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Resumo

O virus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus - EBV) é um herpesvirus ubiquo que participa na
patogénese de diferentes neoplasias malignas humanas, notadamente o linfoma de Burkitt
endémico e o carcinoma indiferenciado de nasofaringe. Tem tropismo principalmente por
células epiteliais e linfocitos B e seu ciclo bioldgico é dividido em fases de infeccéo litica e
latente. Isolados distintos do EBV podem apresentar propriedades bioldgicas peculiares: por
exemplo, em relacdo ao isolado viral B95-8, 0 M81 tem predilecdo por células epiteliais e €
mais suscetivel a induzir reativacdo litica espontanea. As células neoplasicas latentemente
infectadas pelo EBV expressam namero limitado de produtos virais, alguns com papel
cancerigeno bem documentado. Nesse sentido merece destaque a proteina latente de
membrana 1 (Latent Membrane Protein 1 - LMP1), uma proteina transmembrana com
propriedades transformantes in vitro e in vivo. Adicionalmente, a expressao de LMP1 em
células epiteliais estimula motilidade e invasdo celular, o que reflete na agressividade
biologica de carcinomas associados ao EBV. Para esse efeito, LMP1 pode regular a
expressao de determinados microRNAS, que por sua vez podem atuar em diversos processos
celulares, como progressdo do ciclo celular, proliferacdo celular, metabolismo celular e
apoptose. Alguns microRNAs estdo envolvidos em condicfes adversas a saude, incluindo a
carcinogénese, a progressdo tumoral e o surgimento do fendtipo de resisténcia a drogas em
canceres. A expressao de EBV LMP1 contribui no potencial metastatico do carcinoma de
nasofaringe; entretanto, € desconhecido se a LMP1 de diferentes isolados virais exibem
efeitos distintos no que se refere aos fenémenos da progresséo de carcinomas. Por essa razéo,
0 presente estudo verificou se as diferentes variantes de LMP1 (e.g., isolados B95-8 e M81)
induziram niveis distintos de migracdo e invasdo celular e de expressdo de diversos
microRNAS. Para tanto, células expressando a proteina LMP1 dos isolados virais B95-8 e
M81, foram submetidas a experimento de migracdo e invasao celular in vitro e anélise da
expressao dos miRNAs. Quanto a indugdo de migracao e invasdo celular, as variantes néo
promoveram diferencas significativas, porém, a expressdao de microRNAs demonstrou
indicio in silico da variante M81 de induzir a regulacdo negativa de genes envolvidos em
estimulos da adesdo focal, angiogénese, anti-apoptoticos, modulacdo da expressdo génica
celular, motilidade e proliferacédo celular.
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Abstract

Epstein-Barr virus (EBV) is a ubiquitous herpesvirus that participates in many human
cancers pathogenesis, such as endemic Burkitt lymphoma and undifferentiated
nasopharyngeal carcinoma. EBV cycle is divided into the lytic and latent infection and
distinct viral strains may present peculiar biological properties; compared to the viral isolate
B95-8, M81 has propensity to epithelial cell infection and can more likely induce
spontaneous lytic activation. In latently-infected neoplastic cells, EBV expresses a limited
set of viral products, some of them with well documented oncogenic properties, like latent
membrane protein 1 (LMP1). LMP1 is a transmembrane protein with transforming
properties both in vitro and in vivo. Furthermore, epithelial cells expressing LMP1 show
increased cell mobility and invasion, with impact on the biological behavior of EBV-
associated carcinomas. Cellular microRNAs are involve in many cellular processes like cell
cicle progression, cell proliferation, cell metabolism and apoptosis. Some of those
microRNAs are related to carcinogenesis, cancer progression and even resistance to
chemotherapy drugs. Though EBV LMP1 expression can contribute to metastatic potential
of nasopharyngeal carcinomas, it is unknown whether different viral LMP1 forms may have
distinct effects on the progression of carcinomas. We verified if LMP1 from B95-8 or M81
EBV isolates behaves distinctly regarding cell migration, invasion and microRNA
expression. For this intent, we used human cells expressing the LMP1 protein from EBV
B95-8 and M8L1 strains, and performed in vitro cell invasion and migration assays as well as
miRNAs expression analysis using rt-PCR. Regarding migration and invasion, both isolates
showed similar results. However, microRNA expression pointed in silico evidence that M81,
when compared to M81, can downregulate genes involved in focal adhesion, apoptosis

escape, gene expression, cell motility and proliferation.
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1 Introducéao

1.1 Canceres
1.1.1 Generalidades

Doencas neoplasicas malignas — os canceres — foram a segunda maior causa de 0bitos
em 2013 em todo o mundo, secundando doencas cardiovasculares. Observa-se aumento
progressivo da incidéncia dessas doencas ano ap6s ano, em virtude do envelhecimento
populacional e aumento da prevaléncia de determinados fatores de risco, tais como
sobrepeso, obesidade e consumo de alcool?,

Os cénceres sdo doencas multifatoriais, cuja etiologia participam tanto fatores
genéticos quanto ambientais e de estilo de vida. Estima-se que aproximadamente 50% de
todos os canceres sejam previniveis, incluindo doencas relacionadas a exposi¢do solar,

tabagismo, dieta e doencas infecciosas?.

