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Resumo

O Virus Esptein-Barr (EBV) é amplamente distribuido no mundo, sendo estimado que mais de 90% da populagdo adulta
esteja infectada e que a maioria desses individuos transmita intermitentemente o virus através da saliva. Além da
associagdo com algumas doencgas benignas, tais como mononucleose infecciosa, leucoplasia pilosa e doenga
linfoproliferativa pds-transplante, o EBV também tem sido associado a diversas neoplasias como linfoma de Burkitt,
Doenga de Hodgkin, carcinoma de nasofaringe, carcinoma géstrico, entre outros. Nas células tumorais, o referido virus
se apresenta no estado latente, podendo expressar alguns dos treze genes latentes, dependendo do tecido e do estado
imunoldgico do hospedeiro. Apesar da vasta literatura acerca dos expressos latentes, os mecanismos envolvidos na
oncogénese dos diversos tecidos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Nesse cenario, o presente artigo faz uma
revisdo acerca dos expressos latentes do EBV, abordando os padrdes de laténcia observados nos canceres associados,
caracteristicas estruturais e os efeitos descritos para cada expresso, com enfoque no papel oncogénico.
Palavras-chave: virus Epstein-Barr — genes latentes — oncogénese.

Abstract

Epstein-Barr virus (EBV) is widely distributed around the world, being estimated that more than 90% of the adult population
is infected and that the majority transmits intermittently by the saliva. Besides the association with some benign diseases
such as infectious mononucleosis, hairy leucoplakia, and post-transplant lymphoproliferative disorder, EBV has also been
associated with several tumors such as Burkitt’s lymphoma, Hodgkin’s disease, nasopharyngeal carcinoma, gastric carcinoma
and others. In the tumor cells, the referred virus displays a latent status, in which it is able to express some of the thirteen
latent genes depending of the tissue and host immunologic status. Despite the wide literature about the latent transcripts,
the involved mechanisms are still not completely elucidated. In this scenario, this paper reviews the major data about EBV
latent transcripts, pointing the latent patterns observed in the associated tumors, structural features and the reported
effects for each transcript, with focus on the oncogenic role.
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INTRODUCAO

Virus Epstein-Barr (EBV) é amplamente distribuido
na populagdo e, apesar de sua infec¢do passar
despercebida na maioria dos individuos, ele é apontado
como agente etiolégico em alguns tipos de cancer. O
EBV é um Gama-Herpesvirus que mede aproximadamente
150nm de didmetro, constituido de DNA linear fita dupla
com cerca de 172Kpb, circundado por um capsideo
icosadeltaédrico formado por 162 capsdémeros e
revestido por um envoltdrio glicoprotéico. *?

O mapa gendmico classico do EBV foi definido pela
acdo da endonuclease BamHlI, e as regides foram
nomeadas em ordem alfabética de acordo com o
tamanho, sendo o fragmento BamHI-A o maior entre eles
3, Foi verificado que o genoma viral apresenta regiGes
de repeticdo, cuja fungdo ainda ndo estd esclarecida.
Ambas as extremidades da forma linear do genoma viral
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apresentam sequéncias de repeticdo de 500pb,
denominadas repeticdo terminal (TR), onde ocorre a
ligacdo das extremidades durante o processo de
circularizacdo no interior das células infectadas
(FIGURA 1). Foi demonstrado, posteriormente, que, na
regido BamHI-C, estd localizada uma sequéncia
denominada OriP (Origem da Replicagdo Plasmidial), a
qual contém dois elementos chamados de: FR (Family of
Repeats), que inclui 20 repeti¢des de 30pb em sequéncia,
e DS (Dyad Symmetry), constituido de 4 repeti¢des .

A transmissdo do EBV é mediada através da saliva,
por meio de beijos e perdigotos. Inicialmente, infecta
células epiteliais da orofaringe, nasofaringe e glandulas
salivares, sendo replicado nessas células °.
Posteriormente, os virus disseminam-se para tecidos
linféides subjacentes, infectando linfécitos B, que
representam o principal reservatorio viral. Alguns
autores sugerem que, durante a infecgdo primaria, os
virus presentes na saliva podem também penetrar nas
criptas de estruturas linfoepiteliais, tais como as
tonsilas, atravessando uma fina camada superficial de
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Figura 1 - Representacdo esquematica do genoma do
virus Epstein-Barr (EBV).

