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RESUMEN

El cancer de pulmén es la primera causa de muerte asociada a cancer en el
mundo. El cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) representa el 85%
de los casos, comprendiendo diversos subtipos, tales como el adenocarcinoma
(AdC) y carcinoma de células escamosas (SQC). Se ha reportado la presencia del
virus Epstein-Barr (EBV) en NSCLCs, el cual es un herpesvirus con un rol en el
desarrollo de carcinoma nasofaringeo, cancer gastrico y linfomas. Esto se debe a
la capacidad del virus de permanecer en estado de latencia en esos tipos
celulares. Ademas, el EBV puede establecer un ciclo litico abortivo (CLA), en el
cual el virus expresa ciertas proteinas pertenecientes a su ciclo litico que pueden
ejercer funciones oncogeénicas. BamHI-A rightward frame 1 (BARF1) es una
proteina litica temprana que promueve progresion del ciclo celular, inhibicion de
apoptosis, evasion de la respuesta inmune e inmortalizacion celular. Esta proteina
se ha encontrado expresada en carcinomas asociados a la infeccion por EBV. En
esta tesis se plantea que BARF1 promueve cambios fenotipicos y propiedades
tumorales de células epiteliales pulmonares. El objetivo es caracterizar los
cambios fenotipicos promovidos por BARF1 en células de pulmén normales y
tumorales. Se usaron las lineas celulares pulmonares A549 y BEAS-2B, las cuales
fueron transfectadas establemente con un constructo codificante para BARF1. Se
evalué proliferaciébn, migracion e invasion celular y transicion epitelial
mesenquimal (TEM). Finalmente, se analizo la presencia de EBV en NSCLCs de
pacientes chilenos y transcritos de BARF1. Se encontré que la expresion de
BARF1 correlaciona con una mayor proliferacion, capacidad migratoria e invasiva
de células de pulmoén. Finalmente, esta tesis confirma la presencia de EBV y
BARF1 en algunos casos de NSCLCs de pacientes chilenos. Se concluye que

EBV y BARF1 podrian estar involucrados en el desarrollo de ciertos casos de

Xi



cancer pulmonar. Se necesitan estudios adicionales para confirmar estos

hallazgos.
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ABSTRACT

Lung cancer is the first cause of cancer-related deaths worldwide. Non-small cell
lung cancer represents 85% of all lung cancer diagnosed worldwide, including a
plethora of subtypes of cancer, namely adenocarcinoma and squamous cell
carcinoma, among many others. Lately, several studies have confirmed the
presence of Epstein-Barr virus in NSCLC cases. EBV is a herpesvirus associated
with the development of many types of cancer in the human body, such as
nasopharyngeal and gastric carcinoma and lymphomas. This have been related to
the EBV capacity of developing a persistent infection and the establishment of a
latency state in the human cells. In the context of a viral latency, it has been proved
that EBV can undergo an abortive-lytic cycle, where the EBV expresses lytic cycle
proteins but does not achieve cellular lysis. Among these lytic proteins, arises
BamHI-A rightward frame 1 (BARF1), an early lytic protein with many notable
properties, such as cell cycle promotion, apoptosis inhibition, cellular
immortalization, and immune evasion. This protein has been exclusively found in
EBV-related carcinomas. The hypothesis of this work establishes BARF1 as a
protein that can promote phenotypical changes and oncogenesis in epithelial lung
cells. The main goal of this work is to characterize those phenotypical changes in
vitro, using healthy and cancerous lung cell models. Thereby, we transfected A549
and BEAS-2B cell lines to make them express BARF1 consistently, to study
changes in cellular proliferation, migration and invasion, along with epithelial-
mesenchymal transition. Finally, we studied the presence of EBV in Chilean
NSCLC cases and their expression of BARFL1. In this work we found that BARF1
expression correlated with increased cell proliferation, migration and invasion in
vitro. Finally, we confirmed the presence of EBV and transcripts of BARF1 in
Chilean NSCLC cases.
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1. INTRODUCCION

1.1. Céncer de pulmon

El cancer de pulmén es una enfermedad neoplasica heterogénea desarrollada
a partir de distintos tipos de células epiteliales del pulmén. Esta patologia
corresponde al segundo tipo de cancer mas diagnosticado en el mundo, con
2.206.771 casos reportados mundialmente el afio 2020 (1). Ademas, representa
la primera causa de muerte asociada a cancer con 1.796.144 defunciones
asociadas a él en 2020 (1). En el contexto nacional, los estudios de la
Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.) para el 2020 posicionaron al cancer
de pulmén como el quinto tipo de cancer mas diagnosticado en Chile, con 3.969
nuevos casos; lo cual se asocia a la importante cifra de fallecidos a causa de
cancer de pulmon, correspondiente a 3.550 y posiciona al cancer de pulmén en
el primer puesto de muertes asociadas a cancer en Chile en 2020, seguido por
cancer de estbmago y cancer de proéstata (2). Dentro de los factores de riesgo
asociados al cancer de pulmén, podemos destacar al habito de fumar cigarrillos
como el mas importante (3-5). Sin embargo, también existen otros factores,
tales como el humo del tabaco ambiental, la exposiciéon a radén y diversos

carcindbgenos ocupacionales a los que se ha asociado riesgo de cancer de



pulmon, entre los que se puede destacar arsénico, asbesto y niquel (revisado

en (5)).

Un estudio en pacientes de cancer de pulmon destaca al dolor abdominal, la
tos, pérdida del aliento y presencia de hemoptisis (tos con sangre) como los
sintomas mas comunes en la aparicion de cancer de pulmon (6). Una deteccion
temprana puede facilitar un tratamiento a través de remocion del tumor, puesto
que el rango de supervivencia a 5 afios en NSCLCs cuando el tumor es
removible es 50 a 70%, mientras que en pacientes en los cuales el tumor ya se

ha diseminado, esta sobrevida disminuye a un rango entre 2 y 5% (7).

El cancer de pulmon es un tipo de cancer con gran diversidad y heterogeneidad,
presentando una gran gama de clasificaciones en comparacion con otros tipos
de céancer. El sistema de clasificacion Tumor-nodo-metéastasis (TNM) para
cancer de pulmon, se encarga de clasificar la etapa en la que se encuentra el
tumor. El 2017, la octava edicién publicada por el comité de la International
association for the Study of Lung Cancer clasifico todas las etapas en las que
puede encontrarse el cancer de pulmon (8) (revalidado en 2020 (9)). Esta
clasificacion sirve para determinar de manera mas rigurosa la enfermedad que
enfrentan los pacientes, entregando asi diferentes prondsticos y tratamientos
para cada una de sus etapas (10). Paralelamente, existen 2 grandes grupos de
cancer de pulmén: cancer de pulmon de células pequeinas (SCLC) y cancer de

pulmén de células no pequefias (NSCLC). En primer lugar, los SCLC



representan cerca del 15% de los casos nuevos de cancer de pulmon, mientras
que el 85% restante se atribuye a casos de NSCLC (11). De esta forma, los
SCLC representan un tipo de cancer menos comun, el cual se caracteriza por
una alta tasa de proliferacién, predileccién por una metastasis temprana, mal
prondstico y generalmente con mayor incidencia en poblacion fumadora (12).
Por otra parte, los NSCLC son un tipo de cancer mas comun y comprenden una
gran variedad de subtipos de cancer de pulmédn, entre los que se puede
destacar: AdC, SQC y carcinoma de célula grande (LCC) (13). Los NSCLCs
suelen ser ampliamente metastasicos y altamente agresivos, se ha visto que
mas de un 40% de los pacientes con NSCLC son diagnosticados cuando ya
presentan una metastasis; siendo los huesos, pulmoén adyacente, cerebro,
glandulas adrenales e higado los lugares metastasicos mas comunes (14,15).
En concordancia con lo anterior, NSCLC es una enfermedad altamente
heterogénea, lo cual se traduce en un distinto tratamiento para la
correspondiente etapa del cancer, de esta forma, los tumores se clasifican en 3

categorias: tumor resecable, tumor localmente avanzado y NSCLC avanzado.



1.2 Fisiopatologia del NSCLC

Con respecto a las fisiopatologia del NSCLC, se destacan ciertos oncogenes
involucrados en su desarrollo, como por ejemplo, ciertas mutaciones activantes
del gen codificante para el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR),
traslocaciones en el gen para la quinasa de linfoma anaplasico (ALK) y KRAS,
siendo este Ultimo encontrado en distintas etapas de la progresion del tumor, lo
cual puede atribuirse a acciones oncogénicas primarias (16). Ademas, la
presencia de la mutacion en el gen KRAS ocurre mayoritariamente en AdC,
mientras que en tumores escamosos es menos frecuente y completamente
ausente en SCLC (13). Por otra parte, mutaciones en genes como TP53 se
detectan con mayor frecuencia a medida que progresa la enfermedad, lo cual
puede sugerir un rol mas asociado al avance del cancer, pero destacando que

la aparicion de esta mutacion se asocia fuertemente a un peor pronostico (17).

Hay evidencia que el cancer pulmonar de personas fumadoras presenta menor
cantidad de mutaciones en estos genes, en comparacién con muestras de
tumorales de pulmén de personas no fumadoras (18). Dentro de estas
mutaciones es importante destacar que la sobreexpresion de Ciclina D1 (19) y
c-Myc (20) son elementos principales en la carcinogénesis de NSCLC; junto a
eso, se ha descrito que en la mayoria de los tejidos de NSCLC se encuentra

una gran expresion y actividad de la proteina telomerasa (h-TERT), lo cual esta



asociado a etapas mas tempranas de la tumorigénesis (21,22). Las
anormalidades driver de genes EGFR y ALK ocurre en un 10 a 60% de los AdC
(siendo esto mas frecuente en personas no fumadoras y con mayor incidencia
en personas de ascendencia asiética) (18). También, cabe destacar que ambos

genes TP53 y RB1 se pierden tanto en NSCLC como en SCLC (13).

