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RESUMO

Titulo - Analise de modificacoes epigenéticas em regioes regulatérias do
gene Ifng em linfocitos T.

Steffi C. H. Hanschke
Patricia S. Araujo-Souza
Joao P. B. Viola

O interferon (IFN)-y é a principal citocina envolvida na resposta imune anti-
tumoral, além de ser essencial para a imunidade contra patégenos intracelulares.
Enquanto células T CD8 produzem IFN-y rapidamente apo6s ativacao, células T
CD4 s6 produzem esta citocina apds diferenciacdo no fenétipo Thi. Esta
producao diferencial é refletida ao nivel transcricional: ap6s ativacao células CD8
e Th1 apresentam uma inducéo rapida e crescente do mRNA de /fng, enquanto
células CD4 produzem baixos niveis do transcrito horas ap6s ativacao. Durante a
diferenciacao Th1, modificacées epigenéticas no locus Ifng sdo necessarias para
a expressao desta citocina. Para avaliarmos se a expressao diferencial de IFN-y
em células CD4 e CD8 também é dependente de modificacbes de cromatina,
verificamos através de ensaios de hipersensibilidade a DNase |, a presenca de
regibes com diferente acesso a cromatina no locus Ifng em células CD4 e CD8
naive e Th1 e Th2. Muitas regides analisadas apresentaram um padrdo de
hipersensibilidade a DNasel independente da producao de IFN-y, entretanto uma
regido localizada no promotor proximal de Ifng (HSI-4) é mais sensivel a DNasel
em células CD8 e células Th1, o que correlaciona o acesso a cromatina a
transcricdo de I/fng nestas células. Desta forma esta regido destacou-se como
uma interessante regido para analisarmos possiveis modificacdes epigenéticas
diferenciais. Comparamos o padrdao de metilagao do promotor de /fng, que inclui a
regiao HSI-4, em células CD4 e CD8 estimuladas ou ndo por 3 e 72 horas.
Observamos que o promotor esta semelhantemente hipometilado em células CD4
e CD8 naive. Ap6s a ativagdo estas células apresentam uma reducdo na
metilacdo, da mesma forma que o obsevado em células Th1 reestimuladas.
Encontramos algumas diferencas pontuais, como os sitios +12 e +114 que estéao
menos metilados em células CD8 do que em células CD4. O CpG -58, um
importante sitio para ligagao do fator transcricional ATF2/C-jun, torna-se metilado
durante a diferenciacao no fenétipo T helper. Porém, 72 horas apos estimulo, este
sitio ndo estd mais metilado em células Th1, como observado em toda cinética de
células CD4 e CD8. Este sitio localiza-se na regidao HSI-4, sugerindo que somente
em células CD8 e Th1 encontra-se em uma regiao cuja cromatina esta acessivel.
A andlise do padrao de metilagdo de um enhancer de Ifng (CNS1) mostrou que
nesta regido os sitios CpG estao consistentemente metilados em todos os tipos
celulares. Por fim, mostramos que uma sequéncia contida na regidao HSI-4 regula
positivamente o gene I/fng e uma analise in silico revelou que diversos fatores
transcricionais importantes para regulacao da expressao de Ifng possuem sitios
de ligacdo nessa regidao. Em conjunto, nossos dados sugerem que a expressao
diferencial de IFN-y por células CD4 e CD8 pode envolver a acessibilidade a
regiao HSI-4, que regula positivamente o gene /fng. Apesar do real papel biolégico
de alguns sitios CpG dever ser melhor investigado, especialmente os sitios -58;
+12 e +114, a expressao diferencial de IFN-y por linfécitos T ndo parece estar
relacionada a metilagcdo diferencial de dinucleotideos CpG no promotor do gene
Ifng, que inclui esta regiao HSI-4, nem na regiao CNS1.
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ABSTRACT

Title - Analysis of epigenetic modifications in regulatory regions of Ifng gene in
T lymphocyte subsets.

Steffi C. H. Hanschke
Patricia S. Araujo-Souza
Joao P. B. Viola

Interferon (IFN)-y is an essential cytokine for immunity against intracellular pathogens
and cancer. While primary CD8 T cells rapidly produce IFN-y upon activation, a
significant increase in IFN-y expression by CD4 T cells is observed only after Th1
differentiation. This differential production is reflected at the transcriptional level:
upon activation, Th1 and CD8 T cells present a fast and increasing expression of /fng
mRNA, while CD4 T cells produce very low levels of the transcript hours after
activation. Epigenetic changes that occur during Th1 differentiation at the /fng locus
are required for expression of this cytokine. To evaluate whether the differential
expression of IFN-y in CD4 and CD8 T cells is also dependent on changes in
chromatin, DNase | hypersensitivity assays was performed to identify the presence of
regions with differential chromatin accessibility at the /fng locus in naive CD4 and
CD8 T cells, Th1 and Th2 cells. Several regions showed a DNase | hypersensitivity
pattern independent of IFN-y production, however a region localized at /fng promoter
(HSI-4) was exclusively hypersensitive in Th1 and CD8 T cells, which associates
chromatin accessibility to IFN-y production in these cells. Therefore HSI-4 emerges
as an interesting region to analyze possible differential epigenetic modifications. We
analyzed the pattern of CpG methylation at the /fng promoter, which includes HSI-4,
in naive CD4 and CD8 T cells, Th1 and Th2 cells at 0, 3, and 72 hours after TCR
stimulation. Our analyses demonstrate that the promoter is essentially
hypomethylated in naive cells. After TCR activation these cells show decreased Ifng
methylation, as Th1 cells after restimulation. We also identified discrete differences at
individual sites. The CpG sites +12 and +114 are less methylated in activated CD8
cells and the CpG -58, an important CREB/ATF2-binding site to regulate Ifng
expression, becomes methylated during helper T-cell polarization. Conversely, 72 h
after stimulus, this site is no longer methylated in Th1 cells as observed in the whole
kinetics of CD4 and CDS8 cells. CpG -58 is located at HSI-4, suggesting that this site
is accessible only in Th1 and CD8 T cells. We also did an analysis of DNA
methylation at one distal regulatory element, described as a potential enhancer
(CNS1), and all sites are found consistently methylated in all T cell subsets. At last
we showed that a sequence contained in the HSI-4 region plays a positive role in
regulation of the Ifng gene and in silico analysis indicated that several transcription
factors relevant to Ifng expression have binding sites in this region. Taken together,
our data suggest that the differential expression of IFN-y by CD4 and CD8 cells may
involve the accessibility to the region HSI-4, which positively regulates Ifng gene.
Although the real biological role of some CpG sites should be investigated,
particularly the sites -58, +12 and +114, this differential expression does not appear
to correlate strictly with the methylation status of CpG dinucleotides in the promoter
of the Ifng gene, which includes the region HSI-4, neither in the region CNS1.
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1. INTRODUCAO

1.1 Resposta imune celular

A resposta imune é mediada pelas reagdes iniciais da imunidade inata e pelas
respostas posteriores da imunidade adaptativa (adquirida). Esta, diferentemente da
imunidade inata, € especifica e acentuada por repetidas exposicoes ao antigeno.
Existem dois tipos de resposta imune adquirida, a resposta humoral mediada pelos
anticorpos produzidos por linfocitos B e a resposta celular. A imunidade celular é a
principal envolvida na resposta anti-tumoral, além de ter um papel crucial no
combate a microorganismos intracelulares. Os linfécitos T, tanto CD4 como CD8,
sao células mediadoras desse processo.

A inducdo de uma resposta imune adaptativa protetora depende da ativacao
das células T por células apresentadoras de antigenos (APC). Quando ativadas, as
APC migram para os 6rgaos linféides secundarios, onde apresentam aos linfécitos
os antigenos capturados na periferia além de fornecerem outros estimulos
necessarios a ativacao linfocitaria como citocinas e sinais co-estimulatérios. A fase
efetora da resposta imune celular € iniciada pelo reconhecimento do antigeno por
células T, apresentado na superficie de células como peptideos associados a
moléculas préprias do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Ap6s o
reconhecimento do antigeno essas células sofrem expanséao clonal e diferenciam-se
em células efetoras especializadas em responder rapida e eficientemente quando
forem novamente expostas ao antigeno alvo.

Os linfécitos T CD8 reconhecem peptideos associados a moléculas de MHC
de classe |, derivados de antigenos citosélicos e diferenciam-se em células T CD8
citotéxicas capazes de induzir morte celular nas células infectadas pelo contato
célula-célula. Células T CD4 reconhecem os antigenos capturados na periferia,
associados as moléculas de MHC de classe Il. Os linfécitos T CD4, podem assumir
diferentes perfis efetores, dependendo dos sinais recebidos pelas APC. Esses
diferentes perfis sdo importantes na ativacao de outras células do sistema imune
inato e adaptativo, como células B, células T CD8 e macréfagos, desempenhando

assim um papel fundamental na resposta imune adaptativa.



1.2 Perfis efetores e regulatérios de linfécitos T CD4

A primeira exposicao de células T CD4 ao antigeno, desencadeia um
processo de diferenciacao dessas células em subpopulacdes distintas tais como
células T helper: Th1, Th2 e Th17 e células T regulatérias (Tregs). Estas
subpopulacdes diferenciam-se por produzirem conjuntos diferentes de citocinas em
resposta ao estimulo antigénico e, portanto, desempenham fungdes efetoras
distintas (Fig. 1.1).

Descritas ha pelo menos 25 anos, inicialmente acreditou-se que a
diferenciacao de células T CD4 naive estava restrita as subpopulagées Th1 e Th2
(MOSMANN et al, 1986). Células Th1 produzem principalmente a citocina
interferon-y (IFN-y) e sua funcdo estd na defesa celular mediada por fagocitos,
especialmente contra patégenos intracelulares. Células Th2 secretam principalmente
IL-4, IL-5 e IL-13 e sua principal funcéo efetora é nas respostas mediadas por IgE e
eosindfilos/mastocitos, na eliminacao de patdgenos extracelulares, como helmintos.

Por volta de 2005, células T que produziam seletivamente a citocina IL-17 e
também IL-22 foram identificadas como uma linhagem de células Th distinta e
denominada Th17 (PARK et al., 2005; HARRINGTON et al., 2005; LIANG et al.,
2006). Estas células medeiam respostas imunes contra bactérias extracelulares e
fungos, principalmente nas mucosas.

A quarta subpopulacao citada, as Tregs, sao células T CD4 com importantes
fungdes imunossupressoras que inibem respostas auto-imunes adaptativas. Células
Tregs ditas naturais (nTreg) surgem no timo durante o desenvolvimento
(SAKAGUCHI et al.,, 1995; ITOH et al., 1999). Porém outras Tregs podem ser
induzidas a partir de células T CD4 naive precursoras na periferia (CHEN et al,,
2003; LOHR et al., 2006). Estas células, denominadas Tregs induzidas (iTreg),
exercem sua funcdo regulatéria através do contato célula-célula com células T
efetoras e através da secrecao de citocinas como TGF- e IL-10 (SHEVACH, 2006).

Além de expressarem seletivamente diferentes conjuntos de citocinas, estas
diferentes subpopulacdes silenciam a expressao de citocinas associadas as outras
subpopulacdes. Por exemplo, células Th1 reprimem a expresséo de IL-4 (DJURETIC
et al., 2007) e IL-17 (LAZAREVIC et al., 2011).

Mais recentemente propuseram a existéncia de outras linhagens efetoras,
como as células T helper foliculares (Thf) (NURIEVA et al., 2008; FAZILLEAU et al.,
2009) e as células Th9 (DARDALHON et al.,, 2008; VELDHOEN et al., 2008). No
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entanto ainda ndo esta claro se estas subpopulacées sdo linhagens distintas ou
apenas estados particulares de células Th1/Th2/Th17/Treg.

O processo de diferenciacao de células T CD4 naive nestas subpopulacdes é
desencadeado principalmente pelas citocinas presentes no microambiente em que
as células T CD4 sao expostas ao antigeno. Essas citocinas sao produzidas
principalmente por células do sistema imune inato e o conjunto de citocinas
induzidas por determinado estimulo antigénico direcionam o processo de
diferenciacdo de células T CD4 naive. Por exemplo, as citocinas IL-12 e IFN-y
secretadas por células apresentadoras de antigeno ativadas promovem a
diferenciacao Th1. Por outro lado, a presenca de IL-4 durante a ativagéo da célula T
CD4 leva ao desenvolvimento de células Th2 (ZHU; PAUL, 2008).

Estas citocinas ativam diferentes vias de sinalizagdo que culminam na
inducao de fatores de transcricdo especificos para cada subpopulacao de célula Th,
como por exemplo, os membros da familia de fatores de transcricdo STAT (signal
transducers and activators of transcription), que sao ativados por diferentes
receptores de citocinas e regulam diretamente a expressdo de diversos genes
envolvidos na diferenciacao de células T CD4 (ZHU; PAUL, 2010).

Outros fatores de transcricdo especificos para cada subpopulagcdo também
sao ativados, e 0 programa de expressao génica induzido pela agdo conjunta desses
fatores de transcricdo € passado para as células-filhas, apds inumeros ciclos de
divisdo celular. Os principais fatores de transcricdo que direcionam a diferenciacéao
dessas células ja foram identificados: T-bet e STAT-4 para Th1; GATA-3 e STAT6
para Th2; RORyt e STAT3 para Th17; Foxp3 e STAT5 para Tregs (ZHU; PAUL,
2010). Processos epigenéticos induzidos por esses fatores de transcricdo sao
essenciais na estabilizacdo do fenétipo destas subpopulagdes efetoras (KANNO et
al., 2011).
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Figura 1.1. Diferenciacdo de células T CD4 naive em subpopulacoes distintas.
Representagdo das diferentes subpopulacées de células T CD4: suas fungdes, citocinas
produzidas, principais fatores de transcricio e as citocinas criticas para seu
comprometimento. Mediante o estimulo antigénico, células T CD4 naive podem diferenciar-
se em 4 subpopulagdes principais: Th1, Th2, Th17 e Treg. Esta diferenciacéo é determinada
pelas citocinas presentes no microambiente de estimulo das células T CD4 naive. Estas
citocinas ativam fatores de transcrigcao especificos que por sua vez regulam a expressao das
citocinas apropriadas. Desta forma cada subpopulagdo produz diferentes conjuntos de
citocinas e consequentemente exerce fungdes efetoras distintas. (Adaptado de ZHU; PAUL,
2008).



1.2.1 Diferenciacdo Th1/Th2

Imediatamente apds ativacdo, células T CD4 naive expressam em baixos
niveis tanto IFN-y quanto IL-4, e sdo necessarios alguns ciclos de divisao celular
para estabilizar seletivamente a expressao de IFN-y em células Th1 e IL-4 em
células Th2 (GROGAN et al., 2001). Possivelmente este é o tempo necessario para
inducdo dos fatores de transcricdo especificos de cada subpopulagdo e
remodelamento da cromatina nos /oci das citocinas.

A diferenciacado Th1 esta relacionada a exposicao inicial das células T CD4 as
citocinas IL-12 e IFN-y. Virus e microorganismos que infectam ou ativam macro6fagos
e células natural killer (NK), geram infeccoes que desencadeiam reacdes da
imunidade inata com a producéo de IL-12, crucial para diferenciacéo Th1.

As principais fontes de IL-12 sdo células apresentadoras de antigeno,
destacando-se as células dendriticas apés ativagdo (TRINCHIERI et al., 2007).
Apesar de IL-18 nado estar diretamente envolvida na diferenciagdo de células Thi,
esta citocina da mesma forma que IL-27, pode agir em sinergismo com IL-12 na
inducao de IFN-y (YANG et al., 2001). A citocina IL-12 produzida por APC ativadas,
também age em células NK, levando-as a produzirem IFN-y.

A sinalizacéao iniciada por IFN-y leva a ativagdo de STAT1 em células T CD4 e
€ STAT1 juntamente com outros fatores de transcricao induzidos pela ativacao do
TCR (NFAT, NFxB e AP-1) que leva a expressao do fator transcricional T-bet, o
principal regulador da diferenciagédo Th1 (SZABO et al., 2000). T-bet tem diversos
papéis chave na inducédo de um fenétipo Th1, como a inducao da producao de IFN-y
(SZABO et al., 2000) e de outros fatores transcricionais necessarios para o
comprometimento de células T CD4 em Th1: HIx (MULLEN et al., 2002) e Runx3
(DJURETIC et al., 2007). T-bet também induz a formacdo de um receptor funcional
de IL-12 em células T CD4 naive (AFKARIAN et al., 2002), possibilitando a
sinalizagéo intracelular induzida por IL-12. IL-12, por sua vez, ativa STAT4 que
estimula a producédo de IFN-y, o que gera um feedback positivo essencial para o
comprometimento de células T CD4 em Th1 e é a colaboracdo entre estas duas
citocinas, IFN-y e IL-12, que induz a completa diferenciacdo em células Th1. Desta
forma, STAT4, T-bet, HIx e Runx3 induzem a expressado de IFN-y que reforca a
diferenciacao para um fenétipo Th1 pela ativacao de STAT1.

Além de induzir a diferenciagio em Th1, T-bet, também inibe o
comprometimento em Th2: T-bet juntamente a Runx3 é capaz de ligar-se a um
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silencer de 1l4 (DJURETIC et al., 2007), somente em células Th1 e T CD4 naive
(NAOE et al., 2007). Além disso, T-bet também pode bloquear a ligacdo de GATAS,
o principal regulador do comprometimento Th2, ao enhancer de 1/4: T-bet € capaz de
ligar-se a GATA-3, impedindo a ligacao deste fator em seus sitios de ligagdo no
locus de citocinas Th2 (HWANG et al., 2005).

Por outro lado a diferenciagdo para um fendtipo Th2, ocorre em resposta a
exposicdo de células T CD4 a citocina IL-4, cuja fonte € ainda incerta. Acredita-se
que a diferenciacdo em um fendtipo Th2 seria uma polarizacdo default de células T
CD4 na auséncia de sinais que induzem um fenétipo Th1, e a prépria producéo de
IL-4 por células T CD4 ativadas ja seria suficiente para direcionar para um fenétipo
Th2 (JANSON; WINERDAL; WINQVIST, 2009).

A citocina IL-4 leva a ativagcdo de STAT6 nessas células, o que induz a
expressao do fator transcricional GATA-3. GATA-3 é o principal fator de transcricao
envolvido na diferenciacao Th2 (ZHENG et al., 1997; KURATA et al., 1999), sendo
essencial na inducado de um fenétipo Th2 e inibicao de Ifng nestas células (ZHU et
al., 2004). GATA-3 induz a expresséo das citocinas Th2: IL-4, IL-5 e IL-13 (LEE et
al., 2000; ZHU et al., 2004). Além disso, também induz o fator transcricional c-MAF
que por sua vez promove a expressdao de IL-4, ligando-se diretamente a seu
promotor (KIM et al, 1999; HO et al., 1996). GATA-3 também reprime a
diferenciacao Th1, reprimindo a expressao de STAT4 (USUI et al., 2003).

E interessante ressaltar que os fatores transcricionais citados induzem
remodelamento de cromatina nos /oci das citocinas especificas de cada perfil efetor
e essas alteragdes sdo essenciais no processo de diferenciacdo. Por exemplo, T-bet
induz alteracdes de cromatina favoraveis a transcricdo no locus de Ifng, enquanto
GATA-3 induz modificagdes permissivas no locus de ll4 (SAWALHA, 2008). Além
disso, as citocinas produzidas por essas subpopulacées de células T também
participam no desenvolvimento e expansao de suas respectivas subpopulag¢des. Por
exemplo, o IFN-y secretado pelas células Th1 promove diferenciacdo adicional de

Th1 e inibe a polarizagdo em Th2.

1.3 Interferon-y

O IFN-y é uma citocina pertencente a familia dos interferons, que além de
estar envolvida com a diferenciacdo Th1, como ja foi mencionado, é essencial na

resposta imune inata e adaptativa contra infeccoes virais e bactérias intracelulares.



Além disso, o IFN-y também esta envolvido na resposta imune anti-tumoral
(KAPLAN et al., 1998). O IFN-y é também chamado IFN imune ou tipo Il. Sua forma
biologicamente ativa € um homodimero nao-covalente (EALICK et al., 1991) e da
mesma forma que os interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B) também apresenta
atividade anti-viral, induzindo, por exemplo, a enzima antiviral PKR.

As principais células produtoras de IFN-y sdo as células NK e NKT, além de
células T CD4 e T CD8. Os linfécitos T sao a principal fonte de IFN-y na resposta
imune adaptativa e o principal indutor da producdo de IFN-y nestas células é a
ativacao do TCR, enquanto em células NK, citocinas produzidas por macréfagos
ativados, tais como IL-12 e IL-18, desempenham papel fundamental (Boehm et al.,
1997).

O IFN-y exerce diversos efeitos imunomodulatérios, atuando tanto em células
da imunidade inata, como também do sistema imune adaptativo. O IFN-y esta
primeiramente envolvido com a ativacdo de macrofagos e na indugdo da producao
de imunoglobulinas opsonizantes, eventos que aumentam a eliminacao fagocitica de
microorganismos patogénicos. Como principal citocina ativadora de macréfagos,
promove a atividade apresentadora de antigenos nestas células através do aumento
da expressao de subunidades das moléculas MHC de classe | e Il e de varios
componentes intracelulares importantes para o processamento do antigeno, como
TAP1/2. O IFN-y acentua a atividade microbicida de macrofagos estimulando a
sintese de compostos citotdxicos, como o 6xido nitrico e intermediarios reativos do
oxigénio, regulando a transcricao de diversos genes envolvidos na geracao desses
compostos (revisado por BOEHM et al.,, 1997). Além de estimular a diferenciagao
Th1, o IFN-y também antagoniza a resposta Th2. Por exemplo, inibe a inducdo do
receptor de IgE, FceRlIl, dependente de IL-4 (ROUSSET et al., 1988).

O IFN-y também exerce efeitos em outras células do sistema imune. Em
células B, por exemplo, ele regula a troca do isotipo da imunoglobulina produzida,
principalmente para IlgG2a (SNAPPER; PAUL, 1987). Também ativa neutrdéfilos e
estimula a atividade citolitica de células NK (revisado por BILLIAU; MATHYS, 2009).

O IFN-y exerce suas funcdes através de sua ligacdo ao seu receptor
especifico. O receptor é constituido por duas subunidades associadas a proteinas
Janus cinases especificas (Jak1 e Jak2). A ligacado da citocina ao seu receptor ativa
a via dependente de STAT1 que leva a transcricao de genes responsivos a IFN-y. Ja

foram descritos mais de 200 genes regulados por IFN-y, muitos envolvidos na



apresentacao de antigenos (MHC de classe | e Il; TAP-1 e -2; subunidades do
imunoproteassomo); respostas antivirais (PKR, ADAR); fun¢des microbicidas
(INOS/NOS2, subunidades do complexo NADPH oxidase, receptor FcyRI) e trafego
de leucécitos (e.g ICAM-1, VCAM-1) (Revisado por SCHRODER et al., 2004) .

Alguns destes genes sao regulados diretamente pela ligacdo do homodimero
de STAT1 a sua sequéncia consenso: TTCN(2-4)GAA (SCHRODER et al., 2004).
Por outro lado, muitos dos genes inicialmente induzidos pela sinalizacdo de IFN-y
sao fatores de transcricao, como a familia de fatores regulados pelo IFN (IRF), que
por sua vez, podem regular a transcricao de outros genes (SIMS et al., 1993). Por
exemplo, o fator transcricional IRF-1 é essencial para a inducao da expressao de
iINOS mediada por IFN-y (KAMIJO et al., 1994).

1.4 Regulacao transcricional da expressao de Interferon-y

Vias de sinalizagdo ativadas no meio extracelular podem resultar em
alterac6es na expressao génica através da inducao da expressao, modificagdes pos-
traducionais ou translocacao de fatores de transcricdo para o nucleo celular. Estes
fatores podem ativar a expressao génica recrutando a maquinaria de transcricao ou
complexos que remodelem a cromatina facilitando a ligagdo de outros fatores
transcricionais. De forma oposta, agem os repressores da transcricao.

O principal regulador transcricional de Ifng e do comprometimento de células
T CD4 em Th1 é o fator transcricional T-bet (SZABO et al., 2000). T-bet possui
diversos sitios de ligacdo no promotor de Ifng e regides regulatérias distais e atua
em conjunto com Runx3 (DJURETIC et al., 2007) e Hix (MULLEN et al., 2002) para
facilitar a expressao de IFN-y e direcionar a diferenciagcdo Th1. T-bet atua induzindo
a expressao desses fatores de transcricdo. Runx3 é capaz de ligar-se juntamente a
T-bet no promotor de Ifng para induzir sua transcricao e Hix atua de forma sinérgica
com T-bet, tanto na indugéo de IFN-y, quanto do préprio T-bet.

Apesar de T-bet ser suficiente na inducao da expressao de IFN-yem células T
CD4, em linfécitos T CD8 a producdo da citocina depende também do fator
transcricional paralogo de T-bet, Eomesodermina (Eomes) (PEARCE et al., 2003). A
principal consequéncia disto € que a producdo de IFN-y em células T CD8, em
resposta a ativacdo do TCR in vitro, € normal mesmo em células deficientes em T-
bet (SZABO et al.,, 2002). Porém na infeccao de animais com LCMV, in vivo, ha

comprometimento na producdo de IFN-y por células T CD8 deficientes em T-bet



(SULLIVAN et al., 2003). Por outro lado, na auséncia de Eomes a expressao de IFN-
vy € deficiente o que € ainda mais exacerbado quando T-bet também esta ausente
(INTLEKOFER et al.,, 2005). Estes estudos sugerem papéis independentes, mas
sobrepostos destes fatores de transcricdo na regulagdo da expressdo de IFN-y em
células T CD8.