Genoma Epissomal do EBV
DNA fita dupla
(172.281pb)

Nota: As regides do genoma determinadas pelo sitio de restri¢do
da enzima BamHI sdo representadas pelas letras dispostas no
interior do circulo; a origem da replicacdo plasmidial (OriP) é
demonstrada em amarelo; a sequéncia de repeti¢do terminal
(TR) é demonstrada em azul; a seta cor-de-rosa representa o longo
transcrito produzido a partir do promotor Cp ou Wp durante a
laténcia tipo Ill, que é submetido a diversos splices para codificar
todos os EBNAs; a seta azul representa o transcrito do EBNA1,
produzido a partir do promotor Qp durante as laténcias | e II; as
demais setas coloridas, representam o sentido e a origem da
transcricdo dos genes latentes do EBV (Adaptado de Murray
eYoung %2).

células epiteliais para alcancar diretamente os
linfécitos subjacentes . Nos linfdcitos, a penetragdo é
viabilizada pela fusdo do envoltério com a membrana
celular, mediada pela liga¢do da gp350/220 ao receptor
CD21 (ou CR2), auxiliada pela interagdo das
glicoproteinas gp25 (gplL), gp42/38 e gp85 (gpH), ao MHC-
I17. No citoplasma, o capsideo é desnudado e o genoma
viral, antes linear, torna-se imediatamente circular,
sendo entdo transportado para o nucleo onde
permanece sob a forma de DNA epissomal
extracromossémico 2.

No estado epissomal, o virus é descrito como
latente, sendo replicado apenas durante a mitose da
célula hospedeira. Apesar de seu genoma ser capaz de
codificar cerca de 100 genes, pode-se verificar a
expressao de até 13 genes, dependendo do tipo celular
e (ou) estado imunolégico do hospedeiro. Os produtos
desses genes latentes incluem: seis proteinas
conhecidas como antigenos nucleares do EBV (Epstein-
Barr Virus Nuclear Antigen), EBNA-1, 2, 3A, 3B (EBNA4),
3C(EBNA®G) e LP (Leader Protein, também conhecida como
EBNAGS); trés proteinas latentes de membrana (Latent
Membrane Protein) LMP-1, LMP-2A e LMP-2B; duas
pequenas moléculas de RNA, EBER-1 e -2 (Epstein-Barr
Virus Encoded RNA); transcritos com multiplos splices,
da regido BamHI-A, BARFO (BamHI A Right-ward Open
Reading Frame) e BARF1 8. Sabe-se que linfécitos B
primarios infectados pelo EBV in vitro tornam-se
imortalizados, assumindo um fendtipo denominado de
linhagem celular linfoblastéide (LCL), com potencial
proliferativo ilimitado. Esse padrao, caracterizado pela
expressao de 12 genes latentes, também é verificado na
doencga linfoproliferativa pés-transplante (DLPT) em
pacientes imunossuprimidos, apontando para a
importancia da vigilancia imunolégica no controle dos
efeitos oncogénicos do EBV.

Diante das diferencas de expressdo de genes latentes
observadas em diversos tipos celulares, foi proposta a
existéncia de quatro tipos de laténcia com padrdes
distintos de expressdo (QUADRO 1). Nos linfécitos B
inicialmente infectados, o EBV desenvolve uma infecgdo
latente, com a expressdo do padrdo completo de genes
caracteristico da laténcia do tipo Ill. Apds o controle da
infeccdo inicial, promovido principalmente por
linfocitos T CD8+, o numero de linfécitos B infectados
reduz significativamente, de cerca de 10.000 células para
uma célula infectada por milhdo de células-B circulantes
9. Também é possivel verificar uma mudanga no padrdo
de expressdo de proteinas latentes, assumindo o padrao
de laténcia do tipo IV, caracterizado por uma minima
expressdo de genes latentes, o que possivelmente
contribui para o escape ao sistema imune 2.

Quadro 1 - Expressdo de genes latentes quanto aos tipos de laténcia e células infectadas.

