se ha incrementado de 9.7 %
en 1990 a 12.9 % en 2006. Debido al proceso de transicion demografica y
epidemioldgica actual, se prevé en las proximas décadas un predominio de adultos
mayores con el consecuente aumento en el nUmero de casos de cancer y una mayor

presion economica y demanda de servicios medicos (WHO, 2006).

En Guatemala, el registro del cancer se inicié en 1975 y funciona como una
dependencia de la Liga Nacional contra el Cancer, proporcionando las estadisticas
hospitalarias a nivel nacional. Este registro cuenta Unicamente con el célculo de

tasas de incidencia y mortalidad para el trienio 1995-1997. En estos datos de
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incidencia a nivel del pais, se observa que el cancer del estbmago ocupa el tercer
lugar en frecuencia para ambos géneros, mientras que a nivel del departamento de

Guatemala, es el mas frecuente en hombres y el tercero en mujeres (INCAN, 2002).

Al revisar expedientes de pacientes con cancer gastrico del 2004 al 2007
del INCAN, se determind que al 87 % de los expedientes analizados (248/284) el
diagndstico se realizé por endoscopia y Unicamente a 69 (27.8 %) se le investigo
presencia de H. pylori encontrando positividad en 22 (31.9 %), sin datos referentes
a la infecciéon por EBV. Se encontraron 85 casos de cancer difuso que
corresponden al 34.3 % y 134 de tipo intestinal (54 %). El area del estbmago mas
afectada fue el antro gastrico (44.5 %), unién eséfago y estomago (15.5 %) y cuerpo
(12.3 %). Asi mismo se determiné predominio del género masculino (56.7 %) para
el tipo intestinal y 55.3 % en el tipo difuso. Al analizar los factores de riesgo, se
establecié que la infeccién por H. pylori representa el doble de riesgo de sufrir un

cancer de tipo intestinal que uno difuso (Matta, V. & De Leodn, J., 2015).

Waldheim & Villeda (2014) sefialan que, en el INCAN, se diagnosticaron
neoplasias malignas a 3,165 pacientes, de los cuales 4.1 % eran por cancer de
estomago.

4. Tratamiento

El tratamiento del cancer géastrico depende del estadio de la neoplasia, sin
embargo, es altamente resistente tanto a la radioterapia como a la quimioterapia, el
principal tratamiento es la gastrectomia. Los métodos diagndsticos recientes y los
avances en terapéutica han mejorado la expectativa de vida para los pacientes
diagnosticados tempranamente con cancer gastrico, lamentablemente, el
diagndstico es usualmente en estadio avanzado y el pronéstico es malo. Por ello,
un mejor entendimiento de la patogénesis y eventos moleculares del cancer gastrico
pueden permitir un mejor diagnostico, asi como estrategias preventivas y

terapéuticas para esta enfermedad (Qu, Dang & Hou, 2013).
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El tratamiento de eleccion del cancer géstrico asociado a EBV es la remocion
quirargica. EIl tratamiento endoscopico puede ser aplicado inclusive en algunos
casos especialmente, en etapas tempranas, en las cuales Unicamente existe
invasion a la submucosa, con baja frecuencia de metastasis a nédulos linfaticos.
No se ha observado recurrencia en los pacientes asi tratados por mas de cuatro
afos. Un estudio clinico patolégico en Holanda demostré que el cancer géstrico
asociado a EBV tiene una baja frecuencia de metastasis linfatica comparada con el
cancer de estobmago no asociado a EBV, resultando asi, en un mejor prondstico
para los pacientes con EBV. Aunque es necesario realizar mas estudios para
identificar los mecanismos asociados al pronéstico de los pacientes (Nishikawa, et
al., 2014).

D. Instituto de Cancerologia -INCAN-

La Liga Nacional contra el Cancer es una asociacion sin fines de lucro. Tiene
como objetivo promover la organizacion y realizacion en la Republica de Guatemala
de la lucha contra el cancer y todas sus manifestaciones, actuando por si misma 'y
en cooperacién con los organismos oficiales y privados, cuyos fines sean analogos
a ella. Esta conformada por el Instituto de Cancerologia y Hospital “Dr. Bernardo
del Valle S.” (INCAN), el Departamento de Prevencion, Investigacion y Educaciéon

en Salud (PIENSA), el Patronato y la Farmacia (Liga Nacional contra el Cancer, sf).

1. Historia

La Liga Nacional contra el Cancer fue fundado en 1952 por el Club Rotario
de Guatemala. La comision de organizacion fue presidida por el Doctor Bernardo
del Valle Samayoa, y sus estatutos y personalidad juridica fueron aprobados por
Acuerdo Gubernativo el 3 de febrero de 1953. La primera clinica se inauguro el 28
de agosto de 1953 en las instalaciones del Hospital General San Juan de Dios y su

presupuesto fue financiado por la Liga.



32

En 1954 obtuvo del gobierno, un terreno aledaiio al Hospital Roosevelt, en
donde se construyo el hospital que fue inaugurado en 1969. Inicialmente tenia una
capacidad de alojar a 80 pacientes, actualmente esta capacidad ha aumentado a

121 pacientes (Liga Nacional contra el Cancer, sf).

