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Resumo

A infeccao crénica causada pelo virus da hepatite B, conhe-
cido como HBYV, est4 fortemente associada ao aparecimento
do hepatocarcinoma (HCC), um tumor maligno com mau
prognoéstico, cujo desenvolvimento é relacionado a proteina
X do referido virus. A integracido do DNA viral, que codifica
a proteina HBx no genoma da célula hospedeira, aumenta
a expressao dessa proteina e, conseqiientemente, aumenta
sua interacdo com os genes e proteinas reguladoras da
célula hospedeira. A proteina HBx desenvolve uma varie-
dade de func¢des bioldgicas, como transativagdo genética,
interacdo com a proteina P53, interferéncia no reparo do
DNA, repressao de protedlises fisiolégicas, modulacido da
proliferacdo celular e apoptose e inducdo da migracao de
células malignas, apresentando também importante papel
no desenvolvimento do HCC associado a infec¢do pelo HBV.
Entretanto, diferentes niveis de expressao do gene da HBx em
hepatécitos determinam resultados diversos e até opostos
em relacdo ao ciclo celular e apoptose. Através de iniimeros
mecanismos, a proteina HBx € capaz de coordenar o balanco
entre proliferacao celular e morte celular programada, o que
é determinante no desenvolvimento do HCC, principalmente
em pacientes com infeccido créonica por HBV.
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Abstract

Hepatitis B virus chronic infection is strongly associ-
ated to the development of the hepatocellular carcinoma
(HCC), a malignant tumor presenting poor prognosis,
witch is associated to Hepatitis B virus X protein (HBx).
The interaction of viral DNA encoding HBV transactiva-
tor X protein enhances HBx expression and subsequent
interaction with cellular genes and regulatory proteins.
HBx performs a variety of biological functions, such as
gene transactivation, P53 protein interaction, interferes
with DNA repair, repression of physiological proteolysis,
modulation of cell proliferation and apoptosis, induction
of malignant cell migration, playing an important role
in the development of HCC associated with Hepatitis B
virus (HBV) infection. However, different levels of HBx
expression in the hepatocytes results in distinct and
opposite cellular responses of cell cycle and apoptosis.
Through a variety of mechanisms, the expression of
HBx protein may coordenate the balance between cell
proliferation and apoptosis, which is essential for the
development of HCC, mostly in patients chronically
infected with HBV.
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Introdugao

O hepatocarcinoma celular (HCC), classificado como um
cancer primdrio de figado, se origina de hepatdcitos e equivale
a 80% dos casos de cancer de figado, encontrado em uma fre-
qiiéncia trés vezes maior em homens do que em mulheres'. E
o0 5° tumor maligno mais freqiiente no mundo? e a faixa etiria
com maior predominio de ocorréncia desta patologia nos Estados
Unidos e na Europa estd entre as 62 e 72 décadas; enquanto
que, em dreas onde hd grande incidéncia, o tumor ocorre em
pacientes mais jovens, entre as 32 e 52 décadas. Em muitas
regices da Africa e da Asia, o HCC corresponde a cerca de 20
2 30% de todos os tipos de doengas malignas, contra apenas 1
2 2% nas Américas do Norte e Sul e na Europa’.

O hepatocarcinoma celular pode ser prevenido, sendo a pre-
vengio classificada em primdria e secunddria. A prevengio primaria
¢ baseada principalmente na interrupgio, através da utilizagio
de vacinas, da transmissdo do virus da hepatite B (HBV), cuja
infecgio cronica estd fortemente associada ao desenvolvimento
do HCC.J4 a prevencio secunddria depende da detecgdo precoce
do tumor, constando da sua remogio cirdrgica quando ainda néo
se desenvolveram as repercussdes clinicas do HCC (mal estar
geral, dor abdominal, sensagdo de abdome cheio, anorexia, perda
de peso, ascite, ictericia, nduseas, vomitos e febre), mas a dosagem
no sangue da alfafetoproteina (um marcador tumoral produzido
em 75 a 80% dos figados acometidos pelo HCC mas ndo pelo
figado normal) pode ser detectada’. A alfafetoproteina (AFP) é
uma proteina predominantemente fetal que sinaliza o desenvolvi-
mento hepitico. E secretada por células derivadas do endoderma
do saco vitelinico, figado e intestino fetal. Ao nascer, sua expressio
é silenciada, ndo podendo mais ser detectada em adultos, exceto nos
casos de regeneragio hepitica ou HCC?.O exame para deteccio
de AFP é recomendado nos casos de suspeita de HCC*.

