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Abstract

The HTLV-1 bzip factor protein (HBZ) is produced
by HTLV-1 infected cells and its expression is
consistently found in cells of Adult T-Cell
Leukemia/Lymphoma (ATLL) individuals. ATLL is a
serious disease and, although some treatments
have satisfactory outcomes, there is still no
known cure. HBZ was described previously as one
of the viral proteins that induce proliferation and
immortalization in infected cells. As HBZ is always
expressed in ATLL cells, it is important to discuss
the HBZ mechanisms that contribute to the
development of ATLL to assist further studies
about treatment and prevention of HTLV-1
diseases. Therefore, the main objective of this
study is to investigate the roles of HBZ on the
development of ATLL. This systematic review was
made with articles found in PubMed database. 61
articles were found, 20 were included and their
data collected. From the data obtained, it was
possible to conclude that HBZ protein s
important on the development of ATLL because it
contributes to proliferation, immortalization and
survival of ATLL cells. However, it is still not clear
if HBZ participates on the initial mechanism of
ATLL development.
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Resumo

A proteina HTLV-1 bzip factor (HBZ) é produzida
pelas células infectadas pelo HTLV-1 e sua
express@o se dd de forma constante em células
de individuos com Leucemia/Linfoma de Células T
do Adulto (ATLL). Essa patologia é grave e,
apesar de existir tratamentos que reduzam os
sintomas e aumentem a sobrevida do paciente,
ainda ndo existe cura conhecida para a infec¢do
pelo HTLV-1. A HBZ foi descrita como uma das
principais  proteinas  virais que induzem
proliferagdo e imortalizagdo celular da célula
infectada pelo HTLV-1. Como a HBZ é sempre
expressa em células de pacientes com ATLL, é
importante discutir os mecanismos de atuagdo
dessa proteina para auxiliar estudos futuros
sobre tratamento e preven¢do de doencas
provocadas pelo HTLV-1. Portanto, esse trabalho
possui como objetivo principal investigar as vias
de atuagdo dessa proteina no desenvolvimento
da ATLL. Essa revisdo sistemdtica foi realizada a
partir de artigos encontrados na plataforma de
busca do PubMed. Foram encontrados 61 artigos,
destes 20 foram incluidos e seus dados foram
coletados. A partir dos dados obtidos, é possivel
concluir que proteina HBZ é importante no
desenvolvimento de ATLL ao contribuir na
proliferagdo, imortalizagdo e sobrevivéncia das
células infectadas. Porém ainda ndo estd claro se
a HBZ participa do mecanismo inicial de
desenvolvimento da ATLL.

Palavras chave: HBZ; HTLV-1; ATLL.
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Introdugao

O virus linfotrépico de células T humanas do
tipo 1 (HTLV-1) é um retrovirus caracterizado
como o tipo exclusivo causador de uma leucemia
chamada Leucemia/Linfoma de Células T do
Adulto (ATLL)Y. Em 2012, foi estimado que cerca
de 5-10 milhGes de pessoas no mundo estavam
infectadas com HTLV-1, enquanto no Brasil o
nimero estimado de infectados pelo HTLV-1 é de
2,5 milhdes?3.

O individuo infectado pelo HTLV-1 pode
permanecer assintomatico ao longo da vida e
ndo saber que ¢é portador, porém alguns
individuos podem desenvolver  doencas
inflamatérias como  tireoidite, dermatite
infecciosa associada ao HTLV-1, artropatia, uveite
associada ao HTLV-1 e poliomiosite®>. Além disso,
aproximadamente 5% dos pacientes
desenvolvem alguma patologia grave como a
Paraparesia Espastica Tropical/Mielopatia
associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) e a ATLL*".

