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RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el tipo mas comun de cancer oral. Su
desarrollo se ha asociado a diversos factores como el tabaquismo y el consumo de alcohol.
Ademas, se ha sugerido que algunos microorganismos de la cavidad oral son factores de riesgo
de desarrollo de cancer oral. El virus Epstein-Barr (VEB), que establece una infeccion
persistente en la cavidad oral y se elimina de manera intermitente en la saliva, se ha asociado
con el desarrollo de ciertos linfomas y tumores epiteliales como carcinoma nasofaringeo (NPC)
y un subgrupo de tumores gastricos (CGaVEB). Ademds, VEB ha sido detectado en COCE,
aunque su rol etioldgico en este tipo de cancer no ha sido establecido. La proteina oncogénica
BARF-1 de VEB, se ha detectado en el 90% de NPC y en una mayoria de CGaVEB, pero no en
linfomas, por lo que se considera una oncoproteina especifica de tumores epiteliales. No hay
estudios de BARF-1 en cancer oral y poco se conoce sobre sus interacciones con proteinas del
hospedero asociadas al control del ciclo celular y como su variabilidad gendémica y la
conservacion de su estructura pueden afectar estas interacciones. Por otro lado, Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis) es considerado un patobionte clave en el desarrollo de enfermedades
periodontales. La exposicion persistente a P. gingivalis promueve cambios tumorigénicos en
células epiteliales orales, lo que sugiere que la infeccion cronica por P. gingivalis es un factor
de riesgo de COCE. Dado que la cavidad oral constituye un sitio donde se detectan tanto VEB
como P. gingivalis, y debido al potencial oncogénico de ambos, el objetivo de esta tesis es
caracterizar la interaccion funcional entre VEB y P. gingivalis mediante la proposicion de un
modelo teorico cuyo eje central es la proteina BARF-1, su diversidad e interacciones, con

relacion a las propiedades inflamatorias y oncogénicas de P. gingivalis.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (COCE) is the most common type of oral cancer. Its development
has been associated with various factors such as smoking and alcohol consumption. In addition,
some microorganisms in the oral cavity have been suggested to be risk factors for the
development of oral cancer. Epstein-Barr virus (EBV), which establishes a persistent infection
in the oral cavity and is shed intermittently in saliva, has been associated with the development
of certain lymphomas and epithelial tumors such as nasopharyngeal carcinoma (NPC) and a
subset of gastric tumors (GCaVEB). Furthermore, EBV has been detected in COCE, although
its etiological role in this type of cancer has not been established. The oncogenic protein BARF-
1 of EBV has been detected in 90% of NPC and in a majority of GCaVEB, but not in
lymphomas, so it is considered a specific oncoprotein of epithelial tumors. There are no studies
of BARF-1 in oral cancer and little is known about its interactions with host proteins associated
with the control of the cell cycle and how its genomic variability and the conservation of its
structure can affect these interactions. On the other hand, Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis) is considered a key pathobiont in the development of periodontal diseases. Persistent
exposure to P. gingivalis promotes tumorigenic changes in oral epithelial cells, suggesting that
chronic P. gingivalis infection is a risk factor for COCE. Given that the oral cavity constitutes
a site where both EBV and P. gingivalis are detected, and due to the oncogenic potential of both,
the objective of this thesis is to characterize the functional interaction between EBV and P.
gingivalis by proposing a theoretical model whose the central axis is the BARF-1 protein, its
diversity and interactions, in relation to the inflammatory and oncogenic properties of P.

gingivalis.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muertes a nivel mundial. En 2020 alcanz una cifra
de 19,3 millones de personas diagnosticadas y 10 millones de defunciones de acuerdo con la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (1). Se puede definir al cancer como un proceso en
el cual ciertas células pierden la capacidad de regulacion de su ciclo proliferativo y control de
la apoptosis, ademas de la adquisicion de propiedades como migracion, invasion y metéstasis
(2). Particularmente, el cancer de labio y cavidad oral es el cuarto mas comun y la sexta causa
de muerte por cancer en los paises de ingresos medios y bajos (3). En 2018, la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) informo6 354.864 nuevos casos lo que
representa el 2,1% de todos los canceres (4). Los paises de mayor prevalencia son India,
Pakistan, Afganistan, Bangladesh, Sri Lanka, Butdn, Nepal, Iran, Maldivas y Papua Nueva
Guinea (4-6). En América Latina, las tasas de incidencia y mortalidad mas altas se registran en
Brasil, seguido de México, Argentina, Colombia y Cuba (7,8). El cancer oral es una entidad
clinica que se desarrolla en los labios, mejillas, piso de la boca, lengua movil, paladar duro,
hueso alveolar, trigono retromolar y paladar blando (9). El carcinoma oral de células escamosas
(COCE) es el tipo histologico de cancer oral mas frecuente (90%), seguido de neoplasias
malignas de glandulas salivales, sarcomas y melanomas (6%); y linfomas de Hodgkin (4%) (10).
El céancer oral se identifica en personas con una edad media de 50 afios, siendo tres veces mas
frecuente en hombres que en mujeres (11-13). La tasa de supervivencia a cinco afios es del 54%
y se debe principalmente al diagndstico en etapa tardia de la enfermedad (13,14). La
presentacion clinica de este cancer es una lesion ulcerada en la cavidad bucal, y la presencia de
dientes moviles, sangrado, dolor y entumecimiento en la boca (9). La leucoplasia, la eritroplasia,

el liquen plano oral y la fibrosis submucosa oral son lesiones precancerosas identificadas (15).
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1. Factores de riesgo para el desarrollo de cancer oral

El tabaquismo y el consumo de alcohol se consideran los principales factores de riesgo de cancer
oral (16,17). El riesgo de cancer oral aumenta al menos cinco veces en aquellos sujetos que
fuman tabaco y beben alcohol (18,19). Ademads, se han propuesto una variedad de factores de
riesgo relacionados con el hospedero entre los cuales se describen la higiene bucal deficiente,
comportamiento sexual, desnutricion, asi como dietas bajas en frutas y verduras. De hecho,
aproximadamente el 15% de los canceres orofaringeos son atribuidos a deficiencias dietéticas
por un desbalance en el consumo de fibra (20). Ademas, existen factores genéticos poco
estudiados como defectos heredados que causan anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, o
tumores primarios multiples (21-24). Sin embargo, algunos sujetos no tienen estos factores de
riesgo conocidos y presentan lesiones orales malignas (25,26). Por tanto, se ha sugerido la
participacion de factores adicionales potencialmente implicados en el desarrollo de cincer
oral, entre los que se encuentran algunas infecciones virales y ciertas bacterias que forman parte
del microbioma oral (27,28). Por ejemplo, el virus papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR),
en particular VPH16 y 18, se detectan en el 24-56% de los canceres orales en todo el mundo
(29-31). Ademas, el virus Epstein-Barr (VEB) ha sido estudiado por su asociacion con el
desarrollo de COCE (32,33) y enfermedades orales inflamatorias, dentro de los cuales la

periodontitis se describe como la més comun y que podria contribuir al desarrollo del cancer

oral (34).

2. Virus Epstein-Barr
El VEB es un virus de ADN lineal bicatenario que pertenece a la familia Herpesviridae,
subfamilia de gammaherpesvirus y género Lymphocryptovirus. Su genoma de aproximadamente

172 kb de longitud estd organizado en 85 marcos de lectura abiertos, y esta flanqueado por
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secuencias repetitivas terminales (TR); ademds se encuentra dividido en cinco dominios de
secuencias (U1-U5) y en cuatro dominios de repeticion directos internos (IR1-IR4). El genoma
viral contiene dos origenes de replicacion OriP y OriLyt que permiten la replicacion del genoma
viral durante el ciclo de latencia y litico, respectivamente (35) (Figura 1).

El VEB presenta tropismo fundamentalmente por células B y células epiteliales. La infeccion
primaria se inicia en células epiteliales orales en forma litica o bien ocurre transcitosis a través
de la mucosa del anillo de Waldeyer, accediendo a los linfocitos B, donde habitualmente persiste

en forma latente (36).