Chama muita atengdo no diagnéstico do cincer do figado,
o seu pequeno tempo de evolugio; ou seja, ao diagndstico, o
paciente apresenta uma doenga geralmente muito avangada
e um tempo de aparecimento da sintomatologia muito curto.
Além disso, tempo que o HCC leva para duplicar o volume
de massa tumoral ¢ muito ripido em comparagio com outros
tumores, sendo, em média 4 meses. A sobrevida apés o diag-
néstico de um paciente com HCC clinicamente detectdvel é
extremamente curto, assim considerando, o indice de mortali-
dade passa a ser de praticamente 100%*. Devido a essa ripida
e silenciosa evolugio e 4 falta de tratamentos responsivos, o
HCC é a 3° causa de morte por cincer no mundo?.

Por meio de testes sorolégicos e detecgdo de seqiiéncias
de dcido nucléico viral integrados ao genoma das células tu-
morais, o hepatocarcinoma celular foi fortemente associado
a persisténcia da infecgio pelo virus da hepatite B (HBV),
um virus de DNA com envoltério, pertencente a familia he-
padnaviridae®. O HCC associado a0 HBV estd entre os dez
mais freqlientes cinceres do mundo e o risco relativo de que
um portador do HBV desenvolva o HCC ¢ de aproximada-
mente 1:200, um dos maiores riscos relativos conhecidos de
canceres®. Recentemente foi estimado que 53% dos casos de
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HCC estavam relacionados a infecgio por HBV. A associagio
entre o surgimento do HCC e infecgdo pelo virus da hepatite
B serd posteriormente discutida neste trabalho.

A infecgido pelo HBV ¢ encontrada em todo o mundo,
com taxas de prevaléncia bastante variadas®, o que determina
uma distribui¢do geografica muito heterogenia da incidéncia
do HCC2. Portadores cronicos do HBV constituem o maior
reservatorio da infecgdo; em alguns paises, particularmente
no Oriente Médio, 5 a 15% dos habitantes sio portadores
do virus, apesar de a maioria ser assintomdtica®. Nos Esta-
dos Unidos, ¢ estimado que 1,5 milhées de pessoas estejam
infectadas pelo virus da hepatite B e que 300.000 novos
casos ocorram anualmente®. Cerca de 300 desses individuos
morrem com hepatite aguda fulminante e em torno de 5 a
10% dos pacientes infectados tornam-se portadores croni-
cos. Além disso, aproximadamente 4.000 pacientes morrem
anualmente de cirrose relacionada 4 hepatite B, e 1.000 de
hepatocarcinoma celular®.

A principal forma de transmissio do HBV ¢ a direta, pelo
contato pessoal, intimo com fluidos corporais de individuos
infectados. O antigeno de superficie do HBV (HbsAg) pode
ser encontrado na maioria dos fluidos corporais, incluindo o
sangue, a saliva, o sémen e as secre¢des cervicais. Da mesma
forma, a transmissio da mie para o filho na hora do parto
também é comum. Em condi¢bes experimentais, uma quan-
tidade minima de 10 mL de sangue contaminado é capaz
de causar infecgdo®.

O resultado da infecgdo pelo HBV depende do equilibrio
entre o in6culo viral, a capacidade patogénica do virus e as
defesas do hospedeiro. Se a quantidade de células infectadas
é pequena e a defesa é adequada, a infecgio pode ser curada
espontaneamente, sem sintomas, caracterizando a forma
subclinica da hepatite B. Se a quantidade de células infec-
tadas é grande, a infecgdo pode determinar o surgimento da
doenga infecciosa (30%)*. Na Figura 1 estdo relacionadas as
manifesta¢des clinicas da hepatite B, as freqiiéncias com que
ocorrem e as suas possiveis conseqiiéncias’.

Em alguns poucos casos (0,1-0,5%), a resposta imuno-
légica do hospedeiro contra o virus ¢ tio exagerada que hd
destrui¢do macica dos hepatdcitos (hepatite fulminante),
o que pode ser fatal. Cerca de 50% dos casos de hepatite
fulminante estdo relacionados a infec¢do pelo HBV. Seu
principal sintoma é o desenvolvimento de alteragdes neuro-
l6gicas (sonoléncia, confusdo mental), além de sangramentos
e dificuldade respiratéria®.

Em cerca de 3-8% dos adultos, a defesa imunolégica
nio consegue destruir as células infectadas e a inflamacio
(hepatite) persiste. Quando a persisténcia da infecgio é maior
que seis meses, definindo assim o quadro de hepatite cronica,
as chances de cura espontinea sio muito baixas*

No caso de criangas que entram em contato com o virus
no parto, o sistema imunoldgico ainda é, nesta fase, incapaz
de desenvolver resposta imune protetora. Isto faz com que
um grande namero de células se infecte e que, com o tempo,
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o sistema imune desenvolva uma “tolerancia”, determinando
hepatite cronica em 90% dos casos. Em criangas de 1 a 5 anos,
o risco de hepatite cronica jd diminui para 20-50%"*.

