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1 Resumo

Presente em aproximadamente 95% da populacdo mundial o Virus de Esptein-Barr (Epstein-
Barr Virus - EBV) esta relacionado com 1,5% dos casos de cancer no mundo com destaque
para o carcinoma de nasofaringe (Nasopharyngeal Carcinoma — NPC) o qual segundo a
Organizagdao Mundial da Saude, 90% dos carcinomas indiferenciados estdo associados ao
EBV. Expresso durante o ciclo de laténcia lll e Il a proteina latente de membrana 1 (Latent
Membrane Protein 1, LMP1), um dos principais produtos oncogénicos do EBV mimetiza o
receptor CD40 e mantém-se constitutivamente ativa na célula. Com papel importantissimo
no desenvolvimento do carcinoma de nasofaringe, LMP1 atua na imortalizacdo e
proliferacdo de linfécitos B por meio da deflagracao de vias de sinaliza¢do intracelular como
NFkB e PI3K/AKT. Atualmente sdo conhecidas sete variantes do gene BNLF1 que codifica
LMP1 e apresentam diferengas nas sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas, ambas
consideradas oncogénicas por conservarem os dominios CTARs. Essas diferencas
encontradas nas variantes de LMP1 podem estar relacionadas a agressividade dos tumores.
Entre as variantes de LMP1 foram avaliadas no presente estudo as variantes B95.8 e M81,
ambas associadas ao desenvolvimento de NPC. As propriedades transformantes dessas
variantes de LMP1 foram analisadas frente ao programa bioldgico transicao epitelial-
mesenquimal (Epithelial-Mesenckymal Transition — EMT) que estd diretamente relacionado
com a progressao dos carcinomas. A avaliagao das variantes de LMP1 foi feito por meio de
transfeccdo transiente de células HEK293 e NP69. Células expressando as variantes de LMP1
apresentaram maior capacidade de migracao e invasao em relacao ao grupo controle. Ainda,
células expressando as variantes de LMP1 demonstraram alteragao para alguns genes
relacionados ao processo de EMT. No entanto, as variantes de LMP1 n3ao apresentam

diferencas significativas na regulacdo do programa de EMT.

Palavras-chave: Cancer, Virus de Epstein-Barr, transicdo epitelial-mesenquimal, proteina

LMP1.
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Abstract

The Epstein-Barr virus (EBV) is present in approximately 95% of the world population. It is
related to 1.5% of the cases of cancer in the world, especially Nasopharyngeal Carcinoma
(NPC). According to the World Health Organization, 90% of undifferentiated carcinomas are
associated with EBV. Expressed during latency cycle Ill and Il Latent Membrane Protein 1
(LMP1), one of the main oncogenic products of EBV mimics the CD40 receptor and remains
constitutively active in the cell. With important role in the development of nasopharyngeal
carcinoma, LMP1 acts on the immortalization and proliferation of B lymphocytes through the
development of intracellular signaling pathways such as NFkB and PI3K / AKT. Seven variants
of the BNLF1 gene encoding LMP1 are currently known and show differences in the
nucleotide and amino acid sequences, both considered oncogenic by conserving the CTAR
domains. These differences found in the LMP1 variants may be related to the aggressiveness
of the tumors. Among the variants of LMP1 were evaluated in the present study variants
B95.8 and M81, both associated to the development of NPC. The transforming properties of
these LMP1 variants were analyzed against the epithelial-mesenchymal transition (EMT)
biological program that is directly related to the progression of carcinomas. Evaluation of the
LMP1 variants was done by means of transient transfection of HEK293 and NP69 cells. Cells
expressing the LMP1 variants presented greater migration and invasion capacity in relation
to the control group. Furthermore, cells expressing the LMP1 variants have shown alteration
for some genes related to the EMT process. However, the LMP1 variants do not present

significant differences in the regulation of the EMT program.

Keywords: Cancer, Epstein-Barr virus, epithelial-mesenchymal transition, LMP1 protein.
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2 Introducgao

2.1 Infecgdao microbiana na etiopatogénese dos canceres

Neoplasias sdo processos patoldgicos caracterizados pelo acimulo de células com
alteragGes genéticas e epigenéticas que comprometem fendmenos criticos da homeostasia
tecidual, tais como diferenciacdo, proliferacio e morte celular. Como resultado, essas
doengas frequentemente se manifestam com formagdo de tumores neoplasicos, os quais
podem ser classificados como benignos ou malignos (Hyndman 2016). As neoplasias
malignas — denominadas “canceres” — exibem células que invadem localmente e
eventualmente podem se disseminar para outros sitios no organismo (Yamaguchi, Wyckoff,
and Condeelis 2005). Ainda que os canceres possam ser formados por tipos celulares
equivalentes aos que formam um tecido saudavel, suas células tipicamente se tornam mais
heterogéneas ao longo da histéria natural da doenca e apresentam comportamento
biolégico incompativel com a manutencdo da integridade do tecido na qual se originam ou

onde se instalam (Hanahan and Weinberg 2011).

Admite-se que os canceres acometem seres humanos desde sua origem e a
incidéncia dessas doencgas tem aumentado globalmente (Hajdu 2011). Segundo informacgdes
do programa GLOBOCAN da Agéncia Internacional para Pesquisas em Cancer (International
Agency for Cancer Resarch - IARC), que consolida dados para 28 tipos de cancer ocorrendo
em 184 paises, estima-se que em 2012 tenham ocorrido 14,1 milhdes de novos casos dessas
doencas no mundo, além de 8,2 milhdes de mortes associadas a repercussdes de neoplasias
malignas. Os principais canceres diagnosticados foram os que acometem pulmdes (1,8
milhdes), mama (1,7 milhGes) e os canceres coloretais (1,4 milhdes), sendo que os canceres
de pulmao foram os principais responsaveis por ébitos (cerca de 1,6 milhdes de pessoas).
Até 2030, estima-se que cerca de 21,4 milhdes de novos casos de canceres e 13,2 milhdes de
mortes decorrente dessas doencas sejam registradas mundialmente(Ferlay et al. 2015). No
Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima 600 mil novos casos de cancer para o
biénio 2016/2017. Entre os tipos mais comuns de cancer no Brasil destacam-se os de mama,
prostata, pulmao, intestino, colo de utero, pele, bexiga, estémago e cavidade oral (Instituto

Nacional do Cancer - INCA 2015).

Ainda que em alguns casos o desenvolvimento de cancer esteja relacionado a

predisposicdo genética, em individuos adultos as exposicdes a carcindégenos ambientais é
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um dos componentes mais relevante da etiologia dessas doencas. Parcela das exposi¢des a
carcinégenos ambientais corresponde as infeccGes por microrganismos, algumas fortemente
associadas a multiplas doencas neopldsicas. Em geral, a infeccdo por microrganismos pode
contribuir no desenvolvimento de neoplasias pela inducdo de inflamacdo cronica, estimulo a
proliferacdo celular e interferéncia em mecanismos regulacdo de ciclo celular, apoptose,

sinalizacdo intra e intercelular(Francescone, Hou, and Grivennikov 2014).

A carcinogénese atrelada a infeccdo por microrganismos é favorecida em contextos
socioeconOmicos e sanitdrios mais precarios e em decorréncia do hdabito sexual e
reprodutivo, dentre outras condigdes (Bissell and Hines 2011). Quando comparado a paises
com elevado Indice de Desenvolvimento Humano (IDH), paises com baixo IDH apresentam
altas taxas de canceres associados a microrganismos, incluindo os de figado, bexiga, colo do
Utero e o sarcoma de Kaposi, cujas incidéncias podem ser substancialmente reduzidas com
medidas sanitdrias, educativas, vacinagdo e agdes de prevengao (Vineis and Wild 2014).
Entre os microrganismos que podem causar cancer destacam-se helmintos como
Schitossoma haematobium, associado ao cancer de bexiga, e o Opisthorchis viverrini
associado ao cancer de figado e ducto bilear (Fried, Reddy, and Mayer 2011); a bactéria
Helicobacter pylori, associada ao adenocarcinoma gastrico (Polk and Peek 2010); o virus do
papiloma humano (Human Papiloma Virus - HPV), associado aos canceres cervical e
anogenital; e o virus do sarcoma de Kaposi (Human gammaherpesvirus 8 — HHV-8),
associado ao sarcoma de Kaposi e linfomas ocorrendo em pacientes imunocomprometidos

(McLaughlin-Drubin and Munger 2008).

No inicio do século XX demonstrou-se que certos “agentes filtraveis” eram capazes
de induzir canceres em aves. Mais tarde esses agentes filtraveis foram reconhecidos como
virus, sendo que varios ja foram implicados na etiopatogénese de neoplasias em diferentes
espécies de animais. Estima-se que pelo menos 15% de todos os casos de canceres humanos
estejam relacionados a infecgdes virais. Os virus potencialmente cancerigenos podem ter
genomas constituidos por RNA ou DNA, mas comumente pertencem a umas poucas familias
principais: os flavivirus e retrovirus (ambos RNA), e os hepadnavirus, poliomavirus,
papilomavirus, adenovirus e herpesvirus (estes ultimos com DNA como patrimdnio genético)

(Liao 2006).
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Digno de nota, a investigacdo sobre o papel da infeccdo por determinados virus no
desenvolvimento de neoplasias ndo apenas tem esclarecido relagdes etioldgicas para
doencas relevantes em medicina humana e veterinaria, como também tem contribuido
substancialmente para a elucidagdo da biologia desse importante grupo de doencgas
(McLaughlin-Drubin and Munger 2008). Saliente-se que alguns virus tém se mostrado
especialmente importantes em termos da carcinogenicidade para humanos. Esse é o caso do
virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus — EBV), primeiro virus associado ao

desenvolvimento de canceres em humanos (Young, Yap, and Murray 2016).

2.2 Virus de Epstein-Barr
2.2.1 Caracteristicas gerais dos herpesvirus

O EBV é um herpesvirus, organismo que compdem a ordem herpesvirale, que é
formada por trés familias: 1) Herpesviridae, com virus que infectam mamiferos, aves e
répteis; 2) Alloherpesviridae, com virus que infectam peixes e anfibios e 3)
Malacoherpesviridae, com virus que infectam moluscos. De acordo com suas propriedades
biolégicas, tropismo e similaridade genOmica, a familia Herpesviridae compreende 3
subfamilias (Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirine e Gamaherpesvirinae), 17 géneros e 90
espécies de virus que parasitam animais de diversas espécies, ocasionando doencas
globalmente difundidas, tais como a catapora, a mononucleose infecciosa e o herpes genital
em humanos (Davison et al. 2009). A classificacdo dos herpesvirus segue as normas definidas
pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (International Commitee on the Taxonomy of
Viruses — ICTV), a qual preconiza que os herpesvirus sejam designados por numeral arabico e
indicacdo da familia ou subfamilia, e do hospedeiro natural, e.g. Alfaherpesvirus humano 1

(Davison 2010).

Os herspevirus apresentam DNA dupla hélice linear e capsideo icosaedro formado
por 162 capsdmeros. O envelope viral é composto por glicoproteinas virais, proteinas da
célula infectada e componentes lipidicos oriundos da membrana nuclear e plasmatica. Entre
o capsdbmero e o envelope viral encontra-se o tegumento, estrutura composta
essencialmente de proteinas e atuam nos primeiros estagios da replicacdo viral inibicdo de
sintese proteica de célula hospedeira e transativacdo de genes virais (Feederle et al. 2006;
Kelly et al. 2009). Além da estrutura genémica, os herpesvirus também compartilham o

mecanismo de entrada nas células (mediado por glicoproteinas do envelope viral que
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interagem com receptores de superficie das células do hospedeiros) e o estado de laténcia,
situagao do ciclo biolégico onde o genoma viral se encontra em forma epissomal no nucleo
da células hospedeira e mantém ativo a expressdo de grupo restrito de genes (Lieberman

2013; Connolly et al. 2011).

Apesar de ser um grupo numeroso, apenas oito espécies de herpesvirus parasitam
naturalmente células humanas: o herpesvirus simples 1 (Human alphaherpesvirus 1 — HHV1);
herpesvirus simples 2 (Human alphaherpesvirus 2 — HHV2), o virus varicela zoster (Human
alphaherpesvirus 3 — HHV3), o virus de Epstein-Barr (Human gammaherpesvirus 4 — HHV4), o
citomegalovirus (Human Betaherpevirus 5 — HHV5); os herpesvirus 6 (Human
betaherpesvirus 6 — HHV6) e 7 (Human betaherpesvirus 7 — HHV7), e o herpesvirus do
sarcoma de Kaposi (Human gammaherpesvirus 8 — HHV8) (Davison et al. 2009). Dentre
esses, destaca-se o virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus - EBV), cuja infec¢ao se associa a

cerca de 1,5% dos casos de canceres em humanos (Young, Yap, and Murray 2016).

O EBV foi orginalmente descrito em 1964, identificado em células derivadas de
linfoma de Burkitt (Figura 1), cancer de elevada incidéncia em criancas africanas residentes
no cinturdo da malaria (Epstein et al. 1965). A infeccdo por esse virus é classificada como
comprovadamente cancerigena para humanos, de modo que o virus foi alocado no grupo |

da IARC (IARC 1997).

Embora mais de 90% da populacdo mundial apresente infeccdo latente pelo EBV, a
carga viral nos individuos infectados tipicamente é baixa sendo a infecgdao assintomatica ou
subclinica. Igualmente, o desenvolvimento de canceres associados a infeccdao pelo EBV

costuma ser evento esporadico (Young, Yap, and Murray 2016).

O EBV pode ser transmitido pela saliva, transfusdo sanguinea e transplante de
Orgdos; aparentemente ndo existe um grupo populacional particularmente suscetivel
infeccdo viral (M. P. Thompson and Kurzrock 2004). O EBV infecta células epiteliais da
orofaringe e ativa replicacdo litica produzindo novas particulas viriais infecciosas. Essas
novas particulas virais migram para o tecido linfoide do anel de Weldeyer, onde infectam
linfocitos B (Figura 2). Subsequentemente o virus pode entrar em ciclo latente, sendo que
seu genoma assume a forma epissomal e hd expressdo de numero limitado de genes,
essencialmente os envolvidos necessarios para manutencdo e replicacdo do epissoma viral

(Rickinson 2014; Young and Rickinson 2004).
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FIGURA 1 Microscopia eletrbnica de células derivadas do

linfoma de Burkitt. Em destaque, a particula do virus de

Epstein-Bar observada pela primeira vez (Epstein et al. 1965)
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FIGURA 2 —Infecg&o pelo EBV em humanos. Infecgdo Primaria: O virus infecta células da orofaringe, nas quais
estabelece ciclo litico (produtivo). As particulas virais difundem-se para o tecido linféide adjacente e infectam
linfocitos B, nas quais estabelecem infecgéo latente. Muitos linfécitos B infectados s&o identificados e eliminados
pela resposta imunitéria, mas alguns linfécitos infectados escapam e se estabelecem como repertério de células
EBV-positivas com supress@o de expressdo de antigenos virais. Infec¢do persistente: Ocasionalmente,
linfocitos B infectados podem ser requeridos em resposta imunitarias, o que deflagra diferentes programas de
laténcia. Essas células podem retornar para o centro germinativo ou se diferenciar em plasmécitos, que se
deslocam para regides de mucosa da orofaringe, onde ocorre reativagéo do ciclo litico. As novas particulas virais
formadas podem infectar células epiteliais da orofaringe, ou linfocitos B, contribuindo para a manutengéo da
infec¢do persistente. No entanto, é provavel que a maioria dessas células sejam removidas pela acdo de
linfocitos T. Adaptado de Young e Rickinson (Young and Rickinson 2004)

A primeira exposicdo ao EBV comumente ocorre durante a infancia, na fase de
lactacdo. A infeccdo primaria é suspeitada nos quadros de mononucleose infecciosa
(“Doencga do Beijo”), nos quais febre e mal estar geralmente sdo queixas frequentes (Balfour,

Dunmire, and Hogquist 2015). Em termos de doencgas neoplasicas, a infeccdo pelo EBV esta
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consistentemente relacionada ao desenvolvimento do linfoma de Burkitt endémico africano
e do carcinoma de nasofaringe (Nasopharingeal Carcinoma — NPC), além da parcela variavel
dos casos de linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin e de carcinomas gastricos (Young, Yap, and

Murray 2016).