Além de T-bet e Eomes, outro fatores de transcricdo também estédo
envolvidos na regulacdo da expressao de IFN-y: membros da familia NFAT, NF«B,
AP-1, STAT, entre outros. Sugere-se que o papel desses fatores na transcricdo de
Ifng é diferenciado em células T e células NK, uma vez que enquanto células T
necessitam do estimulo antigénico para expressar Ifng, células NK e NKT
expressam niveis desse transcrito constitutivamente e ha uma rapida producao
desta citocina logo apés ativacao (STETSON et al.,, 2003). Nestas células, T-bet e
Eomes sdo expressos constitutivamente (PEARCE et al., 2003) e a cromatina na
regiao do gene Ifng ja esta permissiva a transcricao (TATO et al., 2004; CHANG;
AUNE, 2005).

O importante papel dos fatores de transcrigdo induzidos pela ativagdo do
TCR, CD28 e receptores de células NK na producdo de IFN-y jA4 esta bem
demonstrado. Por exemplo, alguns estudos apontam para a importancia da familia
de fatores de transcricAio NFxB. Além das vias de sinalizagdo induzidas pelo
estimulo do TCR e CD28, a ativagao do receptor de IL-18 também induz membros
da familia NFxB. Células T CD4 incapazes de ativar membros da familia NF«xB tanto
via TCR, quanto pela sinalizacao via IL-18, apresentam uma menor resposta Th1 e
producéo de IFN-y (CORN et al., 2003; TATO et al., 2003; BALASUBRAMANI et al.,
2010). Em contraste sugere-se que um membro desta familia, p50 (NFxB1), possa
funcionar como um repressor transcricional de Ifng em células NK (TATO et al.,
2006).

Além da inducédo de NFkB, a ativagdo do TCR e da molécula co-estimulatéria
CD28 em células T também induz uma cascata de sinalizacdo que leva a formacao
de AP-1 e do heterodimero c-jun/ATF2. A ligacdo desses heterodimeros ao promotor
de Ifng contribui na ativagdo transcricional desta citocina (PENIX et al., 1996).
Também ja foram identificados sitios para ligacdo da proteina NFAT no promotor e
outras regides regulatérias do gene Ifng (SWEETSER et al., 1998; LEE et al., 2004).
Sabe-se que membros da familia NFAT também regulam a produg&o de IFN-y em
células T CD8 (TEIXEIRA et al., 2005) e células NK (ARAMBURU et al., 1995).



O fator transcricional Ets-1 é importante para a diferenciacdo Th1, uma vez
que aumenta a expressao de STAT4 e do receptor de alta afinidade de IL-12, e
também é recrutado para o promotor de /fng, onde funciona como um co-ativador de
T-bet na indugéo da expressao de IFN-y (GRENNINGLOH et al., 2005).

Os fatores de transcricao da familia STAT também estdo envolvidos na
regulacao transcricional de /fng e os principais membros dessa familia envolvidos na
producao de IFN-y em células T sdo STAT1 e STAT4. STAT1 é o Unico membro da
familia ativado por IFN-y, e influencia de forma indireta a producdo de IFN-y,
potencializando a expressdo de T-bet (AFKARIAN et al,, 2002; LIGHVANI et al.,
2001). Por outro lado, STAT4 é critico para o comprometimento de células T CD4 na
linhagem Th1, sendo mais importante em amplificar do que iniciar a producao de
Ifng nestas células e é importante também para a producdo de IFN-y nédo
dependente de estimulo antigénico (CARTER & MURPHY, 1999).

Por outro lado, fatores de transcricdo como CREB e GATA-3 funcionam
reprimindo a transcricdo de Ifng. GATA-3 é capaz de interagir e inibir a fungédo de
STAT4 e T-bet, além de recrutar a metiltransferase da lisina 27 da histona H3
(H3K27) ao gene Ifng (CHANG & AUNE, 2007). A citocina TGF- também inibe a
expressao de IFN-y diretamente, reprimindo a transcricao ao se ligar no promotor de
Ifng (YU et al., 2006) e indiretamente ao inibir a expressdo de T-bet, o que é
importante para a repressdo de IFN-y durante a diferenciacdo Th17, induzida por
TGF-B (GORELIK, CONSTANT & FLAVELL, 2002).

Apesar dos principais reguladores da expressdo génica serem os fatores de
transcricdo, ao longo dos ultimos anos, uma série de evidéncias mostrou que
mecanismos reguladores da cromatina também possuem um importante papel no
estabelecimento e manutencdo de programas de expressdao @génica. Estes
mecanismos compdéem o que se pode chamar de epigenética. A habilidade da
ligacédo de fatores de transcricdo as sequéncias regulatérias no DNA é entdo afetada
por sua concentracdo, modificacbes pods-traducionais, localizacdo subcelular e
também pelo estado da cromatina em seus sitios de ligacao.

1.5 Regulacao da cromatina

A cromatina € um complexo nucleoproteico no qual o DNA é empacotado nos
limites do nucleo celular. Sua unidade fundamental é o nucleossomo (KORNBERG,
1974) que consiste em aproximadamente 147 pb de DNA em volta de um cerne
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constituido por um octamero de proteinas histonas canénicas: dimeros das histonas
H2A, H2B, H3 e H4 (revisado por KHORASANIZADESH, 2004). Nucleossomos
vizinhos sdo conectados por pequenos segmentos de DNA e essa organizacao
forma uma fibra de aproximadamente 11 nm cuja estrutura micrografica assemelha-
se a um “colar de contas” (PIATTI; ZEILNER; LUSSER, 2011).

As histonas apresentam um dominio C-terminal globular e sua por¢cao N-
terminal projeta-se para fora da superficie do nucleossomo, constituindo um
importante sitio para modificacdes pds-traducionais. Sao proteinas basicas, e seus
residuos positivamente carregados de lisinas e argininas contactam o DNA cerca de
14 vezes, formando uma estrutura bastante estavel em condigcbes fisioldgicas
(CLAPIER & CAIRNS, 2009). Além dessas proteinas histonas, existe também a
histona H1 que nao faz parte do cerne do nucleossomo, mas associa-se ao DNA de
ligagdo entre os nucleossomos estreitando ainda mais a associacdo do DNA com o
nucleossomo e formando estruturas de cromatina de aproximadamente 30 nm de
diametro (THOMA; KOLLER; KLUG, 1979).

A cromatina é entdo uma complexa estrutura, que se por um lado permite a
compactacdo do material genético no nudcleo celular, por outro, dificulta o
reconhecimento por proteinas ligadoras do DNA de forma que esta estrutura deve
ser modificada para permitir a atividade transcricional. Desta forma, a organizacao
da cromatina e sua modulacao constituem um importante mecanismo regulatério da
expressao génica e alteracdes no acesso da maquinaria de transcricdo ao DNA
funcionam como mecanismos adicionais de regulacdo transcricional. A biologia do
cromossomo envolve entdo um balanco dindmico entre empacotamento e acesso ao
genoma.

A estrutura da cromatina pode ser alterada por diferentes mecanismos
epigenéticos que incluem modificagées covalentes nas histonas, metilagdo do DNA
e modificacbes nao-covalentes mediadas por complexos remodeladores de

cromatina.
1.6 Epigenética

Modificacdes epigenéticas referem-se a alteragbes herdaveis nos genes que
ocorrem sem nenhuma alteragcdo na sequéncia do DNA (WOLFFE; MATZKE, 1999).
Muitas destas alteracées ocorrem durante processos de diferenciacdo celular e
estabilizam-se apds inumeros ciclos de divisdo celular. Dessa forma, apesar de

compartilharem o mesmo material genético, existem células com caracteristicas tao
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distintas. Mecanismos epigenéticos incluem metilacdo do DNA, modificacées de
histonas e RNA de interferéncia (revisado por EGGER, 2004) e sdo importantes para
diversos processos vitais tais como a inativacdo do cromossomo X (MOHANDAS et
al., 1981). Falhas na manutencédo dessas modificacées podem resultar em ativagéo
ou inibicdo inapropriada de vérias vias de sinalizagdo e levar a doengas como o
cancer (SHARMA, KELLY & JONES, 2009).

As modificacdes epigenéticas da cromatina influenciam a acessibilidade de
fatores de transcricdo e da prépria maquinaria de transcricdo ao DNA, afetando o
inicio e progressdo da transcricdo. Isto associado a quantidade de fatores de
transcricdo especificos e sua atividade determina a expressao de um determinado
gene em determinada célula. A informacdo epigenética, diferentemente da
codificada pela sequéncia de DNA, é potencialmente plastica, pois pode ser
modificada em resposta a sinais extracelulares. Mas é também herdavel, podendo
ser passada da célula parental para as células-filhas, garantindo entdo a
transmissdo de um programa de expressdao génica especifico para aquele tipo
celular (WILSON et al,, 2005). No entanto, os mecanismos da propagacdo da

informacao epigenética s6 estao bem elucidados para a metilacado do DNA.

1.6.1 Modificacoes de histonas

A cauda N-terminal das histonas pode sofrer varias modificacées covalentes
pds-traducionais que incluem metilagdo de residuos de arginina e lisina, acetilacao,
ubiquitinacdo, ribosilagdo e sumoilacdo de lisinas e fosforilacdo de serinas e
treoninas (KOUZARIDES, 2007). Modificacdes amino-terminais nas histonas sao
sinais para ligagdo de complexos proteicos associados com ativagao/silenciamento
transcricional (revisado por MUNSHI, 2009). Essas modificacdes podem alterar a
estrutura da cromatina, desestabilizando os contatos entre os nucleossomos,
inibindo a ligacdo de um determinado fator ao DNA ou criando sitios para ligacéo de
outras proteinas, afetando assim a organizacdo da cromatina e a regulacdo da
expressao génica.

As primeiras modificagdes covalentes de histonas descritas foram a
acetilacdo e metilacao das histonas H3 e H4, que foram associadas a ativacao e
repressao génica respectivamente (ALLFREY et al.,, 1964). Desde entdo, ja foram
descritas diversas outras modificacbes ocorrendo em residuos distintos e
catalizadas por complexos enziméaticos especificos que adicionam e removem esses

grupos. Diferentemente da metilacdo do DNA, modificacbes pds-traducionais de
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histonas podem levar tanto a repressao quanto a ativacao génica, dependendo dos
residuos modificados e do tipo de modificagéo.

Tipicamente, a acetilacao de histonas ocorre em multiplos residuos de lisina
das histonas H3 e H4, esta correlacionada a transcricdo génica (KOUZARIDES,
2007) e é catalizada por complexos de histona acetiltransferase (HAT) (STERNER,;
BERGER et al., 2000). Por outro lado, enzimas deacetilases (HDAC) removem o
grupo acetil dos residuos de lisina das histonas, restabelecendo a carga positiva
dessas proteinas, (TAUNTON et al, 1996; YANG; SETO, 2003) e tornando a
acetilacdo de histonas um processo dinadmico.

A acetilacao neutraliza as cargas positivas dos residuos de lisina, reduzindo a
interacao das histonas basicas com o DNA negativamente carregado, o que facilita o
acesso dos fatores de transcricao a suas sequéncias alvo (VETTESE-DADEY et al,,
1996). Consequentemente, a acetilacdo leva a uma descompactacdo dos
nucleossomos e cria sitios de ligagdo para outras proteinas também envolvidas no
estabelecimento de uma estrutura de cromatina mais relaxada e permissiva a
transcricdo. Diversos co-ativadores e co-repressores da transcrigdo possuem
atividade HAT ou HDAC que séao criticas para suas fungdes na regulagdo génica
(STERNER; BERGER, 2000).

A metilacdo é a modificacdo covalente de histonas com significado mais
complexo, podendo ocorrer tanto em residuos de lisina como de arginina, e
dependendo do residuo metilado a consequéncia pode ser a ativacao ou repressao
da transcricdo. Lisinas podem ser mono/di/tri-metiladas enquanto argininas podem
ser mono ou di-metiladas (revisado por LI; CAREY; WORKMAN, 2007). Promotores
de genes transcricionalmente ativos sdo enriquecidos em histonas H3 metiladas
(um, dois ou trés grupos metil) na lisina 4 (H3K4). Estas modificagdes nao existem
em genes silenciados, onde a dimetilacdo ou trimetilacdo da lisina 9 e 27 9H3K27)
da histona H3 (H3K9 e H3K27) podem estar presentes (revisado por KOUZARIDES,
2007).

Existem diversas histonas metiltransferases (HMT), como a Set1/MLL que
cataliza a metilagao de H3K4 (ROGUEV et al., 2001; MILNE et al., 2002) e a EZH2
que medeia a metilacdo de H3K27 (CAO et al., 2002). Da mesma forma também
foram descritas demetilases de histonas, como a enzima LSD1, que ao remover a
metilacdo de H3K4 estd envolvida na repressdo génica (SHI et al., 2004). E
importante ressaltar que esses residuos metilados também sdo alvos de outros

complexos remodeladores de cromatina que atuam conjuntamente com essas
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modificacoes de histonas na estruturacdo da cromatina. Os mecanismos que
regulam essas enzimas modificadoras de histonas e o direcionamento de seus sitios
alvo ainda nao foram completamente elucidados, mas sabe-se que muitas vezes
essas enzimas sao parte de complexos maiores, como 0s complexos remodeladores

de cromatina.

1.6.2 Complexos remodeladores de cromatina

Os complexos remodeladores de cromatina sao complexos proteicos
formados por diversas subunidades, que utilizam a energia proveniente da hidrélise
do ATP para remodelar os nucleossomos (CLAPIER & CAIRNS, 2009). A acao
desses complexos é essencial na organizacdo da cromatina, ou seja, na
manutencdo do espacamento constante entre os nucleossomos. Além disso,
também participam em diversos processos bioldgicos tais como a replicacdo do
DNA, progressdo da RNA polimerase durante a transcricdo e reparo do DNA (LI,
CAREY & WORKMAN, 2007). Esses complexos desempenham um importante papel
na regulagéo da expressdo génica, tornando a cromatina mais acessivel aos fatores
de transcricdo ou empacotando ainda mais 0s nucleossomos em regides
transcricionalmente inativas. Eles atuam movendo, ejetando ou até mesmo
reestruturarando a composicdo dos nucleossomos pela adicdo de variantes de
histonas (revisado por HARGREAVES & CRABTREE, 2011).

Existem quatro familias diferentes de complexos remodeladores de cromatina
que utilizam a hidrélise de ATP para alterar os contatos DNA-histona: SWI/SNF;
ISWI; CHD e INO80. Esses complexos compartiham um dominio ATPase bem
conservado, mas reconhecem diferentes modificagcdes pds-traducionais de histonas
e possuem diferentes dominios ou proteinas adicionais que medeiam a interacao
com outros fatores de transcricdo e modificadores de cromatina (revisado por
CLAPIER & CAIRNS, 2009). Por exemplo, membros da familia SWI/SNF possuem
bromodominios que reconhecem residuos acetilados em histonas (DHALLUIN et al.,
1999). Por outro lado, residuos de lisina metilados sdo reconhecidos por
cromodominios presentes em membros da familia CHD (EISSENBERG, 2001).
Além disso, esses complexos estdo muitas vezes associados as enzimas
modificadoras de histonas, como por exemplo, histonas deacetilases (TONG et al.,
1998). Desta forma, os diferentes complexos podem ser direcionados para regides
especificas da cromatina e atuar em contextos biologicos distintos.
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Os complexos apresentam diferentes mecanismos de acado. Sabe-se que a
familia SWI/SNF atua movimentando e deslocando nucleossomos (PIATTI,
ZEILNER & LUSSER, 2011) enquanto membros da familia ISWI também
desempenham um importante papel no espacamento dos nucleossomos para
promover a estruturagdo da cromatina e silenciamento génico (YANG et al., 2006;
FYODOROQV et al., 2004).

Os complexos mais bem estudados sado da familia SWI/SNF, que séao
frequentemente direcionados para diversos promotores génicos (COSMA et al.,
1999; NEELY et al.,, 2002) e parecem ser reguladores cruciais da ativacdo génica,
podendo ejetar e mover nucleossomos, expondo sitios de ligagdo para fatores de
transcricao (LOGIE; PETERSON, 1997; FAN et al, 2003). Uma vez que 0s
nucleossomos atuam como barreiras a transcricao, afetando desde a ligacdo dos
ativadores e a formacdo do complexo de pré-iniciacdo até a elongacdo, os
promotores de genes transcricionalmente competentes apresentam frequentemente
uma reducdo na densidade de nucleossomos, e o complexo SWI/SNF é capaz de
gerar essas regioes (PIATTI, ZEILNER & LUSSER, 2011).

Além disso, outra atividade de complexos remodeladores de cromatina é a
substituicdo das proteinas histonas convencionais por proteinas histonas variantes.
Diferentemente das histonas canénicas que sé sao sintetizadas durante a fase S do
ciclo celular, essas proteinas variantes podem ser incorporadas aos nucleossomos
por mecanismos independentes da replicacdo, que envolvem tanto complexos
remodeladores de cromatina como chaperonas de histonas (LI; CAREY;
WORKMAN, 2007). A presenga dessas histonas nos nucleossomos correlaciona-se
com propriedades funcionais da cromatina. Por exemplo, genes transcricionalmente
ativos caracterizam-se pela presenca das histonas variantes H3.3 e H2A.Z (JIN et
al., 2009). O complexo SWR1 desempenha a troca de dimeros H2A/H2B por
H2A.Z/H2B (MIZUGUCHI et al., 2004) e esses nucleossomos parecem ser menos
estaveis que os nucleossomos candnicos, facilitando a exposicdo do DNA e ativacao
génica.

Complexos remodeladores de cromatina podem também mediar a repressao
génica, modificando o espacamento dos nucleossomos de forma a restringir o
acesso a cromatina e recrutando modificadores de cromatina que reforcam a
repressao génica. Um exemplo é o complexo Mi2-NuRD o qual contém histonas
deacetilases e uma proteina (MBD3) que reconhece o DNA metilado, modificacdo
associada ao silenciamento génico (DENSLOW & WADE, 2007).
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1.7 Metilacao de sitios CpG

A metilacdo do DNA é um eficiente mecanismo epigenético de repressao e foi
proposta como tal pela primeira vez em 1975 (RIGGS et al., 1975; HOLLIDAY;
PUGH, 1975). As moléculas alvo de metilacado no DNA de mamiferos sdo as
citosinas em dinucleotideos CpG. O grupo metil proveniente de S-adenosilmetionina
€ adicionado covalentemente ao carbono 5 do anel pirimidinico da citosina e este
processo é catalisado por enzimas denominadas DNA metiltransferases (ROTTACH
et al., 2009). Sabe-se que a metilacdo de CpG é essencial em alguns processos
vitais tais como a inativacao do cromossomo X e o imprinting gendmico. Além disso,
padrées anormais de metilacdo estdo associados a diversos canceres, através da
inativacao de genes supressores de tumor, como por exemplo, P16 (LUO et al,
2006).

DNA metiltransferases (Dnmt) estabelecem e mantém o padrdo de metilacao
no genoma. Dentre elas destaca-se a Dnmti, Dnmt3a e Dnmit3b. A Dnmt1 é
ubiquitariamente expressa e regulada positivamente durante a fase S do ciclo
celular, e seu substrato preferencial sao fitas de DNA hemimetiladas (FITZPATRICK;
WILSON, 2003). Em 1978 ja havia evidéncias de que o padrdo de metilacdo era
herdado e que sitios CpG em fitas complementares do DNA estavam ambos
metilados ou ambos nao-metilados (BIRD, 1978). De fato, durante a replicacdo do
DNA, a enzima Dnmt1 liga-se e metila sitios CpG na fita filha recém sintetizada
mantendo o padrdo de metilacdo complementar ao da fita mae, de forma a propagar
a informacao epigenética.

As enzimas Dnmt3a e Dnmt3b estdo envolvidas em estabelecer novos
padroes de metilagdo (principalmente durante o desenvolvimento embrionario,
quando todo DNA esta demetilado) modificando dinucleotideos CpG nao metilados
especificos (OKANO et al., 1999). Uma vez que esses novos padrées de metilacdo
sejam estabelecidos, eles podem ser propagados através da replicacdo do DNA pela
Dnmt1. Ja foram descritas outras DNA metiltransferases (Dnmt), como a Dnmt3L
que apesar de nao possuir atividade catalitica intrinseca, pode ligar-se a Dnmt3a e
Dnmt3b, aumentando a atividade dessas enzimas (HATA et al., 2002; SUETAKE et
al., 2004).

Por outro lado, a atividade de demetilacdo ainda permanece incerta. Existem
dois possiveis processos para remocao de grupos metil de um DNA metilado: um

mecanismo passivo, pelo qual a metilagdo simplesmente ndo é mantida durante a
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replicacdo do DNA (ex: niveis de Dnmt1 limitantes) e outro ativo, catalizado por
possiveis DNA demetilases. A ligacdo de fatores de transcricdo também pode levar
a demetilacdo passivamente. Um exemplo é o fator de transcricdo Sp1. Este pode
ligar-se a seu sitio consenso no DNA, mesmo se os sitios CpG estiverem metilados.
A sua ligacao nestas sequéncias exclui DNA metiltransferases e induz um estado de
cromatina acessivel, transcricionalmente constitutivo (BRANDEIS et al., 1994).

A demetilacdo do promotor de IL-2 induz a expressao desta citocina em
células T e experimentos in vivo mostraram que esta demetilacdo ocorre 20 minutos
apos o estimulo (BRUNIQUEL; SCHWARTZ, 2003). A rapidez com que ocorre esse
processo, independente do ciclo celular, € um importante indicio da existéncia de
enzimas com funcdo de DNA demetilase.

Alguns estudos apontam para um possivel papel de enzimas que catalizariam
a desaminacao de citosinas metiladas para timinas, e esse processo seria seguido
por um reparo de erro de pareamento G/T, o que ao final culminaria com a
substituicdo por uma citosina ndo-metilada. Dois estudos propuseram que eventos
de metilacdo e demetilacao ciclicos, em um curto espaco de tempo (2 h), ocorrem
em promotores de genes transcricionalmente ativos em células de mamiferos.
Surpreendentemente os estudos apontam que a atividade demetilase é iniciada
pelas enzimas Dnmt3a e Dnmt3b, que estariam envolvidas na desaminacédo de
metil-CpG (METIVIER et al., 2008). Recentemente foi proposto que uma enzima
denominada Tet1 pudesse funcionar como uma DNA demetilase (GUO et al., 2011).
Esta enzima possui um sitio de ligagao relacionado a sitios CpG (TAHILIANI et al.,
2009), esta preferencialmente localizada em ilhas CpG e sua deplecao resultou no
aumento da metilagcdo em ilhas CpG (WU et al., 2011). Tet1 atua hidroxilando 5metil-
CpG (TAHILIANI et al., 2009; WU & ZHANG, 2011) em 5hmC, e este seria o
intermediario no processo de demetilacdo ativa. Tetl pode também mediar
passivamente o processo de demetilagdo, uma vez que Dnmt1 é incapaz de
reconhecer 5hmC (WU & ZHANG, 2011), inviabilizando a manutencao do padrao de
metilagdo. No entanto estas descobertas ainda sdo muito recentes e devem ser
melhores elucidadas. Na Fig. 1.2 esta esquematizada a dindmica da metilacdo de
sitios CpG em mamiferos.
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Figura 1.2. Metilacao e demetilacao de sitios CpG. Durante a replicacdo celular os
padrdes de metilagdo do DNA sdo mantidos pela acdo da DNA metiltransferase Dnmt1 e
novos padrées de metilacdo podem ser estabelecidos pela atividade catalitica das DNA
metiltransferases Dnmt3A e Dnmt3B. Esse processo pode ser aumentado na presenga da
Dnmt3L. Os padrds de metilagdo do DNA também podem ser modificados por mecanismos
de demetilacdo. A demetilacdo passiva ocorre apds ciclos de divisao celular quando a
atividade da Dnmt1 é perdida. Por outro lado a demetilagdo ativa ocorre pela substituicao
enzimatica de uma citosina metilada por uma citosina nao-metilada. Enzimas como a Tet1
surgem como possiveis enzimas de atividade DNA demetilase. Circulos fechados
representam sitios CpG metilados e circulos abertos representam sitios CpG nao-metilados.
(Adaptado de DE CARVALHO; YOU; JONES, 2010).
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Durante a evolucdo, a desaminacao espontanea de metil-citosinas para
timinas levou a uma perda significativa de dinucleotideos CpG no genoma de
espécies ricas em sequéncias CpG metiladas. No entanto permaneceram no
genoma algumas regides com alta densidade de sitios CpG, denominadas ilhas
CpG. Em 2002, Takai e Jones redefiniram o conceito de ilhas CpG como sequéncias
de DNA associadas com a regiao 5’ de genes, acima de 500 pb, com conteudo de
GC acima de 55% e frequéncia de CpG acima de 0,65.

Aproximadamente 60-70% dos sitios CpG do genoma de mamiferos sao
metilados (ROTTACH et al., 2009) e essas regides incluem DNA satélite e
transposons. Novamente, as ilhas CpG sdo exceg¢des dessa metilacdo global de
sitios CpG. Aproximadamente 60% de todos os promotores génicos de mamiferos
sao ricos em sitios CpG (ANTEQUERA; BIRD, 1993) e a maior parte das ilhas CpG
sao localizadas justamente nestas regides 5" e no primeiro exon de genes. As ilhas
CpG consituem o promotor mais comum em genomas de vertebrados e sdo regides
cujo estado da cromatina esta permissivo a transcri¢cdo pela presenga, por exemplo,
de acetilacdo de histonas H3 e H4 e metilacdo de H3K4 (DEATON; BIRD, 2011).
Além disso, diversos estudos indicam que ilhas CpG sdo também importantes
reguladores da funcdo de sequéncias reguladoras distais, tais como enhancers e
insulators (TANAY et al., 2007). Entdo as ilhas CpG destacam-se tanto pela alta
densidade de sitios CpG, quanto pela auséncia de metilacdo nesses sitios. No
entanto, existem diversos exemplos de ilhas CpG em promotores génicos que
tornam-se diferencialmente metilados em determinados tipos celulares, culminando
com o silenciamento génico.