LATENCIA EXPRESSOS VIRAIS
EBNA-1 -2 -3A -38 -3C LP LMP1 LMP2A
| + - - -
+ % = ¥ +/-
£ i - + +
+ % 2 + +
1l + + + + + + + +
v +f— e - e - - +

TIPO CELULAR

LMP2B EBERs BARFO BARF1
- + Linfoma de Burkitt
+ " + Carcinoma Gastrico
+ + + + Carcinoma de Nasofaringe
+ & + DH:; Linfoma de células T
+ + + = DLPT; Linfoma-AIDS *

- + Linfécitos B circulantes**

Nota: DH = Doenga de Hodgkin; DLPT = Doenga Linfoproliferativa Pds-transplante; * Linfoma ndo-Hodgkin associado a AIDS; **
Linfécitos B circulantes de individuos sadios portadores (Cf. referéncias 22 e 50)
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Os avanc¢os das técnicas imunoldgicas e
moleculares de detecc¢do viral tém possibilitado
compreender melhor o papel do EBV em diversas
doencgas associadas, assim como verificar novas
associa¢cdes. Atualmente, sabe-se que o EBV é
encontrado em linfoma de Burkitt, Doenca de Hodgkin,
carcinoma de nasofaringe, linfomas de células T,
linfomas/leucemias de células NK (Natural killers),
leucoplasia pilosa e carcinoma gastrico. Ademais,
varios autores tém demonstrado a presenca do genoma
viral em diversos tipos de tumores sdélidos, como
revisado por Lima e Rabenhorst '°. No presente artigo,
fazemos uma revisdo acerca da biologia do EBV e do
papel tumorigénico de seus principais genes latentes.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo desta revisdo, utilizamos artigos
de periddicos cientificos disponiveis nos portais
eletronicos “Pubmed” e “Periddicos Capes”.

Papel dos Expressos Latentes do EBV

Atualmente, de acordo com a International Agency
for Research on Cancer, o EBV é classificado como um
agente carcindgeno do grupo | **. Embora os mecanismos
oncogénicos do EBV ainda ndo estejam totalmente
esclarecidos, tem sido sugerida uma relagdo com a
expressdo de seus genes latentes, que podem atuar
sobre mecanismos de proliferacdo e morte celular.
Estdo relacionados a seguir os genes latentes virais e
os efeitos observados sobre os mecanismos celulares.

EBNA1

O EBNA1 é uma proteina de ligagdo a DNA, constituida
de 641 aminodcidos, codificada a partir do gene BKRF1
1 E expresso nos trés primeiros tipos de laténcia,
indicando a sua importancia na infecgdo latente. Tem
demonstrado ser essencial na segregacdo do genoma
viral durante a divisdo das células hospedeiras,
promovendo a sua manutencgdo nas células-filha 7121314,
Esse processo é mediado por meio da ligagdo dessa
proteina a regido OriP . Alguns autores relatam que a
ligagcdo do EBNA1 a sequéncia FR da regido OriP promove
a ativagdo de varios promotores, dentre eles o Cp “*2.
Pode ainda se ligar a duas regiGes do promotor Qp, a
partir do qual é transcrito nos dois primeiros tipos de
laténcia, regulando negativamente sua propria
expressdo 2. A ligacdo da proteina ao DNA ocorre
mediante o dominio carboxi-terminal (aminodacidos 459-
487) a uma sequéncia consenso palindrémica:
TAGCATATGCTA 6,

Uma caracteristica do EBNA1l é que sofre
homodimerizagdo, sendo esse um evento necessario
para o sucesso da ligagdo ao DNA . A maior parte da
regido amino-terminal do EBNA1 é composta pela
repeticdo de glicina-alanina (GAR). Tem sido
demonstrado que essa repeticdo inibe degradacgdo
proteolitica realizada pelo proteossomo, de modo que,

R. Ci. méd. biol. 2010; 9(2):163-171

0s epitopos ndo sdo processados e apresentados na
superficie celular em MHC-I 8, Esse mecanismo, além
de prolongar a meia-vida da proteina, pode contribuir
no desenvolvimento de neoplasias, uma vez que as
células infectadas conseguem evadir-se do controle do
sistema imune, particularmente de linfocitos T CD8
citotodxicos.

