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RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el tipo mas comun de cancer de
cabeza y cuello y esta fuertemente asociado al habito tabaquico (HT). Sin embargo,
factores adicionales pueden estar involucrados. En particular, el virus Epstein-Barr
(VEB) es un herpesvirus ubicuo, el cual es el agente causal de carcinoma nasofaringeo
y de un subgrupo de adenocarcinomas gastricos y linfomas. Ademas, el VEB ha sido
detectado en COCE, aunque su rol es desconocido. Hay evidencia que la proteina viral
Zebra es expresada en tumores epiteliales asociados a VEB. Zebra es la reguladora
del switch latente-litico, cuyos transcritos son expresados desde el promotor Zp. En
esta tesis, se planted la hipotesis: “Los componentes del condensado del humo del
cigarrillo (CHC) activan el promotor Zp de VEB a través del reclutamiento de factores
de transcripcion (FT) expresados en células epiteliales orales”. El primer objetivo fue
evaluar la activacion del promotor viral Zp de VEB y de mutantes de delecion y
sustituciéon por CHC en células epiteliales orales. Mediante ensayos de luciferasa
usando el vector reportero dual pmir-GLO se encontré que Zp es activado después de
la incubacion de células orales CAL-27 y SCC-143 con 10 pg/mL y 50 ug/mL de CHC,
respectivamente. Ademas, deleciones en las secuencias TTGCTA — TTGCAC/C
reconocidas por la proteina c/EBP en los dominios ZIlIIB y ZV’, disminuyeron
significativamente la actividad de Zp. La actividad de Zp también disminuyo al sustituir
una C/G en la secuencia TTGCACG reconocida por la isoforma c/EBPa en el dominio
Z\/" del promotor Zp. El segundo objetivo fue determinar in silico FT candidatos a ser
reclutados en el promotor viral Zp en carcinomas asociados a la exposicion a HC,
incluyendo COCE y LUAD (adenocarcinoma pulmonar). La prediccion determin6 23
FT cuyos niveles de transcritos no mostraron asociacion con el HT en COCE. Sin
embargo, se detecté asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de
transcritos de c/EBPB y el HT en pacientes con LUAD. El tercer objetivo fue evaluar el
reclutamiento de FT candidatos en el promotor Zp en células epiteliales orales
expuestas a CHC. El ensayo de ChIP determino el reclutamiento de la proteina c/EBP[3
en el dominio ZV" del promotor Zp en las células CAL-27. Los datos obtenidos en esta
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tesis permiten concluir que el CHC activa Zp en células orales y que la proteina c/EBP[3
podria estar involucrada en el incremento en la actividad de Zp en presencia de CHC.

ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common type of head and neck
cancer, strongly associated with tobacco smoking (TS). However, additional factors
may be involved. In particular, Epstein-Barr virus (EBV) is a ubiquitous herpesvirus,
which is the etiologic agent of nasopharyngeal carcinoma, a subgroup of gastric
adenocarcinomas and lymphomas. In addition, EBV has been detected in OSCCs,
although its role in these tumors is still unknown. There is evidence that Zebra protein
is expressed in EBV-associated tumors. Zebra is the regulator of the latent-lytic switch,
whose transcripts are expressed from the Zp promoter. In this thesis, the following
hypothesis was raised: “Cigarrete smoke components (CSC) activate the EBV Zp
promoter through the recruitment of transcription factors (TF) expressed in oral
epithelial cells”. The first objective was to evaluate the activation of the EBV Zp
promoter and deletion and substitution mutants by CSC in oral epithelial cells. Through
luciferase assays using the pmir-GLO dual reporter vector, it was found that Zp is
activated after the incubation of CAL-27 and SCC-143 oral cells with 10 pg/mL and 50
pug/mL of CSC, respectively. In addition, deletions in the TTGCTA — TTGCAC/C
sequences recognized by the cellular protein ¢/EBP in the domains ZIIIB and 2V,
significantly decreased Zp activity. Zp activity was also decreased by substituting a C/G
in the TTGCACG sequence recognized by the ¢/EBPa isoform in the ZV" domain of the
Zp promoter. The second objective was to determine in silico TF candidates to be
recruited in the viral Zp promoter in carcinomas associated with TS exposure, including
COCE and LUAD (lung adenocarcinoma). The prediction determined 23 cell TFs
whose transcript levels did not show any association with TS in COCE. However, a
statistically significant association was detected between the transcript levels of
c/EBPB and TS in patients with LUAD. The third objective was to evaluate the
recruitment of candidate TFs at the Zp promoter in oral epithelial cells exposed to CSC.
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The ChIP assay determined the recruitment of c/EBPJ protein into the ZV" domain of
the Zp promoter in CAL-27 cells. The data obtained in this thesis allow us to conclude
that CSC activates Zp in oral cells and that the c/EBP[3 protein may be involved in the
increase in Zp activity in the presence of CSC.
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INTRODUCCION

1.1 Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE)

El cancer es un problema importante de salud publica en todo el mundo. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2020 la cifra de incidencia global
supero los 18 millones de personas con una mortalidad equivalente a mas de 9
millones (1). En particular, el cancer de labio y cavidad oral (CO) representa el 95% de
todos los canceres de cabeza y cuello. En el ano 2020 ocupé el puesto 18 entre las
neoplasias mas comunes, con una incidencia estimada de 377.713 casos y 177.757
muertes (1). EI CO se manifiesta con la aparicion de lesiones ulcerosas en la cavidad
oral que incluyen: labios, mejillas, parte media y frontal de la lengua, encias superior e
inferior, piso de la boca, paladar duro, paladar blando y trigono retromolar (2). El tipo
histolégico mas frecuente (90%) es el carcinoma oral de células escamosas (COCE)
seguido de otros carcinomas de tipo basaloide, fusiforme, verrucoso, papilar y
adenocarcinomas (3). Adicionalmente, existe una proporcién menor de lesiones orales
premalignas que progresan a COCE como la leucoplasia, eritroplasia, el liquen plano
oral y la fibrosis submucosa aunque su potencial maligno es muy limitado (4). Segun
los reportes de la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), el COCE
es muy frecuente en regiones con indices de desarrollo humano medio/bajo como Asia
Central Sur (Sri Lanka, India y Pakistan) versus otras regiones mas desarrolladas,
reflejando los habitos culturales en la poblacion y la inequidad social (1). En
Sudameérica, en el afo 2020 se reportaron 14.191 casos de COCE y 6.027
defunciones, siendo Brasil el pais mas afectado. Chile ocup6 el sexto puesto en
incidencia y mortalidad con 295 y 130 casos reportados respectivamente, lo cual
representa una tasa estandarizada por edad (ASR) de 1 y 0.4 por cada 100.000
habitantes (1). Se espera que estas estadisticas aumenten a un ritmo alarmante para
el afio 2040 debido a las conductas de riesgo y el estilo de vida de los habitantes. El
COCE es tres veces mas comun en hombres que en mujeres en edades superiores a
los 50 afios (1). Los sintomas clinicos implican sangrado bucal, dientes moviles,

disfagia, dificultad para hablar, inflamacion, dolor generalizado, entre otros (5). Sin
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embargo, la mayoria de los pacientes con COCE son asintomaticos y por lo tanto se
diagnostican en una etapa tardia (lll o IV) de la enfermedad, lo que representa una
sobrevida de alrededor del 50% y un tratamiento que deja complicaciones fisicas y

psicoldgicas en los pacientes que lo reciben (6).

1.2 Factores de Riesgo

La carcinogénesis oral es multifactorial y es el resultado de una serie de interacciones
entre el hospedero y factores exdgenos ambientales; cuya prevalencia varia de region
en region debido a las diferentes practicas sociales y culturales de la poblacién (7).
Hoy en dia es ampliamente aceptado que el habito tabaquico (HT) y la ingesta de
alcohol son cofactores fuertes para el desarrollo de COCE, e incluso pueden tener un
efecto sinérgico (2, 8). Sorprendentemente, el 80% de los pacientes que desarrollan
COCE son fumadores o estuvieron expuestos al humo de cigarrillo de segunda mano
(9, 10). Se estima que los individuos fumadores tienen un riesgo mayor de desarrollar
COCE (OR=2.33) que los no fumadores, el mismo que aumenta con la duracion (afios)
(OR=3.89) y frecuencia (g/dia) del HT (OR=6.11) (11). Ademas, los fumadores pasivos
también forman parte del grupo de riesgo. Un estudio estimd que existe una mayor
probabilidad de desarrollar COCE (OR= 2.45 — IC: 95%; 1.20-5.01) en fumadores
pasivos en comparacion con aquellos individuos sin exposicién al humo de cigarrillo
(HC) (12). Adicionalmente, existen otros factores relacionados a COCE como la
exposicidon ocupacional a agentes quimicos, la radiacion ultravioleta, deficiencias
nutricionales en la dieta y una higiene oral deficiente (7). De hecho, se estima que la
mitad de casos de COCE reportados en poblaciones asiaticas son atribuibles a la
masticacion de productos derivados de la nuez de areca (areca catechu), incluidas las
mezclas con betel quid. Estos productos se consumen debido a su efecto estimulante,
sin embargo, contienen compuestos carcindgenos que son absorbidos directamente
por la mucosa oral (13). Ademas, existen factores genéticos como la anemia de
Fanconi, o polimorfismos en genes que codifican para enzimas metabolizadoras de
xenobidticos que predisponen a desarrollar COCE, como la variante homocigotica
Val/Val del citocromo CYP1A1 (14). Sin embargo, algunos individuos no estan
expuestos a estos factores y desarrollan COCE (15). Por lo tanto, se ha planteado que
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otros cofactores como los microorganismos que forman parte de la microbiota oral,
incluidas las infecciones virales persistentes podrian influir en el desarrollo y
progresion del COCE (16, 17). Por ejemplo, VEB causa lesiones premalignas orales
como leucoplasia vellosa y enfermedades linfoproliferativas en individuos
inmunosuprimidos (7). Interesantemente, el genoma de VEB se ha detectado en
COCE, aunque aun no se ha establecido una relacion causal (18).

2.Virus Epstein-Barr

2.1 Taxonomia, estructura y biologia

El VEB o herpesvirus humano 4 (HHV-4), pertenece a la familia Herpesviridae,
subfamilia gammaherpesvirinae y género lymphocryptovirus. A nivel estructural posee
una envoltura con al menos 13 glicoproteinas de superficie (once estructurales y dos
no estructurales), una capside de 122 a 180 nm, compuesta por 162 capsémeros (150
hexameros y 12 pentameros) y un tegumento compuesto de proteinas y enzimas

ubicado entre la capside y la envoltura viral (19) (Figura 1).

envelope

. 9P150
gp350/220 @ e «©
Qe

prefusion

Figura 1. Estructura morfolégica de VEB. Particula viral con simetria icosaédrica recubierta
de glicoproteinas, un manto y una nucleocapside que protege el acido nucleico. Modificado de
(20).

El genoma de VEB es acido desoxirribonucleico (ADN) lineal, de doble hebra con una
longitud aproximada de 172 kilobases que incluye mas de 80 regiones codificantes

19



para genes liticos, latentes y ARNs pequefios no codificantes (21). EI ADN viral esta
organizado en una regidn unica larga intercalada por cuatro secuencias repetidas
internas (IR1 a IR4) y cinco secuencias unicas (U1 a US) flanqueadas por secuencias
repetitivas terminales (TRs) de 0.5 kb de longitud organizados espacialmente segun el

fragmento viral BamHlI (22) (Figura 2).

A) TR Ul IR1 U2 IR2 u3 IR3 U4 IR4 US TR

EBER EBNAl Latency l or I
L2y ||| IEBNA-LP EBNA3A EBNAQC
LMP2A AL EBNA2 EBNA3B EBNA1l Latency lll
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Figura 2. Organizaciéon genémica de VEB. A) Disposicion lineal del genoma de VEB.
Posee una longitud de alrededor de 172 kb, que incluye varias regiones codificantes divididas
en cinco dominios de secuencia unicos (U1 - U5) y cuatro dominios de secuencias repetidas
internas (IR1-IR4). Estos dominios estan flanqueados por las secuencias repetitivas terminales
(TRs). B) Disposicion circular del genoma de VEB. Los promotores que dan origen a los
genes latentes (Cp, Wp, Qp, LMP) se indican en recuadros verdes, los genes liticos como bz/f1
(posicién Z) se indican en recuadros naranjas y los ARN no codificantes se indican en
triangulos rojos. Las letras en el borde interno indican los fragmentos de disgestion BamHI.
Los dos origenes de replicacion litica (orilyt) y el origen de replicacion plasmidial (ori P) se
indican en recuadros celestes (22).
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2.2 Epidemiologia

VEB es muy ubicuo y se estima que alrededor del 95% de la poblacion mundial es
seropositiva para la infeccion (23). Los seres humanos son el unico hospedero del
virus, el cual es transmitido de un individuo infectado a uno sano a través de la saliva.
VEB también se puede transmitir a través de fomites contaminados y en menor
frecuencia por transplante de 6rganos o transfusiones sanguineas principalmente en
individuos inmunosuprimidos (24). La cavidad oral es el sitio primario de la infeccion
de VEB e infecta fundamentalmente células epiteliales y linfocitos B (25). En estas
células, VEB establece dos ciclos de infeccion. El ciclo latente ocurre en linfocitos B.
En este estado VEB se establece en el hospedero como plasmido circular
constituyendo el reservorio de la infeccion a largo plazo (26). El ciclo litico, ocurre en
células epiteliales y conlleva la produccion de particulas virales infectivas, aunque
también es activado durante la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas (27,
28). La infeccion primaria en paises en vias de desarrollo es generalmente
asintomatica y ocurre durante los primeros afos de vida (24). En cambio, en paises
mas desarrollados, la primoinfeccion puede retrasarse hasta la adolescencia o la
adultez produciendo mononucleosis infecciosa de curso agudo asociada a fiebre, dolor
de garganta y linfadenopatia en respuesta a la reactividad de los linfocitos T CD8" a la
infeccion (24, 29). Los individuos infectados con VEB cursan con periodos de
reactivacion viral durante toda su vida en respuesta al estrés, otras infecciones o

inmunosupresion (30).

2.3 Ciclo Replicativo del Virus Epstein-Barr en células epiteliales

Las células epiteliales son susceptibles y permisivas a la infecciéon por VEB (31).
Primero, el virus ingresa (adsorcion) a la célula epitelial por fusion directa del manto
viral con la membrana celular a través de la interaccion de tres receptores: CD21,
neurophilina 1 y receptor tirosin quinasa Efrina A2 (EphA2) con las glicoproteinas
virales gp350/220, gB y gH/gL respectivamente (32-34) (Figura 3). Luego de la fusion,

el material genético viral es transportado desde el citoplasma hacia el nucleo para
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llevar a cabo la replicacion del genoma viral, el cual involucra la expresion temporal y
secuencial de genes liticos (35). Los genes inmediatamente tempranos bz/f1y brlf1 se
expresan primero para dar origen a las proteinas transactivadoras Zebra y Rta (35).
Luego, Zebra y Rta reconocen secuencias especificas (ZRE y RRE) en los promotores
de genes liticos tempranos para activarlos transcripcionalmente y permitir la formacion
del complejo de inicio de la transcripcion (36, 37).
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Figura 3. Ciclo litico de VEB. A) Adsorcion de VEB a la célula epitelial: VEB ingresa a la
célula por fusion gracias a la interaccion de sus tres glicoproteinas virales: gp350/220, gB,
gH/gL con los receptores celulares CD21, neuropilina |, tirosin quinasa efrina A2. B)
Replicacion del genoma viral: EI mecanismo replicativo de VEB sucede en el nucleo, en el
oryLyt y es bidireccional. La expresién sistematica de los genes inmediatamente tempranos
como bzlf1y brif1, algunos genes tempranos como balf5, balf2, bmrf1, bblf4, bsif1y los genes
tardios bfrf3, birf2, blif1, bilf2,bzIf2, bxIf2,bkrf2 dan origen a la particula viral. Luego, el virion
abandona la célula por exocitosis causando lisis. Modificado de (38, 39).