Ao infectarem células do hospedeiro ou com elas interagirem, certos microrganismos
ocasionam alteracdes teciduais cronicas, quer seja por acdo direta ou indireta, como na
inducdo da inflamacdo. Isso € particularmente relevante com alguns virus, os quais podem
interferir em um ou mais fendmenos simultaneamente, como o controle do ciclo celular,
apoptose, adesdo celular, regulacdo dos telomeros e manutencdo da integridade gendmica
levando a alteracGes em processos criticos celulares e podendo favorecer o desenvolvimento

de canceres®.

Em 2008, aproximadamente 16,1% dos canceres em todo mundo foram relacionados
a agentes infecciosos. A frequéncia de canceres associadas a infeccGes é menor em paises
desenvolvidos em comparacdo aos paises em desenvolvimento (7,4% versus 22,8%,
respectivamente). Dentre os agentes infecciosos implicados estdo virus, bactérias e até
mesmo helmintos®. A forca de associagdo entre um dado agente infeccioso e canceres
humanos oscila, sendo de 2,3% para 0 Schistosoma haematobium e o cancer de bexiga, até
100% entre o virus do papiloma humano (Human Papillomavirus - HPV) e o

desenvolvimento do carcinoma de colo uterino®.

Entre os agentes infecciosos comumente relacionados a canceres humanos merecem

destaque os virus, em ordem decrescente, os papilomavirus humano (HPV), virus da hepatite
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B e C (Hepatitis B virus - HBV e Hepatits C virus - HCV), e o virus de Epstein-Barr (Epstein-
Barr Virus — EBV) que sera abordado em maiores detalhes oportunamente neste trabalho °.

1.1.2 Biologia dos céanceres

O processo de desenvolvimento de uma neoplasia maligna (e.g., a carcinogénese), €
convencionalmente dividido em 3 etapas: iniciacdo, promogéo e progressao. Na etapa de
iniciacdo ocorrem as primeiras alteragdes permanentes no genoma celular (e.g., mutacdes),
comumente associada a exposicdo aos agentes classificados como cancerigenos. Na
promocao ocorre a expansdo do repertorio de células iniciadas no tecido, com acumulo de
novas alteracGes durante a proliferacdo celular e, eventualmente, a ocorréncia da
transformacao celular. Admite-se que as alteracdes fenotipicas na carcinogénese ocorrem de
maneira lenta e progressiva, na medida em que a instabilidade genética se torna cada vez

mais severa .

A transformacdo celular tipicamente delimita a transicdo entre a promoc¢do e a
progressdo, sendo caracterizada pela aquisi¢cdo de propriedades que definem o fendtipo
maligno de uma célula neoplésica maligna. A partir desse momento algumas caracteristicas
compartilhadas pelos canceres se tornam explicitas, tais como: autonomia na geracdo de
estimulos proliferativos, evasdo de sinais inibidores de crescimento, evasdo da resposta
imunitaria, imortalizacéo (i.e., duplicacdo celular ilimitada), inducéo de inflamacéo, invasao
tecidual e propensdo para disseminacdo (e.g., metastase), inducdo de angiogénese,
instabilidade genética, comprometimento dos mecanismos de morte celular por apoptose e

desregulacdo do metabolismo energético celular ’.

A etapa de progressao da carcinogénese merece destaque em virtude das manifestacfes
do desenvolvimento do cancer no organismo hospedeiro. Nessa etapa ha consolidacdo da
instabilidade genética nas células neoplésicas, observada tanto em nivel génico como
cromossoémico (i.e., ocorréncia de aneuploidia). Essa instabilidade genética tem papel crucial
na progressao tumoral, posto que propicia heterogeneidade genética e fenotipica entre as
células malignas, ocasionando emergéncia de clones com maior capacidade de

sobrevivéncia, evasao imunitaria e proliferacéo.