U1 U2 us U4 us
' IR2 IR3 IR4 TR
III I |Qp I I LMP1 | ‘ I|||
EBNA 1, Lat I/I
EBER > : : >
oriP ‘ kil EBNASA _ EBNASC oriLyt
L\iPZB v
EBNA-LP  EBNA 2 EBNA 3B EBNA 1, Lat III
LMP2A

Figura 1. Estructura genéomica de VEB. El VEB presenta un genoma de ADN lineal de 172kb
aproximadamente. El genoma de VEB contiene una serie de repeticiones directas terminales (TR) de 0,5
kb y secuencias de repeticion internas (IR1-IR4) que lo dividen en dominios de secuencia cortos y largos
(U1-U5). También se muestran las posiciones de los origenes de replicacion latente (oriP) y litica (oriLyt)
(ISSN: 0121-0807)

2.1. Ciclo de replicacion del virus Epstein-Barr en células epiteliales

En las células epiteliales, la entrada del virus se produce por fusion de la membrana celular a
través del complejo de fusion viral gH/gL con las integrinas avp5, avp6 y avp8 (37). Ademas,
se sugiere que la interaccion con el receptor celular EphA2 es necesaria para la entrada del virus
(38). Inmediatamente, la cépside se desensambla, las proteinas del tegumento se liberan en el
citoplasma y el genoma viral se transporta al nicleo (36). La proteina BNRF1 de VEB interactia

con la proteina nuclear del hospedador Daxx, interrumpiendo el complejo de remodelacion de
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cromatina Daxx / Atrx para facilitar el inicio de la transcripcion de genes virales (39), que es un
proceso regulado temporalmente. Las proteinas inmediatamente tempranas (IE), BZLFI1 y
BRLFI, actiian como factores de transcripcion que promueven la expresion de genes tempranos
(E), incluidos los que codifican la sintesis de ADN viral (40). Estos productos de expresion
génica incluyen la subunidad catalitica de la ADN polimerasa viral (BALFS5), el factor accesorio
de la polimerasa (BMRF1), la proteina de unién al ADNss (hebra simple, por sus siglas en
inglés) (BALF2)y los componentes del complejo helicasa / primasa (BBLF4, BSLF1-BBLF2/3)
(41). El ciclo de replicacion termina con la expresion de genes tardios (L) que incluyen
componentes estructurales como BLRF2 (proteina de tegumento) y las proteinas de
empaquetamiento de ADN BXLF2 (gH), BALF4 (gB, gp110, gp125) y BKRF2 (gL, gp25),
entre otras (41), generando viriones que pueden infectar otras células susceptibles. Por lo tanto,
el virus puede colonizar glandulas salivales, tejidos linfoides y células epiteliales de la
orofaringe, circulando principalmente entre la sangre periférica y el anillo de Waldeyer, donde

es capaz de infectar células B (42) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo replicativo de VEB en células epiteliales. El VEB establece un ciclo litico en células
epiteliales, el cual culmina con la generacion de nuevas particulas virales y lisis celular. En este ciclo se
expresan todos los genes necesarios para la maduracion viral. Bajo ciertas condiciones, el virus puede
establecer latencia en células epiteliales, expresando genes liticos tempranos como BARF-1 pero sin la
generacion de viriones, lo cual forma parte del ciclo litico abortivo (Modificado de: (43)).

2.2. Ciclo de replicacion del virus Epstein-Barr en linfocitos B
En el linfocito B se genera un ciclo latente de VEB, cuyo genoma persiste de manera episomal
en el nucleo celular y con un programa de expresion génica restringido y altamente regulado
(44). De esta manera, se definen cuatro perfiles de latencia viral: la latencia 0, caracterizado por
la ausencia de expresion génica viral y ocurre en células B de memoria. La latencia I, en la cual
se expresan Epstein-Barr Nuclear Antigen I (EBNA-1), BamHI A rightward transcripts
(BART) y Epstein-Barr virus-encoded small RNAs (EBERs), ocurre en linfoma de Burkitt. La
latencia II involucra expresion de EBNAI, la proteina de membrana latente (LMP-1 y LMP-2),

caracteristico de linfoma Hodking y linfoma de células NK/T. Finalmente, durante la latencia
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IIT se expresan todos los genes de latencia viral (EBNA-LP, EBNA2, EBNA 3s, EBNA1, LMP-
1, LMP-2A, LMP-2B) (45). Bajo condiciones de diferenciacion de células B a células
plasmaticas, el VEB es capaz de completar su ciclo replicativo, lo cual se traduce en activacion

del ciclo litico, liberacion de viriones y su diseminacion (46).

3. Virus Epstein-Barr y cancer oral

La infeccion por VEB esté presente en mas del 90% de la poblacion humana (47-49). El virus
se transmite a través de la saliva, siendo la infeccion generalmente asintomatica durante la nifiez,
aunque, si la infeccion ocurre en la adolescencia puede conducir a mononucleosis infecciosa
(MI) caracterizada por linfadenopatia y esplenomegalia (49). Ademas, se ha asociado al virus
con el desarrollo de enfermedades malignas. En 1997, la IARC declar6 a VEB como el agente
causal del carcinoma nasofaringeo (50), aunque también esta relacionado con el desarrollo de
varios tipos de canceres como el linfoma de Hodgkin (LH), linfoma de células asesinas
naturales/linfocitos T (NK/T), cancer gastrico (CG) y trastornos linfoproliferativos (LPD) (51—
55).

Recientemente, la infeccion por VEB se ha asociado con el desarrollo de COCE. Por medio de
la deteccion de EBERs mediante Hibridacion /n situ (ISH, por sus siglas en ingles) y de EBNAI
o LMP1 por Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles), se ha sugerido
un papel de VEB en el desarrollo de COCE (56). Se han detectado genomas de VEB en
aproximadamente el 45% de COCE mediante PCR e ISH (33,57,58) y en el 80% mediante
aproximaciones transcriptomicas (59). De hecho, She et al., mostraron asociacion entre la
infeccion por VEB y mayor riesgo de COCE (Odds ratio (OR) de 5,03) (32). Ademas, un

metaandlisis que considerd 53 estudios entre 1990 y 2019, ha mostrado evidencia que las
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personas infectadas por el VEB tienen un riesgo 2,5 veces mayor de desarrollar COCE (33).
La reactivacion viral por parte de los linfocitos B infectados, permite que nuevas particulas
virales sean capaces de infectar células epiteliales. A diferencia de lo que ocurre en la infeccion
primaria (ciclo litico), en esta infeccion se ha observado incremento en la mantencion del
genoma viral en células epiteliales que muestran lesiones premalignas (dafio previo en el
ADN), estableciendo programas de latencia tipo [ y II. Entre las marcas de premalignidad se ha
observado la sobreexpresion de Ciclina D1 y pérdida de CDKN2A (p16) (60—62). Sin embargo,
se requieren estudios adicionales para determinar los factores y cambios moleculares que
condicionan el establecimiento de la latencia de VEB en células epiteliales, requisito
fundamental para desarrollo neoplasico promovido por este virus.
Un estudio demostrdé que las formas latentes de VEB promueven la proliferacion celular en
algunas células epiteliales orales, induciendo una disminucion significativa de E-cadherina y
Z0-1 (56). De hecho, la latencia viral permite la expresion sostenida de oncogenes virales, junto
con evitar la deteccion inmune y los efectos citopaticos propios de la fase de replicacion viral
(60).

3.1. BamHI-A rightward frame 1 (BARF-1) como proteina oncogénica de VEB
BARF-1 codifica una proteina de 221 aminoacidos y es considerado un oncogén exclusivamente
epitelial del VEB (46). Se detecta en el 90% de los carcinomas VEB-positivos durante la latencia
y estd ausente en linfomas VEB-positivos (63—65). Seto, et al. observaron la expresion de
BARF-1 en el 93,4% y el 83,3% de las muestras de NPC y GC positivas para VEB
respectivamente (66).
BARF-1 es un gen temprano cuya expresion es promovida por los reguladores maestros del

switch latente/litico, los factores de transcripcion BZLF1 (Zta) y BRLF1 (Rta). Se ha
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demostrado que la activacion del ciclo litico sin maduracioén viral, constituye un evento
importante en el desarrollo de cancer promovido por la infeccion por VEB (67,68). El ciclo
litico que no culmina con maduracioén viral se denomina ciclo litico abortivo (69), siendo BARF-
1 una proteina especificamente expresada durante la carcinogénesis epitelial. Esta proteina esta
estructurada en dos dominios considerados tipo inmunoglobulina (Ig-like domains). El dominio
N-terminal corresponde a los residuos 21 al 123 y el dominio C-terminal corresponde a los
residuos 125 a 221 (Figura 3a). BARF-1 se sintetiza en el reticulo endoplasmico y es
postraduccionalmente modificado en el complejo de Golgi con una glicosilacion ligada al
extremo N-terminal con alto contenido de manosa (GlcNac2-Man9) en el residuo de asparagina
95 (Asn95). La N-glicosilacion de BARF-1 juega un papel crucial en el plegamiento,
translocacion subcelular y secrecion final. BARF-1 se escinde después de los 20 primeros
aminoacidos y se secreta como un complejo hexamérico compuesto por tres dimeros
interconectados dispuestos en dos capas, con un peso de 31-33 KDa cada molécula (Figura 3b)
(35)(68).