Los genes tempranos incluyen a balfs6 (ADN polimersa viral), balf2 (proteina homologa
de unién al ADN), bmrf1 (factor de procesividad de la ADN polimerasa), bblf4
(helicasa), bsif1 (primasa) entre otros (40-42). La replicacion viral ocurre en el origen
de replicacion litico (oriLyt) de manera bidireccional formando concatémeros
circulares. El ADN sintetizado es escindido y empaquetado en la capside viral (43, 44).
Finalmente se expresan los genes tardios para dar origen a las proteinas estructurales
de la nucleocapside (bfrf3), el tegumento (blrf2) y las glicoproteinas de superficie
gp350/220 (blif1), gp55/80 (bilf2), gp42 (bzlf2), gp85 (bxIf2), gp25 (bkrf2), entre otras
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(45). Estos componentes forman la particula viral, la cual es liberada de la célula
infectada mediante exocitosis (46).

2.4 Ciclo Replicativo del Virus Epstein-Barr en linfocitos B

Los viriones ingresan al anillo de Waldeyer en las amigdalas, el cual esta formado por
tejido linfoide y acceden a los linfocitos B inmaduros mediante endocitosis gracias a la
interaccion de la glicoproteina viral gp350/220 con los receptores del complemento
CD21 (47, 48). Adicionalmente, la interaccion de la proteina viral gp42 con el co-
receptor del antigeno leucocitario humano clase |l facilita este proceso (49). Después
de infectado, el linfocito B inmaduro se transforma en linfoblasto expresando todos los
genes de la latencia lll, es decir, los antigenos nucleares EBNAs (1, 2, 3A, 3B, 3C,
LP), las proteinas latentes de membrana LMP1 que codifican para dos isoformas
(LMP2A y LMP2B), ademas de los ARN no codificantes EBER1/2 y transcritos del
fragmento A de BamHI o BARTSs. En esta etapa, algunos linfoblastos son destruidos
por las células del sistema inmune. Luego, los linfocitos inmaduros migran hacia el
centro germinal y cambian su programa de expresion de genes a uno mas restrictivo
con la expresion de EBNA1, LMP1, LMP2a, LMP2b, EBERs, BARTSs, durante la
latencia Il. Cuando los linfocitos B maduran, salen del centro germinal como linfocitos
B de memoria en reposo que solo expresan EBERS y BARTs durante la latencia 0, o
como linfocitos B de memoria en division y expresan los genes EBNA1, EBERs y
BARTSs propios de la latencia | (50). Finalmente, el linfocito B puede diferenciarse a
célula plasmatica por estimulacion del antigeno del receptor B y generar anticuerpos
(28). Este proceso desencadena la reactivacion viral caracterizada por la transicion de
un estado latente a uno litico, lo cual lleva a la sintesis de nuevos viriones que son
liberados extracelularmente para iniciar un nuevo ciclo de infeccion en otras células

adyacentes (51) (Figura 4).

23



/ \
Lyt O — " [ Latoncym |

activation LMP1, 2A, 2B

,L,‘ N EBNA1,2,3A,B,C
Cellular Immune (O / = \ EBERs
Response \ /‘ k\)) | BARTs
Plasma cell (e.g. T cell) \ ® \}\ <_/’/
‘ \\,, i //'
A Activated blasts
((®) ) -
) « K \. fy’ ‘ \
Memory B cell \ -
N Germinal LMP1, 2A, 2B
\ J— . Centre Latency I/l EBNA1
P N EBERs
( (@Y®)) Srena- -* BARTs
EBNA1 e
EBERs -
BARTs EBERs
BARTs ? Peripheral blood

Figura 4. Ciclo latente de VEB. VEB infecta a los linfocitos B inmaduros a través de la
interaccion de sus glicoproteinas gp350/220 con el receptor celular CD21. Los genes virales
EBNA (1,2,3A,3B,3C, LP), LMP (1, 2A,2B), los EBERs y BARTSs se activan en el programa de
latencia Il y transforman al linfocito en linfoblasto. Estas celulas migran al centro germinal para
activar el programa de latencia |l caracterizado por la expresion de LMP (1, 2A, 2B), EBNA1,
EBERs y BARTSs. Una vez que el linfocito B pasa a la circulacion sanguinea, establece latencia
0 en linfocitos B en reposo expresando EBERs y BARts o latencia | en linfocitos B de memoria
expresando EBNA1, EBERs y BARTs. Cuando el linfocito B se diferencia a célula plasmatica,
se produce reactivacion viral permitiendo la transicién del ciclo latente al litico generando
particulas virales. Modificado de (52)

2.5 Virus Epstein-Barr y alteraciones moleculares en COCE

La cavidad oral es el sitio primario para la infeccion y persistencia de VEB (53). En
células orales normales la infeccion per sé es litica y conlleva a la generacion de
particulas virales y posterior destruccién celular (54). Sin embargo, VEB podria
establecer latencia en células epiteliales que presentan alteraciones genéticas previas,
en vez de seguir su curso litico habitual (23, 53). El COCE emerge como resultado de
una serie de eventos moleculares que alteran la fisiologia de las células orales. La
acumulacion de las alteraciones genéticas puede llevar al desarrollo de lesiones
premalignas y el subsecuente desarrollo de carcinomas orales (55). En el COCE se
han detectado anormalidades en oncogenes celulares y genes supresores de tumores

(TSG) (56). Los oncogenes son activados por mutaciones somaticas o rearreglos
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cromosomicos, mientras que los TSG son inactivados por mutaciones puntuales,
pérdida de heterocigosidad, deleciones o hipermetilacién de islotes CpG en regiones
promotoras de genes celulares (57, 58). Por ejemplo, la pérdida de la region
cromosomica 9p21 ocurre en el 70 - 80% de las lesiones displasicas de la mucosa oral
y deriva en la pérdida de p16, una proteina que funciona como inhibidor de quinasas
dependientes de ciclina (CDKs). Esta proteina regula el ciclo celular y la senescencia
representando un evento temprano en la carcinogénesis oral (59). Otras alteraciones
en la region cromosdémica 17p13 originan la pérdida de funcién de la proteina p53
ocasionando desregulacion del ciclo celular y promoviendo la progresion de lesiones
orales preinvasivas a invasivas (60). La amplificacion de la region 11913 y la
sobreexpresion de la ciclina D1 han sido descritas en el 40% de displasias escamosas
orales (61). La LOH (expresién de un solo gen en un locus génico) en la region
cromosomica 10923 origina mutaciones en pten (un TSG involucrado en el 40% de
COCE) activando la via de sefalizacion PI3K/Akt para incrementar la proliferacion
celular en el epitelio oral (62, 63). Como consecuencia la célula anormal adquiere un
fenotipo particular caracterizado por el crecimiento descontrolado, la inmortalidad, la
angiogeénesis, la metastasis entre otras (55).

2.6 Virus Epstein-Barr y cancer

Aproximadamente el 18% de la carga global de cancer es atribuida a agentes
infecciosos (64). Particularmente, VEB fue el primer virus humano declarado
oncogeénico por la Agencia internacional de investigacion del cancer (IARC) (65, 66).
El VEB produce alrededor de 200.000 casos de cancer cada afio, lo cual se traduce
en una mortalidad global del 1.8% (23). Estos casos ocurren tanto en hospederos
inmunocompetentes como en pacientes con inmunodeficiencias adquiridas (23). Los
canceres epiteliales como carcinoma nasofaringeo no diferenciado (NPC) y el 9% de
adenocarcinomas gastricos (CGaVEB) se asocian etiologicamente a un estado latente
de VEB (67). El VEB también causa linfoma de Burkitt (LB), linfoma de Hodking (LH) y
linfoma de células natural killer/T (NK/T), asi como otros tipos de canceres atipicos
como leiomiosarcomas y linfoma de efusion primaria (67-70). EI VEB también ha sido
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detectado en otros tumores epiteliales como cancer de mama o cancer de cuello
uterino, aunque su rol etiologico es controversial (71, 72). Por lo tanto, el
establecimiento de la latencia viral en el tumor constituye un evento critico para el
desarrollo de canceres asociados a VEB y a la evasion de la respuesta inmune (73-
75).

2.7 Virus Epstein-Barr y COCE

Interesantemente, el genoma de VEB ha sido detectado en COCE mediante técnicas
moleculares. En un meta-analisis, VEB estuvo presente en un 45,37% (95% ClI: 38,90
— 51,84%; p <0.001) y los individuos infectados tuvieron un 2,5% mas de riesgo de
desarrollar COCE (OR=2,57; p <0.001) (76). En un estudio en Tailandia se detect6
VEB en el 45,05% (41/91) de pacientes con COCE en comparacion con personas
sanas 18,08% (17/94) (p <0.001) cuya prevalencia fue estadisticamente asociada con
COCE (OR=3,76) (77). En un estudio en Suiza, se detect6 genomas de VEB en un
37,9% (11/29) (p <0.0005) de pacientes con COCE y curiosamente también en un
26,1% (6/23) de lesiones premalignas de liquen plano oral; lo cual podria implicar un
rol de VEB en esta patologia oral (78). Un estudio en Japon, demostro que VEB esta
presente en un 52,8% (19/36) en pacientes con COCE y en el 5,3% (1/19) de lesiones
premalignas, pero no en tejido sano sugiriendo un posible rol carcinégeno a este virus
(79). Las proteinas latentes de VEB también estan presentes en tejido tumoral de
COCE. Estudios realizados en Japén encontraron genoma de VEB en un 15,2% (7/46)
de muestras de tejido de COCE con presencia de la proteina viral oncogénica LMP1,
la cual esta implicada en procesos de transformacion celular (80). En un estudio en
Tailandia, se detecto que la proteina viral LMP1 estaba sobreexpresada en pacientes
con COCE en un 59,67%, asi como en un 34,15% de lesiones displasicas,
demostrando la latencia de VEB en el epitelio oral (81). Otro estudio en Japon, reporto
que VEB estuvo presente en el 100% (36/36) de las muestras de COCE pero no en
tejido sano. Ademas, se detectdo EBER1 en el 66,6% (16/24), EBNA2 en el 75% (9/12)
y LMP1 en el 51,72% (15/29) en COCE. Sorprendentemente, la proteina BZLF1 o

Zebra también fue detectada en el 50% (14/28) de estos tejidos neoplasicos, pero no
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en epitelio sano, sugiriendo que tendria un posible rol en la transformacién neoplasica
en COCE (18). En estos estudios se ha demostrado la presencia de VEB en COCE,
sin embargo, no se ha determinado una asociacion directa de este virus con el proceso

oncogeénico.

2.8 Promotor Viral Zp y proteina Zebra

Como se menciond en el apartado anterior, la presencia de las proteina latentes de
VEB tiene un rol oncogénico definido en tumores epiteliales (82). Sin embargo, la
activacién del ciclo litico también es importante para la carcinogénesis mediada por
VEB. De hecho, hay evidencia que tanto proteinas latentes como algunas proteinas
liticas como Zebra estan presentes en tumores epiteliales (18, 83). Este estado se
conoce como ciclo litico abortivo, ya que no finaliza en la produccion de particulas
virales (84, 85). Zebra esta codificada por el gen bzIf1, cuya expresion depende de la
activacion transcripcional del promotor Zp (86). La longitud de este promotor es de 683
nucléotidos y ya ha sido previamente caracterizado. Los dominios cis-acting mas
importantes son 4: ZI (A-B-C-D), ZIl, ZIll (A-B), ZV y ZV" ubicados desde la posicion -
197 rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion hasta la +8 (87) (Figura 5). Existen
otros dominios mas distales pero han sido pobremente identificados. Cada uno de
estos 4 dominios contiene secuencias consenso que son reconocidas por factores de

transcripcion celulares (88)..

Promotor Zp

+1

-683 -197 -184 -180 -167 -150 -135 -129 -123 -121 -105 -96
ZIA ZIB ZIC ZIIA

-79 _-69 -59  -17 <12 |42 +8 +15

Figura 5. Estructura del promotor Zp de VEB. Zp posee una longitud de 683 nucléotidos.
Esta formado por cuatro dominios cis-acting ZI(A-B-C-D), ZIl, ZIll (A-B), ZV y ZV’ ubicados
desde la posicién -197 hasta la +8 del promotor Zp. El +1 indica el sitio de inicio de la
transcripcién. Figura creada en BioRender.
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De esta interaccion proteina-ADN depende la represion o activacion del promotor Zp.
Por ejemplo, la proteina Zta reconoce los elementos de respuesta de Zta (ZRES)
ubicados en el dominio ZIIIA 'y ZIIIB de Zp y es capaz de unirse a su propio promotor
para autoregular su transcripcion (89). La proteina celular XBP1 (proteina 1 de unién
a la caja X) y PKD (proteina quinasa D) trabajan en conjunto para activar
transcripcionalmente al promotor Zp (88)

3. Humo del cigarrillo y alteraciones moleculares

El humo del cigarrillo (HC) es un carcinégeno clase | para el ser humano y su rol causal
en el desarrollo de varios canceres ha sido extensamente comprobado y estudiado
(90). EI HC tiene participacion etiologica en cancer oral, pulmonar, de faringe, laringe,
esotfago, cavidad nasal, pancreas, vegiga, estomago, higado, rifiones, utero, etc (91).
Si bien el HT es una practica voluntaria, continua siendo una de las mayores causas
de mortalidad prematura a nivel mundial (92). De hecho, fue la segunda causa mundial
de muerte en el afio 2020 después del cancer de mama (91). Ademas, se estima que
los indices de mortalidad aumentaran a 450 millones para el afio 2050 (1). El HT es
una practica muy prevalente en la sociedad, ya que la exposicion a este agente genera
un efecto adictivo en el consumidor (93). El HC contiene mas de 4.500 componentes
quimicos, de los cuales 73 tienen potencial carcindgeno, entre ellos, hidrocarburos
aromaticos como el benzo[a]pireno, las n-nitrosaminas: n-nitrosonornicotina (NNN) y 4
metil nitrosamina 1-3 piridil 1 butanona (NNK), aldehidos e hidrocarburos volatiles
como el benceno, entre otros (92). El epitelio oral esta directamente expuesto a los
xenobidticos presentes en el HC, lo cual representa un riesgo importante para el
desarrollo de lesiones malignas (55). Los componentes del HC entran en contacto
directo con la mucosa activando varios mecanismos de metabolizacion que involucran
a las enzimas degradativas de la familia del citocromo P-450 (94). La mayoria de
metabolitos toxicos son secretados a través de la orina y otros liquidos corporales para
mantener la homeostasis (94). Sin embargo, la exposicion prolongada al HC
compromete los mecanismos de reparacion y dafio al ADN (DDR) provocando
inestabilidad gendmica, que eventualmente puede derivar en cancer (95). (Figura 6)
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Las n-nitrosaminas presentes en el HC son agentes alquilantes que reaccionan con
los atomos de oxigeno de las bases del ADN para inducir mutagénesis (96). La
exposicion a aldehidos presentes en el HC induce la formacion de aductos en el tejido
oral en individuos fumadores (97). Estos aductos son el resultado de las especies
reactivas de oxigeno generadas como parte del metabolismo de estos xenobidticos y
se unen al ADN de manera irreversible promoviendo quiebres en sus hebras (94, 95).
A nivel molecular, el HT esta relacionado con mutaciones en el gen {p53 en pacientes
con COCE (33% en fumadores vs 17% en no fumadores), sugiriendo un rol mutagénico
a los componentes presentes en el HC en la progresion de esta malignidad (98)..
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Carcinogenos — el ADN ———— | Mutaciones |—»| Cancer
metabdlica
Excrecién Reparacién
Metabolitos ADN normal
urinarios

Figura 6. Efectos moleculares frente a la exposiciéon a HC. El humo del cigarrillo contiene
muchos compuestos carcindgenos que son biometabolizadas por las enzimas de la familia del
citocromo P-450 para ser excretados a través de la orina. La exposiciéon a HC resulta en la
formacion de aductos, situacion que activa los mecanismos de reparacion del ADN para
conservar la integridad celular. Sin embargo, la exposicion cronica al HC altera el ADN,
aumentando la probabilidad de que se generen mutaciones en genes criticos de control del
ciclo celular, causando inestabilidad genémica y favorecer el desarrollo de cancer. Modificado
de (94). Figura creada en BioRender.