Canceres que desenvolvem metéastases sofrem diversas alteracdes que habilitam suas
células a efetuarem invaséo e colonizacdo de outros tecidos. O processo € complexo e segue

uma cronologia de eventos que suscita a formacao de micrometastases e o desenvolvimento
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destas em tumores secundarios macroscopicamente discerniveis ’. O entendimento da
patogénese da progressao do cancer € fundamental para 0 manejo clinico da doenca, posto
que a existéncia de metastases compromete o progndéstico do paciente, respondendo por altos
indices de morbidade e mortalidade. Alguns canceres apesar de produzirem metastases em
tecidos distantes com baixa frequéncia, possuem alta tendéncia invasiva nos tecidos
adjacentes. Dependendo da localizagdo anatomica, essa invasao pode levar a alta morbidade

do paciente, como pode ocorrer no carcinoma de nasofaringe.

1.1.3 Carcinoma de nasofaringe

O carcinoma de nasofaringe (Nasopharyngeal Carcinoma — NPC) é um cancer com
elevada agressividade bioldgica e prognostico ruim. A etiologia desta doenca tem sido
associada a exposicdo a nitrosamidas e infeccdo pelo EBV 8.

A incidéncia do NPC varia substancialmente de acordo com a localizacéo geografica,
sendo mais comumente encontrado no sudeste da Asia e sudoeste da China. E um cancer de
cabeca e pescogo responsavel por cerca de 65.000 novos casos e 38.000 mortes anualmente.
Ocorre cerca de trés vezes mais em homens do que em mulheres, independentemente da
regido, sendo a maioria dos pacientes com idade entre 40 e 60 anos. A maioria dos pacientes
¢ assintomatica no inicio, podendo desenvolver sinais devido ao aumento do volume

tumoral, como epistaxis, otite média ou obstrugio nasal °.

Os tumores podem ser desde bem diferenciados até indiferenciados, sendo que, maior
agressividade, invasibilidade e taxa de metastases é observada nos canceres de maior grau
histologico 1° Em 2005, a World Health Organization (WHO) classificou 0 NPC em trés
grandes categorias: carcinoma de células escamosas ceratinizante, carcinoma de células
escamosas ndo ceratinizantes (podendo ser diferenciado ou indiferenciado) e o carcinoma
basaldide de células escamosas. O carcinoma ndo ceratinizante € a forma classica de NPC,
e geralmente a forma indiferenciada é associada & infeccdo pelo EBV, sendo
histologicamente caracterizado por conter um infiltrado inflamatorio que favorece o

crescimento das células tumorais 2.

Devido a sua localizacdo anatémica e alta tendéncia de invadir os tecidos adjacentes,
pode ocorrer invasdo na base do cranio, sinus nasais e oOrbita. A invasdo dos linfonodos

adjacentes ocorre em aproximadamente 50% dos pacientes devido a existéncia de um plexo
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linfatico no local. Adicionalmente, h4 a disseminacdo via hematoldgica levando a uma
doenca disseminada. Os locais mais frequentes de disseminacdo a distancia séo as metastases
Osseas, pulmonares e hepaticas, geralmente surgindo em até 3 anos apés o diagnostico. A
sobrevida média dos pacientes € de 5 anos, variando de 40% em regides endémicas, até 80%

em regides com tumores esporadicos °.

Quando células da nasofaringe latentemente infectadas pelo EBV possuem algumas
alteracOes genéticas iniciais, como uma displasia celular leve, algumas proteinas virais de
laténcia induzem o agravamento desta displasia, podendo levar a formagdo do carcinoma
indiferenciado in situ ou até mesmo um carcinoma invasivo 2. Seu estadiamento pode ser

associado a alta titulacéo viral, principalmente quando nos estadios clinicos avangados 2.

1.2 Virus de Epstein-Barr

O EBV pertence a familia Herpesviridae, subfamilia gammaherpesvirinae. E um
agente infeccioso humano ubiquo, pois mais de 90% dos individuos adultos apresentam
evidéncias soroldgicas de exposicao prévia ao EBV, e a infecgdo viral permanece latente por
toda a vida. O virus tem afinidade principalmente por células epiteliais e linfocitos B, que

eventualmente sofrem transformacdo maligna favorecida pela infecgéo viral*4,

O EBV contribui no desenvolvimento de diversos canceres humanos, notadamente
alguns tipos de carcinoma gastrico (principalmente o carcinoma linfoepitelial), linfoma de

Burkit (Burkit Lymphoma- BL) e carcinoma de nasofaringe, como descrito anteriormente?®.