Na hepatite B cronica ativa, a presencga continua de focos
inflamatérios resulta em necrose dos hepatécitos, colapso da
trama reticular do figado e fibrose progressiva desencadeando,
portanto, a cirrose hepdtica. Cerca de até 50% das pessoas com
cirrose ird desenvolver HCC, mas o carcinoma hepatocelular
pode surgir mesmo antes da cirrose. De fato, o risco anual de
desenvolvimento do HCC ¢ de 0,06-0,3% em portadores sios,
0,5-0,8% em pacientes com hepatite cronica ativa e 1,5-6,6%
em pacientes com cirrose*.

O diagndéstico da hepatite B pode ser feito através de exames
sorolégicos que identifiquem particulas virais (comoa HBsAg e a
HBeAg) e anticorpos de fase aguda e cronica (como o Anti-HBc
IgG, 0 Anti-HBC IgM, e 0 Anti-HBs IgG)*. Um estudo recente
demonstrou que o exame de HBsAg positivo (um antigeno de
superficie viral) aumentava em 27-37 vezes o risco de desenvol-
vimento de HCC se comparado a individuos ndo infectados'®™.
O risco de desenvolvimento do HCC também se elevava quanto
maior fosse a carga viral do individuo infectado™.

Atualmente estdo descritos 8 genétipos de HBV (de A
a H), entretanto os dados que correlacionam determinados
gendtipos virais com a patogénese do HCC relacionado ao
HBYV ainda sdo por demais controversos™*'*. O capsideo do
HBYV apresenta simetria icosaédrica e guarda em seu interior
o DNA circular parcialmente duplicado e o complexo da

polimerase. Seu genoma possui seis genes, sendo quatro de
fungio conhecida: C, P, S e X&

O gene C e a regido Pré-C codificam os antigenos do
esqueleto (HBcAg), formador do capsideo e o HbeAg (an-
tigeno soluvel, ndo estrutural), que podem ser reconhecidos
pelo sistema imune; o gene P codifica uma polimerase, que
tem com fun¢do a duplicagio do DNA, e a realiza¢do da
transcrigdo reversa; o gene S € a regido do genoma que codifica
as proteinas que constituem espiculas presentes no envol-
tério externo, sendo elas: LHBsAg; MHBsAG e SHBsAg,
os quais correspondem a, respectivamente, 20 a 30%; 20 a
60% do HBsAg. No processo de infecgio do hepatdcito; a
proteina S participa como elemento de adsor¢io do HBV
4 membrana hepatocitica; através de uma regido de ligagdo
com albumina sérica humana®. Agregados de HbsAg assim
como o préprio DNA viral sio freqiientemente encontrados
em abundéncia no soro durante a infecgio, o que indica a
presenca de virions no organismo’.

O gene X codifica a proteina HBx, uma proteina regu-
ladora multifuncional que atua como transativadora indireta
da transcri¢do dos genes virais, além de muitos genes da
célula hospedeira, por interagir com indmeras proteinas
celulares, exibindo uma atividade pleitrépica®>'>7. A HBx
¢ essencial na manutengio da replicagdo viral e parece estar
intimamente relacionada com o desenvolvimento do HCC
em pacientes com hepatite B cronica. HBx foi desempenha
um papel importante causando auséncia da regula¢do da
replicagdo dos hepatdcitos através de diversos mecanismos,
levando ao desenvolvimento do HCC. Neste trabalho, serd
abordada a importincia da HBx no desenvolvimento do
HCC e os mecanismos por ela mediados.
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Desenvolvimento

O HBV desempenha um papel importante na predisposi¢io
a0 HCC através de alteragdes na regulagio génica da célula
hospedeira. Diversos modelos foram criados para tentar expli-
car o papel do HBV na hepatocarcinogénese, entretanto dois
mecanismos tém sido apontados como principais no desenvol-
vimento do HCC™. No primeiro mecanismo, a integragio do
genoma viral no cromossomo da célula hospedeira resulta em
perda da fungio de genes supressores de tumor, e/ou ativagio de
protoncogenes proximos ao local de inser¢io do DNA viral**.
Entretanto a inser¢do do genoma viral em locais de conhecidos
oncogenes tem se mostrado rara; além disso, nenhum sitio
especifico de insercio se mostrou mais freqiiente®. O segundo
mecanismo envolve a expressdo de moléculas transativadoras
derivadas do genoma viral, capazes de influenciar a transdugio
de sinais intracelulares e alterar a expressio génica da célula
hospedeira. A principal molécula transativadora derivada do
genoma viral é a proteina HBx'". A integragio do DNA viral
que codifica a proteina HBx, aumenta a sua expressdo na célula
hospedeira e, conseqiientemente, altera o funcionamento de
genes e proteinas regulatorias desta célula (hepatécito)’.