Existe evidencia que BARF-1 interactia fisicamente con el factor estimulante de colonias
humano (hCSF), en un sitio diferente al de interaccion con el receptor de hCSF (R-hCSF) (70).
A través de los residuos 34-39 y los residuos 82-86 ubicados en el extremo N-terminal BARF-
1 forman una estructura de “pinza” capaz de capturar a hCSF, cambiando su conformacion e
inhibiendo alostéricamente la interacciébn con su receptor (70,71). En consecuencia, la
conformacion adecuada de BARF-1 determina su interaccion con hCSF, y podria también
determinar su interaccién con otras proteinas asociadas al ciclo celular, dadas sus

propiedades tumorigénicas.
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Figura 3. Esquema de la proteina BARF-1. a) La proteina BARF-1 consta de 221 aminoacidos. El
dominio N-terminal (21-123aa) en color celeste, el dominio C-terminal (125-221aa) en color naranja. Se
muestran glicosilaciones en Asn95 y Thr169, sitios de homologia con el receptor del factor estimulante
de colonias humana (hCSF) y el sitio de unién a éste. b) Disposicion tridimensional esquematica de
BARF-1 y los dominios en el hexamero (71).

3.2. Propiedades tumorigénicas de BARF-1
Se han descrito propiedades tumorigénicas de BARF-1 entre las cuales se encuentra su
capacidad de promover proliferacion celular. En efecto, se ha observado un incremento en la

proliferacion de células epiteliales tratadas con SBARF-1, en comparacion a células control (72).
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En células HaCaT se observo que BARF-1 promueve incremento en la expresion de ciclina D1,
la cual regula la transicion de la fase del ciclo celular G1 a S (73). Ademas, se observo reduccion
en la expresion de p21 (Inhibidor de ciclina D1) en células de cancer gastrico transfectadas con
un vector codificante para BARF-1, demostrando su participacion en la proliferacion y
supervivencia celular (74).

Se ha demostrado que los primeros 54 aminoacidos en el extremo N-terminal de BARF-1,
incluido el dominio que atraviesa la membrana, son responsables de la regulacion positiva de la
proteina antiapoptotica celular Bcl-2, el cual es un mediador en el escape de la senescencia tras
deprivacion de suero y el crecimiento libre de anclaje, sugiriendo su participacién en la
inhibicion de la apoptosis (75). Ademas, BARF-1 presenta capacidad de promover
inmortalizacion y transformacion celular en cooperacion con H-Ras (76). Por otro lado, se ha
observado que células epiteliales transfectadas con un plasmido codificante para BARF-1,
exhiben aumento de la actividad telomerasa y de niveles de c-Myc, permitiendo su escape de la
senescencia (76). Finalmente, BARF-1 tiene funciones inmunomoduladoras al inhibir hCSF
(77). En efecto, BARF-1 exhibe homologia con el dominio extracelular del receptor de hCSF
(hCSFR) permitiendo la union de hCSF e inhibiendo su actividad, lo cual se relaciona con la
regulacion de la viabilidad, proliferacion y diferenciacion de monocitos y macrofagos (77). Sin
embargo, no se conocen los factores que condicionan el establecimiento de la latencia de VEB
o el ciclo litico abortivo con expresion de BARF-1 en células epiteliales orales. Esto permite
predecir qué factores adicionales que afectan a la cavidad oral podrian favorecer el

desarrollo de canceres asociados a la infeccion por VEB.
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4. Microbiota oral
La cavidad oral es uno de los sitios anatomicos que contiene la microbiota mas diversa,
albergando al menos 687 especies (78). Tanto las bacterias patdogenas como las mutualistas
coevolucionan juntas para mantener la homeostasis oral (79). Sin embargo, en determinadas
condiciones, como el tabaquismo, la obesidad, el estrés, la diabetes, se altera el equilibrio del
ecosistema, lo que permite un aumento del numero de bacterias patobiontes que producen daio
en el tejido debido a la expresion de sus factores de virulencia y la consecuente respuesta inmune
del hospedero (80). Esto se denomina “teoria de la sinergia polimicrobiana y disbiosis” (PDS),
que propone que la pérdida de la homeostasis es causada por patégenos claves (principalmente
bacterias patobiontes) que se comunican con microorganismos “accesorios”, que actuan de
forma sinérgica para apoyar la virulencia del organismo asociado a la enfermedad y facilitar la
progresion hacia la patogenia (81). En este contexto, la periodontitis se ajusta al concepto de
PDS.

4.1. Periodontitis
La periodontitis es una enfermedad disbidtica caracterizada por una inflamacion crénica, con
una prevalencia del 30% siendo més frecuente en el grupo etario de 65 a 74 afios (82). Es causada
por un desequilibrio entre la microbiota subgingival, y la respuesta inmune del hospedero. El
aumento en la abundancia de los microrganismos como P. gingivalis, propuesto como actor
clave entre las bacterias asociadas a la periodontitis, promueve la liberacion de compuestos que
producen inflamacion en el tejido gingival (83). Sin embargo, existe evidencia que sugiere que
el aumento de una bacteria no determina todo el proceso inflamatorio, sino la interaccion entre
toda la comunidad disbidtica (84).

Durante la inflamacion se producen citoquinas y mediadores (TNF, IL1, IL4, IL10, INF-y), con
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reclutamiento de células inmunes (CD4+, CD8+.linfocitos Th. Th1, Th2, Th17). El linfocito
CD4+ produce RANK-L, una citoquina asociada a la reabsorcion alveolar porque induce la
diferenciacion de osteoclastos (85).

Por otra parte, se ha visto que P. gingivalis es capaz de contribuir directamente a la inflamacion
porque tiene la capacidad de activar vias intracelulares especificas. Asi se ha descrito que células
gingivales epiteliales (GECs) infectadas activan vias anti apoptoticas, como la JAK/STAT y
(PI3K) /Akt, que inhiben la via intrinseca de la apoptosis probablemente para persistir por
periodos mas largos. Estas vias estan relacionadas con inflamacion y produccion de mediadores
inflamatorios como factor de crecimiento transformante B (TGF-) (86,87). El dafio del tejido
ocurre tanto por la desregulacion en la respuesta inmune como por el efecto de los factores de
virulencia de P. gingivalis. En este contexto se describen las gingipainas que son proteasas
capaces de degradar moléculas de adhesion intracelular (ICAM-1) en las GECs, interrumpiendo
la interaccion entre neutréfilos y células epiteliales orales (88). Por otro lado, recientemente se
describe que el acido butirico, producido como un metabolito de desecho de P. gingivalis,
contribuye al progreso de la inflamacion. Se reporta que a altas concentraciones de acido
butirico se induce apoptosis de fibroblastos gingivales y de células T (89,90).

La inflamacion crénica producida afecta los tejidos de soporte de los dientes, incluido el tejido

gingival, el ligamento periodontal y el hueso alveolar (Figura 4).
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Figura 4. Etiologia de la periodontitis P. gingivalis es considerada una piedra angular en el desarrollo
de periodontitis debido a la disbiosis que genera en el saco gingival cuando ocurre un cambio en su
abundancia relativa debido a diversos factores externos. La respuesta inflamatoria que se activa en
respuesta a P. gingivalis, ocasiona una disbiosis en la microbiota gingival que contribuye nuevamente a
un aumento en la inflamacién. La inflamacion perpetuada conlleva a una destruccion del tejido. El dafio
en el tejido que se produce es debido a la desregulacion en la respuesta inmune y también por factores
de virulencia de P. gingivalis como las gingipainas, lo que finalmente resulta en una reabsorcion alveolar
y perdida del diente. (Imagen creada por: Daniela Nufiez)
4.2. Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)

P. gingivalis es una bacteria Gram negativo anaerobia estricta asociada con el establecimiento
y progresion de la periodontitis.

El hébitat principal de P. gingivalis es el surco subgingival de la cavidad oral, donde se establece
como colonizador tardio y donde interacciona fisica y metabolicamente con otros miembros de

la biopelicula subgingival, como Streptococcus gordonii y Prevotella intermedia, que se

establecen como colonizadores primarios. Ademas, otros microrganismos con los que se ha
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descrito una interaccion son Aggregatibacter actinomycetemcomitans el cual protege a P.
gingivalis del H,O» producido por Streptococcus sanguinis, favoreciendo su supervivencia y
crecimiento (91).