A infeccdo de linfécitos B é o mecanismo pelo qual se estabelece a infecgao latente
no hospedeiro, que pode persistir por toda a vida com niveis baixos de producdo de
particulas virais, favorecendo escape da resposta imunitaria (M. P. Thompson and Kurzrock
2004). A entrada viral nos linfécitos B ocorre por endocitose, apds interacdo da glicoproteina
viral gp350/220 (isoformas) com a molécula CD21 (receptor para a fragdo 2 do complemento
- CR2), seguido de fusdo de envelope viral mediada pela proteina viral gp42, que interage
com o moléculas de classe 2 do complexo de antigenos leucocitarios humanos (Human
Leukocyte Antigen — HLA). A entrada do EBV em células epiteliais ainda ndo estd
suficientemente esclarecida, mas demanda fusdo direta do envelope viral com a membrana
plasmatica, o que é mediado pelas glicoproteinas virais BMRF2, gp85 (gH) e gp25 (gL). Essas
moléculas interagem com integrinas 1 e a5 presentes na membrana das células epiteliais
humanas (Shannon-Lowe and Rowe 2011; Lindsey M. Hutt-Fletcher 2007). Entre 16 e 20h
apos a entrada nas célula, o genoma viral linear adquire circularizacdo, originando um
epissoma; nesse interim, ocorre a expressao dos primeiros genes de laténcia: o antigeno
nuclear de laténcia 2 do EBV (Epstein-Barr Nuclear Antigen 2 - EBNA2) e o antigeno nuclear
LP do EBV (Epstein-Barr Nuclear Antigen Leader Protein—EBNA-LP) (Bornkamm and
Hammerschmidt 2001).

As particulas virais produzidas no hospedeiro apresentam mudanca de tropismo.
Sabe-se que virions produzidos em linfocitos B apresentam menor expressao de gp42.
Adicionalmente, o complexo proteico formando pelas proteinas do envelope viral gHglgp42
pode interagir com o sistema imaturo de HLA2 no reticulo endoplasmatico e ser degradado
(Lindsey M. Hutt-Fletcher 2007; Shannon-Lowe and Rowe 2011). Como resultado, as
particulas virais produzidas nos linfocitos B apresentam maior tropismo por células epiteliais
devido a baixa expressdo de HLA classe Il e CR2/C21. Entretanto, virions produzidos em
células epiteliais apresentam maior expressdo de gp42, ocasionando maior tropismo para

linfécitos B (Ni et al. 2015; Lindsey M. Hutt-Fletcher 2007).
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O DNA linear do EBV é composto por EBE?L £
dupla hélice com cerca de 184 kb, que J
codificam mais de 90 genes. Originalmente,
o0 genoma viral foi mapeado com auxilio da
enzima BamHlI, originando fragmentos de
restricdo nomeados de A a Z de acordo com A

seu tamanho (Munz 2015b). A Figura 3

ilustra a estrutura do genoma do EBV em T

/
EBNASB  \
EBMA3A

forma epissomal. Dois genétipos virais sdo

descritos atualmente, EBV-1 e EBV-2, sendo FIGURA 3 Diagrama do epissoma do EBV com a
localizagao e sentido de transcri¢do de genes virais do

a diferenga presente no genoma ainda ndo
ciclo latente (Murray and Young 2001).

muito bem estabelecido (Palser et al. 2015).

As diferencas gendmicas entre EBV-1 e EBV-2 estdo ligadas principalmente ao gene
que codifica o antigeno nuclear 2 do EBV (Epstein-Barr Nuclear Antigen - EBNA2), com
identidade de sequéncia de 56%. Adicionalmente, foram encontradas variacbes nos genes
para os antigenos nucleares 3A, 3B e 3C do EBV (EBNA3A, EBNA3B e EBNA3C)(Palser et al.
2015). EBV-1 é mais frequente na populacdo caucasiana e asidtica, sendo encontrado em
80% dessas populagdes. Por outro lado, foi relatado um aumento de infecgdao por EBV-2 na
Africa, associado a casos de linfoma de Burkitt. A co-infeccdo pelos dois tipos virais ndo é

habitual, ocorrendo principalmente em individuos imunossuprimidos (Yao et al. 1996).

De modo geral, admite-se que o EBV-1 é mais eficiente que o EBV-2 na
transformacao de linfécitos B (Rickinson, Young, and Rowe 1987). Ademais, EBV-1 apresenta
variantes que podem ser distinguidas por polimorfismos encontrados em alguns de seus
genes (Gorzer et al. 2006). No presente trabalho, duas variantes de EBV-1 sdo investigadas:
B95.8, isolada de paciente americano com mononucleose infecciosa (primeira variante viral
completamente sequenciada), e M81, isolada de um paciente chinés com carcinoma de

nasofaringe (Baer et al. 1984; Desgranges et al. 1976).

O isolado B95.8 do EBV exibe maior capacidade transformadora de linfocitos B em
células linfoblastoéides, enquanto M81 é mais epiteliotrdpica e apresenta elevada taxa de
ativacdo litica espontanea (Tsai Ming-Han et al. 2013). Saliente-se que essas variantes virais

apresentam diferencas para o gene gene BZLF1, que participa na reativacdo do litico, o que
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presumivelmente pode contribuir na patogénese de doencgas associadas ao EBV (Tsai Ming-
Han et al. 2013; Mainou and Raab-Traub 2006). Adicionalmente, é importante notar que a
replicacdo litica viral também contribui no desenvolvimento de canceres relacionados a

infcgao pelo EBV (Shumilov et al. 2017).

Assim como acontece com os demais herpesvirus, o ciclo biolégico do EBV tem duas
etapas, denominadas ciclos litico e latente (Young and Rickinson 2004). Durante o ciclo litico
viral ocorre a expressao da maioria dos genes virais e o genoma do EBV é replicado mais de
mil vezes, originando particulas virais responsaveis pela infeccdo de novas células e outros
hospedeiros suscetiveis (Quadro 1) (Brocqueville et al. 2013). O ciclo litico é deflagrado com
a expressdo dos genes BZLF1 e BRLF1, os quais se ligam a regido de origem de replicacdo
litica OrilLyt, induzindo a ativacdo de mais de cinquenta genes responsdveis pela expressao

de enzimas, transcricao de RNA e replicacdo do genoma viral (Reusch et al. 2015).

O ciclo latente é deflagrado logo apds a infeccdo celular e poucos genes sdo
expressos, de modo a propiciar a manutencao do DNA viral na forma de epissoma nuclear
(Quadro 1) (Young and Rickinson 2004a; D. Wang, Liebowitz, and Kieff 1985). Nessa fase, a
replicacdo do genoma viral requer ligacdo de EBNA1 com a regido minima de replicacdo
plasmidial OriP, sendo sincronizada com a replicacdo do genoma da célula hospedeira;
tipicamente apenas uma cdpia do epissoma viral é gerada (Kang and Kieff 2015).

A expressao de genes virais durante a laténcia caracteristicamente é limitada aos
genes requeridos para a infeccdo persistente. As proteinas virais expressas estimulam a
proliferacdo celular, inibem apoptose e asseguram distribuicdo do genoma viral entre as
células-filhas durante a mitose, além de retardarem a ocorréncia do ciclo litico até momento
oportuno (Yates, Camiolo, and Bashaw 2000; I. G. Miller and EI-Guindy 2002). S3o descritos 3
programas principais de expressao génica no ciclo latente do EBV, denominados laténcias
tipo I, Il e lll (Quadro 2).

A maioria das células malignas em canceres associados ao EBV apresentam infeccao
latente, mas tanto o ciclo litico quanto os programas de laténcia desempenham papeis
relevantes na patogénese dessas doencas. Por exemplo, enquanto os produtos expressos
por genes do ciclo litico podem induzir instabilidade gen6mica em células infectadas, os de
ciclo latente propiciam estimulos para sobrevivéncia das células geneticamente modificadas

(Young and Rickinson 2004). Por outro lado, produtos virais com potencial cancerigeno sao

22



QUADRO 1 Principais produtos virais expressos nos ciclos litico e latente do EBV e suas fungbesconhecidas
(Kaye, Izumi, and Kieff 1993a; H.-P. Li and Chang 2003).

Produtos i Produtos B
Ciclo Litico Ciclo Latente
BZLF1/BRLF1 Ativa express@o dos genes | EBNA1 Liga o epissoma viral ao genoma do
envolvidos no ciclo litico hospedeiro e inibicdo de apoptose em linfoma
de Burkitt.
BHRF1 Homélogo BCL, previne apoptose, | EBNA2 Transativador de genes virais (LMP1) e
ndo essencial para replicagéo viral celulares (c-MYC, CD23); essencial para
transformacéo celular e interage com fatores
de transcrigéo.
BCRF1 Homélogo IL-10; pode regular | EBNA3C Promove a expressdo de LMP1 e media a
negativamente o sistema imune transformacao de linfocitos B.
BALF5 Fator ~de replicagdo; DNA | EBNA-LP Proliferagao de linfocitos B aumenta habilidade
polimerase de EBNA2 para expressar LMP1.
BALF2 Fator de replicagao; proteina DNA | LMP1 Mimetiza receptor CD40; inativa NFkB para
ligante fita simples promover sobrevivéncia celular; promove a
transformacao de linfoma B.
BMRF1 Fator de replicagao e | LMP2A Previne a entrada do ciclo litico; promove
processabilidade sobrevivéncia de linfécitos B.
BSLF1eBBLF4  Fator de replicagdo; complexo | EBERs 1/2 Sobrevivéncia celular; induz expressao de IL-
primase helicase 10;  persisténcia  viral e  aumenta
tumorigenicidade.
BBLF2/3 Fator de replicagdo; componente
do complexo splicing primase
helicase
BKRF3 Fator de replicagdo; DNA uracil
glicocilase
BLLF1 gp350/220 Medeia adsorgéo de EBV e CD21

QUADRO 2 Genes virais expressos e associados com doengas em distintos programas durante a infecgao
latente do EBV (Elgui de Oliveira, Miller-Coan, and Pagano 2016)

Laténcia Genes expressos* Contexto da Infecgéo por EBV
Tipo | (“‘EBNA somente”) EBERs, BARFO, EBNA1, Proliferacdo de linfocitos B células de BL in vivo;
(LMP2A) carcinoma gastrico associado ao EBV.

Tipo Il (“Programa Padrdao”)  EBERs, BARFs, EBERs, EBNA1, Células B do centro germinativo; células neoplasicas

LMPs 1 e 2A de NPC e cLH
Tipo lll (“Programa de EBERs, BARFs, EBNAs (1, 2, 3A, Células B e linfoblastdides; doenca linfoproliferativa
crescimento”) 3B, 3CeLP), LMPs (1,2 e 2B) em imunossuprimidos (PTLD) e imunoblastos (NLH).

* Em todos os programas ha expressédo de um conjunto variado de microRNAs. Em alguns casos de EBV associado ao
carcinoma gastrico também é identificado a expressdo de LMP2A. EBER: small RNAs (EBERs 1 e 2), BARF: transcritos
para a regido BamH/ A (BARFO e/ou BARF1); EBNA: EBV antigeno nuclear; LMP: proteina latente de membrana (Latent
Membrane Protein); Linfoma de Burkitt (Burkitt Lymphoma — BL); cLH - Linfoma de Hodgkin cléssico (Classical
Hodgkin Lymphoma — cHL); Linfoma n&o-Hodgkin (Non-Hodgkin Lymphoma — NHL); Carcinoma de Nasofaringe
(Nasopharingeal ~ Carcinoma NPC); Doenga Linfoproliferativa Pds Transplante (Post-transplant
lymphoproliferative disorders — PTLD).
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melhor documentados dentre os expressos durante o ciclo latente, com destaque para a

oncoproteina viral LMP1.

2.3 Oncoproteina LMP1 do EBV

LMP1 é uma proteina transmembrana do EBV com

propriedades transformantes para linfécitos B e requerida ploto'ole Q0
para o estabelecimento de laténcia (Lam and Sugden \'m:f ?ﬁl“)
2003; H.-P. Li and Chang 2003). E codificada pelo gene viral Jl:')\ll‘.;[lb M{'J';
BNLF1, geralmente expresso nos programas tipo Il e lll da e

2 CTAR-1
laténcia (Quadro 2). Possui 63 KDa (386 aminoacidos) e é (194-232) U
estruturalmente dividida em uma regido aminoterminal
curta (24 aminoacidos), 6 dominios hidrofébicos (22;’:‘3; D
transmembranosos e uma regido citoplasmatica — D
carboxiterminal (200 aminoécidos), composta de trés (350-386)
dominios de ativacdo (C-Terminal Ativaction Region - FIGURA 4 Estrutura da proteina

CTAR) denominados CTAR1, CTAR2 e CTAR3 (Figura 3)(H.- LMP1 doEBV. (Fielding et al. 2001)
P. Li and Chang 2003).

A porgcao aminoterminal de LMP1 é responsavel pela ancoragem e orientagao da
proteina na membrana plasmatica da célula infectada, enquanto os dominios hidrofébicos
respondem pela reorganizacdao do citoesqueleto e alteram a morfologia celular via ativacao
da enzima GTPase Cdc42 (H.-P. Li and Chang 2003). Os dominios CTARs (Figura 5), por sua
vez, deflagram ativacdo de vias intercelulares de sinalizacdo, notadamente NF-«kB, JNK, MAP-
quinases, e PI3K, sendo dependentes da sinalizagdo do fator associado ao receptor de
necrose tumoral 6 (Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Factor 6 - TRAF6) e de
proteinas com dominio de morte associadas ao receptor de TNF (TNF Receptor-associated
Death Domain Proteins - TRADD) decorrente da falta de atividade quinase de LMP1
(Eliopoulos and Young 2001).

EBV LMP1 é estruturalmente homdloga ao receptor CD40, uma glicoproteina
transmembrana com importante papel no sistema imunoldgico e que tem isoformas
expressas em linfocitos B, mondcitos, células epiteliais, eosindfilos e outras (Lam and Sugden
2003). A interacdo de CD40 com seu ligante (CD40L) atua na ativacdo, manutencdo da
sobrevivéncia e proliferacao de linfécitos B, imunidade, ativacdo de vias de sinalizacdo como

NFkB e ERK, formacdo de centro germinativo (Rastelli et al. 2008). LMP1 atua de maneira
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similar a CD40; entretanto, encontra-se constitutivamente ativa, independe de ligante para
ativacao e apresenta efeito citotdxico quando expressada em altos niveis (Lam and Sugden

2003; Lee and Sugden 2008).

Lipid raft

[UNK, ERK? | l—\ y—
e =] S S0

[NFxBa|  [NFxB, ]

FIGURA 5 Regido Carboxi-Terminal. A sinalizagdo de LMP1 resulta da habilidade dos dominios CTAR1 interagir
diretamente com TRAFs ou de CTAR2 que interage indiretamente com TRAFs por meio da ativagdo de TRADD.
As proteinas adaptadoras — TRAFS e TRADD subsequentemente ap6s a interagdo com os dominios CTARs
recrutam os complexos cataliticos multiproteicos contendo indutores da via do NFkB — quinase indutor de NFkB
(NFkB Inducing Kinase —NIK e |kB) e resulta na ativagdo da via candnica e ndo candnica de NFkB . Outras
quinases séo recrutadas por LMP1 por meio de TRAFs incluindo MAPKKKs que contribui para ativagéo da via
do NFkB, MAPK, PI3K e ERK . Adaptado de Young and Rickinson 2004 (Young and Rickinson 2004).

LMP1 contribui para a manutencao do ciclo latente, estabelecimento e progressao de
doencas associadas a infeccdo pelo EBV (Eliopoulos and Young 2001). O potencial
carcinogénico da LMP1 é atribuido a efeitos como indu¢do de replicagio do DNA em
linfocitos B e expressao de proteinas anti-apoptdticas, como bcl-2, mcl-1 e bfl-1 (Mimi and
Yuan 2002; Wei and Sham 2005). Mais recentemente, alguns estudos tém demonstrado que
LMP1 pode contribuir na agressividade biolégica de canceres associados ao EBV, efeitos
relacionados a acdo dessa oncoproteina viral em fenémenos caracteristicos da etapa de
progressdao da carcinogénese, tais como motilidade celular, invasdao e disseminacdao de
células neoplasicas no organismo (Elgui de Oliveira, Miller-Coan, and Pagano 2016;

Horikawa et al. 2011).

Considerado o principal produto oncogénico do EBV, LMP1 atua patogénese de

diversos canceres associados a infeccdo pelo EBV. No carcinoma de nasofaringe a expressdo

25



génica para BNLF1 (LMP1) é identificado em 90% dos casos e, em 60% dos casos LMP1 é

identificada por imunohistoquimca (L. Ma et al. 2014).

A andlise filogenética do gene BNLF1 para 83 variantes de EBV (tipo 1 e 2)
demonstrou a existéncia de 7 variantes génicas e sugere-se que essas variantes codificadas
para LMP1 possam apresentar distintas propriedades transformantes (Palser et al. 2015).
Nomeadas B95. 8, China 1, China 2, China 3, Alaska, Med e NC, essas variantes podem ser
distinguidas pela dele¢ao de 30pb na regido carboxi-terminal, 10pb deleg¢ao na regido amino-
terminal e pela sequéncia aminoacidica, tendo como protdtipo o gendtipo da variante B95.8
(W. E. Miller et al. 1994; C. M. Chang et al. 2009). Por outro lado, as variantes de LMP1
preservam algumas caracteristicas, tais como o cédon 335 (associado o turnover de LMP1), e
as regides CTAR1 e CTAR2, propriedades que sugerem que essas variantes compartilham a

capacidade transformante para linfocitos B (Tsao et al. 2002; Raab-Traub 2012).

