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Introduccion: el virus de Epstein-Barr (VEB) es aislado en multiples neoplasias hematolégicas, entre
estas: el linfoma de Hodgkin (LH), EL VEB se clasifica en VEB tipo 1 y 2. Las diferencias biolégicas
atribuibles a los tipos 1 y 2 del VEB proporcionan la justificacion para la clasificacion del VEB en estos dos
grandes grupos, aunque no explican completamente la diversidad natural del VEB. Objetivo: determinar
los genotipos del VEB en biopsias parafinadas de linfoma de Hodgkin pediatrico positivas a la infeccion
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por VEB. Materiales y métodos: se sometieron a estudio 6 biopsias parafinadas de linfoma de Hodgkin
pediatrico positivas a la infeccion por VEB. La deteccion de genotipos 1 y 2 de VEB se realizé por PCR
convencional utilizando cebadores especificos para regiones del gen EBNA-3C del VEB comunes a los
genotipos 1 y 2. Resultados y discusion: se demostré la presencia de genotipos de VEB; una biopsia
fue positiva para el genotipo VEB-2 y dos biopsias positivas para el genotipo VEB-1. Se determind la
presencia de los genotipos VEB1 y VEB2 en las biopsias analizadas mediante el estudio del gen EBNA-
3C, coincidiendo con los patrones de circulacion de los genotipos de VEB reportados en otras regiones de
Latinoamérica. Conclusion: estos resultados reflejan la diversidad viral en el ambito local y son relevantes
porque pueden afectar el diagndstico, el prondstico y el manejo terapéutico de las enfermedades asociadas
al VEB. Limitaciones: probablemente el parafinado presente en las biopsias interfirié con la cantidad y
calidad del DNA para genotipificar el total de las biopsias estudiadas. Ademas, el nimero reducido de
casos Yy la carencia de informacién clinica detallada sobre la condicion inmunoldgica y la evoluciéon de
los pacientes dificultan la evaluacion de la relacion entre la infeccién por VEB, sus genotipos y su posible
impacto clinico, patoldgico, terapéutico y de pronéstico de estos LH pediatricos estudiados. Perspectivas
futuras: estos resultados preliminares obligan a una siguiente fase de estudio de genotipificacién y analisis
de genomas completos de EBV en un mayor nimero de casos de LH pediatrico y a la incorporacion en
los futuros trabajos de datos clinicos, patolégicos, inmunoldgicos, de determinacién de marcadores, datos
epidemioldgicos locales, entre otros, necesarios para un analisis integral a nivel local y regional.

Palabras clave: antigeno nuclear de VEB 3C (EBNA 3C), genotipos 1y 2 de VEB (VEB 1 y VEB 2),
hibridacién in situ (ISH), linfoma de Hodgkin (LH), virus Epstein-Barr (VEB).

Introduction: Epstein-Barr virus (EBV) is isolated in multiple hematological malignancies, including
Hodgkin lymphoma (HL). EBV is classified into EBV types 1 and 2. The biological differences attributable to
EBV types 1 and 2 provide the justification for classifying EBV into these two major groups, although they
do not fully explain the natural diversity of EBV. Objective: To determine the EBV genotypes in paraffin-
embedded biopsies of pediatric Hodgkin lymphoma positive for EBV infection. Materials and methods:
Six paraffin-embedded biopsies of pediatric Hodgkin lymphoma positive for EBV infection were studied.
The detection of EBV genotypes 1 and 2 was performed by conventional PCR using primers specific
for regions of the EBNA-3C gene of EBV common to genotypes 1 and 2. Results and discussion: The
presence of EBV genotypes was demonstrated; one biopsy was positive for EBV-2 genotype and two
biopsies were positive for EBV-1 genotype. The presence of EBV-1 and EBV-2 genotypes was determined
in the analyzed biopsies by studying the EBNA-3C gene, coinciding with the circulation patterns of EBV
genotypes reported in other regions of Latin America. Conclusion: These results reflect viral diversity in the
local area and are relevant because they may affect the diagnosis, prognosis, and therapeutic management
of EBV-associated diseases. Limitations: The paraffin embedding in the biopsies likely interfered with
the quantity and quality of DNA available for genotyping all the biopsies studied. Furthermore, the small
number of cases and the lack of detailed clinical information on the patients’ immunological status and
clinical course hinder the assessment of the relationship between EBV infection, its genotypes, and its
potential clinical, pathological, therapeutic, and prognostic impact on these pediatric Hodgkin lymphoma
cases. Future perspectives: These preliminary results necessitate a further phase of study involving
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genotyping and whole-genome analysis of EBV in a larger number of pediatric Hodgkin lymphoma cases.
Future work should also incorporate clinical, pathological, immunological, and marker data, as well as local
epidemiological data, among others, to provide a comprehensive analysis at the local and regional levels.