Estudos demonstraram que o gene HBx quando inserido
no genoma de hepatdcitos, além de codificar a proteina HBx,
é ainda capaz de gerar uma instabilidade no genoma da célula
hospedeira, favorecendo o aparecimento de rearranjos cro-
mossdmicos e conseqlientes mutagdes’® (na maioria das vezes
delegbes parciais). Baseando-se em observagdes, é possivel
especular que essa integra¢io gendmica, por si prépria pode
causar uma desregulacio de enzimas chaves no controle do ciclo
celular, levando a uma prolifera¢io celular desordenada?.

Apesar da proteina HBx ndo conseguir se ligar diretamente ao
DNA de fita dupla, ela é capaz de ativar a transcrigdo de diversos
genes virais e do hospedeiro através da indugio da ativagio de
inimeros fatores de transcri¢io incluindo o AP-1 (ativador da
proteina 1) e o fator nuclear k-B (NFk-B). A HBx interage com
vérias proteinas quinases citoplasmaticas, entre elas a proteina
quinase C (PKC), proteina quinase Ras/Raf mitogénica ativada,
IKK, PI-3K (fosfatidilinositol-3-quinase), Akt (Serina 47-treonina
quinase, também conhecida como proteina B quinase), familia Janus
quinase, e c-Jun-NH,-terminal quinase (proteina quinase ativada
por estresse) podendo ativar inimeras cascatas de transdugio de
sinais intracelulares’. A HBx ainda pode se ligar & proteina P53,um
conhecido produto de um gene supressor de tumor, inativando-a
e levando a indugdo da proliferagio de células malignas®.

A proteina HBx ainda interfere nos mecanismos de reparo
do DNA, desregula as protedlises fisiolégicas, regula negativa-
mente o funcionamento dos complexos da cadeia respirat6ria nas
mitocondrias e altera os pontos regulatérios do ciclo celular?.

Através desses mecanismos de ativagio transcricional de diversos
genes celulares e interagio com indmeras proteinas celulares,a HBx
é capaz de coordenar o balango entre proliferagio celular e morte
celular programada, ativando ou bloqueando a apoptose®.

A HBx quando expressa em diferentes quantidades, em
diferentes hepatdcitos determina resultados distintos e até opostos
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em relagio ao ciclo celular e apoptose. A maioria dos trabalhos
publicados que correlacionam a proteina HBx com infecgoes
cronicas por HBV demonstram que, quando expresso em baixos
niveis, tal proteina ativa cascatas de transdugio de sinais que
levam 4 proliferagio celular e perda dos mecanismos apoptéticos
o que predispde ao HCC. Entretanto, outros trabalhos, que
focavam a infec¢do aguda e inicial por HBV, demonstraram
que a proteina HBx quando altamente expressa pode controlar
a proliferacdo celular e ativar mecanismos apoptéticos?.

Estudos demonstraram que durante infec¢oes cronicas
por HBV, e/ou quando o gene HBx encontra-se expresso em
baixos niveis, a proteina HBx é capaz de desencadear diversos
mecanismos proliferativos e anti-apoptéticos, dependentes ou
nio de P53%. A seguir abordaremos especificamente alguns desses
mecanismos moleculares, determinados por baixas concentracdes
da proteina HBx, no desenvolvimento do HCC, bem como
seu envolvimento em metéstases. Para fins didéticos, dividimos
os mecanismos em dependentes da proteina P53, mecanismos
dependentes de NFkB e outros mecanismos (baseados na
ligagdo de HBx com diversas proteinas celulares).

Mecanismos dependentes de P53

A P53 ¢ uma fosfoproteina nuclear que atua como uma
proteina supressora de tumor. Ela participa de multiplos processos
celulares, incluindo a inibi¢do da proliferacio e transformagio
neopldsica celular, controle do ciclo celular, ativagdo do reparo de
DNA, e ativagio da apoptose (Figura 2). No ambito molecular,
a proteina P53 atua como um fator de transcrigio estimulando
a expressdo dos genes que contém regides promotoras capazes
de se ligar 2 P53. A ligagio da HBx a4 P53 além de dificultar a
passagem desta proteina do citoplasma para o nicleo da célula,
ainda é capaz de inativar suas fun¢des™.