Actualmente atiende a 80,000 pacientes anuales y detecta en promedio 3,500
casos de cancer con un presupuesto de 75 millones de quetzales cada afio (Liga
Nacional contra el Cancer, sf).



ll. JUSTIFICACION

En Guatemala, el cancer gastrico ocupa el tercer lugar en frecuencia
en ambos géneros, mientras que, a nivel del departamento de Guatemala, es
el mas frecuente en hombres y el tercero en mujeres. Segun datos del
Instituto de Cancerologia (INCAN), la tasa de incidencia del cancer de
estdmago para el trienio de 1997-1999 fue de 5.90 x 100,000 habitantes del
Departamento de Guatemala y de 18.38 x 100,000 habitantes a nivel de pais

(dltimo reporte publicado).

Asi también, segun reportes del INCAN durante el periodo de 1999 a
2010 hubo un aumento en el nimero de casos de cancer gastrico asociado a
la edad de los pacientes. Para el 2,011 Waldheim & Villeda (2014), reportan
gue esta neoplasia representa el 4.1% de casos de cancer atendidos en el

INCAN para ese afio, lo cual representa a 130 pacientes.

A nivel mundial, se asocia la infeccion por el virus Epstein Barr con el
10 % de los casos de cancer gastrico. Sin embargo, en Guatemala no se han
encontrado estudios que investiguen la presencia de este virus en pacientes
con cancer de estdmago. Por lo tanto, este estudio permitié identificar la
presencia de EBV en este tipo de cancer y los factores de riesgo asociados.
Implementar el diagnéstico de la infeccion por este virus de manera rutinaria,
contribuira a orientar un tratamiento oportuno y adecuado para prevenir el

desarrollo de cancer gastrico (Kumar, et al, 2011).

33
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Estimar la prevalencia del Virus Epstein Barr en biopsias de pacientes con
cancer gastrico diagnosticados en el Instituto de Cancerologia INCAN de

enero a diciembre de 2017.

B. Objetivos especificos

e Detectar por hibridizacion in situ la expresiéon del micro ARN EBER del Virus

Epstein Barr en biopsias de pacientes con diagndstico de cancer gastrico.

e Describir las caracteristicas demogréficas, histologicas y clinicas en los
pacientes con cancer gastrico asociado a infeccion por el Virus Epstein Barr.
¢ l|dentificar los posibles factores de riesgo asociados a la expresion del micro

ARN EBER del Virus Epstein Barr en pacientes con cancer gastrico.



V.

No aplica por el tipo de estudio.

HIPOTESIS

35
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VI. METODOLOGIA

A. Disefio de la Investigacion
El presente estudio es de tipo cuantitativo, observacional analitico,

prospectivo y transversal.

B. Definiciéon de la Poblacién

La poblacién estuvo constituida por los pacientes con diagndstico de cancer
gastrico, confirmado por patologia en el INCAN (INCAN, 2010, Matta, De Leo0n,
2015). Comprendido de enero a diciembre de 2017.

C. Elementos de muestreo y unidad de analisis
La unidad de estudio fueron los pacientes con cancer gastrico que acuden al
INCAN, la unidad de andlisis estuvo constituida por las biopsias embebidas en
parafina de estos pacientes.

D. Tamafo y seleccion de muestra

En promedio, el INCAN atiende 180 pacientes con diagndéstico de cancer
gastrico al aflo. El célculo de la muestra se realiz6 utilizando el programa Epidat,
version 3.1, con base en la media del nimero de pacientes diagnosticados
anualmente en el INCAN (180 pacientes) y una frecuencia de Epstein Barr en cancer
gastrico de 10 % reportado en poblacion similar en Costa Rica y un intervalo de

confianza del 95 %, precision de 5.43 %. De acuerdo a la siguiente formula:
n = [EDFF * Np (1-p)] / [(d%/Z?1-ai2*(N-1) +p *(1-p)].
De donde se obtuvo un valor de muestra de 71.

E. Criterios de Inclusién y exclusién

1. Criterios de inclusion:

o Diagnostico confirmado de cancer gastrico por patologia



37

o Mayor de edad

o Consentimiento de participar en el estudio

2. Criterios de exclusion:
o Paciente al que no se le puede realizar endoscopia.
o Muestra de biopsia en parafina dafiada.

F. Procedimientos

Se reviso el expediente del paciente para anotar los datos relacionados con
el diagnéstico y clasificacion patolégica del cancer géstrico. Se introdujeron los

datos en Excel, para tabularlos y analizarlos.

Las biopsias géastricas embebidas en parafina obtenidas por endoscopia
(como parte del seguimiento clinico de los pacientes) se montaron en laminas
Superfrost plus® con carga positiva, en donde se realizé el proceso de hibridizaciéon

in situ.

1. Hibridizacion in situ
Se siguieron las instrucciones del fabricante para procesar biopsias

embebidas en parafina al utilizar el kit Epstein Barr Virus (EBER) con acido
peptidonucleico (PNA) BIO CARE® (Bio care, sf).

a. Fundamento del método

La hibridizacion in situ utilizando sondas de PNA conjugadas con
fluoresceina, para la deteccion del transcrito EBER de EBV se aplica para la
deteccion de infeccion latente por este virus, en muestras embebidas en parafina o

fijadas en formalina. La sonda de acido péptido nucleico ha sido marcada con el
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hapteno de 5-carboxi-fluoresceina para su subsecuente visualizacién. Esta sonda
es complementaria a dos regiones ARNs EBER codificadas por EBV.

La secuencia EBER ha sido asociada con numerosas neoplasias, las cuales
incluyen el carcinoma nasofaringeo, otros linfoepiteliomas, una variedad de
desordenes linfoproliferativos asociados a linfocitos B, linffoma no Burkitt y
carcinoma gastrico entre otras. La sensibilidad en la poblacion general es de 95-
100% y la especificidad de 98% (Bruu et al., 2000; Dako, sf).