Keywords: EBV genotypes 1 and 2 (EBV 1 and EBV 2), EBV nuclear antigen 3C (EBNA 3C), Epstein-Barr
virus (EBV), Hodgkin lymphoma (HL), in situ hybridization (ISH).

1. Introduccion

El herpesvirus humano tipo 4 o virus de Epstein-Barr (VEB) fue aislado en 1964 a partir del linfoma
de Burkitt (LB). Investigaciones posteriores ampliaron su espectro patolégico en multiples neoplasias
hematoldgicas, como linfoma de Hodgkin (LH), linfomas no Hodgkin, linfomas de células T y de células
T asesinas naturales. Ademas, se demostrd su papel relevante en el desarrollo de tumores epiteliales, como
carcinoma nasofaringeo y ciertos subtipos de cancer gastrico; el VEB también se asocia con patologias
no neoplasicas, como mononucleosis infecciosa, esclerosis multiple, la leucoplasia vellosa oral y el lupus
eritematoso sistémico (Ambinder, 2014; Damania et al., 2022; Dunmire et al., 2018; Fujimori et al., 2026).

El VEB es un virus de ADN bicatenario lineal de aproximadamente 170 kpb, con particulas virales
de 120-180 nm de didmetro. Su genoma se encuentra contenido en una nucleocapside icosaédrica
rodeada por un tegumento proteico y una envoltura con glucoproteinas necesarias para la entrada a la
célula hospedadora (Z. Li et al., 2020).

El virus se clasifica como VEB de tipo 1y 2 basado en la presencia de polimorfismos en los genes
que codifican los antigenos nucleares EBNA3A, EBNA3B y EBNA3C. La clasificacion inicial se basé
en las diferencias en EBNA-2 identificadas en aislados de VEB de lineas de células linfoblastoides
(LCL), las diferencias bioldgicas atribuibles a los tipos 1 y 2 del VEB proporcionan la justificacion
para la clasificacion del VEB en estos dos grandes grupos, sin embargo esté claro que estas no explican
completamente la diversidad natural del VEB (C. M. Chang et al., 2009; Arturo-Terranova et al., 2020).
Basados en los polimorfismos genéticos contenidos en las proteinas EBNA (EBNA2 y EBNA-3A, -3B
y -3C), se reconocen a nivel mundial los genotipos como dos cepas diferentes de VEB, tipo A (por
ejemplo, B95-8, GD1 y Akata) y tipo B (por ejemplo, AG876 y P3HR), correspondientes a los VEB tipo
1 y VEB tipo 2, respectivamente. Los VEB tipo 1 y tipo 2 codifican proteinas EBNA2 diferentes, con
solo un 54 % de identidad en la secuencia de aminodcidos; sin embargo, la secuenciaciéon del genoma
completo confirmé que EBNA2 y EBNA3 son los unicos genes que pueden distinguir las cepas de VEB
tipo 1 y tipo 2(Kwai Fung Hui & Tsz Fung Chan, 2018; Montes-Mojarro et al., n.d.). La diversidad
entre estas cepas de EBV ha sido objeto de un analisis mas detallado, permitiendo la identificacién
de diversas variantes implicadas en la patogenicidad viral. En particular, EBNA2 del VEB tipo 2
presenta diferencias marcadas respecto a la del VEB tipo 1 en términos de longitud y polimorfismos de
nucledtidos tnicos, lo que da lugar a proteinas con una capacidad reducida para transformar células
B(Xie et al., 2024).