Canceres associados ao EBV ocorrem com maior frequéncia em algumas regides
geograficas e estdo relacionados a fatores ambientais e a genética populacional. Além disso,
as formas endémicas de canceres associados ao EBV podem estar diretamente relacionadas
as propriedades biolégicas de determinadas variantes virais (Dheekollu et al. 2017). No
entanto, ainda ndo esta esclarecido se variantes de LMP1 apresentam comportamento
diferente no desenvolvimento de doengas associadas ao EBV (Tsao et al. 2002). Algumas
evidéncias indicam que diferencas entre as variantes de LMP1 apresentam importante papel
no desenvolvimento de canceres: por exemplo, quando comparadas ao protdtipo LMP1
B95.8, as variantes de Cao e C15 apresentam menor resposta imunogénica e maior potencial
oncogénico (Dawson, Port, and Young 2012; Burrows et al. 2004).

Pelo exposto, nota-se que eventuais alteracdes nas propriedades bioldgicas de
produtos do EBV podem ter impacto na patogénese de doencas associadas a infeccdo viral,
notadamente canceres com estreita relagdo com o EBV, como o carcinoma de nasofaringe,

gue sera abordado a seguir.

2.4 Carcinoma de nasofaringe

Distinto tipo de cancer de cabeca e pescoco, o NPC desenvolve-se no epitélio da
nasofaringe principalmente na fossa de Rosenmuller e tuba de Eustaquio (L. D. R. Thompson
2007). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization — WHO) o NPC

pode ser agrupado em trés subtipos de acordo com as caracteristicas histolégicas em
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carcinoma de células escamosas queratinizadas — tipo | e carcinoma de células escamosas
nao queratinizadas — tipo Il e lll os quais abrangem 95% dos casos e predominantemente sao

causados pelo EBV (Houldcroft and Kellam 2015).

Com baixa incidéncia mundial < 1: 100.000, anualmente sdo constatados cerca de
80.000 novos casos e 50.000 mortes (Hildesheim and Wang 2012; Wei and Sham 2005).
RegiGes endémicas como o sul da China (provincia de Guangdong) apresenta os maiores
indices: 20 — 30 : 100.000 anualmente (Ward et al. 2000). Em geral, homens s3ao mais
afetados do que as mulheres — 3:1, sendo a maior taxa de incidéncia registrada na faixa

etdria de 50 - 59 anos com declinio nos anos subsequentes (E. T. Chang and Adami 2006).

A associacdo do EBV ao carcinoma de nasofaringe foi inicialmente descoberto
mediante estudos soroldgicos os quais demonstraram a associacdo de EBV_DNA e antigenos
nucleares (EBNA) em células tumorais de NPC (Razak et al. 2010). Entretanto, sabe-se que o
EBV sozinho é insuficiente para induzir o desenvolvimento tumoral, caracteristica que
denota a necessidade de cofatores como susceptibilidade genética, condicdes ambientais
atrelados ao consumo de nitrosaminas utilizada na salga de peixes, exposicdo a po-de-
madeira, ervas medicinais, consumo de dalcool e cigarros (Hildesheim and Wang 2012; Ward

et al. 2000).

As principais causas da variacao geografica de NPC estdo associados a alimentacao e
ao polimorfismo genético (M. C. Yu and Yuan 2002). A alimentacdo a base de peixes
conservados com sal apresentam nitrosaminas volateis e a utilizacdo de algumas plantas
medicinais, estdo relacionadas a ativacdo do EBV (E. T. Chang and Adami 2006). Individuos
gue apresentam locus polimodrfico para o sistema antigeno leucocitario humano 2 (Human
Antigenic Leucocyte — HLA2) nos alelos HLA — A2, B14, 17 e B46 possuem capacidade
reduzida para apresentar EBV-antigeno (E. T. Chang and Adami 2006; X. Li et al. 2009).
Caracteristicamente é observado nas regides de maior incidéncia de NPC a perda de
heterozigose do cromossomo 3p e pode estar relacionado com a suscetibilidade

populacional em desenvolver NPC (A. S. C. Chan et al. 2000).

Corroborando para o entendimento da variacao geografica, pesquisas comparando a
incidéncia de NPC em diferentes regides constataram que imigrantes chineses que vivem na
América do Norte apresentam elevada frequéncia de NPC. Entretanto, a incidéncia diminui

guando avaliados os descendentes de chineses nascidos nessa regido. Esse fato demonstra
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gue o processo neopldsico provavelvemnte teve inicio quando esses imigrantes ainda

habitavam a regido de origem (E. T. Chang and Adami 2006).

A maioria dos casos de NPC, entre 75% a 90% sdo diagnosticados em estagio
avancado — lll e IV. Isso acontece devido a localizacdo da nasofaringe que torna dificultoso a
realizacdo de exames clinicos (Wei and Sham 2005). Altamente quimiorresponsivo e
radiorresponsivo, o NPC quando descoberto em estagio inicial apresenta uma taxa de cura
de 80% e sobrevida de 5 anos, sendo recorrente em 5% dos individuos. Entretanto,
apresenta elevada taxa de metastase — 50% dos individuos, fato atribuido a vasculariza¢ao
linfatica da nasofaringe que permite rapida difusdo das células cancerigenas e formacgao de
novos sitios metastaticos, principalmente nos ossos, pulmao e figado (K. H. Yu et al. 2005; L.

D. R. Thompson 2007).

A presenga de LMP1 em bidpsias de carcinoma de nasofaringe é um indicativo de sua
participacdo no processo de tumorigenese. A identificacdo de LMP1 por imunodetecc¢do é
baixa, contrario ao observado quando analisado a expressao do gene BNLF1. Segundo Tsao e
colaboradores essa diferenca de expressdo é favordvel ao desenvolvimento de tumores,
uma vez que o nivel estdvel e baixo de LMP1 é suficiente para induzir mudancas
morfoldgicas e fendtipo invasivo. Por outro lado, altos niveis de expressdao de LMP1 resultam

em efeitos citopaticos para linhagens de NPC (Tsao et al. 2002).

2.5 Progressao dos canceres

Os canceres sdao doengas complexas que demandam tempo varidvel (décadas,
usualmente) para se desenvolver desde o surgimento da primeira célula alterada até a
formacdo do tecido neopladsico maligno. Durante esse desenvolvimento tipicamente as
células envolvidas na carcinogénese acumulam mutagdes, que serdo transmitidas para as
células descendentes. A carcinogénese ¢é tradicionalmente dividida em trés etapas
sequenciais, denominadas iniciacdo, promocgao e progressdo, conforme ilustrado na Figura 6

(Tomlinson, Sasieni, and Bodmer 2002).

A iniciacdo, primeiro estagio da carcinogénese, decorre de alteragcdes gendmicas
irreversiveis provocadas por agentes carcinogénicos (e.g., fatores ambientais, incluindo
microrganismos) ou que surgem espontaneamente. O acumulo dessas alteracbes pode
ocasionar instabilidade genética e modificar o fendtipo celular, predispondo as células

alteradas a transformacdo maligna (Hlatky and Hahnfeldt 2014). A célula inicializada pode
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permanecer quiescente sem causar danos ou sofrer expansao clonal pela agdo de agentes
promotores ou eventos regenerativos, comumente associados a inflamagdo cronica. Uma
vez que ocorre a transformacao celular, em condi¢des favoraveis as células malignas passam
a colonizar seu sitio de origem, o que define a ultima fase da carcinogénese: a progressao
tumoral. Nesse estdgio as células transformadas se acumulam e causam alteragdes teciduais
e eventualmente sistémicas que tornam evidente a doencga (i.e., manifestagdo do cancer).

pelo organismo e ocasionalmente gerar metastases (Henry Pitot 1989; Yokota 1999).

| Iniciacdo Transformagao

. Doenca
Tecido Normal | —— Promogio ———> Progressdo ——> Estabelecida

Nivel Celular

Nivel Populac8ode Células

Nivel Tecidual

FIGURA 6 Etapas da Carcinogénese. Adaptado de HLATKY & HAHNFELDT, 2014.( Hlatky and Hahnfeldt 2014)

E durante a progressio que as células neopldsicas podem adquirir capacidade de
disseminagdo. Dois importantes fenbmenos envolvidos na progressao tumoral merecem
destaque: angiogénese e metastase. Com o crescimento do tumor, as condi¢cdes do
microambiente tecidual se tornam deficientes em termos de fornecimento de oxigénio e
nutrientes para as células transformadas em franca proliferacdo. O microambiente hipdxico
enseja a angiogénese, caracterizada pela formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
microvasculatura pré-existentes. A angiogénese é estimulada por diferentes mediadores
guimicos, notadamente os fatores de crescimento vascular endotelial (Vascular Endothelial
Growth Factor - VEGF) e algumas citocinas como SDF1, G-CSF, IL6, PIGF (Dimova, Popivanov,

and Djonov 2014; Moserle and Casanovas 2013).

A metdastase é um processo complexo que envolve a disseminacdo de células

neoplasicas para 6rgaos distantes e adaptacdo ao novo ambiente. Aproximadamente menos
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0,1% das células que infiltram no sistema circulatério desenvolverdo sitios metastatico sem
outros 6rgaos devido as condi¢es que enfrentardo no novo ambiente (Hunter 2004; van Zijl,
Krupitza, and Mikulits 2011). Caracterizado pelo desligamento de células malignas do tumor
primario e disseminag¢do para outros sitios por meio da circulagdo sanguinea e/ou linfatica, o
processo metastdtico é pormenorizado pelos seguintes acontecimentos que conduzird a
célula tumoral a outro dérgdo: | — Infiltracdo local de células tumorais em tecidos adjacentes;
Il — migragao transendotelial; Ill — sobrevivéncia no sistema circulatério; IV — extravasamento
e V — proliferacdo subsequente em 6érgaos competentes (van Zijl, Krupitza, and Mikulits

2011; Eger and Mikulits 2005).

No caso de neoplasias de histogénese epitelial, o potencial de disseminacao
neopldsica se correlaciona com a ocorréncia do fendmeno de transicao epitelial-
mensequimal (Epithelial-Mesenchymal Transition - EMT), que tipicamente propicia maior

motilidade e sobrevivéncia da célula.

2.6 Transicao Epitelial-Mesenquimal

A ativacdo do programa de EMT em células tumorais é considerado um dos
mecanismos criticos para a aquisicdo do fendtipo maligno. Definido como o processo
bioldgico que permite as células epiteliais assumir o fendtipo mesenquimal é caracterizado
pela perda de juncbes intercelulares, reorganizacdo do citoesqueleto, mudancas
metabdlicas, aquisicdao de habilidade invasiva e migratdria, subversao da senescéncia celular
e apoptose (Thiery 2002).

Durante a EMT, as células epiteliais regulam negativamente suas propriedades
adquirindo caracteristicas de células mesenquimais. As células epiteliais perdem adesdo e
ganham motilidade devido a supressao das juncdes celulares e da polaridade baso-apical.
Células em EMT caracteristicamente apresentam expressdao diminuida das proteinas
claudina e ocludina (componentes da z6nula ocludente), além de caderina-E, culminando
com ativacdo da sinalizacdo proporcionada por B-catenina, que aumenta o potencial

migratdrio e invasor da célula (Figura 7) (Lamouille, Xu, and Derynck 2014).

Identificado durante o desenvolvimento embriondrio, o processo de EMT permite as

células transitarem entre o fenédtipo epitelial e mesenquimal. Posteriormente, foi constatado
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gue esse processo pode ser reativado para originar tecidos adultos a partir da conversdo de

células epiteliais em mesenquimais e reativado em algumas doengas como o cancer (Nieto

et al. 2016).
Fenétipo Epitelial Fenétipo Intermediario Fenétipo Mesenquimal
g Células em Transi¢ao ~ = =
(DO Mty (AR ML )N ) RNy U ‘”,| P
) 1 S 2 3 .
3 2 g 3 H i F Yl & == _J—
. = %
. ~2 ~ad — > =
_
Marcadores Epiteliais Fatores Transcricionais Marcadores Mesenquimais
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FIGURA 7 Transicdo epitelial-mesenquimal. O processo de EMT envolve a transi¢do funcional de células
epiteliais polarizadas em células mesenquimais méveis e secretam componentes da matriz extracelular. Os
marcadores utilizados para fendtipo epitelial e mesenquimal estéo listados abaixo e a trocadesses marcadores
definem a expressdo do fendtipo mesenquimal. A deteccdo de células expressando ambos os marcadores é
impossivel para a detecgdo de todas as células mesenquimais que se origiranaram a partir de células epiteliais
via EMT, e célula mesenquimais expressam todos os marcadores epiteliais antes da transicdo estar completa.
Adaptado de (Kalluri and Weinberg 2009)

Atualmente sdo reconhecidos trés tipos de EMT e representam processos bioldgicos
distintos com alteragbes na expressdao génica que favorecem a aquisicdo do fenétipo
mesenquimal: EMT Tipo 1 - Associado com a implantacdo e formacdo do embrido,
desenvolvimento de tecidos e drgaos; EMT Tipo 2 - Associado ao processo de cicatrizagao e
regeneracdo de tecidos e fibrose de érgaos; EMT Tipo 3 - Associado a células neoplasicas que
previamente sofreram alteracGes genéticas e epigenéticas, especificamente em genes que

favorecem a expansao clonal (Shook and Keller 2003; Kalluri and Neilson 2003).

Células de carcinoma que apresentam ativacdao do processo de EMT podem invadir
tecidos adjacentes e metastasiar. Caracteristicamente, células de carcinoma em EMT retém
muitas caracteristicas epiteliais demonstrando a expressdo de fenétipo intermediario o qual
contribui para migracdo, adesdo e invasdo tecidual (Nieto et al. 2016). As células de
carcinomas que conseguem se estabelecer em outra regido passam pelo processo conhecido
como transicdo mesenquimal-epitelial, processo que favorece as células a expressarem
novamente o fendtipo epitelial contribuindo para a expansao clonal das células cancerigenas

e colonizacdo do novo ambiente tumoral (Banyard and Bielenberg 2015; Brabletz 2012).
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Um numero distinto de alteragGes moleculares estdo envolvidos na ativacdo do
processo de EMT e incluem alteragdo de fatores transcricionais, expressdao de proteinas de
superficie celular, reorganizacdo e expressao de componentes do citoesqueleto, sintese de
proteases que degradam componentes da matriz extracelular (Matrix Extracellular - MEC),
moléculas de sinalizacdo oriundas do microambiente tumoral (e.g. fatores de crescimento) e
mudanca na expressao de microRNA’s (Banyard and Bielenberg 2015; Nollet, Kools, and van
Roy 2000). Essas alteracdes podem ser avaliadas por meio da expressdo génica diferencial

utilizando os principais genes envolvidos nesse processo como biomarcadores.

2.6.1 Marcadores de Transi¢ao Epitelial-Mesenquimal

Durante a progressao tumoral observa-se alteragdes na expressdo de genes
responsaveis por codificar proteinas que permite adesdo e polaridade celular. Essas
alteragdes contrapdem com o aumento da expressdo de fatores transcricionais que
reprimem a expressao genes epiteliais e ocasionam a expressdo de genes responsaveis por
codificar caracteristicas mesenquimais. Esses genes podem ser utilizados para a andlise de

EMT (Nieto et al. 2016).

Marcadores Epiteliais

Caderina-E (CDH1)
Constituinte das jun¢des aderentes em tecidos epiteliais caderina-E é uma

glicoproteina calcio dependente que atua no estabelecimento e manutencado da polaridade e
adesdo celular, reconhecimento de células adjacentes por meio do dominio extracelular e
interacdo com o citoesqueleto de actina pela interacdo entre o dominio citosélico e
cateninas (Gonzalez and Medici 2014; Jeanes, Gottardi, and Yap 2008). Caracterizado como
supressor de invasao e metdstase, caderina-E é um componente chave para a manutencao
da integridade epitelial sendo reconhecido como principal alvo dos carcinomas (Berx and
van Roy 2009).

Estruturalmente caderina-E é formada por um dominio citoplasmatico de 150
aminoacidos, um dominio transmembrana e um dominio extracelular com
aproximadamente 550 aminoacidos a qual é subdividida m 5 dominios denominados de
repeticbes extracelular de caderina EC1,EC2,EC3,EC4 e EC5(van Roy and Berx 2008). O

dominio extracelular é responsavel pela adesao e liga-se ao ectodominio de caderina-E das
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células adjacentes. O dominio citoplasmatico, conservado entre as caderinas classicas,
interage com cateninas a ¢ B e liga caderina-E ao citoesqueleto de actina (Goodwin and

others 2004).