A infeccdo primaria pelo EBV € geralmente assintomatica, mas pode ser acompanhada
do quadro de mononucleose infecciosa, principalmente se ocorrer a partir da puberdade.
Nesses casos observa-se elevada carga viral na orofaringe, onde sdo liberadas particulas do
EBV originadas de células epiteliais, principalmente, ou linfocitos B locais. Em termos
gerais, a infecgédo do hospedeiro pelo EBV compreende uma etapa de replicacéo inicial em
células permissivas (e.g., células epiteliais e linfécitos B na orofaringe), uma etapa de
infeccéo latente no organismo (linfécitos B em tecidos linfoides), recirculagdo de linfocitos
B de memdria latentemente infectados e uma fase de reativacdo viral com replicagéo e

liberagdo de novas particulas virais'®.

Trata-se de um virus envelopado contendo DNA dupla fita com 172kb de
comprimento, codificando mais de 80 genes'’. Seu envelope lipidico possui diversas
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glicoproteinas (gp) com papel importante na ligagdo inicial e entrada do EBV na célula do
hospedeiro.

Apos a infeccdo primaria por meio da saliva, 0 EBV infecta células epiteliais e células
B. Algumas células B se mantém cronicamente infectadas e sua proliferacdo € controlada
por um grupo especifico de células T citotdxicas. Em um certo momento, as células B se
tornam permissivas ao ciclo viral produtivo, propiciando liberacdo de particulas virais para
infeccdo de mais células epiteliais e células B, além de veiculagdo do virus na saliva para

infeccdo de novos hospedeiros (Figura 1),
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FIGURA 1 - Apés a infecgdo priméria de células B (presentes principalmente nas tonsilas), ha replicacéo litica inicial e
infecclo de outras células suscetiveis da mucosa oral. Algumas células B se tornam latentemente infectadas pelo EBV,
havendo reativagao do ciclo litico viral na dependéncia do estado da resposta imunitaria do organismo. A produgéo de

novas particulas propicia infecgdo de novas células e veiculagdo do EBV pela saliva do hospedeiro infectado™.

O ciclo biolégico do EBV nas células infectadas é classicamente dividido em duas
fases: fase de laténcia e fase litica (ou produtiva). Na infecgéo latente o genoma do EBV é
replicado em sintonia com o genoma do hospedeiro, sendo segregado para as células-filhas
sem efeitos citopéticos virais significativos. Nesta fase a reducdo na expressao de produtos

virais favorece o escape da vigilancia imunologica pela menor exposicao de epitopos virais
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na superficie celular, propiciando infecgdo por tempo indeterminado 8. No ciclo litico, por
outro lado, ha expressao de grande nimero de genes do EBV e replicagdo ativa do genoma
viral com a formacdo de novas de particulas virais, cuja liberacdo pela célula infectada
frequentemente culmina em morte celular. A transicdo da fase latente para a litica do ciclo

bioldgico do EBV é denominada reativagao viral °.

Durante a infeccdo latente pelo EBV, o DNA viral se mantém como epissoma no
nacleo da célula infectada e a expressao de produtos virais é restrita, determinando alguns
perfis conhecidos de expressao génica denominados programas de laténcia (Quadro 1). Esses
perfis sdo definidos pela expresséo de diferentes produtos virais, incluindo pequenos RNAs
codificados pelo EBV (Epstein-Barr virus-encoded small RNAs — EBERS), antigeno nuclear
do EBV (Epstein-Barr Nuclear Antigen — EBNA) e proteina latente de membrana (Latent
Membrane Protein — LMP). As transi¢cdes entre as fases de infeccédo latente e litica do ciclo
biolégico do EBV geralmente decorre de regulacdo epigenética de genes virais e celulares.
Digno de nota, em diversos canceres associados ao EBV, como o NPC e Linfoma de
Hodgkin, é possivel identificar padrdo geralmente caracterizado por hipermetilagdo de
regides codificadoras de supressores tumorais.

QUADRO 1 - Programas de laténcia do EBV e principais produtos virais expressos?'.

Programa de Principais produtos virais Contextos da infec¢do pelo EBV

Laténcia expressos
Tipo | EBERs, BARFO, EBNA1, o Células B de memoria em proliferagdo e linfoma de Burkitt in
(LMP2A) vivo
o Carcinoma gastrico associado ao EBV*
Tipo Il EBERs, BARFs, EBNA1, e Células B do centro germinativo
LMPs (1, 2A e 2B) o Células neoplasicas de NPC e linfoma de Hodgkin classico EBV
positivo
Tipo Il EBERSs, BARFs, EBNAs (1,2, e Células B naive e linhages celulares linfoblastoides

3)eLP e LMPs(1,2A e 2B) o Células provenientes de doengas linfoproliferativas em
hospedeitos imunosuprimidos (e.g., PTLD? e linfoma néo
Hodgkin do Sistema nervosa central)