Como parte de sus estrategias de supervivencia en el hospedador, P. gingivalis puede invadir
células y tejidos evitando asi la vigilancia inmunolégica. P. gingivalis puede internalizarse en
células epiteliales gingivales, donde puede mantener la viabilidad y replicar (92). Existe
evidencia de que Fusobacterium nucleatum provoca un aumento en la capacidad de
internalizacion de P. gingivalis en las células epiteliales (93). Otro mecanismo que favorece su
supervivencia es la desregulacion de la inmunidad innata y subversion de la respuesta inmune
induciendo altos niveles de citocinas proinflamatorias, como IL-1£5, IL-8 IL-6 por células T
CD4+ periféricas. También existe una relacion entre P. gingivalis y el sistema del complemento,
ya que puede suprimir su activacion, por degradacion de C3, captura de proteina C4b, y
mediante sinergia con C5a a través de la sefializacion del TLR-2 (94). Dados estos mecanismos
se establece su relacion con la progresion de la inflamacion. La asociacion de P. gingivalis con
el desarrollo de periodontitis se ha propuesto que se debe al cambio de abundancia relativa
dentro de la comunidad subgingival, debido a que P. gingivalis esta presente en pacientes sanos;

sin embargo, su abundancia relativa es mayor en pacientes con periodontitis (90,91).

4.3. Porphyromonas gingivalis y su asociacion con el desarrollo de cancer oral
La exposicion persistente a P. gingivalis de las células epiteliales orales, promueve cambios
asociados con carcinogénesis. Existe evidencia de que la infeccion por P. gingivalis incrementa
el riesgo de cancer y enfermedades periodontales hasta en 1,36 (OR:1:36; 95% CI, 0-47-3,97)
(97). Ademas, se ha reportado que la tasa de positividad de P. gingivalis en COCE es del 60,7%

mientras que en tejido no tumoral adyacente y tejidos normales son del 32,8% y 13,3%,
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respectivamente (98). Se demostrd que P. gingivalis provoca cambios en la morfologia celular,
aumenta la proliferacion de células y aumenta sus propiedades migratorias e invasivas (99). P.
gingivalis estimula el crecimiento de GECs, que bajo estimulaciéon de ATP extracelular y
mediado por el receptor P2X7 regulan la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(100). ROS median la activacion de vias de sefializacion prooncogénicas que posteriormente
facilitan la progresion del cancer, la angiogénesis y la supervivencia (101). Ademas, ROS puede
generar modificaciones en las bases nitrogenadas del ADN, induciendo inestabilidad del
genoma y mutaciones (102). Asimismo, P. gingivalis aumenta la proliferacion de fibroblastos
primarios del ligamento periodontal y promueve la proliferacion de células gingivales
inmortalizadas (103). Por ultimo, P. gingivalis induce la migracion de GEC de forma

dependiente de Zebl, un activador de la transicion epitelial-mesenquimal (TEM) (104).

5. VEBYy P. gingivalis en la cavidad oral

Recientemente, se ha reportado una asociacion positiva entre periodontitis € infeccion por VEB.
Niveles mas altos de ADN de VEB se ha detectado en la saliva de pacientes con enfermedades
cronicas como periodontitis o periodontitis agresiva (105,106). Por ello, se ha estudiado la
relacion entre VEB y P. gingivalis, al considerarse patobionte clave en el desarrollo de la
periodontitis. Ayako et al, mostro la coexistencia de material genético de VEB y de P. gingivalis
en el 68% de pacientes con sitios profundos (sacos periodontales >5mm) diagnosticados con
periodontitis grave (106). Ademas, se observd mayor cantidad de material genético del virus y
de la bacteria en estos pacientes, en comparacion a pacientes con sondaje periodontal < 5mm o
pacientes sanos (105), lo que sugiere que su coexistencia puede determinar la gravedad de la

enfermedad.
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En el contexto de cancer oral, existe evidencia que sugiere la participacion de VEB y P.
gingivalis debido a sus capacidades de activar vias de sefializacidon asociadas a tumorigénesis
de manera independiente. La activacion de la via EGFR / PI3K / Akt se ha visto alterada en los
tumores VEB positivos y también en infeccion por P. gingivalis (107). A pesar que no se ha
determinado un mecanismo de interaccion directa entre ellos, se ha visto que luego de la
estimulacion de la linea celular linfoide Raji con un sobrenadante de cultivo de P. gingivalis,
ocurre reactivacion de VEB (108). Por tanto, es plausible la nocion que dicha reactivacion
también podria ocurrir en células epiteliales en presencia de P. gingivalis, lo cual podria

favorecer la expresion de oncogenes virales tempranos como BARF-1.
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2. HIPOTESIS

Estableciendo que 1) BARF-1 es una proteina de VEB expresada en la mayoria de los
tumores epiteliales asociados a la infeccidon por este virus; 2) La infeccion por VEB y
expresion de BARF-1 no es condicion suficiente para el desarrollo de cancer; 3) P. gingivalis
promueve transformacion celular participando en la iniciacion y promocion del cancer; 4) En
enfermedad periodontal y lesiones inflamatorias de la cavidad oral se ha detectado presencia
de VEB y P. gingivalis.

Se plantea la hipotesis: “La proteina BARF-1 de VEB es altamente conservada y mediante
sus interacciones celulares, en un ambiente inflamatorio promovido por P. gingivalis esta

involucrada en el desarrollo de cancer oral”.

3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar in-silico la diversidad a nivel génico y aminoacidico de la proteina BARF-1y
sus interacciones con proteinas celulares asociadas a la tumorigénesis, para el
establecimiento de un modelo de cooperacion con P. gingivalis en el desarrollo de cancer

oral.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar filogenéticamente la variabilidad nucleotidica y aminoacidica de BARF-1

2. Estudiar la interaccion in-silico entre BARF-1 y proteinas celulares relacionadas con
carcinogénesis.

3. Proponer un modelo teérico de interaccion entre BARF-1 de VEB y P. gingivalis,
mediado por la activacion de vias intracelulares asociadas a inflamacion, para su

participacion en el desarrollo de cancer oral.
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5. MATERIALES Y METODOS

1. Analisis filogenético
El andlisis de la variabilidad de la secuencia aminoacidica y nucleotidica de la proteina

BARF-1 se realizo utilizando secuencias depositadas en GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Fueron seleccionadas todas las secuencias que estuvieran identificadas como BARF-1 human
gammaherpesvirus 4 y presentaran 221 aminoacidos, correspondiente al tamafio de la
proteina. Se realiz0 el alineamiento de todas las secuencias que presentaran el criterio anterior

utilizando el programa bioinformatico Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/). El analisis

filogenético de todas las secuencias se realizo utilizando los programas MEGA version 7 y

NGPhylogeny (https://ngphylogeny.ft/) usando el método estadistico de Neighbor-joining,

considerando 500 replicaciones bootstraps. El arbol filogenético se ilustrd con la ayuda del

programa iTol (Interactive Tree of Life) (https://itol.embl.de/). Posteriormente, para una

mejor visualizacion, se seleccionaron aleatoriamente 50 secuencias con base a la informacion
derivada en el alineamiento (mutaciones observadas), y la informacion de la cepa del tipo de
patologia de la que fue obtenida (carcinoma géstrico, carcinoma nasofaringeo, linfoma, etc).
Con los 50 genomas seleccionados se realizé el analisis de las secuencias nucleotidicas
(666bp) correspondiente a BARF-1.

La representacion de los residuos en la estructura 3D de la proteina BARF-1 se realizo
utilizando la estructura cristalografica obtenida por difraccion de rayos X, depositada en
Protein Data Bank (RCSB PDB), con el codigo 2CHS8 (DOI: 10.2210/pdb2CHS8/pdb). La
visualizacion de los aminoacidos cercanos se obtuvo mediante el programa Visual Molecular

Dynamics (VDM).
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2. Ensayo in-silico de interaccion entre la proteina BARF-1 y proteinas celulares
El analisis bioinformatico de las interacciones proteina-proteina (IPP) conocidas entre VEB
y el hospedero se obtuvieron utilizando el servicio web PSICQUIC del Instituto Europeo de
Bioinforméatica (EMBL-EBI)

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/webservices/psicquic/view/main.xhtml). Se realizé la

busqueda de interaccion VEB-hospedero en las bases de datos activas presentes en este
servidor mediante la palabra clave EBV, Epstein-Barr o Gammaherpesvirus. Virus-Host
Network (VirHostNet 2.0) (http://virhostnet.prabi.ft/) es uno de los principales recursos de
interaccion patogeno-hospedero especializado en la gestion y andlisis de interaccion proteica
de virus-virus, virus-hospedero y hospedero-hospedero acopladas a sus anotaciones
funcionales (109). También se utiliz6 MorCVD (http://morcvd.sblab-nsit.net/), la cual es una
base de datos que contiene informacion de interacciones proteina-proteina hospedero-
patégeno implicadas en enfermedades cardiovasculares (ECV) (110). IntAct Molecular
Interaction Database, es una herramienta de analisis para datos de interaccion molecular,
donde muestra el método por el cual se ha evidenciado la interaccion derivada de la literatura
(111). Ademads, se obtuvo informacion de las proteinas con las cuales se mostro una

interaccion en la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/).