A mudanga no padrao de expressdao de caderinas constitui uma caracteristica
importantissima para a aquisicao do fendtipo mesenquimal e caracteriza-se pelo bloqueio
ou diminuigdo da expressao de caderina-Ee expressao aumentada de caderina-N (Kalluri and
Weinberg 2009a). O bloqueio da expressdo de caderina-E ocorre a nivel de mRNA e proteina
por meio de metilacdo, mutacdes e controle transcricional (Wheelock et al. 2008; Jeanes,
Gottardi, and Yap 2008). A desestabilizagdo das jungdes aderentes permite a clivagem de
caderina-E e degradacdo pelas metaloproteases (van Roy and Berx 2008). Como
consequéncia, catenina- fica livre no citoplasma e sua degradag¢do é impedida pela agdo da
via Wintless - Wnt a qual migra para o nucleo e ativa a via Wnt canonicamente contribuindo
de forma substancial para a progressdao tumoral mediante a ativacdo da expressdo dos
fatores transcricionais — Snail, Twist e Zeb-1 e consequentemente, ocorre a inibicdo de

expressao de CDH1 (Hu et al. 2015).

Z6nula Ocludente (Z01)
Membro da familia de proteinas guanilato quinase associada a membrana

(Membrane Associated Guanylate Kinases — Maguk), zonula ocludente 1 é uma proteina
periférica localizada em regides juncional e atua recrutando varios tipos de proteinas para a
formacao da placa juncional, organiza¢do do citoesqueleto, transdugao de sinal, modulador
transcricional e manutencdo da polaridade celular (Gonzalez-Mariscal et al. 2016). Em
células epiteliais a proteina z6nula ocludente é necessdria para a formagao de jungdes de
oclusdo (Tight Juntion — TJ), estrutura de adesdo celular que regula o movimento de ions,
macromoléculas e células dentro do espaco paracelular e mantém a polaridade celular

bloqueando a difusdo livre de lipideos e proteinas (Runkle and Mu 2013).

A expressdo reduzida de ZO1 correlaciona-se com o desenvolvimento de céancer,
dediferenciacdo celular e progndstico ruim em varios canceres (eg. pulmao e figado) e baixo
nivel de expressdo de ZO1 estd relacionado com o surgimento de metastase, onde a
deplecdo de zo6nula ocludente 1 aumenta a permeabilidade vascular (Gonzalez-Mariscal et

al. 2016).

Citoqueratinas 8 e 18 ( KRT8 / KRT18)
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A mudancga fenotipica observada nas células durante EMT envolve alteracdo na
composicao dos filamentos intermedidrios, sendo observado aumento na expressdao de
vimentina e diminuicdo de citoqueratinas (Fortier, Asselin, and Cadrin 2013). Citoqueratinas
8 e 18 (Keratins — K) expressas em células epiteliais compde os filamentos intermedidrios
dessas células e tém por funcdo a manutencdo da integridade celular, estabilidade
mecanica,contato celular, polarizagdo apico-basal, posicionamento das organelas no
citoplasma, ancoragem de proteinas na membrana e interacdo com vias de sinalizacdo
celular que regulam apotose e motilidade celular (Moll, Divo, and Langbein 2008; Oriolo et
al. 2007). As queratinas constituem uma grande familia de proteinas expressas por 54 genes
e sao classificadas de acordo com o ponto isoelétrico em tipo | — dcidas (K9-K28) e tipo II-
neutra / basica (K1-K8, K71-K80) que formam dois clusters de genes localizados nos
cromossomos 17g21.2 e 12g13.13. Entretanto, queratinas sdo moléculas heteropoliméricas
e sua formacao e estrutura depende do pareamento das queratinas tipo | e Il (Schweizer et

al. 2006).

Citogueratinas 8 e 18 sdo co-expressas e constituem o par de citoqueratinas primario
de células epiteliais (Moll, Divo, and Langbein 2008). Expressa pelos genes KRT8 e KRT18 os
guais se encontram no mesmo locus do cromossomo 12g13.13 e transcritos em sentido
inverso (Invert Repeat), ambos sdo utilizados como biomarcadores de EMT devido a
alteracdes patoldgicas envolvendo diferenciacdo e proliferacdo de células cancerigenas
(Karantza 2011). Entretanto, a expressdo alterada dessas queratinas - dowregulated /
overexpression estdo relacionados com a progressdo tumoral. A expressdo de K8/K18 em
células cancerigenas é mantida até aquisicdo do fendtipo maligno e desprendimento do
tumor primadrio. Apds o estabelecimento do sitio metastatico as células voltam a expressar
K8/K18 por meio do processo de Transicdo Mesenquimal-Epitelial (Mensenckymal-Epithelial
Transition - MET) (Karantza 2011). A repressdo de K8/18 favorece a invasdo celular devido a
expressdo aumentada de claudina via ativacdo de PI3K/Akt e NFkB (Fortier, Asselin, and
Cadrin 2013). Em alguns carcinomas como melanoma a expressdao de K8/K18 é mantida e
ocorre a co-expressao de vimentina via ativacdo de Akt-2, favorecendo a motilidade celular e

a invasdo de tecidos adjacentes (Chu et al. 1996; Fortier et al. 2010).

Marcadores Mesenguimais

Caderina-N (CDH2)
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CDH2 é um dos principais genes que se encontra hiperexpresso durante EMT e
frequentemente estd alterado em canceres agressivos. O transcrito de CDH2 é a proteina
caderina-N e sua expressdo aumentada em células epiteliais neopldsicas faz com que as
neoplasias sejam mais agressivas por apresentarem maior capacidade de interagir com células
ou tecidos caderina-N positivo comoestroma e endotélio.Essa interacdo facilita o acesso a
circulagdo, penetracdo e sobrevivéncia em drgdos distantes da neoplasia primaria (Berx and van
Roy 2009). Embora o aumento da expressdo de caderina-N ndo faca com que o tumor aumente
de volume, potencializa a via de sinalizacgdo ERK e aumenta a expressio de MMP9
desestabilizando as jun¢des aderentes e aumento de motilidade (Hu et al. 2015; Berx and van

Roy 2009).

Vimentina (VIM)
Componente dos filamentos intermedidrios do tipo 3 em células mesenquimais,

vimentina forma uma rede com organizacdo radial e estende do nucleo para a periferia
celular (L. Chang and Goldman 2004). Caracteristicamente os filamentos intermedidrios
formados por vimentina apresentam motilidade e constante organizacao, sendo facilitado
pela interacdo com a rede de microtubulos e acdo das proteinas motoras cinesina e dineina
(Clarke and Allan 2002).

Conservado evolutivamente entre as espécies os filamentos formados por vimentina
apresenta similaridade e atuam conferindo resisténcia mecanica, organizacao de proteinas
envolvidas na adesdo, migracdo e sinalizacdo celular, distribuicdo espacial das organelas
celulares, morfologia nuclear e organizacdo da cromatina(lvaska 2011; Satelli and Li 2011).
Durante o desenvolvimento embriondrio vimentina apresenta papel primordial na
gastrulacdo e migracdo das células que formam a crista neural (Chernoivanenko, Minin, and
Minin 2013). Em células tumorais a expressdo de vimentina resulta em alteracdes
morfoldgicas aumentando a capacidade migratéria (Mendez, Kojima, and Goldman 2010;

Chernoivanenko, Minin, and Minin 2013).

Fibronectina (FN1)
Fibronectina é uma glicoproteina extracelular encontrada na forma solldvel e

insoluvel é formada por dois mondmeros unidos por pontes disulfidricas e pelos médulos
denominados de F1, F2 e F3. De cardter ubiquo e abundante na matriz extracelular, atua na

interacdo entre célula e matriz extracelular mediando adesdo e migracdo celular,
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crescimento, diferenciacdo, embriogénese e cicatrizacdo (Potts and Campbell 1994; Singh,
Carraher, and Schwarzbauer 2010). Estruturalmente é organizada como uma rede de fibrila
na superficie celular e interage com receptores de superficie de membrana, sendo a
integrina a5B1 o principal gene receptor (Miyamoto et al. 1998). A intera¢dao entre
fibronectina e integrinas liga a matriz extracelular ao citoesqueleto e as vias de sinalizacdo

intracelular como a via PI3K/AKT (Huveneers et al. 2008).

A utilizagdo de FNI como biomarcador para EMT é limitado devido sua expressao
ocorrer em todos os tipos de EMT e ser expressa por varias células. Entretanto, sabe-se que
em EMT-3 fibronectina é estimulada pela expressao aumentada dos fatores transcricionais
SNAIL e TWIST (Scanlon et al. 2013). Fibronectina tem sido relacionada ao desenvolvimento
de varios tipos de canceres incluindo NPC e esta associada a migracao e invasao celular (L.-J.

Ma et al. 2014; Cao et al. 2015).

Metaloproteinase 2 (MMP2) e Metaloproteinase 9 (MMP9)
A invasdo de tecidos adjacentes ao tumor primario requer o ganho da habilidade em

degradar membrana basal e matriz extracelular - MEC. Essa habilidade resulta da expressao
das gelatinases A ou MMP2 (72 KDa) e gelatinase B ou MMP9 (92 KDa) as quais pertencem
ao grupo de proteases denominadas de metaloproteases de matriz zinco dependente (Sun
et al. 2014). Secretadas na forma de zimogénio, apresentam alta afinidade por coldgeno tipo
IV e estdo relacionados aos processos de angiogénese, invasao, metdstase e resposta imune

pela clivagem de quimiocinas (Jezierska and Motyl 2009).

Em quase todos os canceres a expressao de gelatinases encontra-se aumentada. Com
capacidade para regular o microambiente tumoral, a expressdo de gelatinases ocorre pelas
células cancerigenas e do estroma em reposta a sinalizacdo paracrina por meio do estimulo
de interleucinas, interferons e fatores de crescimento (Radisky and Radisky 2007; Ala-aho
and Ké&hari 2005)

Substancialmente, as gelatinases degradam caderina-E e contribui para ativacdo de
EMT — desprendimento das células do carcinoma, degradacdo de matriz extracelular e
migracdo para o estroma, caracteristicas essenciais para crescimento, invasdao e metastase
de neoplasias (Ala-aho and K&hari 2005). A degradacdo da membrana basal libera fatores
sollveis na circulacdo que contribuem para a formacdo no nicho metastatico em 6érgaos

distantes. A acdo de MMPs expde epitopos de peptideos cripticos na matriz extracelular,
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modifica integrinas e outras moléculas de adesdo em células cancerigenas e por atividade
ativam TGF-B, contribuindo para a ativagao de EMT (Z. Liu et al. 2010; Radisky and Radisky
2010).

Fatores transcricionais

O programa de EMT pode ser ativado em resposta a diversos sinais que induzem a
expressao de fatores especificos de transcricdo denominados de EMT-TFs, como Snail, Slug,
Zeb-1 e Twist, os quais estao envolvidos diretamente no desenvolvimento embrionario,
cicatrizacao, fibrose e metdstase. Esses fatores atuam na repressao transcricional de

caderina-E (Nieto et al. 2016).

Snail 1 e Slug (Snail 2) fazem parte da superfamilia de repressores Snail com dominio
dedo de zinco (Snail superfamily of zinc finger transcriptional repressor) e estruturalmente,
apresentam na regido C terminal de 4 a 6 dominios dedo de zinco C;H, e ligante para o
motivo E-box (5'-CANNTG-3’), sendo essa a regido responsavel por ser ligar ao DNA (Peinado,
Olmeda, and Cano 2007). A expressao desses repressores transcricionais ocorre por meio
dos fatores de crescimento EGF, HGF, TGF-3 e FGH os quais se ligam aos receptores tirosina
quinase (Receptor Tirosina Kinase — RTK’s) e ativam as vias de sinalizacao intracelular RAS-
MAPK ou PI3K-AKT (Y. Wang et al. 2013). Em células cancerigenas a expressao de Snail 1 e
Slug tem como resultado o aumento de motilidade e invasividade devido ao bloqueio da
expressao de caderina-E translocacdo de catenina-B para o nucleo, onde modulard a
expressao dos genes c-Myc e Ciclina D1 deflagrando a expressdo de caracteristicas

mesenquimais (Eger and Mikulits 2005).

Twist um dos principais indutores de EMT, pertence a familia hélice-alfa-hélice basico
(basic-helix-loop-helix — bHLH). A superexpressao de twist esta associada com metdstase
devido ao aumento da expressao de Caderina-N, sintese de fatores pré-angiogénicos e fator
de crescimento endotelial vascular que facilitam a migracdo e intravasdao das células
cancerigenas (Wallerand et al. 2010; T. Horikawa et al. 2007). TWIST comparta-se de
maneira distinta em relacdo a SNAIL, SLUG E ZEB1 e apresenta maior capacidade em
modular a expressdao de caracteristicas mesenquimais do que reprimir a expressao de

caracteristicas epiteliais (Nieto et al. 2016).

Zeb1, membro da familia de fatores transcricionais dominio E-box dedo de zinco (Zing

Finger E-Box Binding), atua como regulador na expressdo de genes epiteliais e mesenquimais
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mantendo os niveis balanceados (Y. Liu et al. 2008). Estruturalmente, ZEB1 apresenta dois
dominios dedo de zinco responsavel por se ligarem ao DNA na regidao de elementos
promotores E-box CAGGTA/G. A regulacdo de genes alvos ocorre por meio do recrutamento
de repressores e co-ativadores. Um exemplo dessa interacdao é repressao do gene CDH1I,
onde ZEB1 atua ligando-se a regido promotora E-box do gene e recruta o co-repressor, a
proteina ligante de regidao carboxi-terminal (C-terminal-binding protein - CtBp), que atua na
remodelagdo da cromatina conduzindo a repressdo de CDH1 e indugdo de EMT (Postigo and
Dean 1999; Zhang, Sun, and Ma 2015). Os niveis elevados de Zebl correlacionam-se com
pobre prognéstico em tumores de origem epitelial, atuando na desregulardo de genes
epiteliais, culminando em metastase e resisténcia a terapias. Zeb1 controla uma extensa
rede de microRNAs relacionados a diversas funcdes celulares. Entres essas, observa-se a
reorganizacdo do citoesqueleto de actina favorecendo a formacdo de estruturas pro-
migratérias devido a repressdo de miR34a e ativacdo de RHO GTPase, e diferenciacao
epitelial por meio da repressdao miR-181 e membros da familia miR-200 (Ahn et al. 2012). No
entanto, niveis baixo de Zeb1 relaciona-se com a transicdo mesenquimal-epitelial, fenbmeno

oposto a EMT (Y. Liu et al. 2008).

A expressdo alterada dos marcadores de transicao epitelial-mesenquimal em células
neoplasicas relaciona-se ao acumulo de mutagdes. Consequentemente, as células
neoplasicas podem disseminar pelo organismo e ocasionalmente gerar metastases, uma das
caracteristicas encontrada no NPC e tem como precursor a proteina LMP1 (Dawson, Port,

and Young 2012).

2.7 LMP1 na progressao tumoral

Requerida para a transformagao de linfécitos B e estabelecimento do ciclo latente do
EBV, LMP1 foi a primeira proteina do EBV a ser identificada com propriedades
transformantes (Lo et al. 2004). Experimentos realizados in vitro e in vivo demonstraram que
LMP1 apresenta capacidade de transformar células e contribui para a formacgao de linfoma e

hiperplasia epitelial (Shair, Schnegg, and Raab-Traub 2009).

Ativa de forma constitutiva nas células, LMP1 atua como ligante independente na
ativacdo das vias de sinalizacdo PI3K, JNK, Rho GTPase, Mapk’s e NFkB e influencia —
proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular (Tsao et al. 2002). As vias de sinalizacdo

do NFkB e PI3K/Akt sdo necessarias a LMP1 para a transformacdo celular e sdo mantidas
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ativas de forma constitutiva (Shair, Schnegg, and Raab-Traub 2009). LMP1 ativa a via do
NFkB por meio das regides CTAR1 e 2 e aumenta a expressdo de proteinas antiapoptéticas
como bcl2, citocinas pré-inflamatérias - IL6/IL8 e fatores angiogénicos — Ciclooxigenase 2
(Cyclooygenase 2 - COX2) e fator de crescimento vascular endotelial (Vascular Endothelial
Growth Factor — VGEF). A ativacdo de PI3K/Akt esta relacionada a proliferagdo, resisténcia

apoptose, motilidade e sobrevivéncia celular (Tsao et al. 2002).