Varios estudios a nivel mundial han demostrado que cada tipo puede tener sub poblaciones o sub
grupos, como ejemplo Hui, KF y colaboradores realizaron comparaciones de secuencias EBERs de
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VEB aisladas de saliva de 142 portadores en Hong Kong con secuencias aisladas de muestras de 62
biopsias de cancer nasofaringeo demostrando en el anélisis de conglomerados cinco subgrupos, VEB
tipo 1 A-Cy VEB tipo 2 A-B en la saliva de portadores y los tipos 1A y 1B fueron predominantes en
las biopsias de cancer nasofaringeo (Kwai Fung Hui & Tsz Fung Chan, 2018; Teru Kanda, 2019).Lo
anterior demuestra que la variabilidad genética entre los genotipos tiene implicaciones probablemente
relacionadas con la actividad oncogénica del VEB.

En otros estudios, la variabilidad genética del VEB también se ha analizado con secuencias parciales
del genoma viral a partir de genes individuales, como el gen de la proteina latente de membrana 1
(LMP1), presentando limitaciones, ya que el uso de secuencias parciales puede conducir a errores
de clasificaciéon. A pesar de lo anterior, el sistema de genotipado tipo 1 y tipo 2 aun es ampliamente
aceptado, pero se debe tomar en cuenta la posibilidad de numerosos eventos de recombinacion dentro
del genoma del VEB podrian afectar su precision y su interpretacion evolutiva, esto hace necesario
analizar el genoma completo del virus, considerando especialmente la recombinacién, lo que podria
dar paso a una nueva clasificacién del VEB basada en un enfoque integral que combina el analisis de la
estructura poblacional y la filogenia para mejorar la reconstruccion evolutiva viral(Zanella, Riquelm,
etal., 2019). También se ha planteado que el VEB-2 podria derivar de recombinaciones que involucran
los genes EBNA2 y EBNA3, ya sea entre cepas de VEB-1 y linfocriptovirus estrechamente relacionados,
o mediante la seleccion positiva de variantes génicas especificas, lo que podria estar relacionado con
procesos de recombinacion (Smatti et al., 2018; Zanella, Riquelme, et al., 2019).

El VEB presenta una distribucion geografica diferenciada de sus genotipos: el tipo 1 es el mas
prevalente a nivel mundial, especialmente en Europa, Asia y América, mientras que el tipo 2 se
detecta con mayor frecuencia en Alaska, Papua Nueva Guinea y Africa Central, donde también se han
descrito infecciones mixtas y variantes recombinantes intertipicas, el analisis de secuencias obtenidas
de portadores sanos y de muestras tumorales muestran una elevada diversidad genética dentro de
la clasificacion tipo 1/tipo 2 y una clara segregacion regional, particularmente de cepas asiaticas.
Asimismo, estudios comparativos de genomas completos han identificado polimorfismos asociados a
cepas derivadas de tumores, algunas de las cuales presentan mayor tropismo epitelial y actividad litica,
lo que sugiere un posible vinculo entre ciertas variaciones gendmicas y el aumento de la patogenicidad
viral, aunque su origen evolutivo atin no se ha esclarecido completamente. (Mautner, 2018; Zealiyas et
al., 2023). Ademas, las diferencias genéticas entre ambos tipos influyen en su potencial de reactivacion,
lo que repercute en la presentacion clinica de la enfermedad y en la variabilidad geografica observada
(Huang et al., 2023; Shannon-Lowe et al., 2017). Tanto los genotipos de VEB tipo 1 como los de tipo
2 pueden experimentar una replicacion litica espontanea de gran intensidad, este proceso, altamente
complejo a nivel molecular, involucra la interaccién con diversas proteinas celulares y podria contribuir
a la oncogénesis mediante distintos mecanismos. (Mautner, 2018; Zealiyas et al., 2023).