3. Planteamiento de modelo tedrico de interaccion entre VEB y P. gingivalis
Se realiz6 una revision bibliografica en National Library of Medicine (NIH) PubMed® sobre
cancer oral y las vias de sefializacion molecular relacionadas con la carcinogénesis con las
palabras claves “EBV, oral cancer”, “P. gingivalis, oral cancer”, “P. gingivalis,

inflammation” y “periodontitis, EBV, P. gingivalis”. Ademas, se ha revisado el estado del
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arte en cuanto a la participacion de VEB y P. gingivalis en carcinogénesis oral. Considerando
los datos obtenidos in-silico y de la informacion bibliografica obtenida, se ha propuesto un
modelo tedrico de cooperacion entre ambos microorganismos para promover el desarrollo de

cancer oral. El modelo se ha ilustrado utilizando BioRender (https://biorender.com/).
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4. RESULTADOS

1. Variabilidad génica de BARF-1

Se obtuvo 856 secuencias aminoacidicas de la proteina BARF-1 del GenBank. Todas las

secuencias incluidas estaban identificadas como BARF-1 human gammaherpesvirus 4 y

presentaron 221 aminoéacidos (tamafio completo de BARF-1). Ademas, se incluyd dos

secuencias de referencia B95-8 y AG876. En la Tabla 1, se describe la informacion obtenida

de las secuencias con respecto al sitio geografico y la patologia asociada. El 71,5% de las

secuencias provienen de Asia y el 49,5% son de carcinoma nasofaringeo.

Origen Geografico

Continente

ASIA (71,5%)

AFRICA (4,1)

EUROPA (15,3%)

AMERICA (2%)

OCEANIA 2,6%)

Sin informacion (4,6%)

Pais
China
Singapore
Korea del sur
Japon
Vietnam
Total
Kenya
Ghana
Nigeria
Total
Inglaterra
Francia
Alemania
Polonia
Ucrania
Total
Estados unidos
Brasil
Argentina
Total
Australia
Papua Nueva Guinea
Total

TOTAL

N° de secuencias
581
12

612

856
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Patologia asociada

Enfermedad N° de secuencias

Carcinoma nasofaringeo (49,5%) 424
Cancer gastrico (9,5%) 81
Linfoma Burkitt 29
Mononucleosis Infecciosa 28
NK/T Linfoma 21
Linfoma Hodking 14
Cancer de pulmon 4
Otros linfomas 135
No informacion 84
Sanos 36
TOTAL 856

Tabla 1. Descripcion del origen geografico y la patologia asociada de las 856 secuencias de
BARF-1. Se reporta el numero de secuencias de la proteina BARF-1 provenientes de los diferentes
paises, y la patologia asociada a las secuencias.

1.1. Variabilidad a nivel de ADN

En el alineamiento de las secuencias se observo una alta similitud, mostrando un 97-
100% de identidad entre todas las secuencias. Se seleccionaron 50 aislados
aleatoriamente y se realiz6 el analisis de mutaciones en la secuencia nucleotidica. BARF-
1 se encuentra en la posicion 165504 a 166169 nt del genoma de VEB B95-8 (GeneBank
Acc. No. V01555). En la Tabla 2 se resume las mutaciones encontradas. En la posicion
165589 ocurre un cambio de timina por citosina (T165589C) que da lugar al cambio
aminoacidico de valina por alanina en el codon 29 (V29A). Esta mutacion se presenta en
16/50 secuencias. De igual manera en la posicion 165892 ocurre un cambio de adenina
por guanina (A165892G) en 8/50 secuencias, generando un cambio de aminoécido de
histidina por arginina en el codén 130 (H130R). Por otro lado, se describen mutaciones
silentes T165545C en 14/50, T165768C en 12/50, C165779T en 5/50, T165797C en
10/50, C165944T en 15/50. La mayoria de estas secuencias estan asociadas a carcinoma

nasofaringeo.
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Cambio codon Cambio aa NPC GC Linfomas MI Sanos SI Total
nucleotidico

C165515G 4 F-> L 1 1
A165516G 5 I >V 1 1
T165545C 14 C 14 1 15
C165553G 17 A 2> G 1 1
C165554A 17 A 1 1
G165561A 20 A>T 1 1
A165567G 22 T > A 1 1
T165573C 24 F > L 1 1
C165575T 24 F 1 1 1 3
T165589C 29 vV > A |8 3 1 4 16
A165591G 30 T > A 1 1
C165599G 32 T 1 1
T165640C 46 vV 2> A 2 2
C165661G 53 P > R 1 1
G165664A 54 G 2> E 1 1
G165666A 55 E > K 1 1
A165667C 55 E > A 1 1
G165677A 58 \Y 3 3
C165678G 59 L >V 1 1
T165680C 59 L 1 1
G165699A 66 D > N 1 1
T165706C 68 I > T 2 2
T165717G 72 W-=> G 2 1 3
A165739G 79 D> G 1 1
T165767C 88 F 1 1
T165768C 89 L 7 3 1 1 12
C165779T 92 T 4 1 5
T165797C 98 H 7 2 1 10
G165801A 100 G > S 1 1
A165822G 107 K 2> E 1 1
G165840A 113 vV 2> 1 2 2
A165892G 130 H-> R 6 2 8
G165915T 138 D > Y 2 2
G165924C 141 V > L 1 1
C165944T 147 T 7 3 1 4 15
A166038G 179 K > E 1 1
G166040T 179 K 2> N 3 3
T166058C 185 \Y 1 1
G166059T 186 A > S 1 1
C166072T 190 S > L 1 1
C166136T 211 H 1 1
G166153T 217 G ~> V 1 1
T166158G 219 L >V 1 1
G166163A 220 S 2 2

Tabla 2. Mutaciones en 50 secuencias nucleotidicas de BARF-1. Se muestra las 44 mutaciones
observadas en la secuencia de nucledtidos y la patologia asociada. Se encontraron 14 mutaciones
silentes, y 30 produjeron un cambio de aminoécido. En rojo se muestras las mas prevalentes. NPC
(Carcinoma nasofaringeo), GC (Cancer gastrico), MI (Mononucleosis infecciosa), SI (Sin
informacion), aa (aminoacido).
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1.2. Variabilidad aminoacidica

En relacion a las mutaciones que generan un cambio de aminoacido se observaron

mutaciones descritas en la Tabla 3, entre ellas V29A (173/856), HI30R, (30/856), W72G

(9/856), y A20T (9/856). En la Figura S se muestra el sitio donde se producen estas

mutaciones en la secuencia aminoacidica, con respecto a las secuencias de referencias (B95-

8, AG876) y secuencia del vector MSCV-N-BARF-1, las cuales no presentan ninguna

mutacion.

Mutacion

A2T
F4L
I5V
LYF
A17G
A20T
T22A
F24L
V29A
T30A
V46A
P53R
G54E
ES5A
ES5K
Q57R
L59V
R62H
D66N
168T
W72G

N° de secuencias

QO = et | e Q) e e e = O = = N DN =

9

Mutacion

D79G
F87L
G100D
G100S
KI107E
V1131
HI30R
DI138Y
VI141L
L1591
G174D
G1748S
K179N
KI179E
A186S
S190L
WI195L
V2131
G217V
L219V

N° de secuencias

N = N = =N

(O8]
S

N = = = = N = B === NN

Tabla 3. Mutaciones observadas en las 856 secuencias aminoacidicas de la proteina BARF-1 de
VEB. Se describen las 41 mutaciones que generan un cambio de aminoacido, y el numero de
secuencias en las que se presentd. En rojo se indican las mutaciones que se presentaron en mas de

una secuencia.
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Figura 5. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de la proteina BARF-1 que presentan mutaciones puntuales. Se muestran algunas
secuencias que representan los sitios donde se presentaron los cambios de aminoacidos en la secuencia de BARF-1.
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1.3. Mutaciones en la estructura secundaria de BARF-1
Los residuos donde ocurren cambios por mutaciones en el ADN viral se ubicaron en la estructura
3D de la proteina obtenida del Protein Data Bank (RCSB PDB). En la figura 6a, se muestra el
monoémero de BARF-1 con los residuos donde ocurren las mutaciones mas prevalentes y
previamente descritas en la literatura. Los residuos se muestran con los aminodcidos que se
encuentran a 5 A. En 6b, se observa el residuo 29 correspondiente a valina. V29 forma puentes de
hidrogeno con el residuo valina 91. La mutacidén que se observo en este residuo fue un cambio por
alanina (V29A). En 6¢, se muestra el residuo isoleucina 68 que tiene interaccion con glutamina
135. La mutacidon que se observd en este residuo fue por treonina (I68T). El residuo 72
correspondiente a triptofano que se observa en 6d, forma puente de hidrogeno con arginina 75. El
cambio en este residuo fue por glicina (W72G). En 6e, el residuo acido aspartico 79 interactia con
arginina 28 y acido aspartico 79 de otro mondémero de BARF-1. La mutacion asociada a este
residuo fue cambio por glicina (D79G). El aminoacido valina 113 forma puentes de hidrogeno con
metionina 106 como se muestra en 9f. El cambio asociado a este residuo fue por isoleucina (V1131).
En 6g, se observa el residuo histidina 130, que forma enlace con treonina 145. La mutacion
asociada fue un cambio por arginina (H130R). El residuo 138 correspondiente a 4cido aspartico de
muestra en 6h, y muestra interaccion con serina 140, y serina 134. La mutacion asociada fue un

cambio por tirosina (D138Y).
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% Glu13
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%]
Pro 124 His 130