Incentivadas pela ativagdo do processo de EMT, as células neoplasicas de origem
epitelial podem apresentar perda de adesdo, aumento do potencial invasivo e motilidade
celular, contribuindo diretamente para formagdo de metdstases (Thiery 2003). LMP1 ativa o
processo de EMT por meio do aumento da expressao de fatores transcricionais Slug, Snail e
Twist, sendo uma das principais caracteristicas a diminuicdo da expressdao de caderna-E e
aumento de caderina-N (Horikawa et al. 2011). A troca de expressao de caderinas resulta em
perda de adesdo celular, uma das principais alteracGes observadas na progressao tumoral e
relaciona-se com estdgios avan¢ados do carcinoma de nasofaringe (Tsai et al. 2006). Além da
troca de caderina, células em EMT apresentam aumento da expressdo de vimentina,
proteina que forma filamentos intermedidrios de células mesenquimais e aumentada
expressao da metaloprotease MMP9, colagenase que degrada principalmente colageno 4.
Esse fendtipo apresentado por células em EMT é propiciado pela LMP1 e caracteriza o
carcinoma de nasofaringe como um cancer altamente invasivo e metastatico (Lo et al. 2003;

Yoshizaki et al. 1998).

Durante a progressao tumoral, células em EMT tipicamente n3ao apresentam
caracteristicas Unicas do fendtipo epitelial ou mesenquimal. Estudos recentes demonstram
qgue células em EMT apresentam fendtipo intermedidrio (hibrido), caracterizado pela co-
expressao de fatores epiteliais e mesenquimais favorecendo as células a migrarem de acordo
com o ambiente onde se encontram. Células que apresentam o fenétipo intermedidrio sdo
referidas como metastdveis e reflete em maior flexibilidade para ativar e desativar EMT
(Nieto et al. 2016). De forma peculiar, LMP1 modula a interacdo de moléculas de superficie
celular e prepara o ambiente para migracao e invasao. A ativacdo de TGF-f e ativina A por
LMP1 aumenta a expressdo fibronectina e seu principal receptor - integrina a5B1, uma
resposta autdcrina que media sobrevivéncia celular e metdstase Durante a migracao celular

é observado a organizacdo e desorganizacdo de adesdo focal (Focal Adhesion), mecanismo
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mediado pelas integrinas. No processo de formacdo de adesdo focal ocorre a polimerizacdo
de fibras de actina e resulta na formac¢ao de lamelopddios e filopddios, via ativacdao de ERK-

MAPK por LMP1. (M. A. Morris et al. 2016; Wasil and Shair 2015).

Coletivamente, as alteragdes induzidas por LMP1 demonstram o papel dessa proteina

no desenvolvimento e progressao do carcinoma de nasofaringe.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O presente estudo visa verificar a hipdtese de que diferentes formas da oncoproteina
LMP1 do EBV apresentam propriedades distintas no tocante a fendmenos relevantes da

progressdo de canceres, tais como invasao celular in vitro e EMT.

3.2 Objetivos especificos

1. Validar modelos in vitro de células humanas expressando de forma estdvel a

proteina LMP1 dos isolados B95-8 e M81 do EBV;

2. Analisar o grau de invasao e migracao in vitro de células humanas expressando a

proteinaLMP1 dos isolados B95-8 e M81 do EBV;

3. Investigar as propriedades da proteina LMP1 dos isolados B95-8 e M81 em

termos da regulacdo de componentes do programa de EMT.
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4 Material e Métodos

4.1 Construtos para expressao de LMP1 do EBV

Vetores para expressdo de LMP1 dos isolados B95.8 e M81 do EBV foram
previamente produzidos em outro trabalho do Grupo de Estudos em Carcinogénese Viral e
Biologia dos Canceres (ViriCan) (Mdiller-Coan 2016). Os construtos foram gerados com
sequéncias abertas para leitura (Open Read Frames — ORFs) do gene viral codificador de
LMP1 (EBV BNLF1) obtidas de plasmideos contendo o genoma completo dos isolados virais
B95.8 e M81 (Quadro 3), gentilmente cedidos pelo grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr.

Henri-Jacques Delecluse (German Cancer Research Center, Heidelberg, Germany).

QUADRO 3 Sequéncia nucleotidica das ORFs de EBV LMP1 variantes B95.8, M81 e suas respectivas
sequéncias aminoacidicas. Em destaque sdo apresentados os sitios de restricdo para as enzimas Hindlll
(AJAGCTT) e BamHI (G| GATCC), os quais foram utilizados no procedimento de clonagem direcional.

ORF EBV LMP1 variante M81 (GenBank Acc# AGZ95236.1):

gcgegeA | AGCTTatggaacgcegaccttgagaggggeccaccgggeecgecacggeccectctaggaccceeccctctecteticcataggecttgetetecttcteetgetettggegetactgt
tctggctgtatatcgttatgagtaactggactggaggagegctecttgtectctattectitgetetcatgcttattattatcattctcateatctttatcticagaagagaccttctctgtceacttggaggecttgg
tctactcctactgatggtcaccctcctactcategcetctetggaatttgcacggacaggcattgtaccttggaattgtgctgttcatctttggetgcttacttgtettaggtctctggatctacttcttggagattet

ctggceggcttggtgccaccatetggeagcettttggecticatectagecttcticctagecatcatectgcttattattgetctctatctacaacaaaactggtggactctattggttgatctectttggetectect
gtttatggccattttaatctggatgtattatcatggaccacgacacactgatgaacaccaccacgatgactccctccegeaccctcaacaagctaccgacgattctagecatgaatctgactctaacte
caacgagggcagacaccacctgctcgtgagtggggcecggegacggacceccactcetgctctcaaaacctaggegceacctggaggtggtectgacaatggeccacaggaccctgacaacact

gatgacaatggcccacaggaccctgacaacactgatgacaatggcccacatgaccegetgectcaggaccetgacaacactgatgacaatggeccacaggaccctgacaacactgatgaca

atggcccacatgacccgctgcctcataaccctagegactctgctggaaatgatggaggecctccaaatttgacggaagaggtigaaaacaaaggaggtgaccgggacccgecttcgatgacag
acggtggcggeggtgatccacaccttcetacgetgettitgggtacttctggttccggtggagatgatgacgacceccacggeccagticagetaagetactatgactaaG | GATCCgegege

Proteina:

MERDLERGPPGPPRPPLGPPLSSSIGLALLLLLLALLFWLYIVMSNWTGGALLVLYSFALMLINLIFIFRRDLLCPLGGLGLLLLMVTLLLIALW
NLHGQALYLGIVLFIFGCLLVLGLWIYFLEILWRLGATIWQLLAFILAFFLAILLIALYLQQNWWTLLVDLLWLLLFMAILIWMYYHGPRHTDEH
HHDDSLPHPQQATDDSSHESDSNSNEGRHHLLYSGAGDGPPLCSQNLGAPGGGPDNGPQDPDNTDDNGPQDPDNTDDNGPHDPLPQ
DPDNTDDNGPQDPDNTDDNGPHDPLPHNPSDSAGNDGGPPNLTEEVENKGGDRDPPSMTDGGGGDPHLPTLLLGTSGSGGDDDDPH
GPVQLSYYD

ORF EBV LMP1 variante B95.8 (GenBank Acc# CAD53472.1)

gcgegeA | AGCTTatggaacacgaccttgagaggggeccaccgggeccgegacggecccctcgaggaccecccctcteetetteectaggecttgetetecttetectectcttggegetactgt
tttggctgtacatcgttatgagtgactggactggaggagecctecttgtectctattectttgctctcatgcttataattataatitigatcatctitatcticagaagagaccttctetgtccacttggagecctttgt
atactcctactgatgatcaccctcctgctcatcgcetctetggaattigcacggacaggcattgticctiggaattgtgctgticatcticgggtgcttacttgtettaggtatctggatctacttattggagatgcet
ctggcgacttggtgccaccatctggeagcettttggecticttcetagecticttcctagacctcatectgctceattattgetetetatctacaacaaaactggtggactctattggttgatetectttggetectect
gtttctggcgattttaatctggatgtattaccatggacaacgacacagtgatgaacaccaccacgatgactccctcccgeacccetcaacaagcetaccgatgattctggecatgaatcetgactctaacte
caacgagggcagacaccacctgctcgtgagtggagccggegacggacceccactetgctctcaaaacctaggegcacctggaggtggtectgacaatggcccacaggaccctgacaacact
gatgacaatggcccacaggaccctgacaacactgatgacaatggcccacatgaccegcetgectcaggacccetgacaacactgatgacaatggeccacaggacccetgacaacactgatgaca
atggcccacatgacccgctgcctcatagecctagegactcetgctggaaatgatggaggccectccacaattgacggaagaggtigaaaacaaaggaggtgaccagggeccgectttgatgacag
acggaggcggceggtcatagtcatgattccggecatggeggeggtgatecacaccttectacgcetgcttttgggttctictggttccggtggagatgatgacgacceecacggeccagttcagetaage
tactatgactaaG | GATCCgcgcge

Proteina:

MEHDLERGPPGPRRPPRGPPLSSSLGLALLLLLLALLFWLYIVMSDWTGGALLVLYSFALMLIIILIIFIFRRDLLCPLGALCILLLMITLLLIALW
NLHGQALFLGIVLFIFGCLLVLGIWIYLLEMLWRLGATIWQLLAFFLAFFLDLILLIALYLQONWWTLLVDLLWLLLFLAILIWMYYHGQRHSDE
HHHDDSLPHPQQATDDSGHESDSNSNEGRHHLLYSGAGDGPPLCSQNLGAPGGGPDNGPQDPDNTDDNGPQDPDNTDDNGPHDPLP
QDPDNTDDNGPQDPDNTDDNGPHDPLPHSPSDSAGNDGGPPQLTEEVENKGGDQGPPLMTDGGGGHSHDSGHGGGDPHLPTLLLGS
SGSGGDDDDPHGPVQLSYYD
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As ORFs amplificadas de EBV BNLF1 foram inseridas no vetor-base comercial
bicistronico pEFla-IRES-ZsGreenl (Clontech, Mountain View CA, USA) (Figura 8). Esse
plasmideo, doravante denominado pZsGreen, possui sequéncia interna de entrada
ribossomal do virus da encefalomiocardite (Encephalomyocarditis Virus Internal Ribosome
Entry Site - IRES), posicionada entre o sitio multiplo de clonagem (Multiple clonege site —
MCS) e de gene que codifica uma versao aprimorada de uma proteina verde fluorescente
(Green Fluorescent Protein — GFP), a ZsGreenl. Assim, possibilita expressdo continua e
simultanea da proteina de interesse (LMP1) e da proteina repdrter (ZsGreenl). A expressao
continua do transcrito de LMP1 é dirigida pelo promotor para fator de alongamento humano
alfa 1 (Human Elongation Factor 1 Alpha - EF1-a), que possibilita expressdao robusta e

constitutiva do transgene.

by EFlalfa

EBV LMPI
(gene BNLF1)

Sim: Poli A pZsGLMP1B95-8
HSV TK
pZsGLMPIM&1
7655pb
Kanamicina/
Neomicina SV40 ori IRES2
FIGURA 8 Mapa dos construtos gerados com o
ZsGreen 1 gene BNLF1 do EBV, codificador da
Sinal Poli A oncoproteina viral LMP1 (Mdller-Coan 2016)

precoce SV40
4.2 Linhagens celulares e transfecgao celular

Como modelos experimentais foram empregadas as linhagens NP69 (células
imortalizadas de epitélio nasofaringeo) gentilmente cedidas pela Professora Dr2. Ethel
Cesarman (Cornell University, NY — USA) e HEK293 (células embriondrias de rim humano).
Adicionalmente, foram empregadas como controles em experimentos de expressdo génica
as linhagens RWPE1 (células epiteliais imortalizadas de préstata humana) gentilmente
cedidas pela Professora Dr2. Flavia Delella (Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP),
HaCat (queratindcitos humanos imortalizados e aneuploides), FGH (fibroblatos gengivais
humanos) e Saos-2 (células de sarcoma osteogénico humano primario) ambas cedidas pelo
Professor Dr. Willian Zambuzzi (Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP). Células NP69

foram cultivadas com meio para queratindcitos (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
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suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), fator de crescimento epidérmico
(Epidermal Growth Factor — EGF) e extrato de pituitaria bovina (Bovine Pituitary Extract -
BPE). Células HEK293, HaCat e FGH foram mantidas com meio Eagle modificado por
Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Mediun — DMEM) suplementado com 10% de SFB, e
células Saos-2 com meio McCoy’s 5A modificado (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)
suplementado com 10% SFB. Todas as linhagens tiveram seus meios acrescidos de 0,4% de
gentamicina e foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5% de CO,. As
células foram rotineiramente subcultivadas quando alcangavam confluéncia de 80%. Para
tanto, foram dissociadas com tripsina 0,25%, centrifugadas a 240 x g por 5min, lavadas com
solucdo salina fosfato tamponada de Dulbecco (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Salin —

DPBS) e semeadas.

Procedeu-se extragdo de DNA de aproximadamente 1,0x10° células de cada linhagem
empregando o sistema comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison,
WI, USA), de acordo com protocolo do fabricante, para procedimentos de reautenticacao
celular e pesquisa de contaminacdo por micoplasma. O DNA obtido foi quantificado por
espectrometria UV em equipamento NanoVue (GE Healthcare, Little Chalfont
Buckinghamshire, UK, England) e armazenado a -20°C até uso oportuno. A autenticidade
genética das células foi verificada por meio de analise de repeticdes curtas em tandem
(Short tandem Repeats — STRs) com sistema comercial GenePrint 10 (Promega), conforme

instrucdes do fabricante. O perfil obtido cada linhagem esta indicada no Quadro 4.

QUADRO 4 Autenticac@o de linhagens de células. Todas as linhagens utilizadas foram analisadas comparando-
se os perfis de STR obtidos com os apresentados em biorepositérios ou publicados na literatura.

Linhagem Linhagem e perfil STR obtido Perfil referéncia
FGH: THO1: 9, 9.3; D21S11*: 29, 30;D5S818: 12, 13; D13S317: 9, 13; D7S820: 10, Nd

11;D16S539: 11, 11;CSF1PO: 10, 12;AMEL: X, X;vWA: 15, 18; TPOX: 9, 11 -
HaCat: THO1: 9.3; D21511: 28,30.2; D5S818: 12; D13S317: 10,12; D7S820: 9,11; 2GS 300493

D16S539: 9,12; CSF1PO: 9,11; AMEL. X; vWA: 16,17, TPOX: 11,12

HEK293:  THO1:7,9.3; D21S11: 28, 30.2; D5S818: 8; D13S317: 12, 14; D7S820: 11, 12;

D168539: 9, 13: CSFAPO: 11, 12: AMEL: X: VWA: 16, 19: TPOX: 11 *ATCC CRL-1573

NP69:  THO1: 7;D21S11: 31; D5S818: 11: D13S317: 10, 12; D7S820: 11: D16S539: 11, 12: (. Y.-Y. Chan et al.
CSF1PO: 12, 13: AMEL: X, Y: VWA: 16, 19: TPOX: 11 2008)
RWPE-1  THO: 8,9.3: D5S818: 12,15: D138317: 8,14: D75820: 10,11: D16S539: 9.11:
CSF1PO: 13: AMEL: XY: VWA: 14.18:TPOX: 8,11 ATCC CRL 11609
Sas2  THOT:69; DSSBIG: 12; D13S3NT: 12,13; D7SE20: 8,10; D16SSA0: 1213, CSFIPO: -\ moer

10; AMEL: X; vWA: 18; TPOX: 8)

'N.d.: ndo disponivel publicamente (células priméarias). 2 CLS: Cell Line Service; *ATCC: American Type Culture Collection
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Todas as linhagens foram também certificadas como livres de contaminagdo por
Mycoplasma sp pela pesquisa dos micro-organismos por meio de reagao em cadeia de
polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) com iniciadores previamente descritos

(Uemori et al. 1992).

Para as transfec¢bes génicas, células NP69 e HEK293 foram cultivadas conforme
previamente indicado até confluéncia de 80%, quando foram dissociadas com tripsina,
lavadas com DPBS e semeadas em placa de 24 pocos (7,5 x 10* células/poco). Apds
incubagdo por 24h, as células foram transfectadas com o vetor-base pZsGreen ou os
construtos pZsGLMP1 _B95.8 e pZsGLMP1_M81 empregando o reagente Effectene
Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA), com protocolo baseado nas
recomendacOes do fabricante. Os experimentos foram efetuados em 72h pds-infecgao,
tempo determinado considerando os resultados obtidos em termos de taxa de transfeccao,

estimada com base na fracdo de células expressando GFP.