2. Procedimiento

. Con microtomo se cortaron las biopsias y se colocaron sobre los
portaobjetos con carga positiva.

. Se colocaron las muestras en el horno a 65 °C por 12 a 14 horas para
derretir la parafina.

. Se hidrataron las muestras progresivamente por inmersién en

soluciones de etanol 90 %, al 50 %.

o Se incubaron 5 minutos en la peroxidasa.
. Se lavaron dos veces con agua desmineralizada.
. Se sumergieron en solucion de proteinasa K: buffer TBS (proporcion

1:2) por 1 minuto.

o Se lavaron 2 veces con buffer fosfato salino.

o Se incubaron durante 15 minutos en solucion recuperadora DIVA® a
90 °C.

. Se dejaron enfriar durante 20 minutos.

o Se lavaron 2 veces con buffer fosfato salino.

o Se Ilimpi6 el exceso de agua alrededor del tejido con papel
mayordomo.

o Se aplicé la cantidad necesaria de sonda RISH® que permitiera cubrir

la muestra y se cubrieron con cubreobjetos.
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o Se colocaron las laminas en el equipo de hibridizacion (IQ Kinetic Slide
Stainer) a 55 °C por 1 hora.

o Se colocaron en buffer fosfato salino a temperatura ambiente y se
agitaron para eliminar el cubreobjeto.

o Se incubaron en buffer fosfato salino por 5 minutos a 55°C y luego se
trasladaron a buffer fosfato salino a temperatura ambiente durante 5
minutos para lavar las laminas.

o Para la deteccion de la sonda, se secaron las laminas alrededor del
tejido con papel mayordomo y se aplicé el reactivo secundario, con el

cual se incubaron las laminas durante 15 minutos a temperatura

ambiente.
. Se lavaron las laminas 2 veces con buffer fosfato salino.
o Se elimind el exceso de buffer con papel mayordomo y se adicioné la

cantidad suficiente de cromdgeno que permitiera cubrir la muestra.

o Se incubaron durante 8 minutos a temperatura ambiente.

. Se lavaron las laminas con agua del grifo.

o Se lavaron con agua desmineralizada.

o Se tifieron las ldminas por 30 segundos con hematoxilina.

. Se sumergieron las laminas por 1 minuto en agua amoniacal.

o Se deshidrataron las muestras por pasajes suscesivos en soluciones

crecientes de etanol del 70 % al 95 %, hasta sumergirlas en xilol

° Se montaron las muestras.

G. Interpretacion de resultados:

La presencia del micro ARN EBER del Virus Epstein Barr se observd como

zonas cafés en el nlcleo de células neoplasicas.

Se proceso un control positivo (linfoma Hodgkin) en cada corrida.
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H. Plan de anédlisis

Se determing la prevalencia y frecuencias por medio de Excel para realizar
el analisis descriptivo. Se realiz6 analisis univariado con célculo de frecuencias y
analisis de ji cuadrado a las variables cualitativas por medio del programa Epidat

3.1, intervalo de confianza de 95 %, con un nivel de significancia de 0.05.

Para establecer las razones de oportunidad, se realizé un analisis bivariado
por medio de estimacion de OR de prevalencia con sus respectivos intervalos de
confianza, por medio del programa Epidat 3.1, con un nivel de significancia de 0.05.

l. Limitaciones del estudio
El estudio presento limitacidon en la obtencidén de segmento de la biopsia con
presencia de células cancerosas o degradacion del micro ARN EBER por presencia

de ARNasas durante la obtencién o procesos iniciales de procesamiento.

J. Consideraciones éticas

Los datos obtenidos de las historias clinicas de los pacientes se trataron con
confidencialidad. Puesto que el diagnéstico de EBER de EBV no modifica el
tratamiento de los pacientes, el presente estudio no representa ningun dafio para

ellos.
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VIl.  RESULTADOS

En el estudio se analizaron 71 biopsias gastricas para identificar la
presencia del micro ARN EBER del Virus Epstein Barr por hibridizacion in situ, en
pacientes con diagnostico de cancer gastrico que asistieron al INCAN. En 15 (21.13
%) (IC 95 % 10.93 % - 31.33 %), de ellas se identifico la presencia del micro ARN

de este virus.

La poblacién analizada estuvo conformada por 37 (52.11 %) hombres y 34
(47.89 %) mujeres, al analizar al grupo con presencia del micro ARN EBER de EBV
es notorio el predominio del género masculino 11/15 (73.33%), con una mayor
posibilidad de ocurrencia en este género, seguin OR 4.95 (IC 1.39-17.54) y
significancia estadistica p <.05. Lo cual contrasta con el predominio del género
femenino 30/56 (53.57%) en los pacientes que presentaron cancer gastrico y fueron
negativos al micro ARN EBER de EBV (Tabla 1).

El rango etario estuvo comprendido entre 31 a 84 afios. La frecuencia de
pacientes con cancer gastrico aumenté con la edad, de tal forma que, el 59% fueron
pacientes mayores de 56 afios. Similar patron se observé en los pacientes con
presencia de EBER de EBV, ya que fue identificado en 10 casos (66.67 %) de
personas mayores de 56 afios, pero sin diferencia con el grupo negativo (p = .08).