1.3 Transicion epitelio meséngquima

Un importante precedente para la agresividad asociada a los distintos tipos de
cancer de pulmén es el proceso de TEM. La TEM corresponde a un proceso
natural del organismo, el cual ocurre dentro del desarrollo embrionario para la
formacién de distintos 6rganos (23). Este proceso esta asociado a una
reprogramacion genética que permite el paso desde un fenotipo celular epitelial
hacia un fenotipo mesenquimal; las células epiteliales se caracterizan por tener
una polaridad apical y basal definidas, ademas de ser células con crecimiento
laminar y ordenado, con uniones celulares estrechas, desmosomas y uniones
adherentes, lo cual permite que las células crezcan firmemente unidas entre si;
por otra parte, el fenotipo mesenquimal corresponde a células sin polaridad
celular, con forma mas alargada e inespecifica, carente de uniones celulares y
una mayor expresion en enzimas proteoliticas que permiten la destruccion de

la matriz extracelular (ECM) (24). Todas estas caracteristicas les confieren a



las células mesenquimales un fenotipo mas invasivo, el cual se ha asociado al
proceso de metéstasis en cancer, aqui las células tumorales migran desde el
tumor primario hacia distintos 6rganos, en donde logran asentarse y diseminar

la enfermedad en el organismo.

1.3 Virus Epstein-Barr y su ciclo replicativo

El virus Epstein-Barr (EBV) es un virus persistente latente perteneciente a la
familia Herpesviridae con genoma de ADN de doble hebra lineal. Este virus esta
presente en cerca de un 90% de la poblaciéon mundial (25) lo cual se relaciona al
modelo de infeccidn que establece, infectando tanto a células epiteliales como
linfocitos. El EBV puede establecer dos distintos estados en la célula infectada:
ciclo de latencia y ciclo litico. En el caso del ciclo de latencia, este se observa
principalmente cuando el virus infecta linfocitos B (26). El virus entra a los linfocitos
gracias a sus proteinas de membrana gp350 para el reconocimiento de las
proteinas CD21 (Receptor de complemento 2 (CR2)) linfocitarias, las cuales
interactdan para permitir el ingreso del EBV a la célula (27,28). Una vez al interior
del nucleo, el genoma de EBV se comporta como un plasmido circular cerrado, el
cual es anclado al genoma celular gracias a la proteina viral antigeno nuclear 1
de EBV (EBNAL) para mantenerse en el ADN de su hospedero. La secuencia viral

oriP, permite la interaccion de EBNAL con el ADN del hospedero y la replicacion



del virus (29,30). Esto le permitiria a EBV iniciar ambos ciclos litico y latente; sin
embargo, durante el ciclo latente, el virus se mantiene expresando un limitado
namero de proteinas, las cuales no son suficientes para generar particulas virales
infectivas y le permite al virus persistir en el hospedero sin ser reconocido por
células del sistema inmune. Con respecto a los genes virales expresados en el
ciclo de latencia, se pueden diferenciar 4 distintos grupos de expresién génica, los
cuales se han asociado a distintos tipos de ciclos de latencia viral: Latencia tipo 0,
caracterizada por no expresar proteinas y expresar la menor cantidad de genes
virales, correspondientes a: EBER1, EBER2, RPMS1 y microRNAS; lo cual esta
mas asociado a linfocitos B. Ademas, podemos encontrar latencias de tipo |, Il y
lll, las cuales se caracterizan por expresar los mismos productos que la latencia
0, mas EBNA1 y un cada vez mayor numero de productos virales. La latencia tipo
Il es el estado en el cual se expresa el espectro completo de genes de latencia
virales (31). Sin embargo, este espectro de proteinas virales sigue siendo un
namero muy reducido, de tal forma que esto estaria ayudando a que EBV evada
al sistema inmune y asi no sea eliminado del organismo (32). Por otra parte,
ocurren periodos de reactivacion en los cuales EBV comienza a realizar su ciclo
litico. Este cambio implica la expresion de los genes inmediatos tempranos BZLF1
y BRLF1, los cuales codifican para las proteinas virales Zta y Rta, respectivamente
(33,34). Dichas proteinas actuan como transactivadores de factores virales y

celulares, permitiendo asi una expresion génica controlada para la replicacion de



ADN viral e iniciando asi el ciclo litico para la generacion de viriones,
principalmente durante la activacion de linfocitos B. Esto ayudaria al virus a
generar mas copias virales para la diseminacién viral (31). Junto a eso, EBV es
capaz de infectar células epiteliales gracias a proteinas superficiales como gB
(para la fusion de membranas) y al complejo de unién a receptores compuesto por
las proteinas gH y gL, las cuales pueden reconocer a los receptores celulares
avB5, avp6, avB8 y EphA2 de células epiteliales (35,36). Todo esto permite la
entrada del virus en células epiteliales, en las cuales el virus establece
automéaticamente un ciclo litico y no uno de latencia (37). De esta forma, el ciclo
litico comprende el proceso replicativo en el cual se expresa la totalidad de genes
virales, lo que involucra la generacion de viriones que son liberados generando
lisis celular. Dicho proceso, ocurre principalmente en células epiteliales y no en
linfocitos (35, 36).

El origen de replicacion viral en el ciclo litico inicia en el oriLyt (34), a diferencia
del ciclo de latencia (en donde el origen de replicacion viral corresponde a OriP).
El ciclo litico es un proceso que requiere con mucha mayor importancia la accién
de proteinas virales, siendo que existen 7 genes virales esenciales para la
replicacion viral litica de EBV, los cuales corresponden a BZLF1, BALF5, BMRF1,
BALF2, BBLF4, BSLF1, BBLF2/3 (39). Dentro de estas, BALF5 corresponde a la
subunidad catalitica de la DNA polimerasa viral y BMRF1 corresponde a una

subunidad accesoria de la misma polimerasa (33). El modelo propuesto para la



iniciacion del ciclo litico comprende la formacion de un complejo macromolecular
en el oriLyt, el cual contiene a la proteina BZLF1 y a los factores de transcripcion

ZBP-89 y Sp1.

1.4 Ciclo litico abortivo del EBV

Ademas, se destaca la existencia del ciclo litico abortivo (CLA), el cual involucra
la expresion de genes de latencia, mas un restringido set de genes
correspondientes al ciclo litico, el cual no concluye con maduracién viral y una
consecuente lisis celular (40,41). Evidencia reciente indica que el CLA tiene una
gran relevancia en la génesis de tumores asociados a la infeccion por EBV (42—
44). Esto ultimo ocurre gracias a la capacidad del virus de persistir dentro de las
células infectadas, pudiendo expresar un restringido namero de proteinas
oncogénicas y evadir al sistema inmune. De esta forma, el EBV logra realizar una
gran cantidad de acciones que promueven una transformacion celular.
Concordantemente, existen proteinas oncogénicas provenientes desde el EBV,
entre las cuales se pueden destacar la proteina latente de membrana 1 (LMP1) y
BamHI-A rightward frame 1 (BARF1). LMP1 es una proteina viral de latencia, la
cual se ha descrito como oncogénica y corresponde a una de las principales
proteinas requeridas para la inmortalizacion de linfocitos B inducida por EBV

(45,46). Ademas, se le atribuyen diversas funciones oncogénicas, tales como la



sobreexpresion de proteinas antiapoptéticas como BCL-2 y A20, a través de la via
de sefializaciéon NF-kB (47,48). En efecto, LMP1 funciona como un analogo viral
de CD40, lo cual estimula vias de sefializacion que promueven sefiales de
proliferacion celular (47). De esta forma, LMP1 es reconocida como una de las

proteinas claves para la aparicion del cancer asociado a EBV.

1.5 Deteccion EBV en distintos tipos de carcinomas

El EBV ha sido detectado en una gran variedad de carcinomas, tales como
carcinoma nasofaringeo (37,49) y un subgrupo de canceres gastricos (50), en los
cuales EBYV tiene una participacion causal. Ademas, EBV se ha encontrado en
cancer de mama (51) y cancer de pulmén (52-57), aunque no se ha establecido
un rol etiolégico de EBV en estos tumores. Se ha encontrado la presencia de EBV
en cancer pulmonar, lo cual nos habla de la existencia de cierto tropismo del virus
por este tipo celular. En este contexto, se ha descrito que EBV estd mayormente
asociado a subtipos correspondientes a NSCLC, tales como: carcinoma tipo
linfoepitelioma (LELC), adenocarcinoma de pulmén y carcinoma de pulmén de
célula escamosa (53,54). Actualmente, en la literatura se destaca la gran
variabilidad de la deteccion de EBV en cancer de pulmédn en los distintos reportes.
Existen diversas causas metodolégicas que pueden explicar este hecho, tales
como el tipo de técnica utilizada o el tipo de muestra empleada (52). Como se

menciond previamente, EBV es mas caracteristico en ciertos subtipos de
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NSCLCs, considerando esto, datos epidemioldgicos en China de presencia de
EBV en LELC dan cuenta de importantes cifras, en donde se ha reportado un
93.8% de LELCs presentan EBV a través de ensayos de hibridacion in situ para
EBERs de EBV (53), mientras que otros estudios en China y Taiwan encontraron
positividades del 100% (54,55), en donde se destaca que 91 muestras de LELC
presentaban alteraciones en vias de sefializacion correspondientes a proliferacion
celular (54). Finalmente, considerando otros subtipos de NSCLCs, un estudio en
Espafia reportd presencia de EBV en 12 de 19 casos (63.2%) de Adc y SQC (56);
mientras que otro estudio en lItalia reportd presencia de EBV en 21 de 65 muestras
de NSCLCs (26%) a través de PCR en tiempo real (57). Sin embargo, también
existe data diametralmente opuesta; en un estudio en Francia examinando 122
casos de NSCLC, no encontraron presencia de EBV en ninguno de ellos (58), otro
estudio con aproximacion transcriptomica, en el cual 3 casos fueron positivos para
transcritos de EBV de un total de 1017 NSCLCs analizados (59). Todo esto da
cuenta de la incertidumbre que existe con respecto a un posible rol de EBV en la

etiologia de los NSCLCs.
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1.6 EBV y oncogénesis

Considerando todo lo anterior, es importante mencionar que el EBV esta asociado
a la aparicion de distintos tipos de canceres, tales como: linfomas de Burkitt,
linfoma de Hodgkin, carcinoma gastrico y carcinoma nasofaringeo (44, 49, 50, 52—

58).