A principal evidéncia do papel tumorigénico do
EBNA1 decorre do estudo de Wilson, Bell e Levine %, que
verificaram o desenvolvimento de linfoma de células B
em camundongos transgénicos expressando EBNA1.
Drotar e colaboradores ?° relataram que o EBNA1 pode
contribuir na superexpressdo de c-MYC, particularmente
na translocagdo cromossémica entre o /6cus do c-MYC e
0 l6cus da cadeia leve ou pesada de imunoglobulina,
favorecendo o desenvolvimento de linfoma. EBNA1
também promove instabilidade gendmica em linfocitos
B pela produgdo de espécies reativas do oxigénio 2.
Outras fungdes atribuidas ao EBNA1 incluem ligagdo a
RNA e regulagdo do promotor do gene LMP1.12%2

EBNA2

O EBNA2 é uma proteina que atua como fator
transcricional de genes virais e celulares. E codificado
pelo gene BYRF1 e apresenta-se sob duas formas alélicas,
EBNA2A e EBNA2B, que distinguem os dois subtipos
virais: EBV tipo 1 e 2 . O EBNA2A é constituido de 483
aminoacidos, enquanto que o EBNA2B contém 455.
Ambas sdo essenciais para a imortalizacdo de
linfocitos-B, embora o EBNA2B demonstre uma
capacidade reduzida.®

O EBNA2 e 0 EBNA-LP sdo as primeiras proteinas

virais a serem detectadas na infec¢do primaria de
linfocitos-B. Juntas, induzem a expressao de ciclina D2,
um marcador da fase G1 do ciclo celular, promovendo a
transicdo da fase GO para G1 em linfécitos-B em repouso
2 O EBNAZ2 transativa os genes CD21, CD23 (marcadores
de ativagdo linfocitica), c-fgr (codificador de uma
proteino-quinase, membro da familia src) e o proto-
oncogene c-MYC, um evento que provavelmente contribui
para a proliferacdo de linfocitos-B 73, Ndo obstante, o
EBNA2 também transativa a LMP1, LMP2A e se liga ao
promotor Cp 2. Uma das evidéncias mais expressivas
da relevancia do EBNA2 na transformacdo celular
provém da incapacidade da cepa viral P3HR-1, que
apresenta delecdo do gene EBNA2 e dos dois ultimos
exons do EBNA-LP, de induzir transformacao de linfocitos
B in vitro. >

O EBNA2 pode transativar genes por meio da
combinagdo com um fator transcricional RBP-Jk
(também conhecido como CBF-1). Esse fator esta
envolvido na via de sinalizagdo Notch, relacionada com
a determinacdo do destino celular, a qual tem sido
associada ao desenvolvimento de linfomas de células T
em humanos . Assim, o EBNA2 compartilha homologia
funcional com o componente Notch1 IC, por transativar
genes ao se ligar a RBP-Jk.”
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Familia EBNA3

Essa familia é constituida por trés proteinas: EBNA3A,
EBNA3B (EBNA4) e EBNA3C (EBNA6) 225, Tem sido
demonstrado que as proteinas EBNA3A e -3C sdo
fundamentais na transformacdo de linfécitos B in vitro,
enquanto que a participacdo do EBNA3B parece ser
dispensavel 2°. O EBNA3C pode induzir a expressdo de
genes virais (LMP1) e celulares (CD21) e suprimir o
promotor Cp %. Pode também se ligar a pRb, liberando
os fatores de transcricdo E2F, responsdveis pela
ativacdo de diversos genes importantes para a
progressdo do ciclo celular ?°. Essa mesma regido do
EBNA3C também interage com as proteinas p27 e c-Myc,
aumentando, nessa ultima, a estabilidade e a
transativacdo de seus alvos génicos 3°. Yi e
colaboradores 3! também demonstraram interagdo com
a p53, levando ao bloqueio de sua atividade
transcricional e apoptatica.

Foi verificado ainda que as trés proteinas dessa
familia sdo capazes de se ligar a RBP-Jk, impedindo
sua interagdo com outras proteinas e o DNA,
suprimindo a expressdo de genes mediada pela via
Notch, ou mediante o EBNA2 7'*2¢, Destarte, as proteinas
EBNA2 e a familia EBNA3 devem atuar no balanco da
atividade do RBP-Jk. Além disso, as proteinas EBNA3
devem promover um mecanismo de feedback negativo,
ao impedir os efeitos mediados pelo EBNA2, ao passo
que essa uUltima ndo ira ativar o promotor Cp,
resultando na inibicdo da expressdo das préprias
proteinas EBNA3 26,

EBNA-LP

O EBNA-LP (ou EBNA5) é codificado pela sequéncia
lider do longo transcrito viral que da origem aos EBNA’s,
sendo por essa razdo denominado LP (leader protein). O
tamanho dessa proteina é varidvel, dependendo do
numero de repeti¢cdes do fragmento BamHI-W de cada
isolado viral 2. Tem sido demonstrado que a sua
expressao parece ser prescindivel na transformacéao de
células B in vitro, sendo, no entanto, importante na
proliferacdo de linhagens celulares linfoblastéides (LCL)
13, Ademais, estudos bioquimicos in vitro verificaram
que o EBNA-LP liga-se as proteinas p53 e pRb. No entanto,
diferentemente de proteinas de outros virus, ndo foram
observadas altera¢des nas vias de sinalizagdo de ambas
oncoproteinas celulares.