O estudo de Meétivier (2008), citado anteriormente, mostrou que ocorrem
modificacdes ciclicas no padrdo de metilagao de dinucleotideos CpG presentes no
promotor ativo do gene pS2/TFF1. Isto sugere que a metilacdo de CpG parece nao
ser somente uma marca epigenética estavel mas também um componente dindmico
da regulacéao da transcricao.

A metilacdo do DNA esta associada com a repressao e silenciamento génico
através de mecanismos diretos e indiretos. Diretamente, através da inibicdo da
ligacdo de fatores de transcricdo que nao reconhecem sitios CpG metilados, como
por exemplo o fator transcricional E2F (CAMPANERO; ARMSTRONG;
FLEMINGTON et al., 2000). Mecanismos indiretos incluem a ligagdo de proteinas as
citosinas metiladas. Essas proteinas impedem a ligacao de fatores de transcricao ao
DNA e podem recrutar histonas desacetilases, histonas metiltransferases e outros
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fatores que tornam a cromatina compacta e consequentemente menos acessivel a
maquinaria de transcricao.

Diversas proteinas de ligacao especifica a citosinas metiladas (MBD) j& foram
descritas, entre elas MeCP2, MBD1, MBD2, MBD4, Kaiso (ROTTACH et al., 2009).
Essas proteinas sdo capazes de recrutar diferentes complexos associados a
repressao génica e apresentam algumas particularidades, como por exemplo, a
proteina Kaiso, que diferentemente das demais reconhece dois sitios CpG metilados
adjacentes (PROKHORTCHOUK et al., 2001). Dentre estas, as mais importantes na
regulacao de genes de mamiferos sdo: MeCP2, MBD1 e MBD2. MeCP2 reprime a
transcricdo ligando-se as citosinas metiladas, através da interagdo com complexos
correpressores como mSin3a e recrutamento de histonas deacetilases (JONES et
al., 1998; NAN et al.,1998). A proteina MBD1 é capaz de associar-se durante a
replicacdo celular, a lisina metil-transferase de histona, SETDB1, que metila H3K9
reforcando o silenciamento génico (SARRAF; STANCHEVA, 2004). A proteina
MBD2 é um componente do complexo repressor MeCP1, que inclui também o
complexo remodelador de cromatina, NuRD (WADE et al, 1999). MBDs podem
mediar entdo a associacdo entre importantes maquinarias epigenéticas, como a
metilacdo do DNA e modificagbes de histonas. As proteinas MBD também podem
reprimir a transcricdo de promotores metilados, competindo ou deslocando outras
proteinas que se ligam ao DNA.

Dnmts também sao capazes de recrutar HDAC, HMT, componentes do
complexo repressivo Polycomb, além de interagirem com o dominio ATPase de
diversos remodeladores de cromatina (revisado por ROTTACH et al., 2009). Por
outro lado, modificacdes de histona permissivas a transcricdo, como a metilagéo de
H3K4, inibem a ligacdo de Dnmt3L a cromatina (OOl et al., 2007).

E o conjunto das modificagdes epigenéticas em determinado locus e toda a
interacdo da maquinaria de remodelamento de cromossomo com a metilagdo do
DNA e as modificacbes pds-traducionais de histonas que desempenham um papel
fundamental na regulacdo da expressao génica e na organizacdo da cromatina.
Modificacdes epigenéticas estabelecem diferentes “estruturas” na cromatina, que
podem ser permissivas ou restritivas a transcricdo (Fig. 1.3). Um estado de
cromatina ativa, descondensada, também referido como “aberto”, é caracterizado
pela hiperacetilacdo de residuos de histonas, e metilacdo de H3K4, além de maior
disponibilidade de acesso aos fatores de transcricdo. A metilacdo de citosinas em
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dinucleotideos CpG estad frequentemente relacionada ao estado de cromatina
denominado inativo ou “fechado”, juntamente com a metilacdo de H3K9 e H3K27.

1.8 Epigenética e sistema imune

Durante o desenvolvimento e diferenciacdo, linfécitos T estdo sujeitos a
diferentes escolhas que condicionam seu destino celular: comprometimento com
determinada linhagem de TCR; no caso de células com TCR ap, comprometimento
com linhagem CD4 ou CD8; e finalmente diferenciacao das células CD4 em células
T efetoras. Como os mecanismos epigenéticos estdo associados com todos esses
eventos, estudos sobre a regulagdo da cromatina nas células do sistema imune
tornam-se cada vez mais importantes (WILSON et al., 2005).

As primeiras evidéncias que o estado epigenético de genes do sistema imune
regula sua competéncia transcricional vieram com estudos nos quais o tratamento
com 5-azacitidina (inibidor da metilacdo do DNA) resultou na producdo de IL-2
(BALLAS, 1984) e IFN-y (YOUNG et al., 1994) por células T incapazes de produzir
tais citocinas previamente. Da mesma forma, o tratamento de células T CD4 com
inibidores de histonas desacetilases aumentou a expressdo de IFN-y e IL-4 em
células T (BIRD et al, 1998). A remocao condicional de Dnmt1 e MBD2, que
induzem um estado de cromatina inativo, também levou ao aumento da expressao
de IFN-y em células Th2 e citocinas Th2 em células Th1 e CD8 (LEE et al., 2001;
HUTCHINS et al., 2002; MAKAR; WILSON, 2004). Estes trabalhos apontaram para o
importante papel da metilagdo do DNA, MBDs e a desacetilacdo de histonas na
restricdo da expressdo de citocinas especificas a subpopulagdo de células T
apropriada.

Animais deficientes em diversos componentes envolvidos na regulacdo da
cromatina também resultaram em alteracdes de fenétipo em células T, evidenciando
ainda mais a importancia desses mecanismos epigenéticos no desenvolvimento e
funcdo de células T (revisado por KANNO et al., 2011). Por exemplo, quando a
proteina BAF57, componente do complexo remodelador de cromatina SWI/SNF, é
mutada, ha uma desregulacao no silenciamento de CD4, durante o desenvolvimento
timico (CHI et al., 2002).
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Figura 1.3. Estrutura da cromatina em promotores ativos e inativos. A) A cromatina
transcricionalmente ativa € caracterizada por citosinas nao-metiladas, e histonas acetiladas.
A lisina 4 da cauda N-terminal da histona H3 pode estar trimetilada B) A cromatina em
promotores inativos apresenta entre outras caracteristicas, metilacdo de citosinas o que
pode recrutar histona desacetilases (HDAC) e trimetilagdo da lisina 9 da histona H3.
(Adaptado de GRONBAEK; HOTHER; JONES, 2007).
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Diversos estudos também evidenciam a importancia da metilacdo de sitios
CpG na expressdo de genes associados ao sistema imune: a demetilacdo dos
genes CD8a e CD8B € associada a transicdo de timdcitos duplo-negativos para
CD4+CD8+ e a metilacao do DNA e outros mecanismos de regulacao da cromatina
sao também importantes na regulacao da expressao de receptores KIR e Ly49 em
células NK (revisado por WILSON et al., 2005).

Outros trabalhos também evidenciaram a importancia da metilacdo de CpG,
como um mecanismo de regulacado da producgao de citocinas pelas células T. Os 15
sitios CpG encontrados na regidao -2,2 kb a +98 pb do gene que codifica a citocina
IL-2, aparecem metilados em células T CD4 naive, cuja expressao de IL-2 é
silenciada. Porém 7 horas apds ativagdo cinco sitios CpG ja estdo demetilados
(BRUNIQUEL; SCHWARTZ, 2003) e in vivo essa demetilacdo € ainda mais
evidente, acontecendo em apenas 20 minutos apos estimulo. Makar & Wilson (2004)
também mostraram que modificacées na manutengcédo do padrdao de metilagdo levam
a reversao do silenciamento dos genes 1L4, IL-5, IL-13 e IL-10 em células T CD8. Da
mesma forma, Winders, Schwartz & Bruniquel (2004), demonstraram que a
metilagdo do promotor do gene do IFN-y inibe sua atividade transcricional.

Mas a importdncia da regulacdo epigenética no sistema imune é
especialmente clara no que diz respeito a diferenciacéo de células T CD4 em células
T helper, onde diversas evidéncias mostraram que mecanismos epigenéticos sao
determinantes no processo de diferenciagdo e estabilizacdo desses diferentes
fenétipos. A capacidade de producdo de citocinas Th1 e Th2 é relacionada a
diferencas na estrutura da cromatina destas células (AGARWAL, RAO, 1998;
AGARWAL, AVNI & RAO, 2000; AVNI et al., 2002; WILSON, ROWELL, SEKIMATA,
2009) e modificagbes na cromatina do gene Ifng e nos loci de citocinas Th2 estédo
associadas com este comprometimento em Th1 ou Th2. Em células T CD4 naive os
genes Ifng e 114/lI5 nao estdo localizados em regides de cromatina silenciada. No
entanto, ap6s a diferenciacdo para o fenoétipo efetor, os genes associados ao
fendtipo oposto passam a ser mais frequentemente associados a regides de
heterocromatina (GROGAN et al., 2001).

Sabe-se que a diferenciacdo Th1/Th2 é acompanhada por alteracées na
acessibilidade da enzima DNase | a cromatina nos genes das citocinas transcritas
pela respectiva subpopulacado de células T. Estes sitios hipersensiveis coincidem
com regides de acetilacdo de histonas e demetilacdo do DNA, ou seja, regides

transcricionalmente ativas. Os fatores transcricionais linhagem-especificos
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anteriormente comentados regulam esta diferenciacao Th1/Th2, em parte através de
mecanismos epigenéticos. A acetilagdo de histonas H3 e H4 é aumentada no locus
de IFN-y e IL4 apds a diferenciagdo em células Th1 e Th2 respectivamente, e estas
alteracoes sado dependentes de T-bet e GATA3 (FIELDS, KIM & FLAVELL, 2002;
AVNI et al., 2002). Em seu trabalho, Avni e colaboradores (2002) mostraram que o
estimulo inicial de células T CD4 leva a uma hiperacetilacdo de histonas dos genes
Ifng e ll4, ndo dependente das citocinas polarizantes. Porém quando diferenciadas
em condicdes polarizantes (Th1 ou Th2) a hiperacetilagéo fica restrita as regides
regulatérias dos genes de citocinas especificos de cada subpopulagdo. Este
processo depende tanto destas citocinas polarizantes (IL-4 e IL-12) como dos
fatores de transcricao linhagem-especificos (STAT6 e T-bet).

Evidéncias recentes mostraram que mecanismos epigenéticos estdo também
associados a diferenciagdo Th17, na qual foram observadas modificacbes de
histonas permissivas a transcricao (acetilacdo de H3 e metilacdo de H3K4) no
promotor e regides regulatérias distais do gene IL-17, apds diferenciacao
(AKIMZHANOV, YANG & DONG, 2007). Estudos acerca da regulagdo epigenética
em células Treg sdo muito recentes, mas a metilacio do DNA parece ter um
importante papel na regulagdo de Foxp3, o principal fator transcricional envolvido na
diferenciacdo em Tregs. Em Tregs naturais, a expressdao de FoxP3 estd associada
com a demetilacdo do DNA em importantes elementos regulatérios deste locus (KIM;
LEONARD, 2007; LAL et al., 2009). A metilacido de CpGs nesta regido reprime a
expressdao de Foxp3 e a completa demetilacdo é necessaria para sua expressao
estavel.

Um trabalho recente fez o mapeamento de modificagcdes de histonas
permissivas (metilacao de H3K4) e restritivas (metilacdo de H3K27) a transcricdo em
todo o genoma de células T CD4 naive, e células Th1, Th2, Th17 e Tregs. Como
esperado, os promotores das citocinas apresentaram modificacées permissivas a
transcricdo em sua subpopulacao especifica, e restritivas por todo o locus nas outras
subpopulagdes. Por outro lado, os promotores dos genes codificantes dos fatores de
transcricdo especificos para cada linhagem efetora, como T-bet e GATA-3,
apresentaram tanto metilagdo de H3K4 quanto de H3K27 nas subpopulagcdées em
gue nao sao expressos, sugerindo uma flexibilidade em sua expressao. De fato este
achado pode explicar a existéncia de linhagens efetoras plasticas, como células
Th17 que sédo capazes de expressar T-bet e produzir IFN-y em certas condi¢des
(WEI et al., 2009).
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1.9 Regulacao epigenética do gene Ifng

A producao de IFN-y estd também relacionada a acessibilidade da cromatina
ao locus de Ifng nestas células. A producéo rapida de IFN-y por células NK e NKT
apds estimulo esta associada a expressao constitutiva de T-bet e o fato dos
elementos regulatérios que contém sitios para este fator de transcricao estarem
contidos em uma cromatina dita “ativa”, acessivel (STETSON et al., 2003). Regides
ao longo do gene Ifng apresentam dominios de hiperacetilacdo em células NK e
células Th1 (CHANG & AUNE, 2005) e o intron 1 de Ifng encontra-se demetilado em
células NK (TATO et al., 2004). Também foram descritos trés sitios hipersensiveis a
DNAse | no promotor, intron 1 e intron 3 do gene Ifng (AGARWAL; RAO, 1998).
Estes sitios estdo mais acessiveis apds a diferenciacao Th1, quando comparados a
células Th2. Da mesma forma estes sitios também podem ser identificados mesmo
em células NK nao estimuladas (TATO et al., 2004).

Como ja citado anteriormente, fatores de transcricdo como T-bet e STAT4
induzem modificacées permissivas a transcricao no gene Ifng em células Th1. Além
de transativar diretamente a expressao de IFN-y e induzir a expressado de HIx e
Runx3, um trabalho recente mostrou que T-bet também recruta a histona demetilase
JMJD3, que remove a trimetilacao repressiva na H3K27, e a histona metiltransferase
SET7 que metila a H3K4. O resultado é um estado de cromatina permissivo a
transcricdo (MILLER et al., 2008). Por outro lado, STAT4 recruta BRG1 ao promotor
de Ifng induzindo a aquisicdo de modificagcbes de nucleossomos favoraveis a
transcricdo, e este processo é dependente também da ativacdo da calcineurina
(ZHANG; BOOTHBY, 2006).

Em relagdo a metilacdo, evidéncias da sua importancia na regulacao deste
gene foram confirmadas em um estudo que mostrou que células T Dnmti”
apresentaram producao de IFN-y 5-10 vezes maior apds ativacao in vitro do que
células T Dnmt1*"* (MAKAR; WILSON, 2004). Células incapazes de produzirem IFN-
v, como fibroblastos e hepatécitos, também apresentam o promotor do gene Ilfng
hipermetilado (WINDERS et al., 2004; SHOENBORN et al., 2007).

Também em 2007, Chang e Aune mostraram que o padrao de metilagdo de
histonas no locus Ifng correlaciona-se com a diferenciacédo de células T: a metilagao
inicial de H3K9 é dependente de ativacdo e é mantida em células Th1 e ndo em
células Th2. Por outro lado, durante a diferenciacao Th2, GATA-3 é capaz de ligar-
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se ao promotor e intron 1 de Ifng, e recrutar a enzima metiltransferase de H3K27,

EZH2, que contribui no silenciamento da expressao de IFN-y nessas células.

1.10 Regioes regulatérias distais

Os mecanismos regulatérios de expressao génica em mamiferos podem ser
divididos em trés categorias principais: (1) regulacdo da transcricao in cis, mediada
por promotores, enhancers e silencers; (2) regulacao in trans mediada pela ligacao
de fatores de transcricdo aos sitios cis, RNA de interferéncia e microRNAs; (3)
regulacao através da modificacao da estrutura da cromatina (ADAMS et al., 2005).

Os promotores génicos sao suficientes para regular a expressao génica em
procariotos. No entanto em células de mamiferos, elementos regulatérios distais
agem de forma conjunta com esses promotores para garantir a expressao génica
correta. Estas regides regulatérias possuem diversos sitios para ligacao de fatores
de transcricao (6-15 pb) e sado altamente conservadas nos vertebrados (HARDISON,
2000). Esses elementos regulatérios podem estar imediatamente upstream ao
promotor, em introns ou até mesmo a kilobases de distancias dos genes que
regulam. Dentre estes elementos regulatérios podemos citar os enhancers que
aumentam a transcricdio de determinado gene, ativamente ou promovendo
modificacées epigenéticas permissivas; e 0s silencers que silenciam a expressao
génica.

O avango de ferramentas de bioinformatica permitiu predizer potenciais
elementos regulatérios. Esses algoritmos assumem que essas regidoes devem ser
evolutivamente conservadas, podendo ser identificadas através do alinhamento da
sequéncia de DNA de diferentes espécies. Essas regibes sao denominadas
sequéncias nao codificadoras evolutivamente convervadas (CNS) e sao definidas
como regides nao-codificantes de pelo menos 100 pb e 70% de identidade de
sequéncia entre espécies (HATTON et al., 2006). E importante ressaltar que essas
CNS podem estar relacionadas a diversas func¢des envolvidas na regulacao génica e
também na estrutura da cromatina. Com isso, esses elementos podem funcionar in
cis, como enhancer, silencers e insulators, modulando a transcricdo de um gene
adjacente, mas podem também contribuir no estabelecimento da estrutura da

cromatina local e em interag¢des a distancia com outros elementos regulatérios.

26



1.10.1 Reqides requlatérias de Ifng

O gene Ifng é formado por 4 éxons e 3 introns, tanto em humanos quanto em
roedores e seu promotor possui aproximadamente 600 pb (SCHOENBORN &
WILSON, 2007). No trabalho de Zhu e colaboradores, 2001, foi sugerido que a
regulacao fisiolégica do promotor de Ifng necessitava de elementos in cis que
reprimissem a atividade constitutiva, independente de estimulo e tipo celular, de uma
regiao 3,4 kb upstream ao gene Ifng.

Mas a complexidade da regulacdo da expressao de IFN-y ficou evidenciada
em um estudo que mostrou que um transgene contendo o gene IFNG humano e
sequéncias flanqueadoras com aproximadamente 90 kb, upstream e downstream,
eram necessarios para a expressao elevada de IFN-y e especifica em células Th1
(SOUTTO et al, 2002). Este foi um indicio que elementos regulatérios distais
provavelmente possuem um importante papel na regulacado da expressao de IFN-y.
Esta regido gendmica de 190 kb é rica em sequéncias CNS entre o genoma humano
e de camundongo. A partir de entdo diversos trabalhos da literatura vém
identificando e caracterizando funcionalmente algumas destas possiveis sequéncias.
Este mesmo estudo também demonstrou que os introns 1 e 3 de IFNG contém
atividade de enhancer.

Em 2004, Shnyreva e colaboradores identificaram duas CNS localizadas
5,27kb upstream (CNS1 ou CNS-6) e 17,36kb downstream (CNS2 ou CNS+18-20)
em relacdo ao sitio de inicio de transcricdo do gene Ifng. Nestas regides eles
identificaram um aumento na acetilacao de H3 em células Th1, semelhantemente ao
observado no promotor e intron 3. Essas regides também apresentaram sitios
hipersensiveis a DNase |, exclusivamente em células Th1. (LEE et al., 2004;
SHNYREVA et al, 2004). A cromatina na regiao CNS1 apresenta outras
caracteristicas de acessibilidade em células Th1, como a metilagdo de H3K4. Além
disso, fatores de transcricdo como NFAT e T-bet ligam a essa regido em linhagens
de células Th1 estimuladas, aumentando a atividade de enhancer desta regiao (Lee
et al., 2004). Foi mostrado que esta regido regula positivamente a expressao de IFN-
v (SHNYREVA et al., 2004) e aparece completamente metilada em células T CD4
naive e células Th2, mas demetilada em células Th1 (SCHOENBORN et al., 2007).

Sabe-se que a estrutura tridimensional dos cromossomos pode ser alterada
durante os processos de diferenciacao celular, levando a formagéo de loopings que
aproximam regides regulatérias distais dos promotores génicos, facilitando assim a
transcricdo génica. Os locus de Ifng e ll4 estabelecem ligacdes intercromossomos
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em células T CD4 naive, que diminuem apos a diferenciacdo em células efetoras.
Interessantemente, a CNS1 também interage com I/fng e, durante a diferenciacao
para um fenétipo Th1, a CNS2 aproxima-se do promotor de /fng, evidenciando ainda
mais a importancia regulatéria dessas regides (SPILIANAKIS et al., 2005).

Com o avango das ferramentas de bioinformatica, outros estudos
identificaram novas CNS, como a CNS-22. Essa regiao apresentou-se essencial
para a producdo de IFN-y em células Th1 e T CD8, no entanto ndo apresentou
diferenca no padrao de acetilacdo em células T CD4 naive, Th1 e Th2 (HATTON et
al., 2006), estando acetilada de forma semelhante em todas as células.

Mais recentemente um estudo identificou um total de 8 CNS localizadas em
uma regiao flanqueadora do gene /fng de aproximadamente 100 kb. Dentre estas,
estdo a CNS1, CNS2 e CNS-22 anteriormente identificadas (SCHOENBORN et al.,
2007). Estas regides foram denominadas de acordo com sua distancia (em kb) em
relacdo ao inicio de transcricao de /fng (Fig. 1.4). Destas regides as CNS-34; CNS-
22; CNS-6 (CNS1); CNS+18-20 (CNS2) e CNS+29 apresentaram caracteristicas
funcionais in vitro de enhancers, dependendo do estimulo e tipo celular. Sugere-se
que a CNS+46 seja um insulator.

enh enh enh  pro enh enh ins
-54 34 5Y) 6 [ifing 418-20 429 +46
=31 -22 -18 -4 l +22 +40 +80
enh enh enh pro enh enh ins

Figura 1.4. Locus de Ifng com as 8 CNS identificadas. As CNS sdo denominadas de
acordo com sua distancia ao inicio de transcricao de Ifng e suas funcgdes regulatérias estao
evidenciadas: pro (promotor); enh (enhancer); ins (insulator). Adaptado de WILSON;
ROWELL; SEKIMATA, 2009.
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Este mesmo estudo fez uma analise abrangente desta regido de 100 kb a fim
de comparar o padrao epigenético encontrado em células T CD4 naive, Th1 e Th2.
Foram analisados os sitios de hipersensibilidade a DNase |, padrao de metilagéo e
modificacdo de histonas no promotor do /fng e em todas as 8 CNS identificadas,
confirmando alguns achados anteriores e identificando novos. Eles observaram que
a diferenciagdo Th1 induz a demetilagdo no /fngCNS1, intron 1 e IlfngCNS2,
juntamente com o notavel aumento da dimetilacdo de H3K4 em todas as regides
analisadas. Os sitios hipersensiveis a DNase denominados HS I, Il e Ill, localizados
no promotor de Ifng, intron 1 e intron 3 respectivamente, que ja haviam sido
identificados (AGARWAL & RAO, 1998), foram confirmados e outros sitios foram
identificados. Por outro lado a diferenciacdo Th2 leva a metilagdo do promotor de
Ifng, e aumento da trimetilacdo de H3K27 por todo o locus. Estas diferencas
epigenéticas sugerem que a expressao de IFN-y em células T CD4 naive, Th1 e Th2
€ regulada em parte por elementos distais e também por mecanismos epigenéticos.

Dados anteriores mostraram que células T CD8 naive sao capazes de
produzir IFN-y, sem necessitar do processo de diferenciacao (TEIXEIRA et al., 2005)
enquanto uma producao significativa desta citocina pelas células T CD4 sé ocorre
apds sua diferenciacdo em Th1. Em 1999, Carter e colaboradores mostraram que
enquanto células T CD4 naive necessitavam da sinalizagéo via STAT4 associada ao
estimulo do TCR para produzirem IFN-y, células T CD8 s6 precisavam do estimulo
via TCR, independente de STAT4, sugerindo uma regulacado da expressao de Ifng
diferencial entre células T CD4 e T CD8. Como mecanismos epigenéticos sdo os
principais reguladores da expressao de citocinas, supomos que esta regulacao
diferencial da expressao do IFN-y em linfécitos T CD4 e T CD8 seja realizada, ao
menos em parte, através da regulacao da cromatina do gene /fng.

Os estudos atuais sobre essa questao abordam principalmente o papel deste
locus nas células T CD4, Th1 e Th2. Por isso, pretendemos utilizar alguns destes
achados para elucidar os mecanismos epigenéticos que regulam a producéao de IFN-
v pelos linfécitos T, comparando a regulacao desta regido entre as células T CD4 e T
CD8. Tal conhecimento podera contribuir de forma fundamental para a compreensao
de mecanismos moleculares associados a diferenciacéo e producao de citocinas por
estas células.

Dada a importdncia do IFN-y para a imunidade contra patégenos
intracelulares e para o controle do desenvolvimento tumoral, e o fato de sua

expressao aberrante estar associada a diversas doencas auto-imunes e
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inflamatérias, o conhecimento dos mecanismos epigenéticos envolvidos na
regulacdo da sua expressao pelas células T contribuira para uma melhor
compreensao destas vias. O que por sua vez permitira o planejamento de
intervencdes e novas terapias para o tratamento tanto de doencas relacionadas a
respostas Th2, quanto relacionadas a Th1. Apesar de muito ser conhecido sobre a
estrutura, funcdes e vias de sinalizacao induzidas pelo receptor de IFN-y, o controle
de sua expressdao em células do sistema imune é ainda pouco esclarecido e sé vem
recebendo mais atencao recentemente e este projeto se propds a colaborar com

iSSO.
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2. OBJETIVOS

Devido ao papel fundamental do IFN-y em diferentes aspectos da regulacao
da resposta imune e a importante funcdo de mecanismos epigenéticos na regulacao
da expressao de citocinas, este projeto tem como objetivo principal avaliar os
mecanismos epigenéticos envolvidos na regulacao da expressao diferencial de IFN-y

por linfocitos T CD4 e CD8. Para tanto, nossos objetivos especificos foram:

2.1. Avaliar a expressao e producao de IFN-y por linfocitos T CD4 e CD8;

2.2. Verificar a existéncia de regides com diferente acesso a cromatina no locus de
Ifng em linfécitos T CD4 e CD8;

2.3. Analisar o estado de metilacdo do DNA em regides regulatérias de Ifng em
linfocitos T CD4 e CD8;

2.4. Avaliar a fungédo das regides com diferente acesso a cromatina previamente

identificadas, na regulacéo de Ifng.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais.