4.3 Imunodetecgdo de EBV LMP1

A confirmacdo da expressao de LMP1 em nivel proteico nas células transfectadas foi
efetuada por meio de western blotting (WB) empregando lisados totais das células HEK293 e
NP69 em 72h pods-transfeccdo. Os lisados celulares foram gerados empregando tampao
radioimunoprecipitacdo modificado (Radioimmunoprecipitation Assay Buffer - RIPA) e
subsequentemente foi feito a quantificacdo de proteinas totais empregando o reagente
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), de acordo
com o protocolo do fabricante. Em sintese, 20 ug de proteinas totais de cada amostra foram
incubados com B-mercaptoetanol a 95°C por 5min e subsequentemente aplicados em gel de
poliacrilamida 10% contendo dodecil sulfato de sddio (Sodium Dodecyl! Sulphate - SDS). Foi
efetuada eletroforese a 120V por 90 min em sistema Mini Protean Il Dual Slab Cell (BioRad,
Hercules, California, EUA), seguindo-se transferéncia das proteinas separadas para
membrana de nitrocelulose a 330A por 90min em sistema Mini Transblot Electrophoretic
Transfer Cell (BioRad). Apds a transferéncia as membranas foram coradas em solucdo de
Ponceau para andlise da eficiéncia de transferéncia. As membranas foram entdo descoradas
em solugdo TBST (Tris/Salina Tamponada/Tween-20 — férmula: 50 mM Tris, 150 mM

NaCL0,1% Twenn 20 0,5 ml e H,O quantidade suficiente para 1.0 litro) e submetidas a
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bloqueio de ligacdes inespecificas por meio de lavagem com TBST contendo 5% de albumina

de soro bovino (Bovine Serum Albumin - BSA) por 2h sob agitacdo constante.

Para imunomarca¢dao foram utilizados anticorpo contra a proteina LMP1 do EBV
clones CS1/2/3/4 (Santa Cruz Biotechnology, Dalllas, Texas - EUA) sintetizado em
camundongo (mouse) e, como controle, anticorpo para B-Actina (Sigma A2066) sintetizado
em cabra (goat). Ambos anticorpos primarios foram empregados diluidos 1:1000 em BSA e
incubados com a membrana por 12h. Ao término da incubagdo dos anticorpos primarios a
membrana foi lavada com solugcdo TBST por 10min e os anticorpos secundarios foram
empregados anti-camundongo (Santa Cruz Biotchnology) e anti-cabra (Abcam, Cambridge,
Reino Unido) diluidos 1:2000 em BSA e aplicados para incubacdo por 2h em temperatura
ambiente. Apds as incubagdes, a membrana foi lavada com TBST por 5 vezes - 3,0 minutos
cada lavagem. Para deteccdo, a membrana foi incubada por 1min. com solucdo para
guimiluminescéncia em cadmara escura (Enhanced Chemiluminescent — ECL, Life) conforme
instrucdes do fabricante e o registro feito no analisador de gel G:BOX F3 Fluorescence

Imaging System (Syngene, Bommasandra, Bengaluru, India).

4.4 Anadlise funcional dos vetores contendo as ORFs de LMP1

Para validacdo funcional de LMP1 foi realizado o ensaio de luciferase utilizando o
vetor repoérter pcDNA3.1-NFkBLuc, o qual proporciona a expressao da luciferase do vaga-
lume dependente de ativacdao de elemento NFkB-responsivo em seu promotor. Células
HEK293 foram transfectadas com os vetores pcDNA3.1-NFkBLuc e o vetor pGL4.74
(Promega), este ultimo para expressdao constitutiva da luciferase do cnidario Renilla
reniformis, e os construtos pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81, para expressao de EBV
LMP1. O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos utilizando o sistema Dual-Luciferase
Reporter Assay System (Promega), conforme protocolo do fabricante. As leituras de
luminescéncia foram efetuadas em equipamento GloMax Explorer (Promega) e os resultados

foram obtidos para trés experimentos independentes empregando triplicatas.

4.5 Viabilidade Celular

Foi efetuada andlise de viabilidade celular por meio de ensaio colorimétrico com
reagente CellTiter®Aqueos Solution, de acordo com o protocolo do fabricante (Promega).

Para tanto, 1,0x10° células (HEK293 ou NP69) foram semeadas por poco em placa de 24
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pocos. Apds 24h as células foram transfectadas com o vetor base pZsGreen e os vetores
pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81, conforme previamente indicado. As células foram
entdo tripsinizadas e incubadas por 60 min com o reagente CellTiter ®Aqueos Solution em
placa de 96 pogos, seguindo-se leitura a 490nm em equipamento leitor de microplacas

BioRad modelo 680 (Bio-Rad).

4.6 Estimativa das taxas de morte cellular por apoptose

As taxas de apoptose nas células expressando LMP1 dos isolados B95.8 e M81 do EBV
foram estimadas por meio de ensaio baseado na emissao de luminescéncia em decorréncia
de ativagdo das caspases 3 e 7. Para tanto, 1,5x10* células transfectadas transientemente
(HEK293 ou NP69) com os vetores base pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1-M81 foram
semeadas por poco em placa de 96 pogos, incubadas a 37°C e atmosfera 5% CO, por 24h. A
ativacdo de caspases foi estimada com o sistema ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Promega)
empregando protocolo fornecido pelo fabricante e leituras efetuadas em equipamento
GloMax Explorer (Promega). Resultados foram obtidos para trés experimentos

independentes.

4.7 Estimativas de migracao e invasao celular in vitro

A andlise de migracao celular das células transientemente transfectadas foi efetuada
empregando insertos de 0,8 um (Greiner Bio-ONe, Niirtingem, Germany) em placas de 24
pogos. Cada pogo da placa foi preenchido com 600 pl de meio DMEM enriquecido com 5%
SFB para quimioatracdo. Em seguida, os insertos foram encaixados na placa e foram
semeadas 1,0 x 10° células por inserto, as quais foram acrescidos 200 pl de meio sem SFB. O
conjunto foi incubado por 12h em estufa com atmosfera de 5% de CO,. Subsequentemente
o conjunto foi desmontado e a parte interna do inserto foi limpa com auxilio de haste de
algodao e lavada com solucdo salina de tampao fosfato (Phosfate Buffer Saline — PBS). A
fixacdo das células foi entdo efetuada com imersdo dos insertos em metanol por 10min,
seguindo-se coloracdao com azul de toluidina por 30s. A taxa de migracao celular foi estimada
por meio de contagem das células que alcancaram a face externa da membrana do inserto
em microscépio 6ptico invertido Primo Vert Inverted Microscope (Carl Zeiss, Oberkochen,

Germany) empregando magnificacdo de 400x.
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A analise do potencial de invasdo in vitro das células transientemente transfectadas foi
realizada com insertos de 0,8 um cobertos com mimético de matriz extracelular Geltrex™
LDEV-Free Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix (Life Technologies). O
mimético (preparado de acordo com protocolo do fabricante) foi depositado na face interna
dos insertos em quantidade de 175 pl/cm?2. Apds 30min de polimerizacdo, os insertos foram
encaixados em placas de 24 pogos e preenchidos com 600 ul de meio DMEM enriquecido
com 20% SFB. Subsequentemente foram semeadas 1,0 x 10° células por inserto em 200 pl de
meio de cultura celular sem SFB. O conjunto foi incubado em estufa com atmosfera de 5%
de CO, por 18h. Apds esse periodo o mimético de matriz extracelular foi retirado dos
insertos e descartado. As células nos insertos foram entao fixadas em metanol por 10min,
seguindo-se coloracdo em azul de toluidina por 30s. A taxa de invasdo celular foi estimada
por meio de contagem das células que alcancaram a face externa do inserto em microscépio
Optico invertido Primo Vert Inverted Microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)

empregando magnificacdo de 400x.

4.8 Analise de expressao génica em nivel transcricional

Para anadlise expressdao génica diferencial, células HEK293 foram transfectadas
transientemente com os vetores base pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M381, sendo
feito a extracao de RNA 72h apds a transfeccdo. Devido ao ndo estabelecimento da linhagem
NP69 expressando de foma estavel a proteina LMP1 e a baixa eficiéncia nos experimentos de
transfeccdo (40% da células), para trabalhar com grupos homogéneos de células
expressando a proteina LMP1 e obter melhores resultados em analise de expressao génica,
células NP69 foram transfectadas transientemente com os vetores base pZsGreen,
pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Apds 72h, as células foram separadas por meio de
selecionador de células ativado por fluorescéncia (Fluorescence-Activated Cell Sorting —
FACS), efetuada no Centro de Apoio e Facilidades a Pesquisa (CEFAP) do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (USP).

Amostras de RNA total das células transfectadas foram extraidas utilizando o sistema
RNeasy Mini Kit (Qiagen) e submetidas a analise de quantidade e pureza por meio de
espectrometria UV com equipamento Nanovue (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido).
Adicionalmente, o RNA obtido foi avaliado quanto a qualidade em analisador de micro

fluidos 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), sendo obtido Indice de
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integridade do RNA (RNA Integrity Number — RIN) superior a 7,0 (Schroeder et al. 2006). As
amostras de RNA foram entdo tratadas com DNase e armazenadas a -80°C até uso oportuno.
A producdo de cDNA foi efetuada com a enzima transcriptase reversa SuperScript® |V (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) em rea¢ées com volume final de 20 pL, compostas de
0,3ug/ul de iniciadores arbitrarios, 0,5mM de dNTPs, 500ng de RNA total, tampdo de reacdo
SuperScript 1x, 10mM DTT, 2U de inibidor recombinante de RNase, e 200U da enzima. As
reacOes foram executadas com incubacao inicial a 65°C por 5min, seguida de 23°C - 10min,
50°C -10min, e 80°C -10min.

Os seguintes genes cujos produtos s3ao relevantes em termos de EMT foram
selecionados para compor painel de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para analise de
expressao em nivel transcricional: CDH1 (Caderina-E), ZO1 (Z6nula de Oclusdo 1), KRT8
(Citoqueratina 8) e KRT18 (Citoqueratina 18), associados a fenétipo epitelial; CDH2
(Caderina-N), Vim (Vimentina), FN1 (Fibronectina), MMP2 (Metaloprotease 2), MMP9
(Metaloprotease 9) associados ao fendtipo mesenquimal e codificadores de fatores
transcricionais SNA/2 (Snail Family Transcriptional Repressor 2 — SLUG), SNAI1 (Snail Family
Transcriptional Repressor 1 - SNAIL), TWIST (Basic helix-loop-helix transcription factors) e
ZEB1 (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1). As estimativas dos niveis de expressao génica
foram calculadas normalizando os resultados dos genes de interesse pelos obtidos para os
controles endégenos RPS18 (Ribosomal Protein S18), RPS13 (Ribossomal Protein 13S) e HSPCB
(Heat Schock Protein 90 Alpha Family Class B Member 1) .

As sequéncias para os iniciadores de gPCR para cada um dos genes indicados foram
obtidas da literatura e analisadas por meio de anota¢do génica empregando sequéncias
disponiveis na base de nucleotideos do Centro Nacional para Informacdo Biotecnoldgica
(National Center for Biotechnology Information— NCBI) dos EUA. Com base na anotacdo,
foram verificados regides de anelamento de iniciadores sense e antisense, potencial de
formacao de dimeros e outras estruturas indesejaveis, e os tamanhos dos amplicons
esperados apds amplificacdo por gPCR. Iniciadores considerados apropriados e selecionados
para os experimentos (apresentados no Quadro S1) foram enviados para sintese dos

oligonucleotideos em servico especializado (Sigma-Aldrich).

Apds sintese, os iniciadores foram submetidos a validacdo e padronizacdo das

condicGes de PCR empregando as seguintes condi¢des iniciais de reacdo: tampao de PCR 1x
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(100mM Tris-HCl pH 8,5 / 500mMKCI), 2,5 mM MgCl, 0,20 mM dNTP, 0,30uM de cada
iniciador, 1U de enzima DNA Polimerase convencional e 200ng de cDNA. As condigdes
iniciais de termociclagem foram: 1 ciclo a 96°C-5 min; 35 ciclos a 94°C-40s, 55°C —1 min, e
72°C-40s (35x); 72°C- 10 min, finalizando a 4°C. A andlise de expressao génica diferencial dos
alvos selecionados para EMT foi efetuada por gPCR com reagentes GoTaq® gPCR Master Mix
(Promega) empregando 5,0ul de master mix, 0,30 mM de cada iniciador e 200 ng/cDNA. O
programa de termociclagem empregado foi 95°C - 2 min; 40 ciclos a 92°C por 30s, 59°C por
20s, e 72°C por 30s, e conclusdo com rampa de temperatura (60°C a 95°C). Para
determinacdo de temperatura 6tima de anelamento de cada par de iniciadores foi realizada
PCR com gradiente de temperatura empregando as condi¢des previamente indicadas, exceto

pelas condi¢des de anelamento, definidas em 57,1°C, 59,2°C e 60,1°C por 40s.

Os pares de iniciadores empregados nos experimentos de qPCR foram avaliados
guanto a eficiéncia de amplificacdo empregando curva de diluicio composta por 6 amostras-
referéncia diluidas a 1:2. As eficiéncias de amplificacao (E) foram calculadas pela férmula E =

10-Wslope) (Syec et al. 2015) e estdo apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1 Dados calculados para analise de eficiéncia de amplificagdo com os iniciadores utilizados nos
experimentos de qPCR para avaliagao da expressdo de genes associados & EMT

Gene-alvo Sip? Ef? Gene-alvo Sip? Ef? Gene-alvo Sip? Ef?
18S -3,43 1,95 HSP90AB1 -3,44 1,95 SNAI1 -3,41 1,96
CDH1 34 1,96 KRT18 -3.3 2 SNAI2 3,23 2,03
CDH2 -3,32 2 KRT8 -3,54 1,91 TWIST -3,45 1,94
EBVBNLF13  -3,33 2 MMP2 -3,41 1,96 VIM -3,41 1,97
FN1 318 2,06 MMP9 -3,36 1,98 ZEB1 3,23 2,03
GAPDH 3,24 2,03 RPS13 -3,31 2 Z0-1 317 2,08

1 Slope calculado; 2 Eficiéncia calculada; ® Codifica LMP1

Os dados obtidos nos experimentos de qPCR foram submetidos ao seguinte célculo:

Taxa de expressdao = (Ef. Alvo) ACtAwvo (Controle - Alvo)
(Ef Ref) ACt Ref. (Controle - Alvo)

Onde,
o Ef. alvo = eficiéncia do iniciador para gene alvo
o Ef. referéncia = média da eficiéncia do iniciadores para genes endogenos
e ACtalvo = enddgeno grupo analisado — gene alvo grupo analisado
o ACt ref= endégeno grupo controle — menos gene alvo grupo controle (Pfaffl 2001).
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Foi constituido um painel de expressdo génica com alvos selecionados para distinguir
possiveis alteragOes relacionadas a expressao de produtos associados aos fendtipos epitelial
ou mesenquimal das células HEK293 e NP69 apds transfec¢do com os vetores contendo as
ORFs das variantes da proteina EBV. A referéncia de expressdao génica relacionada ao
fenétipo epitelial foi baseada na expressdao obtida para os alvos nesse painel para as
linhagens Hacat e RWPE-1 (células epiteliais), e para o fendtipo mesenquimal foram
empregadas as como referéncia as linhagens FGH e Saos2 (endodérmicas e mesodérmicas,

respectivamente).

4.9 Analise estatistica

Foi realizada inicialmente um teste de Normalidade e verificou-se que os dados
apresentavam distribuicdo simétrica, desse modo optou-se pelo Teste T de Student para
realizar comparacgdo entre grupo e expressao génica. Para as varidveis que apresentaram
mais de dois niveis de comparacdo (grupo) — viabilidade celular, ensaio de ativacdo de
caspase 3/7 e expressdo do gene BNLF1 foi realizado ANOVA seguida de Tukey para as
comparacdes multiplas. J& para os dados de contagem de células — ensaio de migracdo e
invasdo, quando comparadas entre os grupos foi ajustado um Modelo Linear Generalizado
com Distribuicdo Binomial Negativa (GENMOD). Considerou-se p<0,05 como nivel de
significancia com intervalo de confianca de 95%. As andlises estatisticas foram feitas no

programa SAS, versao 9.3.
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5 Resultados

5.1 Expressao e atividade de EBV LMP1 nas células transfectadas transientemente

A Figura 9 ilustra células HEK293 e NP69 ndo-transfectadas e transfectadas com os
construtos gerados para expressdao de EBV LMP1 e empregados para os experimentos

efetuados no presente estudo.
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FIGURA 9 Células HEK293 nao-transfectadas observadas em microscpio com contraste de fase (magnificagéo
de 100x) (A), células transfectadas com vetor pZsGLMP1_B95.8 (B) e com pZsGLMP1_M81 (C), observadas em
microscopia de fluorescéncia pela expressao da proteina verde fluorescente (GFP) (magnificagdo de 100x). Em
(D), (E) e (F), células NP69 nao-transfectadas, transfectadas com o vetor pZsGLMP1_B95.8e pZsGLMP1_M81,
respectivamente (magnificagdo de 100X). As imagens A e D representam momentos distintos em relagdo ao
registro das células transfectadas representados em B,C,E e F.