LMP1

A proteina LMP1 é codificada pelo gene BNLF1, sendo
0 Unico dentre os genes latentes a ser transcrito para
a esquerda, de acordo com o mapa de restricao (FIGURA
1). E constituida de 386 aminoacidos, apresentando
um curto dominio citoplasmatico amino-terminal (23
aminoacidos) e um longo dominio citoplasmatico
carboxi-terminal (200 aminodcidos), intercalados por
seis dominios transmembranais®*. Analises da
sequéncia do gene revelaram a ocorréncia de uma

delecdo de 30pb entre os nucleotideos 168256-168285,
que codifica uma regido proxima a extremidade
carboxi-terminal. Tem sido sugerido que as cepas que
apresentam essa delegdo exercem um potencial
oncogénico mais elevado. Ndo obstante, foi verificado
que a delecdo ocorre frequentemente em cepas de
EBV-1.1234

O dominio carboxi-terminal da LMP1 apresenta
uma homologia funcional com receptores da familia
do fator de necrose tumoral (TNFR), tal como o CD40,
que interagem com moléculas transdutoras de sinais
chamadas de fatores associados a receptores de TNF
(TRAF) 3. Esses fatores compreendem uma familia de
proteinas, que se ligam em regies especificas dos TNFR
que contenham sequéncias de aminodcidos prolina-
x-glicina-x-treonina (PxQxT) ©. Na LMP1, esses fatores,
especialmente o TRAF2, se ligam as regides C-terminal
de ativacdo (CTAR)-1 e -2, as quais contém sequéncias
PxQxT (FIGURA 2). Essa ligagdo determina a ativagdo
do Fator Nuclear-kB (NF-kB), possivelmente mediante
a ativacdo da NIK (NF-kB-inducing kinase), que promove
a fosforilagdo e subsequente degradagao proteolitica
do inibidor Ik-Ba, liberando o NF-kB para migrar até o
nucleo, onde atua como fator transcricional333¢, A
regido CTAR2 é responsavel pela maior parte do NF-kB
ativado pela LMP1%. Todavia, a ativacdo do NF-kB por
meio da CTAR2 é mediada essencialmente pela
interacdo com o TRADD (TNF-Receptor Associated Death
Domain), seguida da interagdo com o TRAF2.
Normalmente, a proteina TRADD esta envolvida em
sinais de morte celular, mas, no caso da LMP-1, isso
ndo é verificado. 2

Do ponto de vista funcional, existem algumas
diferengas entre a LMP1 e o receptor CD40: 12.) a
interagcdo com TRAF6 ndo é observada na proteina viral;
22.) a associacdo do CD40 e outros membros da familia
TNFR com os TRAF é mediada por meio da interagdo com
ligantes especificos na porg¢do extracelular do receptor,
enquanto que a LMP1 é constitutivamente ativada
independente de ligante, sendo essa ativagdo atribuida
a agregacdo de LMP1 na membrana plasmatica.®*?

A LMP1 esta associada a, pelo menos, trés outras
vias de sinalizacdo independentes, que, juntas,
contribuem no desenvolvimento dos efeitos atribuidos
a presenca da proteina viral em questdo. Essas vias
incluem a ativacdo dos STAT (Signal Transducers and
Activators of Transcription), por meio da interacdo da
JAK3 (Janus-activated kinase 3) com uma sequéncia rica
em prolina situada entre as regiées CTAR1 e CTAR2 .
Inclui também a ativagdo do AP-1 (Activator Protein 1)
por meio da intera¢do da JNK (c-Jun N-terminal Kinase,
ou proteino-quinase ativada por estresse — SAPK ) com
o TRAF2 na CTAR2 ¥. Por fim, a via da proteino-quinase
ativada pelo mitdégeno p38 (p38/MAPK), mediada pela
interacdo do TRAF2 com as regiGes CTARL e 2. Essa
Ultima via estd relacionada com a indugdo da secrecgdo
delL-6elL-8.3%®
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Figura 2 - Representagdo esquematica da estrutura da
LMP1 e as vias de sinalizacdo envolvidas.