A ATLL é um cancer associado a infecgdo
pelo HTLV-1 em linfécitos T humanos,
principalmente do tipo T CD4* levando a
transformacdo maligna dessas células e posterior
proliferacio monoclonal®. E uma doenca sem
cura conhecida e, em suas formas mais
agressivas, o paciente pode chegar a apresentar
linfoadenomegalia, infiltracdo pulmonar,
hepatoesplenomegalia, além de lesGes dsseas e
lesdes de pele’”®. O tratamento consiste
principalmente em quimioterapia®. Contudo, a
quimioterapia é um tratamento pouco efetivo e
0os pacientes em tratamento possuem uma
sobrevida média de aproximadamente oito
meses apds o desenvolvimento da doenga® 1,

A administracdao de medicamentos antivirais
como zidovudina (AZT) e interferon-alfa (IFN)
associado com a quimioterapia tem apresentado
bons resultados como uma forma de tratamento
para ATLL, assim como o transplante alogénico
de células-tronco hematopoéticas, porém o
mecanismo pelo qual esses métodos auxiliam no
tratamento da infec¢do ainda ndo esta claro na
literatura®® 13,

O genoma do HTLV-1 é composto pelos
genes gag, pol e env, flanqueados por duas
repeticdes terminais longas, denominadas LTR’.
Préximo a extremidade 3’ o HTLV-1 possui ainda
uma regido génica que codifica as proteinas
regulatérias p12, p8, pl3, p30, Tax e Rex,
oriundas de diferentes Open Reading Frames
(ORFs) dessa regido, denominada pX'*. Em 2002,
foi descrita uma nova proteina, também oriunda
da regido génica pX, chamada de HBZ ou “bzip
factor”’.

Estudos indicam que a HBZ seria indutora
de proliferacdo das células infectadas pelo virus e
inibidora da apoptose, colaborando assim na
imortalizagdo, manutengdo e multiplicagdo das
células de ATLL®. Apesar de Tax ser vista como o
principal fator oncogénico das células infectadas,
a sua expressdo é consideravelmente reduzida,
a0 passo que a HBZ é expressa de maneira ampla
e constante nas células de ATLLY. Por este
motivo, a HBZ poderia ser um novo alvo de
estudos para uma nova abordagem terapéutica
da ATLL®.

Em 2015, estudos experimentais em
murinos utilizando a proteina HBZ como alvo
terapéutico jd comecaram a ser feitos'®, porém
0s mecanismos que envolvem a HBZ no
desenvolvimento de ATLL ainda ndo estdo
esclarecidos e a discussdo dos estudos atuais
sobre essa proteina sdo importantes para auxiliar
estudos futuros sobre tratamento e prevencgdo
de doencas provocadas pelo HTLV-1. Diante disso,
a presente revisdo objetivou investigar as vias de
atuacdo da HBZ no desenvolvimento da ATLL,
discutindo os efeitos dessa proteina em células T
humanas, assim como os fatores que podem
influenciar a sua expressdo, relagdo com a carga
proviral e também a sua imunogenicidade.

Metodologia

Este trabalho consiste em uma revisdo
sistematica da literatura conduzida com auxilio
do checklist do PRISMA (Principais Itens para
Relatar Revisdes sistematicas e Meta-analises)"’.

Estratégia de busca e critérios de inclusdo e
exclusao

A busca dos artigos foi realizada no banco
de dados do PubMed/MEDLINE em agosto de
2017 e os descritores foram validados pelo
Medical Subject Headings (MeSh). Os termos
utilizados na pesquisa foram (HBZ or "bzip
protein") AND (ATL OR ATLL OR "adult t-cell
leukemia lymphoma" OR “adult t-cell leukemia”
OR “adult t-cell lymphoma”) AND (“Human T-
lymphotropic virus type 1” OR HTLV-1). Na busca,
foram utilizados os seguintes filtros: publicacdes
dos ultimos 5 anos e estudos apenas em inglés.

Na selegdo dos artigos foram lidos o titulo e
os resumos de todos os artigos encontrados a
partir da pesquisa no banco de dados. Os
critérios de inclusdo foram: artigos originais que
abordavam a HBZ e a ATLL em células humanas.
Foram excluidos artigos sobre retrovirus
correlacionados que ndo o HTLV-1, artigos que
abordavam outra patologia associada ao HTLV-1
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que ndo a ATLL e duplicatas (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma sumarizando a busca sistematica e sele¢do dos artigos.
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Artigos que abordam sobre HBZ e ATLL de
forma simultdnea com outras proteinas e/ou
patologias associadas ao HTLV foram mantidos,
porém apenas os dados relacionados a HBZ e
ATLL foram coletados.