Foram utilizados camundongos C57BL/6 com 8 a 12 semanas de idade.
Todos os animais utilizados foram mantidos no biotério do Instituto Nacional de
Céancer (INCA) e tratados de acordo com as normas de tratamento de animais do
Council for International Organizations of Medical Sciences.

3.2 Purificacao de células T CD4 e T CDS.

As células T CD4 e T CDS8 utilizadas neste projeto foram isoladas de
linfonodos cervicais superficiais, braquiais, axilares e inguinais de camundongos
C57BL/6 com kits de imunopurificacdo negativa (Dynal). A suspenséao celular final
possuiu no minimo 95% de pureza, visto através de citometria de fluxo. Apés a
purificacdo, as células foram ressuspendidas em meio DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), NaHCO;
(40 mM), NaH,PO4 (1 mM), estreptomicina (100 mg/ml), penicilina (100.000 U),
solugcdo de aminoacidos MEM nao-essenciais e essenciais 1x, piruvato de sédio (1
mM), L-glutamina (2 mM), solucdo de vitaminas MEM 1x, HEPES (10 mM) e B-

mercaptoetanol (55 uM) (todos fornecidos pela Invitrogen).

3.3 Citometria de Fluxo.

As células foram marcadas com anticorpos associados a fluorocromos
especificos e posteriormente, lavadas com PBS 1x e fixadas com paraformaldeido
2%. Foram utilizados os anticorpos monoclonais marcados: -CD4, -CD8, -CD62L,
-CD44 (eBioscience). As células marcadas foram analisadas com o auxilio de um

citdbmetro de fluxo Becton Dickinson FACScan.
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3.4 Diferenciacao in vitro de linfocitos T CD4 em Th1 e Th2.

Para obtencdo de células diferenciadas nas populacdes Th1 e Th2, 2 x 10°
células T CD4 recém isoladas foram ativadas in vitro com anti-CD3 (1 ug/ml) e anti-
CD28 (1 pug/ml) fixados a placa, na presenca de citocinas e anticorpos bloqueadores
que promovam condicdes polarizantes para cada um destes perfis. As células foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e mantidas em estufa
Umida a 37°C com uma atmosfera de 5% de CO,, Para fixacdo do anti-CD3 (2C11) e
anti-CD28 (Pharmingen), pré-tratamos as placas de cultura com 0,3 mg/ml de anti-
IgG (CAPPEL) durante 1 hora a 37°C. Para a diferenciagdo Th1, utilizamos 5 ng/ml
de IFN-y, 50 ng/ml de IL-12 e 20 pg/ml de anticorpo anti-IL-4. Para a diferenciacéo
Th2, utilizamos 50 ng/ml de IL-4 e 100 ug/ml de anticorpo anti-IFN-y. Todas as
citocinas recombinantes foram obtidas da PeproTech, e os anticorpos de bloqueio
foram purificados a partir dos hibridomas XMG1.2, para o anticorpo anti-IFN-y e
11B11 para o anticorpo anti-lL-4. Apds 48 horas, as culturas celulares foram
suplementadas com 20 U/ml de IL-2 (PeproTech), e a partir de entdo a cada 24
horas, o volume do meio foi dobrado com meio fresco suplementado com IL-2 (20
U/ml). No sexto dia de diferenciacdo, as células foram recolhidas, lavadas, e re-
estimuladas com anti-CD3 (1 pg/ml) para realizagdo dos experimentos. A
confirmacgéo da polarizacao das culturas foi realizada por marcacgéo intracelular para

as citocinas especificas de cada um destes perfis e por ELISA.

3.5 Marcacao Intracelular de Citocinas

Para a marcacéo intracelular de citocinas, 3 x 10° células foram lavadas e
ressuspendidas em 3 ml de meio DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino, e
estimuladas com PMA (10 nM) e ionomicina (1 uM), por 6 horas a 37°C. Apos as 4
horas iniciais do estimulo, foi adicionada as culturas 10 yg/ml de brefeldina para
promover a estocagem das citocinas produzidas no citoplasma da célula. Apés o
estimulo, as células foram lavadas e fixadas em 2% de paraformaldeido. Apos a
fixacdo, as células foram permeabilizadas em tampao de permeabilizacdo (PBS
contendo 1% de BSA e 0,5% de saponina), por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apo6s a permeabilizagdo, foram adicionados anticorpos monoclonais conjugados a

fluorocromos para a marcacédo de IFN-y e IL-4, ou somente IFN-y (eBioscience), e
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incubagdo por 1 hora a temperatura ambiente no escuro. As marcagdes foram
realizadas em um volume final de 100 pl de tampao de permeabilizacdo e as
concentracdes finais utilizadas de cada anticorpo foram as sugeridas pelo fabricante.
Ap6s as marcacoes, as células foram lavadas uma vez em tampao de
permeabilizacdo e mais uma vez em tampao de FACS (PBS contendo 1% de BSA e
0,1% de azida sbdica), e entdo ressuspendidas em tampao de FACS para analise

em citobmetro de fluxo Becton Dickinson FACScan.

3.6 ELISA

Kits de ELISA comerciais (Pharmingen) foram utilizados para avaliar os niveis
proteicos de IFN-y e IL-4 no sobrenadante das culturas de células T CD4, T CD8,
Th1 e Th2 coletados em diferentes tempos apds ativacado com anti-CD3 (1 ug/ml)
fixado & placa. Para essas andlises, foram cultivadas 1 x 10° células/poco de placas
de 24 pocos de fundo chato (TPP) em 1 ml de DMEM 10% SFB e o sobrenadante

livre de células foi recolhido para anélise.

3.7 PCR em Tempo Real (Tagman)

As células T CD4, T CD8 e Th1 com diferentes tempos apés o estimulo com
anti-CD3 (1 pg/ml) foram utilizadas para extracdo de RNA total, com uso do reagente
TRIzol? (Invitrogen). A extragdo foi feita conforme as instrugdes do fabricante. A
integridade do RNA extraido foi verificada em gel de agarose 1%, onde observamos
bandas equivalentes aos RNA ribossomais 28S, 18S e 5S. Para a reacdo de
transcricdo reversa, utilizamos 0,5-1 ug das amostras de RNA total. A sintese de
cDNA procedeu-se conforme protocolo descrito pelo fabricante, utilizando-se o
oligonucleotideo OligodT e a enzima Impromll™ Reverse Transcriptase (Promega).
A deteccao dos transcritos dos genes analisados foi feita, entdo, através da técnica
de PCR em Tempo Real, com o uso do kit Gene Expression Assay (Applied
Biosystems). A expressdao do mRNA de IFN-y foi estimada através do método de
quantificacao relativa. Utilizamos 3,125 ng do cDNA sintetizado para cada reacao.
Nestes ensaios, foram utilizados os oligonucleotideos e sondas especificas para os
genes Ifng e Hprt (Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase). Este ultimo foi
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utilizado como normalizador de nossas reacdes. As sondas especificas estavam
conjugadas aos fluoroforos FAM.

As andlises dos resultados foram realizadas a partir da média das duplicatas
dos C(t) pelo método de 222°W. C(t) é o ciclo no qual a fluorescéncia detectada
atinge o limiar (do inglés: threshold) onde todas as amostras estdo em fase de
crescimento exponencial. O C(t) de cada amostra € inversamente proporcional
quantidade de cDNA molde na reacdo. Em todos os resultados utilizamos como

amostra referéncia, células T CD4 ndo-estimuladas.

3.8 Ensaio de Hipersensibilidade a DNase I.

3.8.1 Extracao e digestdo dos nucleos das células.

Os nucleos de células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 nao-estimuladas, foram
utilizados para o ensaio de hipersensibilidade a DNase I. Para tanto, 100 x 10°
células foram lavadas com 35 ml de PBS contendo 0,1% de BSA e posteriormente
ressuspendidas em um tampao de lise (LB+) contendo 0,1% de NP40 e os inibidores
de protease Leupeptina (10 uM) e Aprotinina (1 uM). Apés a lise, as células foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada (4°C) por 5 minutos a 1500 rpm e os nlcleos
ressuspendidos em 600 ul do tampao LB-. A concentracdo de nucleos foi entao
estimada através de um espectrofotdmetro, avaliando a absorbancia da amostra a
260 nm. Os nucleos foram entao diluidos para uma concentragéo final de 0,3 mg/ml
e entdo alicotas desta diluicao (100 pl) foram submetidas a digestdo com
concentragdes crescentes (0, 5, 10 e 20 U/ml) da enzima DNase | (Worthington) por
6 minutos a temperatura ambiente. Passados os 6 minutos a digestao foi
interrompida e as amostras foram entdo submetidas a digestdo com proteinase K
(100 ug/ul) a 55°C overnight.

3.8.2 Extracao do DNA

Para purificacdo do DNA das amostras de nucleos submetidos ou ndo a
digestdo com DNasel, adicionou-se 650 ul de uma solucdo 25:24:1 de
Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico e entdo a amostra foi centrifugada em centrifuga
refrigerada (4°C) a 14000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa superior obtida, foi
adicionada uma solugdo 24:1 de Cloroférmio:Alcool Isoamilico e a amostra foi
novamente centrifugada conforme descrito anteriormente. Para precipitagdo do DNA
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adicionou-se a fase aquosa superior obtida ap6s a centrifugagdo, 1 ml de etanol
absoluto. A amostra foi entdo centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C e o
pellet obtido foi lavado com uma solugao de etanol 70%. Posteriormente o pellet foi
ressuspendido em 100 ul de Tris 10 mM e EDTA 1 mM. Por fim, as amostras de
DNA foram digeridas por completo pela enzima Bglll que ndo apresenta sitios de

clivagem nas regides analisadas.

3.8.3 PCR em Tempo Real (SYBR Green)

A deteccao das regides de interesse foi feita através de PCR em Tempo Real,
como descrito por MCARTHUR et al., 2001. Foi analisado um total de nove regides
compreendidas no promotor (denominadas HSI-1; HSI-3; HSI-4 e HSI-5), intron 1
(HSII-1; HSII-2 e HSII-3) e intron 3 (HSII-1 e HSIII-2) de Ifng. Para tanto, foram
sintetizados oligonucleotideos que flanqueassem cada uma dessas regides. Foi
comparada a deteccao da amplificacdo dessas regides nas amostras dos nucleos
nao-digeridos e digeridos com concentragoes crescentes de DNase | para cada tipo
celular. Para tanto, utilizamos o reagente SYBR Green (Applied Biosystems) e
comparamos os C(t) obtidos a partir de 50 ng iniciais das amostras digeridas com 5,
10 e 20 U/ml de DNase |, com o C(t) obtido a partir de 50 ng do DNA das amostras
nao-digeridas com DNase |. As analises dos resultados foram realizadas a partir da

média das duplicatas dos C(t).

3.8.4 Sequéncias analisadas

As regides analisadas eram preferencialmente localizadas sequencialmente
no genoma de forma que os primers utilizados apresentam sobreposi¢coes. Dessa
forma nossas analises puderam abranger grandes distancias do promotor, intron 1 e
intron 3 de /fng. Na Tabela 3.1, estdo as sequéncias dos oligonucleotideos

utilizados.
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Tabela 3.1

Primers Forward Reverse
HSI-1 ATCCTTATTTGGGACAAGTGTGTG GTATTTCACTCAACACACCCAAGG
HSI-3 CTGGTCATTTGCAAGAAAAGTTTG ATTCTTGTGGGATTCTCTGAAAGC
HSI-4 CTTTCAGAGAATCCCACAAGAATG CACCTCTCTGGCTTCCAGTTTTAT
Ensaio de HSI-5 TAAAACTGGAAGCCAGAGAGGTG TTTCTAGGCTTTCAATGACTGTGC
DNase | HSII-1 CGAAGTTGTTTTACCCTGAGGAG CCGTAGATGCTTGAACATTATGCTA
HSII-2 | ATCTACGGTCAATCCTCTCCTCAC AAAGCTGACGAGGTTTCAAGTACC
HSII-3 GTACTTGAAACCTCGTCAGCTTTG TAATTATTTCACCAATTGCCCTGA
HSIII-1 GCTGATAAAGCTAGGAGGTGAAGC CTCCCAGCCTAAGCAAGAGTTTC
HSIII-2 | GGAGGTTGTGTGTTAGTGGAAAGA CTCAGAGCCTGATTCCTTTCCTT
Andlise Promotor | GTTAGAAATAGTTATGAGGAAGAGTG | ACAAAAACT CCCTATACTATA
de de Ifng | TAAAGTT CTCTATAAATAA A
Metilacao CNS1 TGAGAAAATGTTTTAATTTATGGGA AAATACTATCACCCCAATAACACATC

3.9 Analise do estado de metilacao de sitios CpG em regioes regulatérias do
gene Ifng.

3.9.1 Extracao do DNA

O DNA de células T CD4 e T CD8 nao-estimuladas ou estimuladas por 3 e 72
horas com anti-CD3 (1 ug/ml) fixado a placa, foi isolado a partir de um dos
protocolos recomendados pelo fabricante de TRIzo°. A fase organica obtida apds
adicao do cloroférmio, foi adicionado 0,5 ml do tampao BEB (Back Extraction Buffer),
sob agitacdo por pelo menos 30 minutos. Entdo, a amostra foi centrifugada em
centrifuga refrigerada (4°C) a 12000 g por 15 minutos. A fase aquosa obtida apds
centrifugacao adicionou-se 1 ul de glicogénio (20 ug/ul) e 0,4 ml de isopropanol para
precipitacdo do DNA. A amostra foi novamente centrifugada a 12000 g por 15
minutos a 4°C, e o precipitado obtido foi submetido a sucessivas lavagens (3x) com
1,2 ml de etanol 75%. Por fim, o DNA precipitado foi ressuspendido em H,O miliQ.

3.9.2 Tratamento com bissulfito de sodio

O DNA isolado foi submetido ao tratamento com bissulfito de s6dio, como
descrito por COSTA et al., (2004), que converte citosinas nao metiladas em uracilas.
Inicialmente, 1 pg do DNA foi desnaturado com 2 ul de NaOH 3 M e aquecimento
por 20 min a 50°C em banho seco. O DNA foi, entéo, tratado com 550 pl de uma
solucado de bissulfito de sédio (Sigma) 2 M: Hidroquinona (Sigma) 150 mM durante 3
horas a 70°C. Posteriormente o DNA foi purificado e precipitado com 75 ul de acetato

de aménio 5 M, 350 ul de etanol 100% gelado e 1 ul de glicogénio (20 ug/ul) a
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-20°C. Apos 16 horas, a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 14000 rpm e o
precipitado obtido foi lavado com 500 ul de etanol 70%. A amostra foi novamente
centrifugada como anteriormente e o DNA precipitado foi entdo ressuspendido em
Tris 10 mM e EDTA 1mM.

3.9.3 Sequenciamento

Apbs o tratamento, o DNA foi submetido a uma reagcdo de PCR com
oligonucleotideos especificos para as regides de interesse: o promotor do gene Ifng
e a regiao regulatéria CNS1 murinos. Entdo os amplicons resultantes foram
clonados em plasmideos pGEM utilizando o pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega) conforme as instrucbes do fabricante. Ap6s a ligacdo, os vetores
contendo a regidao de interesse foram eletroporados em bactérias E. coli
competentes da linhagem XL1-Blue (2,5 Kv, 200Q Low range/500Q2 High range, 25
UF), e pelo menos 10 colbnias foram selecionadas em placas de meio LB (Luria-
Bertani) contendo ampicilina (100 ug/ml), X-Gal e IPTG. Os plasmideos foram
purificados de culturas de 3 ml das bactérias transformadas, utilizando kit de mini-
prep (GFX™ Micro Plasmid Prep Kit, GE Healthcare). A presenca do inserto foi
confirmada por digestdo com enzimas de restricdo especificas (enzima EcoRl). O
sequenciamento dos clones foi feito com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems).

3.9.4 Sequéncias analisadas

As sequéncias analisadas estao representadas abaixo e as sequéncias dos

oligonucleotideos utilizados estdo na Tabela 3.1.

1) Promotor de IFN-y

CCTTGCTTTTCTGGTCATTTGCAAGAAAAGTTTGAAAAGGCTTCCCCCATTGCATGGTTTGAGAAGCCCA
AGAGTTTCCTCATGGTTTGAGAAGCCCAAGAGTTTCCTTTTATTCAGCCGTCCCCAACCACAAACARAAGG
CTCCCTGTGCTGTGCTCTGTGGATGAGAAATTCACATTACAAGGGCAAAAAGGGGGAGACGTAAAAGCAA
TTTCCAGCCCCCACCCCAAATGGTGTGAAGTAAAAGTGCTTTCAGAGAATCCCACAAGAATGGCACAGGT
GGGCACAGCGGGGCTGTCTCATCGTCAGAGAGCCCAAGGAGTCGAAAGGAAACTCTAACATGCCACAAAA
CCATAGCTGTAATGCAAAGTAACTTAGCTCCCCCCACCTATCTGTCACCATCTTAAAAAAAARAAARARAAC
CAAAAAAAMAACTTGTGAAAATACGTAATCCCGAGGAGCCTTCGATCAGGTATAAAACTGGAAGCCAGAGA
GGTGCAGGCTATAGCTGCCATCGGCTGACCTAGAGAAGACACATCAGCTGATCCTTTGGACCCTCTGACT
TGAGACAGAAGTTCTGGGCTTCTCCTCCTGCGGCCTAGCTCTGAGACAATGAACGCTACACACTGCATCT
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2) Regiao regulatéria CNS1

TTTTAATTTATGGGATAAATGAGTTACGTGGCGGGGAAAGTTTGAGTTCGTGTGGATTTTTATTTTTTACGTT
ATGATTTTTTCGTAGGTTTAGTTTTTATGATGTTAGGAGTTTTAGGAGTTTAATTAACGTGGGGGGTTTGGAT
TTAGTATTTATTTATATTGAGTGGAAGAAATTTGTTTGAACGGGTGGAGGAGGTAATACGCGGCGGTTGTTGA
TGTAGGGGAAAAGCGTAATTAGGATGTAGGTTTTGTTTTATAGAGGATCGATTTGTTTAGAGTCGGGTTTATA
GAGATATTGTTGAAATTTTTTTGTTATATTTATTATTAGT TTTTAGAAAGAAATTTTGAATTGAAAGGAAAAR
AGAAAGTTCGTAGTTTTTTTTTTTTTTAGTAATGTAATTATATTTTGGTTTTTGGTGGTTTTGTTACGGGTTT
TGAAGGATATTATGGTCGCGATTGATTTTGTAGGTTTATTATTGGTTAGAT TAGCGAGGTGTGAAATTTTTAG
TTTGTATGTATAATAGAAAGTGTTTTATAGGTAGCGTATAGAGAGAT TTTTTTGTGATAT TAATGAGATAGGA
AAAGGTTAGAAAAGGATGTGTTATTGGGGTGATAGTAT TTTARAT TAGAGAT TTTGTGTTTTTAAGAGGARAT
TTAAGATGGTTTTT
Nestas sequéncias os sitios CpG estdo realgcados em amarelo. A sequéncia

em vermelho representa o inicio da regido transcrita do gene Ifng.

3.10 Ensaio de Transativacao

Para a transfeccdo de células Jurkat com os plasmideos de interesse,
6 x 10° células foram eletroporadas (950 uF e 250 mV) em cubetas de 0,4 cm (Gene
Pulser Cuvette, Bio-Rad) em um volume final de 600 ul de meio DMEM sem soro
fetal bovino, com 2 pug de cada um dos vetores indicados fusionados ao gene
reporter de firefly luciferase: pGL3-IFNy108 e pGL3-IFNyY39 (cedidos pelo Dr.
Christopher Wilson) (SWEETSER et al., 1998); e 0,2 ug do plasmideo de renilla
(pPRL-TK, Promega) para normalizacdo. Apos a eletroporacdo, as células foram
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e depois avolumadas para 8 ml
de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e plaqueadas em placas de
6 pocgos. Passadas 24 horas, as células foram estimuladas ou ndo com PMA (10 nM)
e ionomicina (1 uM) por 6 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas,
lavadas com PBS 1x e lisadas com 50 ul do tampao de lise Passive lysis buffer
(Promega), por 15 minutos a temperatura ambiente. 20 ul deste extrato foram
utilizados para leitura de luciferase (luminémetro VeritasTM Microplate Luminometer,
Turner Biosystems) utilizando o Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)
como recomendado pelo fabricante. A atividade de luciferase foi expressa em
unidade relativas de luz (RLU) e normalizada pela expressdo de luciferase de
Renilla.
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3.11 Solucoes e tampoes utilizados

3.11.1 DMEM suplementado

O meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), NaHCO3; (40 mM), NaH,PO,
(1 mM), estreptomicina (100 mg/ml), penicilina (100.000 U), solucado de aminoacidos
MEM nao-essenciais e essenciais 1x, piruvato de sédio (1 mM), L-glutamina (2 mM),
solucdo de vitaminas MEM 1x, HEPES (10 mM) e B-mercaptoetanol (55 uM) (todos

fornecidos pela Invitrogen).

3.11.2 Solucodes para ELISA

= “Coating buffer” — Carbonato 0,1 M. Essa solucao foi utilizada para ligacdo do
anticorpo primario a placa. Para preparacao utilizou-se 0,42 g de NaHCO3; e
0,178 g de Na>COs. Avolumou-se com agua miliQ para 50 ml e o pH foi

ajustado para 9,5.

= “Assay diluent” — PBS 1x 10% SFB. Esta solucao foi utilizada para bloqueio
apos ligacao do anticorpo primario a placa; nas diluicbes das amostras e do

anticorpo secundario.

= “Wash Buffer” — PBS 1x 0,5% Tween® 20. Esta solucéo foi utilizada para as

lavagens.

3.11.3 Solucoes para Ensaio de Hipersensibilidade a DNase |

» LB- (Tampéao de ressuspensao): 50 ml final contendo, 3 ml KCI 1 M; 150 pl
NaCl 5 M; 250 wl MgCl> 1 M; 0,5 ml Tris 1 M pH7,4; 6,80 ml sacarose 2,2 M,;
50 W EGTA 0,1 M;

» LB+ (Tampéao de lise): LB- contendo 0.1% NP-40.

= “Stop Solution”: 10 ml final contendo 450 ul de SDS 10%; 90 ul de EDTA 0,5
M; 900 pl de Acetato de Sodio 3 M pH7,2; proteinase K (100 ug/ul).
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3.11.4 Back Extraction Buffer (BEB)

Este tampao foi utilizado para extracdo de DNA e foi preparado com: tiocianato de
guanidina 4 M; citrato de sédio 50 mM e Tris 1 M pH 8.

3.11.5 Anticorpos

e Anticorpos monoclonais -CD4 (GK1.5) , -CD8 (53-6.7), -CD62L (MEL-14),
-CD44 (IM7); -IFN-y (XMG1.2) ; -IL-4 (11B11) (eBioscience) foram utilizados

na citometria.
e Anticorpo Anti-CD28 (37.51) (Pharmigen) foi utilizado nas culturas celulares.

e Anticorpo Anti-CD3 (2C11) foi obtido a partir do hibridoma 2C11 e utilizado

nas culturas celulares.

e Anticorpo Anti-IFN-y foi obtido a partir do hibridoma XMG1.2 e utilizado na

diferenciacao de células T CD4 em células Th1.

e Anticorpo Anti-IL-4 foi obtido a partir do hibridoma 11B11 e utilizado na
diferenciacao de células T CD4 em células Th2.

41



4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao da expressao e producao de IFN-y por linfécitos T CD4 e CD8.

Os linfocitos T utilizados em todos os experimentos deste trabalho foram
isolados de linfonodos de camundongos C57BL/6 entre 8 a 12 semanas de idade
através de imunopurificagdo negativa para obtencdo de populagdes CD4" ou CD8".
A anadlise da pureza das populacdes obtidas foi feita através de citometria de fluxo.
Como pode ser observado na Figura 4.1, apds a purificacdo, hd um enriquecimento
da populacao de linfécitos T CD4 ou T CD8 de forma que obtivemos em todos os
experimentos, ao menos 95% de células CD4" ou CD8" ap6s a purificacao.

Para caracterizagdo do perfil de ativagcdo das populagdes obtidas, avaliamos
também o perfil de expressao das moléculas de superficie CD62L (L-selectina) e
CD44. O trafego de linfocitos T pelos linfonodos e sitios de infeccao é dependente
da expressao diferencial de moléculas de adesdo. A molécula CD62L medeia a
adesdo dos linfécitos T as ceélulas endoteliais das vénulas de endotélio alto,
localizadas nos linfonodos e placas de Peyer, sendo um importante receptor de
homing que direciona os linfécitos T primarios para os linfonodos periféricos, onde
as respostas imunes adaptativas sdo iniciadas.

Em nossas anélises, podemos observar que a maioria da populagéo, tanto em
células CD4* como em CD8*, é CD62L"/CD44", perfil caracteristico de células T
ndo-ativadas (Figura 4.1B).