Como se mencion6 previamente, el EBV predominantemente establece un ciclo
litico en células epiteliales; sin embargo, el grupo de Tsang y colaboradores
demostraron que las células de faringe podian presentar una infeccion estable con
EBV tras la afeccion de células con mutaciones oncogénicas previas (37), tales
como sobreexpresion de ciclina D1 y Bmi-1 en conjunto con una supresion de la
activacion de p16, los cuales son procesos importantes para la oncogénesis del
carcinoma nasofaringeo. Una vez dentro de la célula, el EBV es capaz de expresar
una gran cantidad de proteinas con acciones oncogénicas en células epiteliales,
tales como EBNA1, EBER1/2, LMP1, LMP2, BARTs y BARF1 (60), las cuales se
han asociado a inmortalizacion celular, resistencia a apoptosis, aumento de
proliferacion celular y disminucién de la actividad del sistema inmune (55). De esta
forma, el EBV se ha asociado a la oncogénesis de linfoma de Burkitt, linfoma de
Hodgkin, carcinoma nasofaringeo, carcinoma gastrico y a la fecha se sigue

estudiando el rol que podria tener en una diversa cantidad de distintos carcinomas.
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1.7 BARF1 en carcinomas

BARFL1 es una proteina viral litica, cuya expresion esta subordinada a la actividad
de las proteinas inmediatas tempranas Zta y Rta (61), la cual también posee gran
potencial oncogénico asociado a las distintas funciones que se han podido
caracterizar de ella, tales como: capacidad de inmortalizacion celular, aumento de
proliferacion celular, incremento de sefiales anti apoptéticas, disminucion de
sefales pro apoptoticas y evasion del sistema inmune (revisadas en (62)). Con
mas detalle, se ha descrito que BARF1 es capaz de aumentar los niveles de la
ciclina D1 tanto a niveles de transcrito como de proteina, lo cual se relaciona
directamente con una mayor progresion del ciclo celular desde fase G1 a S
(63,64); junto con eso, en experimentos con lineas celulares EBV (-) se ha visto
qgue la presencia de BARF1 se asocia a una menor expresion del supresor de
tumores p21WAFL un importante regulador del ciclo celular (64). Ademas de todo
esto, BARF1 estd asociado a diversas actividad antiapoptéticas, para las cuales
se han definido ciertos blancos de accién de la proteina; de entre los cuales se
puede destacar la accién gque realiza BARF1 sobre la proteina caspasa 3, una
proteina clasicamente proapoptética, la cual se ha visto reducida
significativamente en lineas celulares de cancer gastrico que expresan
ectdépicamente BARF1 (65); ademas, BARF1 ejerce una accion sobre la enzima
telomerasa (hTERT), aumentado su actividad con el fin de generar una

inmortalidad replicativa en las células, lo cual es acompafiado con un aumento de
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c-Myc para fomentar la expresion de la telomerasa y de Bcl-2 para reducir la
apoptosis (66). Finalmente, otro antecedente importante a destacar, es la
especificidad que BARF1 podria tener en la oncogénesis sobre carcinomas, ya
que se ha visto que BARF1 se expresa constitutivamente en ciclo litico de tumores
epiteliales asociados a EBV, sin embargo, no en linfomas EBV (+) (66,67); en
adicion a esto, en carcinoma gastrico asociado a EBV, se ha encontrado que
existe efectivamente expresion de BARF1 en ausencia de LMP1, por lo cual, el rol
oncogénico de BARF1 podria ser mayor que el de LMP1 en ese contexto (68).
Todo esto nos permite pensar que el rol de la proteina viral BARF1 podria ser un

motivo de gran interés en la génesis de diversos canceres epiteliales.

El objetivo de esta tesis es estudiar la capacidad de la expresion del ARNm de la
proteina BARF1 de EBV para promover cambios fenotipicos tumorales en células
epiteliales de tejidos de pulmoén normal y cancerigeno. Para esto, se realizd un
estudio epidemioldgico de incidencia de EBV en 50 muestras de tejido de pulmon
de pacientes con NSCLC en Chile, mas especificamente “carcinoma de célula
escamosa” y “adenocarcinoma pulmonar”, con el fin de caracterizar la presencia
del virus en ellas. Adicionalmente, se evaluaron caracteristicas fenotipicas en
lineas celulares de pulmén, las cuales fueron transfectadas para la expresiéon
estable de la proteina viral BARF1, con el fin de caracterizar la importancia de esta

proteina en la promocion de caracteristicas tumorales de pulmon in vitro.
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Virus Epstein-Barr

Proliferacidn

| Migracién

l Invasion l

llustracién 1. Resumen grafico. El Virus Epstein-Barr seria capaz de establecerse de manera no
litica en células epiteliales pulmonares, pudiendo ahi expresar la proteina oncogénica BARF1, la
cual seria capaz de promover un fenotipo celular cancerigeno en células de pulmén, aumentando
asi su capacidad de proliferar, migrar, invadir y promoviendo la transicion epitelial-mesenquimal
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2. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Considerando la presencia del EBV en distintos casos de cancer de pulmén y el
rol de EBV en carcinomas en los cuales se ha establecido su rol en oncogénesis,
destacando particularmente la proteina litica temprana BARF1, con sus distintas

funciones y presencia en carcinomas, la hipotesis planteada es:

“La expresion del ARNm de la proteina BamHI-A rightward frame 1 (BARF1)
de virus Epstein-Barr promueve cambios fenotipicos y propiedades

tumorales de células epiteliales pulmonares”.

Objetivo General: Caracterizar cambios fenotipicos y propiedades tumorales
promovidos por la expresion del ARNm de la proteina BamHI-A rightward frame 1
(BARF1) de virus Epstein-Barr en células epiteliales pulmonares normales y

cancerigenas.

Objetivos especificos:

1. Determinar cambios en la tasa de proliferacion de lineas celulares

pulmonares que expresan ectopicamente la proteina BARF1.
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2. Evaluar transicion epitelial mesenquimal (TEM) a través de marcadores
moleculares y la capacidad migratoria de células de pulmoén que expresan

ectopicamente la proteina BARFL1.

3. Comprobar la presencia de infeccion por EBV y expresion de BARF1 en

muestras clinicas de carcinoma de célula escamosa y adenocarcinoma pulmonar.
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3. METODOLOGIA

3.1. Lineas celulares

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron lineas celulares de pulmén A549 y
BEAS-2B. La linea celular A549 corresponde a un modelo de AdC, obtenida a
partir de epitelio alveolar basal de un paciente masculino de 58 afios; por otra
parte, las células BEAS-2B corresponden a un modelo de células epiteliales
bronquiales, obtenidas a partir de una persona que no cursaba un cancer de

pulmén.

3.1.1 Cultivo celular

Las células A549 y BEAS-2B fueron mantenidas y subcultivadas en diferentes
medios de cultivo. Para las células A549 se utiliz6 medio Roswell Park Memaorial
Institute (RPMI) 1640 y para las células BEAS-2B se utilizO medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM). Ambos medios de cultivo fueron suplementados
en un 10% con suero fetal de bovino (SFB) y con los antibi6ticos penicilina y
estreptomicina (1X). Ambas lineas celulares se mantuvieron a una temperatura de
37°C y una atmésfera de CO2 al 5%. Una vez alcanzado un 80% de confluencia,
las células fueron lavadas mediante tampdn fosfato salino 1X (PBS) y fueron

tratadas con tripsina EDTA 1X por 5 minutos a 37°C para las células A549 y por 4

18



minutos para las células BEAS-2B. El ndmero de células fue determinado
manualmente utilizando una cémara de Neubauer para cada situacion

experimental.