Elegibilidade e coleta de dados

Para determinar a elegibilidade, foi
realizada a leitura do texto completo dos artigos
selecionados. A partir dessa leitura, foram
excluidos artigos que nao tinham a HBZ como
foco de estudo e também artigos que utilizaram
modelo animal (Figura 1), j3 que o foco deste
estudo é discutir os efeitos da HBZ em células
humanas.

Dos artigos incluidos foram coletados os
seguintes dados: autores, ano de publicagado,
método de mensuracdo/deteccio da HBZ,
linhagem celular utilizada e/ou populagdo de
estudo e principais resultados e conclusges.

Resultados e discussdo

A partir da busca no PubMed, foram
encontrados 61 artigos, onde 35 foram incluidos.
Destes, 6 foram excluidos a partir da leitura do
titulo e resumo e mais 9 foram excluidos apds a

leitura do texto completo. Dessa maneira, 20
artigos foram selecionados e todos os dados
coletados estdo sumarizados na Tabela
Suplementar 1. Esses dados demonstram que a
HBZ contribui para a imortalizacdo celular e
também influencia diversos processos associados
a proliferacdo celular. Além disso, é uma proteina
que possui uma baixa imunogenicidade, o que
contribui para a evasdo do sistema imune e a
sobrevivéncia das células de ATLL.

AlteragOes epigenéticas e instabilidade genética

A HBZ é uma proteina viral que se localiza
predominantemente no nicleo da célula da ATLL
e possui um importante envolvimento em
mudangas na expressdo genica e alteragOes
epigenéticas 1819202122 Foj constatado que a HBZ
participa da diminuicdo da metilagdo da histona
H3K9 ao prejudicar a ligacdo da proteina CENP-B
ao DNA, o que contribui para o aumento da
expressdo génica em células infectadas®. Além
disso, a proteina HBZ leva a um aumento de
miRNAs, principalmente miR17 e miR21, que
atuam como reguladores da expressdo genica??.

Os miRNAs miR17 e miR21 influenciam na
expressdo da proteina hSSB2, importante na
reparacao do DNA. Células expressando a HBZ
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apresentaram ndo s uma diminuicdo de hSSB2
como também um aumento de dano ao DNA?,
contribuindo assim para a instabilidade genética
das células de ATLL e o desenvolvimento de
cancer.

Imortalizagao celular

A HBZ foi apontada como uma das
principais proteinas no processo de imortalizagdo
celular na infecgdao pelo HTLV-1 e transformagao
das células T em células leucémicas®. Um dos
principais mecanismos relacionados a
carcinogénese em geral é o aumento de
expressdo da telomerase e a inativagdo de genes
supressores de tumor. Em um estudo publicado
em 2013, foi demonstrado que a HBZ, ao se
associar com JunD e menin, formam um
complexo que promove a expressdao do gene da
hTERT, componente da enzima telomerase,
contribuindo assim para o aumento dos niveis
dessa enzima na célula de ATLL?. A acdo da
telomerase evita o encurtamento dos
cromossomos e permite sucessivas divisdes
celulares sem dano ao DNA. Logo, o aumento dos
niveis dessa proteina contribui para a
imortalizacdo dessas células?*.

Ja em 2016, outro estudo observou uma
atividade reduzida do gene supressor de tumor
p53 nas células de ATLL®. Nesse estudo, foi
demonstrada em uma linhagem celular
leucémica que a perda de fungdo do gene p53 é
caracterizada pela diminuicdo da expressdao dos
genes p21/CDKN1A e GADDA45A, alvos da
proteina p53, quando ha presenca da HBZ?.
Ambas as proteinas promovem a parada do ciclo
celular e permitem que célula entre em processo
de senescéncia. Dessa forma, acredita-se que a
HBZ seja capaz de alterar a expressdo dessas
proteinas e assim evite que a células entrem em
senescéncia, favorecendo a imortalizagdo das
células da ATLL.