La replicacion litica activa del VEB aumenta la produccion viral y, con ello, el nimero de células
infectadas con potencial transformador; sin embargo, una replicacién litica abortiva en la que se
expresan parcialmente proteinas liticas tempranas con capacidad de transformacion, pero sin provocar
la muerte celular, también podria favorecer la oncogénesis; estudios observacionales respaldan esta
relacién, mostrando que niveles elevados de anticuerpos frente a proteinas liticas del VEB en sangre
periférica constituyen un marcador epidemioldgico sélido y un predictor del riesgo de carcinoma
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nasofaringeo. (H. Lietal., 2025). El VEB tipo 1 exhibe una elevada capacidad para transformar linfocitos
B en lineas celulares linfoblastoides (LCL) inmortalizadas in vitro, mientras que el VEB tipo 2 muestra
una preferencia mas marcada por infectar células T en cultivo en lugar de células B(Huang et al., 2023).

Ellinfoma de Hodgkin (LH) afecta principalmente a los ganglios linfaticos, aunque puede presentarse
extranodalmente, el LH se clasifica en linfoma de Hodgkin cléasico (cHL), cuyas células malignas son las
células Reed-Sternberg (HRS), que son linfocitos B gigantes y anormales, caracteristicos del linfoma de
Hodgkin, a menudo con dos nucleos (aspecto de ojos de bttho), y el linfoma de Hodgkin con predominio
linfocitico nodular (NLPHL), cuya caracteristica celular es la LP (predominio linfocitico) también llamadas
células en palomitas de maiz (popcorn cells) (Aggarwal & Limaiem, 2025; Vrzalikova et al., 2021).

El cHL presenta cuatro subtipos principales: celularidad mixta, esclerosis nodular, rico en linfocitos y con
deplecion linfocitica. Las células tumorales derivan de linfocitos B maduros con hipermutacion somatica,
indicando su origen en células B del centro germinal o postgerminal. En alrededor de una cuarta parte
de los cHL, los genes de inmunoglobulina presentan mutaciones incapacitantes que impiden la expresion
funcional del BCR, cuya pérdida parece jugar un papel central en la oncogénesis. A diferencia de las células
B normales, las células HRS no requieren seniales del BCR para sobrevivir, lo que sugiere que la adquisicion
de mecanismos antiapoptoticos es un evento critico en su transformacién maligna(Vrzalikova et al., 2021).

Los linfocitos B infectados por el VEB pueden presentar infeccion latente, en la que el virus se
mantiene como un episoma circular en el nicleo sin integrarse en el ADN del huésped, o litica, con
replicacion activa y diseminacion viral. Existen cuatro patrones de latencia definidos por la expresion
especifica de genes virales. La latencia III, la mds compleja, incluye EBER1/2 y proteinas EBNA1, EBNA-
LP, EBNA2, EBNA3A/B/C, LMP1 y LMP2A/B y se observa en lineas celulares linfoblastoides (LCL) y
en muchos casos de PTLD. La latencia II, mas restringida, expresa EBER1/2, EBNA1, LMP1 y LMP2A,
y se asocia con linfoma de Hodgkin clasico. La latencia I expresa solo EBER1/2 y EBNAI, tipica del
linfoma de Burkitt endémico. La latencia 0, sin expresion proteica, caracteriza a linfocitos B de memoria
quiescentes en individuos sanos, excepto en linfoma plasmablastico (Bednarska et al., 2024).