3.2 Transfeccidn estable

Se sembraron 150.000 células A549 o BEAS-2B en 2 mL de medio de cultivo
(RPMI para células A549 y DMEM para las células BEAS-2B) suplementado con
10% de SFB, mas penicilina y estreptomicina. Este sembrado se realiz6 por
triplicado en placas de 6 pocillos, tanto para generar células que expresen la
proteina BARF1, como para generar células transfectadas con vector vacio (como
condicion control). Ademas, en cada placa se afiadid un control consistente de
células “mock”, las cuales no recibieron el vector plasmidial y fueron usadas como
control de seleccion. Para la transfeccion se utilizé el reactivo Fugene HD (o
Fugene 6 para las células BEAS-2B, siguiendo el mismo protocolo), en
combinacion con 2 vectores MSCV, un vector codificante para la proteina BARF1
conteniendo un gen de seleccidén para conferir resistencia a puromicina; y un
vector vacio, el cual solo presenta el gen de resistencia a puromicina. Todas estas
células se dejaron crecer durante 24 h hasta un 80% de confluencia el dia de la
transfeccion. Al dia siguiente: Se prepararon 2 alicuotas de reactivo de
transfeccion, las cuales se reconstituyeron en 300 uL de medio de cultivo durante

5 min. Posteriormente, el reactivo diluido se mezcld con 2 pg de vectores. Esta
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mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente, se
agrego la mezcla de medio + Fugene y vector plasmidial por triplicado en las
células sembradas el dia anterior. Luego de 24 h, se inici6 la seleccion,
suplementando el medio de crecimiento con 0.2 "9/mL de puromicina. Este proceso
se realizd durante una semana, hasta que las células “mock” fueron eliminadas y
se observara la presencia de colonias en los pocillos con las células transfectadas.
Finalmente, se tomaron multiples colonias y se cultivaron para los experimentos
subsecuentes, las cuales fueron suplementadas con puromicina en una

concentracion de 0.1 9%/ durante los pasajes posteriores.

3.3 Ensayos de proliferacién celular

Para realizar ensayos de proliferacion celular se utilizé el reactivo CCK-8. Este
reactivo contiene la sal de tetrazolio WST-8, la cual es reducida por
deshidrogenasas celulares para formar una coloracion amarilla soluble en medios
de cultivos, cuya intensidad es directamente proporcional al nimero de células
metabdlicamente activas. En 3 placas de 96 pocillos se cultivaron 3.000 células
transfectadas con vector BARF1 y vector vacio para las lineas celulares A549 o
BEAS-2B por triplicado en 100 yL de medio de cultivo (RPMI para células A549 y
DMEM para células BEAS-2B). Luego de 24, 48 y 72 h de cultivo, se adicioné

reactivo CCKS8 en dilucion 1:10 en medio de cultivo. Dichos cultivos se incubaron
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a 37°C por 4 h, para luego realizar la medicion colorimétrica a 450 nm en un
espectrofotometro. A partir de las mediciones tras 24, 48 y 72 h del experimento,

se realiz6 una curva que muestra el crecimiento de las células.

3.4 Migracién celular

La capacidad migratoria de las células pulmonares se estudi6 a través de ensayos
de migracién mediante Transwell. Un dia previo al ensayo, se recubri6 la cAmara
inferior del inserto con 80 uL de fibronectina 3 "9/mL y se incubd a 4°C durante toda
una noche. Posteriormente, se sembraron 1.5x10° células A549 o 4x10° BEAS-
2B en la camara superior de un inserto de Transwell en 200 pL de medio de cultivo
sin SFB. Por otra parte, en la camara inferior del inserto se anadieron 500 uL de
medio de cultivo suplementado con 10% de SFB, como quimioatractante. Las
células migraron por 4 h a 37°C en atmédsfera de 5% de CO2. Posteriormente, se
descarté el medio de cultivo y las células fueron sometidas a tincibn mediante
cristal violeta 1x (diluido en metanol) durante toda la noche. Al dia siguiente, se
lavé el exceso de tincion y las células no migrantes fueron removidas con un
algoddn, para luego contar células al microscopio. Se tomaron fotos de 10
secciones del inserto Transwell utilizando el objetivo de 40X. La capacidad
migratoria fue evaluada mediante comparacion entre el conteo de células que

expresan el vector de BARF1 y las células transfectadas con vector vacio.
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3.6 Invasién celular

Para comenzar el experimento, se rehidrataron insertos de Transwell de invasion
(los cuales contienen matrigel), a traves de la aplicacién de medio de cultivo (RPMI
para células A549 o DMEM en el caso de células BEAS-2B) a 37°C durante 2 h.
Posteriormente, se sembraron 5x104 células A549 o 4,5x10* células BEAS-2B (de
ambas condiciones BARF1 y vector vacio) en la camara superior del inserto de
Transwell en 200 pL de medio de cultivo libre de SFB; por otra parte, en la camara
inferior del inserto se afnadieron 500 uL de medio de cultivo suplementado con
10% de SFB, como quimioatractante. Las células se dejaron invadir por 24 h a
37°C en atmoésfera de 5% de CO2. Luego de 24 h, se retir6 el matrigel y se
procedio a fijar las células con metanol frio (-20°C), para posteriormente someter
a las células a tincién con azul de tolouidina durante toda la noche. A continuacion,
las células no invasoras fueron removidas con un algodon, para luego proceder a
contar las células invasoras al microscopio, capturando fotos de 10 secciones del
inserto Transwell utilizando el objetivo de 40X. El grado de invasién fue evaluado
mediante comparacién entre el conteo de células que expresan el vector de

BARF1 y células transfectadas con vector vacio.
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3.6 Western blotting

Para la determinacion de los niveles de las proteinas vimentina, E-cadherina y B-
actina, se realizo lisis de cultivos de células A549 y BEAS-2B transfectadas con
constructo BARF1 y control. Para esto se utilizé6 buffer RIPA1x e inhibidor de
fosfatasa y proteasa 1x. Posteriormente, la concentracién de proteina obtenida de
la muestra fue cuantificada utilizando el reactivo Pierce BCA (Thermo Fisher
Scientific, MA, Estados Unidos), de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Luego de eso, se desnaturalizaron 50 pg de proteina en buffer de carga a 95°C
por 5 min; para luego ser cargadas en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico (SDS) al 1%. Posteriormente, la electroforesis se realizd con una fuente de
poder BioRad, PowerPac (Bio-Rad, California, Estados Unidos). Dicha
electroforesis se inicia a 50 volts por 30 min, para luego continuar a 100 Volts por
90 min. Luego, la transferencia de proteinas fue realizada mediante electroforesis
durante 2 h a 0.35A (con la misma fuente de poder). A continuacion, la membrana
fue sometida a un bloqueo con leche al 5% en buffer TBS + Tween durante 60 min
a temperatura ambiente. Inmediatamente después, se incub6é con anticuerpo
primario para Vimentina (Santa Cruz sc-6260) en concentracion 1:200, o E-
cadherina (Santa Cruz sc-21791) en concentracion 1:200 (segun corresponda),
diluido en TBS+Tween al 5% de leche en la membrana de nitrocelulosa, durante

toda la noche. Posteriormente, se realizaron tres lavados con TBS-Tween por 5

23



min, para luego incubar por 1h con anticuerpo secundario (en concentracion
1:5000), los anticuerpos secundarios estan conjugados con enzima peroxidasa y
son anti-Mouse para Vimentina, E-cadherina y p-actina; Jackson Inmunoresearch
code number: 115-035-003 (Anti-mouse). Los resultados fueron revelados a
través de lectura quimioluminiscente utilizando el kit de Westar Sun de Cyanagen

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Anticuerpos Marcay cdodigo Tipo de | MW (kDa) | Dilucién
anticuerpo
Vimentina Santa Cruz Monoclonal 57 1:200
sc-6260 de ratén
E-cadherina Santa Cruz Monoclonal 135 1:200
sc-21791 de raton
B-actina Sigma-Aldrich Monoclonal 42 1:10.000
A5441 de raton
Anti-Mouse Jackson Anticuerpo - 1:5000
inmunoresearch 115- | secundario
035-003 acoplado a
HRP

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para Western blotting. Se especifica el tipo de anticuerpo
utilizado, su origen, el peso molecular de revelado y las correspondientes diluciones utilizadas para

cada anticuerpo.
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3.8 Deteccion de EBV en tumores de pulmén

Los tejidos incluidos en parafina de pulmoén fueron utilizados para la obtencion de
ADN total. Para esto, los tejidos fueron tratados con una solucion compuesta por:
50 mM de Tris-Cl a pH 8.0, 1 mM EDTA a pH 8.0, y 0.5% Tween 20 y 200 pg/mL
de proteinasa K. Luego, las muestras suspendidas en la solucion se incubaron
durante toda la noche a 56°C en agitacion. Posteriormente, la solucion fue
incubada a 100°C por 10 minutos, centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos y
enfriada rapidamente. EI ADN parcialmente purificado fue obtenido desde la
interfase y fue directamente usado para PCR. Se amplificé un fragmento del ADN
viral (BNRF1), siguiendo un programa consistente en: 5 min de denaturacion

inicial a 95°C y 40 ciclos de 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C durante

30 s.

PCR
Objetivo Partidores Longitud
BNRF1 Sentido: 5-TGC TTC GTT ATA GCC GTAGT -3’ 90 pb

Antisentido: 5 — CCT GGT CAT CCT TTG CCA - 3’

Tabla 2. Partidores PCR. Se presenta los partidores utilizados para la deteccidon de infeccion por EBV en
muestras de cancer de pulmon.