El HC también esta implicado en alteraciones en vias de sefalizacion o en proteinas
implicadas en procesos de divisidon celular. Por ejemplo, la pérdida de funcion del gen
supresor de tumores tsc por LOH contribuye a la activacion de la via mTOR
favoreciendo la proliferacion celular en COCE (99). La proteina Harvey-Ras (H-ras)
(regulador del crecimiento celular) esta sobreexpresada en un 60% de COCE en
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estadios avanzados comparada con tejidos normales (41.5%) (p<0.03). Ademas, el
82.1% de estos casos estuvieron asociados al HT, sugiriendo una potencial

participacion de este agente en el desarrollo de COCE (100)

3.1 Humo de Cigarrillo y Virus Epstein-Barr

En la actualidad se desconoce si VEB puede cooperar con el HC para promover algun
tipo de cancer, incluyendo COCE. Sin embargo, existe evidencia mecanistica de la
interaccién de este xenobidtico ambiental con otros virus. La exposicion a HC activa el
promotor viral p97 del virus papiloma humano (HPV-16), lo cual se traduce en la
sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 en lineas celulares epiteliales tumorales
(101). Ademas, existe evidencia de que la exposicion a HC induce reactivacion viral
en el individuo (modula la transicion desde el estado latente a litico). De hecho, un
estudio en individuos fumadores activos determiné que el titulo de anticuerpos IgA
contra el antigeno VCA de VEB (14%) es mas alto que en aquellos que nunca han
fumado (102). En algunos casos, estos eventos de reactivacion viral periodica se han
asociado positivamente con el desarrollo de NPC (103). También se ha reportado que
existe asociacion, aunque no significativa, entre los niveles de cotinina (el principal
metabolito de la nicotina presente en el TS) y la seropositividad de VEB frente a la
proteina viral Zebra en sujetos sanos de una region endémica de NPC (104). También
existe evidencia in vitro de que VEB puede ser reactivado por exposicioén a radiacion,
drogas y otros xenobidticos. Por ejemplo el clorpirifos, un pesticida organofosforado
induce la activacion del ciclo litico a través de la expresion de la proteina Zebra (105).
La proteina Zebra, y por tanto los mecanismos que regulan su expresion, tienen un rol
fundamental en la activacion de esta forma de interaccién entre VEB y la célula
hospedera, lo cual puede concluir con el desarrollo de tumores asociados a esta

infeccion viral.

3.2 Humo del cigarrillo y canceres asociados

Una malignidad altamente relacionada al HC es el cancer de pulmoén. El cancer de

pulmdn es una neoplasia heterogénea y se clasifica en dos grandes grupos: carcinoma
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de pulmon de células pequefias (SCLC) y carcinoma de pulmén de células no
pequefias (NSCLC) (22). EI NSCLC es el tipo mas prevalente y comprende el
carcinoma de células escamosas (SQC), adenocarcinoma (LUAD) y carcinoma de
células largas (LCC) (22). En particular el LUAD es el subtipo histolégico mas comun
de cancer pulmonar primario y tiene un origen alveolar (106). Es el subtipo mas comun
diagnosticado en un 25% de personas que no han fumado (107). El cancer de pulmodn
ocupo el segundo lugar en las estadisticas mundiales de malignidades mas frecuentes
y mortales, con una incidencia de 2°206.771 casos diagnosticados y 1796.144
muertes en el afio 2020 (1). La mayor tasa de incidencia se registro en las regiones de
la micronesia/ polinesia, europa oriental y del sur, y asia oriental y occidental (1). El
principal factor de riesgo es el HT con un OR estimado de 10 a 30 comparado con
sujetos no fumadores (108). Al igual que en COCE, se ha reportado que los metabolitos
del HC promueven mutaciones en genes importantes involucrados en la regulacién del
ciclo celular como tp53, myc, kras y cdkn2a (109, 110). Ademas, los individuos
fumadores presentan alteraciones en los cromosomas 17p13 ({p53), 9p21 (cdkn2a) y
3p14 (fhit) que codifican para genes supresores de tumores (111). Adicionalmente,
existe un 40% de mutaciones en el gen kras, cuya funcion es participar en vias de
sefializacion celular que controlan la division y destruccion de las células (112). El
LUAD es clinicamente agresivo y a pesar de los avances recientes en modalidades de
terapia la tasa de superviviencia a 5 afos es baja, representando un riesgo importante
de muerte (113).

3.3 Virus Epstein- Barr y LUAD

Al igual que el COCE, la patogénesis del LUAD se caracteriza por la acumulacién de
anormalidades genéticas y epigenéticas en el individuo previamente mencionadas
(22). La evidencia epidemiologica sugiere que VEB esta presente en algunos
especimenes clinicos de cancer pulmonar, aunque una relacion causal entre estos dos
agentes no se haya definido aun (22). En un estudio realizado en Espafia se encontr6
una positividad del 63,2% (12/19) para EBER (ARN de VEB) en muestras de LUAD
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(114). Otro estudio en Iran revelé que VEB estuvo presente en 5/48 especimenes de
LUAD y SCQ representando un 10,4% de positividad (115).

HIPOTESIS

Estableciendo que 1) La infeccion por VEB no es condicion suficiente para inducir
carcinogénesis; 2) El humo de cigarrillo es un agente clastogénico cuya exposicion es
muy frecuente en la poblacién y es un factor importante de cancer oral y pulmonar; 3)
La activacién del switch latente litico es importante en la carcinogénesis mediada por
VEB; 4) El promotor Zp dirije la expresion de Zebra, la proteina reguladora maestra del
ciclo litico de VEB.

Se plantea la hipotesis: “Los componentes del condensado del humo del cigarrillo
activan el promotor Zp de VEB a través del reclutamiento de factores de transcripcion

(FT) expresados en células epiteliales orales”.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la activacion y el reclutamiento de FT candidatos en el promotor Zp de VEB
promovido por los componentes del condensado del humo del cigarrillo en células

epiteliales orales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar la activacion del promotor viral Zp wild type de VEB y mutantes de delecion
y sustitucion por los componentes del condensado del humo de cigarrillo en células
epiteliales orales.

2.- Determinar in silico factores de transcripcion (FT) candidatos a ser reclutados en el
promotor viral Zp en carcinomas asociados a la exposicion a humo de cigarrillo (HC).

3.- Determinar el reclutamiento de FT candidatos en el promotor viral Zp en células

epiteliales orales expuestas a componentes del condensado del humo de cigarrillo.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Las lineas celulares de carcinoma oral de células escamosas SCC-143 (piso de boca)
y CAL-27 (parte media de la lengua) se cultivaron en medio Eagle modificado de
Dulbecco — DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU),
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (Hyclone, Fremont, EE. UU) mas
los antibidticos penicilina y estreptomicina 100 pg/mL (Corning, EE. UU). Las células
se mantuvieron en incubacién a 37°C en atmosfera controlada de CO- al 5% (Sanyo,
EE.UU). Para los subcultivos, se retiré el medio, las células se lavaron con tampon
fosfato salino (PBS) al 1x (Hyclone, Fremont, CA, EE. UU) y se incubaron con 500 pL
o 1000 pL de tripsina-EDTA (Hyclone, Fremont, CA, EE. UU) al 0.25% por 5 min a
37°C en atmosfera controlada de CO2 al 5%. Ambos cultivos celulares fueron
analizados peridodicamente para detectar contaminacion con micoplasma spp. u otros
microorganismos. Todos los medios y reactivos fueron previamente acondicionados a

37°C antes de su uso en cultivos o pasajes celulares.

Actividad biolégica del CHC y qPCR

Se sembraron 150.000 células SCC-143 y CAL-27 en triplicado en placas de Petri para
cultivo celular de 60 mm en 5 mL de medio DMEM durante 24 h en atmdsfera
controlada de CO2 (Sanyo, EE.UU). Luego las células fueron tratadas con 10 ug/mL
de CHC (Murthy Pharmaceuticals, Universidad de Kentucky) disuelto en
dimetilsulfoxido (DMSO) (PanReac AppliChem, EE.UU) o cantidades equivalentes de
DMSO. Se incubaron durante 4 y 8 h respectivamente en atmadsfera controlada de CO2
al 5%. Para obtener el ARN celular, se agregé 1 mL de TRIzol® (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU) a cada placa y se incub6 sobre hielo durante
5 min. Las células fueron lisadas con ayuda de un scrapper y el contenido de cada
placa se recolecté en tubos Eppendorf de 1.5 mL. A cada tubo se le agrego6 200 uL de
cloroformo frio (Merck, Burlington, Massachusetts, EE.UU) y se centrifugdé a 12.000

33



rom durante 15 min a 4°C. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf de
1.5 mL y se afiadieron 500 pL de isopropanol frio (Merck, Burlington, Massachusetts,
EE.UU) para precipitar el ARN. Luego se incubd durante 1 h en refrigerador a -80°C.
Después se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 min a 4°C, se descartd el
sobrenadante y se lavd el precipitado con 1 mL de etanol frio (Merck, Burlington,
Massachusetts, EE.UU) al 75%. Luego se dié un vortex breve y se centrifugd a 7.500
rom durante 5 min. Después, se descarté el sobrenadante y el sedimento fue
resuspendido en 25 pL de agua libre de nucleasas. El ARN obtenido fue cuantificado
mediante espectrofotometria a 260 nm (rango 260/280 — 260/230) usando el equipo
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU). EIl ARN de cada
placa fue almacenado a -20°C. La integridad del ARN fue evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.9%. Luego, cada muestra fue tratada con DNAsa
RQ1 (Promega®, Wisconsin, EEU.U) a 37°C durante 120 min y luego se incubo con
solucion de detencion RQ1 DNAsa (Promega®, Wisconsin, EE.UU) a 65°C durante 10
min para un volumen final de 10 pyL. Para obtener el ADNc de cada muestra se tratd
con DNAsa (1ug) (Promega®, Wisconsin, EE.UU), 1 U de inhibidor de RNAsa
(Promega®, Wisconsin, EEUU), random primers 0,04 ug/uL (Promega®, Wisconsin,
EE.UU), dNTPs 2 mM (Promega®, Wisconsin, EE.UU) y 10 U de transcriptasa reversa
del virus de la leucemia murina Moloney (MMLV) (Promega®, Wisconsin, EE.UU) en
un volumen de reaccidn final de 20 pL. El ADNc de cada muestra (1000 ng) (con y sin
tratamiento con CHC) fue evaluado por qPCR (ARIAMx Real Time PCR System -
Agilent Technologies). Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo en un volumen de
25 L usando SensiMix™ SYBER® master mix (Bioline), ADNc y partidores especificos
(22 pM) para los genes cyp1b1 (forward 5" ATCAGCAATGCCTCCTGCAC 3', reverse
5 ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT 37 y gapdh (forward 5
CGGGAAGCTTGTCATCAATGG 37, reverse 5° CATGGTTCACACCCATGACG 3").
Las condiciones de termociclado fueron: 95°C durante 30 seg, 94°C durante 30 seg,
58°C durante 20 seg, 72°C durante 20 seg para un total de 41 ciclos. Para el analisis
de melting: 95°C durante 15 seg, 60°C durante 1 min y 95°C durante 15 seg. Los
niveles de transcritos de cyp7b1 se obtuvieron usando el método de cuantificacion del
AACT normalizando contra los niveles de gapdh.
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Ensayos de proliferaciéon celular

Las lineas celulares SCC-143 y CAL-27 se sembraron por quintuplicado en placas de
96 pocillos transparentes con fondo plano en tres diferentes densidades: 1x103, 3x103
y 5 x10°2 células/pocillo durante 24 h en atmédsfera controlada de CO2 (Sanyo, EE.UU).
Se us6 azul tripan para excluir posibles células muertas y el conteo celular se realiz6
usando una camara de Neubauer (Hirschmann®, Techcolor). La formula para
determinar el conteo celular fue: numero total de células / 8 cuadrantes x factor de
dilucién (FD) x 10.000. Luego las células se incubaron durante 0, 24,48 y 72 h en una
atmodsfera controlada de CO2 al 5%. La tasa proliferativa se determind cada 24 h a
excepcion del tiempo 0 a través del kit CellTitter 96 Aqueous Non Radioactive Cell
Proliferation Assay - MTS (Promega®, Wisconsin, EE.UU) afiadiendo 20 uL de reactivo
a cada pocillo e incubando a 37°C en atmdsfera controlada de CO2 al 5% durante 3 h.
La formacion del producto formazan (pigmento morado por metabolizacién del
compuesto tetrazolio) se midi6 espectrofotométricamente a 490 nm y 630 nm usando

el lector multimodal Synergy HTX (Biotek, Vermont, EE.UU).

Ensayos de viabilidad celular

Las lineas celulares SCC-143 y CAL-27 se sembraron por triplicado en placas de
cultivo de 96 pocillos transparentes con fondo plano a una densidad de 5 x103
células/pocillo durante 24 h en atmdsfera controlada de CO2 (Sanyo, EE.UU). Se us6
azul tripan para excluir posibles células muertas y el conteo celular se realizé usando
una camara de Neubauer (Hirschmann®, Techcolor). La férmula para determinar el
conteo celular fue: numero total de celulas / 8 cuadrantes x factor de dilucion (FD) x
10.000. Luego las células se incubaron durante 24 h en atmédsfera controlada de CO:
al 5%. Después las células fueron tratadas con DMSO o CHC en un rango de
concentraciones crecientes (1 a 50 pyg/mL) y luego se incubaron durante 24 h
adicionales. La viabilidad se midié usando el kit CellTitter 96 Aqueous Cell Proliferation
Assay (Promega®, Wisconsin, EE.UU) afadiendo 20 uL de reactivo a cada pocillo e

incubando a 37°C en atmodsfera controlada de CO2 al 5% durante 3 h. La formacion
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del producto formazan (pigmento morado por metabolizacién del compuesto tetrazolio)
se midio espectrofotométricamente a 490 nm y 630 nm usando el lector multimodal
synergy HTX (Biotek, Vermont, EE.UU).