Ao se complexar com a P53, a proteina HBx inibe a sua
seqiéncia especifica de ligagio com o DNA e, conseqiientemente,
a P53 deixa de ser funcional. O complexo HBx-P53 é incapaz de
se ligar aos promotores génicos e ativar (como no caso do gene
supressor de tumor PTEN) ou inibir (como no caso do gene da

AFP - alfafetoproteina) a transcrigio do RNAm (Figura 3)°.

Assim, o HBx impede a ligagio da P53 com o sitio pro-
motor do gene PTEN (um conhecido supressor de tumor
freqiientemente inativado em intimeras neoplasias), impedido a
sua transcri¢do e modulando negativamente a sua expressio. O
gene PTEN, quando transcrito, inibe constantemente a via da
PI-3K desfosforilando o PIP-3 em PIP-2. A manuten¢io dos
baixos niveis de PIP-3 é essencial para que nio haja ativagio da
enzima Akt que é conhecida como um importante mediador de
sobrevivéncia, proliferacio e crescimento celular. Quando néo ha
transcri¢io do gene PTEN, ocorre um acimulo de PIP-3 (fosfa-
tidilinositol-3-fosfato) o que leva a fosforilagio (ativagio) da Akt
(Figura 3). A ativagio da Akt é um estimulo anti-apoptético,
e de proliferagio celular que pode levar ao desenvolvimento

do HCC*%.

A proteina viral HBx também pode ativar diretamente a
cascata sinalizadora de sobrevivéncia celular dependente de PI-3K
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de maneira nio dependente de P53. HBx pode ativar diretamente
PI-3K, que aumenta a produgio de PIP-3 e este composto
promove a fosforilagio e conseqtiente ativagio da proteina Akt,
protegendo a célula da morte por apoptose. Nesse mesmo estudo,
foi demonstrado que a proteina viral HBx também era capaz de
inativar a caspase 3, uma enzima pré-apoptética®%.

Como ji foi mencionado, a proteina P53 ao se ligar ao sitio
promotor do gene da AFP, mantém sua transcri¢io inibida.
A formagio do complexo HBx-P53 deixa o promotor génico
livre e a transcrigdo desse gene ¢ ativada. Estudos recentes tém
demonstrado que a secregio de AFP estimula o crescimento,
prolifera¢io celular, e a oncogénese. A AFP é um importante
marcador tumoral encontrado em 75-80% dos casos de HCC,
0 que comprova a importincia desse mecanismo para o surgi-
mento dessa neoplasia®.

Trabalhos recentes demonstraram que a HBx é capaz se
ligar a enzimas mitocondriais (complexos I, I, ITI, IV, V da
cadeia respiratéria) deprimindo o seu funcionamento®. Essas
enzimas, envolvidas no transporte de elétrons e translocagio
de prétons da cadeia respiratéria, quando deprimidas levam
a um aumento do estresse oxidativo e da formagio de ROS
(espécies reativas de oxigénio). Apesar da peroxidagio lipidica
causada por esse aumento de ROS ser uma sinalizagio pro-
apoptotica, estudos comprovaram que esse estresse oxidativo
pode também ser responsdvel por mutagdes no gene que
codifica a P53. Essas mutag¢des alteram o funcionamento da
P53, e a célula fica incapaz de sofrer apoptose®.
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Figura2
Papel da Proteina P53 no Processo de Apoptose.
P53 é uma proteina supressora de tumor que
quando estimulada leva a apoptose ou ao reparo
de DNA. A proteina HBx pode ligar-se a P53 ou
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Figura3
Agiao da proteina viral HBx no processo de transcrigao. Ao se ligar a proteina P53, a proteina HBx inibe a
transcri¢io do gene PTEN (um conhecido supressor de tumor frequentemente inativado em neoplasias),
que mantém avia PI-3K (fosfatidil inositol 3 quinase) inativa. Dessa forma a proteina Akt (enzima
mediadora de sobrevivéncia e proliferacio celular) é ativada, levando a sobrevivéncia e proliferacio celular®
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Mecanismos dependentes de NFkB
O fator nuclear kappa B (NF-kB) é um fator de transcri-

¢do que reconhece e se liga a seqliéncias especificas do DNA
e interage com proteinas do complexo de transcrigdo basal
(como a RNAse), ativando a expressio de genes especificos.
Estes genes participam da ativa¢do de células imunes e
regulagdo de processos celulares, incluindo: estresse oxida-
tivo; proliferacdo; apoptose; diferenciagio e transformagio
oncogénica®. Um exemplo de genes transcritos pelo NF-kB
é a uroquinase ativadora de plasminogénio (UPA), que estéd
envolvida na invasdo cancerosa e metdstase® e diversos pro-
to-oncogenes, como o gene transcritor da proteina P21, que
estd envolvida na oncogénese e regula diretamente o ciclo
celular na fase G1%

O NF-kB ¢ formado por homodimeros ou heterodimeros
de proteinas transcritas por um oncogene chamado c-Rel: as
proteinas da familia Rel, as quais apresentam dominios que
possibilitam a ligagdo ao DNA e a dimeriza¢io®. Entre os
dimeros existentes, o heterodimero composto pelas protei-
nas P50 (NF-KB1) e P65 (Rel-A) ¢ o mais importante nos
hepatdcitos®.