25




3.9 Deteccion de BARF1 en tejidos de pulmoén

Se extrajo muestras de ARN a partir de tejidos de pulmon, para esto se utilizé el
kit “High pure FFPET RNA Isolation kit” (Roche) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Brevemente, se desparafiné la muestra del tejido a través de la
utilizacion de xileno y etanol, para luego realizar extraccion de ARN purificado
mediante elucién por columnas. Para la deteccion de transcritos de BARF1 a partir
de muestras de AdC y SQC, el ARN obtenido previamente, fue sometido a una
retrotranscripcion utilizando 200 U de transcriptasa reversa Moloney Murine
Leukemia Virus (MMLV) (Promega), junto con 0.04 Y9/, de random primers
(Promega), 0.5 mM dNTP (Promega). Esta mezcla se incubé a 37°C por una hora.
El producto ADNc obtenido fue sometido a PCR en tiempo real siguiendo las
siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min, seguido por
una amplificacion de 40 ciclos que comprenden 15 seg a 95°C, 15 seg a 60°C y
15 segundos a 72°C, mas un ciclo final de melting consistente de 15 seg a 95°C,

30 seg a 65°C y 15 seg a 95°C.
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3.10 RT-PCR de cultivos celulares

Para la deteccion de transcritos de BARF1 en cultivos celulares, la extraccion de
ARN se realiz6 con Trizol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante
(incluyendo el uso de 200 pL de cloroformo, 500 pL de isopropanol y 500 uL de
etanol al 70% en los pasos siguientes). Posteriormente, el ARN fue tratado con
RQ1 RNase-free DNase (Promega) a 37°C por 60 minutos y luego fue incubado
con 1 L de solucién RQ1 DNasa Stop por 10 minutos. Luego, se preparé ADNc
a través de una retrotranscripcion, la cual se realizd utilizando una mezcla de
reaccion de 10 uL conteniendo ARN tratado con DNAsa, 1 U de inhibidor de
RNAsa (Promega), 0.04 H9/,. de random primers (Promega), 0.5 mM dNTP
(Promega) y 200 U de la transcriptasa reversa MMLV (Promega). Esta mezcla se
incub6 a 37°C por una hora. Posteriormente, el ADN fue usado para PCR
convencional bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacién inicial a 95°C por
5 minutos, seguido por 33 ciclos consistentes de 45 segundos a 95°C, 40

segundos a 56°C, 45 segundos a 72°C y una extension final a 72°C por 5 minutos.
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RT-PCR

Objetivo Partidores Longitud

BARF1 Sense: 5- CTT TCT TGG GTG AGC GAG TC - 3’ 110 pb

Antisense: 5’ - CCA ATAAGC ACCTGC TCCTC -3’

Tabla 3. Partidores RT-PCR. Partidores utilizados para la deteccion de transcritos de BARF1 en

cultivos celulares.

3.11. Estadistica

Todos los experimentos estan acompafiados de un andlisis estadistico realizado
en tres réplicas bioldgicas, correspondientes a test de Mann-Whitney con p < 0.05.
Para el analisis de casos clinicos se uso el test exacto de Fisher; se consider6

estadisticamente significativo un valor de p menor o igual a 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados del Objetivo N°1

“Determinar cambios en la tasa de proliferacién de lineas celulares

pulmonares que expresan ectopicamente la proteina BARF1”

Ensayo de proliferacion

Para estudiar cambios en la tasa de proliferacién de las células pulmonares,
en presencia de la proteina viral BARF1, se realizaron ensayos de proliferacion
a través del reactivo CCK-8. En la figura 1 se muestra el resultado de los
ensayos realizados en las células A549 (A) y BEAS-2B (B). Las curvas de
crecimiento de ambas estirpes celulares permiten demostrar un
comportamiento diferencial en su tasa de proliferacion en funcion de la
presencia de BARF1. De esta forma, se encontr6 que la presencia de
transcritos de BARF1 se traduce en cambios en la capacidad de proliferacion
de las células BEAS-2B, puesto que, tras 72 horas de incubacion, las células
que presentan transcritos de BARF1 tienen una respuesta proliferativa
significativamente mayor que en la condicion control. Por otra parte, no se
encontraron diferencias significativas en la tasa de proliferacion de las células
A549 en presencia de BARF1 respecto del control. Esto nos permite concluir
que BARF1 se correlaciona con un incremento en la tasa de proliferacion de

células pulmonares in vitro, sin embargo, este efecto solo es significativo luego
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de 3 dias para células no tumorales, destacando en ellas una marcada

tendencia al alza.

A Proliferacién células A549 (CCK-8) B Proliferacién células BEAS-2B (CCK-8)
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Figura 1. Ensayo de proliferacién de células pulmonares. Curva de crecimiento de células
A549 (A) y BEAS-2B (B) mediante ensayo con reactivo CCK-8. La curva fue realizada mediante
lectura espectrofotométrica realizada a 450 nm luego de 24, 48 y 72 h de incubacion de las células
pulmonares y exposicion durante 4h al reactivo CCK-8 (1:10). Ambos resultados corresponden a

n=3. ** p <0.01.

4.2. Resultados del Objetivo N°2

“Evaluar transicion epitelial mesenquimal (TEM) a través de marcadores
moleculares y la capacidad migratoria de células de pulmoén que expresan

ectopicamente la proteina BARF1”

4.2.1 Ensayos de migracion
Para evaluar la capacidad migratoria de las células de pulmén se realizaron
ensayos de migracion Transwell. En la figura 2 se muestran los resultados

obtenidos en las células A549. Se observa una mayor densidad celular que se
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relaciona directamente con una mayor capacidad de migrar a través del inserto
(fig. 2A). La presencia de BARFL1 se traduce en un aumento de aproximadamente
dos veces en la capacidad de migrar de células A549, (Fig.2B). Es posible concluir
que la presencia de BARF1 se correlaciona con un incremento en la capacidad

migratoria de células de AdC.
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Figura 2. Ensayos de migracién en células pulmonares mediante insertos de Transwell (A) Células
A549 que expresan BARF1 y control migraron durante 4 horas a 37°C en atmoésfera de 5% de CO2
(40X). (B) Cuantificacion de resultados del ensayo de migracion de células A549. Las células
fueron tefiidas con cristal violeta durante una la noche. (C) Células BEAS-2B que expresan BARF1
y control migraron durante 4 horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO2 (40X). (D) Cuantificacion
de resultados del ensayo de migracién para las células BEAS-2B. El resultado se presenta como
razén de cambio entre las células migrantes de la condicion BARF1 sobre el promedio de las
células migrantes en condicion control MSCV (N=3). Las células fueron tefiidas con cristal violeta
durante una la noche. La variacion en las graficas en B y D se presenta como error estandar de la
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media (SEM). Los resultados se presentan como razén de cambio entre las células migrantes de
la condicién BARF1 sobre el promedio de las células migrantes en condicién control MSCV (N =
3). P<0.0001

De la misma forma, en la figura 2 se muestra el resultado de ensayos de migracién
de las células BEAS-2B. En esta figura, concordantemente con lo presentado para
las células A549, se puede observar que en presencia de BARF1 existe un
aumento del 50% de la capacidad migratoria de las células BEAS-2B respecto del
control (Fig. 2D). Estos resultados nos permiten confirmar que BARF1 se

correlaciona con un incremento de la migracion de células pulmonares in vitro.

4.2.2 Ensayos de invasion

Para determinar cambios en la capacidad invasiva de células de pulmoén, se
realizaron ensayos de invasion a través de insertos Transwell con matrigel. En la
figura 3 se observa el efecto BARF1 en la capacidad invasiva de células A549. En
la fig. 3A se observa que la condicion BARF1 presenta una mayor cantidad de
células invasoras tras el paso por los insertos Transwell, lo que se refleja en un
inserto con una mayor densidad celular que en la condicion control. Este aumento
en la capacidad de invasion es significativamente mayor en células con transcritos
de BARF1 (fig. 3B). Se puede concluir que la presencia de BARF1 correlaciona

con incremento de la capacidad invasiva de células A549.
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Figura 3. Ensayos de invasién en células pulmonares. (A) Células A549 que expresan BARF1y
control invadieron durante 24 horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO2 (40X). (B) Cuantificacion
de resultados del ensayo de invasion de células A549. Las células fueron tefiidas con azul de
toluidina durante una noche. (C) Células BEAS-2B que expresan BARF1 y control invadieron
durante 4 horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO2 (40X). (D) Cuantificaciéon de resultados del
ensayo de invasion para las células BEAS-2B. El resultado se presenta como razén de cambio
entre las células migrantes de la condicién BARF1 sobre el promedio de las células migrantes en
condicién control MSCV (N=3). Las células fueron tefiidas con cristal violeta durante una la noche.
La variacion en las gréaficas en B y D se presenta como error estandar de la media SEM. P< 0.001

Sorprendentemente, no se observaron los mismos resultados en las células
BEAS-2B. Como se puede apreciar en la Fig. 3B, la presencia de BARF1
correlacioné con una disminucién en aproximadamente un 50% de la capacidad

invasora de las células BEAS-2B. Se puede concluir que la expresion de BARF1
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correlaciona con un incremento de la capacidad invasiva en células tumorales de

pulmén, pero no en las células no tumorales.

4.2.4 Transicion epitelial mesenquimal

Con el objetivo de analizar si la presencia de la proteina viral BARF1 promovia
TEM se analizaron distintos marcadores moleculares de TEM mediante Western
blotting. En la figura 4 se muestran resultados para los marcadores E-cadherina 'y
Vimentina en la linea celular A549, y en la figura 5B se muestra su cuantificacion
mediante analisis densitométrico. Se observa una disminucion en los niveles de
E-cadherina y un aumento de los niveles de vimentina en células que expresan
BARF1 en relacion con los controles. El andlisis densitométrico ha mostrado que

estos cambios son estadisticamente significativos.
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Figura 4. Ensayos de western blotting. (A) y (C) corresponden a imagenes representativas de los
niveles proteicos de e-cadherina (135 kDa), y vimentina (57 kDa) en células A549 (A) y células
BEAS-2B (C). Se cargaron 50 ug de proteina para vimentinas y 100 ug de proteina para E-
cadherina. Se utilizé B-actina (42 kDa) como control de carga para cada gel. (B) y (D) corresponden
a cuantificacion densitométrica de bandas de western blot de células de pulmén. Se utilizé la
cuantificacion de B-actina como normalizador y esto fue expresado como razén de cambio.
Resultados para (B) y (D) corresponden a n=3 y su variacion se presenta como error estandar de
la media (SEM).