Apés ativacao, linfécitos T apresentam uma reducao na expressao de CD62L
e um aumento na expressao da glicoproteina CD44. Essa alteracdo na expressao de
moléculas de adesdo € essencial para a migracdo das células T ativadas dos
linfonodos, para os tecidos periféricos infectados. Em nossas analises a populagéao
CD62L'°/CD44" ¢ muito reduzida, sugerindo que as células T ndo estdo ativadas nos
animais. Dessa forma as populagdes de células T CD4 e T CD8 purificadas,

utilizadas neste projeto, estdo semelhantemente enriquecidas em células T naive.
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CD4

CD62L

Figura 4.1. Purificacao de linfécitos T CD4 e CD8. As células T CD4 e T CD8 foram
obtidas a partir dos linfonodos cervicais superficiais, braquiais, axilares, e inguinais de
camundongos C57/BL6, com 8-12 semanas de idade, através de imunopurificagdo negativa.
As células foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 conjugados a
fluorocromos e analisadas por citometria de fluxo para avaliagdo da purificagdo. Os
percentuais obtidos para cada uma das marcagdes estdo indicados no interior dos
quadrantes. B. As células T CD4 e T CD8 foram marcadas com anticorpos monoclonais
anti-CD62L e anti-CD44 e analisadas quanto ao perfil de ativagao por citometria de fluxo. Os
percentuais obtidos para cada uma das marcagdes estdo indicados no interior dos

quadrantes.
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Dados anteriores do nosso grupo mostraram que apés o estimulo primario, as
principais células que produzem IFN-y sdo as T CD8 e ndo as T CD4 (TEIXEIRA et
al, 2005). A fim de corroborarmos estes achados, comparamos a producgéao de IFN-y
por células T CD4 e T CD8 submetidas a um estimulo de PMA e ionomicina por 6
horas. De fato, quando células T CD4 e T CD8 recém isoladas sao submetidas a um
mesmo estimulo, observamos através da marcacao intracelular para IFN-y, que a
populacao de células T CD8 IFN-y" representa 16,3% da populacao total, enquanto
em células T CD4 a populacdo produtora desta citocina ndo chega a 1% (Figura
4.2).

Células T CD4 podem diferenciar-se em células Th1, produtoras de altos
niveis de IFN-y, e também em células Th2, que pouco produzem esta citocina. Com
isso, resolvemos comparar a producao de IFN-y observada em células T CD4 e CD8
recém isoladas com essas células T CD4 efetoras, frente a um mesmo estimulo.

As células Th1 e Th2 utilizadas neste trabalho foram obtidas através da
diferenciacao in vitro de células T CD4 naive, na presenca de citocinas polarizantes
e anticorpos bloqueadores especificos para cada subpopulacdo. O esquema de
diferenciacao esta representado na Figura 4.3A. Inicialmente as células T CD4,
obtidas como descrito anteriormente, foram ativadas in vitro com um estimulo
policlonal de anti-CD3 e anti-CD28 em condi¢gbes polarizantes para Th1 ou Th2.
Apds 48 horas da ativacao inicial, as células foram expandidas por seis dias, na
presenca de IL-2. A confirmacao da polarizacao das culturas foi realizada através de
citometria de fluxo pela marcacéao intracelular das citocinas IFN-y e IL-4 produzidas
por estas células. Conforme esperado, a polarizacdo para um fenétipo Th1 levou a
uma maior porcentagem de células produtoras de IFN-y (37,2%), e pouquissimas
células produzindo IL-4 (0,14%). Por outro lado, as células polarizadas para um
fenétipo Th2 produziam principalmente IL-4 (31,7%), € uma pequena populacao
produzia IFN-y (1,02%) (Figura 4.3B).

Também avaliamos a quantidade de IFN-y e IL-4 produzidas por células Th1 e
Th2 através de ELISA. O resultado de um dos experimentos pode ser visualizado na
Figura 4.3C. Mais uma vez, as células Th1 produzem altos niveis de IFN-y de forma
crescente apds 24 e 48 horas de re-estimulo com anti-CD3. Além disso, os niveis de
IL-4 produzidos sao baixissimos. De forma oposta, células Th2 apresentaram uma

producéo de altos niveis de IL-4 e baixos niveis de IFN-y.

44



A
TME I Q2 10t 3o 02
11,04% 0,984% 11,13% 16,3%
] )]
1031 107 4
2 | 2 |
10 3 : 107
. ]
10 o 10" -
S 3 3
E ] ] SR : Q3
= 1 100 l316% . | iamas 79,4%
T T | L DL
0 1 2 3 4
10 10 10 10 10
CD8 >

Figura 4.2. Producao de IFN-y por células T CD4 e T CD8. A. As células T CD4 e T CD8
foram obtidas como descrito na Figura 4.1. e entdo estimuladas com PMA (10 nM) e
ionomicina (1 uM) por 6 horas, na presencga de Brefeldina nas 2 horas finais. Apds ativagao
as células foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4 ou anti-CD8 e a produgao
de IFN-y foi avaliada por marcacao intracelular com anti-IFN-y. Os percentuais obtidos para
cada uma das marcagdes estdo indicados no interior dos quadrantes. Resultado
representativo de 2 experimentos independentes.
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Figura 4.3. Modelo experimental de diferenciacao Th1/Th2. A. Esquema do modelo
experimental de diferenciagdo Th1/Th2 in vitro. As células T CD4 foram obtidas conforme
descrito na Figura 4.1 Células T CD4 recém-isoladas foram diferenciadas em Th1/Th2
durante seis dias, na presencga das citocinas polarizantes e anticorpo bloqueador especificos
para cada perfil efetor. Essas células foram estimuladas no primeiro dia com anti-CD3 e anti-
CD28 e apos 48 horas as células foram expandidas com adigdo de IL-2 recombinante a
cada 24 horas. B. Para confirmar a polarizacdo, as células Th1/Th2 obtidas ao final da
diferenciagdo foram estimuladas com PMA e ionomicina por 6 horas, na presenca de
Brefeldina nas 2 horas finais. Apo6s ativagdo a producao de IFN-y e IL-4 foi avaliada por
marcacao intracelular. Os percentuais obtidos para cada uma das marcagbes estao
indicados no interior dos quadrantes. C. Os niveis proteicos de IFN-y e IL-4 também foram
avaliados através de ELISA do sobrenadante livre de células, de culturas de células Th1 e
Th2, estimuladas com anti-CD3 por 24 e 48 horas. Resultado representativo de 3
experimentos independentes.
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Juntos nossos dados mostram que os perfis efetores Th1 e Th2 estao
produzindo suas citocinas especificas, IFN-y e IL-4 respectivamente, o que confirma
nosso modelo de diferenciacdo. E importante ressaltar que, além disso, as células
Th1 assim obtidas produzem baixissimos niveis de IL-4, enquanto células Th2 pouco
produzem IFN-y quando comparadas as células Th1, o que corrobora ainda mais
nosso modelo uma vez que linfécitos Th1 e Th2 reprimem a diferenciagdo do
fendtipo oposto através de mecanismos de feedback negativo.

Estas células diferenciadas, juntamente as células T CD4 e T CD8 recém
isoladas foram usadas em todos os experimentos que se seguem. Para
caracterizarmos a expressao de IFN-y por linfécitos T CD4, T CD8 e T CD4
diferenciados em Th1 e Th2 em nosso modelo, comparamos a producdo desta
citocina por esses diferentes tipos celulares através de ELISA.

Nossa analise da proteina IFN-y nos sobrenadantes de culturas dessas
células, 24, 48 e 72 horas ap6s ativacdo com anti-CD3, mostrou que os linfécitos T
CD4 s6 produzem quantidades significativas desta citocina apés a diferenciacao
para um perfil Th1. Por outro lado, células Th2 produzem niveis baixissimo de IFN-y,
comparaveis ao observado em células T CD4 naive. Corroborando os dados obtidos
na marcacao intracelular, células T CD8 produzem niveis maiores de IFN-y do que
células T CD4, e de forma semelhante ao observado em células Th1, essa producéo
€ crescente ao longo do tempo de ativacdo (Figura 4.4), apesar dos niveis
produzidos serem bastante inferiores ao observado em células Th1: 72 horas apds o
estimulo com anti-CD3 a producdo de IFN-y por células Th1 chega a 500 ng/ml,
enquanto células T CD8 nao alcangam 200 ng/ml.

Se por um lado somente o estimulo via TCR ja é suficiente para induzir a
producédo de IFN-y por células T CD8, o mesmo nao acontece em células T CD4,
onde a diferenciacdo para Th1, € necessaria para tornar essas células competentes

para producao de IFN-y frente ao mesmo estimulo.

47



500- [ CD4
B Thi
B The
400- 3 CD8
?
B3 300-
=
<= 2004
pd
E —
100
0_ Ir:l —I —_— I|:|
24 48 72

Tempo (h)

Figura 4.4. Producao de IFN-y por células T. As células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 obtidas
conforme descrito nas Figura 4.1 e 4.3 foram estimuladas com anti-CD3 e apds 24 e 48
horas, o sobrenadante das culturas celulares foi coletado e utilizado para deteccao de IFN-y
por ELISA. Resultado representativo de 3 experimentos independentes.
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A fim de avaliarmos a dinamica desta producédo diferencial de IFN-y por
linfécitos T CD4 e T CD8, comparamos a cinética da trancricao do gene Ifng entre as
células T CD4, T CD8 e Th1 utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real. Para
tanto analisamos uma cinética com diferentes tempos (0, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 horas)
apos a ativacao das células com anti-CD3. Os valores obtidos foram normalizados
com a deteccao do transcrito do gene constitutivo Hprt e comparados ao valor obtido
em células T CD4 nao-estimuladas, pelo método de 224°Y. Os resultados obtidos
estao apresentados na Figura 4.5.

Analisando a estimativa do mRNA de /fng nestes tipos celulares podemos
observar uma semelhangca entre a cinética de células T CD8 e Thi. Estas
apresentam uma producao mais rapida (por volta de 3 horas po6s-ativacao com anti-
CD3) e crescente durante os tempos analisados. Porém a producgéo por células Th1
€ muito maior quando comparada as células T CD8: quando analisamos 0 pico
maximo de deteccdo em células T CD8 (3h) podemos observar que a producao
destas células € aumentada cerca de 18 vezes em relacado a T CD4 néao-
estimuladas, enquanto o0 aumento observado no mesmo tempo em células Th1 é de
cerca de 260 vezes. Ja as células T CD4 naive pouco produzem o transcrito em
tempos de ativagdo curtos, sem aumento significativo mesmo apds 8 horas de
ativacdo. Resultados complementares do nosso grupo mostraram que a deteccao do
transcrito de Ifng nestas células s6 é observada apds dias de ativagdo. Como a
trancricao de Ifng é refletida nos niveis protéicos avaliados anteriormente, sugere-se
que a regulacéao da expressao de IFN-y por linfécitos T ocorra, ao menos em parte,
ao nivel transcricional.

Sabe-se que a expressao célula-especifica de genes envolve nao somente a
acao de diferentes fatores de transcricdo, como também alteracdes na estrutura da
cromatina de regides regulatérias do gene em questao, o que torna o DNA acessivel
a transcricao. Uma vez que frente ao mesmo estimulo, que culmina com a ativacao
das mesmas vias de sinalizagao e fatores de transcricao (tais como NFAT, AP-1 e
NFxB), células T CD4 e T CD8 apresentam uma producdo de /fng tao diferente,
sugere-se que o locus de Ifng em células T CD4 esteja inicialmente inacessivel para
a maquinaria de transcricdo, semelhantemente ao observado em células Th2, e
modificacées na cromatina sdo necessarias para haver um aumento significativo na
transcricdo de Ifng nestas células. Por outro lado, a transcricao rapida por células T
CD8 e Th1 pode indicar que nestes tipos celulares a cromatina no locus Ifng esta

“aberta”, acessivel aos fatores de transcri¢ao.
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Figura 4.5. Deteccao do mRNA de /fng em células T CD4, T CD8 e Th1. Células T CD4, T
CD8 e Th1 foram obtidas conforme descrito nas Figuras 4.1 e 4.3. Estas células foram
estimuladas ou néo, com anti-CD3 por 1, 2, 3, 4, 6 e 8 horas e entdo o mMRNA dos diferentes
tempos apos estimulo foi extraido, submetido a sintese de cDNA e este foi utilizado na PCR
em tempo real para amplificacdo de fragmentos dos genes Ifng e Hprt. O gene Hprt foi
utilizado como normalizador. Todos os valores foram comparados ao valor obtido com
células T CD4 nao-estimuladas. Dado representativo de 3 experimentos independentes.
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4.2 Mapeamento de regioes hipersensiveis a DNase | no locus de /fng em
células TCD4 e T CDS.

O contexto epigenético no qual os fatores de transcricdo atuam é dependente
do posicionamento e compactacdo de nucleossomos, incorporacao de variantes de
histonas no nucleossomo, modificacdes pés-traducionais de histonas e o estado de
metilacdo do DNA.

A ativacdo de genes com expressao restrita a tecidos ou tipos celulares
durante a diferenciagdo celular ocorre primariamente em relacdo ao acesso a
cromatina, resultando na formacdo de regides transcricionalmente competentes,
caracterizadas por um aumento de sensibilidade a digestao pela enzima DNAse |, e
assim denominadas regides hipersensiveis a DNase |. Esses sitios hipersensiveis a
DNase | geralmente localizam-se em sequéncias regulatérias, como os promotores
génicos e enhancers (BELL el al., 2011) e caracterizam-se por uma menor ocupacao
de nucleossomos (MITO; HENIKOFF; HENIKOFF, 2007). A técnica de DNase |
baseia-se na premissa que interacoes DNA-proteina, como o empacotamento em
nucleossomos, protegem o DNA da clivagem por nucleases.

Em 1998, Agarwal e Rao, demonstraram pela primeira vez a existéncia de
sitios hipersensiveis a DNase | no promotor e gene de Ifng em células D5 (Th1).
Trabalhos posteriores contribuiram no mapeamento desses sitios e hoje sabe-se
que essas regides localizam-se no promotor proximal, intron 1 e intron 3 de Ilfng e
foram denominadas HSI, HSII e HSIII respectivamente. Em células D10 (Th2), que
sao incapazes de produzir IFN-y ap6s estimulo, o locus de Ifng apresentou-se
inacessivel e nenhum dos sitios hipersensiveis foi identificado.

Para avaliarmos a presenca dessas regides em nosso modelo, comparamos
células T CD4 e T CD8 recém isoladas e células Th1 e Th2 utilizando uma
metodologia descrita por MCARTHUR et al (2001). Neste trabalho eles descrevem
uma alternativa para identificacdo de regides hipersensiveis ao tratamento com
DNase |, diferente da técnica mais usual na qual a regiao de estudo é hibridizada a
uma sonda radioativa flanqueadora e observa-se por eletroforese, a geracdo de
fragmentos marcados de menor tamanho conforme ha a digestdo com DNase |.

Esta nova abordagem envolve a deteccao das regides de interesse através de
PCR em tempo real, utilizando oligonucleotideos especificos que flanqueiem essas
regides. Quando a cromatina da regidao de interesse esta aberta e acessivel, ha a

clivagem pela enzima DNase | e consequentemente ndo havera a amplificacdo
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dessa regiao na PCR. Ou seja, se a regido de interesse for sensivel a digestao,
havera uma menor detecgcdo do amplicon conforme a concentracdo da enzima
aumente.

Utilizamos essa abordagem para identificar regides de diferente acesso a
cromatina no gene Ifng em nosso modelo, optando em analisar ndo somente as
regides descritas no trabalho de Agarwal e Rao (1998), mas também as regides
flanqueadoras, imediatamente upstream e downstream. Para tanto, os nucleos de
células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram extraidos e submetidos ou ndo a digestao
com concentracdes crescentes de DNase | (0-20 U/ml). Foram analisadas nove
regides, cada uma possuindo entre 225 e 250 pb: quatro regides localizadas no
promotor (HSI-1; HSI-3; HSI-4 e HSI-5); trés no primeiro intron (HSII-1; HSII-2; HSII-
3) e duas no intron 3 (HSIII-1; HSIII-2). Os resultados de nossas analises estao
representados nas Figuras 4.6; 4.7 e 4.8. Observamos que em regides ja descritas
como hipersensiveis (HSI-4; HSII-2; HSIII-2) a deteccdo destas regides em células
Th1 diminui conforme se aumenta a concentragcdo de DNase |, chegando a uma
diminuigédo de cerca de 35-45% nas maiores concentracgoes utilizadas.

Inicialmente analisamos regides compreendidas no promotor de Ifng (Figura
4.6). A regiao identificada no trabalho de Agarwal e Rao (1998) foi aqui denominada
de HSI-4. Interessantemente, esta regido parece estar acessivel tanto em células
Th1 como também em células T CD8 naive. Como € possivel observar, conforme os
nucleos dessas células sdo submetidos a maiores concentracées de DNase |, ha
uma menor deteccdo da regido amplificada, sugerindo que da mesma forma que
células Th1, células T CD8 também apresentem a cromatina nessa regido acessivel.
Por outro lado, em células T CD4 naive e células Th2 esta regido aparenta estar
inacessivel: maiores concentragdes de digestdo com DNase | pouco alteram a
deteccdo da regido de interesse no PCR em Tempo Real, comparado ao observado
em células T CD8 e Th1. Estes resultados mostram que esta regido associa o
acesso a cromatina a expressao de IFN-y, sugerindo que possa desempenhar um
importante papel funcional na expressao diferencial de Ifng em células T CD4 e T
CD8. A regiao HSI-4 localiza-se no promotor proximal de /fng e inclui a sequéncia
até aproximadamente -250 pb.

A analise das regides flanqueadoras desta regiao HSI-4, mostrou que de
maneira geral essas regiées apresentam a cromatina aberta tanto em células Th1

como também em células Th2 (Figura 4.6). A regiao HSI-3 esta localizada
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imediatamente upstream a HSI-4, e a 200 pb upstream de HSI-3, localiza-se a
regiao HSI-1.

A regido HSI-5 est4 imediatamente downstream a HSI-4. Particularmente as
regidbes HSI-3 e HSI-5, parecem estar mais sensiveis também em células T CD4,
mas de forma menos intensa quando comparado ao observado em células T
efetoras. Em células T CD8 naive a cromatina nessas regibes parece estar
inacessivel, semelhantemente ao observado na regido HSI-1 tanto em células T
CD4 como T CD8. Esses dados sugerem que essas regides nao estejam envolvidas
na expressao diferencial de /fng, uma vez que estdo acessiveis tanto em células Th1
como também em células Th2. Essa maior acessibilidade independentemente da
transcricdo de Ifng, pode sugerir que as regidoes HSI-3 e HSI-5 possam estar
envolvidas na organizacao estrutural do locus Ifng em células T CD4, da mesma
forma que a regido HSI-1 pode ser importante na estruturacdo de Ifng apés a
diferenciacao de células T CD4 para um fenétipo efetor.

Analisamos também a presenca de regides hipersensiveis a DNase | nos
introns 1 e 3 de Ifng. Sabe-se que estes introns apresentam fungdes regulatorias na
expressao de Ifng, atuando como enhancer da expressao desta citocina in vitro
(SOUTTO et al., 2002).

Conforme é possivel observar na Figura 4.7, a regido hipersensivel HSII-2,
anteriormente identificada por Agarwal e Rao (1998), também se encontra sensivel a
digestdo com DNase | em células Th2 e ndo em células T CD4 e T CD8. A
sequéncia imediatamente upstream (HSII-1) a esta parece estar acessivel de
maneira semelhante e geral em células T CD4 e a sequéncia imediatamente
downstream a HSII-2 (HSII-3) apresentou-se sensivel a digestdo em células Th1 e
Th2, enquanto em células T CD4 e T CD8 ha apenas uma pequena diminuicdo na
deteccdo da regido. E importante ressaltar que a acessibilidade em células Th1
nestas duas regides parece ser menor do que o observado na regidao hipersensivel
HSII-2 e nas regides do promotor.

A analise das regides compreendidas no intron 3 de /fng, evidenciou a
presenca da regiao hipersensivel a DNase | (HSIII-2) também em células T naive,
CD8 e CD4, além do observado anteriormente em células Th1 (Figura 4.8). Em
células Th2 maiores concentracdes de digestdo com DNase | pouco alteram a
deteccdo da regiao de interesse no PCR em tempo real. A regido upstream a esta
(HSIII-1) parece estar acessivel em células T, tanto T CD4 naive como T CD4

efetoras, mas de forma menos intensa em células T CD4 naive.
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Figura 4.6. Analise de regioes hipersensiveis a DNase | no promotor de Ifng. Células T
CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram obtidas conforme descrito nas Figuras 4.1 e 4.3. A. Esquema
do locus do gene Ifng murino. Os quatro exons estdo representados como caixas pretas e
destacamos as regides do promotor analisadas: HSI-1; HSI-3; HSI-4 e HSI-5. B. Os nucleos
de células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 nao estimuladas, foram extraidos e incubados com
concentragoes crescentes de DNase | (0-20 U/ml). O DNA gendmico foi entdo extraido e
digerido por completo com Bglll e a analise das regides de interesse através de PCR em
Tempo Real pode ser visualizada nos graficos. A deteccao na amostra nao-digerida foi
considerada como 1 e os valores obtidos nas amostras digeridas com DNase | foram
comparados com o valor obtido na amostra nao-digerida de cada regidao. Resultado
representativo de 2 experimentos independentes.
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Figura 4.7. Analise de regides hipersensiveis a DNase | no intron 1 de Ifng. Células T
CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram obtidas conforme descrito nas Figuras 4.1 e 4.3. A. Esquema
do locus do gene Ifng murino. Os quatro exons estdo representados como caixas pretas e
destacamos as regides do intron 1 analisadas: HSII-1; HSII-2 e HSII-3. B. Os nucleos de
células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 nao estimuladas, foram extraidos e incubados com
concentracdes crescentes de DNase | (0-20 U/ml). O DNA gendémico foi entdo extraido e
digerido por completo com Bglll e a analise das regides de interesse através de PCR em
Tempo Real pode ser visualizada nos gréaficos. A deteccdo na amostra ndo-digerida foi
considerada como 1 e os valores obtidos nas amostras digeridas com DNase | foram
comparados com o valor obtido na amostra ndo-digerida de cada regido. Resultado
representativo de 2 experimentos independentes.
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Figura 4.8. Analise de regides hipersensiveis a DNase | no intron 3 de Ifng. Células T
CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram obtidas conforme descrito nas Figuras 4.1 e 4.3. A. Esquema
do locus do gene Ifng murino. Os quatro exons estdo representados como caixas pretas e
destacamos as regides do intron 3 analisadas: HSIII-1 e HSIII-2. B. Os nucleos de células T
CD4, T CD8, Th1 e Th2 nao estimuladas, foram extraidos e incubados com concentracoes
crescentes de DNase | (0-20 U/ml). O DNA gendémico foi entdo extraido e digerido por
completo com Bglll e a analise das regides de interesse através de PCR em Tempo Real
pode ser visualizada nos gréaficos. A deteccdo na amostra nao-digerida foi considerada
como 1 e os valores obtidos nas amostras digeridas com DNase | foram comparados com o
valor obtido na amostra nao-digerida de cada regido. Resultado representativo de 2
experimentos independentes.
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Esses dados sugerem que estas regides compreendidas no primeiro e
terceiro intron do gene Ilfng nao parecem estar envolvidas na expressao diferencial
de Ifng por estas células e mais uma vez, podem estar envolvidas na organizacao do
locus Ifng, sendo importantes para estabelecerem estruturas que permitam a
interacao do locus Ifng com outros loci, por exemplo.

Nossos resultados confirmaram a presenga das regides hipersensiveis
descritas por Agarwal e Rao (1998) em células Th1: HSI-4 (promotor); HSII-2 (intron
1) e HSIII-2 (intron 3). Esses dados confirmam a hipétese que em células Thi,
produtoras de grandes niveis de IFN-y, o locus de Ifng esteja acessivel a maquinaria
de transcricao. No entanto diferentemente do observado por eles, em células Th2
também observamos uma hipersensibilidade a DNase | na regido HSII-2. Nossas
andlises também mostraram diversos sitios hipersensiveis a DNase | presentes no
locus Ifng, independente do tipo celular e producédo de IFN-y. O real papel dessas
regides na organizag¢ao do gene /fng deve ser mais bem investigado.

Além dessas regibes, uma regido em particular mostrou-se bastante
interessante para nossa hipétese. A regiao HSI-4 foi a Unica regido analisada que
associou 0 acesso a cromatina a producao de IFN-y, apresentando-se hipersensivel
a digestdo com DNase | somente em células Th1 e T CD8, produtoras de altos
niveis de IFN-y. Diferentes fatores influenciam o posicionamento de nucleossomos in
vivo, incluindo a prépria sequéncia do DNA, a metilacdo do DNA, variantes de
histona e modificacbes pds-traducionais de histonas além da acdo de complexos
remodeladores de cromatina (SEGAL; WIDOM, 2009). Nossos resultados sugerem
que a cromatina na regiao HSI-4 esteja “aberta” em células Th1 e T CD8, o que
pode ser responsavel pela rapida producdo de IFN-y por essas células,
diferentemente do observado em células T CD4 e células Th2.

A regido HSI-4 destaca-se, entdo, como uma interessante regidao para a
analise de possiveis modificacoes epigenéticas diferenciais entre células Th1 e T
CD8 de células T CD4 e Th2. Além disso, também torna-se interessante investigar
um possivel papel funcional desta regidao na regulacdo da expressao de Ifng. Os
préximos passos de nosso trabalho abordam estas questdes.
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4.3 Analise do estado de metilacao do DNA na regiao promotora do gene Ifng
em células TCD4 e T CD8.