En relacion al estado civil, de los 15 individuos con resultado positivo para
EBER de EBV, 12 (80 %) refirieron estar casados o unidos, similar a la poblacion
con cancer gastrico sin presencia de EBV, 43/56 (76.78 %), sin diferencia

significativa entre grupos (p=.93).

De los pacientes evaluados, en el grupo con presencia de EBER de EBV,
3/15 (20.00 %) no tienen escolaridad y 7/15 (46.67 %) dicha escolaridad llega hasta
la primaria, similar en quienes no se detecté la presencia de EBER de EBV ya que
17/56 (30.36 %) refirieron ninguna escolaridad y 29/56 (51.79 %) estudiaron hasta

la primaria, sin diferencia significativa entre grupos (p=.72).
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Al analizar la ocupacion en los pacientes con diagndéstico de cancer gastrico
sin presencia de EBER de EBV, predomind el género femenino y la ocupacion més
frecuente fue ama de casa, 24/56 (42.8 %), seguida por los comerciantes 13/56
(23.2 %), cabe decir que 8/56 pacientes indicaron ser desempleados. En contraste
en el grupo con diagnostico de cancer gastrico y presencia de EBER de EBV,
predominan los hombres y ser comerciante 6/15 (40.0 %), seguida de la ocupacion
ama de casa 4/15 (26.7 %), lo que demuestra que la ocupacién no presento

significancia estadistica (p=.30).

Los pacientes con diagndstico de cancer gastrico con y sin la presencia de
EBER de EBV, procedian en mayor numero de la regidbn metropolitana, que
comprende el departamento de Guatemala y la regién de oriente que incluye los
departamentos de Jalapa, Jutiapa y Santa Rosa, Izabal, Chiquimula y Zacapa, sin
diferencia significativa entre resultado positivo y negativo (p=.25).
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TABLA 1. Frecuencia del micro ARN EBER del Virus Epstein Barr segun variables
sociodemogréficas en pacientes con cancer gastrico que asisten al INCAN. (N=71)

Variables Presenciade Ausenciade P
sodiodemograficas EBER de EBER de
EBV EBV
n (%) n (%)
Género 0.02
e Masculino 11 73.33 26 46.43
e Femenino 4 26.66 30 53.57
Edad (afios) 0.08
e 31-35 1 6.67 2 3,57
e 36-40 1 6.67 2 357
o 41-45 1 6.67 2 357
e 46-50 1 6.67 9 16.07
e 51-55 1 6.67 6 10.71
e 56-60 3 20.00 5 8.93
e 61-65 2 13.33 26 46.43
e >065 5 33.33 4 7.14
Estado civil 0.93
e Casado/Unido 12 80 43 76.78

w

e Soltero/Viudo 20 13 23.22
Escolaridad 0.72

e Ninguna 3 20.00 17 30.36
e Primaria 7 46.66 29 51.79
e Secundaria 2 13.33 3 5.36
e Diversificado 2 13.33 5 8.93
e Universitario 1 6.67 2 357
Ocupacion 0.30
e profesional 1 6.67 1 1.78
e comerciante 6 40.00 13 23.21
e empleado 2 13.33 3 5.36
e ama de casa 4 26.67 24 42.86
e oOtros’ 2 13.33 15 26.79

Lugar de procedencia 0.25

e metropolitana 5 33.33 15 26.79
e oOriente 4 26.67 14 25.00
e occidente 2 13.33 13 23.21
e central 2 13.33 12 21.42
e norte 2 13.33 2 3.57

Fuente: Datos obtenidos en el estudio
otros: incluye maestro, agricultor, albafil, desempleado
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Al analizar los datos clinicos que manifestaron los pacientes, la diarrea OR
5.74 (IC 95 % 1.45-12.64), p<.05 y la infeccidn por Helicobacter pylori diagnosticada
por examen de laboratorio OR 7.19 (IC 95 % 1.07-18.87) p<.05 presentan

asociacion significativa con la presencia de EBER de EBV.

Todos los pacientes con presencia del ARN EBER de EBV manifestaron
disminucién en el peso y dolor en el epigastrio, en contraste con los pacientes con
cancer gastrico, pero sin presencia de EBER de EBV en quienes estos sintomas se
manifestaron respectivamente en 44/56 (78.57 %) y 48/56 (85.71 %) sin diferencias

entre ambos grupos para estas variables (p>.05).

La acidez (reflujo) fue referida por 13/15 (86.67 %) de los pacientes con
presencia del ARN EBER de EBV, y en 43/56 (76.79 %) de los pacientes sin la
presencia de EBV, sin diferencia entre los grupos (p>.05). La presencia de gasesy
vomitos fue referida por igual cantidad de pacientes con presencia de EBER de EBV
11/15 (73.30 %) para cada uno, asi como por la mayoria de pacientes sin la
presencia de este ARN de EBV 35/56 (62.5 %) y 32/56 (57.14 %) respectivamente,

sin diferencia (p>.05) en ambos casos.

De los pacientes con diagnéstico de cancer gastrico y presencia de EBV, 4
(26.7 %) tienen familiares con historial de cancer gastrico. Mientras que, en los
pacientes con diagndstico de cancer gastrico sin evidencia de infeccién por EBV,
esta frecuencia fue de 6 (10.7 %), refiiendo que dichos familiares eran los

progenitores en la mayoria de los casos, sin diferencia entre grupos.