Por otra parte, no se observaron resultados similares en células BEAS-2B. De
hecho, células BEAS-2B que expresan ectopicamente BARF1 no muestran un

incremento en los niveles de Vimentina (fig. 4). Por otro lado, E-cadherina no fue
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detectada en células BEAS-2B que expresan BARF1 y en células transfectadas

con vector vacio.

4.3 Resultados del objetivo N°3
“Comprobar la presencia de infeccion por EBV y expresién de BARF1 en
muestras clinicas de carcinoma de célula escamosa y adenocarcinoma

pulmonar”

4.3.1 Deteccion de EBV y transcritos de BARF1 en cancer pulmonar

Para el siguiente objetivo, se analizaron 50 muestras de canceres de pulmoén de
células no pequefias de pacientes chilenos. Estos casos correspondieron a 24
AdC y 25 SQC. Para la deteccion viral se utilizo6 PCR convencional y para la
deteccion de transcritos de BARF1 se utiliz6 RT-PCR en tiempo real. En la Tabla
4 se puede apreciar que un total de 8 de 45 (18%) canceres de pulmén
correctamente analizados fueron positivos para la presencia de un fragmento del
genoma viral. Cabe destacar que 4 casos de adenocarcinoma no presentaron
amplificacion para B-globina, por lo que no se contabilizaron dentro del total. No
hubo diferencias estadisticamente significativas en la presencia de EBV entre
adenocarcinomas y carcinomas escamosos (p = 1.0). La tabla 4 muestra un
conjunto de casos de cancer pulmonar positivos y negativos para presencia de un

fragmento del genoma viral. Los 8 casos positivos para EBV fueron analizados
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para la expresion de transcritos de BARF1, los cuales fueron detectados en 2 de
los 8 casos EBV(+) (25%). No se encontré6 una diferencia estadisticamente
significativa entre casos de AdC o SQC tanto para la presencia de EBV como para

la deteccion de transcritos de BARF1 (p =1.00).

Tipo histolégico EBV + (%) EBV - (%) Total p-value
Adenocarcinoma 4 (20) 16 (80) 20 1.00
carcinomas escamosos 4 (16) 21 (84) 25
Total 8 (18) 41 (82) 45
Tipo histolégico BARF1 + (%) BARF1 - (%) Total p-value
Adenocarcinoma 1(25) 3(75) 4 1.00
Carcinomas escamosos 1(25) 3 (75) 4
Total 2 6 8

Tabla 4. Tabla resumen presencia de genoma viral y transcritos de BARF1 en muestras de
tejidos de cancer de pulmén. 49 muestras de tejidos pulmonares cancerigenos (24
adenocarcinomas y 25 carcinomas de células escamosas) provenientes de pacientes chilenos
fueron estudiados a través de PCR convencional en bisqueda de la secuencia para el gen BNRF1
de EBV (confirmados con presencia de beta globina celular). Los tejidos positivos para la presencia
viral fueron sometidos a RT-PCR en tiempo real. Los 8 casos positivos fueron estudiados en
busqueda de la proteina BARF1 y los datos fueron confirmados a través de la presencia de
transcritos para beta globina celular.

4.4. Resumen de resultados y conclusiones

En primer lugar, los resultados in vitro presentan los primeros hallazgos de lo que
pudiera ser la accién del vector de la proteina viral BARF1 en el contexto
pulmonar. De esta forma, se pudo observar que la presencia de BARF1 se

correlacionaba con un aumento significativo de la proliferacion celular de células
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pulmonares no tumorales, mas no en células tumorales. Ademas, se encontro que
la presencia del transcrito de la proteina BARF1 se correlacionaba con un
aumento en la capacidad migratoria de ambas lineas celulares pulmonares; sin
embargo, se encontré un distinto comportamiento para el proceso de invasion
celular. Cabe destacar, que los resultados de migracion e invasion para las células
A549 se vieron respaldados por resultados de western blot, en donde se vio un
aumento significativo de los niveles de Vimentina y una disminucién significativa
de los niveles de E-cadherina, lo cual también se asocia con un aumento de la
transicion epitelial mesenquimal. Es importante mencionar, que no se encontraron

los mismos resultados para las células BEAS-2B.

Por otra parte, los resultados ex vivo revelan la presencia del virus en un 16% de
los casos de cancer pulmonar de sujetos chilenos. Esto nos permite conocer que
el EBV estaria llegando efectivamente al pulmén de pacientes chilenos, pudiendo
ahi generar una gran cantidad de efectos. Ademas, se pudo encontrar 2 muestras
con transcritos de BARF1; lo cual nos permite sugerir que la proteina
posteriormente sintetizada podria ser detectada en el contexto pulmonar, lo que
hace mas importante el estudiar los efectos que ella puede tener en células

pulmonares.
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5. Discusion

Estudios previos han determinado que EBV tiene un rol en el desarrollo de ciertos
linfomas, carcinoma nasofaringeo y un subgrupo de cénceres gastricos.
Adicionalmente, el virus ha sido detectado en distintos tipos de carcinomas como
cancer pulmonar (69). En efecto, existe diversa evidencia de la presencia de EBV
en canceres de pulmon en distintos lugares del mundo, aunque con bastante
heterogeneidad en los porcentajes de deteccion (52-58). Por esta razon, entre
otras, no se ha podido atribuir un rol oncogénico a este virus en el desarrollo de
este tipo de cancer. Bajo ese contexto, esta tesis ha buscado investigar el rol que
podria tener el EBV en cancer pulmonar, al estudiar la accion de una de sus
proteinas consideradas oncogénicas y codmo esta puede aportar al cambio en las

propiedades fenotipicas involucradas en progresion de cancer pulmonar.

Como se menciond previamente, las principales mutaciones que participan en la
oncogénesis pulmonar corresponden a aquellas que aumentan los niveles de
ciclina D (19) y c-Myc (20) lo cual se traduce en un incremento de la capacidad
proliferativa de células pulmonares. Interesantemente y de manera concordante,
las actividades asociadas a proliferacion de la proteina BARF1 son aumento de
los niveles de Ciclina D1 (63), c-Myc (61) y c-Jun (70). Los resultados del primer

objetivo de este trabajo (Fig. 1) muestran que la proliferacion celular no fue
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afectada en células de adenocarcinoma (fig. 1A) que expresan BARF1. Otros
estudios han demostrado que BARF1 promueve un incremento en la proliferacién
usando células SNU601 (64), SNU216 (66), YCCELL1 (71), NP69 (66), GES1 (72).
Sin embargo, el hallazgo de esta tesis puede tener diversas interpretaciones. En
primer lugar, se puede plantear que los efectos mediados por la expresion de
BARF1 en células de adenocarcinoma no promoverian un incremento adicional
de la proliferacién celular, ya que no se diferencia de aquellos efectos que ya se
han producido durante el desarrollo del AdC. Por otra parte, hay evidencia de que
BARF1 es capaz de aumentar los niveles de Ciclina D1 (58) y/o c-Myc (61), sin
embargo, en el caso de células A549, estos cambios no serian significativos y no
se traducirian en una mayor proliferacién celular. De la misma forma, BARF1
podria promover cambios en otros marcadores de proliferacion celular en el
contexto pulmonar, sin embargo, estos tampoco serian elevados
significativamente en modelos de AdC y no se traducirian en un incremento de la
proliferacion celular. Por otra parte, al analizar los resultados de proliferacion
obtenidos en células no tumorales (fig. 1B), se observa que, tras 72 horas post
sembrado, la proliferacién celular aumenta significativamente en presencia de
BARF1, marcando una importante tendencia al alza de las células transfectadas
con el vector codificante para la proteina viral. Este resultado respalda la
capacidad de BARF1 para promover proliferacion celular, ya sea a través de los

mecanismos conocidos previamente (ciclina D1 y cMyc (62, 61)) u otros.
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Independientemente del mecanismo, este resultado permite discutir que los
efectos de BARF1 son notorios en células no tumorales, lo cual permitiria plantear
gue esta proteina viral puede ser importante durante la oncogénesis, ya que los
efectos del vector o del ARN de la proteina solo se diferencian en el modelo no
tumoral, mientras que en las células de adenocarcinoma, el vector de la proteina
no generaba ninguin cambio considerable. Por lo tanto, BARF1 podria aportar a la
promocion del cancer pulmonar al lograr incrementar la proliferacion de células no
tumorales, considerando también que deben haber muchos mas factores

involucrados en este proceso (73).

Se ha reportado previamente la capacidad de BARF1 de promover migracion e
invasion de células epiteliales (62,68), sin embargo, también existe data
contradictoria (64) y los mecanismos mediante los cuales BARF1 puede promover
estos cambios aun son desconocidos. Puede plantearse que BARF1 desempefia
un rol alterando los niveles de proteinas de arquitectura celular, como el caso de
E-cadherina, bajo lo cual la disminucion de sus niveles o un reordenamiento de
ella puede contribuir a un aumento de la capacidad migratoria (74), o N-cadherina,

cuyo aumento promueve la capacidad migratoria de las células.