1Alguns casos de carcinoma gastrico associado ao EBV podem expressar LMP2A.
2Doenga linfoproliferativa pés-transplante (Posttransplant Lymphoproliferative Disease — PTLD)

A entrada do EBV nas células suscetiveis a infec¢do viral ocorre de maneiras distintas
entre células B e epiteliais (Figura 2). Na célula B, apds endocitose viral, ha ligacdo de gp42
com HLA-II, levando a um remodelamento de algumas glicoproteinas virais e tendo como

consequéncia a fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo, culminando na

19



liberagdo do capsideo com DNA viral no citoplasma. Em contraste, nas células epiteliais ndo
ha endocitose e sim a ligagdo de glicoproteinas virais com integrinas da membrana celular e
NRP1, levando a formacéo de um poro de fusdo entre envelope viral e membrana celular,

com consequente liberagio do capsideo no citoplasma celular 2.
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FIGURA 2 - Comparagéo entre a entrada do EBV em células B e células epiteliais. As interagdes moleculares envolvidas
sao distintas; adicionalmente, em células B ha formagao de endossomo, enquanto que nas células epiteliais ocorre fusdo

da membrana celular com o envelope viral, propiciando liberagao no citoplasma do capsideo do EBV (Produgao original).

Em 2013, Tsai e colaboradores relataram que os isolados B95-8 e M81 do EBV se
comportam de maneiras distintas, sendo que M81 possui maior predilecdo por células
epiteliais ao invés de células linfdides, além de possuir maior capacidade de induzir o ciclo
litico quando comparado a B95-8%3. Por outro lado, ainda ndo ha dados suficientes que
permitam concluir se proteinas relevantes do EBV derivadas desses isolados virais
apresentam propriedades bioldgicas distintas, particularmente no que diz respeito aos seus
efeitos na progressdo tumoral. Dentre os produtos virais particularmente relevantes em
virtude de propriedades que favorecem o desenvolvimento de neoplasias malignas em
pacientes portadores do EBV, destaca-se a proteina LMP1, que sera abordada em maiores

detalhes a sequir.
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1.2.1 Proteina LMP1 do EBV

A LMP1, codificada pelo gene BNLF-1 do EBV, é uma proteina formada por seis
estruturas transmembranares e uma regido C-terminal citoplasmética. LMP1 age como um
receptor de superficie constitutivamente ativo nas células em que € expressa, mimetizando a
sinalizacdo deflagrada pela molécula CD40, da superfamilia do receptor para o fator de
necrose tumoral (Tumoral Necrosis Factor Receptor — TNFR). Diferentemente dos TNFR,
entretanto, LMP1 n&o requer interacdo de ligantes com sua por¢ao extracelular para ativacéo

de transducdo de sinal intracelular 2.

Dois dominios C-terminais de LMP1, denominados de regido ativadora C-terminal (C-
terminal activator region — CTAR) 1 e 2, sdo fundamentais para a deflagracao de sinalizacéo
intracelular. CTAR-1 contribui na ativacdo da via NF-xB (Nuclear Factor Kappa B — NF-
kB) por meio da interagdo com os fatores associados ao receptor do fator de necrose tumoral
(Tumoral Necrosis Factor Receptor Associated Factors — TRAFs). Adicionalmente,
mediado pelo estimulo de NF-kB, LMP1 induz EGFR a nivel proteico, o que
subsequentemente leva a inducdo de sinais proliferativos e de sobrevivéncia ininterruptos
para as células infectadas pelo EBV %. CTAR-2, por sua vez, ativa NF-kB por meio da
interacdo com TRADD (Tumoral Necrosis Factor Receptor Associated Death Domain
Proteins — TRADD) 6. Mais recentemente um terceiro dominio localizado entre CTAR-1 e
CTAR-2 foi descrito, 0 CTAR-3, cuja atividade foi associada & expressdo do VEGF %',

Além de suas propriedades transformantes, dados acumulados nas Ultimas décadas tém
suscitado um importante papel da LMP1 no comportamento biolégico das neoplasias
malignas associadas ao EBV, notadamente na progressdo de carcinomas. E relatado que
LMP1 pode favorecer reducdo da adeséao intercelular, degradacdo da membrana basal e do
estroma intersticial, aumento da motilidade celular e estimulo da angiogénese, de modo a
aumentar a agressividade e o potencial metastatico de carcinomas; em contrapartida, a

supressdo de LMP1 pode inibir todos esses fendmenos .

O EBV, destacando-se a LMP1, tem alta capacidade de interferir com diversas vias

de sinalizacdo celular com grande importancia no cancer, como: NF-kB, MAP quinases,
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PI3K-AKT, JAK-STAT e Hedgehog. Com isso, hd& um aumento da proliferagdo celular,

resisténcia a apoptose e estimulo de invasdo %°.