Usualmente, o complexo NF-kB ¢ retido no citoplasma
por estar ligado a uma segunda familia de proteinas repre-
sentadas pelas inibidoras IKB’s (principalmente IKB-o e
IKB-B), as quais mascaram o local de sinalizagio para a sua
entrada no nicleo. Além disso, as proteinas P100 e P105, que
também sdo membros da familia de proteinas Rel, exercem
regulacio inibitéria sobre a atividade do NF-kB, induzindo
a permanéncia das suas proteinas no citoplasma por um
processo ainda pouco esclarecido®.

A proteina HBx é capaz de induzir a entrada do NF-kB
no nucleo, por diferentes mecanismos, permitindo assim a
transcri¢do de genes. O mecanismo cldssico se caracteriza pelo
acionamento de diferentes cascatas enzimdticas mediadas pela
proteina quinase C e pelo complexo Ras-Raf proteina quinase.
A via de ativagdo envolve ainda a ativagdo do complexo de
quinases de IKB (IKK) composto pelas enzimas IKK-o. e
IKK-B*, as quais fosforilam IKB-o. (inibidora do complexo
NF-KB) que acarretam a translocagio das proteinas do
complexo NF-KB para o nicleo®. A ativagio, mediada pela
HBx, das cascatas enzimdticas citadas, pode ser provocada pela
sua ag¢do direta sobre as enzimas, ou indiretamente, através
da indugio do estresse oxidativo e da produgio de TNF-a e
fatores de crescimento que também agirio ativando-as®.

De forma adicional, a HBx ¢ capaz de causar a redugio
dos niveis citoplasmiticos das proteinas reguladoras do
NF-kB, P100 e P105, diminuindo a retenc¢io deste fator
de transcri¢do no citoplasma. Além disso, a proteina HBx
interage com proteases celulares, interferindo diretamente na
atividade de enzimas proteoliticas envolvidas na degradagio
da IKB-0, o que causa uma diminui¢io dos niveis celulares
desta proteina inibidora e possibilita que o complexo NF-KB
seja transferido para o nicleo?*.
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A associagio entre a superexpressio do NF-KB e sua
translocagio para o nicleo com a presenca da HBx e o desen-
volvimento do HCC, suporta as hipéteses que associam esse
fator de transcri¢do a oncogénese mediada pela HBx.

Outros mecanismos que envolvem HBx

A proteina HBx ¢ capaz de se ligar a outras proteinas
citoplasmiticas, entre elas: a ECC3 (um fator de transcrigio
envolvido no reparo de dele¢des no DNA, cujos mecanis-
mos ainda permanecem desconhecidos)® e a serina protease
Hepsin. A HBx liga-se diretamente a Hepsin promovendo a
proliferacdo celular e também bloqueando a apoptose. Além
disso, a formagido de complexos HBx-Hepsin promove a
expressio de HbeAg em hepatdcitos, o que indica que esse
complexo estimula a replicagio do DNAY.

A HBx ainda interage com a XAP-1/UVDDB, uma
proteina celular envolvida no reparo de DNA e em atividades
transcricionais (inclusive aquelas envolvidas na replicagio viral).
Dessa forma, a HBx pode inativar a protecdo contra danos
de DNA incidentalmente, ao ativar a atividade tanscricional

da proteina XAP-1/UVDDB*.

A inibi¢do da capacidade do reparo de DNA provoca-
da pela interagio da HBx com a XAP-1/UVDDB, com a
ECC3 e com a P53 (proteina também associada ao reparo
de DNA), pode contribuir para o acimulo de erros no DNA
do hepatécito, levando eventualmente, ao desenvolvimento

do HCC25738,

A Jagged 1 é uma proteina sinalizadora que controla a
proliferacdo e diferenciagio celular, sendo de grande impor-
tincia em varios tumores malignos. Em um estudo recente,
a proteina Jagged 1 foi altamente expressa em 79,2% dos
casos de HCC. Esse estudo também mostrou que altera¢des
na expressio de HBx levaram a consistentes alteracdes nos
niveis da Jagged 1 in vifro. Além disso, a Jagged 1 parece
interagir diretamente com a proteina HBx em tecidos com
hepatocarcinoma celular®.