Interesantemente, al observar los resultados de migracion e invasion en células
A549 (fig. 2B y 3B), la incrementada capacidad migratoria de las células en
presencia del transcrito de BARF1 también se tradujo en una aumentada

capacidad invasiva (cercana al 40%). Al respecto, hay evidencia sobre la
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capacidad de BARF1 de promover un incremento en la expresion del factor de
transcripcion c-Jun, afectando asi la proliferacion, invasion y apoptosis celular
(65). Por lo tanto, BARF1 podria promover un incremento de los niveles de
factores de transcripcion asociados a estos procesos bioldgicos, aunque esto

requiere estudios confirmatorios.

La informacién aqui presentada permite proponer que la expresion de BARF1
generaria un fenotipo mas agresivo de cancer de pulmon. Por lo tanto, los casos
de tumores pulmonares en los cuales se detecta la presencia de EBV y/o BARF1
podrian corresponder a casos mas agresivos de cancer de pulmon, lo cual debe
ser confirmado en estudios posteriores. Sorprendentemente, las células BEAS-2B
no siguen la misma tendencia en invasion respecto de lo observado en células A-
549. En efecto, a pesar de la capacidad del transcrito de BARF1 de promover la
migracion de células BEAS-2B (fig.2D), esto no se tradujo en un aumento de su
capacidad invasiva, por el contrario, la presencia del transcrito de BARF1 redujo
esta capacidad en casi un 50% (fig. 3D). Existen distintas posibilidades para
explicar este resultado. En primer lugar, es importante destacar la diferencia entre
el proceso de migracién e invasion. En el proceso de migracién celular ocurren
una serie de cambios celulares, por ejemplo, ocurre desensamblaje de uniones
celulares, lo cual permite a la célula desprenderse de sus células vecinas;
posteriormente, ocurre un reordenamiento del citoesqueleto, el cual permite la

formacion de lamelipodios involucrados en la movilizacion de la célula hacia una
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sefal atractiva (75,76). Este proceso esta presente normalmente en la vida de los
organismos, ya sea durante la formacion de érganos o curacion de heridas
(23,70,71). Por otra parte, la invasion celular es un proceso asociado a células
cancerigenas, en el cual un grupo de células tumorales es capaz de migrar y
atravesar componentes de matriz extracelular y asentarse en una vecindad
celular, nodos linfaticos y posteriormente otros 6rganos (76). En este contexto,
son de gran importancia las distintas enzimas degradadoras de ECM, las cuales
permiten llevar a cabo una efectiva invasion celular. Las metaloproteasas de
matriz extracelular (MMPSs) estan a cargo de distintos procesos fisiol6gicos del
desarrollo, tales como ovulacion, desarrollo embrionario (77). Sin embargo, la
deteccibn de MMPs en tumores in vivo (78,79) sugiere un rol en procesos
metastasicos, ya que estas enzimas tienen como sustrato a distintos componentes
como fibras de coldgeno y componentes de la laminina basal celular (revisado en
(80)), lo que les entregaria a las células tumorales una gran capacidad de
degradar matriz extracelular e invadir vecindades celulares. Ademas, distintas
enzimas de la familia Rho, también estan ligadas a procesos de remodelacion del
citoesqueleto de actina, adhesién celular y degradacion de matriz extracelular y
sobre activacion asociada a procesos de progresion tumoral e invasion celular
(81). Teniendo en cuenta estos factores y diferencias en los procesos, es que se
podrian observar resultados diferentes para procesos de invasion y de migracion,

ya que las células pueden tener una favorecida capacidad de migrar, sin embargo,
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podrian no presentar las enzimas necesarias para una correcta invasion. De esta
forma, habria que estudiar la accidon que pueda ejercer la proteina BARF1 sobre
distintas enzimas y efectores en los distintos contextos pulmonares para
adjudicarle un rol més categérico en este proceso. En la literatura se ha estudiado
el rol de BARF1 en procesos de migracion e invasion, en distintos modelos de
carcinoma (62,64). En estos estudios se ha encontrado que la proteina BARF1
puede tener dos comportamientos, aumentar la capacidad de migracion (59), o
ser indiferente a ellos y no provocar cambios (58). Interesantemente, se observa
una disminucion en la capacidad de invasion en la linea celular BEAS-2B. Este
resultado puede corresponder a la primera caracterizacion de BARF1 como una
proteina capaz de proteger contra invasion celular, lo cual jamés ha sido reportado
en ningun trabajo previo; por el contrario, existe la posibilidad de que el error sea
metodoldgico y la técnica de invasién no se haya estandarizado correctamente.
Como se puede observar en la fig. 3C para las células que expresan el transcrito
de BARF1, se puede observar que los poros del inserto de Transwell estan
completamente blancos, lo que puede significar que las células puedan haber
estado mucho tiempo invadiendo y terminaron atravesando el inserto y el
experimento no se realiz0 correctamente. Esta ultima idea se condice con el
resultado de migracion celular, en donde se observa que en tan solo 4 horas las
células son capaces de migrar en una importante cantidad, por lo que existe la

posibilidad de que las 24 horas de invasion haya sido un tiempo excesivo.
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Para continuar con la caracterizacién de la accion de BARF1 en TEM en células
pulmonares, se analizo los niveles de dos marcadores moleculares: Vimentina y
E-cadherina. La vimentina corresponde a filamentos intermedios de citoesqueleto,
la cual se expresa normalmente en células mesenquimales y no epiteliales
(82,83). Se ha encontrado que vimentina es capaz de promover la capacidad
migratoria de las células epiteliales a través de la estabilizacion de la proteina
Scribble (84) e incremento de los niveles de del receptor Axl (85). Por lo tanto,
elevados niveles de vimentina son asociados a una mayor capacidad migratoria.
Por otra parte, E-cadherina corresponde a una glicoproteina transmembrana
capaz de asociarse a los filamentos de actina, funcionando como pieza clave en
la union de células epiteliales (86). Por lo tanto, la pérdida de E-cadherina se
asocia a un fenotipo mesenquimal, ya que su ausencia permite a las células migrar
mas facilmente, lo cual favorece procesos como la metastasis.

Adicionalmente, los resultados presentados en la figura 4 permiten observar que
BARF1 se correlacion6 con un aumento de los niveles de vimentina en células
A549. Esto también respalda el aumento en la capacidad migratoria de esta linea
celular. Los mecanismos por los cuales la proteina BARF1 estaria aumentando
los niveles de vimentina son aun materia de estudio. En distintas publicaciones no
se ha encontrado un rol importante de BARF1 sobre vimentina, por lo tanto, los
resultados aqui obtenidos para células de adenocarcinoma serian los primeros en

reportar una relacion entre BARF1 y vimentina. Se puede proponer estudiar como
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BARF1 estaria afectando distintos factores de transcripcion asociados a TEM,
tales como ZEB1, Slug o Snail, de tal forma que se pueda evaluar si existe una
correlacion que estaria promoviendo la TEM. Posteriormente, los resultados
obtenidos para el siguiente marcador - E-cadherina — siguen la misma tendencia.
En la fig. 4B se puede observar una disminucion significativa de E-cadherina en
presencia de BARFL1. Este resultado esta en linea con lo presentado previamente,
ya que la disminucién de E-cadherina favoreceria la capacidad migratoria de la
linea celular y, en conjunto con el aumento de vimentina, estarian indicando que
la presencia de BARF1 promoveria el fenotipo mesenquimal en células A549. El
comportamiento de los dos marcadores de TEM indicaria una tendencia al
fenotipo mesenquimal para las células A549 en presencia de BARF1. Sin
embargo, es aun importante verificar el comportamiento de distintos marcadores,
como los factores de transcripcion antes mencionados y los niveles de N-
cadherina, una proteina prevalente en tejidos no epiteliales, la cual se ve
aumentada en fenotipos mesenquimales y estd asociada al asentamiento de
células cancerigenas en distintas partes del organismo, como ocurre en procesos
metastasicos (87). La revision de todos estos marcadores permitiria revelar
concretamente que BARF1 promueve la TEM en células pulmonares
cancerigenas.

Por otra parte, las células BEAS-2B no presentaron un incremento de vimentina

de la misma forma que la linea celular A549, lo cual puede tener distintas
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explicaciones. En la literatura se ha evidenciado que las células BEAS-2B tienen
un comportamiento mas bien mesenquimal (88,89), haciendo referencia tanto a
métodos de cultivo (como la presencia de SFB (85)) o de marcadores superficiales
que comparte esta linea celular con distintas células de caracter mesenquimal
(84). Esto ultimo se puede reflejar en la condicion control, la cual presenta un
importante grado de migracion e invasion. Ademas, nos permite discutir que la
presencia de SFB afectd los niveles de marcadores de TEM, ya que, por ejemplo,
los resultados de vimentina se encuentran elevados incluso por sobre los niveles
de B-actina, nuestro gen normalizador, o incluso, la ausencia de E-cadherina al
realizar ensayos de western blotting, en el cual no se pudo obtener una correcta
determinacion de sus niveles, ya que no se pudo detectar. Por lo tanto, se
recomienda repetir estos experimentos considerando cambiar las condiciones de
cultivo de la linea celular BEAS-2B