En lo que respecta al diagndstico de H. pylori por biopsia, solamente 50 de
los 71 pacientes tuvieron el reporte del analisis de este microorganismo en su boleta
de resultados. En los pacientes con presencia del ARN EBER de EBV se
diagnostica co-infeccion con H. pylori en 4 (26.7 %), en contraste con los pacientes
sin presencia del EBER de EBV, en quienes se informa la presencia de H. pylori en

unicamente 5 de ellos (8.9 %).
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De los pacientes con cancer gastrico 7 (9.86 %) fuman, y 2 (13.3 %) en

quienes se identifico EBV por hibridizacion in situ, sin diferencia entre grupos.

TABLA 2. Frecuencia del ARN EBER del Virus Epstein Barr segun signos y
sintomas de pacientes con cancer gastrico que asisten al INCAN. (N=71)

Signos y sintomas Presencia de Ausencia de OR (IC 95 %)
EBER de EBV EBER de EBV
n (%) n (%)
Disminucion de peso 8.71 (0.49-15.59)
e Si 15 100 44 78.57
e No/ No refiere 12 21.43
Gases 1.65 (0.46-5.85)
e Si 11 73.3 35 62.50
o No/ No refiere 4 26.7 21 37.50
Vémitos 2.06 (0.58-7.28)
e Si 11 73.3 32 57.14
e No/ No refiere 4 26.7 24 42.86
Diarrea 5.74 (1.45-12.64)*
e Sj 12 80.0 23 41.07
e No/ No refiere 3 20.0 33 58.93
Dolor de estbmago 5.43 (0.29-99.62)
e Si 15 100.0 48 85.71
o No/ No refiere 8 14.29
Acidez estomacal 1.95 (0.39-9.85)
e Si 13 86.67 43 76.79
e No/ No refiere 2 13.33 13 23.21
Diagnostico de 7.19 (1.07-18.87)*
laboratorio H. pylori
e Si 14 93.33 37 66.07
e No/ No refiere 1 6.67 19 33.93
Diagnostico por 3.71 (0.85-16.09)
biopsia H. pylori
e Si 4 26.67 5 8.93
e No/ No refiere 11 73.33 51 91.07
Familiar con cancer 3.03 (0.73-12.58)
gastrico
e Si 4 26.67 6 10.71
e No/ No refiere 11 73.33 50 89.29
Tabaquismo 1.56 (0.27-9.02)
e Si 2 13.33 5 8.93
e No/ No refiere 13 86.67 51 91.07

Fuente: datos obtenidos en el estudio

* p<.05
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Segun la clasificacién de Lauren, el cdncer gastrico se puede clasificar como
difuso, intestinal o mixto. En los 15 pacientes que por hibridizacién in situ se
identifico la presencia de los micro ARNs EBER de EBV, 10 (66.67 %) se clasificaron
como cancer difuso. En contraste, en los pacientes con cancer gastrico sin
presencia de EBV el tipo de cancer que predominoé fue el intestinal con 31 casos
(55.36 %). Lo cual implica que existe asociacion, pero no significativa OR 2.48 (IC
1.05-8.20) para que los pacientes con expresion del micro ARN EBER de EBV

presenten cancer gastrico de tipo difuso (tabla 3).

TABLA 3. Frecuencia del ARN EBER del Virus Epstein Barr segun
caracteristicas histolégicas de las lesiones neoplasicas en pacientes cancer
gastrico que asisten al INCAN. N=71

Tipo de cancer Presenciade Ausenciade OR (IC 95 %)
géstrico EBER de EBV EBER de EBV
n (%) n (%)
e Difuso 10 66.67 25 44.64 2.48 (1.05-8.20)
e Intestinal 5 3333 31 55.36

Fuente: datos obtenidos en el estudio
p >.05
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VIII.  DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer gastrico es la cuarta causa mas comun de cancer y la tercera causa
de mortalidad asociada al cancer, contribuyendo con el 6.8 % del total de casos de
cancery el 8.8 % de muertes asociadas a cancer alrededor del mundo. Helicobacter
pylori es el principal agente carcinogénico asociado a la etiologia de esta neoplasia,
sin embargo, estudios han demostrado que al existir co-infeccién con EBV el riesgo
se incrementa (OMS, 2018).

En este estudio, se estimd una prevalencia de 21.13 % (IC 95 % 10.93 % -
31.33 %), del Virus Epstein Barr en biopsias de pacientes con cancer gastrico
diagnosticados en el Instituto de Cancerologia INCAN, mediante la deteccion por
hibridizacion in situ del micro ARN EBER expresado por este virus, la cual es mayor
a la reportada en otros paises. A nivel mundial se asocia la infeccién del EBV en
1.7-20.7 % pacientes con cancer gastrico, la menor frecuencia reportada es en
Reino Unido mientras que la més alta en Taiwan, en donde hay también una alta
incidencia de linfoepitelioma nasofaringeo asociado a EBV. A nivel latinoamericano,
en Brasil reportan prevalencias de 11.2 %, Colombia, 13 %, Chile 16.8 %. Lo cual
indica que Guatemala presenta una prevalencia mas alta en relacién con los

estudios alrededor del mundo (Herrera, et al., 2005; Shyam & Hem, 2016).