A fim de avaliarmos se a expressao diferencial de IFN-y &€ dependente de
modificacées epigenéticas, n0s analisamos o padrdo de metilacdo dos sitios CpG
localizados no promotor de /fng, que compreende a regiao hipersensivel do promotor
proximal (HSI-4), e também no primeiro éxon de Ifng, em células T CD4, T CD8, Th1
e Th2. A cromatina ndo metilada é frequentemente associada a cromatina ativa,
acessivel a transcricdo. Dessa forma, seria esperado que a regidao promotora do
gene Ifng estivesse metilada em células T CD4 e Th2, e o contrario em células Th1 e
T CD8. A regiao analisada compreende 10 sitios CpG, denominados de acordo com
sua distancia em relacao ao sitio de inicio de transcricdo do gene Ifng. Dentre estes
sitios, os CpG -212; -198; -178; -58, -50 e -39 estédo localizados na regido HSI-4.

Além de identificarmos que em células Th1 e T CD8 ndo estimuladas a
cromatina da regido promotora (HSI-4) do gene Ifng ja esta aberta e possivelmente
acessivel para a maquinaria de transcricdo, nossos dados de PCR em tempo real
mostraram que o primeiro aumento significativo na deteccao do transcrito de /fng em
células T CD8 acontece em 3 horas ap6s o estimulo primario (Fig 4.5). No mesmo
tempo também observamos aumento na deteccdo do transcrito em células Th1 e
nenhuma diferengca em células T CD4. Como possivelmente poderiamos encontrar
alteragbes epigenéticas em Ifng, diferenciais em células T CD8 e T CD4, optamos
por analisar o padrao de metilagdo do promotor de Ifng neste tempo e também em
células nao-estimuladas. Por outro lado, como em células T CD4 naive s6
observamos um aumento significativo da producdo de IFN-y em tempos bem mais
tardios, optamos analisar também a metilacado do promotor no tempo de 72 horas
apos estimulo com anti-CD3. Além disso, também ¢é interessante avaliarmos a
metilagdo em tempos mais tardios porque as modificacoes epigenéticas devem estar
estabilizadas e o fenétipo das células consolidado.

Analisamos o padrao de metilacao dos sitios CpG através do sequenciamento
do DNA das células ap6s tratamento com bissulfito de sédio, que converte citosinas
nao-metiladas em uracilas. A frequéncia de conversao de citosinas em timinas, apés
o tratamento, foi maior que 98% em sitios ndo-CpG o que valida nosso sistema. Em

dados preliminares, nao identificamos diferencas no estado de metilacdo entre a fita

58



codificante, que € molde para a transcricao, e a nao-codificante, entdo nos ensaios
que seguem, optamos por analisar apenas a fita ndo-codificante.

Os resultados obtidos estao apresentados nas Figuras 4.9; 4.10 e 4.11.

Analisando inicialmente o padrdo de metilacdo em células T ndo-estimuladas
(Fig 4.9), podemos observar que o padrao de metilagdo observado em todos os tipos
celulares é semelhante especialmente em células T CD4 e T CD8 naive. De maneira
geral o promotor do gene Ifng esta essencialmente hipometilado e os sitios
metilados sdo em sua maioria os localizados na regiao do gene Ifng que € transcrita
(sitios +12, +91 e +114). Esses sitios estdo metilados de forma consistente em
células T CD4, Th1 e Th2. Ja em células T CD8 os CpG +12 e +114 apresentaram-
se menos metilados: cerca de 46% dos clones ndo estdo metilados no sitio +12 e
55% no sitio +114. Os sitios da regidao promotora também se apresentaram mais
consistentemente nao-metilados somente em células T CD8, onde ndo observamos
praticamente nenhum sitio metilado em nenhum clone analisado. Dentre os CpG
localizados na regido HSI-4, destaco o sitio -58 que apresentou-se metilado em
células Th2 e ndao-metilado em células T CD4 e CD8. Em células Th1 observamos
cerca de 45% dos clones nao-metilados neste sitio.

Apés a ativacdo destas células com anti-CDS3, tanto 3 (Fig 4.10) quanto 72
horas (Fig 4.11), o padrao manteve-se de maneira geral bastante semelhante ao
observado no tempo de 0 horas, especialmente em células T CD4 e T CD8 naive.
Particularmente o CpG -58 ja encontra-se demetilado em células Th1 72 horas ap6s
estimulo, enquanto mantém-se metilado em células Th2. A demetilagdo do CpG
+114 é ainda mais evidente em células T CD8 estimuladas 72 horas com anti-CDS3,
onde encontramos cerca de 85% dos clones ndo-metilados neste sitio.

Analisando o perfil de metilacao total dos sitios analisados, é evidente que o
percentual de demetilacdo em células T CD8 €& o maior dos tipos celulares
analisados, por volta de 80% em todos os tempos, o que reflete a menor metilacao
dos sitios +12 e +114 nestas células. E importante ressaltar que apds o reestimulo
podemos observar um aumento nos sitios CpG metilados, somente em células Th2,
corroborando o fato de Ifng estar silenciado nessas células. Da mesma forma ha
uma diminuicdo de sitios CpG metilados em células Th1 apds o reestimulo, e em
células T CD4 naive, a demetilacao dos sitios CpG da regidao promotora € mais
consistente 72 horas apdés ativacao.

Em nossos resultados, identificamos entdo, algumas diferencas discretas no
padrdao de metilagdo de sitios individuais, dentre os quais destaco alguns sitios. O
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CpG -58, por exemplo, esta localizado na regidao HSI-4 e nao esta metilado em
células T CD4 naive e células T CD8 naive mesmo em diferentes tempos apds
estimulo. Durante a diferenciacdo de células T CD4 para um fendétipo efetor, este
sitio torna-se metilado e apds o re-estimulo ele permanece metilado somente em
células Th2, que ndo produzem IFN-y. Além do sitio CpG -58, dois sitios localizados
na regiao transcrita, os sitios CpG +12 e +114, encontram-se consistentemente
metilados em células T CD4, mas o mesmo ndo se pode afirmar quando
observamos células T CD8, sugerindo que estes sitios possam estar envolvidos na
producdo diferencial de IFN-y por essas células. Ainda € dificil discernir se a
metilagdo em poucos sitios no promotor de um gene ou um padrdo de metilagéo
mais extenso medeiam o silenciamento transcricional. Existem alguns trabalhos
mostrando que a metilagcdo em um ou poucos sitios é capaz de afetar a transcrigao
(ROBERTSON et al., 1995). Por outro lado, existe uma grande discussdo na
literatura se a metilacdo em sitios CpG na regido transcrita também afeta a
transcricao ou se este efeito é restrito a metilacao no promotor 5°.

De qualquer forma o padrdao de metilacao observado no promotor de /fng nao
parece correlacionar-se estritamente com a expressao diferencial de IFN-y por
linfécitos T. Além disso, a diferenca na acessibilidade da regiao HSI-4, entre células
T CD8 e Th1 e células T CD4 e Th2 também nao reflete 0 padrdao de metilacdo
observado. Uma vez que sitios hipersensiveis a DNase | sdo tipicamente associados
a modificacbes de histonas permissivas a transcricdo, esse outro tipo de alteracao
epigenética pode explicar a expressao diferencial de Ifng por células T e a
acessibilidade a regido HSI-4.

Mas nao podemos ignorar a hipétese que a metilacdo dos sitios +12 e +114
tenha um papel importante na regulacao transcricional de IFN-y visto que estes sitios
jA se encontram menos metilados em células T CD8 ndo ativadas quando
comparado ao observado em células T CD4. Outros mecanismos epigenéticos
podem estar associados a regulacdo por metilacdo dos CpG -58, +12 e +114 e de

forma conjunta possam explicar a expressao diferencial de Ifng por essas células.
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Figura 4.9. Andlise do padrao de metilacao em sitios CpG no promotor do gene Ifng
em células T nao-estimuladas. A posicao dos CpG da sequéncia do promotor do gene Ifng
€ indicada e os numeros equivalem as posi¢des relativas ao inicio de transcricdo (+1)
Células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram obtidas como descrito nas Figuras 4.1 e 4.3 e 0
estado de metilacdo na regido promotora do gene Ifng foi analisado. Cada linha representa
um clone sequenciado. O (circulo aberto) CpG ndo metilado; @ (circulo fechado): CpG
metilado. A porcentagem de sitios ndo metilados de toda a regido analisada esta indicada
abaixo dos resultados dos clones analisados. Resultado representativo de no minimo 2

experimentos independentes.
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Figura 4.10. Analise do padrao de metilacao em sitios CpG no promotor do gene Ifng
em células T ativadas por 3 horas. A posi¢cdo dos CpG da sequéncia do promotor do gene
Ifng é indicada e os niUmeros equivalem as posi¢oes relativas ao inicio de transcrigao (+1).
Células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram obtidas como descrito nas Figuras 4.1 € 4.3 e entéo
estimuladas com anti-CD3 por 3 horas. O estado de metilagdo na regido promotora do gene
Ifng foi analisado. Cada linha representa um clone sequenciado. O (circulo aberto) CpG nao
metilado; @ (circulo fechado): CpG metilado A porcentagem de sitios nao metilados de toda a
regido analisada esta indicada abaixo dos resultados dos clones analisados. Resultado
representativo de no minimo 2 experimentos independentes.
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Figura 4.11. Analise do padrao de metilacao em sitios CpG no promotor do gene Ifng
em células T ativadas por 72 horas. A posicao dos CpG da sequéncia do promotor do
gene Ifng é indicada e os numeros equivalem as posic¢oes relativas ao inicio de transcricdo
(+1). Células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram obtidas como descrito nas Figuras 4.1 e 4.3 e
entdo estimuladas com anti-CD3 por 72 horas. O estado de metilagdo na regiao promotora
do gene Ifng foi analisado. Cada linha representa um clone sequenciado. O (circulo aberto)
CpG nao metilado; ® (circulo fechado): CpG metilado. A porcentagem de sitios néao
metilados de toda a regido analisada esta indicada abaixo dos resultados dos clones

analisados. Resultado representativo de no minimo 2 experimentos independentes.
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4.4 Andlise do estado de metilacaco do DNA na regiao nao codificadora
conservada entre as espécies 1 (CNS1).

Nossas analises mostraram que o padrao de metilacdo na regido promotora
do gene Ifng é bastante semelhante tanto em células naive, T CD4 e T CD8, como
em células Th1 e Th2. Apesar de algumas diferencas na metilacdo em alguns sitios
pontuais, essas analises sugerem que a metilacao de sitios CpG no promotor de Ifng
nao tenha papel preponderante na regulacdo da expressao desta citocina. Como ja
citado anteriormente, elementos regulatérios distais, tais como enhancers e
silencers, auxiliam no remodelamento da cromatina a fim de manter mecanismos de
expressao génica estaveis. Estes elementos sdo altamente conservados entre as
espécies e ja foram descritas tais CNS na regulacao do gene /fng.

Dentre estas, destaca-se a regiao CNS1 (localizada 5,27 kb upstream do sitio
de inicio da transcricdo do /fng), identificada por LEE et al., (2004) que além de
possuir modificacdes epigenéticas favoraveis a expressdao de IFN-y em células T,
regula positivamente a expressdao de IFN-y (SHNYREVA et al., 2004) através da
ligacéo de fatores de transcricdo como NFAT e T-bet (LEE et al., 2004). Ha indicios
que essa regiao também seja um enhancer da expressao de /fng em células T CD8
(SCHOENBORN et al., 2007).

Ja foram realizadas algumas analises do padrao de metilacdo desta regido
em células T: ela aparece completamente metilada em células T CD4 naive e células
Th2, mas demetilada em células Th1 (SCHOENBORN et al., 2007). No entanto,
nenhum estudo fez a andlise em células T CD8 e mesmo em células T CD4 apés
ativacdo. Desta forma, para verificarmos um possivel papel desta regido na
regulacdo da expressdao do gene Ifng, analisamos o estado de metilacdo desta
regiao também em células T CD8, além de T CD4, Th1 e Th2.

A regido analisada possui 634 pb e compreende 18 sitios CpG. Optamos por
analisar o estado de metilacdo do promotor em células ndo estimuladas ou
estimuladas por 3 horas com anti-CD3. Nossas analises de metilagdo foram feitas
exatamente como descrito na secao anterior e mostraram que a CNS1 esta
completamente metilada em todos os sitios e em todos os tipos celulares analisados
(Fig 4.12). Nossos dados sugerem entdo, que a metilacdo desta regido nao esta
envolvida na regulagdo da expressao diferencial de Ifng em linfécitos T, uma vez que
o0 mesmo padrao de metilacdo € observado em todos os tipos celulares analisados,

independentemente da producao de IFN-y por essas células. Diferentemente do que
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foi mostrado na literatura, esta regiao nao se apresentou nao-metilada em células
Th1 e isso pode ser explicado por diferengcas no modelo de diferenciacao utilizado
nos dois trabalhos. Por exemplo, no trabalho de SCHOENBORN e colaboradores
(2007), a diferenciacao é feita durante oito dias com adicdo de citocinas polarizantes
a cada dois dias, enquanto em nosso trabalho as células sao diferenciadas por seis

dias e s6 recebem as citocinas polarizantes no primeiro dia.
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Figura 4.12. Analise do padrao de metilacao em sitios CpG na regiao CNS1. A. A
posicdo dos CpG da sequéncia da regido CNS1 é indicada e os numeros equivalem as
posicdes relativas ao inicio de transcricdo (+1). Células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 foram
obtidas como descrito nas Figuras 4.1 e 4.3 e o estado de metilacao na regido CNS1 foi
analisado. Cada linha representa um clone sequenciado. O (circulo aberto) CpG néao
metilado, @ (circulo fechado): CpG metilado. Os resultados sédo referentes ao padrao de
metilacdo em células nao estimuladas (A) e estimuladas 3 horas com anti-CD3 (B).

Resultado representativo de no minimo 2 experimentos independentes.

66



4.5 Avaliacao funcional de regioes regulatérias de /fng.

A fim de avaliarmos o papel da regido HSI-4 na regulagdo da expressao de
IFN-y avaliamos através de ferramentas de bioinformatica a presenca de sitios
putativos para a ligagcdo de fatores de transcricdo nessa regido. Utilizamos o
programa Matlnspector do Genomatix (CARTHARIUS et al., 2005). O resultado esta
representado na Figura 4.13. Observa-se que ha sitios para importantes fatores de
transcricdo cuja funcao regulatoria na expressao de IFN-y ja foi descrita: STAT, AP-
1, NFAT, CREB, Ets1, ATF2. A ligacao desses fatores em muitos desses sitios ja foi
identificada em ensaios in vitro e até mesmo in vivo. Além disso, ha sitios de ligacéo
para fatores envolvidos em processos epigenéticos, como Jarid1b, que apresenta
atividade de demetilase de H3K4 (SEWARD et al., 2007). Este resultado ilustra a
importancia que a regidao HSI-4 pode ter na regulacédo da expressao de Ifng.

Para avaliarmos a funcéo da regido HSI-4 na regulacao de Ifng, parte desta
regidao foi clonada em um plasmideo conjugado a luciferase (pGL3-Luc) e a
transativacdo mediada por essa sequéncia foi avaliada. Para isto as construgdes de
interesse foram eletroporadas em uma linhagem de células T CD4, Jurkat. Apesar
de compreender apenas uma pequena sequéncia do promotor de /fng, esta regiao é
capaz de induzir claramente a expressao do reporter apos estimulo com PMA e
ionomicina, evidenciando que esta regido exerca uma funcao regulatéria positiva na
expressao de Ifng (Fig 4.14). Além disso, quando 69 pb desta regido sdo deletados
ha uma drastica reducdo na expressao da luciferase, demonstrando que a
sequéncia compreendida entre -108 e -39 pb do promotor de /fng tenha de fato uma
importante funcao regulatéria (Fig 4.14). Esta delecao leva a perda da importante
sequéncia regulatéria contida entre -54 e -63 pb, que inclui sitios de ligacao para os
fatores transcricionais T-bet, NFAT, ATF2 e c-jun.

Esta sequéncia esta compreendida na regiao HSI-4 e como mostrado em
nosso ensaio de hipersensibilidade a DNase | (Fig 4.6), sugere-se que esta regiao
esteja acessivel em células Th1 e T CD8, podendo induzir a expressdo de Ifng
nestas células, e inacessivel em células T CD4 naive e Th2, de forma que nessas
células a expressao de Ifng é reduzida. Como nossas analises de bioinforméatica
mostraram, diversos fatores transcricionais importantes na regulacao da expressao
de Ifng e no remodelamento da cromatina apresentam sitios de ligacdo nessa
regiao, corroborando a hipétese da importancia desta pequena regiao na regulagao
de Ifng.

67



1 4
- I I Ifng
STAT Jarid1b ‘ o
-253 TTCA GCAC -204
AP-1 NFAT
-203 CTCA A GGAAA -154
Oct1 YY1
-153 ATGC CCAT -100
T-bet  NFAT CREB
-99 TTGTGA AAAIACGTAA -54
ATF2
GATA3 Etst
-53 GATC GGAA -~/

Figura 4.13. Sitios de fatores de transcricao na regiao HSI-4. A sequéncia da regiao HSI-
4 foi submetida a uma andlise para busca de sitios putativos de ligagdo de fatores
transcricionais. Os fatores transcricionais mais relevantes na regulagdo da expressao de Ifng
estao destacados. Esta andlise foi feita pelo programa MatInspector do software Genomatix.
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Figura 4.14. Avaliacao da funcao da regiao HSI-4 na regulacao de /fng. A. Esquema da
construgédo do plasmideo pGL3-Luc contendo uma sequéncia presente na regiao HSI-4. B.
Células Jurkat foram eletroporadas com os plasmideos contendo as regides de interesse e
mantidas n&o-estimuladas ou estimuladas com PMA e ionomicina por 6 horas, conforme
indicado. A atividade de luciferase firefly foi medida e normalizada pela atividade de
luciferase renilla. Todos os valores obtidos foram comparados ao obtido em células
eletroporadas com o plasmideo -108-pGL3Luc ndo-estimuladas. Média e desvio-padrao de
4 experimentos independentes.

69



Esta € uma das regides que parece estar envolvida na expressao diferencial
de IFN-y em linfécitos T, no entanto ainda existem diversas regides envolvidas nessa
regulacdo que devem ser melhor investigadas. Além disso, os mecanismos
epigenéticos associados tanto a acessibilidade desta regido em células Th1 e T CD8
quanto a expressao diferencial de IFN-y em células T CD4 e T CD8 também devem

ser melhor elucidados.

70



5. DISCUSSAO

O interferon (IFN)-y € a principal citocina envolvida na resposta imune anti-
tumoral, além de ser essencial para a imunidade contra patégenos intracelulares.
Sabe-se que durante a diferenciacdo de células T CD4 para um fenétipo Thi,
modificacdes epigenéticas no locus de Ifng sdo necessarias para a alta expressao
desta citocina. Trabalhos anteriores ja sugeriram que a producdo de IFN-y por
células T CD4 e T CD8 seria regulada diferencialmente (TEIXEIRA et al., 2005).
Entretanto nao foi demonstrado se essa expressao diferencial de IFN-y em células T
CD4 e T CD8 também seria dependente de tais alteracdes de cromatina. Diante
disso, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos epigenéticos que
regulariam a expressao diferencial de IFN-yem células T CD4 e T CD8.

Para tanto, nosso primeiro objetivo foi avaliar a expressao e producao de IFN-
v por células T. Inicialmente caracterizamos o nosso modelo, avaliando a pureza e o
perfil de ativacdo das populacdes de células T CD4 e T CD8 obtidas (Fig 4.1). A
porcentagem de células consideradas naive CD62L"/CD44", foi semelhante tanto
em células T CD4 quanto T CD8 e dentro do esperado, de forma que as células
utilizadas neste estudo estavam semelhantemente enriquecidas de uma populagéo
naive.

Em 1999 Carter e colaboradores mostraram que a inducédo da producao de
IFN-y em células T CD8, apés seis dias de estimulo, era independente de IL-12 e
STAT4, diferentemente do observado para células T CD4. Da mesma forma,
Teixeira e colaboradores (2005) mostraram que quando células T eram estimuladas
in vitro com anti-CD3 durante 72 horas, a populacao de células T CD8 produtoras de
IFN-y era consideravelmente maior que a populacao de células T CD4 IFN-y". Esses
trabalhos mostraram que a ativacdo do TCR nestas células levava a um padrao de
expressao de IFN-y distinto em células T CD4 e T CD8, sugerindo que somente as
vias de sinalizacao induzidas pela ativacdo do TCR fossem suficientes para inducao
de IFN-y em células T CD8, enquanto células T CD4 necessitavam de mecanismos
adicionais.

De fato, em nosso trabalho, quando purificamos células T CD4 e T CD8 e
submetemos essas células a um estimulo de 6 horas com PMA e ionomicina,
reproduzimos os resultados ja descritos, observando que a populacao de células T

CD8 produtoras de IFN-y € significativamente maior (16,3%) que a populagdo T CD4
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IFN-v+ (0,9%) (Fig 4.2). Mesmo utilizando um estimulo muito mais curto que os
trabalhos anteriores, ja observamos essa expressao diferencial de IFN-y entre
células T, o que sugere que exista de fato algum componente diferencial préprio
dessas células. Muito se sabe sobre a regulacao da expressao de IFN-y em células
T CD4 e Th1. No entanto, em células T CD8 existem poucos estudos. O principal
regulador transcricional do gene Ifng em células T CD4 é o fator transcricional T-bet
(SZABO et al., 2000). E esta parece até o momento ser a principal diferenca na
regulacdo da expressao desta citocina entre linfécitos T CD4 e T CD8, pois em
células T CD8, o fator transcricional Eomes, e ndo T-bet, é o principal regulador da
expressao de IFN-y. No entanto, é importante ressaltar que da mesma forma que em
células T CD8 naive os niveis de Eomes sado baixos quando comparados ao
observado em células T CD8 efetoras (PEARCE et al., 2003), em células T CD4
naive, T-bet ndo é expresso, sendo induzido durante o comprometimento em Th1.
Desta forma a diferenca na inducao da producao de IFN-y entre os linfocitos naive
deve depender de outros fatores e ndao somente da regulacao diferencial destes
fatores de transcricdo. Inclusive outros fatores de transcrigdo envolvidos na
regulacao de /fng, tais como NFxB, NFAT e AP-1 sdo comuns tanto a linfécitos T
CD4 como T CD8.

Para entendermos melhor a dindmica desta regulacédo diferencial, optamos
em comparar a producdo de IFN-y por células T CD4 e T CD8 com células ja
classicamente produtoras de altos e baixos niveis de IFN-y: células Th1 e Th2
respectivamente. Para tanto, estabelecemos um modelo de diferenciagao in vitro de
células T CD4 em Th1 e Th2 (Fig 4.3). A analise da producao das citocinas IFN-y e
IL-4 por essas células, validou nosso modelo de diferenciacdo uma vez que os perfis
efetores, Th1 e Th2, apresentaram uma maior populacado de células produtoras de
suas citocinas especificas, IFN-y e IL-4 respectivamente (Fig 4.3). Além de
produzirem uma maior quantidade de suas citocinas especificas, os perfis efetores
também produziram baixos niveis da citocina do fen6tipo oposto, conforme pode ser
visualizado na Figura 4.3. A expressao diferencial de Ifng por essas células é
resultante tanto de diferentes fatores de transcricdo associados a cada uma das
subpopulacdes, como também de modificacbes no locus Ifng, que apresenta
caracteristicas permissivas a transcricdo em células Th1, e restritivas a transcricao
em células Th2 (WILSON, ROWELL & SEKIMATA, 2009).
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Para compararmos a producdo de IFN-y entre os diferentes linfocitos T,
inicialmente analisamos a producéao protéica de IFN-y nos sobrenadantes de culturas
de células T CD4 e T CD8 recém isoladas e células T CD4 diferenciadas como
descrito para perfis Th1 e Th2 (Fig 4.4). Corroborando nossos resultados anteriores,
apos o estimulo primario os principais linfécitos que produzem IFN-y sdo os T CD8
enquanto células T CD4 s6 produzem niveis significativos desta citocina apés a
diferenciacao para um perfil Th1. Semelhantemente as células T CD4 naive, células
Th2 pouco produzem IFN-y. Interessantemente, a producédo de IFN-y por células T
CD8 e Th1 é crescente ao longo da ativacdo, apesar da producao por células Th1
ser consideravelmente maior.

Sabe-se que a expressao de diversas citocinas pode ser regulada tanto ao
nivel transcricional como pds-transcricionalmente, através da regulacdo da
estabilidade do mRNA. A meia-vida dos mRNA em eucariotos pode variar de 15
minutos a mais de 24 horas (revisado por SEKO et al., 2006). Ou seja, uma
diferenca significativa de expressao de determinado gene em uma dada célula pode
nao refletir diferengcas na transcricido deste gene, mas sim da regulacdo da
estabilidade de seu mRNA. Alguns mRNA de citocinas como IL-2, IL-1 e inclusive
IFN-y possuem em sua regidao 3’-UTR sequéncias ricas em AU reconhecidas por
diferentes proteinas (ex: HuR) que controlam o recrutamento destes mRNA para
degradacao, de forma que a regulacdo da expressao génica dessas citocinas
também pode envolver mecanismos pés-transcricionais (revisado por SEKO et al.,
2006).

Para confirmarmos que a diferenca observada na producéo protéica de IFN-y
por linfécitos T era consequéncia da regulacao transcricional do gene Ifng apés
ativacdo, e nao um reflexo do acumulo da proteina na cultura ou mesmo
consequéncia de uma possivel regulacao pos-transcricional, avaliamos os niveis do
transcrito de /fng produzidos por essas células através de RT-PCR em Tempo Real.