LMP1 TNF-R

Figura 3 - Representagdo esquematica da estrutura da
LMP2A e as vias de sinalizagdo envolvidas.
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Notas: [1] ativagdo da via p38/MAPK, mediada pela ligagdo do
TRAF2 diretamente na regido CTAR1 (ativagdo fraca) ou
indiretamente na CTAR2, por meio do TRADD (ativagdo forte); [2]
ativagdo do NF-kB, mediante o recrutamento de NIK induzido
pelos TRAFs (especialmente o TRAF2), promovendo a ativagdo da
IKK que fosforila o inibidor IkB, liberando o NF-kB para atuar no
nucleo; [3] ativagdo de STATs, mediada pela ativagdo da tirosina-
quinase JAK3, que fosforila as moléculas STATs, induzindo
dimerizagdo e subsequente migracdo para o nucleo; [4] ativagdo
da AP1 através da via JNK, induzida exclusivamente pelo TRAF2
na regido CTAR2; regiGes em amarelo, de ambas as proteinas
membranais, apresentam a sequéncia PxQxT de aminoacidos;
regides em verde correspondem a sitios de ancoragem da JAK3.
NIK, NF-kB-inducing kinase; KK, kB kinase; MAPK, mitogen
activated protein kinase. (Adaptado de Young, Dawson e
Eliopoulos * e de Baumforth et al. #).

Estudos com linhagens de células B demonstram que
aLMP1 induz a expressdo de: moléculas de adesdo ICAM-
1 (CD54), LFA1 (CD11a), LFA3 (CD58); receptor de
transferrina (CD71); marcadores de ativacdo linfocitica
CD21, CD23; receptor CD40; e indugdo de proteinas anti-
apoptaticas, tais com BCL-2, Mcl-1 e A20 73222°, Rowe e
colaboradores® verificaram que a regulagdo positiva
de BCL-2 ocorria apenas em linhagens de células B. No
entanto, a expressdo de BCL-2 tem sido observada apds
a expressdo das moléculas supracitadas, sugerindo que
sua regulagdo seja dependente da expressdo prévia
desses mediadores 2. Ja nas células epiteliais, estudos
demonstraram que a LMP1 induz expressdao de CD40,
CD54, IL-6, IL-8, A20 e reduz a expressdao de
citoqueratinas e E-caderina, além de bloquear a
diferenciacdo celular 214333 A LMP1 induz também a
expressdao do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), por meio de uma via de sinalizagdo
induzida por TRAF’s, independentemente da ativagdo do
NF-kB.*°

Terrin e colaboradores *' demonstraram que
expressdo ectépica de LMP1, em linhagens de linfécitos
B, promove a ativagdo do promotor hTERT e aumenta a
atividade da telomerase pelo envolvimento dos fatores
NF-kB, MAPK e ERKs (extracellular signal-regulated
kinases). O conjunto de efeitos induzidos pela LMP1,
tais como a ativacdo de fatores transcricionais (NF-kB,
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Notas: [1] ativagdo da fosfolipase C3 (PL-C&), mediada por tirosino-
quinases Syk recrutadas pelos imunorreceptores ITAM, promove
a clivagem do bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2), produzindo
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), que
desencadeiam vias bioquimicas distintas, resultando na
elevagdo de cdlcio citosdlico e na ativagdo da proteino-quinase
C (PKC), que favorecem a ativagdo de linfécitos B; [2]
recrutamento de Lyn e Syk pela LPM2A e subsequente indugdo
de ubiquitinagdo das mesmas, culminando na inibigdo da
ativagdo de linfécitos B; [3] inativagdo da proteina Bad, através
da ativacdo da PI-3K pela LMP2A que, por conseguinte, ativa a
proteino-quinase B (PKB), levando a fosforilagdo da proteina Bad
e a combinagdo com a proteina citosdlica 14-3-3, que a mantém
inativa; regides em amarelo em ambas as proteinas membranais
representam sequéncias ricas em tirosina. U, ubiquitina; Y,
tirosina; ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motifs;
PI1-3K, hosphatidylinositol 3-kinase. (Adaptado de Thorley-
Lawson®).

AP-1, STATs e ATF2) e outras moléculas, possivelmente
promove a transformagdo das células hospedeiras,
conduzindo-as a um fendtipo tumoral.