A proteina HBx pode se ligar a seleno proteina (SeP)
uma glicoproteina monomeérica antioxidante que evita a
peroxidagdo lipidica decorrente de um aumento do estresse
oxidativo da célula, e deprimir suas fun¢des nos hepatécitos. O
aumento da peroxidagio lipidica (causada tanto pela inibi¢io
das enzimas mitocondriais — processo descrito anteriormente
— quanto pela inibi¢io da SeP) estimula a produgio de ci-
tocinas pré-inflamatérias, que além de cronificar o processo
pode lesar o tecido hepatico®.

Alguns tumores expressam proteinas ligantes de Fas (FasL),
que reconhecem o receptor de morte Fas nos leucécitos. O
acoplamento da Fas L com o Fas resulta na morte apoptética
dos leucdcitos, sendo um importante mecanismo de escape
tumoral as respostas imunes do hospedeiro®.

A proteina viral HBx apresenta importante papel na ati-
vagdo do FasL por meio de distintos mecanismos. Um deles se
dé pela ativagio do Nur77,um receptor nuclear implicado no
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estimulo do FasL*. A HBx também interage com os fatores
de transcri¢ao Erg-2 e Erg-3, aumentando a sua capacidade
transcricional, o que causa uma maior expressio do FasL*2.
Além disso, a HBx pode agir indiretamente, aumentando a
expressdo de interleucina-18 no hepatdcito, a qual também
induz a expressio da FasL®.

Metiastase

A evolugio de um tumor primdrio para um tumor se-
cunddrio (caracterizado pela metdstase) requer a capacidade
das células cancerosas em degradar a matriz extracelular e
alterar as interagGes moleculares que permitem a adesdo entre
as células, possibilitando entdo, a invasdo das células tumorais
aos tecidos sanguineo e linfitico*.

A proteina HBx estd relacionada com a ruptura da adesio
entre o citoesqueleto e os complexos de caderina presentes em
células hepaticas, cuja ligacdo previne a migragio e invasio
das células cancerosas®. Acredita-se que a HBx também cause
uma redugio da expressdo da subunidade alfa5 de integrinas
(proteinas expressas na superficie celular e envolvidas com
processos de adesdo e reconhecimento celular), diminuindo
a sua adesdo a fibronectina®, o que determina altera¢des na
capacidade de adesdo dos hepatécitos e o aumento da sua
capacidade invasora.

Além disso, a presenga da proteina HBx também altera a
expressio de metaloproteinases da matriz extracelular (MMP’s)
especificas, conhecidas como gelatinases (metaloproteinases
de matriz tipo 2 e 9), que degradam o coldgeno tipo IV (um
importante componente da limina basal das células), estando
envolvidas em uma variedade de processos patofisiolégicos,
incluindo a met4stase tumoral®. Recentes estudos demonstraram
que a HBx também ¢é capaz de estimular a metaloproteinase
tipo 1 (MT1-MPP)que por sua vez induz a produgio de
metaloproteinase tipo 2,a qual é comumente associada a mal
prognostico. A ativagio das MPP’s leva a uma destrui¢io da
matriz extracelular, facilitando a migragdo celular e invasio
de tecidos adjacentes®.

A expressio da metaloproteinase de matriz tipo 9 (MMP-9)
¢ aumentada pela HBx através da ativacio de fatores de trans-
crigio como a AP-1 e o NF-KB (ji discutido anteriormente). A
Metaloproteinase de matriz tipo 2 (MMP-2) pode ser induzido
pela agdo da HBx e da COX-2*.

A expressio da COX-2 pode ser induzida pela HBx, a
partir da ativa¢do de um fator de transcri¢do chamado de
fator nuclear de células T ativadas (NFAT), cuja ativagio nos
hepatécitos, estd associada ao aumento do célcio intracelular
e a0 estresse oxidativo gerado pela interagio do HBx com a
mitocondria. A COX-2 e a HBx apresentam agoes semelhan-
tes e sinérgicas, agindo, ambas, no aumento da mobilidade
celular; através do aumento da expressio de metaloproteinases
de matriz; e na neovascularizagio (angiogénese), a partir da
superexpressio de enzimas pré-angiogénicas e de fatores de
crescimento, como o fator de crescimento vascular e endotelial
(VEGF), determinando a formagio de novos vasos sangui-
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neos, o que ¢é essencial 4 manutengio e ao desenvolvimento
dos tumores*.

Quando super expresso, o gene HBx determina a formagio
de agregados protéicos da proteina HBx que se acumulam na
forma de largos grianulos intra-citoplasmaticos. A formagio
dos grinulos ocorre devido a presenca de residuos de cisteina
que favorecem o aparecimento de pontes dissulfeto entre as
moléculas. E provével, porém ainda incerto, que esses agre-
gados protéicos atuem diretamente na funcio do sistema
ubiquitina-proteossémico levando a célula a um atraso no
ciclo celular e 4 apoptose através de um mecanismo inde-

pendente da P53%.