Vectores duales pmir-GLO wild type y mutantes

El vector dual pmir-GLO Zp wild type fue gentiimente donado por la Dra. Shannon
Kenney (Universidad de Wisconsin, EE.UU). Este vector incluye un inserto del
promotor viral Zp de 683 nucledtidos, sitio reconocido por las enzimas Bglll y Apal.
Adicionalmente, dos mutantes de delecion (MUT 1, MUT 2) y una mutante de
sustituciéon (MUT 3) fueron sintetizadas a través de GenScript Biotech Corp (Nueva
Jersey, EE.UU) con base al analisis in silico del sitio de reconocimiento TTGCTA y
TTGCAC/C, respectivamente del factor de transcripcion (FT) c/EBPB. En la MUT 1y
MUT 2 se eliminaron 132 y 332 nucléotidos respectivamente desde el extremo 3" hasta
el extremo 5° del promotor Zp. En la MUT 3 se sustituy6 una C por una G (1 pb) en la
posicion +8 en el promotor Zp. Los vectores se propagaron en células competentes de
E. coli DH5a (Invitrogen), se purificaron (Miniprep, Qiagen) segun las instrucciones del
fabricante y se eluyeron en 50 pL de agua ultra pura. El ADN plasmidial purificado fue
cuantificado (nanodrop, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU) y la
integridad de cada vector se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Ensayo reportero de luciferasa-renila

Se sembraron 45.000 células SCC-143 y CAL-27 por triplicado en placas de cultivo
transparente con fondo plano de 24 pocillos y se incubaron a 37°C en atmdsfera
controlada de CO2 (Sanyo, EE.UU) al 5% por 24 h. Luego el medio de cultivo fue
reemplazado con medio fresco DMEM libre de SFB y las células se incubaron durante
24 h adicionales. Posteriormente las células SCC-143 y CAL-27 fueron transfectadas
con los vectores dual pmir-GLO Zp wild type y pmir-GLO MUT 1, MUT 2 y MUT 3 (250
ng y 500 ng) respectivamente usando 2,4 uL de Fugene 6 (Promega®, Wisconsin,
EE.UU) por pocillo segun las instrucciones del fabricante y se incubaron por 24 h. Las
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células fueron tratadas con 10 pug/mL y 50 pg/mL de CHC (Murthy Pharmaceuticals) y
dimetilsulféxido (DMSO) (PanReac AppliChem, EE.UU) grado cultivo celular en
concentraciones equivalentes, disueltos en medio fresco DMEM libre de SFB durante
24 h. Las células se lavaron con PBS al 1x (Hyclone, Fremont, CA, EE. UU), se lisaron
con 100 pL de tampon de lisis (Promega®, Wisconsin, EE.UU) de los cuales se
recolectaron 20 pL en una placa de 96 pocillos blanca. La actividad de luciferasa/renilla
se midié usando el kit dual-luciferase® reporter assay system protocol (Promega®,
Wisconsin, EE.UU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las lecturas se
realizaron en el luminometro GLOMAX® 96 microplate (Promega®, Wisconsin,
EE.UU).

Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Se sembraron 45.000 células SCC-143 y CAL-27 por triplicado sobre cubreobjetos de
12 mm en placas de cultivo transparente con fondo plano de 24 pocillos y se incubaron
a 37°C en atmosfera controlada de CO:2 al 5% (Sanyo, EE.UU) por 24 h. Luego el
medio de cultivo fue reemplazado con medio fresco DMEM libre de SFB y las células
se incubaron durante 24 h adicionales. Posteriormente las células SCC-143 y CAL-27
fueron transfectadas con los vectores duales pmir-GLO Zp wild type y pmir-GLO MUT
1, MUT 2 y MUT 3 (250 ng y 500 ng) respectivamente usando 2,4 yL de Fugene 6
(Promega®, Wisconsin, EE.UU) por pocillo segun las instrucciones del fabricante y se
incubaron por 24 h. Las células fueron tratadas con 50 pg/mL y 10 pg/mL de
condensado de humo de cigarrillo (CHC) (Murthy Pharmaceuticals) y dimetil sulféxido
(DMSO) (PanReac AppliChem, EE.UU) grado cultivo celular en concentraciones
equivalentes, disueltos en medio fresco DMEM libre de SFB durante 24 h. Los
cubreobjetos se retiraron con cuidado de las placas de cultivo y se lavaron dos veces
con 500 pyL de PBS 1x (Hyclone, Fremont, CA, EE. UU). Para fijar las células se
agregaron 500 pL de paraformaldehido (PFA) (Merck, Alemania) al 4% y se incubaron
durante 20 min. Las células se lavaron con 500 pL de PBS 1x y se afadieron 500 yL
de glicina (Merck, Alemania) 0.1 M y se incubaron durante 10 min. Luego las células
se lavaron con con 500 pyL de PBS 1x durante 5 min. Para permeabilizar las células se

agregaron 500 pL de Triton X- 100 (Merck, Alemania) al 0.2% durante 5 min y se
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lavaron nuevamente con 500 pL de PBS 1x. Este paso se repitidé cuatro veces. Todos
los reactivos del paso de fijacion se filtraron antes de su uso. Luego a cada coverslip
se le afadi6 50 pL de solucidon de bloqueo 1x (Merck, Alemania) y se incub6 durante
30 min a temperatura ambiente. Luego se afadieron 50 yL de anticuerpo primario
1:100 anti renilla luciferasa (cat. n° PM047) (MBL, EE.UU) a cada coverslip y se incubo
durante 1 h a 37°C en una incubadora (Fisher Scientific, EE.UU) con atmdsfera
controlada de CO: al 5%. Cada coverslip se lavé con 30 yL de PBS 1x durante 10 min
a temperatura ambiente. Luego se anadieron 50 pyL de anticuerpo secundario 1:500
Alexa fluor 488 anti conejo (cat. A21206) (Life technologies, EE.UU) a cada coverslip
y se incubo durante 1 h a 37°C en atmdsfera controlada de CO:2 al 5%. Cada coverslip
se lavé con PBS 1x durante 10 min a temperatura ambiente. Este paso se repitié dos
veces. Luego a cada coverslip se le afiadio 15 pL de DAPI 1x (Life technologies,
EE.UU) y se incub6 durante 1 min a temperatura ambiente. Cada coverslip se lavo dos
veces en PBS 1x y luego se lavo una vez mas en agua ultra pura. Cada coverslip se

dej6 secar sobre una toalla de papel. EI montaje de cada coverslip sobre un

portaobjetos se hizo con 5 pL del reactivo Fluoromount™" (Sigma-Aldrich, Chile). Las
células fueron analizadas en un microscopio invertido 1X73 (Olympus, Japon). El
software para analizar las imagenes fue el Infinity Analize. El conteo celular se realizé
en el programa Image J (National Institutes of Health, Maryland. EE.UU). La eficiencia
de transfeccion se calculd aplicando la formula: (numero de células transfectadas /

numero de células totales) x 100.

2.1 Analisis in silico

El promotor viral Zp clonado en el vector dual pmir-GLO Zp fue secuenciado (método
de Sanger) por el servicio de secuenciacion de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile (PUC) usando los siguientes partidores: forward: 5
CGTACAATTAAGGGATTATGG3 y reverse: 5" GTAATGTCCACCTCGATATGTG3I').
La prediccion de los FT celulares y sus sitios de union en la region promotora de Zp se
obtuvieron a través del programa PROMO V 8.3, TRANSFACT V 6.4, disponible en

Para
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establecer la correlacion entre los niveles de expresidn de cada gen que codifica para
cada FT y el HT se utilizd el programa Xena browser disponible en

. La informacién clinica: numero de pacientes, diagnostico
primario e historial tabaquico (numero de cajetillas fumadas/afio y afos del habito
tabaquico) para las cohortes de COCE y LUAC fueron extraidas del Atlas del genoma
del cancer (TCGA)dis ponible en https://portal.gdc.cancer.gov. Los datos numéricos
de secuenciacion por lllumina® Hiseq del ARNm de cada gen normalizados por la
maximizacion esperada (RSEM) para cada cohorte se obtuvieron del programa Xena
browser. El grupo de pacientes analizados fueron: no fumadores (NF), fumadores
actuales (FA), ex fumadores por menos de 15 afos (F-15), ex fumadores por mas de
15 afos (F+15). Las variables continuas fueron transformadas en variables categoricas
y a cada paciente se lo agrupo dentro de niveles altos o bajos de expresion de acuerdo
a la mediana de los datos. El analisis estadistico del incremento en los niveles de
transcritos de cada gen en los pacientes fumadores vs las otras 3 categorias se realizd
en STATA/BE.

Western Blotting

Para determinar la expresion de las proteinas c/EBP y 3 actina en las células orales
SCC-143 y CAL-27, se trataron con 10 pg/mL de CHC y concentraciones equivalentes
de DMSO durante 24 h. Posteriormente las células fueron lisadas con 500 pL de buffer
RIPA 1x suplementado con inhibidores de proteasa y fosfatasa 1x (Roche diagnostics,
Basilea, Suiza) sobre hielo por 30 min. La concentracién de proteinas se determind
usando el reactivo Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los geles de acrilamida/bisacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS) fueron preparados al 10%. Se cargaron 10 ug de proteina
por carril (concentracion estandarizada), las mismas que fueron previamente
desnaturalizadas con (3-mercaptoetanol 5x (National diagnostics, Atlanta, EE.UU) a
95°C durante 10 min. Las condiciones de la electroforesis fueron 90 V durante 2.5 h
usando una fuente de poder PowerPac (BIO-RAD, California, EE.UU). Posteriormente
las proteinas del gel fueron transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno

(Millipore, Billerica, EE.UU) usando la plataforma Trans-Blot® SD semi dry transfer a
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18 V-300 W durante 50 min. Luego las membranas fueron bloqueadas con una
solucion de seroalbumina de bovino (ASB) al 5% y solucién salina Tris mas Tween 20
1x (TBS-T) durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion permanente. La
incubacion en agitacion durante la noche con anticuerpo primario monoclonal anti-
c/EBPB (Abcam, Cambridge, Inglaterra) y anti- actina (Santa Cruz Biotechnology) se
realizo en SAB al 1% a una dilucién de 1:1000. Luego las membranas fueron lavadas
tres veces con solucién TBS-T 1x en intervalos de 10 min a temperatura ambiente. La
incubacion con anticuerpo secundario Ig conjugado a peroxidasa de rabano se llevo a
cabo a una dilucién de 1:4000 para c/EBP (Santa Cruz Biotechnology) y 1:1000 para
B-actina (BD Pharmingen, California, EE.UU) durante 2 h a temperatura ambiente.
Luego las membranas fueron lavadas tres veces con solucion TBS-T 1x en intervalos
de 10 min a temperatura ambiente. La deteccidn de las dos proteinas por
quimioluminiscencia se realizé usando el sistema ChemiDoc Touch Imaging System
(BIO-RAD, California, EE.UU) usando peroxidasa como sustrato y luminol como
cromoégeno. La proteina B-actina se usé como control de carga interno para normalizar
los niveles de la proteina c/EBPf3. La intensidad de cada banda se cuantificé mediante
el software NIH Imaged (National Institutes of Health, Maryland. EE.UU).

Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChlP)

Se sembraron 250.000 células SCC-143 y CAL-27 en 8 placas de Petri para cultivo
celular de 90 mm en 10 mL de medio DMEM vy se incubaron a 37 °C en atmdsfera
controlada de CO2 al 5% por 24 h. Cuatro placas fueron transfectadas con vector dual
pmir-GLO Zp wild type (250 ng y 500 ng respectivamente) y expuestas a DMSO y CHC
(10 pg/mL). Adicionalmente, dos placas fueron expuestas solo a CHC (10 pyg/mL) y
dos placas mas de células se dejaron sin transfeccion o tratamiento. Para fijar las
interacciones ADN-proteina, se afiadieron 280 pL de formaldehido (Sigma-Aldrich, St
Louis, EE.UU) al 37% a cada placa y se incubaron durante 2 min a temperatura
ambiente. Esta reaccion se detuvo mediante la adicion de 1 mL de glicina 1 M
(PanReac® ApplyChem, Espafa) a cada placa y se incubaron por 2 min a temperatura

ambiente. Las células fueron colectadas de las placas con un scrapper y transferidas
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a tubos coénicos de 15 mL sobre hielo. Posteriormente para obtener la cromatina, los
tubos fueron centrifugados a 7.000 rpm por 20 min a 4°C (HERMLE Z 326K, Wehingen,
Alemania). Se descarto el sobrenadante y las células de cada tubo se resuspendieron
en 200 pL de Buffer A (50 mM tampdn PO4 pH 7.9, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA,
2% de Triton X-100 y 0.5% de SDS), se homogenizo y el contenido fue transferido a
tubos Axygen (Corning, Brasil) de 1.5 mL. Para obtener fragmentos de ADN de
alrededor de 500 pb de longitud, cada muestra se someti6é a 3 pulsos de sonicacion
(Fisher Scientific Sonic Dismembrator Model 100, EE.UU) en potencia 10 durante 10
seg en intervalos de 3 seg. Las muestras fueron centrifugadas a 13.000 rpm durante
10 min y los sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos Axygen de 1.5 mL. Para
eliminar las interacciones inespecificas con la cromatina, se tomaron 50 pL de perlas
magneéticas unidas a proteina A (Magna ChIP™, Sigma Aldrich, catalogo N.° 16-661)
previamente lavadas (4 veces), centrifugadas a 8.000 rpm y resuspendidas en 250 L
de buffer Tritdn (50 mM tampdn PO4 pH 7.9, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 0.1%
de Tritdbn X-100) y se afadieron a cada muestra. Luego se incubaron por 12 h en un
agitador rotatorio (Ovan N12E, EE.UU) a 4°C. Al dia siguiente, se separo el
sobrenadante de las perlas magnéticas tras centrifugacion a 10.000 rpm durante 5 min
y el contenido de cada muestra se transfirié a un nuevo tubo Axygen de 1.5 mL. Para
la inmunoprecipitacion de c/EBP[3 se tomaron 300 uL de sobrenadante (incluye 100 uL
de buffer tritén), 50 yL de perlas magnéticas unidas a proteina A (previamente lavadas
y resuspendidas en 250 uL de buffer Triton) y 2 uL (equivalente a 1,2 yg) de anticuerpo
monoclonal anti c/EBP (ABCAM, ab 32358) y se incubaron durante 2 h a temperatura
ambiente. Luego, los tubos con inmunoprecipitado se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 5 min descartando el sobrenadante y lavando las perlas magnéticas con 1.5
mL de buffer triton. Este paso se repitio cuatro veces mas. Luego las perlas de cada
tubo se lavaron con 1.5 mL de PBS 1x (Hyclone, Utah, EE. UU), seguido de
centrifugacion a 10.000 rpom durante 5 min y eliminacion del sobrenadante. Para liberar
el inmunocomplejo de las perlas se anadieron 200 yL de buffer de liberacion (Tris 62
mM, NaCl 200 nM, SDS al 2% mas DTT 10 mM) a cada tubo. Posteriormente, se
incubaron en el termoblock (VWR Scientific, EE.UU) a 65°C por 12 h. Al dia siguiente,

se centrifugo y se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo Axygen. El ADN eluido,
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se extrajo y se purifico al ainadir 200 pL de fenol-cloroformo (1:1) (Merck, Alemania) a
cada tubo, se mezcl6 bien y se centrifugd. La fase superior acuosa fue transferida a
un nuevo tubo axygen y se le afadio 200 pyL de cloroformo (Merck, Alemania). La
mezcla se homogenizo a través de vortex (SciLogex MX-S, EE.UU) y nuevamente se
centrifugd. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Axygen y se le agreg6 20
WL de acetato de sodio (NaOAc) 3 M, pH 5, se homogeniz6 y agrego 600 uL de etanol
absoluto frio (Merck, Alemania). Luego se incubé durante 30 min a -80 °C. Después
de centrifugar y descartar el sobrenadante se agrego 1.5 mL de etanol frio (Merck,
Alemania) al 80% y los tubos se centrifugaron manteniendo el precipitado de cada
muestra, el mismo que fue secado en el equipo ADN speed vac (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EE.UU). El ADN purificado se resuspendio en 20 pyL de
buffer TE (Tris 10 mM, p H 8, EDTA 1mM) y se almacen¢ a -80 °C hasta su analisis.
El analisis del sitio de union de c¢/EBP[ al promotor Zp en la posicion +2 y +8 fue
evaluado por qPCR en el sistema ARIAMx Real Time PCR System - Agilent
Technologies. El volumen final de reaccion fue de 25 pL y contuvo SensiMix™
SYBER® master mix (Bioline) y partidores especificos (22 uM) para la regién consenso
de c/EBP en el promotor Zp (secuencia forward: 5" TAGCACGTCCCAAACCATGA 3°
y secuencia reverse: 5° TACCGGATTGCCAAGCTTCC 3°). Las condiciones de
termociclado fueron: 95°C durante 30 seg, 94°C durante 30 seg, 58°C durante 20 seg,
72°C durante 20 seg. Para el analisis de melting: 95°C durante 15 seg, 60°C durante
1 min y 95°C durante 15 seg para un total de 30 ciclos. Los productos amplificados
fueron analizados en geles de agarosa al 1.5%. Por otro lado, los dos tubos conicos
de 15 mL con ADN gendmico fueron purificados con el kit Zymo Research DNA fungal/
bacterial microprep, (California, EE.UU) segun las instrucciones del fabricante. Este
ADN fue usado como control de calidad para verificar que cada muestra tenga la
misma cantidad de ADN input. Una alicuota de 100 yL de cromatina de cada condicion
experimental fue mezclada con 100 pL de buffer de liberacién e incubada y procesada
como se describid para las muestras de inmunoprecipitados. EI ADN fue almacenado
a -80°C. Luego cada muestra fue evaluada mediante qPCR con partidores especificos
para 3 actina (secuencia forward: 5° AGCGAGCATCCCCCAAAGTT 3’ y secuencia
reverse: 5° GGGCACGAAGGCTCATCATT 3°). Posteriormente, los productos de
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gPCR se analizaron en gel de agarosa al 1.5%. El reclutamiento de c/EBPf3 en la region
Zp se determin6é mediante gPCR.