LMP2

A LMP2 é codificada por sequéncias localizadas em
ambas as extremidades do genoma viral, sendo
transcrita a partir de dois promotores distintos,
originando duas proteinas: LMP2A e LMP2B. Ambas
exibem uma estrutura peptidica semelhante,
apresentando dominio citoplasmatico C-terminal, 12
dominios transmembranais e um discreto dominio
extracelular, diferindo apenas no dominio
citoplasmatico N-terminal com 119 aminoacidos
adicionais na LMP2A 3. As duas proteinas se organizam
na membrana plasmatica das células hospedeiras,
formando agregados. %

Tem sido reportado que nenhuma das duas proteinas
é essencial para a transformacdo de linfocitos B *2.
Contudo, a expressao de LMP2A em células B de memoria
circulantes EBV-positivas sugere que a LMP2A exerca
importante papel na infecg¢do persistente. Ambas atuam
como receptor independente de ligante. Tem sido
demonstrado que o dominio N-terminal da LMP2A
apresenta oito residuos de tirosina, dois dos quais (Y74
e Y85) formam um imuno-receptor semelhante aos
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encontrados nas cadeias a e b dos receptores de célula
B (BCR), chamados de ITAM (Immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs) 6. A ativacdo de BCR leva a
fosforilagdo dos residuos de tirosina pela Lyn e o
recrutamento de Syc tirosino-quinase (ambos, membros
da familia Src de tirosino-quinases), desencadeando
uma cascata de sinalizacdo que promove a
diferenciagdo e proliferagdo de linfécitos B 7.
Contrariamente, a LMP2A sequestra e degrada Lyn e Syk,
inibindo a sinalizacdo do BCR e a subsequente ativagdo
dessas células, e esse efeito inibe ainda a fosforilagdo
pela fosfolipase C, bloqueando a mobilizagdo normal
de célcio (FIGURA 3)%. Esse conjunto de efeitos impede o
desenvolvimento do ciclo litico, promovendo a
permanéncia do estado latente viral.**

Quanto a LMP2B, tem sido sugerido que atue
aumentando o espagamento entre as LMP2A nos
aglomerados transmembranais, favorecendo a liberagao
das tirosino-quinases (Lyn e Syk) e restaurando a
transducgdo de sinais de BCR *3. Adicionalmente, na
auséncia de antigenos, os BCR transmitem sinais ndo-
proliferativos, que sdo essenciais para a sobrevida das
células B. Tem sido sugerido que a LMP2A mimetize esse
tipo de sinalizagdo, podendo prolongar a sobrevida de
células B infectadas ®. Tem sido demonstrado que a LMP2A
pode promover a transformacdo de células epiteliais,
possivelmente em decorréncia da ativagcdo da via PI3-K/
AKT. A ativacdo da AKT (também conhecida como proteino-
quinase B - PKB) leva a fosforilagdo de varias proteinas,
dentre elas a Bad (pré-apoptética), contribuindo para a
sobrevida celular.”

EBER1 e EBER2

Esses dois transcritos virais sdo codificados por
sequéncias presentes na regido BamHI-N, separadas por
161pb 2. O EBER1 e EBER2 possuem, respectivamente,
167 e 173 nucleotideos de extensdo e apresentam
elevada similaridade entre suas estruturas secundarias.
Apesar disso, o EBER2 exerce um papel importante na
transformacdo de linfdcitos B in vitro, enquanto o EBER1
parece ser dispensavel *. Esses dois RNAs virais sdo
abundantemente expressos nos quatro tipos de laténcia
descritos, atingindo 1.000.000de transcritos por célula.
Ambos apresentam uma taxa de transcrigdo equivalente,
mas, devido ao rapido “turnover” do EBER2, os niveis de
EBER1 sdo cerca de 10 vezes mais elevados.
Curiosamente, os EBER ndo sdo poliadenilados, o que
impede sua saida do nucleo da célula hospedeira,
tornando-os um excelente alvo de detecg¢do por
hibridagdo in situ.*

No nucleo, os EBER permanecem em complexos
ribonucleoprotéicos. Foi demonstrado que a proteina
ribossomal L22 (ou EAP, EBER associated protein) liga-se

ao EBER1, sugerindo que essa interagdo contribua para
transformacao celular, pelo fato de o gene da L22 estar
envolvido nas transloca¢des cromossOmicas em
pacientes com leucemia “®. Os EBER também se ligam a
proteino-quinase ativada por RNA fita dupla (PKR), uma
quinase que atua inativando o fator de iniciacdo de
sintese protéica elF-2, em fung¢do de estimulos antivirais
de interferon (IFN) a e b. Tais efeitos variam desde
inibicdo tempordria da sintese protéica da célula
hospedeira até apoptose. ¥