NF-kB é uma das vias de maior importancia e intensamente estimulada pela LMP1.
Sua ativacao é mediada pela CTAR-2, quando pela via classica e CTAR-1, no caso da via
alternativa. No caso da via classica ou canénica, seus alvos influenciam positivamente
proteinas envolvidas na progressdo do ciclo celular, inibicdo da apoptose, imunomodulacao,
migracdo celular, citocinas e receptores de citocinas, além de suprimir supressores tumorais

(como TGFp e Smad) ¥, agir sobre o metabolismo celular e a importacéo de glicose L.

A proteina LMP1 ativa o supressor tumoral p53 pela via das MAP quinases (Mitogen
Activated Protein Kinases — MAPK), auxiliando a manutencdo do ciclo latente, além de
aumentar a transcricdo de alguns genes antiapoptéticos (como A20 e Bcl-2) *.
Adicionalmente, dentro da familia das MAP quinases, destacam-se ERK (Extracellular
signal-regulated kinase — ERK), que auxilia a progresséo do ciclo celular *3, e p38. A quinase
p38 em si induz a apoptose, porém, quando expressa em células infectadas pelo EBV induz
0 aumento da expressao de LMP1, que ao contrario de p38 em si, leva ao escape da apoptose,

modificando um mecanismo de defesa celular em favor da manutenco viral **.

Outras vias que merecem destaque sdo PI3K-AKT, JAK-STAT, Hedgehog e Wnt. Um
ponto importante resultante da ativacdo de PI3K-AKT (Phosphatidylinositol 3-kinase -
Serine/Threonine specific protein kinase — PI3K-AKT) e ERK é o aumento da sintese
protéica de HIF-1o (Hypoxia-inducible factor-1 — HIF-1a), com papel chave no efeito de
Warburg (producéo de energia por meio de glicolise aerdbica) auxiliando a adaptacdo das
células tumorais em ambientes com baixa oxigenacdo. Além disso, possui papel na
angiogénese (pelo aumento da transcrigdo de VEGF), promocdo da progressao tumoral e
metastase além da degradagdo de P53 3%, Adicionalmente, LMP1 oferece um estimulo
continuo as vias de sinalizacdo JAK-STAT® e Hedgehog, levando a uma modulagéo da
resposta imunitaria *® e manutencio das CSCs (Cancer Steam Cells — CSCs) ou CSC-like,
respectivamente *°. Este estimulo da LMP1 em diversas vias celulares demonstra sua alta
capacidade de modulacdo de mecanismos celulares importantes no cancer e como sua

presenca pode modificar em grande escala o comportamento celular.
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1.3 Modifica¢gbes epigenéticas, microRNAs e canceres

Recentemente, o reconhecimento de que alteracbes epigenéticas, dentre elas
destacando-se as moléculas de RNA nao-traduzidas tém papel na regulacdo de fenébmenos
relacionados a progressdo do cancer gerou novas perspectivas para o entendimento da
biologia dos canceres, possibilitando o aperfeicoamento de intervencdes para controle mais

efetivo dessas doencas.

Modificacdes epigenéticas sdo mudancas na expressdo ou fendtipo que ndo envolvem
mudancas na sequéncia de nucleotideos do DNA. Essas modificacdes cooperaram com as
alteracOes genéticas para a aquisi¢do de caracteristicas malignas por células neoplasicas,
contribuindo para a carcinogénese. Agindo por diversos mecanismos, podem interferir na
traducdo de RNAs mensageiros, como no caso dos microRNAS, ou até mesmo servir de
barreiras para os fatores de transcricdo impedindo sua ligacdo, como no caso da metilacao
do DNA em regides promotoras génicas. Por outro lado, enquanto que a quantidade de
mutacdes envolvidas na perda ou ganho de funcdo das células neoplésicas estd na casa das
dezenas, a quantidade de alteracdes epigenéticas estd na ordem de centenas, milhares, ou
acima disso %°. Diversos mecanismos epigenéticos sdo descritos, tais como as modificacdes
covalentes de histonas, metilagdo do DNA, e ainda os RNAs néo codificantes, com destaque
para microRNAs #.