Analisis Estadistico

Los analisis ANOVA, Mann-Whitney y Kruskal-Wallis, test student para los datos
obtenidos se realizaron con el software Graphpad Prism v9 (La Jolla, California,
EE.UU). Las barras de error se incluyeron para indicar la desviacion estandar. Un valor
de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Para el analisis in silico se
establecieron las diferencias significativas entre las 4 variables del HT a través del test
de Fisher en el software estadistico STATA/BE. Para los datos de ChIP-qPCR, se
determind el valor de Ct para el locus objetivo, como indicativo de asociacion positiva
de la proteina c/EBPB en el ADN. Para obtener el porcentaje de ADN input, se
normalizé cada Ct obtenido por cada condicion experimental contra los valores de Ct
del ADN input.

RESULTADOS

1. Estandarizacion de las condiciones experimentales

1.1 Actividad biolégica de CHC en células orales

Estudios previos han demostrado que el CHC biolégicamente activo promueve la
expresion del gen cyp1b1, que codifica para una de las enzimas oxidativas del
citocromo P-450. Para evaluar la funcionalidad del CHC, se determinaron los niveles
de transcritos de cyp7b1 mediante qPCR post-exposicion a DMSO o CHC. Se observo
que el tratamiento con 10 ug/mL de CHC en las células SCC-143 induce un incremento
significativo de cyp7b1 luego de 4 y 8 h de exposicion a CHC con respecto al control.
Adicionalmente, en las células CAL-27 se observo un incremento significativo de
cyp1b1 solo a las 8 h de exposicion a CHC (Figura 7).
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Figura 7. Actividad biolégica del CHC en células orales. EI| ARNm de cyp7b1 se evalud
mediante qPCR en las células A) SCC-143 y B) CAL-27 después del tratamiento con DMSO
y CHC (10 pg/mL) durante 4 y 8 h de exposicion. La exposicion a 10 ug/mL de CHC aumenta
los niveles de expresion del gen cyp1b1, en células SCC-143 y CAL-27. Los niveles relativos
de los transcritos fueron normalizados contra el gen housekeeping gapdh y determinados bajo
el método del AACT. Los datos son representativos de dos experimentos independientes. Las
lineas verticales representan la desviacion estandar. Test estadistico. ANOVA. ns: no
significativo, **p< 0.01, = p< 0.001.

1.2 Ensayo de proliferacion en células orales

Las células fueron sembradas a tres diferentes densidades (1x102, 3x 103, 5x 10%)

y evaluadas por método MTS. Se observa la cinética de crecimiento, la misma que
aumenta exponencialmente en las dos lineas celulares por cada periodo de tiempo
evaluado. El maximo peak de crecimiento se observo en la densidad celular mas alta
alas 72 h (5x103) en células SCC-143 y CAL-27 (Figura 8). Ademas, las células CAL-
27 proliferan mucho mas rapido que las células SCC-143. De esa manera se determind
que 5x 103 células/pocillo es la densidad 6ptima celular para los ensayos de viabilidad

para ambas lineas celulares.
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Figura 8. Ensayo de proliferacion celular. Se evalué la tasa proliferativa en las células A)
SCC-143 y B) CAL-27 sembradas a 3 densidades diferentes. La medicion de la absorbancia
se realizé entre 0 y 72 h. Los datos son representativos de un experimento independiente con
cinco réplicas técnicas. Las lineas verticales representan la desviacién estandar. Figuras
creadas con GraphPad Prism 9.

1.3 Ensayo de viabilidad de células orales en presencia de CHC

El CHC es elaborado a partir de cigarrillos estandar 3R4F y contiene material
particulado con aproximadamente 60 compuestos carcindégenos, incluidos
hidrocarburos policiclicos aromaticos y nitrosaminas, los cuales pueden ser tdxicos
para las células.
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0.5 0.5
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Figura 9. Ensayos de viabilidad celular. Ensayo MTS realizado en las células SCC-143 y
CAL-27 durante 24 h de exposicion a varias concentraciones de CHC (1 ug/mL y 50 pg/mL).
Los componentes del condensado del humo de cigarrillo no inducen pérdida de viabilidad en
las células A) SCC-143 y B) CAL-27. Los datos son representativos de un experimento
independiente. Las lineas verticales representan la desviacion estandar. Test estadistico:
Kruskal Wallis. ns: no significativo. Figuras creadas con GraphPad Prism 9.
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Por este motivo se evaluaron varias concentraciones de CHC que no inducen toxicidad
celular. Se observdo que el tratamiento con CHC durante 24 h no disminuye
significativamente la viabilidad en ambas lineas celulares. La concentracion minima no

toxica evaluada fue de 10 pg/mL y la maxima de 50 pg/mL (Figura 9).

1.4 Secuenciacion del promotor viral Zp

La secuenciacion de Sanger reveld que la region promotora de Zp esta conformada
por 683 nucledtidos (Figura 10). Dicho promotor se encuentra clonado en el vector
dual pmir-GLO (tamafio 7389 pb) en la region reconocida por las enzimas Bglll y Apal.
Otros elementos de este vector incluyen el primer gen reportero luciferasa de
luciérnaga (luc) el cual esta bajo el control del promotor Zp y el segundo gen reportero
normalizador renilla luciferasa (hRluc) esta bajo el control del promotor SV40.
Ademas, este vector posee un gen que le confiere resistencia ampicilina (beta
lactamasa) (Figura 11).

5’AGGTGTGTCAGCCAAAGAGGATCAGGCCCTTCCATCCACCCGGATCCCCGTG
GGCCAACCGGCCCCTGCCTGCCTCTTTGGCTCCCACCCCCACAGGACCTGTCC
ATGAACCGATCGGATCCCTAACGCCAGCCCCAGTGCCCCGGCCACTTGACCCG
GCCCCCGCAGTAACCCCCGAGGCAAGTCATCTGTTGGAGGACCCTGATGAGGA
AACCAGTCAGGCCGTGAAGGCCCTAAGGGAGATGGCTGACACTGTTATTCCCCA
GAAGGAGGAAGCAGCCATATGTGGACAGATGGACCTGAACCACCCGCCCCCTC
GTGGCCATTTGGACGAACTGACCACAACACTAGAGTCCATGACAGAGGATTTGA
ATCTGGACTCCCCCCTGACCCCCGAACTTAATGAAATCTTGGATACATTTCTAAA
TGATGAATGTCTGCTGCATGCCATGCATATTTCAACTGGGCTGTCTATTTTTGAC
ACCAGCTTATTTTAGACACTTCTGAAAACTGCCTCCTCCTCTTTTAGAAACTATGC
ATGAGCCACAGGCATTGCTAATGTACCTCATAGACACACCTAAATTTAGCACGTC
CCAAACCATGACATCACAGAGGAGGCTGGTGCCTTGGCTTTAAAGGGGAGATGT
TAGACAGGTAACTCACTAAACATTGCACCTTGCCGGY

Figura 10. Secuencia de nucléotidos del promotor Zp. El promotor viral Zp clonado en el
vector dual pmir-GLO tiene una longitud de 683 nucléotidos. La caja TATA se muestra en
amarillo y el sitio de inicio de la transcripcion CAT en celeste.
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Figura 11. Estructura del vector reportero dual pmir-GLO. Este vector tiene un tamafo de
7389 nucléotidos, que incluye la secuencia del promotor viral Zp, dos genes reporteros bajo el
control de diferentes promotores y un gen de resistencia a ampicilina.

La base de datos Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) determino que el origen
del promotor viral Zp pertenece a un aislado clinico de carcinoma nasofaringeo
NPCTO090 (cobertura e identidad del 100% - cddigo de acceso MK540447.1).
Adicionalmente, se realizd un alineamiento de secuencias entre el promotor clonado
en el vector dual pmir-GLO vy la cepa prototipo de VEB B95.8 (cédigo de acceso:
V01555.2 - cobertura del 100%). Se encontré que comparten una identidad del
99.27%, con la presencia de 5 diferencias nucleotidicas en la posicion 114 (G-A),138
(G-A), 146 (A-G), 209 (A-G), 304 (G-A) (Figura 12).
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B95.8 1 AGGTGTGTCAGCCAAAGAGGATCAGGCCCTTCCATCCACCCGGATCCCCGTGGGCCAACC 60
Frrrrrrrerrerrrrereerrrrrrrrrreeerererrr e rrrnl
NPCSO® 1 AGGTGTGTCAGCCAAAGAGGATCAGGCCCTTCCATCCACCCGGATCCCCGTGGGCCAACC 60
B95.8 61 GGCCCCTGCCTGCCTCTTTGGCTCCCACCCCCACAGGACCTGTCCATGAACCGGTCGGAT 120
Prrrrrrrerrrrrerrreeereeererreeererrrrrerrrerereerrert rrrend
NPCS® 61 GGCCCCTGCCTGCCTCTTTGGCTCCCACCCCCACAGGACCTGTCCATGAACCGATCGGAT 120
B95.8 121 CCCTAACGCCAGCCCCGGTGCCCCAGCCACTTGACCCGGCCCCCGCAGTAACCCCCGAGG 180
Prrrrrerrrrrrrer reeeeer rerrrrerrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrnd
NPC9® 121 CCCTAACGCCAGCCCCAGTGCCCCGGCCACTTGACCCGGCCCCCGCAGTAACCCCCGAGG 180
B95.8 181 CAAGTCATCTGTTGGAGGACCCTGATGAAGAAACCAGTCAGGCCGTGAAGGCCCTAAGGG 240
frrreerrrrrrrereeeeeererrrrr reereerrrrerrrrrerrrrrrrrrrrnnd
NPCS® 181 CAAGTCATCTGTTGGAGGACCCTGATGAGGAAACCAGTCAGGCCGTGAAGGCCCTAAGGG 240
B95.8 241 AGATGGCTGACACTGTTATTCCCCAGAAGGAGGAAGCAGCCATATGTGGACAGATGGACC 300
e rereerrrrrrrrr et rrrrnl
NPCS® 241 AGATGGCTGACACTGTTATTCCCCAGAAGGAGGAAGCAGCCATATGTGGACAGATGGACC 300
B95.8 381 TGAGCCACCCGCCCCCTCGTGGCCATTTGGACGAACTGACCACAACACTAGAGTCCATGA 360
PO e e rrrirnl
NPC9® 381 TGAACCACCCGCCCCCTCGTGGCCATTTGGACGAACTGACCACAACACTAGAGTCCATGA 360
B95.8 361 CAGAGGATTTGAATCTGGACTCCCCCCTGACCCCCGAACTTAATGAAATCTTGGATACAT 420
IIIIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlII
NPCS@® 361 AGGATTTGAATCTGGACTCCCCCCTGACCCCCGAACTTAATGAAATCTTGGATACAT 420
B95.8 421 TTCTAAATGATGAATGTCTGCTGCATGCCATGCATATTTCAACTGGGCTGTCTATTTTTG 480
Prrrrerrerrrer et eerrrrrrrrrrrrnnl
NPCSO® 421 TTCTAAATGATGAATGTCTGCTGCATGCCATGCATATTTCAACTGGGCTGTCTATTTTTG 480
B95.8 481 ACACCAGCTTATTTTAGACACTTCTGAAAACTGCCTCCTCCTCTTTTAGAAACTATGCAT 540
FErrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrr el
NPC92 481 ACACCAGCTTATTTTAGACACTTCTGAAAACTGCCTCCTCCTCTTTTAGAAACTATGCAT 540
B95.8 541 GAGCCACAGGCATTGCTAATGTACCTCATAGACACACCTAAATTTAGCACGTCCCAAACC 600
Prrrererrrrrrrrrerrerrrrrrrr el
NPC9® 541 GAGCCACAGGCATTGCTAATGTACCTCATAGACACACCTAAATTTAGCACGTCCCAAACC 600
B95.8 601 ATGACATCACAGAGGAGGCTGGTGCCTTGGCTTTAAAGGGGAGATGTTAGACAGGTAACT 660
Frrrerrerrrrrrrreerrrrrrrrrrrererrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrirrrnld
NPCO® 601 ATGACATCACAGAGGAGGCTGGTGCCTTGGCTTTAAAGGGGAGATGTTAGACAGGTAACT 660
B95.8 661 CACTAAACATTGCACCTTGCCGG 683

IIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIII
NPC9® 661 CACTAAACATTGCACCTTGCCG 683

Figura12. Alineamiento de secuencias del promotor Zp entre las cepas B95.8 y NPCT090.
El promotor viral Zp contiene 5 diferencias con relacion a la cepa de referencia de VEB B95.8.
Los 5 polimorfismos (resaltados en rosado) se encuentran en la posicién 114 (G-A), 138 (G-
A), 146 (A-G), 209 (A-G), 304 (G-A).

1.5. Estandarizacién del vector dual pmir-GLO Zp en células orales

Para conocer la cantidad Optima de vector a transfectar, las células SCC-143 y CAL-
27 fueron sembradas y transfectadas con el vector dual pmir-GLO Zp wild type en un
rango de 50 ng a 1000 ng. Luego se evaluo la actividad de luciferasa post tratamiento
con dos concentraciones no toxicas de CHC (50 ug/mL y 10 ug/mL). Se observo que
la transfeccion de 250 ng de vector en las células SCC-143 y 500 ng en las células

CAL-27 induce mayor actividad de luciferasa (Figura 13)
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Figura 13. Estandarizacion de la cantidad de vector reportero dual pmir-GLO a
transfectar. Actividad de luciferasa post transfeccion de 50 ng a 1000 ng de vector reportero
dual pmir-GLO. La actividad de luciferasa aumenta cuando las células A) SCC-143 y B) CAL-
27 son transfectadas con 250 ng y 500 ng respectivamente de vector dual pmir-GLO. Los
resultados fueron normalizados contra renilla-luciferasa y son representativos de un
experimento independiente. Las lineas verticales representan la desviacion estandar. Test
estadistico: Kruskal-Wallis.xp< 0.05. URL: unidades relativas de luminiscencia. LUC:
luciferasa. Figuras creadas con GraphPad Prism 9.

1.6 Actividad del promotor viral Zp

Con el fin de conocer si la exposicion a CHC induce activacion en el promotor viral Zp
de VEB, se realiz6 el ensayo de luciferasa. Las células SCC-143 y CAL-27 fueron
sembradas, transfectadas con 250 ng y 500 ng respectivamente de vector reportero
dual pmir-GLO y expuestas a CHC durante 24 h. Se observo que el tratamiento con
50 pg/mL y 10 pg/mL de CHC producen activaciéon de promotor viral Zp en las células
SCC-143 y en las células CAL-27 (Figura 14).
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Figura 14. El promotor Zp es activado por CHC en células orales. Actividad de luciferasa
en las células A) SCC-143 y B) CAL-27 previamente transfectadas con el vector dual pmirGLO
Zp wild type (250 ng y 500 ng) y tratadas con DMSO y CSC durante 24 h. El tratamiento con
50 pg/mL y 10 pg/mL respectivamente de CHC activa el promotor Zp. Luc: luciferasa. Los
resultados son representativos de tres experimentos independientes. Las lineas verticales
representan la desviacion estandar. Test estadistico: ANOVA. *p<0.05, **p<0.001. Figuras
creadas con GraphPad Prism 9.