Através de uma cinética curta (0-8 horas) de ativagdo com anti-CD3,
observamos uma producao acentuada e crescente do transcrito de /fng em células T
CD8 quando comparada a cinética observada em células T CD4. Nestas células a
producédo de IFN-y nos tempos analisados se manteve praticamente constante. A
cinética da expressao do mRNA de /fng foi muito semelhante em células T CD8
naive e Th1, apresentando uma inducao rapida e crescente que persistiu entre 3-8
horas ap6s ativacdo com anti-CD3. Por outro lado, células T CD4 naive produziram
baixos niveis do transcrito sem aumento significativo mesmo apds 8 horas de
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ativagéo (Fig 4.5). Uma vez que a trancricdo de Ifng por linfécitos T é refletida nos
niveis protéicos avaliados anteriormente, sugerimos que a diferenca na producéo de
IFN-y entre células T CD4 naive, T CD8 naive e Th1 ocorra, ao menos em parte, ao
nivel transcricional.

E interessante termos demonstrado a rapida producédo de IFN-y apés ativacdo
por células T CD8. Sabe-se que as células T CD8 efetoras produzem grandes
quantidades de IFN-y apés ativacao do TCR (GLIMCHER et al., 2004), no entanto
esperava-se que a producgao desta citocina por linfécitos naive, CD4 e CD8, fosse
comparavel. Dada a importancia de IFN-y no processo de comprometimento de
células T CD4 naive em células Th1 efetoras (BRADLEY et al., 1996; ZHANG et al.,
2001), Teixeira e colaboradores (2005) sugeriram que o IFN-y produzido por células
T CD8 pudesse contribuir nesta diferenciacdo de células T CD4 em Thi1. Em
experimentos in vitro mostrou-se que células T CD4 que foram cocultivadas com
células T CD8 IFN-y** produziram mais IFN-y e menos IL-4 do que aquelas
cocultivadas com células T CD8 IFN-y”, sugerindo que o IFN-y produzido por células
T CD8 acentua o desenvolvimento do fenétipo Th1 in vitro. Nossos dados
evidenciam uma producao rapida e acentuada de IFN-y por células T CD8 ativadas,
semelhantemente ao observado em células Th1. O real papel bioldgico desta rapida
producdo por linfocitos T CD8 deve ser mais bem investigado, porém dados os
indicios in vitro acreditamos que estas células possam ser uma importante fonte de
IFN-y para a diferenciacdo de células T CD4 em Thi.

Mecanismos epigenéticos regulam diversos genes associados ao sistema
imunolégico. Sabe-se que a rapida producdo de IFN-y por células NK ocorre, em
parte, porque regides regulatérias de Ilfng apresentam modificagdes de cromatina
permissivas a transcricao, tais como uma maior acetilacdo de histonas por todo o
locus Ifng (CHANG & AUNE, 2005). Apesar de alguns relatos conflitantes, ha um
consenso que a diferenciacao para um fenétipo Th1 induz regides hipersensiveis a
DNase | em diversas regides regulatérias de Ifng e muitas dessas regidoes
coincidem com modificacbes de histonas permissivas a transcricdo tais como
acetilagdo e metilacdo de H3K4 (SCHOENBORN et al., 2007). No caso de células T
CD8, ZHOU, CHANG & AUNE, (2004) demonstraram que a acetilacdo de histonas
numa grande regidao (aproximadamente 50 kb) que inclui a do gene Ifng é parte do

processo de diferenciacao destas células para um fenétipo citotoxico.
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Estes estudos mostraram que mecanismos epigenéticos estdo associados a
regulacao da expressao de IFN-y em células produtoras desta citocina. Diante de

nossos resultados que mostraram uma rapida producao de IFN-y por células T CD8,
cuja cinética é bastante semelhante a de células Th1, especializadas na producéo
desta citocina, supomos que modificacdes epigenéticas no locus de Ifng em células
T CD8 pudessem ocorrer de forma semelhante ao que ocorre em células Th1 e NK.
A maior acessibilidade da maquinaria de transcricdo, a essa regiao, nestas células
do que em linfécitos T CD4 naive poderia explicar a diferenca observada na cinética
de producdo de IFN-y entre células T CD4 e T CD8. E possivel que em células T
CD8 o locus de Ifng ja esteja acessivel aos fatores de transcricdo induzidos pela
ativacdo do TCR, enquanto em células T CD4 sado necessarios estimulos adicionais
para abertura desse locus tais como a sinalizacao via IL-12. Coloca-se em hipétese,
entdo, que modificacbes na cromatina de regides regulatérias de Ifng sejam
necessarias para modular a expressao diferencial de IFN-y em células T.

Com isso, fomos verificar a presenca de regides de diferente acesso a
cromatina no gene Ifng em células T CD4 e T CD8 através da digestao dos nucleos
dessas células com a enzima DNase |. Regi6es transcricionalmente ativas,
caracterizadas por uma menor ocupacao de nucleossomos, sdo mais acessiveis a
DNase |. Em 1998, Agarwal e Rao, demonstraram a existéncia de sitios
hipersensiveis a DNase | no promotor proximal, intron 1 e intron 3 de /fng em
células Thi. Estes sitios ndo existiam em células Th2. E importante ressaltar que
essa caracterizacao foi realizada em células D5 (Th1) e D10 (Th2) que em funcdo do
longo tempo em cultura sao populacdes ja estabilizadas e que podem apresentar
estruturas de cromatina atipicas e nao refletir o encontrado in vivo.

Optamos entdo em analisar a presenca de regides hipersensiveis a DNase |
no gene Ifng em nosso modelo, cujas células T CD4 e T CD8 sao obtidas
diretamente de animais e as células Th1 e Th2 sdo recém-diferenciadas. Analisamos
além das regides descritas no trabalho anterior, regides flanqueadoras destas, tanto
upstream quanto downstream. Diferentemente da técnica mais usual, que envolve
ensaios de hibridizacdo (Southern blot), optamos por uma nova metodologia que
utiiza o PCR em Tempo Real para identificacdo de regides hipersensiveis a
digestdo com DNase | (McARTHUR; GERUM; STAMATOYANNOPOULQOS, 2001) e
tem como vantagem apresentar uma sensibilidade muito maior que a anterior. No
trabalho que descreveu esta técnica eles observam diferentes padrées de digestao
na PCR em Tempo Real: (1) regides que mesmo submetidas a altas concentracoes
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de DNase | ndo apresentam diminuicées significativas da detec¢do do amplicon na
PCR, sugerindo que sao regides cuja cromatina esta inacessivel; (2) regides cuja
deteccdo na PCR em tempo Real diminuem conforme aumenta-se a concentracao
da enzima e atingem cerca de 30-40% de reducdo na deteccdo; (3) regides
semelhantes as anteriores mas cuja reducdo pode chegar a 70-80%, 0 que sugere
que sao regides hipersensiveis a DNase |.

Em nossos experimentos observamos no maximo, uma redugéo de 45%, mas
as condicoes de digestdo foram diferentes do trabalho de McARTHUR e
colaboradores (2001). Segundo eles, uma reducao neste nivel indica regides
parcialmente hipersensiveis. De qualquer forma como esse nivel de reducao
coincidiu com o observado em regides hipersensiveis ja descritas (AGARWAL &
RAO, 1998), consideramos esse padrao como sitio hipersensivel. Ressalto que a
realizacdo deste mesmo ensaio de PCR em Tempo Real a partir de um clone de
células diferenciadas, como as células D5, resultaria provavelmente em um padréao
de reducao maior, refletindo uma populagéo clonal. Células recém-diferenciadas, por
outro lado, representam uma populacao heterogénea. De fato, quando Agarwal e
Rao analisam a presenca destas regides hipersensiveis a DNase | em células Tht
recém-diferenciadas in vitro a partir de células T CD4 naive, a presenca desses
sitios hipersensiveis é menos evidente do que o observado em células D5.

Optamos neste momento em realizar o experimento de hipersensibiliade a
DNase | em células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 ndo estimuladas de forma que a
estrutura da cromatina e a acessibilidade ao locus puderam ser avaliadas em
condigdes de atividade transcricional minima, evidenciando mais o potencial de
transcricao destas células do que a transcricao génica propriamente dita.

Dentre todas as regides que analisamos, somente a regiao HSI-4 (Fig 4.6)
relacionou o acesso a cromatina a expressao de IFN-y. Esta regidao apresentou-se
hipersensivel em células Th1 e T CD8, justamente os linfécitos T que produzem
altos niveis de IFN-y rapidamente apds ativacao; e inacessivel em células T CD4 e
Th2 que pouco produzem IFN-y. Nossa hip6tese é que células T CD8 e Thi ja
apresentem essa regido acessivel a maquinaria de transcricao, diferentemente de
células T CD4 e Th2. De fato, um gene transcricionalmente ativo apresenta uma
diminuicdo de nucleossomos upstream ao sitio de inicio de transcricdo (CLAPIER &
CAIRNS, 2009), justamente onde essa regiao HSI-4 esta localizada (-253 pb a -7

pb).
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Sabe-se que membros da familia SWI/SNF estdo envolvidos no
remodelamento de nucleossomos do gene Ifng em células Th1. A subunidade
catalitica deste complexo, BRG1, é recrutada para o promotor de I/fng nestas células
e ndo em células T CD4 e Th2, e participa do processo de diferenciacao para um
perfil Th1. Como complexos SWI/SNF podem gerar regides de menor densidade nos
promotores génicos (PIATTI; ZEILNER; LUSSER, 2011), sugerimos que a geracao
deste sitio hipersensivel HSI-4 possa depender da acdo desse complexo
remodelador de cromatina. Ainda nao foi demonstrado se esse complexo também é
recrutado para o promotor de /fng em células T CD8. De qualquer forma a regiao
HSI-4 pode desempenhar um importante papel funcional na expressao diferencial de
Ifng em células T.

Em nossos resultados, a regiao hipersensivel anteriormente identificada e
localizada no intron 3 (HSIII-2), também apresentou-se hipersensivel tanto em
células Th1 e T CD8, mas também em células T CD4 (Fig 4.8). E possivel que essa
regiao também seja importante para a expressao de IFN-y e sé esteja com a
cromatina inacessivel em células Th2 que ndo apresentam potencial para
transcrever Ifng. Durante a diferenciacédo para um fenétipo Th1, a regido mantém-se
acessivel, conforme ja ocorre em células T CD4 naive, enquanto a diferenciacao
para um fenotipo Th2 parece envolver a compactag¢do da cromatina nessa regiao.

Surpreendentemente muitas das regidbes analisadas apresentaram-se
hipersensiveis tanto em células Th1 quanto em células Th2. Inclusive a regido
hipersensivel descrita por Agarwal e Rao, HSII-2, localizada no primeiro intron de
Ifng (Fig 4.7). Em células D10 esse sitio n&o foi identificado, mas neste trabalho eles
ndo demonstraram a existéncia ou ndo desses sitios em células Th2 recém-
diferenciadas in vitro.

Muitas vezes silencers também se apresentam hipersensiveis ao tratamento
com DNase |. Um classico exemplo € o silencer de [l4 (ANSEL et al., 2004;
DJURETIC et al., 2007) que encontra-se na regidao hipersensivel HS IV de /l4 e é
bastante evidente em células T CD4 e células Th1 (AGARWAL; RAO, 1998), onde
estd acessivel a T-bet e Runx3. E possivel que algumas dessas regides
hipersensiveis em Th2 estejam associadas a repressao da expressao de /fng nestas
células. Por outro lado os fatores transcricionais que se ligam e regulam essas
regides podem estar associados a polarizacao para um fenétipo Th1, estando néo-
expressos em células Th2, como por exemplo, o fator transcricional T-bet. Sabe-se
que T-bet ndo é expresso em células T CD4 naive, mas é induzido rapidamente
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durante o comprometimento em Th1 (SZABO et al., 2000). Um estudo recente em
células T CD4 humanas sugere que modificacées epigenéticas no locus do gene de
T-bet sdo necessdrias para a inducdo da transcricido desta proteina. Estas
modificagées seriam controladas por NFAT e STAT1/STAT4, somente durante a
diferenciacao para um fenétipo Th1 (PLACEK et al., 2009).

Algumas regides apresentaram-se hipersensiveis somente em células Th1 e
Th2, enquanto outras também se apresentaram hipersensiveis em células T CD4 e
T CD8 recém isoladas. Ja foram descritas situacées nas quais a acessibilidade da
cromatina em certos locus nao é acompanhada de transcricao. Um exemplo é o
locus Gzmb que se apresenta acessivel em células T CD8 de memoria que
produzem baixos niveis de Granzima B quando comparadas a células T CD8
efetoras (ZEDIAK et al., 2011). Muitas vezes a presencga desses sitios hipersensiveis
independe do tipo celular e da expressao de IFN-y, 0 que pode sugerir que esses
elementos estejam envolvidos na organizacdo estrutural dos genes formando
estruturas tridimensionais que permitam interagdes inter e intra cromossomos. Um
exemplo € o gene Rad50, que esta contido no locus de citocinas Th2 e apresenta
um sitio hipersensivel em células T CD4. Esta regiao hipersensivel interage com o
promotor de /fng nestas células, sendo essencial para as interagdes destes loci em
células T CD4 naive e até mesmo para a expressdo de IFN-y (SPILIANAKIS et al.,
2005). De qualquer forma as regides que em nossas analises apresentaram este
padrdao de hipersensibilidade independente da producdo de IFN-y, ndo parecem
estar envolvidas na expressao diferencial de Ifng por células T CD4 e T CD8.

Como o aumento na expressao do mRNA de /fng em células T CD8 ocorre
por volta de 3 horas apés estimulo (Fig 4.5), seria interessante também analisarmos
a existéncia dos sitios hipersensiveis a DNAse | na regido promotora e gene /fng em
células T CD8, T CD4, Th1 e Th2, estimuladas com anti-CD3 por 3 horas. E possivel
que s6 apds ativacao algumas regides do locus de Ifng tornem-se acessiveis em
células T CD8. Inclusive, um trabalho recente mostrou que células T CD8 efetoras e
de memodria apresentam deplecao de histonas na regidao préxima ao sitio de inicio de
transcricdo do gene Ifng, acompanhado de um maior recrutamento da RNA
polimerase Il do que o observado em células T CD8 naive (ZEDIAK et al., 2011).
Com isso também seria interessante compararmos o recrutamento da RNA
polimerase Il ao promotor de /fng em células T CD8 e T CD4 naive.

A alteracao no posicionamento dos nucleossomos e a geragao destes sitios
hipersensiveis sdao mediadas principalmente por complexos remodeladores de
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cromatina, como o SWI/SNF, que podem ser recrutados por modificacoes de
cromatina tais como modificagces pds-traducionais de histonas e metilacao do DNA.
Dessa forma, regides hipersensiveis a DNase | geralmente coincidem com regides
de modificacées permissivas a transcricdo, tais como hiperacetilacdo de histonas, a
presenca das variantes de histona H3.3 e H2A.Z e auséncia de metilacdo do DNA
(BELL et al., 2011). Dentre todas as regides analisadas, a regido HSI-4 destacou-se
por correlacionar a acessibilidade com a producao de IFN-y e com isso tornou-se
uma interessante regido para analisarmos possiveis modificacbes epigenéticas
diferenciais entre células T, que explicassem a rapida producao de IFN-y por células
Th1 e T CDS8.

A metilacdo do DNA no promotor de um dado gene, correlaciona-se com o
decréscimo na expressao deste gene e a cromatina ndo metilada é frequentemente
associada com cromatina ativa, acessivel a transcricdo. A regulacao da expressao
de diversas citocinas, como IL-2, IL-4 (BRUNIQUEL & SCHWARTZ, 2003; LEE,
AGARWAL & RAO, 2002) e inclusive IFN-y envolve a regulagdo por metilacdo. No
entanto os estudos sobre a metilagdo na regulacdo do gene /fng sdo ainda bastante
controversos € nao mostram o estado de metilagao durante diferentes tempos apds
ativagao e diferenciagao. A fim de avaliarmos se a expressao diferencial de IFN-y é
dependente de modificacbes epigenéticas, n6s analisamos o padrao de metilacao
dos sitios CpG localizados no promotor de Ifng, que compreende a regido
hipersensivel do promotor proximal (HSI-4) e um CpG mais distal (-301 pb), e
também no primeiro éxon de Ifng.

Inicialmente analisamos os 10 sitios CpG compreendidos no promotor de IFN-
vyem células T CD4, T CD8, Th1 e Th2 ndo-estimuladas ou estimuladas por 3 e 72
horas com anti-CD3. Nossas analises mostraram que o promotor de IFN-y esta
essencialmente hipometilado em todos os tipos celulares, nos tempos analisados,
especialmente em células T CD4 e T CD8 naive (Figuras 4.9; 4.10 e 4.11). Em
células T CD4, especialmente apds 72 horas de estimulo, em células T CD8 e em
células Th1 apdés o reestimulo, observamos um aumento no percentual de
demetilacao total da regido analisada. Por outro lado o mesmo nao € observado em
células Th2. E possivel que especificamente em células T CD8, T CD4 naive e Tht,
as vias de sinalizacao induzidas pela ativagdo do TCR podem estar envolvidas em
mecanismos de demetilacdo, o que estaria associado ao potencial de expressao de
Ifng que estas células apresentam.
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Nota-se que os sitios metilados sdo em sua maioria os localizados na regiao
do gene Ifng que é transcrita (sitios +12, +91 e +114). Esses sitios estdo metilados
de forma consistente em células T CD4, Th1 e Th2. Por outro lado em células T CD8
ha uma demetilacdo dos sitios +12 e +114. E possivel que estes sitios estejam
envolvidos na regulacdo diferencial de Ifng entre células T CD4 e T CD8, uma vez
que aparecem menos metilados mesmo antes da ativagdao, em células T CD8 que
produzem IFN-y rapidamente.

Nao identificamos sitios putativos para a ligacdo de fatores de transcricao
nesses CpG, sugerindo que se a metilacao destes sitios mediar a repressao génica,
deve ser através de mecanismos indiretos, como o reconhecimento por proteinas
ligadoras de metil-CpG. Por outro lado estes sitios aparecem consistentemente
metilados em células Th1, produtoras de altos niveis de IFN-y, o que pode sugerir
que a metilacao nestes sitios ndo estaria associada a repressao génica. O contexto
epigenético em que um dado gene € regulado depende da agdo conjunta de
diversos mecanismos de remodelamento de cromatina, de forma que a investigacao
de outros mecanismos associados a metilacdo ou nao destes sitios deve ser
realizada.

Em um trabalho de 1992, Larsen e colaboradores analisaram a presenca de
ilhas CpG em 375 genes humanos e a maioria das 240 ilhas CpG identificadas
compreendiam além da regido promotora, também o primeiro éxon destes genes.
Essa situacado foi mais freqlente em genes tecido-especificos do que nos genes
ditos constitutivos, o que pode sugerir um papel da metilacdo destas regides 3’ na
regulacao génica. No entanto sdo necessarios mais estudos sobre o efeito da
metilacdo destas regides no padrao de expressao destes genes. Por exemplo, o
gene APOE humano apresenta uma ilha CpG localizada no éxon 4, no entanto a
metilagdo desta regido nao silencia sua transcri¢ao (revisado por JONES, 1999).

Como ja comentado anteriormente, também nao esta totalmente claro na
literatura o papel da metilagdo em apenas um ou poucos sitios CpG na regulacao
génica. As primeiras evidéncias de que a metilacdo em um unico sitio CpG poderia
afetar a regulacdo génica, vieram com estudos com o virus Epstein-Bar que
sugeriram que a metilacéo de 2 sitios é suficiente para reduzir fortemente a atividade
de seu promotor (ROBERTSON et al., 1995).

Em nosso trabalho, também identificamos diferencas discretas no padrao de
metilacdo do sitio CpG -58, localizado na regido HSI-4. Este sitio encontra-se nao
metilado tanto em células T CD4 naive como T CD8 naive e permanece assim
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mesmo apos ativacdo, sugerindo em um primeiro momento que a regulacao através
da metilacdo deste sitio ndo seja responsavel pela expressao diferencial de Ifng
observada nestas células. No entanto quando analisamos o padrdo de metilacdo
deste sitio em células T helper, observamos que durante a diferenciacdo para um
fenétipo efetor, este sitio torna-se metilado e apdés o re-estimulo ele permanece
metilado somente em células Th2. Ha uma clara redugdo no numero de clones
metilados neste sitio em células Th1, 72 horas apds o estimulo via TCR, como
observado durante toda a cinética de células T CD4 e T CD8. Em 2006, Jones e
Chen mostraram que a metilacdo deste sitio causa o deslocamento dos fatores
transcricionais ATF2/C-jun e contribui no silenciamento da expressao de /fng. Uma
diminuicdo da metilagcdo neste sitio em células Th1 e um aumento de metilacdo em
células Th2 corrobora estes dados. Além disso, nossos dados sugerem que como
este sitio ndo estd metilado em células T CD4 e CD8, estas células apresentem
potencial para a transcricdo de Ilfng. Mecanismos adicionais de regulagdo da
expressao génica devem estar associados a metilacdo ou ndo deste sitio, na
regulacdo da expressdo de Ifng. E importante ressaltar que este sitio localiza-se na
regiao HSI-4 citada anteriormente, sugerindo que somente em células T CD8 e Th1
a cromatina nesta regido esteja acessivel a transcricdo. Entdo por mais que este
sitio ndo esteja metilado em células T CD4, nessas células este CpG esta contido
em uma regido que parece estar inacessivel a maquinaria de transcrigdo, como visto
pelo nosso experimento de hipersensibilidade a DNase |.

Nossos resultados sugerem que o estado de metilagdo do promotor do Ifng
nao esta diretamente relacionado a expressao rapida deste gene em células T CD8
e Th1, quando comparado as células T CD4, uma vez que especialmente o padrao
de metilagcdo observado em células T CD4 e células T CD8 recém isoladas €
bastante semelhante. Porém ndo esta excluida a possibilidade que os sitios -58; +12
e +114 desempenhem algum papel nessa regulacéo diferencial. Além disso, outros
mecanismos epigenéticos ou mesmo a metilagdo em outras regides regulatérias
podem interferir na regulacao da expressao do IFN-y por essas células.

Sabe-se que a regulacdo da expressao de Ifng € altamente dependente de
regides regulatérias distais. O trabalho de SCHOENBORN e colaboradores (2007)
identificou um total de 8 CNS localizadas em uma regiao flanqueadora do gene Ifng
de aproximadamente 100 kb. Dentre estas, estdo a CNS1, CNS2 e CNS-22
anteriormente identificadas. Neste trabalho eles analisaram o padrdo metilacdo
destas regides em células T CD4, Th1 e Th2. A regido que apresentou uma
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diferenga mais acentuada foi a CNS1: em células T CD4 e Th2 a regiao esta
consistentemente metilada; em células Th1 est4 consistentemente demetilada. E
interessante comentar que neste trabalho também foi analisada a metilagdo de
dinucleotideos CpG na regido promotora de Ifng. No entanto eles analisam somente
o padrdao de metilagdo em células nado-ativadas e ndo analisaram o sitio +114.
Nossas andlises da metilagdo do promotor em células nao-ativadas corroboram esse
trabalho.

Dada a importancia da regido CNS1 na regulacao de /fng, exercendo papel de
enhancer (SHNYREVA & WILSON, 2004), optamos por analisar o padrdo de
metilacdo dessa regiao também em células T CD8 e apds o estimulo de células T
com anti-CD3. Esta regido compreende 18 sitios CpG e todos foram analisados. E
importante ressaltar que na regido CNS1 ja foram identificadas também
modificacées de histonas favoraveis a transcricdo em células Th1 (SHNYREVA &
WILSON, 2004). Surpreendentemente, nos tempos analisados observamos o
mesmo padrdao de metilacdo em todos os tipos celulares: todos os sitios CpG
analisados estdo metilados antes e ap6s 3 horas de ativagdo com anti-CD3 (Fig
4.12). Ou seja, a metilacao desta regido nao parece estar relacionada a expressao
diferencial de IFN-y por células T CD4 e T CD8. Mais uma vez, como o estado
transcricional de um gene é resultante de diversos processos epigenéticos atuando
conjuntamente, nem sempre a metilacdo de citosinas reflete-se na represséo
transcricional. E possivel também que a CNS1 s venha a estar demetilada em
tempos mais posteriores a ativacdo e seja necessaria ndao para o inicio rapido da
inducdo de IFN-y nestas células, mas sim para a transcricdo constante e em niveis
elevados em tempos mais tardios. S0 necesséarias andlises em tempos como 24,
48 e 72 horas apéds ativacao para verificarmos essa hipotese.

Nossos resultados da anélise da metilacao desta regiao em células Th1 nao
corroboraram com o que ja foi descrito na literatura. Acreditamos que isso possa ser
consequéncia de variacbes do modelo experimental de diferenciagdo in vitro de
células T CD4 em Th1/Th2. De qualquer forma, nosso modelo esta bem padronizado
e observamos claramente a diferenciacdo de células T CD4 para um fendtipo Th1
quando as condicoes apropriadas sao oferecidas (Fig 4.3). Sendo assim, pelo
menos em nosso modelo, a metilacdo desta regido CNS1 nao reprime a expressao
de IFN-v, visto que a regido esta completamente metilada em células Th1.

Desta forma, outras regides regulatérias podem apresentar um padrao de

metilacdo que explique a diferenca na producgao de IFN-y por células T CD4 e T CD8
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frente a um mesmo estimulo e outros mecanismos epigenéticos podem também
estar envolvidos de forma que novos estudos sdo necessarios para esclarecermos
essas questdes. Um exemplo é o intron 1 de I/fng que apresenta-se demetilado em
células NK (TATO et al, 2004), metilado em células Th2 e T CD4 naive e
parcialmente metilado em células Th1 (SCHOENBORN et al., 2007). A anélise do
padrdao de metilacdo desta regido também em células T CD8 seria bastante
interessante.