Inibicdao da apoptose

A HBZ também promove a imortalizagdo
celular a partir de mecanismos que impedem a
apoptose, como a ativagdo da cascata mTOR,
diminuicdo de proteinas pro-apoptoéticas e
aumento dos niveis de MCL12%%728_ A cascata de
sinalizacido mTOR estd associada a processos
carcinogénicos e, inclusive, esta ativada em
células de ATLL?®. Essa cascata de sinalizac¢do,
quando ativada, promove o crescimento celular e
a inibicdo da apoptose?®. A HBZ interage com a
proteina grouth arrest and DNA damage
inducible protein 34 (GADD34) e impede a sua

atividade supressora na cascata mTOR?. Assim, a
HBZ pode contribuir para a ativacdo dessa
cascata e a consequente inibicdo da apoptose. A
HBZ também promove a diminuicdo das
proteinas pré-apoptdticas Bim e FasL, que
participam das vias apoptéticas intrinseca e
extrinseca, respectivamente, e também induz o
aumento da expressao da proteina
antiapoptdtica MCL127%,

Apesar desses artigos constatarem a
participacdo da HBZ no processo de imortalizagdo
de células leucémicas, é importante ressaltar que
um estudo feito em 2006 mostrou que o
silenciamento da HBZ ndo impede o processo de
imortalizagdo nas células infectadas pelo HTLV-
1%,

Muitos estudos trazem Tax como a proteina
responsavel pelo processo inicial de
transformacdo celular>®8, mas, como abordado
anteriormente, Tax deixa de ser expressa nas
células de pacientes com ATLL enquanto a HBZ
continua presente!®. Dessa maneira, supde-se
que a HBZ talvez ndo seja essencial no inicio do
processo de imortalizagdo, mas todos esses
dados a configuram como uma proteina viral
importante na manutengdo dessa caracteristica
maligna apds o efeito inicial de Tax.

Proliferagao celular

A partir de estudos iniciais em murinos ha
10 anos atras, foi observado que a HBZ induz a
proliferagdo e migracdo celular e, em 2011, foi
comprovado que a HBZ consegue promover a
formac3o de tumor em murinos®>3°, Nos anos
conseguintes, esses resultados foram
confirmados com estudos em células humanas.
Esses estudos mostraram que a HBZ prejudica a
via Wnt canénica, promovendo um aumento na
sinalizacdo TGF-B e na expressdo da proteina
ndo-candnica Wnt5a, além de aumentar a
expressdo da proteina brain-derived neutrophic
fator (BDNF)3%3233, Todos esses processos
favorecem a proliferagdo celular.

A proteina HBZ participa também da
inibicdo da produgdo de IFN-B, o que
consequentemente leva a limitagdo da produgao
de IFN-a3*. Ao evitar a expressio de IFN-a a
célula viral consegue evadir seus efeitos antivirais
e, assim, viabilizar a sobrevivéncia celular3*,

Estudos complementares demonstraram
que a HBZ induz a diminuicdo da expressdo de
uma proteina que regula o ciclo celular, a ciclina
D13, Essa proteina participa da inducdo da fase
S durante o ciclo celular e diminuicdo da sua
expressdo contribui para a parada do ciclo. Esses
resultados sdo contraditérios aos resultados
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anteriores, ja que ndo é possivel ocorrer
proliferacdo monoclonal com a parada do ciclo
celular. Porém, apesar desse estudo ter sido feito
com células de linhagem leucémicas, essas
células ndo sao especificas de ATLL.

Seria interessante a confirmagdo desses
resultados em amostras de ATLL para avaliar a
expressdo da ciclina D1 nessa patologia. Sabe-se
que Tax apresenta um efeito contrario ao da HBZ
e estimula a express3o de ciclina D13¢, mas como
no decorrer da infeccdo os niveis de Tax
diminuem, é possivel que haja algum outro
mecanismo capaz de suprimir esse efeito da HBZ
na ciclina D1 e permitir a proliferacdo
monoclonal e o desenvolvimento de ATLL.