El VEB desempefia un papel clave en la patogénesis del linfoma de Hodgkin clasico (cHL), actuando
como un evento temprano, ya que la presencia de genomas monoclonales en células HRS indica que
la infeccién precede a la expansion clonal. El cHL se caracteriza por alteraciones genéticas complejas
en células HRS, incluyendo mutaciones que afectan vias de sefnalizacién como NF-kB y JAK/STAT,
asi como en SOCSI1, PTPN1, TNFAIP3 y B2M, promoviendo escape inmunitario y desregulacion de
citocinas. En cHL, el virus suele mostrar latencia II, expresando EBNA-1, LMP1 y LMP2, lo que favorece
la tumorogénesis y genera un microambiente inmunosupresor mediante citocinas y regulacion positiva
de PD-LI. Esta participacion viral es particularmente notable en cHL asociado al VIH, donde casi todos
los casos son positivos para VEB, y la infeccion por VIH aumenta el riesgo de cHL entre 6 y 15 veces; la
predisposicion familiar y otras condiciones inmunosupresoras también contribuyen. La clasificacion de
la OMS 2023 resalta la importancia de evaluar el microambiente inmunitario y los patrones de latencia del
VEB (I o II) para mejorar el prondstico, guiar terapias dirigidas y entender la interaccion entre alteraciones
genéticas, el VEB y desregulacion inmunitaria en cHL(Alibrahim & Gloghini, 2025).
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2. Material y métodos

La poblacion estudiada fue de 6 biopsias parafinadas positivas a la infeccion por VEB detectadas
por hibridacion in situ para EBERs de casos de linfoma de Hodgkin pediatrico.

Extraccion de ADN: previo a la extraccion, fue necesario realizar el proceso de desparafinacion de la
biopsia. En un primer ensayo se procedio al proceso de extracciéon del ADN utilizando el kit comercial
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando 4 secciones
de tejido de 20 um de espesor de cada una de las biopsias positivas a EBERSs; sin embargo, no se obtuvo
amplificaciéon de EBNA3C en muestras, pero si en control positivo (ver figura 2). Lo anterior quiza se
deba a que la cantidad y calidad de ADN viral recuperado no fueron las idéneas; muy probablemente
por ser un tejido parafinado y, consecuentemente, por la probable poca cantidad de copias del genoma
viral; de igual forma, por lo general no hay una estricta homogeneidad en un ganglio biopsiado, por
lo que fue necesario un segundo ensayo en el que se utilizé el kit de extraccion RecoverAll™ Total
Nucleic Acid Isolation (Invitrogen). Control de calidad del ADN extraido: se realizaron mediciones
de concentracion, analisis de calidad del ADN extraido por espectrofotometria. Para la detecciéon de
genotipos 1y 2 de VEB por PCR convencional se utilizaron cebadores especificos para las secuencias
de exones del gen EBNA-3C del VEB utilizados por Sample et al (Sample et al., 1990) comunes a los
genotipos 1y 2 : 5-AGA AGG GGA GCG TGT GTT GT-3 'y 5-GGC TCG TTT TTG ACG TCG
GC-3' ya que a pesar de ser comunes entre los genotipos, los sitios de cebado flanquean regiones de
variacion especifica de tipo, de modo que los fragmentos resultantes son de diferentes tamafos: 153 pb
y 246 pb para el tipo 1 y 2 respectivamente. Se emple6 como control interno la amplificacion por PCR
de una region del gen que codifica para B-globina humana, a fin de comprobar la integridad del ADN
extraido, evaluar la presencia de inhibidores de la PCR o la degradacién del ADN, para ello se realiz6 la
amplificacién de un fragmento de 110 pb del gen 3-globina, usando los cebadores; 5°-GAA GAG GAG
CCA AGG ACA GGT AC 3y 5-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3..