MicroRNAs foram originalmente descritos por Ambros e Ruvkun, que descobriram
que o desenvolvimento larval do nematédeo Caenorhabditis elegans demandava um
pequeno RNA néo-traduzido com acdo inibitdria na expressdo de determinados genes. Esse
veio a ser o primeiro representante de uma classe de pequenos RNAs ndo-traduzidos vieram
a ser denominados microRNAs (miRNAs, ou miRs), abundantemente identificados nos
genomas de microrganismos, plantas e animais. Muitos miRNAs possuem agao regulatoria
no desenvolvimento e destino celular; outros auxiliam na regulagdo pds-transcricional da
expressdo génica “2. Diferentes processos celulares sio regulados por miRNAs, que
modulam a expressdo de reguladores da progressao do ciclo celular, da proliferacdo celular,
genes relacionados ao metabolismo, apoptose, desenvolvimento dos tecidos, imunidade, etc.

Estima-se que 60% das proteinas humanas tém suas mensagens reguladas por miRNAs.

A biogénese de miRNAs requer agdo da RNA polimerase I, que forma pri-miRNAs
— grandes moléculas de RNA precursoras que sdo processadas no nucleo pela RNase I11
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(Drosha). O pri-miRNA é processado a uma molécula com aproximadamente 70
nucleotideos, denominada pré-miRNA. No citoplasma, a pré-miRNA sofre acdo da RNAse
I11 (Endoribonuclease Dicer), de modo a originar miRNA maduros, com comprimento de
21-23 nucleotideos (Figura 3) 3. Os miRNAs maduros irdo se associar as proteinas AGO
(argonautas), que os guiam para ligacdo a RNA mensageiros (RNAm) especificos,
pareando-os pela regido 3’ ndo traduzida (Untranslated Region - UTR). A degradacéo ou
repressdo da traducdo do RNAm pelo miRNA maduro se torna possivel apds sua ligacéo
com o complexo indutor de silenciamento de RNA (RNA-induced Silencing complex —
RISC), formado pelas proteinas Argonautas e GW182*. As proteinas AGO possuem sitios
que podem levar a inibicdo da transcricdo, deadenilagdo ou até mesmo degradacdo dos
RNAmM®,

Categorizadas em oito diferentes tipos, as proteinas argonautas contém um dominio
PA2 (Piwi-AGO-2wille) que reconhece ¢ se liga a regido 3 UTR dos pequenos RNAs, € o
dominio PIWI, responsavel pela clivagem do RNAmM. Em humanos, apenas a proteina AGO2
possui a capacidade de clivagem, apesar da AGO3 também possuir o dominio de clivagem,
conhecido como triade catalitica (aspartato-aspartato-histidina)*. Adicionalmente, estas
proteinas possuem algumas fungdes ndo-candnicas nucleares, podendo agir em metilacéo e
demetilacdo de histonas, splicing alternativo do RNAm a até mesmo auxilio no reparo de
dano ao DNA ¥,

Sequéncias codificadoras de miRNAs estdo distribuidas por todo o genoma. Algumas
séo genes ndo-codificantes, cujos produtos exclusivos séo miRNAs, outras estdo localizadas
em introns ou na regido UTR de um gene codificador de proteina 2.
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Embora pequenos, os miRNAs sdo em boa parte especificos, neste ponto destacando-
se os nucleotideos entre as posigdes dois e oito de sua regido 5’ (regido seed). A
complementariedade parcial com um dado RNAm usualmente causa sua inibicéo, enquanto
complementariedade elevada geralmente ocasiona sua degradacdo *?. Quando diversos
mMiRNAS possuem a mesma regido seed, eles sdo descritos como membros de uma mesma

familia e comumente podem controlar simultaneamente o0 mesmo RNAm.

Assim como os miRNAs modulam a sinalizagdo intracelular pela regulacdo da
traducdo de RNAm das proteinas envolvidas, algumas vias intracelulares induzem a
transcrigdo de miRNAs, como a via das MAP quinases, que propicia transcrigdo de miR-21,
microRNA que propicia diversas alteracdes celulares que favorecem o desenvolvimento de

canceres humanos °*.
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Alteragdes em microRNAs tem sido documentadas em situagdes relacionadas a
carcinogénese, progressdo tumoral e ao fendtipo de resisténcia a drogas em canceres 2.
Digno de nota, diversas sequéncias codificadoras de microRNAs estdo localizadas em
regides cromossomicas afetadas por delecdes e amplificaces identificadas nos cénceres 2,
levando a alteracdo na expressao destes miRNAs, que podem agir de modo semelhante aos

genes supressores tumorais ou oncogenes >4,

Diversos miRNAs foram implicados em fendmenos importantes da carcinogénese,
incluindo angiogénese, inibicdo da apoptose, proliferacdo celular, transicdo epitelial-
mesenquimal e metastase >°>°7. Assim, torna-se premente o esclarecimento da fungdo de
miRNAs especificos, quer seja pelos efeitos deflagrados na célula onde foi sintetizado, mas
também pela possivel influéncia no microambiente tumoral (e.g., por meio de exossomos)
557 Os miRNAs agem também sobre diversas moléculas chave, alterando o metabolismo
celular e influenciando o comportamento da célula cancerigena. Levando em consideracao
em torno de 60 miRNAs chave envolvidos no metabolismo da célula neopléasica, pdde-se
observar que 39% deles estavam envolvidos no metabolismo da glicose, 29% influenciavam
vias celulares oncogénicas, 15% envolvidos no metabolismo lipidico, 7% na biogénese de

aminoacidos e o restante em outras etapas 8.