A inser¢do dos genes EBER em linhagens de células
Akata (de linfoma de Burkitt) EBV-negativas revelou que
eles sdo responsdveis pela restituicdio da
tumorigenicidade em camundongos SCID, crescimento
em agar semi-sélido, resisténcia a estimulos
apoptodticos e pelo aumento na expressdao de BCL-2 .
Tem sido demonstrado que os EBER podem induzir a
expressdo de interleucina-10 (IL-10) em linhagens de
linfoma de Burkitt, sugerindo que os referidos
transcritos virais possam promover uma supressao do
sistema imune do hospedeiro mediada por IL-10 *. Niller
e colaboradores * demonstraram uma regido de 130pb
logo acima do gene viral EBER1, que contém uma
sequéncia consenso para a ligacdo da proteina c-MYC.
De fato, os EBER devem contribuir na tumorigénese e
para o quadro de laténcia, considerando que sdo
expressos nos quatro tipos de laténcia descritos e
suprimidos durante a replicagdo viral.*

BARF1

E um gene localizado no fragmento BamHI-A, que
codifica uma proteina denominada p29, descrito como
gene latente exclusivamente em neoplasias de origem
epitelial, tais como carcinoma de nasofaringe e gastrico,
sendo descrito como um gene litico precoce nas
infec¢des de linfocitos-B °°. Todavia, Fiorini e Ooka >!
detectaram a proteina secretada a partir de cultura de
linhagens IB4 e Akata de linfécitos B (exibindo infeccdo
latente). Foi demonstrado que a BARF1 é um homdlogo
do receptor do fator estimulador de colénia humano-1
(CSF-1), o qual esta relacionado com a induc¢do da
proliferagdo de macrdfagos e neutréfilos 2. Contudo,
tem sido relatado que o BARF1 neutraliza os efeitos
proliferativos acima mencionados 3. Por outro lado,
tem sido demonstrado que essa proteina imortaliza
células epiteliais primarias humanas in vitro e induz
um fendtipo tumoral em linhagens de fibroblastos 4,
sendo, também, capaz de ativar a expressdo de BCL-2
em fibroblastos de roedores, por meio de sua regido N-
terminal *>. Wang e colaboradores *® demonstraram uma
elevada expressdo de BCL-2 em linhagens transgénicas
de cancer gastrico expressando BARF1, o que reforga os
achados prévios quanto a possibilidade de essa
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proteina viral promover a sobrevida celular.
Recentemente, Jiang e colaboradores °” demonstraram
que o BARF1 coopera com o H-Ras e SV40 T na
transformagdo de linhagens de células epiteliais
humanas.

CONCLUSOES

A importancia dos genes latentes do EBV na
oncogénese é denotada pelos efeitos observados em
experimentos realizados in vitro e in vivo, demonstrando
gue seus transcritos sdo capazes de interagir com vias
de sinalizagdo intracelular ou de agir diretamente no
DNA hospedeiro, desencadeando efeitos que incluem
estimulos a proliferagdo celular, bloqueio da apoptose,
inibicdo da diferenciacdo celular, regulagdao do destino
celular, expressdo de receptores de superficie, produgdo
de interleucinas e reducdo de moléculas de adesdo
intercelular. Nas neoplasias relacionadas, pelo menos
quatro genes latentes virais sdao expressos e cada
transcrito pode exercer mais de um efeito sobre a célula
hospedeira, de modo que a soma desses efeitos é
provavelmente responsavel pela transformacao celular
que conduz a célula infectada a um fendtipo tumoral.
Ndo obstante, os padrdes de expressdo dos genes
latentes virais denunciam a complexa relagdo entre o
EBV e as células hospedeiras, sugerindo haver
diferentes mecanismos oncogénicos para cada tipo
celular.

Em suma, a participacdo dos expressos latentes
do EBV na génese tumoral é evidente. No entanto, faz-se
necessario o desenvolvimento de mais estudos visando
a melhor compreender os mecanismos relacionados a
cada neoplasia e, assim, identificar possiveis alvos
terapéuticos, marcadores progndsticos e (ou) medidas
profilaticas.
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