A HBZ promove a sua propria expressao

A célula de ATLL consegue manter a
expressdo da HBZ de forma continua, porém, o
mecanismo preciso da expressdo da HBZ até
entdo foi pouco esclarecido®. Foi descrito em
2016 que Tax nao influencia a transcricdo do
gene da HBZ em células leucémicas® e, em 2012,
um estudo demonstrou que a HBZ se associa a
JunD em outro processo além da expressdao da
telomerase abordado anteriormente®,

No estudo de 2012 foi constatado que a
HBZ interage com JunD e a Sp1 e, ao se ligarem a
regidao promotora do gene da HBZ, promovem a
transcricdo desse gene e expressdo da HBZ3%,
Entdo, a HBZ além de influenciar expressdao de
outras proteinas que auxiliam no processo de
malignidade das células, também acaba
promovendo a sua propria expressao por meio
de um feedback positivo, colaborando com a
manutencdo da sua expressdo na célula de ATLL.

Relagdo entre a carga proviral e a expressao da
HBZ

Em um estudo epidemioldgico do Japao, a
carga proviral alta de paciente infectados pelo
HTLV-1 foi correlacionada com o
desenvolvimento de ATLL, apesar de individuos
assintomaticos também apresentaram uma carga
proviral alta®.

Ao investigar a relagdo entre a HBZ e a carga
proviral, dois estudos obtiveram diferentes
resultados. Enquanto em um estudo no Ird foi
encontrado uma correlagdo positiva entre a
carga proviral e os niveis de RNAm da HBZ, em
outro estudo no Jap3o n3o houve correlagio®®*!,
A partir desses resultados ainda ndo é possivel
afirmar a relagdo entre HBZ e a carga proviral.

A imunogenicidade da HBZ

Estudos sugerem que pacientes com ATLL

possuem imunorreatividade contra a HBZ**2. No
estudo de Enose-Akahata et al (2013), 16,7% dos
individuos com ATLL apresentaram anticorpos
anti-HBZ, e no estudo de Shiohama et al. (2016)
observou-se um resultado semelhante
(12,36%)%+%2. Os niveis de anticorpos de HBZ sdo
menores quando comparados com os niveis de
outras proteinas virais, como Tax e as proteinas
codificadas a partir dos genes gag e env*.Ent3o,
apesar de alguns individuos apresentarem
anticorpos contra a HBZ, essa proteina parece
apresentar uma baixa imunogenicidade.
Apesar de ter uma provavel baixa
imunogenicidade, estudos in vitro demonstram
que a HBZ é reconhecida por linfécitos T
citotdxicos e leva a producdo de células imunes
especificas. Entretanto, esses linfocitos ndo
foram capazes de provocar lise celular em células
de ATLL*®. Alguns estudos que buscam
tratamentos alternativos para ATLL relatam o
transplante de células-tronco como um
tratamento  eficaz!® e recentemente foi
observado que individuos com ATLL, que
inicialmente ndo apresentavam  respostas
especificas de células T CD4*, passaram a ter essa
resposta apos o transplante alogénico de células-
tronco hematopoéticas (HCT)*.

Conclusdo

Diante de todos esses dados fica claro a
importancia da HBZ no desenvolvimento de ATLL.
Contudo, ndo foi ainda esclarecido o principal
motivo pelo qual alguns individuos desenvolvem
essa patologia enquanto outros permanecem
assintomaticos ao longo da vida. Para avaliar
como a proteina  HBZ influencia no
desenvolvimento da ATLL é importante que
sejam feitos novos estudos com amostras de
pacientes com ATLL comparando com pacientes
assintomaticos portadores de HTLV-1.

A maioria dos artigos desta revisao
avaliavam somente as células de ATLL e ao
comparar as caracteristicas moleculares das
células infectadas em ambos os grupos serd
possivel avaliar melhor como o HTLV-1 leva ao
desenvolvimento de ATLL e qual o papel da HBZ
nesse processo. Apesar de ainda ndo estar claro
o mecanismo principal pelo qual o individuo
desenvolve a ATLL e como a HBZ estad envolvida,
os dados sugerem que essa proteina pode ser um
bom alvo terapéutico no controle da ATLL.
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