De forma similar, existen otras neoplasias asociadas a EBV como el linfoma
T/NK nasal fenotipo T citotoxico, asi como otros desordenes proliferativos asociados
a células T/NK, el linfoma extranodal de cabeza y cuello, los cuales son altamente
dependientes de la localizacién geografica, con mayor incidencia en Asia y paises
latinoamericanos como México, Guatemala y Perd. En los que las poblaciones
amerindias parecen tener una relacion genética con las poblaciones asiaticas, que
pueden haber migrado a través de la via Aleutiana. Por lo que, analizar
caracteristicas genotipicas de la poblacion y filogenéticas del EBV, pueden

contribuir a identificar la relacion geografica que existe entre la mayor prevalencia
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de las neoplasias asociadas a EBV en estas regiones (Rijn, et al, 1997;
Vilcahuaman, Moisés, Sanchez y Carbajal, 2009; Park & Ko, 2014).

Varios estudios reportan la mayor presencia del EBV en pacientes con cancer
gastrico del género masculino, asi Nishikawa y col (2013) sefialan que la incidencia
de este virus en pacientes con cancer gastrico varia de 11 % en hombres a 6% en
mujeres. En Portugal la relacion hombre: mujer es de 8:1, con significancia
estadistica (p=.037) muy diferente a la reportada en México, que es de 1.2:1. En
este estudio, el 73.33 % de hombres presento resultado positivo para la expresion
de EBER del EBV, con una relacion hombre: mujer de 2.75:1 lo cual sefiala un
predominio en el género masculino, similar a la reportada en el resto del mundo
(Nogueira, et al., 2017).

Ademas, se ha evaluado la hipétesis que la exposicion continua al efecto de
estrogenos ya sea de origen ovarico o exdgeno pueden disminuir el riesgo de cancer
gastrico, por lo que se ha propuesto que las hormonas sexuales femeninas tienen
un papel protector para esta neoplasia, lo cual se refleja en que en la mayoria de
poblaciones ya sea con alta o baja incidencia de CG, la incidencia promedio en
hombres es aproximadamente el doble que en mujeres, situacion similar a lo que
ocurre en el cancer gastrico asociado a la expresion del micro ARN EBER de EBV,

pero sin estudios concluyentes al respecto (Constanza, et al. 2012).

Se ha identificado mayor riesgo de expresar EBV asociado a CG en pacientes
mayores de 50 afios, con mayor prevalencia en el grupo de 50-68 afios. En este
estudio el cancer gastrico en general, y con expresion de EBER de EBV en particular
fue mas prevalente en hombres mayores de 55 afios. Similar a lo reportado por
varios estudios en los que el cancer gastrico predomina en poblaciéon masculina
mayor de 50 afios, asociando este predominio no sélo a predisposicién genética,

sino a exposicion a agentes oxidantes que en el caso de EBV pueden reactivar la
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infeccion con expresion de EBER, asi como el dafio celular (Herrera, et al., 2005;
Andrade, et al., 2016).

Referente al estado civil, se identific6 que la mayoria de la poblacién con
cancer gastrico refirid6 estar casados o unidos, sin embargo, este factor no
representa diferencia significativa entre los individuos, independiente de la
presencia de EBV. En contraste, en China identificaron que estar casados mejoraba
el prondstico de los pacientes con cancer gastrico, identificAndolo como factor
protector, aunque se han evaluado multiples variables ninguna ha mostrado
significancia estadistica a excepcion de la aceptacion a realizarse cirugias por parte

de los pacientes casados o unidos (Jie-Jie, et al., 2016).

Con referencia a la escolaridad y la ocupacién de los pacientes, no se
identificé una asociacion con significancia estadistica entre el nivel de escolaridad y
la ocupacion de los pacientes. Sin embargo, es importante resaltar que en la
mayoria de la poblacion analizada su escolaridad era nula (20.0 %) o llegaba hasta
la primaria (46.67 %), sin diferencia significativa entre grupos (p=.72), lo cual puede
estar relacionado con el ingreso socioecondémico y por tanto con el riesgo de
desarrollo de esta neoplasia. Se ha demostrado que el cancer gastrico es mas
prevalente en los paises con menor desarrollo econémico, menor nivel educativo y
actividad ocupacional con menores ingresos econémicos, lo cual supone una mayor
exposicibn a agentes patdgenos y almacenaje de alimentos sin refrigeracion.
Inclusive en un estudio de casos y controles en Holanda, determinaron asociacion
entre la presencia de cancer gastrico e ingresos econdmicos bajos, baja escolaridad
y ocupacion laboral técnica o que incluye trabajo fisico fuerte como agricultores,
albafiles entre otros (Loon, Goldbohm & Brandt, 1997; Martel, Forman, 2013;
Power, Hypponen & Smith, 2005).
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El lugar de procedencia de los pacientes es principalmente la region
metropolitana con 33.33 % de los casos de cancer gastrico y presencia de micro
ARN EBER de EBV, seguido de la region oriente (26.67 %) sin diferencia
significativa (p=.25). En el 2011 la residencia del 35.6 % de los nuevos pacientes
atendidos en el INCAN provenian del departamento de Guatemala (region
metropolitana), lo cual concuerda con los datos de este estudio, lo cual se relaciona
con la ubicacion de este centro de atencidn que favorece la movilidad de los
habitantes del area metropolitana. Sin embargo, es necesario realizar estudios que
incluyan de manera homogénea a pacientes de todo el pais a fin de poder llegar a
una conclusion sobre la region geografica y la prevalencia de este virus (Waldheim,
Villeda, 2011).