Figura 6. Localizacion de aminoacidos en la estructura secundaria de BARF-1, donde ocurre mutaciéon
y amino4cidos que estin a 5 A..a)Monomero de BARF-1 con los aminoacidos donde ocurren las
mutaciones encontradas. b) Valina 29, ¢) isoleucina 68, d) triptéfano 72, e) acido aspartico 79, f) valina 113,
g) histidina 130, h) acido aspartico 138.
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1.4. Andalisis filogenético de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de BARF-1
El anadlisis filogenético de la proteina BARF-1 mostré la presencia de dos nodos, el primero
involucra la mayoria de las secuencias, mientras que el otro grupo presenta subnodos, dentro de
los cuales se encuentran la mayoria de las secuencias que presentan mutaciones puntuales. En la
Figura 7 se observa el arbol filogenético de las 859 secuencias, incluyendo la secuencia del vector
MSCV-N-BARF-1 y las secuencias de referencia (B95-8 y AG876). En la Figura 8 se presenta el
arbol filogenético de las 50 secuencias nucleotidicas seleccionadas anteriormente. En la Figura 9,
se muestra el arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas de los mismas aislados. De las 50
secuencias seleccionadas, 30 provienen de carcinomas epiteliales (carcinoma gastrico y carcinoma
nasofaringeo); sin embargo, ninguna proviene de carcinoma oral. En las secuencias nucleotidicas
se pudo observar la agrupacioén en nodos. El grupo 1 y grupo 3 correspondiente a secuencias de
carcinoma nasofaringeo, y el grupo 2 de carcinoma géstrico. Existe una asociacion entre el grupo
3 de NPC y la presencia de la mutacion V29A. De igual manera, esta asociacion es evidente en la

secuencia aminoacidica.
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Tree scale: 0.01 ¢

Figura 7. Arbol filogenético circular de la proteina BARF-1. Se muestra el analisis filogenético
realizado por el método de Neighbor-joining (500boostraps) de 859 secuencias aminoacidicas de la proteina
BARF-1 de VEB. En rojo se observa la ubicacion de la secuencia del vector MSCV-N-BARF-1
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Figura 8. Arbol filogenético rectangular de la secuencia nucleotidica de BARF-1. Se muestra el
analisis filogenético de 53 secuencias nucleotidicas de BARF-1. Con circulo verde se muestra la
ubicacion de la secuencia del vector MSCV-N-BARF-1. En rojo se muestran las secuencias de
referencia (B95-8, AG876). Los tridngulos verdes son secuencias correspondientes a carcinoma
gastrico, y el cuadrado gris secuencias de carcinoma nasofaringeo.
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Figura 9. Arbol filogenético rectangular de la proteina BARF-1. Se muestra el analisis
filogenético de 53 secuencias aminoacidicas de la proteina BARF-1. Con circulo verde se muestra la
ubicacion de la secuencia del vector MSCV-N-BARF-1, en rojo las secuencias de referencia (B95-8
y AG876). Los triangulos verdes son secuencias correspondientes a carcinoma gastrico, y el cuadrado
gris secuencias de carcinoma nasofaringeo.
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2. Ensayo in-silico de interaccion proteina BARF-1 y proteinas celulares

En bases de datos de interaccion proteina- proteina se evidencid la interaccion entre BARF-1 y
proteinas celulares asociadas a tumorigénesis. La base de datos MorCVD, mostr6 que la cepa
AG876 de VEB (Uniprot POC6NO0), presenta interaccion fisica comprobada por ensayos de doble
hibrido con la proteina Piruvato quinasa (PKM) (Uniprot P14618). También mostr6 interaccion
con DnaJ homolog subfamily A member 3 (DNAJA3) (Uniprot Q96EY1), y con Alfa-actinina-1
(Uniprot P12814). De igual manera, en la base de datos VirusHostNet se observd que la cepa
BARF1_EBVAS presentan interaccion con las mismas proteinas antes mencionadas y, ademas,
con la Proteina 1 que contiene el dominio SERTA (SRTDI) (Uniprot Q9UHV2). Estas
interacciones se visualizan en la Figura 10a. Como ya ha sido ampliamente descrito, en las bases
de Uniprot e IntACt se evidencia la interaccion entre BARF1_EBV9 con hCSF-1 humano y de
raton (Figura 10b y c).

a b

BARF1_EBVA8

A3_HU

Figura 10. Interacciones entre BARF-1 y proteinas celulares. a)
Interaccion de BARF-1 con proteina Alfa-actinina 1, Piruvato quinasa y
Dnal3. b) Interaccion de BARF-1 con CSF1 humano y de raton. c)
Interaccion entre BARF-1 y CSF-1 humano comprobada en la base de
datos de Uniprot.

BARF1_EBVB9
CSF1_HUMAN
CSF1_MOUSE

BARF1_EBVB9
CsFi_HUMAN @ @
CSF1_MOUSE @
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3. Modelo teorico de interaccion entre VEB y P. gingivalis

La busqueda bibliografica con respecto a VEB y P. gingivalis arroj6 los siguientes resultados, los
cuales permitieron el planteamiento de un modelo, publicado en un articulo y representado en la
Figura 11 (67).

Las comunidades microbianas de la cavidad oral ejercen interacciones complejas que modifican el
comportamiento del microbioma y las respuestas de la célula hospedera, como ocurre en la
periodontitis En esta enfermedad, la disbiosis causada por el aumento de patobiontes, como P.
gingivalis, promueve un proceso exacerbado de inflamacion. La inflamacion cronica conlleva la
produccion de factores mediadores que en su suma resultan en la destruccion del tejido gingival.
Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son moléculas de sefializacion clave que juegan un papel
importante en la progresion de los trastornos inflamatorios. En niveles altos, ROS puede conducir
a una funcion fisioldgica deteriorada a través del dafio celular del ADN, proteinas, lipidos y otras
macromoléculas.

Por otro lado, el VEB y P. gingivalis muestran mayor presencia en pacientes con periodontitis
cronica, en comparacion con pacientes sanos (112—114). De igual manera se ha visto una mayor
proporcion de P. gingivalis detectada en sujetos VEB-positivos y se ha demostrado que la
estimulacion con el sobrenadante de P. gingivalis da como resultado la reactivacion del VEB en la
linea celular linfoide B VEB-positiva (Raji; Coleccion Japonesa de Biorecursos de Investigacion)
(108). Hasta el momento, no se dispone de informacion que describa una interaccion directa entre
el VEB y P. gingivalis, sin embargo, existe una evidencia creciente que muestra que ambos
microorganismos tienen un papel en la carcinogénesis oral, activando vias de sefializacion comunes

como parte del proceso de infeccion.
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Por otro lado, los estudios demuestran que P. gingivalis induce el cambio litico del VEB (113). El
promotor del gen BZL1 (gen inmediatamente temprano) esta envuelto por histonas y su activacion
requiere la inhibicion de una histona desacetilasa (HDAC) (114). El acido butirico, un acido graso
de cadena corta es un componente de desecho metabolico de P. gingivalis que promueve la
inhibicion de HDACs (115), por lo tanto, genera la acetilacion de histonas y la liberacion y
activacion del promotor del gen BZL1 finalmente la activacion del ciclo litico abortivo del VEB
(116). Se informa que la concentracion de 4cido butirico aumenta con la progresion de la
enfermedad periodontal, lo que sugiere que puede promover un estado grave de la enfermedad (89).
Se ha demostrado que la reactivacion litica del VEB es importante para la carcinogénesis (69). De
hecho, el ciclo litico abortivo, en el que se expresa un conjunto limitado de productos virales,
aunque sin maduracion viral, es prominente en la carcinogénesis epitelial (117). Entre los genes
virales expresados en este ciclo litico abortivo se encuentran los inmediatamente tempranos, pero
no los genes estructurales, por lo que no se produce ninguna nueva particula viral (118).