A expressao de EBV LMP1 em nivel transcricional foi constatada em ambos os isolados

do EBV, conforme demonstrado na Figura 10.

Hek293 NP69

Cont. B95.8 MS81 Cont. B95.8 MS81

LMP1 Replicata 1

LMP1 Replicata 2

LMP1 Replicata 3

FIGURA 10 Analise dos produtos de PCR apos eletroforese em gel de agarose efetuada para detecgdo de
transcritos para a oncoproteina LMP1 dos isolados B95.8 e M81 do EBV, expressos em células HEK293 e NP69
transfectadas com o vetor-base e os vetores experimentais pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Em todas as
replicatas de células transfectadas com os construtos contendo a ORF do gene viral BNLF1 observa-se 0
amplicon esperado de 212pb.
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Além de expressarem os transcritos de EBV LMP1, os construtos gerados efetivamente

proporcionaram expressdao da oncoproteina viral, conforme averiguado por imunodetec¢ao

efetuada empregando lisados de células HEK293 transientemente transfectadas (Figura 11).

755 B95.8 M&1

LMP1 . -

B-Actina - - -

63 KDa

43 KDa

FIGURA 11 Expressdo de LMP1 em células
HEK293 transfectadas transientemente com o vetor
base pZsGreen e os vetores pZsGLMP1_B95.8 e
pZsGLMP1_M81. B-Actina: controle endégeno.

A oncoproteina viral LMP1 expressa nas células transfectadas efetivamente

proporcionou ativacdo da via NF-KB, conforme ficou demonstrado pelo ensaio de luciferase

(Figura 12). A atividade de luciferase proporcionada pela ativacdo do elemento NF-KB-

responsivo em seu promotor pela acdo de EBV LMP1 foi significativamente maior nas células

expressando as variantes B95.8 e M81 da oncoproteina viral em relagdo ao controle (vetor-

base), ndo diferindo entre ela.

*k*k

Luciferase (RLU)
=
[

]
Controle B95.8

5.2 Viabilidade celular e apoptose

M81

FIGURA 12 Ensaio da luciferase
expressa sob regulagdo de NF-kB
induzido por EBV LMP1 para analise
funcional dos vetores contendo as
ORFs de LMP1. Células HEK293
expressando as variantes de LMP1
B95.8 e M81 apresentam maior
atividade de luciferase  NF-kB-
responsiva em relagdo as células
transfectadas com o vetor-base base
(* p=0,05; ***p=<0,001, ANOVA)

Conforme observado na Figura 13, células HEK293 ndo apresentaram alteracbes

significativas de viabilidade em funcdo da expressdo das variantes B95.8 e M81 de EBV

LMP1. Entretanto, células NP69 expressando ambas variantes B95.8 e M81 da oncoproteina

viral apresentaram menor viabilidade em relagdo as células transfectadas com o vetor-base.

Entre as variantes de EBV LMP1, células expressando M81 apresentaram menor viabilidade

quando comparado a células expressando a variante B95.8 de EBV LMP1 (p<0,5 ANOVA).
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FIGURA 13 Ensaio de viabilidade celular. Células HEK293 e NP69 transfectadas com o vetor-base controle
pZsGreen, e os vetores experimentais pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. A viabilidade celular para células
HEK293 transfectadas foi semelhante para as trés condicbes apresentadas (p=0,05; ANOVA). Para NPG9,
células expressando as variantes EBV LMP1 apresentaram menor viabilidade celular em relagdo ao controle,
sendo significativo (**p<0,01; **p<0,001; ANOVA). Entre as variantes, células expressando LMP1 M81
apresentaram menor viabilidade em relagéo a células expressando LMP1 B95.8 (*p<0,05; ANOVA).

Em relacdo as taxas de apoptose (estimadas pela ativacdo de caspases 3 e 7), células
HEK293 e NP69 ndo apresentaram diferencas significativas nas trés condi¢cdes experimentais
avaliadas (Figura 14), (p=0,05; ANOVA). Considerando os resultados da analise de viabilidade
celular, esse dado sugere que a menor viabilidade notada para células expressando a
variante M81 de EBV LMP1 (Figura 13) esteja relacionado as propriedades de ativacao litica

que EBV M81 apresenta.
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FIGURA 14 Ensaio de ativagéo de caspase . Células HEK293 e NP69 transfectadas com o vetor-base pZsGreen
(controle), pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Para ambas linhagens HEK293 e NP69 a ativagdo de
caspase nao foi significativa entre os grupos analisados (p=0,05, ANOVA).

5.3 Migragdo e invasdo celular in vitro

Conforme ilustrado na Figura 15, as taxas de migracdo in vitro foram

significativamente maiores em células expressando EBV LMP1 em relag¢do ao controle grupo
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controle (p<0,05; GENMOD), mas foram equivalentes para ambas as variantes da

oncoproteina viral (B95.8 e M81).
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FIGURA 15 Ensaio de migragéo celular in vitro. Nimero de células HEK293 e NP69 que migraram apos 12
horas.Ambas linhagens transfectadas com os vetores pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81 apresentam
numero de células que migraram significativamente maior em relagao ao grupo controle (* p<0,01; **p<0,001 -
GENMOD).

A andlise de invasdo foi feito com células HEK293 e NP69 transfectadas
transientemente com o vetor base e os vetores pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Apds
18 horas de semeadura, os insertos foram analisados. Ambas as linhagens expressando as
variantes de LMP1 apresentaram maior taxa de invasdo em relacdo ao controle (p<0,05,
GENMOD) (Figura 16). Entretanto, quando comparadas, ndo apresentam variacao
significativa (p<0,05, GENMQD).
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FIGURA 16 Ensaio de invasdo celular. Células HEK293 e NP69 transfectadas com o vetor-base pZsGreen
(controle), pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. As células expressando as variantes EBV-LMP1 B95.8 e M81
apresentaram maior capacidade de invaséo em relacdo as células do grupo controle (*p<0,01, **p=<0,001,
GENMOD). Entretanto, quando comparadas as variantes de LMP1 n&o houve diferenga significatica (p=0,05
GENMOD).
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5.4 Analise de expressao génica diferencial

A andlise de expressdo génica em nivel transcricional por qPCR foi efetuada a partir
do RNA total extraido de células HEk293 e NP69 transfectadas transientemente (72h) com o
vetor base e construtos gerados para expressao de LMP1 variantes B95.8 e M81 do EBV. A
expressao do gene BNLF1 (Figura 17) nas células transfectadas com a variante M81 em
relacdo a B95.8 apresentaram diferenca significativa (p<0,001; ANOVA). A variacdo da
expressdo entre os experimentos aponta a variagdo que ocorreu durante a transfec¢do para

ambas linhangens. Experimento feito em triplicata bioldgica e técnica.
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FIGURA 17 Expressao diferencial das variantes génicas de BNLF1 que codifica LMP1. Ambas as linhagens de
células HEK293 e NP69 (selecionadas por FACS) transfectadas com o vetor pZsGLMP1_M81 apresentaram
maior expressdo para o gene BNLF1 em relagdo ao grupo controle (células transfectadas com o vetor
pZsGLMP1_B95.8 (p <0,001; ANOVA).

Em geral, a expressdao de EBV LMP1 em células HEK293 e NP69 transfectadas esteve
associada a um aumento da expressdao de genes cujos produtos estdo relacionados ao
fendtipo mesenquimal (Figura 18), mas ndo houve diferengas consistentes na expressao
génica em relacdo as variantes B95.8 e M81. Para células HEK293 expressando as variantes
de LMP1, os genes CDH2 e SNAI1/SNAI2 sdo menos expressos em relacdo ao grupo controle.
Células HEK293 expressando a variante LMP1 B95.8 apresentaram alteracdao para MMP9
duas vezes mais em relacdo a células expressando a variante LMP1 M81, mas nao
apresentaram diferenca significativa (p=0,5, Teste T Student). Para os outros genes, nao
foram encontradas alteracdes. Por outro lado, células NP69 expressando as variantes da

LMP1 B95.8 e M81 (Figura 19) quando comparadas ndo apresentaram diferencas
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significativas para os genes analisados (p=0,5, Teste T Student). Entretanto, apresentaram
alteragdes em relagao ao grupo controle sendo suprimido a expressao de ZEB1; aumento da
expressao de SNAI2, TWIST, CDH2, VIM, FIN1 e MMPs. A avaliacdo do marcador epitelial
CDH1 em células NP69 nao foi possivel devido a oscilagdes nos resultados de gPCR para
esse gene do grupo controle (células transfectadas com vetor-base). As alteracdes
encontradas em NP69 expressando as variantes de LMP1 estdo associadas ao fenétipo

mesenquimal e demonstram que LMP1 ativa a expressdao de genes associados ao processo

de EMT.
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FIGURA 18 Expressao diferencial dos transcritos de genes selecionados envolvidos na EMT avaliados em painel
de qPCR para células HEK293 transfectadas com os vetores pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. A linha
pontilhada representa o grupo controle (células transfectadas com o vetor-base) sendo significativo Fold Change
>2,0. Os dados de expressdo dos genes de interesse foram obtidos apds normalizagéo feito pelas médias dos
ciclos limiar (Theshold Cycle — Ct) dos genes de referéncia RPS18, RSP13 e HSP90AB1. Células expressando
LMP1_B95.8 apresentaram alteragdo para MMP9 entretanto, ndo houve diferenga significativa para os genes
analisados entre as variantes (p<0,05, Teste T Student). .
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FIGURA 19 Expresséo diferencial dos transcritos de genes selecionados envolvidos na EMT avaliados em
painel de gPCR. Experimentos efetuados a partir de RNA total de células NP69 transfectadas com os vetores
pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81 selecionadas por FACS. A linha pontilhada representa o grupo controle
(células transfectadas com o vetor-base) sendo significativo Fold Change 22,0. Os dados de expressao dos
genes de interesse foram obtidos ap6s normalizagao feito pelas médias dos ciclos limiar (Theshold Cycle — Ct)
dos genes de referéncia RPS18, RSP13 e HSP90AB1.Células expressando as variantes de LMP1
apresentaram aumento na expressdo de genes mesenquimais CDH2, VIM FN1, MMP2 e MMP9 em relagdo ao
grupo controle. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas para os genes analisados entre as
variantes de LMP1 (p<0,05, Teste T Student).
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6 Discussao

Além de estar associada a fatores ambientais e genéticos, a heterogeneidade
geografica de doengas associadas ao EBV pode estar relacionadas a distribuicdo de
gendtipos do EBV nas populacdes humanas. Alguns gendtipos virais podem apresentar
propriedades bioldgicas diferentes sendo que alguns estudos buscaram identificar
particularidades nas propriedades da oncoproteina viral LMP1 (Tsai Ming-Han et al. 2013). A
despeito das diferengas estruturais identificadas na LMP1 de diferentes genétipos do EBV,
aparentemente sao mantidas as propriedades de transformacdo celular dessa oncoproteina,
o que foi atribuido a preservacdo de seus dominios CTARs (Raab-Traub 2012). LMP1
apresenta habilidade para modular a morfologia de células epiteliais, motilidade e invasao
celular, destacando o importante papel dessa proteina na transformacao de células pelo EBV
(Dawson, Port, and Young 2012; Tsao et al. 2002). Nao obstante, acredita-se que as variantes

de LMP1 possam contribuir para o grau de agressividade tumoral (Tsao et al. 2002).

Em canceres de origem epitelial, admite-se que a agressividade bioldgica da doenca
pode ser favorecida pelo processo de EMT em virtude da aquisicdo de alteragdes
moleculares e morfolégicas na célula neopldsica que resultam em diminuicdo de adesdo
celular, aumento da motilidade e da capacidade de invasdo, fenbmenos que favorecem
disseminacdo neoplasica e metastase (Ye and Weinberg 2015). Em dltima analise, a
manifestacdo dessas propriedades decorre da expressao de genes reguladores da EMT que
codificam os fatores transcricionais SNAIL, SLUG, ZEB1 e TWIST, que em geral propiciam
repressao de genes de fendtipo epitelial e aumento da expressdo de genes associados ao

fendtipo de células mesenquimais (Nieto et al. 2016).

O processo de EMT pode ser induzido por EBV LMP1 por meio do aumento da
expressao de fatores transcricionais e ativacdo do ativador plasminogénico tipo uroquinase
(Urokinase-type plasminogen activator - uPA). Como consequéncia, ocorre supressao de
expressao de genes associados ao fendtipo epitelial simultdneo ao aumento da expressao de
genes associados ao fendtipo mesenquimal e das taxas de motilidade e invasdo celular. (M.
A. Morris, Dawson, and Young 2009). Uma das caracteristicas de EMT ¢é a troca de caderinas
a qual pode ser incentivada por LMP1 mediante aumento da expressdo de DNA-
metiltransferase, SNAI1, SANI2 e TWIST. Além da troca de expressdo de caderinas que

resulta na diminuicdo de adesdo e aumento da motilidade celular, a ativacdo das vias de
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sinalizacdo do NFkB, PI3K/Akt e Rho por LMP1 incentivam o remodelamento do
citoesqueleto e formacao de filopddios (M. A. Morris, Dawson, and Young 2009; Toshiyuki
Horikawa et al. 2007). Durante a migracao, as células podem ter que lidar com a deflagracado
de morte celular por anoiquise devido a falta de ancoragem. Entretanto, a expressao de
LMP1 propicia subversdo do mecanismo de anoiquise por modulacdo do microambiente
induzida pela ativa¢dao do TGF-B, que propicia aumento a expressao de fibronectina e seu

receptor a5B1 (M. Morris, Young, and Dawson 2008; Wasil and Shair 2015).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a presenca de LMP1 nas
células provocam alteracdes relacionadas ao fendtipo maligno, mas revelam auséncia de
diferencgas significativas entre as variantes B95.8 e M81 de LMP1 na expressao de genes
associados a EMT. A expressdao da LMP1 nas linhagens HEK293 e NP69 por transfeccao
transiente utilizando os vetores pZsGLMP1 _B95.8 e pZsGLMP1_M81 foi confirmada pela
analise de expressdo do gene BNLF1 (Figura 10), imunodeteccdo (Figura 11) e andlise
funcional de LMP1 na linhagem HEK293 (Figura 12). Ambas as variantes B95.8 e M81 de
LMP1 apresentaram aumento da capacidade de invasdao e migracdo quando comparadas
com o grupo controle (Figuras 15 e 16). De fato, ja é descrito na literatura que LMP1
favorece o aumento de migracdo e invasdo celular pela expressdo de caderina-N e MMPs

(Wasil and Shair 2015).

A expressdo do gene BNLF1 (codifica LMP1) identificado nos experimentos de gPCR
(Figura 17) demonstra que a variante M81 apresenta maior taxa de expressao nas linhagens
HEK293 e NP69 em relacdo a variante B95.8. Este dado estd em conformidade com os
achados recentemente publicados por Dheekollu e colaboradores, que demonstraram que a
expressao dos transcritos de laténcia é alterada quando o gene EBNA1 é suprimido, sendo a

expressao de LMP1 M81 maior em ralagdo a variante B95.8 (Dheekollu et al. 2017).

No presente estudo, os resultados de viabilidade celular sugerem que células
expressando LMP1 MB81 apresentaram maior efeito citopdtico em relagdo as que
expressavam a variante B95.8 (Figura 13), efeito que foi notado para células NP69. Uma vez
gue a reducdo da viabilidade celular ndo esteve associada ao aumento da ativacdo de
caspases 3 e 7 (Figura 14), é possivel sugerir que o efeito citopdtico esteja associado a
ativacdo de TRADD por LMP1, dado demonstrado por Brocqueville e colaboradores

(Brocqueville et al. 2013). A ativacdo de TRADD pode causar a morte celular por diferentes
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vias. TRADD pode migrar para o nucleo conduzindo a morte celular por associacdo a
proteina de leucemia promielocitica (Promyelocytic Leukemia Protein — PLD). No entanto,
guando no citoplasma TRADD pode ativar caspase 8 desencadeando ativacdo de caspase 3

(Morgan et al. 2002; Bender et al. 2005)

Células NP69 expressando qualquer das variantes estudadas de EBV LMP1 (B95.8 e
M81) apresentaram aumento da expressdo para TWIST, um potente indutor de
caracteristicas mesenquimais e pode ter contribuido para o aumento da expressao de genes
associados ao fendtipo mesenquimal. Estudos previamente publicados demonstram que
TWIST é induzido por EBV LMP1 por meio da ativacdao da via NFkB (Cabrera Je 2013; Nieto et
al. 2016). O aumento da expressdao de genes mesenquimais ocorre em sintonia com os
achados de migracdo e invasdo celular (Figuras 15 e 16), demonstrando a capacidade da
LMP1 de ativar o processo de EMT. A expressao do gene MMP9 foi significamente maior nas
células NP69 expressando as variantes LMP1 quando comparada com o grupo controle e
cerca de doze vezes mais em relacdo a expressao de MMP2 e demonstra que LMP1 modula

a expressao de MMP9 e ndo de MMP2 (Yoshizaki et al. 1998).