Para la reaccién se empled un volumen final de 20 pL, con las concentraciones finales siguientes:
utilizando buffer Green GoTaq 1X,1,5 mM MgCl, 0,3 mM dNTP’, 0,5 uM de cada cebador, 1 U de platinum
Taq polimerasa y agregando 1 uL de ADN. La amplificacién se realizé en un termociclador eppendorf
Cyclers, usando las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos
de 95°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos y 72°C por 1 min; con una extension final de 7 min a 72°C.
Se utilizaron controles positivos ya estandarizados para validar la amplificacion del fragmento del gen viral
EBNA3C. El control positivo fue ADN de VEB tipo 1 a partir de la linea celular B95-8, siendo esta una cepa
tipica de VEB tipo 1 con un amplicén esperado de 153 pb. En contraparte, se espera para el genotipo 2 un
amplicon de 246 pb. Como control negativo, solo agua. El producto amplificado fue visualizado en un gel
de agarosa al 1.8 %. El gel se visualiz6 mediante un transiluminador UV.

3. Resultados y discusion

Se confirmo6 que las 6 biopsias fueran positivas a infeccion por VEB demostradas por la coloracion
de marrén a café de los nucleos de las células tumorales como producto final de la realizacion de ISH
para la demostracién de EBERs (ver figura 1).
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Figura 1. ISH biopsias parafinadas LH

1) LHM 1-B 2) LHM 7-A

Nota. En la Figura 1: se muestran 6 LHM (para comparacion, 1 negativa y 5 positivas a EBERs). LHM-1B corresponde
a Linfoma Hodgkin sin infeccién por VEB demostrado por EBERs negativo, tanto células normales como tumorales sin
color marrén en sus ntcleos. LHM 3-6 y 7A corresponden a linfoma de Hodgkin con infeccién por VEB, demostrada por
EBERS positivos en células tumorales con color marrdn en sus nuicleos, pero no observable en las células normales. La flecha
destaca algunas células de Reed-Sternberg Hodgkin. No se muestra biopsia LHM 7-B, positiva para infeccién por VEB, que
procede del mismo paciente muestra LHM-A. LHM (Muestras de Linfoma de Hodgkin).
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Genotipificacion de VEB

Como se sefial6 anteriormente se realizd la tipificacion del virus de Epstein Barr (VEB) presente
en 6 muestras de tejido de Linfoma de Hodgkin EBERs positivos, en un primer ensayo se estudiaron 3
biopsia LH positivas a EBERs (LHM3-5) partiendo de 2 secciones de tejido fijado en formol e incluido
en parafina y de 10 um de espesor. Se extrajo el ADN gendmico total con el kit de extraccion QIAamp
DNA mini kit (Qiagen), obteniendo s6lo amplificacion del gen B-globina en una de las muestras y
amplificaciéon de EBNA 3C para el control positivo genotipo 1 (Figura 2).

Figura 2. Primer ensayo de genotipificacion de VEB

EBNA3C

M LHM-3 LHM-4 LHM-5

Nota. En la Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa 1.8 % de productos amplificados por PCR para B-globina humana y

EBNA3C viral del primer ensayo de genotipificaciéon de VEB utilizando ADN gendmico total extraido con kit de extraccion
QIAamp DNA mini kit (Qiagen), sin amplificacién de EBNA3C en ninguna de las muestras de LH-EBERs positivas, la
flecha naranja sefiala el control positivo para VEB genotipo 1 que produjo un amplicon de 153 pb, la flecha negra sefiala
control B-globina que fue positivo solo para la muestra LHM 4, y para el control positivo de B-globina.