1.7 Mutantes de delecién y mutante de sustitucion

Segun el ensayo anterior el promotor Zp es activado por la exposicion a 50 ug/mly 10
pug/mL de CHC en las células SCC-143 y CAL-27 respectivamente. En este ensayo se
evaluo la actividad de luciferasa tanto en la cepa wild type como en las tres mutantes
sintetizadas, cuya estructura se indica en la Figura 15. La sintesis de las tres mutantes
esta basado en el analisis in silico del objetivo dos de este trabajo con respecto a los
sitios de reconocimiento de la proteina c/EBP. En la mutante uno (MUT 1) se elimind
desde el dominio ZIIIB hasta el dominio ZV'(132 nucléotidos) ya que esos dos
dominios son reconocidos por la proteina c/EBP. En la mutante dos (MUT 2) se elimind
desde el dominio ZIA hasta el dominio ZV" (351 nucléotidos) ya que segun estudios
previos estas regiones son importantes para la activacion de Zp. En la mutante 3 (MUT

3) se realizdé una sustitucion de una C por una G en la posicion +8 en el dominio ZV’
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del promotor, ya que esta regidon es reconoda tanto por la isoforma c/EBPa y c/EBP,

de manera que esta region solo sea reconocida por la la isoforma c/EBPa.

Promotor Zp
+1
-683 -197 -184 -180 -167 -150 -135 -129 -123 -121 -105 -96 -79 _-69 -59 -17 -12 |42 +8 +15
A) WT | ZIA ZiB zZc ZNA
TTGCTA TTGCACC
c/EBP c/EBP

-551 -197 -184 -180 -167 -150 -135 -129 -123

B) MUT1| ZIA ZIB ZIic ZIA |
-351
C) MUT2
+1
-683 -197 -184 -180 -167 -150 -135 -129 -123 -121 -105 -96  -79 -69 -59 17
D) MUT3 | ZIA ZIB ZIC ZIA E

c/EBPa TTGCACC
c/EBPB TTGCACG

Figura 15. Estructura del promotor Zp wild type y de mutantes. En rectangulos se
muestran los 9 dominios regulatorios cis-acting para la activacion transcripcional de Zp. A) El
promotor wild type (WT) esta formado por 683 nucléotidos. Los sitios de reconocimiento del
FT celular ¢c/EBP son ZIIIB y ZV'. B) El promotor Zp en la MUT 1 tiene una longitud de 551
nucléotidos debido a una delecién en la posicion -129 hasta la +15. C) El promotor Zp en la
MUT 2 tiene una longitud de 351 nucledtidos debido a una delecion desde la posicion -332
hasta la +15. D) El promotor Zp en la MUT 3 tiene una longitud de 683 nucledétidos con una
sustitucion de una C por una G en la posicién +8 en del dominio ZV'. El +1 indica el sitio de
inicio de la trascripcion. Figura creada con BioRender.com.

Las células SCC-143 transfectadas con MUT 1, MUT 2, MUT 3 y tratadas con 50 pg/mL
de CHC mostraron una disminucion en la actividad luciferasa en un 42%, 51% y 57%
respectivamente con respecto al promotor Zp wild type. Las células CAL-27
transfectadas con MUT 1, MUT 2, MUT 3 y tratadas con 10 ug/mL de CHC mostraron
una disminucion en la actividad luciferasa en un 33%, 52% y 90% respectivamente con

respecto al promotor Zp wild type (Figura 16).
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Figura 16. Mutaciones en el promotor Zp disminuyen la actividad de luciferasaa CHC en
células orales. Actividad de luciferasa en las células A) SCC-143 y B) CAL-27 previamente
transfectadas (250 ng y 500 ng, respectivamente) con los vectores duales pmir-GLO Zp wild
type, MUT 1, MUT 2 y MUT 3 y tratadas con 50 pg/mL y 10 uyg/mL de CHC o DMSO en
concentraciones equivalentes durante 24 h. La actividad de luciferasa aumenté en ambas
lineas celulares para la situacion wild type y disminuy6 significativamente para cada mutante
transfectada. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. Las
lineas verticales representan la desviacion estandar. Test estadistico: ANOVA. *p<0.05,
**p<0.001, ***p<0.0001, ****p<0.00001. Figuras creadas con GraphPad Prism 9.

1.8 Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Para analizar la eficiencia de transfeccion en el ensayo de activacion del promotor viral
Zp en las células SCC-143, se realizé transfeccion con el promotor Zp WT vy las tres
mutates post exposicion a 50 ug/mL de CSC. Para las células transfectadas con el
promotor WT, MUT 1, MUT 2 y MUT 3 se obtuvo una eficiencia del 77.4%, 73,9%,
74,1% y 76,1% (Figura 17).
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DAPI Renilla Combinado

Figura 17. Eficiencia de transfeccion por IFl en las células SCC-143. Microscopia para la
proteina reportera renila luciferasa en las células SCC-143. Las células SCC-143 fueron
transfectadas con el promotor Zp wild type (WT) y las mutantes MUT 1, MUT 2 y MUT 3 de
este promotor. La fluorescencia se observé después de la exposicion a 50 ug/mL de CHC. Los
nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las imagenes se procesaron en el programa infinity analize
y tienen un aumento de 40x. Los resultados son representativos de un experimento
independiente.

Para analizar la eficiencia de transfeccion en el ensayo de activacion del promotor viral
Zp en las células CAL-27, se realiz6 transfeccidn con el promotor Zp WT vy las tres
mutates post exposicion a 10 pg/mL de CHC. Para las células transfectadas con el
promotor WT, MUT 1, MUT 2 y MUT 3 se obtuvo una eficiencia del 77.6%, 76,5%,
76,2% y 74,6% (Figura 18).
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Figura 18. Eficiencia de transfeccion por IFl en las células CAL-27. Microscopia para la
proteina reportera renila luciferasa en las células CAL-27. Las células CAL-27 fueron
transfectadas con el promotor Zp wild type (WT) y las mutantes MUT 1, MUT 2 y MUT 3 de
este promotor. La fluorescencia se observé después de la exposicién a 10 ug/mL de CHC. Los
nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las imagenes se procesaron en el programa infinity analize
y tienen un aumento de 40x. Los resultados son representativos de un experimento
independiente.

OBJETIVO ESPECIFICO 2

2. Determinar in silico factores de transcripcion (FT) candidatos a ser reclutados en el

promotor viral Zp en carcinomas asociados a la exposicidon al humo de cigarrillo.
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2.1 Prediccion Bioinformatica

El programa PROMO V 8.3 a través de la generacion de matrices de peso especificas
y la base de datos TRANSFACT V 6.4. predijo 23 factores de transcripcion (FT) y su
unién a su secuencia objetivo en el promotor viral Zp. La prediccion se llevo a cabo
considerando solo FT humanos y una tasa maxima de disimilitud de matriz 1 (Figura
19).
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Figura 19. Factores de transcripcion y sitios de uniéon en el promotor Zp. A) Analisis
predictivo en el programa PROMO V 8.3. Como resultado se detectaron 23 proteinas
celulares candidatas que reconocen secuencias especificas en el promotor Zp. B) Matriz que
especifica el sitio especifico de reconocimiento de cada proteina. La orientacion del
promotor Zp desde el nucléotido 1 hasta el 683 representa el extremo 5°a 3" de este promotor.
Figura creada con BioRender.com

Para cada FT se describen varios parametros. El nombre del factor con las posicion
inicial y final de las secuencias de union. El porcentaje (%) de disimilitud que mide la
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variacion que existe entre la secuencia de unién del FT predicho y los motivos
conocidos para dicho factor consultado. La secuencia de nucledétidos del sitio de union
potencial. La expectativa aleatoria (RE) indica el numero de coincidencias esperadas
en una secuencia aleatoria de la misma longitud que la secuencia de consulta segun
la tasa de disimilitud para los 4 nucledtidos y la expectativa aleatoria de consulta estima
la frecuencia de los nucléotidos en la secuencia problema (Tabla 1).

o T Posicién| Posicion | Disimilitud Secusncia RE de RE de
inicial final (%) igualdad | consulta
21 26 0.798453 TCAGGC 0.16675 | 0.17852
AP-2a 67 72 0.000000 GCCTGC 0.33350 | 0.40993
217 222 0.798453 TCAGGC 0.16675 | 0.17852
30 35 0.000000 TCCATC 0.50024 | 0.56014
~2 34 39 0.000000 TCCACC 0.50024 | 0.56014
190 195 0.000000 GTTGGA 0.50024 | 0.56014
292 297 0.000000 GATGGA 0.50024 | 0.56014
10 14 0.000000 GCCAA 0.66699 | 0.70953
e 53 57 0.000000 GCCAA 0.66699 | 0.70953
” 81 0.000000 TTGGC 0.66699 | 0.70953
626 630 0.000000 TTGGC 0.66699 | 0.70953
LFA-1 138 144 0.780778 TGCCCCG 0.25012 | 0.28881
SP3 154 162 0.982066 | CCCGGCCCC | 0.00521 | 0.01101
29 32 0.000000 TTCC 266797 | 2.5966
208 211 0.000000 GGAA 266797 | 2.59667
S 258 261 0.000000 TTCC 266797 | 2.59667
271 274 0.000000 GGAA 266797 | 2.59667
IRF-3 208 214 0.658627 GGAAACC 0.16675 | 0.15676
216 222 0.958187 GTCAGGC 0.08337 | 0.08926
PAX-2 354 360 0.591451 CCATGAC 0.12506 | 0.13382
598 604 0.591451 CCATGAC 0.12506 | 0.13382
S 28 32 0.000000 crTce 0.66699 | 0.70640
271 275 0.000000 GGAAG 0.66699 | 0.70640
351 355 0.000000 AGTCC 0.69699 | 0.68503
P300 376 380 0.000000 GGACT 0.69699 | 0.68503
378 382 0.770383 ACTCCC 0.69699 | 0.74670
182 187 0.000000 AGTCAT 0.69699 | 0.60035
LCR-F1 356 361 0.000000 ATGACA 0.69699 | 0.60035
600 605 0.000000 ATGACA 0.69699 | 0.60035
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POU2F2 366 373 0.897235 ATTTGAAT | 0.01042 | 0.00685
E47 372 378 0.523865 ATCTGGA 0.12506 | 0.12014
HNF-38 423 429 0.610628 TAAATGA 0.16675 | 0.11657
cuTL1 551 556 0.967341 ATTGCT 0.66699 | 0.61535
ST 552 557 0.858813 TTGCTA 0.33350 | 0.32138
669 674 0.644110 TTGCAC 0.33350 | 0.30438

c/EBP B 669 675 0.805985 TTGCACC 0.12506 | 0.11601
MBF1 488 498 0.000000 | TTATTTTAGAC | 0.00440 | 0.00339
37 40 0.000000 ACCC 2.66797 | 3.32325

86 89 0.000000 ACCC 2.66797 | 3.32325

153 156 0.000000 ACCC 2.66797 | 3.32325

VDR 170 173 0.000000 ACCC 2.66797 | 3.32325
198 201 0.000000 ACCC 2.66797 | 3.32325

306 309 0.000000 ACCC 2.66797 | 3.32325

389 392 0.000000 ACCC 2.66797 | 3.32325

MZF-1 380 386 0.056332 TCccccee 0.16675 | 0.24897
SP1 307 315 3.32325 | CCCGCCCCC | 0.01042 | 0.02271
ETF 306 314 0.630521 | ACCCGCCCC | 001563 | 0.03203
C- ETSA1 269 275 0.323073 GAGGAAG 0.12506 | 0.11966
NF-X3 183 190 3.32325 GTCATCTG | 0.03127 | 0.03201

Tabla 1. Prediccion in silico de factores de transcripciéon y sus sitios de unién al
promotor Zp mediante PROMO V 8.3. Resumen del analisis predictivo en PROMO V 8.3
para los 23 FT que incluye la posicion inicial y final de reconocimiento, la disimilitud (%), la
secuencia reconocida y la RE de igualdad y de consulta. Infomacion obtenida de

2.2 Identificacion de genes relacionados al habito tabaquico en pacientes con
COCE

La base de datos del Atlas gendmico del cancer (TCGA) contempla 604 pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC) sin distincion de aquellos casos
correspondientes a COCE. Por ese motivo, nuestro analisis solo se enfocé en 368
pacientes con COCE: 179 pacientes con carcinoma escamoso de lengua, 74 de labio,
56 de piso de boca, 43 de mejilla, 11 de encia y 5 de paladar (Tabla 2). Se excluyeron

236 pacientes que desarrollaron otros CECC, incluyendo 24 pacientes con cancer en

57



la base de la lengua y pacientes que no tuvieron datos de secuenciacion o asignacion
de categoria de habito tabaquico.

Pacientes con COCE

Lengua | Labio | Piso de Boca | Boca/Mejilla | Encias | Paladar | Total
179 74 56 43 11 5 368

Tabla 2. Categorizacion de pacientes con COCE. La informacion del numero de pacientes
y sitio anatémico de la cavidad oral afectado fue tomada del TCGA (atlas gendmico del cancer).
Disponible en

Los niveles de transcritos (RNAseq) de los genes que codifican para cada FT y el
historial tabaquico de cada paciente se obtuvieron del programa Xena Browser (Tabla
3). Los pacientes y sus niveles de transcritos fueron agrupados por categorias: no
fumadores NF (categoria 1), fumadores actuales FA (categoria 2), ex fumadores por
menos de 15 afos F-15 (categoria 3), ex fumadores por mas de 15 afios F+15
(categoria 4). Las variables continuas fueron transformadas en variables categoricas
al agrupar a los pacientes dentro de niveles altos o bajos de expresion de los genes
propuestos. Se analiz6 estadisticamente el incremento en los niveles de transcritos de

cada gen que codifica para cada FT en los pacientes fumadores vs las otras 3

categorias.
. Niv.
. Niv. -
, Numero de . maximo de
Gen Proteina - minimo de L p valor
pacientes < . expresion
expresion

tfap2a AP-2a 328 7.68 12.08 0.99
foxr2 R2 14 0.92 1.30 1.00
nf-1 NF-1 330 7.33 11.87 1.00
itgb2 LFA-1 333 5.56 13.76 1.00
sp3 SP3 343 7.97 12.63 0.99
statb STATS 337 6.96 11.32 0.99
if-3 IRF-3 355 8.93 12.31 1.00
pax-2 PAX-2 136 0.42 3.79 1.00
elk-1 ELK-1 339 8.24 10.83 0.99
p300 EP300 328 9.89 13.00 0.99
ler-f1 NFE2L1 322 19.94 23.00 0.99

58



pou2f2 POU2F2 328 2.28 9.40 1.00
tcf3 E47 332 9.35 12.61 1.00
foxa2 HNF-3 B 279 0.35 8.13 0.99
cux1 CUTLA1 292 8.38 12.15 0.98
cbpa c/EBPa 286 5.82 12.36 0.99
cebpp c/EBP 337 8.51 13.38 0.99
edf1 MBF1 337 10.10 15.55 0.99
vdr VDR 316 13.48 19.37 1.00
mzf-1 MZF-1 368 8.49 10.99 0.99
sp1 SP1 337 8.78 12.05 0.98
etfdh ETF 288 6.72 10.59 1.00
ets1 CETS1 328 7.90 13.65 1.00
nkx3 NKX3 307 6.10 11.73 0.99

Tabla 3. Niveles de expresion de los 23 FT en pacientes con COCE. Para cada gen
candidato se muestra el numero de participantes evaluados y los datos numéricos de
expresion. Informacién extraida del programa Xena browser. El analisis estadistico se realizo
en STATA/BE.