No presente estudo, os genes que codificam produtos associados a caracteristicas
epiteliais mantiveram expressdo equivalente ao observado no grupo controle. Entretanto, a
troca de expressao entre caderinas previamente relatada na linhagem NP69 expressando
LMP1 (Horikawa et al. 2011) ndo foi demonstrada no presente estudo devido a oscilagdes
encontradas nas andlises de expressdao génica para CDHI1 do grupo controle, as quais
podem ter sido ocasionadas pela transfec¢do. Células HEK293 expressando LMP1 B95.8
apresentou expressdao aumentada para o gene TWIST e MMP9. Demais genes avaliados para
EMT ndo apresentaram alteracbes significativas. Os resultados obtidos devem ser
interpretados a luz do reconhecimento das limitagdes impostas pelo modelo experimental
adotado. Inicialmente buscou-se estabelecimento de linhagens celulares expressando de
modo estavel as variantes B95. 8 e M81 de EBV LMP1. Entretanto, a expressdo da
oncoproteina viral a partir dos construtos gerados proporcionou efeitos citopaticos que

inviabilizaram a sele¢do de células estavelmente transfectadas.

Existem poucas linhagens EBV positivo validadas e dado a dificuldade na obtencao
dessas linhagens optou-se por utilizar linhagens EBV negativo (HEK293/NP69) e constructos

para as transfec¢Oes contendo as ORFs das variantes de LMP1. Em trabalho publicado em
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2013, Brocqueville e colaboradores realizaram experimentos com constructo contendo a
ORF de LMP1 e relataram que a expressdao elevada da proteina LMP1 desencadeia uma
“crise de citotoxicidade”, ao final da qual as células passam a expressar essa proteina de
forma estavel e adquirem novas caracteristicas como resisténcia a apoptose e ativacao de
EMT (Brocqueville et al. 2013). Em estudo publicado em 2016, Verhoeven e colaboradores
demonstraram que os niveis de LMP1 s3o controlados por mecanismo de autorregulagao
que envolve microRNAs (miRs) codificados na regido BART (BamHI-A rightward transcripts)
do genoma viral (Verhoeven et al. 2016). Durante o ciclo latente EBV expressa mais 40
microRNAs maduros associados a manutencdo do ciclo latente, expressao de genes virais
que atuam na regulacdo do ciclo litico e expressdao de genes associados a apoptose em
células hospedeiras (Hooykaas et al. 2016; Zhu et al. 2013). Dois miRs da familia dos BARTs
sdo relatados como reguladores da expressdo do gene que codifica LMP1 (BNLF1): EBV-miR-
BART-9 EBV-miR-BART5-5p. Empregando a linhagem de linfoma NKTCL (Natural Killer/T-cell
lymphoma), Ramakrishnan e colaboradores demonstraram que ao inibir EBV-miRBART-9
houve reducdao na expressdao de BNLF1. Entretanto, ao retirarem o inibidor de EBV-
mMiRBART-9 houve aumento na expressao de BNLF1. Verhoeven e colaboradores utilizaram
as linhagens de carcinoma de nasofaringe C666 e carcinoma gastrico AGS-Bx1l e
demonstraram que EBV-miR-BART5-5p regula negativamente a expressdao de BNLF1. A
inducdo de NFkB por LMP1 aumenta a expressdao de EBV-miR-BART5-5p, resultando em
mecanismo de autorregulacao (Ramakrishnan et al. 2011; Verhoeven et al. 2016). Esses
mecanismos responsaveis pela regulacdo da a expressdao da LMP1 estavam ausentes nos
experimentos e corroboram o resultado para viabilidade celular (Figura 13) e o nivel de

expressao para o gene BNLF1 (Figura 17).
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7 Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

1. Células expressando as variantes EBVLMP1 B95.8 e M81 apresentam maior
capacidade migratdria e invasividade em relagdo a células transfectadas com o

vetor base pZsGreen, mas sem diferenca significativa;

2. Células transfectadas com a variante EBVLMP1 M81 apresentaram maior taxa de
mortalidade celular, um indicativo que essas variantes comportam-se de maneira
distinta;

3. Foi observado que LMP1 modula a expressao de alguns genes associado ao programa
de EMT, mas ndo foram encontradas diferencas significativas quando comparado

entre as células expressando as variantes EBVLMP1 B95.8 e M81.

Em sintese, conclui-se que células expressando as variantes EBVLMP1 B95.8 e M81
ndo apresentam diferencas significativas quanto a regulacdo do programa de EMT.
Entretanto, a andlise de viabilidade celular demonstra que as variantes de LMP1 podem se

comportar de forma distinta.
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9. Material Suplementar

QUADRO $1 Lista de iniciadores empregados para andlise da expressdo de genes envolvidos na EMT por
PCR/gPCR.

Gene (Acesso’) Sequéncia 2 Ampl (pb)’ Ref.
CDH1 S: TCCATTTCTTGGTCTACGCC 362 (M. Wang et al. 2013)
(NM_004360.3) AS: CACCTTCAGCCATCCTGTTT
CDH2 S:AATTGAGCCTGAAGCCAAC 101 (Wasil and Shair 2015)
(NM_001792.4) AS: GTGGCCACTGTGCTTACTGA
FN1 S: GTGTTGGGAATGGTCGTGGGGAATG 292 (G. Liuetal. 2010)
(XM_005246417.1)  AS:CCAATGCCACGGCCATAGCAGTAGC
GAPDH S: GCTCCCTCTTTCTTTGCAGCAAT 104 (Asahi-Ozaki et al.
(NC_000012.12) AS: TACCATGAGTCCTTCCACGATAC 2006)
HSP90AB1(NM_00 S:TCTGGGTATCGGAAAGCAAGCCAS: 80 (Jacob et al. 2013)

7355) GTGCACTTCCTCAGGCATCTTG

BNLF1 (LMP1) S: ATGGAACRCGACCTT 120 (Mei et al. 2006)
(NC_007605.1) AS: TTAGTCATAGTAGCTTAGCT

KRT8 S: TGTGCCTTGACCTCAGCAATG 173 (M.-Z. Sun et al. 2013)
NM_001256282 AS: AGCTGGAGTCTCGCCTGGAA

KRT18 S: TAGATGCCCCCAAATCTCAG 133 (B. Yin et al. 2016)
NC_000012.12 AS: CACTGTGGTGCTCTCCTCAA

MMP2 S:ATAACCTGGATGCCGTCGT 63 (Satpathy et al. 2009)
(NM_004530.4) AS: AGGCACCCTTGAAGAAGTAGC

MMP9 S:CGCACGACGTCTTCCAGTAC 132 (Safranek et al. 2009)
(NM_04994.2) AS:AGGATGTCATAGGTCACGTAGC

RPS13 S: AGAAACGGCTACCACATCCAAS: 87 (Jacob et al. 2013)
(NM_001017) CACCAGACTTGCCCTCCA

RPS1818 S: CGAAAGCATCTTGAGAGGAAC 169 (Jacob et al. 2013)
(NT_167214.1) AS: TCGAGCCAAACGGTGAATC

SNAI2 S: TGGTTGCTTCAAGGACACAT 66 (Gras et al. 2014)
(NM_003068.4) AS: GTTGCAGTGAGGGCAAGAA

SNAI1 S: TGGTTGCTTCAAGGACACAT 85 (Gras et al. 2014)
(NM_005985.3) AS: GTTGCAGTGAGGGCAAGAA

TWIST S: GCTGCAGGACTCTAATCCAGA 94 (G.Yinetal. 2010)
(NM_001128128.2) AS: ATCTCCGGAGGTGGGATG

VIM S:GGCATCACTATGGACTTTCTCTATT 134 (Zhuravel et al. 2014)
(XM_006717500.1)  AS: GGCCAGTTTGATCCCAGTATT

ZEB1 S: GTGAATACCAAGACCTGCTCAA 101 (Xiong et al. 2012)
(NM_000474.3) AS: AGGGAGGAAAAGTTTGGAAGAG

201 S:GCCAATAAGCAAACGATTCTG 374 (Jiménez-Salazar et al.

(NM_003257.4) AS: TTTGGCTGGATCACTTTCAAG 2014)

' Codigo de acesso na base de dados Gene dos Centro de Informagdes Biotecnoldgicas dos EUA (National
Center for Biotechnology Information - NCBI), * S: sense; A: antisense; * Tamanho esperado do amplicons (em
pares de base)
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Os experimentos de qPCR foram feitos no termociclador Rotor Gene-Q5 (Qiagen). A

seguir, tabelas com o ciclo limiar (Theshold Cycle — Ct) para cada gene alvo obtido nos

experimentos obtidos em gPCR para cdlculo de expressao génica.

TABELA $1 Cts obtidos em reacdo de qPCR para genes associados ao processo EMT para células HEK293
transfectadas com os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Experiemto realizado em
triplicata — "Rotor 1.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81

2E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSP90AB1 17,02 1719 17,06 17 1813 18,57 17,11 17,19 17,02
CDH1 2325 2294 22,71 22,51 2358 2413 22,21 23,1 22,36
EBVBNLF1 NG NG NG 1499 16,67 1729 1411 14,29 14,87
RPS13 18,78  18.31 1825 1854 1924 1949 1867 18,22 18,.23
RPS18 4,58 4,41 4,72 4,58 4,28 4,69 4,78 4,76 5
SNAI2 24,41 24,91 2467 2455 2589 2598 2454 25,07 24,36
TWIST 2385 2289 2329 2388 2328 23,2 23,91 23,13 23,35
ZEB1 23,34 2358 2413 2317 2368 2578 23,08 2357 23,74
201 1886 19,73 1964 1889 2048 20,74 1928 19,66 19,44

'Rotor — placa para gPCR utilizada no termocilador RotorGene; 2E — Experimentos independentes de transfeccéo
celular; ®NG — Negativo, sem amplificacéo

TABELA S2 Cts obtidos em reagdo de qPCR para genes associados ao processo EMT para células HEK293
transfectadas com os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Experimento realizado em
triplicata — Rotor 2.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81
E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSP90AB1 1737 1705 1737 174 1812 1852 1687 1686 1853
EBV BNLF1 NG NG NG 1511 1692 1751 142 1479 1532
FN1 17,77 1846 1925 1815 1977 2068 1842 1925 188
MMP2 2374 2388 246 24 2514 2413 2404 2323
RPS13 1844 1845 181 1925 1915 1997 1876 1817 1853
RPS18 478 432 491 478 502 478 502
ViM 1894 1892 1885 1837 1961 2001 1901 1866 1831
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TABELA S3 Cts obtidos em reacdo de qPCR para genes associados ao processo EMT para células HEK293
transfectadas com os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Experimento realizado em
triplicata — Rotor 3.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81
1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSP90ABT 1522 1535 1546 153 16,28 1693 1535 1521 1554
CDH2 1911 1898 1893 19,81 1975 209 20,01 1962 19,52
EBVBNLF1 NG NG NG 1327 1476 1622 1282 1322 1321
RPS13 1742 1705 1677 17,51 1802 1846 17,6 17,09 16,46
RPS18 2,66 3,24 2,23 2,66 197 234 288 203 2,26
SNAIM 2174 2195 2287 2168 2288 2374 2183 2258 2195

TABELA S4 Cts obtidos em reacdo de qPCR para genes associados ao processo EMT para células HEK293
transfectadas com os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81. Experimento realizado em
triplicata — Rotor 4.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81
E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSP90AB1 16,81 14,57 14,62 14,46 14,99 16,3 14,23 15,06 14,79
KRT8 22,27 18,85 18,8 19,45 19,53 19,45 19,02 18,47 18,73
KRT18 21,8 18,88 18,73 18,73 18,94 19,96 18,97 18,81 18,64
MMP9 28,86 26,73 27,89 26,68 26,72 27,38 27,52 28,17 27,59
RPS13 20 16,96 16,4 16,75 17,54 18,47 16,68 16,74 16,13
RPS18 8,84 5,28 5,86 6,1 5,24 5,78 5,99 6,27 6,08

TABELA S5 Cts obtidos em reagdo de s qPCR para genes associados ao processo EMT para células NP69
transfectadas os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81 e selecionadas por citometria de
fluxo. Experimento realizado em triplicata -'Rotor 1.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81
2 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSP90AB1 2364 228 2403 2161 2118 2263 2362 2121 2145
CDH1 3291 311 3457 3321 3106 3405 2885 31,88 3265
EBVBNLF1 NG NG NG 1617 1652 1585 17,76 1522 1354
RPS13 231 2204 2316 2141 2125 2255 2323 2128 2147
RPS18 912 807 891 815 768 893 925 75 7,78
SLUG 2813 266 27,27 2513 2499 2602 27,29 2485 2477
SNAIL 2872 2791 2872 2743 2728 2802 2979 2752 27,18
TWIST 2784 2657 2813 2539 2489 2696 27,79 2433 2555
ZEB1 2889 2723 289 2716 2822 2863 2927 27,08 27,83

"Rotor — placa para gPCR utilizada no termocilador RotorGene; 2E — Experimentos independentes de transfeccédo
celular; ®NG - Negativo, sem amplificagéo
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TABELA S6 Cts obtidos em reagéo de s qPCR para genes associados ao processo EMT para células NP69
transfectadas os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81 e selecionadas por citometria de
fluxo. Experimento realizado em triplicata - Rotor 2.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81
E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSP90AB1 2152 2029 2124 1932 1883 2038 21,75 1854 1886
CDH2 2438 2368 2499 2165 2176 233 2399 2164 2245
EBV BNLF1 NG NG NG 1401 1451 1372 1555 1302 1146
FN1 2011 1876 1984 1763 1661 1881 1952 1621 17,18
MMP2 2808 2742 2854 2577 2547 2797 2806 2507 26,52
RPS13 208 197 2125 1944 1914 2064 2122 191 19,39
RPS18 753 647 758 646 626 733 157 62 644
VIM 2272 2122 2207 1982 19,33 2098 2188 1927 19,66
201 2284 2131 2341 2102 2193 2277 2285 2108 21,05

TABELA S7 Cts obtidos em reagéo de s qPCR para genes associados ao processo EMT para células NP69
transfectadas os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81 e selecionadas por citometria de
fluxo. Experimento realizado em triplicata - Rotor 3.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81
E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSPY90AB1 20,2 20,16 23,21 18,51 18,26 19,69 20,54 18,19 18,78
KRT8 21,96 21,89 23,43 21,87 21,11 23,1 23,96 21,36 21,62
KRT18 21,07 21,03 21,93 20,62 20,26 21,49 22,92 20,27 20,62
MMP9 311 29,53 31,33 24,83 24,99 27,17 28,1 24,86 25,27
RPS13 21,16 20,25 21,94 19,61 19,15 2099 21,93 19,63 19,84
RPS18 7,57 7,6 8,28 7,13 7,2 8,07 8,6 7,08 7,37

TABELA S8 Cts obtidos em reagdo de s qPCR para genes associados ao processo EMT para células NP69
transfectadas os vetores pZsGreen, pZsGLMP1_B95.8 e pZsGLMP1_M81 e selecionadas por citometria de
fluxo. Experimento realizado em triplicata - Rotor 4.

Alvos pZsGreen pZsGLMP1_B95.8 pZsGLMP1_M81
E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
HSP90AB1 22,58 22,28 22,56 20,75 20,69 22,01 22,01 22,62 20,25
EBV BNLF1 NG NG NG 16,76 16,94 16,32 18,16 15,78 16,97
RPS13 22,6 22,04 23,34 22,11 21,72 23,16 23,16 24,21 21,95
RPS18 9,27 9,93 10,14 9,93 8,69 10,26 10,91 8,99 9,23
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TABELA 89 Cis obtidos em reagéo de gPCR para genes associados ao processo em EMT para células Hacat,
RWPE-1, Saos2 e FGH utilizados na elaboragéo de painel de expressao génica.

Alvos Hacat RWPE1 Saos2 FGH Alvos Hacat RWPE1 Saos2 FGH

CDH1 20,7 21,27 31,6 33,48 CDH2 24,54 26,49 2226 22,95
HSP90AB1 18,27 17,89 17,68 18,29 HSP90AB1 18,83 18,69 18,3 18,85
RPS13 20,02 20,12 20,29 20,34 FIN1 18,8 20,32 18,02 13,91
RPS18 8,62 10,03 8,7 7,79 MMP2 23,24 28,55 20,4 19,3
SNAI2 23,69 233 22,05 21,98 RPS13 20,56 2062 2115 20,99
SNAI 30,32 2452 2354 2472 PRS18 8,42 9,53 9,06 7,82
TWIST 31,11 27,61 2393 2327 VIM 34,33 234 184 15,22
ZEB1 31,18 30,63 2335 2247 ZO1 20,96 19,49 18,1 19,63
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