En el segundo ensayo de genotipificaciéon utilizando ADN gendmico total extraido con kit

RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation (Invitrogen) de 6 muestras LH positivas a EBERs de 20 micras
de espesor, se logré amplificaciéon de EBNA 3C en 3 de las 6 muestras (Figura 3).
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Figura 3. Segundo ensayo de genotipificacion de VEB
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Nota. En la Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa 1.8 % de productos amplificados por PCR para EBNA3C. La LHM-
6, LHM 7-A y LHM-7B no amplifico para EBNA3C. Muestra LHM 5 produjo un amplicén de 153 pb, correspondiente a
VEBI1, muestra LHM 3 produjo un amplicén de 246 pb, correspondiente a VEB 2 y, muestra LHM 4 produjo un amplicén
de 153 pb correspondiente a VEBL. EL control positivo fue ADN de VEB tipo 1 a partir de linea celular B958 present6 un
amplicon esperado de 153pb.

Ellinfoma de Hodgkin clasico (LHc) en la poblacién pediatrica presenta una asociacion significativa
con la infeccion latente por el virus de Epstein-Barr (VEB), especialmente en regiones altamente
endémicas y en paises de ingresos bajos y medios. En estos contextos, la infeccién primaria ocurre
a edades tempranas y una proporcion considerable de casos muestran positividad para VEB en las
células tumorales, lo que respalda su posible papel en la patogénesis de la enfermedad.(Shannon-Lowe
& Rickinson, 2019; Smatti et al., 2018).

En este estudio, se evidencid expresion nuclear de los pequefios ARN codificados por el VEB
(EBERs) en las células tumorales, lo que respalda la estrecha asociacidn entre la infeccién por este
virus y la patogénesis del linfoma de Hodgkin clasico (LHC) en poblacién pediatrica y en la poblacion
general. La técnica de hibridacion in situ (ISH) permitié detectar la infeccion por VEB en el nucleo de las
células tumorales de Hodgkin y Reed-Sternberg Hodgkin tal como se ha demostrado en otros estudios
que han utilizado esta técnica para demostrar la infeccion viral (Begi¢ et al., 2022; Haleem Abusalah,
2024). No obstante, es importante sefialar que el significado pronéstico de la positividad para VEB en
los linfomas pediatricos atin no se encuentra claramente definido. Algunos estudios sugieren que su
presencia podria asociarse con una mejor respuesta inmunologica al tratamiento, mientras que otros
la relacionan con una mayor agresividad clinica, particularmente en pacientes inmunocomprometidos.
Estas discrepancias podrian explicarse por la influencia del estado inmunolégico del huésped, el
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subtipo histolégico del linfoma y el genotipo especifico del VEB involucrado (Mautner, 2018; Zhang
etal., 2023)

La identificacion molecular de los genotipos del virus de Epstein-Barr (VEB) mediante la
amplificacién del gen EBNA3C demostrd que sigue siendo una eficaz herramienta para distinguir
entre VEB1 y VEB2. En este estudio, por primera vez en El Salvador, se identificaron dos muestras
(LHM-4 y LHM-5) con un amplicon de 153 pb, lo que corresponde al genotipo VEBI, y una muestra
(LHM-3) con un amplicdn de 246 pb, caracteristico de VEB2, resultado que evidencia la circulaciéon
de los dos genotipos en esta poblacién. Esto es importante ya que diversos estudios a nivel mundial
han documentado una elevada prevalencia del genotipo VEB1 en regiones como América Latina, Asia
y Europa, mientras que el genotipo VEB2 se identifica con mayor frecuencia en poblaciones africanas
y en individuos inmunocomprometidos. No obstante, otras investigaciones han demostrado que la
coinfeccion o coexistencia de ambos genotipos en poblaciones con caracteristicas epidemioldgicas
similares a las nuestras no solo es posible, sino también relativamente frecuente (Zealiyas et al., 2023;
Zhang et al., 2023).