En un ciclo litico de VEB, los genes que codifican proteinas con funciones antiapoptdticas
(BHRF1, BALFI1) e inmunomoduladoras (BCRF1, BARF-1, BILF1, BGLF5, BNLF2a, BLLF3)
promueven la produccion viral al proteger temporalmente las células infectadas de las sefiales de
muerte provocadas por respuestas inmunes. En la tumorigénesis también podrian jugar un papel,
ya que estos genes continuarian brindando asistencia inmunomoduladora y antiapoptdtica sin la
célula infectada, alcanzando las etapas liticas finales asociadas con la muerte celular (69). Por tanto,
se expresan los genes que permiten que el virus esté activo y que la célula viva mantenga su
presencia.

BARF-1 cumple un rol en la tumorigénesis por sus propiedades inmunomoduladoras debido a su

interaccion fisica con hCSF. Por otro lado, como se ha descrito también presenta propiedades anti
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apoptdticas y de inmortalizacion.

Un punto muy importante es el establecimiento de latencia en los tumores epiteliales mediados por
VEB. Teniendo en cuenta que tanto en NPC como en VEBaGC, se detecta sistematicamente un
VEB latente clonal en los tumores y que apenas se encuentra latencia en los epitelios no tumorales
(60), una pregunta importante es qué factores promueven el establecimiento de la latencia del VEB
en las células epiteliales. A este respecto, se ha sugerido que el dafio previo al ADN puede favorecer
la posibilidad de mantenimiento del genoma viral y el establecimiento de la latencia (61).

Por tanto, con los antecedentes obtenidos de la bibliografia se plantea un modelo que indica una
sugerida interaccion funcional VEB-P. gingivalis mediada por el potencial oncogénico,
inmunomodulador e interacciones celulares de BARF-1, y las propiedad inflamatorias y
oncogénicas de P. gingivalis. El aumento de la abundancia relativa de P. gingivalis en la cavidad
oral por factores como estrés o tabaco entre otros, produce una disbiosis y un proceso de
inflamacién cronica. Esto conlleva a la sobreproduccion de ROS y el consiguiente dafio del ADN
(119) que puede favorecer el establecimiento de latencia del VEB. Por otro lado, el 4cido butirico
generado como metabolito de desecho de P. gingivalis, favorece la transcripcion del gen
inmediatamente temprano BZLF1(113). BARF-1 es expresado y secretado por la activacion del
factor de transcripcion. Las propiedades tumorigénicas de BARF-1 promueven el desarrollo de

cancer oral.
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Figura 11. Modelo de interaccion sugerido entre VEB y P. gingivalis en el desarrollo del cancer oral:
1) El aumento en la abundancia relativa de P. gingivalis conduce a un microambiente oral disbidtico, que a
su vez promueve inflamacion cronica. 2) Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden provocar dafios
en el ADN. 3) Las alteraciones del ADN favorecen el mantenimiento del genoma y establecimiento de
latencia de VEB en células epiteliales orales. 4,5) El acido butirico, desecho del metabolismo de P.
gingivalis, inhibe las HDAC, promueve la acetilacion de histonas, la expresion de genes VEB IE, lo que a
su vez promueve activacion del ciclo litico abortivo en el que se expresan algunos genes virales latentes y
liticos, como BARF-1. 6) La proteina BARF-1 hexamérica secretada modula la respuesta inmune del
hospedero, a través del hCSF que actia como receptor sefiuelo, promoviendo una reduccion en la activacion
y diferenciacion de macrofagos 7) La porcion de BARF-1 intracelular interactiia con proteinas celulares
para promover la inhibicion de la apoptosis, contribuir en la proliferacion celular e inmortalizacion. Por
tanto, la suma de estos factores y el entorno inflamatorio provocado por la respuesta inmune del hospedero
contribuyen al proceso de transformacion y desarrollo de cancer oral.
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5. DISCUSION

El VEB esta asociado etioldégicamente a tumores epiteliales como NPC indiferenciados y a un
subgrupo de tumores gastricos. A pesar de que aun se desconoce su relacion con el desarrollo de
COCE, se ha sugerido que VEB desempefia un rol importante en la promocion y progresion del
proceso tumoral. En efecto, se ha descrito que VEB esta presente en alrededor del 40% de COCE
en el mundo (57).

Las propiedades del VEB que contribuyen al proceso de carcinogénesis estin dadas por su
capacidad de evadir la respuesta inmune y por la expresion de oncogenes virales. En tumores
epiteliales, se ha descrito que el 90% de los casos expresan la proteina oncogénica BARF-1 (66),
la cual es raramente detectada en linfomas (65). Esto sugiere que BARF-1 es una proteina
especifica del epitelio tumoral infectado.

En esta tesis se realizo el analisis de la diversidad genética de las secuencias en toda la region
codificante del gen BARF-1 (165504—-166169pb). Un total de 41 mutaciones que se tradujeron en
cambio en la secuencia aminoacidica de BARF-1 fueron detectadas en 856 aislados. Siete de ellas
(V29A, V46A, W72G, D79G, V1131, H130R, D138Y) han sido previamente reportadas (120). Las
mutaciones V29A y H130R fueron detectadas en 173/856 y 30/856 aislados, respectivamente,
constituyendo las mutaciones mas prevalentes. Esto es concordante con el estudio de Hutajulu, et
al. (2010) en el que se analiz6 la variabilidad de BARF-1 en muestras de NPC, otras enfermedades
relacionadas a VEB y pacientes sanos de Indonesia, encontrando que estas mutaciones estuvieron

presentes principalmente en NPCs. Otras mutaciones que se encontraron en mas de una secuencia

en este estudio fueron A20T (9), KI79N (4) y I68T (3).
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De las 856 secuencias, 50 fueron analizadas para mutaciones en la secuencia nucleotidica,
arrojando 44 mutaciones, 14 de ellas silentes. Las mutaciones silentes T165545C, T165768C,
C165779T, T165797C, C165944T fueron las mas prevalentes (n: 15, 12, 5, 10 y 15/50
respectivamente). Las mutaciones silentes pueden afectar a la proteina a pesar de que no generen
un cambio de aminoacido, debido a que el cambio en el uso de codones se ha visto relacionado con
alteracion en la velocidad de traduccién y en el plegamiento de la proteina (121).Diferentes
codones pueden codificar un mismo aminodacido, por la redundancia del genoma; sin embargo, la
disponibilidad de ARNt es especifico para cada codén. Los codones que son habituales en un gen
disponen de ARNt para la traduccion. Por ello, el cambio de codon podria modificar la traduccion,
especialmente la velocidad y esto conllevar a un mal plegamiento de la proteina.

La mutacién T165545C ha sido reportada por Zhang, et al 2006 en lineas celulares de VEB de
linfoma de células T/NK, a diferencia de lo encontrado en este estudio en que 14 de las 15
mutaciones corresponden a NPC (122). Por otro lado, T165768C, C165779T, T165797C,
C165944T se presentaron mayormente en NPC, al igual que en el estudio de Hutajulu, et al. (2010).
La mutacion T165589C da cuenta del cambio de V29A y se presentd mayormente en NPC
(54/173). Al igual que en estudios previos (120), la posicion V29 mostrd ser el hot spot mas
frecuente. Interesantemente esta mutacion se presentd solo en 5/173 GCs. La mayor frecuencia de
V29A en NPCs sugiere que puede existir una asociacion. De igual manera, como evidencia el arbol
filogenético de la secuencia nucleotidica de BARF-1, el grupo 3 que corresponde a NPC, presenta
la mutacion V29A. El 80,3% de NPCs de pacientes indonesios han presentado esta mutacion, y el
25,3% de NPC de China del Norte, confirmando los resultados obtenidos (120,123).