La cohorte de FA contempla pacientes que han fumado de 12 a 80 cajetillas de
cigarrillos al afio. La cohorte de F-15 esta formada por ex fumadores que han
consumido de 12 a 48 cajetillas de cigarrillos al afio durante 2 a 15 afios. La cohorte
de F+15 esta formada ex fumadores que han consumido de 15 a 97 cajetillas de
cigarrillos al afio de 15 a 61 afios. Los analisis de correlacion entre

el historial tabaquico y los niveles de expresién génica para la cohorte de COCE

categorias analizadas (Figura 19).
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Niveles de expresién de nf-1
segun el habito tabaquico (n=330)

Niveles de expresion de itgh2
segun el habito tabaquico (n=333)
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Niveles de expresién - RNAseq
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Figura 20. Correlacion de individuos con COCE e historial tabaquico. En cada grafico de
caja se representan los niveles de transcritos de cada gen que codifica para cada FT candidato.
Los pacientes con COCE fueron categorizados en cuatro grupos segun su habito tabaquico: no
fumador (NF), fumador actual (FA), ex fumador por menos de 15 afos (F-15), ex fumador por
mas de 15 afios (F+15). Las lineas centrales de cada caja representan la mediana de los datos
que dividen a los pacientes en un cuartil superior y un cuartil inferior (niveles altos y bajos de
expresion, respectivamente). Los puntos rosas en los extremos de los cuartiles representan los
datos que se alejan de la mediana. Los graficos de caja se elaboraron en STATA/BE. El analisis
estadistico entre las cohortes fue evaluado con el test de Fisher. El valor de p se indica en la
esquina superior derecha.
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2.3 Identificacion de genes relacionados al habito tabaquico en pacientes con
LUAD

Dado que el cancer pulmonar constituye un modelo de malignidad fuertemente
asociada al habito tabaquico, en esta tesis se decidié analizar una cohorte de
pacientes con adenocarcinoma de pulmon (LUAD) constituida por 252 pacientes (151
con adenocarcinoma en el [6bulo superior, 79 en el I6bulo inferior, 10 en el I6bulo medio
y 12 con adenocarcinoma en todo el pulmoén) (Tabla 4). Se excluyeron 297 pacientes

que no tuvieron datos de secuenciacidn o asignacion de categoria de habito tabaquico.

Pacientes con LUAD

il Lébulo inferior | Lébulo medio e Total
superior completo
151 79 10 12 252

Tabla 4. Categorizacion de pacientes con LUAD. La informacion del numero de pacientes
y sitio anatomico del pulmén afectado fue tomada del TCGA (atlas gendmico del cancer).
Disponible en

Los niveles de transcritos (RNAseq) de los genes que codifican para cada FT y el
historial tabaquico de cada paciente se obtuvieron del programa Xena Browser (Tabla
5). Los pacientes y sus niveles de transcritos fueron agrupados por categorias: no
fumadores NF (categoria 1), fumadores actuales FA (categoria 2), ex fumadores por
menos de 15 afos F-15 (categoria 3), ex fumadores por mas de 15 afios F+15
(categoria 4). Las variables continuas fueron transformadas en variables categoricas
al agrupar a los pacientes dentro de niveles altos o bajos de expresion de los genes

propuestos.

. . - Niv. maximo
Numero Niv. minimo
de
. total de de - p valor
Gen Proteina L. expresion
muestras expresion
tfap2a AP-2a 251 1.53 11.31 0.94
foxr2 R2 23 0.28 6.93 1.00
nf-1 NF-1 251 7.88 12.10 0.92
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itgh2 LFA-1 251 7.23 14.61 0.56
sp3 SP3 251 9.71 12.12 0.99
stats STATS 250 7.47 11.08 0.99
irf-3 IRF-3 251 8.55 11.60 0.98
pax-2 PAX-2 68 0.29 7.34 0.95
elk-1 ELK-1 251 7.97 10.46 0.99
p300 EP300 251 9.05 12.47 0.99
ler-f1 NFE2L1 251 10.23 13.95 0.99
pou2f2 POU2F2 251 2.77 9.90 0.13
tcf3 E47 251 8.29 12.15 1.00
foxa2 HNF-3 B 251 0.60 11.70 1.00
cux1 CUTLA1 251 9.01 12.77 0.93
cbpa c/EBPa 251 4.99 14.96 0.99
c/ebpp c/EBP 248 8.41 13.11 0.002
edf1 MBF1 251 10.72 13.54 0.98
vdr VDR 251 7.34 13.15 0.98
mzf-1 MZF-1 251 5.40 9.77 0.98
sp1 SP1 251 9.56 12.74 0.99
etfdh ETF 251 7.02 9.73 0.98
ets1 CETS1 251 8.86 14.01 0.98
nkx3 NKX3 251 1.72 9.20 0.99

Tabla 5. Niveles de expresion de los 23 genes que codifican para los 23 FT en pacientes
con LUAD. Para cada gen candidato se muestra el numero de participantes evaluados y los
datos numéricos de expresion. Informacion extraida del programa Xena browser. El analisis
estadistico se realiz6 en STATA/BE.

Se analiz6 estadisticamente el incremento en los niveles de transcritos de cada gen
que codifica para cada FT en los pacientes fumadores vs las otras 3 categorias. La
cohorte de FA contempla pacientes que han fumado de 10 a 147 cajetillas de cigarrillos
al afno. La cohorte de F-15 esta formada por ex fumadores

que han consumido de 15 a 120 cajetillas de cigarrillos al afio durante 4 a a 15 afos.
La cohorte de F+15 esta formada por ex fumadores que han consumido de 15 a 98

cajetillas de cigarrillos al afio durante 65 afos.
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Figura 21. Correlacion de individuos con LUAD e historial tabaquico. En cada grafico de
caja se representan los niveles de transcritos de cada gen que codifica para cada FT
candidato. Los pacientes con LUAD fueron categorizados en cuatro grupos segun su habito
tabaquico: no fumador (NF), fumador actual (FA), ex fumador por menos de 15 afos (F-15),
ex fumador por mas de 15 afios (F+15). Las lineas centrales de cada caja representan la
mediana de los datos que dividen a los pacientes en un cuartil superior y un cuartil inferior
(niveles altos y bajos de expresion, respectivamente). Los puntos rosas en los extremos de los
cuartiles representan los datos que se alejan de la mediana. Los graficos de caja se elaboraron
en STATA/BE. El analisis estadistico entre las cohortes fue evaluado con el test de Fisher. El
valor de p se indica en la esquina superior derecha.

Los analisis indicaron que existe una asociacion positiva entre los transcritos del gen
c/EBPB (1/23) y el habito tabaquico (p=0.002). Se observo, que c/EBPB esta
sobreexpresado en individuos fumadores vs individuos no fumadores que
desarrollaron LUAD (Figura 21).

OBJETIVO ESPECIFICO 3

3. Determinar el reclutamiento de (FT) candidatos en el promotor Zp en células

epiteliales orales expuestas a componentes del condensado de humo de cigarrillo.

3.1 Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Segun el analisis in silico del objetivo anterior, observamos que ningun gen asociado

a los 23 FT se sobreexpresan en individuos fumadores vs no fumadores con COCE,
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sin embargo, se observd que la proteina c/EBP se correlaciona significativamente
con el habito tabaquico en individuos fumadores con LUAD.

Western Blotting

DMSO CHC 10 pg/mL

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4
1.00 1.00 1.08 1.06
1.00 1.00 1.07 1.02
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Figura 22. Expresion de la proteina c/EBPf en las células SCC-143 expuestas a DMSO
y CHC. Expresion de las tres isoformas de proteina c/EBP (38, 35, 21 kDa) en células SCC-
143 detectadas con anticuerpo monoclonal anti c/EBP (1:1000) y anticuerpo secundario anti
conejo (1:4000). LAP 1 (proteina activadora del higado, 38 kDa). LAP 2 (proteina activadora
del higado, 35 kDa. LIP (proteina inhibitoria enriquecida en higado, 21kDa). Expresion de
actina (42kDa) detectada con anticuerpo monoclonal anti  actina (1:1000) y anticuerpo
secundario anti raton (1:1000). La proteina B actina fue usada como control de carga y gen
normalizador. La isoforma LAP1 y LAP2 aumentan un 8% y 7% respectivamente post
exposicion a CHC. El tratamiento con CHC no induce incremento en la expresion de la
isoforma LIP. El porcentaje de expresion de cada isoforma se determiné a través del analisis
densitométrico de cada banda. Se cargaron 10 ug de muestra por duplicado.

Para determinar si c/EBP[3 es detectado en las células orales, se realizé un ensayo de
western blot. En la linea celular oral SCC-143, el anticuerpo anti c/EBP permiti6 la
deteccion de las tres isoformas (LAP1, LAPZ2, LIP) de esta proteina. Las tres isoformas
se expresan de manera constitutiva cuando las células son tratadas con DMSO vy los
niveles de expresion de LAP1 y LAP2 aumentaron un 8% y 7% después del tratamiento
con CHC (10 pg/mL). En la isoforma LIP no se observan cambios después del
tratamiento con CHC (Figura 22).
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Figura 23. Expresion de la proteina c/EBP en las células CAL-27 expuestas a DMSO y
CHC. Expresion de las tres isoformas de proteina c/EBPp (38, 35, 21 kDa) en células SCC-
143 detectadas con anticuerpo monoclonal anti c/EBP (1:1000) y anticuerpo secundario anti
conejo (1:4000). LAP 1 (proteina activadora del higado, 38 kDa). LAP 2 (proteina activadora
del higado, 35 kDa. LIP (proteina inhibitoria enriquecida en higado, 21kDa). Expresion de
actina (42kDa) detectada con anticuerpo monoclonal anti  actina (1:1000) y anticuerpo
secundario anti raton (1:1000). La proteina B actina fue usada como control de carga y gen
normalizador. La isoforma LIP aumenta un 20% post exposicion a CHC. Se cargaron 10 ug de
muestra (carril 1y carril 4). El porcentaje de expresion de cada isoforma se determind a través
del analisis densitométrico las bandas 1 y 4. Se excluyeron los carriles 2-5, 3 y 6 que contienen
20 ug y 30 ug de proteina respectivamente.

En la linea celular CAL-27, el anticuerpo anti c/EBPf también permitio la deteccion de
las tres isoformas (LAP1, LAP2, LIP) de esta proteina. Auque las isoformas LAP1 y
LAP2 fueron débilmente detectadas por el anticuerpo, se observd que se expresan de
manera constitutiva cuando las células son tratadas con DMSO, aunque solo los
niveles de expresion de la isoforma LIP aument6 un 20% después del tratamiento con
CHC (10 pg/mL) (Figura 23).
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El analisis in silico predijo que las dos isoformas de la proteina c/EBP se unen a la
secuencia ZV' en el promotor Zp. En particular, c/EBPa reconoce la secuencia
TTGCAC (posicion +2 y +7) y c/EBP reconoce la secuencia TTGCACC (posicion +2
y +8).

A)
+
15 c/EBPa !
CATTGCACCTTGCCGG

i8] c/EBPB 15
B) Promotor Zp

c/EBPB

+1
-683 -197 -184 -180 -167 -150 -135 -129 -123 -121 -105 -96 -79 -69 -59  -17 -12 |42 +8
ZIA ZIB ZIC ZIIA
.Partidor Forward. P'artidor revers.e

Figura 24. Secuencia de reconocimiento de la proteina c/EBPB en el promotor Zp. A)
Prediccién bioinformatica de las secuencias reconocidas por la proteina ¢/EBP en el dominio
ZV del promotor Zp. La isoforma c/EBPa se une a TTGCAC y la isoforma c/EBPBa TTGCACC.
B) Regiones que abarcan los partidores forward (ZID-ZIl) y reverse (ZV") para amplificar un
fragmento de 117pb.

Para confirmar esta prediccion se realizé el ensayo de ChIP usando un anticuerpo
monoclonal anti c/EBP y partidores especificos para amplificar un fragmento de 117
pb. El partidor forward abarca los dominios ZID y ZII, mientras que el partidor reverse
abarca el dominio ZV" del promotor Zp (Figura 24).

Se detecto el reclutamiento del FT c/EBP tanto en las células SCC-143 y CAL-27
trasfectadas con el vector dual pmir-GLO Zp wild type y expuestas a DMSO y CHC (10
pug/mL). En las células SCC-143, c/EBP se une al dominio ZV’ cuando las células son

expuestas a DMSO y después del tratamiento con CHC. En las células CAL-27,
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c/EBP también se recluta en este dominio y existe un mayor enriquecimiento de esta

proteina después del tratamiento con CHC (Figura 25).
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Figura 25. Reclutamiento de la proteina c/EBPB en el dominio ZV’ del promotor Zp en
células orales. Ensayo ChIP para detectar el reclutamiento de c/EBP[3 usando el anticuerpo
especifico para esta proteina. EI ADN purificado para cada linea celular fue analizado mediante
gPCR usando partidores que amplifican un segmento de 117 pb. El enriquecimiento de los
fragmentos de ADN fue calculado como el porcentaje del input (ADN purificado de las muestras
y ADN input). La regién ZV’ del promotor Zp muestra un enriquecimiento tanto en células
tratadas con DMSO como con CHC. En las células A) SCC-143 el reclutamiento de c/EBPJ
es mayor cuando las células son expuestas a DMSO vs a CHC. En las células B) CAL-27 el
reclutamiento de c/EBP[3 es mayor cuando estas células son expuestas a CHC. Los resultados
son representativos de una réplica bioldgica independiente.

DISCUSION

Los mecanismos fundamentales involucrados en la capacidad oncogénica del Virus-
Epstein-Barr no son totalmente conocidos. En esta tesis se ha planteado que VEB
puede cooperar con el humo de cigarrillo (HC) para promover un incremento en la
actividad del promotor viral Zp, el cual dirige la expresiéon de la proteina Zebra,
reguladora maestra del switch latente-litico. EIl HC es un carcindgeno clase | que
promueve el desarrollo de COCE y cancer pulmonar, entre otros canceres (90). El
efecto de fumar tabaco en el ciclo replicativo de los herpesvirus no ha sido estudiado
previamente. Sin embargo, se ha establecido que el titulo de anticuerpos IgA
especifico para el antigeno de la capside mayor (VCA) de VEB en suero de pacientes
fumadores se incrementa significativamente (102). Ademas, ciertos estudios han
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evaluado el efecto de fumar cigarrillo a largo plazo sobre el riesgo de desarrollar
canceres epiteliales asociados a la infeccién por VEB como carcinoma nasofaringeo o
cancer gastrico (103, 116). Dichos reportes han sugerido que el habito tabaquico (HT)
podria promover un incremento de la carga viral en sangre lo que se traduce en titulos
elevados de anticuerpos para distintos componentes de VEB, en individuos que
posteriormente desarrollan estos canceres (103). Estos datos sugieren que los
componentes del HC son capaces de regular el ciclo replicativo viral, aunque los
mecanismos mediante los cuales esto ocurre, son desconocidos. VEB es un
herpesvirus oncogénico y su genoma se ha detectado en COCE y LUAD (76, 115).
Dado que VEB y el HC son carcinégenos y la cavidad oral es la fuente primaria de
infeccion de VEB y de exposicién a HC, es plausible una eventual cooperacion entre
estos agentes. En esta tesis se utilizo el CHC obtenido a partir de cigarrillos de
referencia 3R4F como sustituto del HC. EI HC contiene una mezcla compleja de
compuestos quimicos que al entrar en contacto con el organismo inducen la expresion
de cyp1b1, una de las enzimas metabolizadoras del citocromo P450 (117, 118). Para
estandarizar algunos métodos, primero se evalu¢ la funcionalidad del CHC mediante
gPCR. Se observo que la exposicion a4 y 8 h de CHC en las células SCC-143 y CAL-
27 promueve un incremento significativo en los niveles de transcritos de cyp1b1.
Mufoz et al, observaron que el tratamiento con CHC en células cervicales durante
diferentes periodos de tiempo produce un efecto similar (119). Estos resultados
confirman que el CHC utilizado en esta tesis es biolégicamente activo en el contexto
de células orales. Los ensayos de proliferacion celular demostraron que las células
CAL-27 tienen una tasa proliferativa mas alta que las células SCC-143. Aunque las
células orales CAL-27 no son metastasicas, un incremento en la proliferacion celular
es una caracteristica importante de las neoplasias, lo cual forma parte de la promocion
tumoral (120). Luego, se evalud la viabilidad de células orales en presencia de CHC
ya que el mismo contiene una mezcla compleja de carcindbgenos y la exposicién a altas
concentraciones puede ser toxico (117). Se demostro que las células SCC-143 y CAL-
27 tratadas con CHC, no mostraron pérdida de viabilidad en un rango de 1 ug/mL a 50
pug/mL. Estos resultados concuerdan con los estudios de Allam, et al. al demostrar que