No citoplasma a proteina HBx ainda é capaz de ativar
virias quinases citoplasmaticas que atuam inibindo a fase G, do
ciclo celular. Entretanto, quando a proteina HBx encontra-se
em altas concentragdes parece estar envolvida com atividade
pré-apoptdtica, como a ativagio conjunta do proto-oncogene
myc e/ou da proteina c-Jun-NH -terminal quinase, junta-
mente com a auséncia de estimula¢io do NFkB*. Mutacoes
no gene HBx levam 4 perda de ambos mecanismos descritos
(apoptéticos e controle do ciclo celular), levando a proliferagio

celular desordenada e predispondo ao HCC*.

A integragdo do gene HBx no genoma dos hepatdcitos é
freqiientemente truncada, ou apresenta mutagées pontuais®.
Estudos demonstraram que mutagdes no gene HBx levam
a uma diminui¢do da atividade de transcrigdo do gene, um
descontrole da proliferacdo celular e 4 perda dos mecanis-
mos apoptdticos®. Assim, individuos que apresentam um
precoce desenvolvimento do HCC, apés infecgdo por HBV,
freqiientemente apresentam mutagdes no gene HBx*>. Em
outros estudos, todos os portadores de HCC estudados que
apresentavam uma mutagio especifica no gene HBx (mutagio
da por¢io C-terminal da proteina HBx). Apesar dessa mu-
tacdo a proteina HBx ainda era capaz de se ligar a proteina
P53, formando complexos HBx-P53, cujos mecanismos
hepatocarcinogénicos jd foram discutidos® .

Comentarios

Apesar do papel da proteina HBx no desenvolvimento
do HCC ainda ser bastante controverso na literatura, existem
muitas evidéncias de que essa proteina exerca importante fungio
na regulagio do ciclo celular, seja impedindo ou promovendo
a proliferacgio celular desordenada.

Estudos recentes, como o de Lupberg publicado em 2007,
demonstraram que uma deplegio especifica no gene X é capaz
de inibir fortemente o crescimento e a proliferagio celular™.
Semelhantemente, em 2006, Chan ji havia comprovado que
bloqueando a transcri¢io da HBx reduzia-se significativa-
mente a proliferacio celular e o desenvolvimento tumoral in
vivo, além de sensibilizar as células 2 a¢io do TNF-ol (um
importante mediador de apoptose)®.

Entretanto existem estudos comprovando que a HBx
exer¢a uma funcio pré-apoptética quando altamente expressa®,
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ou até mesmo uma fungio tumor protetora quando ligada a
outras quinases, como a PKC*. Também foi observado que
a expressio completa do genoma de HBV, e ndo somente a
expressio do gene X, levou a uma inibi¢do do ciclo celular e,
portanto, ndo houve proliferagio®.

E importante ressaltar que cada estudo analisou uma
concentracio de HBx diferente, e que expressdes diferentes
dessa proteina podem levar a respostas distintas e até mesmo
opostas, 0 que justificaria, a0 menos em parte, essa discrepancia
nos resultados das pesquisas. A localizagdo da proteina HBx
também é de extrema importincia quando analisamos sua
funcio. A HBx pode ser encontrada no citoplasma, nicleo ou
mitocondria, e em cada um desses sitios ela altera mecanismos
particulares e provavelmente nio coincidentes. Portanto es-
tudos que priorizem diferentes sitios, provavelmente obterdo
resultados dispares. Ndo se deve ignorar também o fato de que
o genoma que codifica a HBx apresenta-se freqiientemente

mutado e que a localizagdo dessas mutagées pode alterar a

func¢io da HBx.

E possivel que a protefna HBx exerca ambas as fungdes: onco-
génica e protetora tumoral; mas cada uma dessas a¢des dependerd
do seu nivel de expressdo, da sua localizagio dentro da célula, e
também da presenca ou ndo de mutagées em seu genoma.

A proteina HBx ¢é apenas um dos inimeros possiveis
mecanismos envolvidos no desenvolvimento do HCC. Vale
relembrar que a prépria inclusio do genoma viral na célula
hospedeira, por si s6, é capaz de desregular o ciclo celular.
Além disso, o constante estimulo de reparo tecidual provocado
pela cronicidade da hepatite B e a intensa reagdo inflamatéria
mediada pelo sistema imunoldgico sdo uns dos principais
fatores envolvidos na oncogénese. Outras familias de prote-
inas, assim como as ativadoras de PreS2, também tem sido
implicada nesse processo, porém os estudos também tém se
mostrado controversos®s.
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