Al evaluar los signos y sintomas clinicos se identific6 que, el diagnostico
previo por laboratorio de H. pylori representa una razon de oportunidades de 7.19 a
desarrollar cancer géastrico y presencia de EBER de EBV. En Taiwan, identificaron
de manera similar la coinfeccion con EBV y H. pylori, identificando que la
multiplicidad de agentes oncogénicos ocasiona distintos patrones clinicopatolégicos
y genéticos. Al investigar la relacion entre H. pylori y EBV en enfermedad
gastrointestinal, Sanket y col (2011), sugieren que H. pylori modula la conversion de
EBV de su estadio latente al litico y con ello favorecer el desarrollo de cancer
gastrico (Ming, et al., 2000).

Por otro lado, el 80 % de los pacientes con expresion del micro ARN EBER
de EBV refirieron la presencia de diarrea, con asociacion de ambos factores
OR=5.74 (IC 1.45 — 12.64). Sin embargo, la presencia de diarrea junto con otros
sintomas como embotamiento, eructos, reflujo y estreflimiento son referidos como
inespecificos para los pacientes con cancer gastrico en general y se asocia a

enfermedad inflamatoria intestinal (Paraskevas & Dimitroulopoulos, 2005).

Todos los pacientes con cancer gastrico y presencia de EBER de EBV
refirieron disminucidon de peso y gastralgia sin asociacion significativa al

compararlos con los pacientes con cancer gastrico, pero sin presencia de EBV.
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Estos signos y sintomas se pueden deber al proceso fisiopatolégico de esta
neoplasia mas que al agente etiologico involucrado. De igual manera, la presencia
de gases, vomitos, diarrea y acidez estomacal no demostraron asociacion entre
grupos. Akiba y colaboradores (2008) refieren que la fisiopatogenia del cancer
gastrico y patologias bésicas desarrolla en los pacientes cuadros clinicos
inespecificos.

Al analizar los factores de riesgo, el 26.7 % de los pacientes con cancer
gastrico y expresion de EBER de EBV refirieron que alguno de los progenitores
habia padecido de cancer gastrico, frecuencia mayor a la reportada por otros
autores quienes determinaron que 8% de casos de cancer de estobmago se
relacionan con componentes familiares. Martel y Forman (2013), indican que arriba
del 3 % de cancer de estbmago son resultado de predisposicién genética con mayor
efecto en el cancer del tipo difuso, lo cual reviste de importancia en cuanto que la
infeccion activa de EBV se asocia al desarrollo de cancer gastrico de tipo difuso.
Indicando una predisposicion genética o infeccion domiciliar con los agentes

oncogénicos (Sampieri, Mora, 2014).

Se ha identificado que la presencia de EBER de EBV es mas prevalente en
pacientes fumadores regulares. Fumar es una causa de cancer gastrico, pero actla
como un factor de riesgo moderado ocasionando un riesgo estimado de 1.62 (1.50-
1.75) en hombres fumadores y 1.20 (1.01-1.43) en mujeres fumadoras. Por otro
lado, se ha demostrado que el riesgo a desarrollar cancer gastrico aumenta con el
namero de cigarrillos que se consumen al dia y los afios en que se ha fumado, sin
embargo, el riesgo de esta neoplasia es menor en fumadores cotidianos que en
aguellos que consumen cigarrillos ocasionalmente. En este estudio Unicamente
13.3 % de los pacientes con identificacion de EBV en las células neoplasicas de la
biopsia gastrica refirieron que fuman, aunque no se registrd la frecuencia ni el
namero de cigarrillos que consumen al dia, por lo que seria necesario evaluar con
mas detalle este factor antes de emitir una conclusion (Koshiol, et al., 2007;
Sampieri, Mora, 2014; Martel, Forman, 2013).
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Segun la clasificacion de Lauren el cancer géastrico se clasifica en los tipos
intestinal y difuso. De los 15 pacientes que, por hibridizacion in situ se identifico la
presencia de los micro ARNs EBER de EBV, 10 (66.67 %) se clasificaron como
cancer difuso, con una razon de oportunidad de 2.48 (IC 95 % 1.05-8.20), esto es,
que los pacientes que expresan EBER de EBV tienen mas del doble de oportunidad
de desarrollar cancer gastrico de tipo difuso. En el tipo difuso, no hay cohesion
entre células neoplasicas, sin formacién de una masa gastrica. Por el contrario, en
el cancer gastrico de tipo intestinal presenta células neoplasicas cohesivas que
forman estructuras glandulares similares a tubulos y se diagnostica normalmente en
personas ancianas y su desarrollo depende de factores ambientales. En contraste,
el tipo difuso usualmente ocurre en personas mas jévenes y se asocia con factores
individuales. Se ha identificado la asociacion entre la infeccién por H. pylori y el
cancer gastrico de tipo intestinal, mientras que el tipo difuso esta asociado con la

infeccion por el virus Epstein Barr. (Sampieri, Mora, 2014).

Si bien, H. pylori se mantiene fuera de las células gastricas y juega un papel
importante en los primeros estadios de carcinogénesis en varios CG. EBV, se
internaliza en las células de la mucosa y aunque, EBV no esta integrado dentro del
ADN del hospedero, se mantiene asi mismo en forma circular en el nicleo de células
infectadas (episomas) sin que produzcan estas células particulas virales, durante el
periodo de latencia. EBV se replica simultdneamente a la divisiébn celular,
posteriormente dafia la membrana celular y se disemina a células vecinas
(Fukayama & Ushiku, 2011).
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IX. CONCLUSIONES

La prevalencia del Virus Epstein Barr en biopsias de pacientes con
cancer gastrico diagnosticadas en el Instituto de Cancerologia
INCAN fue de 21.13 % (IC 95 % 10.93 %-31.33 %), mayor de la

reportada en otros estudios en Latinoameérica.