Es importante destacar que el gen EBNA3C, empleado en este estudio para la genotipificacion,
ha sido ampliamente utilizado en investigaciones realizadas en Europa, Asia y América del Norte y
del Sur. Su uso se fundamenta en la presencia de regiones altamente polimoérficas, las cuales permiten
una diferenciaciéon precisa entre los distintos genotipos del virus, favoreciendo asi una adecuada
discriminacion de los tipos virales en estudios epidemioldgicos y moleculares (Begi¢ et al., 2022;
Zanella, Riquelme, et al., 2019). Sin embargo, estas diferencias moleculares no se limitan a implicaciones
taxonodmicas, sino que también poseen relevancia clinica. Se ha descrito que el genotipo VEB 1 presenta
una mayor capacidad transformante sobre los linfocitos B, mientras que el VEB 2, aunque exhibe menor
potencial transformante, tiende a detectarse con mayor frecuencia en pacientes inmunosuprimidos,
como aquellos con infecciéon por VIH o sometidos a trasplante. (Mautner, 2018; Zealiyas et al., 2023).

Por consiguiente, la deteccién simultanea de ambos genotipos en el presente analisis subraya
la importancia de vigilar las variaciones genéticas del virus, dado que estas podrian asociarse con
diferencias en su potencial patogénico y en las caracteristicas clinicas de las enfermedades vinculadas al
VEB. En el contexto centroamericano, ain existe una escasez de estudios que caractericen los genotipos
del VEB en poblaciones locales, a pesar de la alta carga de enfermedades oncoldgicas asociadas al virus,
como el linfoma de Hodgkin y otros linfomas no Hodgkin. Asimismo, como se sefialé previamente, la
agrupacion de VEB en genotipos 1y 2 y su utilidad se ven fuertemente influenciadas por la ocurrencia
de multiples eventos de recombinacion dentro del genoma del VEB, lo que podria influir en la precision
de los analisis y en la interpretacion de su evolucion. Esto resalta la necesidad de estudiar el genoma
completo del virus, prestando especial atencion a los eventos de recombinacion, lo que podria permitir
obtener datos basados en un enfoque integral que combine el analisis de ambos genotipos, la estructura
poblacional y la filogenia, mejorando asi la reconstrucciéon evolutiva del virus en regiones como
Centroamérica y Caribe. Esta limitacién representa una oportunidad para futuras investigaciones
que permitan establecer perfiles moleculares regionales del VEB, analizar su asociacién con factores
clinicos e inmunoldgicos y contribuir a una mejor comprension de su papel en la etiopatogenia de las
enfermedades con las que se asocia.
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4. Conclusion

Se determino la presencia de los genotipos VEBI y VEB2 en las biopsias analizadas mediante
el estudio del gen EBNA-3C, coincidiendo con los patrones de circulacion de los genotipos de VEB
reportados en otras regiones de Latinoamérica. Estos resultados reflejan la presencia de diversidad
viral en el ambito local y son relevantes por sus posibles repercusiones en el diagndstico, prondstico y
manejo terapéutico de las enfermedades asociadas al VEB. Ademas, la identificacion de la circulacién
simultanea de ambos genotipos proporciona una base para investigar de manera mas profunda la
variabilidad genética del virus en la poblacidn local y su relacion potencial con la presentacion clinica
y patoldgica, utilizando herramientas como secuenciacion de genoma completo, analisis filogenético
y otras.

Limitaciones del estudio

Probablemente el parafinado presente en las biopsias interfirié con la obtencién de DNA viral
adecuado para genotipificar el total de las 6 biopsias estudiadas. Ademas, el nimero reducido de casos
y la carencia de informacién clinica detallada sobre la condicién inmunolégica y la evolucién de los
pacientes dificultan la evaluacion de la relacion entre la infeccion por VEB, sus genotipos y su posible
impacto clinico, patolégico, terapéutico y prondstico en los LH pediatricos. Esto obliga a una siguiente
fase de estudio no solo de deteccién de genotipos sino también de genomas completos de VEB en un
mayor numero de casos de LH y a la incorporacion de datos clinicos, patolégicos, inmunolégicos,
determinacion de marcadores, datos epidemioldgicos locales en los futuros trabajos para un analisis
integral a nivel local y regional.
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