A la fecha, no se ha realizado un estudio de la presencia de EBV en el contexto
pulmonar chileno. En el extranjero esto se ha realizado con data poco concluyente,
ya que los rangos de deteccidon de EBV van desde inexistente hasta una gran
prevalencia dependiendo de la zona geogréfica en donde se estudia (53-59). Por
lo tanto, este estudio representa un primer tamizaje de la presencia de EBV en
cancer pulmonar chileno en un grupo discreto de casos. Para hacer un correcto
analisis de los resultados (resumidos en tabla 3) cabe destacar la importancia de

la metodologia utilizada. Actualmente, el estandar de oro para la deteccion de EBV
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corresponde a la hibridacion in situ, en la cual se puede encontrar que la presencia
del virus esté efectivamente en células epiteliales, ya que existe la posibilidad de
gue se detecte virus en linfocitos adyacentes al tumor y no efectivamente en el
tejido de interés. Por lo tanto, el trabajo realizado en esta investigacion
corresponde a un tamizaje inicial, en donde se estudia un grupo de tejidos con el
fin de encontrar presencia viral, la cual luego debera ser confirmada con la técnica
correspondiente. A partir de esta tesis, se obtuvo una positividad del 16% para
EBV en los 50 casos estudiados. Esto nos indica, en primer lugar, que se puede
detectar presencia de EBV en un contexto de cancer pulmonar. Esto tiene una
gran relevancia, ya que la accion que pueda ejercer el virus dentro del pulmon
puede generar una serie de cambios que promueven la oncogénesis. En el
contexto de cancer de pulmédn, es importante destacar que un pequefio porcentaje
de la poblacion presenta desarrollo de NSCLC, incluso sin ser fumadores (90), lo
cual puede atribuirse a la exposicion de distintos carcin6genos, como asbesto,
aire contaminado, presencia de mutaciones genéticas, antecedentes familiares,
consumo de alcohol o distintas infecciones que aun estan en estudio (91). Dentro
de los factores no asociados al cigarrillo, la presencia del EBV puede aportar a
esta discusion, ya que se sabe que EBV es un virus transformante que esta
asociado a la oncogénesis de distintos carcinomas, por lo tanto, la presencia de
EBV en pulmoén puede aportar al desarrollo de cancer, lo cual puede respaldar

casos como los presentados en Asia, en donde se ha encontrado que carcinomas
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tipo linfoepitelioma tienen alta presencia de EBV (92). Concordantemente, al
revisar el primer y segundo objetivo de la tesis, en los cuales se encontré que el
transcrito de la proteina BARF1 era capaz de promover la proliferacién de células
epiteliales no cancerigenas, o promover incluso un fenotipo mas mesenquimal en
las células pulmonares, puede indicar que el EBV podria promover caracteristicas
oncogénicas en pulmén. Cabe destacar, ademas, que el cancer es una
enfermedad multifactorial, en donde deben ocurrir una serie de eventos para que
se pueda producir un proceso neoplasico. En otras palabras, deben ocurrir una
serie de impactos genéticos e inmunoldgicos (73) que favorezcan el crecimiento
descontrolado de las células, de esta forma, se puede plantear que el rol del EBV
en desarrollo de cancer pulmonar no es el de un agente exclusivo, sino que forma
parte de una serie de eventos que culminan en el desarrollo tumoral. Por otra
parte, transcritos de BARF1 fueron encontrados en una menor escala, lo que
podria significar que la proteina podria no tener un rol en dichos casos, no
obstante, este resultado también debe considerar que las muestras trabajadas son
tejidos obtenidos de pacientes chilenos de aproximadamente de 20 afios, no
almacenadas en condiciones 6ptimas para su preservacion, por lo que existe una
gran probabilidad de que exista degradacion de material genético como el ARN,

el cual es bastante inestable y requiere de cuidado para su preservacion.

Finalmente, los resultados de presencia de EBV en tejido pulmonar ain deben ser

sujetos a una confirmacion con hibridacion in situ, con el fin de poder caracterizar
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completamente donde estd el virus en los tejidos. Independientemente, este
trabajo muestra el primer reporte de EBV en cancer pulmonar de pacientes
chilenos. Se ha encontrado que EBV es detectable en cancer pulmonar y, a pesar
de ser en una baja prevalencia, este podria llegar y provocar una serie de eventos

moleculares que podrian alterar el curso de la enfermedad.

Considerandolo todo en contexto, es importante tomar en cuenta el desarrollo del
cancer como un proceso multifactorial, tal como se menciond previamente, es
necesario que ocurran una gran cantidad de impactos, tanto genéticos como
inmunologicos, para que ocurra el desarrollo de un tumor, y, en el caso del cancer
de pulmén, deben incluso considerarse factores ademas del habito tabaquico. Se
han planteado teorias como las de los impactos multiples, en donde esta serie de
eventos termina provocando la aparicion de un tumor. Es en ese contexto en
donde puede entrar el EBV para el desarrollo de carcinogénesis pulmonar, ya que
si bien, el virus no seréa el causante del desarrollo de un tumor, si puede actuar
para favorecer la formacion de este. Como se encontré en este trabajo, el EBV
puede llegar a encontrarse en tejidos pulmonares, en donde existe la posibilidad
de que ejerza funciones oncogénicas y, de esta forma, contribuya a la formacién
de un tumor. Cabe destacar también, que la ausencia de EBV en una gran
cantidad de lo tejidos, o de transcritos de BARF1, puede no necesariamente
descartar el rol de EBV en una posible oncogénesis, ya que se ha planteado una

teoria denominada “hit and run” (impacto y escape en espafiol) (93-95), en donde

50



no necesariamente debe detectarse el virus para atribuirle un rol, ya que el virus
puede haber estado previamente en esa seccion, haber infectado e incluso la
infeccion pudo haber sido resuelta, sin embargo, la accién del virus puede haber
provocado un efecto mutagénico que provoca un impacto en el desarrollo de un
cancer (como en el caso de linfoma de Hodgkin EBV- (96) y el efecto encontrado
en cancer de mama (51)). De esta forma, es importante conocer que el EBV puede
llegar al pulmén y que eso esta ocurriendo en Chile.

Finalmente, el trabajo aqui presentado muestra que la expresiéon de BARF1 se
traduce en un incremento de procesos proliferativos, migratorios, invasivos y de
TEM en células pulmonares in vitro. Por lo tanto, es importante seguir realizando
estudios acerca del rol de EBV en cancer pulmonar, para poder dilucidar

concretamente los efectos del virus en el desarrollo de esta enfermedad.
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6. Anexos

ANEXO 1: Transfeccién estable

A B B V V CRT C C+ B B V V CRTC C+
200 pb
100 pb
BARF1MSCV C-RT C- BARF1 MSCV C-RT C- C+
200 pb
100 pb

BARF1 GAPDH

Figura anexo 1: RT-PCR de ARN purificado a partir de cultivos celulares. Electroforesis en

gel de agarosa al 2% de producto de RT-PCR, de ARN obtenido a partir de células A549 (A) o

BEAS-2B (B) post transfeccion con vector MSCV de expresion de BARF1. Carriles con letra B

representan células transfectadas con vector BARF1 y carriles con letra V (0 MSCV) con vector

vacio, acompafado de sus respectivos controles de retrotranscripcion (C-RT), control negativo (C-

) y control positivo (C+). Como control positivo se utiliz6é ARN obtenido de células SiHa

transfectadas previamente con la secuencia para la proteina viral BARF1.
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ANEXO 2: Productos de PCR ejemplo de resultados EBV+

Con el fin de presentar lo que fue considerado como positivo para la presencia de
EBV en muestras de tejido pulmonar a través de la electroforesis de productos de

PCR se presenta la segunda figura anexa:

140 146 147 154 155 157 160 162 163 164 169 174 177 182 C-Ext C- C+SiHa

100pb wee , . e aes WA " BNRF1~95pb

100pb

Figura anexo 2: PCR de muestras de cancer pulmonar. Electroforesis en gel de agarosa al 2%
de producto de PCR a partir de ADN obtenido de tejidos de cancer pulmonar. Carriles representan
namero aleatorio de muestras de cancer pulmonar, junto con controles de extraccion de ADN (C-
ext), control negativo de PCR (C-) y control positivo (C+ SiHa), el cual corresponde a células SiHa,
las cuales presentan infeccion EBV. Como resultado positivo se tomé a la secuencia viral de
BNRF1, la cual presenta un producto de cerca de 95 pb. Como control de expresion genética se

utilizé B-globina, la cual presenta una banda en cerca de 110 pb.
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ANEXO 3: Plasmido utilizado para transfeccion estable

(7077 .. 7996) |:-BR|'e‘.u'Bam_ Sgral (8019
(7871) Sphl _ A
7757 .. 7774) M13 Forward ..\ ‘
M13/pUC Forward _
(7563 Ndel _ - \'L' Spel (661)

549) pRS-marker -
0) pGEX 3' -
pBRforEco -

(6942 .. 6961) Amp-R
™ pLXSN 5' {1333 . 1353)

/" _PBABES' (1371..1387)

—— Bglll (1410}

_— PaeR7I - PspXl - Xhol (1429}

MSCV-N-Flag-HA-IRES-PURO
B197 bp

- T BsStZ171 (2483
(5640 .. 5659) pBR322cri-F
_Srfl (2810)
BsaBl * {2832)

ccdB-fwd (2920 .. 2939)

(5389 .. 5406) L4440 —

(5383) BspQl - Sapl — BstXl (2936)
- PspOMI (3326)
(5171 .. 5193) M13/pUC Reverse Apal (33300

Avrll (3364)

— IRES reverse (3380 . 3397)
——— BsaAl - Pmll (3529)

T Rarl (3552)

TSIRESF (3607 . 3626)

" Puro-R (3800 .. 3819)

BsiWI (3856)
Rsril (3916)
[4131) Stul Sacll (4014}

(4403) Nsil |
(4206 .. 4316) Puro-F

Anexo 3. Plasmido MSCV (97). La figura presenta las secuencias presentes en el plasmido
utilizado para la transfeccién estable de las lineas celulares pulmonares. Esta figura corresponde

al esqueleto del vector, el cual se utilizé para la transfeccién de las condiciones control.
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