las células orales SCC-25 y CAL-27 toleran hasta 100 ug/mL de exposicion a CHC
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(121). Estudios de Mufioz, et al. demostraron que el tratamiento con 10 ug/mL de CHC
en células cervicales es la concentracion maxima que no induce un efecto citotéxico,
lo cual confirma que la toxicidad del CHC depende de la linea celular evaluada (119).
El rango de concentraciones de CHC usado en esta tesis (50 pg/mL) es equivalente a
3.2 yg/mL de nicotina). Esta equivalencia se usa ya que la nicotina es uno de los
componentes mayoritarios presentes en el HC y este compuesto es detectado en la
saliva de los sujetos fumadores (122, 123). La saliva en la cavidad oral cumple un rol
fundamental para diluir los CHC, situacion que no puede ser evaluada in vitro. Por lo
tanto, la concentracion del CHC usada en este tesis es aproximada a la exposicion
real a HC de un fumador. Por otro lado, las células orales usadas en esta tesis son
negativas para la infeccion por VEB, por lo que se us6 un vector comercial (pmir-GLO)
clonado con el promotor viral Zp de VEB (683 nucledtidos). Este vector incluye un
sistema de genes reporteros (luciferasa de luciérnaga, luc y luciferasa de renilla, hrluc-
neo). La expresion de luciferasa es dependiente de la activacion del promotor Zp y la
de renilla del promotor de SV40. El efecto del CHC sobre la activacién del promotor Zp
de VEB no ha sido evaluado previamente. Los resultados de este trabajo indican por
primera vez que la exposicion a 10 uyg/mL y 50 ug/mL de CHC en las células SCC-143
y CAL-27 respectivamente, activan el promotor Zp wild type de VEB. Las
consecuencias fisiologicas de tal activacion necesitan ser evaluadas en estudios
futuros. Sin embargo, es posible sugerir que la activacion de Zp por el humo del
cigarrillo en células orales podria traducirse en la activacion del ciclo litico viral. Hay
evidencia que indica que la activacion del switch latente-litico es relevante durante el
desarrollo de canceres asociados a la infeccion por VEB (84, 85). En términos mas
generales, la interaccion entre humo de cigarrillo y virus persistentes es un tema que
ha sido previamente abordado en otros contextos virales y celulares. En efecto, Pefia,
et al. determinaron que el CHC es capaz de activar el promotor temprano (p97) de
virus papiloma humano tipo 16 (VPH-16), conduciendo a la sobreexpresion de las
oncoproteinas E6 y E7 en células epiteliales (101). En este sentido, Wei, et al.
demostraron que la exposicion a 0.5 uyg/mL y 10 pg/mL de humo de cigarrillo de
corriente principal (MSTS) aumenté los niveles de transcritos de E6, E7 y E-1/E-4 de

VPH-16 de forma dosis dependiente en dos lineas células cervicales. Tomados en
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conjunto, estos datos sugieren que el MSTS se comporta como activador
transcripcional de estos promotores contribuyendo a la progresion de cancer cérvico-
uterino (124). Otros autores como Alam, et al. demostraron que la exposicion a
benzopireno en células neoplasicas, promueve la replicaciéon de VPH-16 y VPH-18
expresado como un aumento en los titulos de estos genotipos virales, sugiriendo que
la exposicion a BaP modula la replicacion de VPH. Este hallazgo indica que BaP
potencialmente aumentaria la persistencia viral promoviendo la progresién a cancer
cervical (125). El promotor Zp tiene una longitud de 683 nucléotidos. Se ha identificado
previamente que la region -117 a +15 esta formada por 4 dominios cis-acting que son
importantes para inducir el ciclo litico de VEB (126, 127). Se han identificado una
variedad de FT que activan transcripcionalmente este promotor. En particular, la
proteina celular c/EBP, es un miembro de FT de la familia de cremallera de leucina
(bZIP) que reconoce y se une a la secuencia consenso (A/G) TTGCTG (C/T) AA (C/T)
ubicada en los dominios ZIlIIB 'y ZV" del promotor Zp (128-130). Para determinar si los
dominios antes mencionados tienen relevancia para la activacion de Zp, se crearon
tres mutantes que fueron evaluadas mediante ensayo de luciferasa. Como en el
ensayo principal de activacion del promotor Zp wild type en SCC-143 y CAL-27, en
este ensayo con mutantes también se observa incremento significativo de Zp wild type.
Sin embargo, este incremento es menor al observado inicialmente, lo cual podria ser
ocasionado por el uso de un lote distinto de CHC. La concentracion de los compuestos
del CHC adquiridos de manera comercial pueden variar dependiendo del lote de
fabricacion. Estos cambios podrian introducir variaciones en los ensayos que afectan
la reproducibilidad de los resultados. Estos eventos fueron previamente anticipados y
el nuevo lote fue usado para realizar las tres réplicas bioldgicas tanto para las células
SCC-143 y CAL-27. Con respecto a las mutantes de delecion (MUT 1 y MUT 2) se
observo una disminucion en la actividad de luciferasa al transfectar las células SCC-
143 y CAL-27 y exponerlas a 50 uyg/mL y 10 ug/mL respectivamente de CHC. Los
resultados en la MUT 1 reflejan que la delecion desde el dominio ZIIIB hasta el dominio
Z\/" (posicion -121 a +15) reconocido por la isoforma c/EBPa y c/EBP, reduce la
actividad de Zp. Un estudio de Wu, et al. revel6 por medio de ensayos EMSA que
c/EBPa tiene alta afinidad de union a la secuencia TTGCTA en el dominio ZIIIB.
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Cuando se realizaron ensayos de mutagénesis en ZIIIB, disminuy6 la activacion de Zp
mediada por ¢/EBPa. El dominio ZIIIB tiene un rol clave en inducir el ciclo litico de VEB.
Ademas, mediante ensayos con genes reporteros se demostré que c¢/EBPa actua
como activador transcripcional de Zp (129). El dominio ZIA hasta el ZV" (posicion -197
hasta +15) del promotor Zp contiene la mayoria de los sitios importantes reconocidos
para su activacion transcripcional (131). Para confirmar este hecho se hizo una
delecion en el promotor Zp en estas posiciones y se observo que en la MUT 2 también
disminuye la actividad luciferasa en ambas lineas celulares. Estos resultados
concuerdan con los ensayos de Macdonald, et al. en los cuales la introduccion de
mutaciones en diversos dominios del promotor Zp, alterd su activacion (131). En la
MUT 3 se sustituyé una C por una G en la posicion +8 dentro del dominio ZV del
promotor Zp, ya que esta region es reconocida tanto por ¢/EBPa y c/EBPB. La
mutacion permitié discriminar qué isoforma es relevante dentro del contexto de Zp. En
las células SCC-143 y CAL-27, también se observé disminucion en la actividad de
luciferasa. Este efecto puede deberse a que c/EBPa es capaz de interactuar con otras
proteinas celulares o virales para aumentar la transcripcidn a partir de Zp. Segun
estudios realizados por Wu, et al. c/EBPa y Zta pertenecen a la misma familia de FT
de cremallera de leucina (bZIP) y forman interacciones oligoméricas entre ellas tanto
en ensayos in vivo como in vitro, lo que podria resultar en una accion sinérgica que
potenciaria la activacion de Zp (132). En los organismos eucariotas, la expresion
geénica se regula a través de la unién de una variedad de factores de transcripcion a
una secuencia regulatoria. Estas proteinas interactian con la maquinaria de
transcripcion basal para definir la tasa relativa de transcripcion para un gen especifico
(133). Por ello, se llevo a cabo la prediccidn bioinformatica para conocer proteinas
celulares candidatas (FT) y sus potenciales sitios regulatorios en la secuencia de Zp a
través del programa PROMO. Las predicciones se generan en matrices de peso
especifico que resumen las coincidencias para cada nucléotido segun los sitios de
unién que ya han sido experimentalmente identificados (depositados en bases de
datos como TRASFACT) (134). Como resultado, se identificaron 23 FT putativos que
son reclutados en distintos sitios del promotor viral Zp. Uno de los FT candidato fue la

proteina c/EBP. La isoforma ¢/EBPa reconoce la secuencia TTGCAC en el dominio
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ZIlIB del promotor Zp y las isoformas c¢/EBPa y c¢/EBPB se superponen con la
secuencia TTGCAC/C en el dominio ZV'. Ademas, para identificar genes relacionados
con el tabaquismo, se examino el incremento en los niveles de expresion de ARNm de
cada gen candidato en pacientes con COCE y LUAD. Se incluyeron dos categorias de
pacientes que habian fumado por mas de 15 y por menos de 15 aios para evaluar si
el numero de cigarrillos fumados y el tiempo influye sobre la expresion de cada gen.
Como resultado, no hubo sobreexpresion a nivel de ARNm de estos genes (0/23) en
individuos fumadores que desarrollaron COCE en comparacion con individuos no
fumadores. Sin embargo, en la cohorte de pacientes con LUAD se observd que la
proteina c/EBP (1/23) esta incrementada en sujetos con habito tabaquico (p=0.002).
En la hipotesis planteamos que los componentes del condensado del humo del
cigarrillo activan el promotor Zp de VEB a través del reclutamiento de factores de
transcripcion (FT) expresados en células epiteliales orales”. Mediante el analisis in
silico encontramos 23 proteinas candidatas, aunque solo una de ellas, c/EBPJ es
incrementada a nivel transcripcional en individuos fumadores. Nos enfocamos en
LUAD ya que es una neoplasia altamente relacionada al habito tabaquico y existe
evidencia experimental de que el CHC induce la expresion de c/EBPJ en individuos
fumadores con esta neoplasia (135). A través de herramientas bioinformaticas y
ensayos experimentales, se han identificado alteraciones transcripcionales en varios
genes que estan asociados con el historial tabaquico en LUAD (136, 137). Liu, et al.
llevo a cabo estudios de expresion de genes en pacientes fumadores y no fumadores
sugiriendo que la sobreexpresion de ephA4, fgfr2 y egfr podrian estar implicados tanto
en el desarrollo como en la progresion de LUAD asociado al habito tabaquico (138).
Landi, et al. demostré que el ARNm de lo genes nek?2 y ttk esta incrementado debido
al habito tabaquico y este efecto aumenta el riesgo de mortalidad en LUAD (139). Spira
et al. demostraron que el habito tabaquico altera el perfil transcripcional de varios
genes involucrados en la regulacion del estrés oxidativo (gpx2), el metabolismo de
xenobidticos (cyp1b17), adhesion celular (claudina 10) asi como de algunos oncogenes
(pirin, CA12) etc en el epitelio del pulmdn. Ademas, disminuyd la expresion de genes
relacionados con la regulacion de la inflamacion (140). Estudios recientes han

demostrado que los tumores pulmonares histologicamente similares tienen diferentes
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mecanismos moleculares de carcinogénesis debido a diferentes habitos de
tabaquismo (141). Los resultados de esta tesis indican que los transcritos de c/EBPf
aumentaron en individuos fumadores independientemente del tiempo por el que se
haya fumado en comparacién con no fumadores. Wang, et al. determinaron una
asociacion positiva entre el aumento en los transcritos de nme 1 en fumadores actuales
y en ex fumadores por < 15 anos sugiriendo que el HC altera la expresion de estos
genes a largo plazo incluso después de la cesacidon del habito tabaquico (137). Para
determinar la presencia de c/EBPf en células orales se realizaron ensayos de Western
Blotting. La expresion constitutiva de esta proteina y el aumento de la misma post
exposicion a 10 uyg/mL de CHC fue observada en ambas lineas celulares. En células
SCC-143 aumentd un 8% y 7% para LAP1 y LAP2. En CAL- 27 solo la isoforma LIP
aumento un 20%. Huang, et al encontraron que las 3 isoformas de c/EBPf} se expresan
constitutivamente en células de carcinoma nasofaringeo. Ademas, demostraron que
otros xenobibdticos como el butirato de sodio y los ésteres de forbol inducen la
expresion y el aumento de la proteina c/EBPf en células epiteliales gastricas después
de 6 y 12 horas de incubacion con estos agentes (130). El aumento de c/EBPf
observado en lo western blots después del tratamiento con CHC en las dos lineas
celulares difiere de la prediccion bioinformatica que realizamos en la cohorte de
pacientes con COCE en los cuales el habito tabaquico no altera los niveles de
transcritos de este gen. Esos resultados pueden ser debido a que los sistemas
bioinformaticos y las potenciales asociaciones establecidas son aproximaciones y no
necesariamente reflejan los complejos mecanismos regulatorios de expresion génica
qgue ocurren a nivel celular. Ghantous, et al. postularon que el HC produce alteraciones
epigenéticas en COCE que derivan en cambios en los patrones de metilacidén de los
genes (142). En particular, Shen, et al. propusieron que la nicotina del HC activa los
receptores nicotinicos de la acetilcolina para la sintesis de adenosin monofosfato
ciclico (cAMP), un gen clave en la regulacion de muchos genes (143). La proteina
c/EBPB es dependiente de la activacion de cAMP (144). Para confirmar la prediccion
bioinformatica de la union de ¢/EBPf al dominio ZV del promotor Zp se realizé a cabo
un ensayo de ChlP. En la linea CAL-27 se observé que c/EBPJ fue reclutado en la

region ZV" del promotor Zp y que este efecto aumenta frente a la exposicion a HC.

78



Hasta la fecha actual no se han publicado estudios que determinen la unién de c/EBPf3
en este dominio. Sin embargo, estudios previos de Yu, et al. demostraron que el FT
ZEB 1 se une al dominio ZV (posicién -17 a -12) y ZV" (posicion +5 y +10) en el
promotor Zp a través de sus dos dominios de dedos de zinc en células inmortalizadas
(145). En las células SCC-143 se observo que c¢/EBPJ es reclutada en el promotor,
pero su expresion no aumenta frente a la exposicion a CSC. Este efecto puede deberse
a que la expresidon de ¢c/EBP después de la exposicion a xenobioticos en el contexto
de otros carcinomas positivos para VEB es transiente y desaparece después de 24
horas de incubacion (130). Dado que estos experimentos corresponden a una réplica

biolégica, se necesitan mas ensayos para confirmar estos resultados.

En conclusion en esta tesis se encontro por primera vez que el promotor Zp de VEB
es activado por el CHC, lo cual implica un hallazgo muy importante para entender como
la activacion del ciclo litico viral influye en la carcinogénesis oral mediada por este
virus. Los ensayos con mutantes de Zp determinaron que los dominios ZIIIB y ZV~
reconocidos por la proteina c/EBP son relevantes para la activaciéon de Zp. Existe
evidencia previa de que esta proteina reconoce varios dominios del promotor Zp y
contribuye a la activacion del ciclo litico mediante ensayos reporteros. Sin embargo,
se necesita evaluar la contribucion puntual a nivel transcripcional de c/EBP en la
activacion del ciclo litico en células orales. Este modelo de estudio podria ser aplicable
a otros tumores epiteliales asociados a la infeccion por VEB y a la exposicién a HC.
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