La mayoria de los aislados presentaron una secuencia aminoacidica correspondiente a la cepa de

referencia B95-8 en la region del gen BARF-1, como se evidencio en el arbol filogenético de las
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856 secuencias aminoacidicas. La region de homologia con el receptor hCSF (146-158aa) se
muestra altamente conservado entre las secuencias, al igual que los sitios de union al hCSF (34-39
y 82-86aa), sugiriendo que este sitio en la proteina BARF-1 es relevante para el virus y para su
funcion biologica. El hecho de que las mutaciones no se encuentren en el sitio de interaccion con
otras proteinas, no descarta que puedan afectar la estructura o estabilidad de la proteina. Para
evaluar esta posibilidad, se realizo el anélisis de la posicion de los aminoacidos donde ocurren las
mutaciones en la estructura cristalografica de la proteina BARF-1. Asi, valina 29 ubicado en el
domino N-terminal de la proteina forma un puente de hidrogeno con valina 91. La mutacion en
esta posicion genera un cambio de valina por alanina, sin embargo, al ser los dos aminoacidos
alifaticos poco reactivos y fuertemente hidrofobicos, se sugiere que no produce efecto en la
estructura de la proteina (124). Ademas, la interaccion valina 91 no se ve afectada, ya que esta
interaccion ocurre entre los grupos amino y carboxilo de ambos aminoacidos. El cambio de
triptofano por glicina en la posicion 72 implica un cambio de un aminoacido apolar por uno polar
sin carga. La estructura de estos aminoacidos es bastante diferente por el anillo aromatico del
triptofano, el cual interactia con arginina 75 y estd interaccion puede ser afectada por glicina y
cambiar la estabilidad de la proteina BARF-1. En la posicion 130, la mutacion genera un cambio
de histidina por arginina, ambos aminodcidos polares con carga positiva, con grupos funcionales
diferentes. La histidina es un aminoacido aromatico con un grupo imidazol, mientras que arginina
tiene un grupo guanidino. Sin embargo, es un cambio que tampoco supondria un efecto en la
estabilidad de la proteina. Hutajulu y col. (2010) han sugerido que no se considera que los tres
cambios principales de aminoacidos (V29A, W72G y H130R) en el gen BARF-1 cambien la
estructura secundaria, de BARF-1, por lo tanto, podrian tener un minimo efecto sobre su funcion

biologica (120). Tomados en conjunto, los datos filogenéticos permiten concluir que la proteina
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BARF-1 es altamente conservada y que las variaciones reportadas en su secuencia primaria no
afectan su estructura y, en consecuencia, no afectan sus propiedades bioldgicas.

El potencial oncogénico de BARF-1 estd dado por sus interacciones con proteinas celulares con
funciones relacionadas a carcinogénesis. Como se ha descrito previamente, BARF-1 neutraliza e
inactiva alostéricamente a hCSF, lo cual impide la unién de este ultimo a su receptor (70). El efecto
de esta interaccion es la inhibicion de la proliferacion, diferenciacion y activacion de células del
linaje mononuclear-fagocitico, y por consiguiente inhibicion de la secrecion de INF-y secretado
por estas células (125). Por otro lado, como se ha evidenciado en este trabajo, BARF-1 presenta
interaccion con otras proteinas como DnaJ homolog subfamily A member 3 (DNAJA3), también
conocida como Tid1. Esta proteina es considerada un supresor tumoral, que modula la transduccion
de sefales apoptdticas o las estructuras efectoras dentro de la matriz mitocondrial. Tid1 afecta la
liberacion de Citocromo C de las mitocondrias y la activacion de la Caspasa 3, pero no la activacion
de la Caspasa 8. Se han identificado dos formas de splicing de ARNm de Tidl y producen dos
variantes (Tid1-L y Tid1-S) en el citosol. La expresion de hTid-1L aumenta la apoptosis inducida
por el agente mitomicina ¢ y TNFa. Se demostro que esta actividad depende del dominio J de hTid-
1L, debido a que una mutante de este dominio suprimi6 la apoptosis. Al contrario, se demostro que
hTid-1S suprime la apoptosis, porque una mutante de este dominio aumento la apoptosis (126).
Estos datos sugieren que el papel de Tid1 en la progresion del cancer podria depender del tipo de
variante de Tid1 (127). Ademas, se ha visto que niveles aumentados de Tid1 estdn asociados con
supresion de metastasis en cancer de cabeza y cuello mediante la inhibicién de Galectin-7 (128).
Dada la interaccion de Tidl con BARF-1, y su actividad dual en la modulaciéon de la apoptosis,
estudios futuros podrian abordar en el efecto de esta interaccion y dar luz respecto de la variante

de Tid1 que interacttia con BARF-1. Es conocido que otros virus oncogénicos expresan proteinas
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capaces de controlar la apoptosis (129—131), por tanto, es plausible la nocion que BARF-1
interacttie con Tid1 con el proposito de evitar la muerte celular para permitir la replicacion viral o
la mantencion de la latencia durante el ciclo litico abortivo. En todo caso, se requieren estudios
adicionales para confirmar estas posibilidades.

En esta tesis se evidencio interaccion de BARF-1 con la Proteina I que contiene el dominio SERTA
(Sertadl). Esta proteina se une a promotores que responden a E2F, funcionando como corregulador
para integrar sefales proporcionadas por factores de transcripcion. Sertadl estimula la actividad
transcripcional de E2F1 / TFDP1 y hace que la actividad de ciclina D1 / CDK4 sea resistente a los
efectos inhibidores de p16. Por lo tanto, la interaccion de Sertadl con BARF-1 podria favorecer la
actividad reguladora de la primera, promoviendo proliferacion celular debido a la regulacion
positiva por E2F/DP1. Sin embargo, se requieren estudios experimentales adicionales para
comprobar esta posibilidad.

En todas las neoplasias malignas asociadas al VEB, el virus se encuentra en estado latente. La
latencia viral es un mecanismo adaptativo que permite evitar la deteccion inmune y los efectos
citopaticos de la fase replicativa viral. El establecimiento de latencia por VEB puede darse tras un
proceso de reactivacion ocurrido en los linfocitos (donde permanecid en latencia por mucho
tiempo) permitiendo el contacto entre el virus y células epiteliales donde se hayan dado cambios
genéticos tempranos premaligno como la sobreexpresion de ciclina D1 o la pérdida de p16, que
facilitarian la infeccion latente estable del virus (61,132).

Otro factor conocido que genera dafio en el ADN es la desregulacion de ROS. En niveles altos,
ROS puede conducir a una funcion fisioldgica deteriorada de la célula a través del dafio del ADN,
proteinas, lipidos y otras macromoléculas. En todo caso, no se conocen los mecanismos mediante

los cuales el dafio al genoma se traduce finalmente en el mantenimiento del genoma viral y
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establecimiento de latencia en células epiteliales.

La inflamacion cronica que genera P. gingivalis en la cavidad oral promueve la produccién de ROS
por parte de neutrdfilos polimorfonucleares. Se ha descrito que la creacion de un entorno
proinflamatorio puede vincular funcionalmente la enfermedad periodontal con el desarrollo de
cancer oral, dado que los mecanismos que afectan la integridad de los tejidos y alteran la respuesta
inmunitaria son relevantes en tumorigénesis.

Por ello la inflamacion cronica generada por P. gingivalis y por ende la produccion exacerbada de
ROS vy el subsecuente dafio al genoma, potencialmente podrian facilitar el establecimiento de
latencia de VEB.

Por otro lado, el acido butirico, producido como un compuesto de desecho de P. gingivalis,
favoreceria la inhibicion de histona desacetilasas (HDAC) y la activacion del promotor BZLF1,
que dirige la expresion de la proteina Zta, regulador del switch latente/litico.

La activacion de los genes IE puede conducir a un ciclo litico abortivo del VEB con expresion de
algunos genes liticos, incluido BARF-1. Esto ha sido plasmado en el modelo propuesto de
interaccion entre VEB y P. gingivalis en el cual la proteina BARF-1 tendria un rol fundamental
(Figura 11). En este modelo, el incremento en la abundancia relativa de P. gingivalis promueve
inflamacion crénica con generacion de ROS, los cuales pueden provocar dafios en el ADN. Estas
alteraciones favorecen el establecimiento de la latencia de VEB en células epiteliales orales.
Adicionalmente, el 4cido butirico, proveniente del metabolismo de P. gingivalis, provoca
alteraciones que favorecen activacion del ciclo litico abortivo de VEB con expresion de BARF-1.
Esta proteina modula la respuesta inmune del hospedero e interactia con proteinas celulares para
promover la inhibicion de la apoptosis, contribuir en la proliferacion celular e inmortalizacion. Por

tanto, la suma de estos factores y el entorno inflamatorio provocado por la respuesta inmune del
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hospedero contribuyen al proceso de transformacion y desarrollo de cancer oral.

Finalmente, se ha descrito que ambos tanto VEB como P. gingivalis tienen la capacidad de activar
vias de sefializacion celular que promueven tumorigénesis de manera independiente, sugiriendo la
necesidad de profundizar en el estudio de esta interaccion y sus consecuencias, en el desarrollo del
cancer oral. La cuantificacion de la abundancia de P. gingivalis en la cavidad oral y la deteccion
del genoma de VEB, con expresion de BARF-1 podrian constituir marcadores diagnosticos o
prondésticos, como también sugerir herramientas terapéuticas en la prevencion y tratamiento de
cancer oral.

En conclusion, en esta tesis se caracterizo a BARF-1 mediante herramientas bioinformaticas,
confirmando que es una proteina altamente conservada, lo que favoreceria su interaccion con
proteinas celulares. Las interacciones entre BARF-1 con proteinas celulares asociadas al ciclo
celular permitieron plantear un modelo de cooperacion con P. gingivalis para el desarrollo de

cancer oral. Los resultados obtenidos permiten confirmar la hipotesis planteada en esta tesis.
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