Se detectd por hibridizacion in situ la expresion del micro ARN
EBER del Virus Epstein Barr en las células neoplasicas de 15 de
los 71 pacientes con diagndstico de cancer gastrico, lo cual indica

el papel de este virus como agente causal de esta neoplasia.

En los pacientes con expresion del EBER del EBV la Unica variable
demogréfica que representa asociacion significativa es ser del
género masculino OR=4.95 (IC 1.39-17.54).

Los factores asociados fueron la presencia de diarrea OR 5.74 (IC
1.45-12.64), p<.05 y la infeccion por Helicobacter pylori
diagnosticada por examen de laboratorio, OR 7.19 (1.07-18.87)
p<.05 para la expresion de EBER de EBV en pacientes con cancer

gastrico con significancia estadistica.

Los pacientes que expresan el micro ARN EBER de EBYV tienen
mayor oportunidad de desarrollar cancer gastrico del tipo difuso,
OR=2.48 (1.05-8.20).

La disminucion de peso, gases, dolor de estdmago, acidez,
historia familiar con cancer gastrico y el tabaquismo no estan

asociados con la expresiéon del micro ARN EBER de EBV.
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X. RECOMENDACIONES

Evaluar a nivel nacional la prevalencia en la expresion del micro ARN
EBER de EBV en biopsias de pacientes con cancer gastrico y

asociar variables étnicas y ambientales en la poblacion.

Evaluar la presencia de EBER de EBV en los familiares de pacientes
con cancer gastrico con expresion de EBER de EBV para identificar
el riesgo de padecer esta neoplasia y encontrar posibles

asociaciones.

Analizar el prondstico y sobrevivencia de los pacientes con cancer
gastrico que expresan EBER de EBV para sugerir nuevas medidas

de control y prevencion.
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XII. ANEXOS

CODIGO:

2 USAC

) TRICENTENARIA

Universidad de San Carlos de Guatemala

FICHA EPIDEMIOLOGICA

Identificacion del Virus Epstein Barr por Hibridizacién in situ en pacientes con
Céancer Gastrico

Fecha de entrevista / / Cadigo:

Estamos investigando si el Virus Epstein Barr esta causando Céancer Gastrico en Guatemala.
Por ello me gustaria hacerle algunas preguntas sobre usted y su estado de salud. Sus respuestas seran
utilizadas Unicamente para esta investigacion y seran mantenidas confidencialmente. Esta entrevista
tomara alrededor de 20 minutos. ;Puedo realizarle esta entrevista ahora? En caso de no ser posible
entrevistarle en este momento, ;Cuando le puedo entrevistar?

l. DATOS GENERALES

Nombre:

Edad: anos

Género: M |:| F |:|

Domicilio:

Originario de:

Teléfono casa: Celular:

Estado CiviI:SoIterol:l Casadol:l Viudo |:| Unidol:l Separado |:|

Profesion:

L 0 N o Uk W N

Escolaridad (ultimo grado cursado)
Ninguna

Primaria

Secundaria

Diversificado |:|



10.

12.

Universitario I:I

Ocupacién
Profesional
Comerciante
Empleado
Ama de Casa ||
Estudiante

Desempleado

Otro I:I Especifique:

I. DATOS CLINICOS

v

Dolor en el epigastrio referido a la espalda

11. Ha presentado usted alguno de los siguientes sintomas:
Vémitos st [] NO  []
Diarrea SI |:| NO |:|
Gases st [] NO ]
Eructos st [ ] NO ]
Reflujo st [] No  []
Acidez st [] NO [ ]
Estrefiimiento SI |:| NO |:|
Pérdida de peso S |:| NO |:|
Cuanto libras por mes
Sensacion de llenura S| |:|
Cansancio exagerado SI |:|
Palidez st []

[ ]

[]

Ganglios en el cuello S|

. FACTORES DE RIESGO

Ha sido usted diagnosticado con infeccién por:
Helicobacter pylori Sl |:| NO |:|

Epstein Barr Sl |:| NO |:|

0O DO
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13. Algun familiar cercano a usted ha sido diagnosticado con infeccidn por Helicobacter pylori?

ss [ ]nNno [] Quién?

14. Algun familiar cercano a usted ha sido diagnosticado con infeccién por Epstein Barr/

mononucleosis infecciosa?

sl [ ]NO [] Quién?

15. Algun familiar cercano a usted ha sido diagnosticado con cdncer géstrico?
sif] n~o [] Quién?

16. Usted fuma? Sl I:I NO|:| Si su respuesta es NO pase a la pregunta 25.

17. Cuantos cigarros fuma al dia?

1-5 [ ] 610 [ | 11-15 [ | + de16 [ |

18. Desde hace cuantos afios usted fuma? 0-5 |:| 6-10 |:|+ de 10 |:|

19. Usted ha tenido alguna de estas enfermedades diagnosticada por médico?

Gastritis |:| Ulcera péptica |:|
Pdlipos |:|

Muchas gracias por su tiempo. Sus respuestas servirdn para conocer mejor la causa del

cancer gastrico en Guatemala.

Entrevistador:

Entrevistado:

Iv. HISTORIA CLINICA
20. Tipo de neoplasia: Intestinal |:| difusa |:|

21. Estadio de la neoplasia: OI:I |:| 1 |:| 2 I:I 3 |:|4
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