A alteracdo da expressdo de alguns miRNAs da célula do hospedeiro tem papel
fundamental tanto na carcinogénese como na progressdo do NPC. Adicionalmente a proteina
viral LMP1 por si s0 leva a alteracdo da expressdo destes microRNAs, assim como pode ter
sua expressdo alterada por eles, levando a alteracbes do comportamento da célula

cancerigena 1258,

1.4 EBV LMP1, microRNAs e progressao tumoral

O EBV interfere em vias intracelulares de sinalizagdo por meio da expressdo de suas
proteinas virais e de alteragdes epigenéticas, incluindo as mediadas por miRNAs. Em células
linfoblastoides, ha formacdo massiva de eucromatina por demetilacdo, levando ao aumento
da expressao de diversos genes além do aumento da instabilidade génica. Em contraste, nas
células do carcinoma de nasofaringe, a LMP1 do EBV regula positivamente diversas DNA

metiltransferases (DNA methyltransferase — DNMTSs), levando a hipermetilacdo e
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contribuindo para o silenciamento génico de diversos genes supressores tumorais e do

genoma viral da célula do hospedeiro %,

Adicionalmente, LMP1 modula miRNAs expressos tanto em células B como em
células epiteliais infectadas, induzindo mdltiplos efeitos in vitro, incluindo proliferacdo
celular, resisténcia a apoptose e aumento da motilidade celular. Existe uma correlagédo
positiva entre a presenca de LMP1 e o potencial metastatico do NPC, devito aos fatores
anteriormente descritos 2. Além de favorecer a progressdo do cancer, LMP1 também pode
induzir resisténcia das células neoplasicas a quimioterapicos em virtude de sua agdo na

expressdo de miR-21 %°.

Conforme previamente mencionado, embora ambos os isolados B95-8 e M81 do EBV
possam infectar células epiteliais, M81 é mais eficiente nesta infec¢do e na inducdo de ciclo
litico viral 2%, Pacientes com esse isolado viral possuem elevada titulagio de anticorpos
contra proteinas virais que estimulam a replicacdo celular, um fator preditivo para o
desenvolvimento de NPC, principalmente se combinado a outros estimulos cancerigenos 2.
Isso sugere que o isolado M81 possa ter uma acao peculiar nas células neoplésicas infectadas

pelo EBV, com reflexos no comportamento tumoral.

Até 0 momento ndo é sabido se as proteinas LMP1 dos isolados B95-8 e M81 se
equivalem no tocante aos efeitos relacionados a fendbmenos da progressao tumoral, 0s quais
podem ser regulados pela expresséo de determinados miRNAs celulares. Por essa razéo, o
presente estudo visa investigar se a LMP1 dos isolados virais M81 e B95-8 se equivalem em
termos da regulacédo de expressao de miRNAs enddgenos selecionados e nas taxas de invasao
verificadas para células de carcinoma humano in vitro que expressam essa oncoproteina

viral.
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6 Conclusdes

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que:

1. Com relacdo a indugdo da migracédo e invasdo celular in vitro estas variantes
apresentaram comportamento semelhante, no entanto, com relagéo a expressao

dos microRNAs elas se mostraram diferentes.

2. Quando comparada a B95-8 a LMP1 M81 induziu a hiperexpresséo de 3
microRNAs (miR-17, miR34a e miR-497) que consequentemente levariam a
alteracdes no comportamento celular como inducdo da apoptose, reducdo da
angiogénese, proliferacdo celular e expressdao génica global, além da

modulacgéo da resposta imune.

Em sintese, apesar de ndo apresentarem diferencas em migracdo e invasao celular,
foram obtidos indicios experimentais de que as variantes B95.8 e M81 da LMP1 do EBV
podem se comportar de modo distinto com relagdo a proliferacdo celular, apoptose,
angiogénese, inflamacdo e modulacdo da resposta imune. Essas informagdes suscitam a
investigacdo das predicBes geradas in silico, de modo verificar a existéncia das alteracfes
bioldgicas sugeridas, propiciando melhor entendimento sobre as propriedades biologicas e
cancerigenas dos gendtipos estudados do EBV.
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