Por fim, fomos avaliar a funcdo regulatéria que a regido HSI-4 poderia
desempenhar na regulacdo de Ifng. ldentificamos nesta regido, diversos sitios
putativos para ligacdo de uma grande variedade de fatores de trancricdo, dentre os
quais destacamos aqueles com fungdes bioldgicas ja conhecidas na regulacdo da
expressao de IFN-y, tanto positivamente quanto negativamente (Fig 4.13).
Ressaltamos também a proteina Jaridib pela sua importancia na regulacéo
epigenética, ao atuar demetilando H3K4 metiladas (SEWARD et al.,, 2007), uma
marca de cromatina ativa transcricionalmente. Até o momento, existem poucos
estudos envolvendo esta enzima demetilase de histonas, mas € possivel que em
células Th2 e T CD4 ela seja recrutada para a regidao HSI-4 tornando a cromatina
nessa regidao mais inacessivel a transcricdo e auxiliando no silenciamento da
expressao de /fng nestas células. Nés também identificamos um sitio para a ligacao
de Oct-1. Este fator transcricional pertence a familia de fatores transcricionais POU,
que inclui Oct4, um importante fator associado a células-tronco embrionarias. Nao
existem muitos relatos na literatura sobre a funcdo de Octl na regulagdo da
expressao de citocinas, mas um trabalho recente sugeriu uma importante fungéo na
regulacao de IL-2 (SHAKYA et al, 2010). Quando células T CD4 naive sao
estimuladas, Oct1 sofre modificagdes dependentes da via de MAPK, que desviam a
regulacao repressiva de Oct1 pela interacdo com o complexo NuRD, para uma
regulacédo anti-repressiva, ao recrutar a enzima demetilase de H3K9, Jmjd1a. Desta
forma eles mostraram que a regulacdo da expressao génica por Oct1 depende do
contexto celular tornando-o um candidato promissor na regulacdo diferencial da
expressao de Ifngem células T CD4 e T CD8.

Nossos ensaios de luciferase mostraram que interessantemente, uma
pequena regido compreendida na regidao HSI-4 é capaz de induzir claramente a
expressao do reporter apos estimulo com PMA e ionomicina, evidenciando que esta
regiao regule positivamente a expressao de Ifng (Fig 4.14). Além disso, quando 69

pb desta regido sao deletados ha uma drastica reducao na expressao da luciferase,
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demonstrando que a sequéncia compreendida entre -108 e -39 pb do promotor de
Ifng tenha de fato uma importante funcao regulatéria. Esta sequéncia inclui sitios de
ligacdo para NFAT, T-bet e ATF2, fatores transcricionais importantes na ativagéo da
expressao de Ifng.

Um trabalho anterior ja havia identificado dentro dessa regido de -108 a
-39 pb a presenca de uma sequéncia evolutivamente conservada (-77 a -52 pb). Em
ensaios de luciferase foi mostrado que uma construcao contendo duas copias in
tandem dessa sequéncia era capaz de induzir o repérter de forma semelhante ao
promotor completo de /fng (PENIX et al., 1996). Além disso, quando 10 pb sao
deletados dentro dessa regido (-61 a -52 pb) ha uma drastica reducdo na inducao
mediada pelo promotor completo de Ifng (PENIX et al, 1993). E interessante
ressaltar que nesta regido esta localizado o CpG -58 discutido anteriormente.

Dessa forma, mostramos pela primeira vez, que essa importante regiao
envolvida na regulacao positiva da expressao de /fng esta localizada em uma regiao
aparentemente acessivel em células Th1 e células T CD8, justamente os linfécitos T
que produzem grandes quantidades de IFN-y apo6s ativacdo. Por outro lado em
células Th2 e T CD4 esta regido apresenta a cromatina mais fechada. E possivel
entdo que essa seja uma das regulacdes envolvidas na expressdo diferencial de
IFN-y por linfécitos T CD4 e T CD8 frente a um mesmo estimulo. Ressaltamos que
um sitio CpG localizado nesta regiao (CpG -58) também possa ter um importante
papel, uma vez que a metilagao deste sitio estd associada a repressao da expressao
de Ifng (JONES et al., 2006), e este sitio encontra-se demetilado em células T CD8.
Em células T CD4, embora o sitio também esteja demetilado, este CpG encontra-se
em uma regido cuja cromatina estd menos acessivel.

Em conclusao, este trabalho mostrou que frente a um mesmo estimulo ha
uma producéao diferencial de IFN-y por células T CD4 e T CD8 e que esta expressao
diferencial é refletida ao nivel transcricional. Enquanto células T CD4 s6 produzem
quantidades significativas de IFN-y ap6s diferenciacao para um perfil Th1; células T
CD8 e Th1 sao rapidamente induzidas a produzirem grandes quantidades do mRNA
de IFN-y apdés o estimulo. Esta expressdo diferencial pode ser regulada pela
acessibilidade a uma regido localizada no promotor prozimal de Ifng (regidao HSI-4),
que esta mais acessivel em células T CD8 e Th1 do que em células T CD4 e células
Th2. De fato, uma pequena regido contida na regidao HSI-4 regula positivamente o
gene Ifng e a regidao entre -108 pb e -39 pb é necessaria para essa regulacdo. No

entanto, a expressao diferencial de IFN-y nestas células nao parece correlacionar-se
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com a metilacdo de dinucleotideos CpG na regido promotora do gene Ifng, que inclui
esta regiao HSI-4. Contudo o real papel bioldégico de alguns sitios CpG deve ser
melhor investigado, especialmente os sitios +12 e +114 que est&do menos metilados
em células T CD8 do que em células T CD4, e o sitio -58 que localiza-se na regiao
HSI-4. Outras regides cuja acessibilidade da cromatina ndo estd associada a
producdo de IFN-y ndo devem estar envolvidas nesta regulacdo diferencial. Da
mesma forma, a metilacdo do enhancer de Ifng, CNS1, ndo parece estar associada
a repressao de IFN-y, uma vez que esta regido esta completamente metilada em
todos os tipos celulares analisados, incluindo células Th1 e células T CD8.

Esse projeto se propbs a colaborar com o entendimento da regulacao
diferencial de IFN-y em linfécitos T. A principio esta diferenca parece estar
relacionada a regiao do promotor proximal, HSI-4. No entanto sdo necessarios mais
estudos para avaliarmos o papel de outros mecanismos epigenéticos neste
processo. Uma vez que mecanismos epigenéticos estdo associados com diversos
aspectos do sistema imunoldgico e também no desenvolvimento de alguns canceres
humanos, a identificacdo destes na regulacdo da expressao génica em células do
sistema imune tornam-se cada vez mais importantes. Neste contexto, destaca-se a
importadncia da citocina IFN-y, crucial para a imunidade contra patdégenos
intracelulares e para o controle do desenvolvimento tumoral. Ap6s a malignizacao as
células tumorais devem ser capazes de escapar dos mecanismos de defesa do
organismo e falhas do sistema imunoldégico podem ser decisivas para o
estabelecimento do tumor. Os niveis de IFN-y produzidos por células T CD4 e T CD8
participam de diversas etapas da montagem de uma resposta imune tumoral
eficiente e a producédo aberrante ou defeito na sinalizacdo desta citocina leva a
alteracées no crescimento celular e diferenciacdo, que podem culminar com o
estabelecimento de tumores. De fato, quando células T CD4 infiltrantes de tumores
de colon de pacientes humanos sao tratadas in vitro com 5-Azacitidina, ha um
aumento na expressao de IFN-y entre 4-35 vezes, sugerindo que a metilacdo de
regides regulatérias de Ifng possa limitar a producado de IFN-y por essas células,
favorecendo a sobrevivéncia das células tumorais (JANSON et al., 2008). Desta
forma, o conhecimento dos mecanismos epigenéticos envolvidos na regulacao da
sua expressao por células T contribuira para uma melhor compreensao destas vias.
Estes conhecimentos poderdo contribuir com o maior entendimento da imunologia

tumoral e de doencas relacionadas tanto a respostas Th2, quanto Th1.
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6. CONCLUSOES

6.1. Células T CD4 e T CD8 naive produzem IFN-y diferencialmente. Enquanto
células T CD4 sé produzem IFN-y ap6s diferenciacao para um fenétipo Th1, células
T CD8 produzem essa citocina rapidamente apos ativacao;

6.2. A producao diferencial de IFN-y por células T CD4 e T CD8 é refletida ao nivel
transcricional;

6.3. Células T CD8 e Th1 apresentam a regido do promotor proximal (HSI-4)
hipersensivel a DNase |, diferentemente de células T CD4 e Th2, sugerindo que esta
regido esteja acessivel a maquinaria de transcricdo somente em células T CD8 e
Thi;

6.4. A regidao HSIII-2, localizada no intron 3 de Ifng, aparece hipersensivel em
células T CD4, T CD8 e Th1, estando com a cromatina inacessivel somente em
células Th2.

6.5. Diversas regides no promotor, intron 1 e intron 3 de Ilfng apresentaram-se
hipersensiveis a DNase |, independente do tipo celular e producdo de IFN-y,
sugerindo que essas regides nao estejam envolvidas na regulacao diferencial de Ifng
em células T CD4 e T CD8;

6.6. A metilacdo de sitios CpG na regidao promotora de Ilfng nao parece estar
relacionada a expressao diferencial de IFN-y por células T CD4 e T CD8, mas o
papel dos sitios -58; +12 e +114 deve ser melhor investigado;

6.7. A metilacéo de sitios CpG no enhancer CNS1 nao esta relacionada a expressao
diferencial de IFN-y por células T CD4 e T CDS8;

6.8. A regiao HSI-4 regula positivamente a expressao de Ifng in vitro.

86



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, M. D. Conserved sequences and the evolution of gene regulatory signals. Curr Opin Genet
Dev, v. 15, n. 6, p. 628-33, Dez 2005.

AFKARIAN, M. et al. T-bet is a STAT1-induced regulator of IL-12R expression in naive CD4+ T cells.
Nat Immunol, v. 3, n. 6, p. 549-57, Jun 2002.

AGARWAL, S.; AVNI, O.; RAO, A. Cell-type-restricted binding of the transcription factor NFAT to a
distal IL-4 enhancer in vivo. Immunity, v. 12, n. 6, p. 643-52, Jun 2000.

AGARWAL, S.; RAO, A. Modulation of chromatin structure regulates cytokine gene expression during
T cell differentiation. Immunity, v. 9, n. 6, p. 765-75, Dez 1998.

AKIMZHANOV, A. M.; YANG, X. O.; DONG, C. Chromatin remodeling of interleukin-17 (IL-17)-IL-17F
cytokine gene locus during inflammatory helper T cell differentiation. J Biol Chem, v. 282, n. 9, p.
5969-72, 2 Mar 2007.

ALLFREY, V. G.; FAULKNER, R.; MIRSKY, A. E. Acetylation and Methylation of Histones and Their
Possible Role in the Regulation of Rna Synthesis. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 51, p. 786-94, Maio
1964.

ANSEL, K. M. et al. Deletion of a conserved 14 silencer impairs T helper type 1-mediated immunity.
Nat Immunol, v. 5, n. 12, p. 1251-9, Dez 2004.

ANTEQUERA, F.; BIRD, A. Number of CpG islands and genes in human and mouse. Proc Natl Acad
SciUS A, v. 90, n. 24, p. 11995-9, 15 Dez 1993.

ARAMBURU, J. et al. Activation and expression of the nuclear factors of activated T cells, NFATp and
NFATc, in human natural killer cells: regulation upon CD16 ligand binding. J Exp Med, v. 182, n. 3, p.
801-10, 1 Set 1995.

AVNI, O. et al. T(H) cell differentiation is accompanied by dynamic changes in histone acetylation of
cytokine genes. Nat Immunol, v. 3, n. 7, p. 643-51, Jul 2002.

BALASUBRAMANI, A. et al. Modular utilization of distal cis-regulatory elements controls Ifng gene
expression in T cells activated by distinct stimuli. Immunity, v. 33, n. 1, p. 35-47, 23 Jul 2010.

BALLAS, Z. K. The use of 5-azacytidine to establish constitutive interleukin 2-producing clones of the
EL4 thymoma. J Immunol, v. 133, n. 1, p. 7-9, Jul 1984.

BELL, O. et al. Determinants and dynamics of genome accessibility. Nat Rev Genet, v. 12, n. 8, p.
554-64, Ago 2011.

BHATTACHARYA, S. K. et al. A mammalian protein with specific demethylase activity for mCpG
DNA. Nature, v. 397, n. 6720, p. 579-83, 18 Fev 1999.

BILLIAU, A.; MATTHYS, P. Interferon-gamma: a historical perspective. Cytokine Growth Factor Rev,
v. 20, n. 2, p. 97-113, Abr 2009.

BILLIAU, A.; MATTHYS, P. Interferon-gamma: a historical perspective. Cytokine Growth Factor Rev,
v. 20, n. 2, p. 97-113, Abr 2009.

BIRD, A. P. Use of restriction enzymes to study eukaryotic DNA methylation: Il. The symmetry of
methylated sites supports semi-conservative copying of the methylation pattern. J Mol Biol, v. 118, n.
1, p. 49-60, 5 Jan 1978.

BIRD, J. J. et al. Helper T cell differentiation is controlled by the cell cycle. Immunity, v. 9, n. 2, p.
229-37, Ago 1998.

87



BOEHM, U. et al. Cellular responses to interferon-gamma. Annu Rev Immunol, v. 15, p. 749-95,
1997.

BOGDANOVIC, O.; VEENSTRA, G. J. DNA methylation and methyl-CpG binding proteins:
developmental requirements and function. Chromosoma, v. 118, n. 5, p. 549-65, Out 2009.

BRADLEY, L. M.; DALTON, D. K.; CROFT, M. A direct role for IFN-gamma in regulation of Th1 cell
development. J Immunol, v. 157, n. 4, p. 1350-8, 15 Ago 1996.

BRANDEIS, M. et al. Sp1 elements protect a CpG island from de novo methylation. Nature, v. 371, n.
6496, p. 435-8, 29 Set 1994.

BROWN, C. E. et al. The many HATSs of transcription coactivators. Trends Biochem Sci, v. 25, n. 1,
p. 15-9, Jan 2000.

BRUNIQUEL, D.; SCHWARTZ, R. H. Selective, stable demethylation of the interleukin-2 gene
enhances transcription by an active process. Nat Immunol, v. 4, n. 3, p. 235-40, Mar 2003.

CAMPANERO, M. R.; ARMSTRONG, M. I.; FLEMINGTON, E. K. CpG methylation as a mechanism
for the regulation of E2F activity. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 97, n. 12, p. 6481-6, 6 Jun 2000.

CAO, R. et al. Role of histone H3 lysine 27 methylation in Polycomb-group silencing. Science, v. 298,
n. 5595, p. 1039-43, 1 Nov 2002.

CARTER, L. L.; MURPHY, K. M. Lineage-specific requirement for signal transducer and activator of
transcription (Stat)4 in interferon gamma production from CD4(+) versus CD8(+) T cells. J Exp Med,
v. 189, n. 8, p. 1355-60, 19 Abr 1999.

CARTHARIUS, K. et al. Matlnspector and beyond: promoter analysis based on transcription factor
binding sites. Bioinformatics, v. 21, n. 13, p. 2933-42, 1 Jul 2005.

CHANG, S.; AUNE, T. M. Dynamic changes in histone-methylation 'marks' across the locus encoding
interferon-gamma during the differentiation of T helper type 2 cells. Nat Immunol, v. 8, n. 7, p. 723-31,
Jul 2007.

CHANG, S.; AUNE, T. M. Histone hyperacetylated domains across the Ifng gene region in natural
killer cells and T cells. Proc Natl Acad Sci US A, v. 102, n. 47, p. 17095-100, 22 Nov 2005.

CHEN, W. et al. Conversion of peripheral CD4+CD25- naive T cells to CD4+CD25+ regulatory T cells
by TGF-beta induction of transcription factor Foxp3. J Exp Med, v. 198, n. 12, p. 1875-86, 15 Dez
20083.

CHI, T. H. et al. Reciprocal regulation of CD4/CD8 expression by SWI/SNF-like BAF complexes.
Nature, v. 418, n. 6894, p. 195-9, 11 Jul 2002.

CLAPIER, C. R.; CAIRNS, B. R. The biology of chromatin remodeling complexes. Annu Rev
Biochem, v. 78, p. 273-304, 2009.

CORN, R. A. et al. T cell-intrinsic requirement for NF-kappa B induction in postdifferentiation IFN-
gamma production and clonal expansion in a Th1 response. J Immunol, v. 171, n. 4, p. 1816-24, 15
Ago 2003.

COSMA, M. P.; TANAKA, T.; NASMYTH, K. Ordered recruitment of transcription and chromatin
remodeling factors to a cell cycle- and developmentally regulated promoter. Cell, v. 97, n. 3, p. 299-
311, 30 Abr 1999.

COSTA, F. F. et al. Epigenetic silencing of the adhesion molecule ADAM23 is highly frequent in
breast tumors. Oncogene, v. 23, n. 7, p. 1481-8, 19 Fev 2004.

DARDALHON, V. et al. IL-4 inhibits TGF-beta-induced Foxp3+ T cells and, together with TGF-beta,
generates IL-9+ IL-10+ Foxp3(-) effector T cells. Nat Immunol, v. 9, n. 12, p. 1347-55, Dez 2008.

88



DE CARVALHO, D. D.; YOU, J. S.; JONES, P. A. DNA methylation and cellular reprogramming.
Trends Cell Biol, v. 20, n. 10, p. 609-17, Out 2010.

DEATON, A. M.; BIRD, A. CpG islands and the regulation of transcription. Genes Dev, v. 25, n. 10, p.
1010-22, 15 Mai 2011.

DENSLOW, S. A.; WADE, P. A. The human Mi-2/NuRD complex and gene regulation. Oncogene, v.
26, n. 37, p. 5433-8, 13 Ago 2007.

DHALLUIN, C. et al. Structure and ligand of a histone acetyltransferase bromodomain. Nature, v.
399, n. 6735, p. 491-6, 3 Jun 1999.

DJURETIC, I. M. et al. Transcription factors T-bet and Runx3 cooperate to activate Ifng and silence
[14 in T helper type 1 cells. Nat Immunol, v. 8, n. 2, p. 145-53, Fev 2007.

EALICK, S. E. et al. Three-dimensional structure of recombinant human interferon-gamma. Science,
v. 252, n. 5006, p. 698-702, 3 Maio 1991.

EGGER, G. et al. Epigenetics in human disease and prospects for epigenetic therapy. Nature, v. 429,
n. 6990, p. 457-63, 27 Maio 2004.

EISSENBERG, J. C. Molecular biology of the chromo domain: an ancient chromatin module comes of
age. Gene, v. 275, n. 1, p. 19-29, 5 Set 2001.

FAN, H. Y. et al. Distinct strategies to make nucleosomal DNA accessible. Mol Cell, v. 11, n. 5, p.
1311-22, Mai 20083.

FAZILLEAU, N. et al. Follicular helper T cells: lineage and location. Immunity, v. 30, n. 3, p. 324-35,
20 Mar 2009.

FIELDS, P. E.; KIM, S. T.; FLAVELL, R. A. Cutting edge: changes in histone acetylation at the IL-4
and IFN-gamma loci accompany Th1/Th2 differentiation. J Immunol, v. 169, n. 2, p. 647-50, 15 Jul
2002.

FITZPATRICK, D. R.; WILSON, C. B. Methylation and demethylation in the regulation of genes, cells,
and responses in the immune system. Clin Immunol, v. 109, n. 1, p. 37-45, Out 20083.

FYODOROQV, D. V. et al. Acf1 confers unique activities to ACF/CHRAC and promotes the formation
rather than disruption of chromatin in vivo. Genes Dev, v. 18, n. 2, p. 170-83, 15 Jan 2004.

GLIMCHER, L. H. et al. Recent developments in the transcriptional regulation of cytolytic effector
cells. Nat Rev Immunol, v. 4, n. 11, p. 900-11, Nov 2004.

GORELIK, L.; CONSTANT, S.; FLAVELL, R. A. Mechanism of transforming growth factor beta-
induced inhibition of T helper type 1 differentiation. J Exp Med, v. 195, n. 11, p. 1499-505, 3 Jun 2002.

GOWHER, H. et al. Mechanism of stimulation of catalytic activity of Dnmt3A and Dnmt3B DNA-
(cytosine-C5)-methyltransferases by Dnmt3L. J Biol Chem, v. 280, n. 14, p. 13341-8, 8 Abr 2005.

GRENNINGLOH, R.; KANG, B. Y.; HO, I. C. Ets-1, a functional cofactor of T-bet, is essential for Th1
inflammatory responses. J Exp Med, v. 201, n. 4, p. 615-26, 21 Fev 2005.

GROGAN, J. L. et al. Early transcription and silencing of cytokine genes underlie polarization of T
helper cell subsets. Immunity, v. 14, n. 3, p. 205-15, Mar 2001.

GRONBAEK, K.; HOTHER, C.; JONES, P. A. Epigenetic changes in cancer. APMIS, v. 115, n. 10, p.
1039-59, Out 2007.

GUO, J. U. et al. Hydroxylation of 5-methylcytosine by TET1 promotes active DNA demethylation in
the adult brain. Cell, v. 145, n. 3, p. 423-34, 29 Abr 2011

HARDISON, R. C. Conserved noncoding sequences are reliable guides to regulatory elements.
Trends Genet, v. 16, n. 9, p. 369-72, Set 2000.

89



HARGREAVES, D. C.; CRABTREE, G. R. ATP-dependent chromatin remodeling: genetics, genomics
and mechanisms. Cell Res, v. 21, n. 3, p. 396-420, Mar 2011.

HARRINGTON, L. E. et al Interleukin 17-producing CD4+ effector T cells develop via a lineage
distinct from the T helper type 1 and 2 lineages. Nat Immunol, v. 6, n. 11, p. 1123-32, Nov 2005.

HATA, K. et al. Dnmt3L cooperates with the Dnmt3 family of de novo DNA methyltransferases to
establish maternal imprints in mice. Development, v. 129, n. 8, p. 1983-93, Abr 2002.

HATTON, R. D. et al. A distal conserved sequence element controls Ifng gene expression by T cells
and NK cells. Immunity, v. 25, n. 5, p. 717-29, Nov 2006.

HO, I. C. et al. The proto-oncogene c-maf is responsible for tissue-specific expression of interleukin-4.
Cell, v. 85, n. 7, p. 973-83, 28 Jun 1996.

HOLLIDAY, R.; PUGH, J. E. DNA modification mechanisms and gene activity during development.
Science, v. 187, n. 4173, p. 226-32, 24 Jan 1975.

HUTCHINS, A. S. et al. Gene silencing quantitatively controls the function of a developmental trans-
activator. Mol Cell, v. 10, n. 1, p. 81-91, Jul 2002.

HWANG, E. S. et al. T helper cell fate specified by kinase-mediated interaction of T-bet with GATA-3.
Science, v. 307, n. 5708, p. 430-3, 21 Jan 2005.

INTLEKOFER, A. M. et al. Effector and memory CD8+ T cell fate coupled by T-bet and
eomesodermin. Nat Immunol, v. 6, n. 12, p. 1236-44, Dez 2005.

ITOH, M. et al. Thymus and autoimmunity: production of CD25+CD4+ naturally anergic and
suppressive T cells as a key function of the thymus in maintaining immunologic self-tolerance. J
Immunol, v. 162, n. 9, p. 5317-26, 1 Mai 1999.

JANSON, P. C. et al. CpG methylation of the IFNG gene as a mechanism to induce
immunosuppression in tumor-infiltrating lymphocytes. J Immunol, v. 181, n. 4, p. 2878-86, 15 Ago
2008.

JANSON, P. C.; WINERDAL, M. E.; WINQVIST, O. At the crossroads of T helper lineage commitment-
Epigenetics points the way. Biochim Biophys Acta, v. 1790, n. 9, p. 906-19, Set 2009.

JIN, C. et al. H3.3/H2A.Z double variant-containing nucleosomes mark 'nucleosome-free regions' of
active promoters and other regulatory regions. Nat Genet, v. 41, n. 8, p. 941-5, Ago 2009.

JONES, B.; CHEN, J. Inhibition of IFN-gamma transcription by site-specific methylation during T
helper cell development. EMBO J, v. 25, n. 11, p. 2443-52, 7 Jun 2006.

JONES, P. A. The DNA methylation paradox. Trends Genet, v. 15, n. 1, p. 34-7, Jan 1999.

JONES, P. L. et al. Methylated DNA and MeCP2 recruit histone deacetylase to repress transcription.
Nat Genet, v. 19, n. 2, p. 187-91, Jun 1998.

KAMIJO, R. et al. Requirement for transcription factor IRF-1 in NO synthase induction in
macrophages. Science, v. 263, n. 5153, p. 1612-5, 18 Mar 1994.

KANNO, Y. et al. Transcriptional and Epigenetic Control of T Helper Cell Specification: Molecular
Mechanisms Underlying Commitment and Plasticity. Annu Rev Immunol, 24 Mar 2011.

KAPLAN, D. H. et al. Demonstration of an interferon gamma-dependent tumor surveillance system in
immunocompetent mice. Proc Natl Acad Sci US A, v. 95, n. 13, p. 7556-61, 23 Jun 1998.

KHORASANIZADEH, S. The nucleosome: from genomic organization to genomic regulation. Cell, v.
116, n. 2, p. 259-72, 23 Jan 2004.

90



KIM, H. P.; LEONARD, W. J. CREB/ATF-dependent T cell receptor-induced FoxP3 gene expression:
a role for DNA methylation. J Exp Med, v. 204, n. 7, p. 1543-51, 9 Jul 2007.

KIM, J. I. et al. The transcription factor c-Maf controls the production of interleukin-4 but not other Th2
cytokines. Immunity, v. 10, n. 6, p. 745-51, Jun 1999.

KIM, S. T.; FIELDS, P. E.; FLAVELL, R. A. Demethylation of a specific hypersensitive site in the Th2
locus control region. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 104, n. 43, p. 17052-7, 23 Out 2007.

KORNBERG, R. D. Chromatin structure: a repeating unit of histones and DNA. Science, v. 184, n.
4139, p. 868-71, 24 Mai 1974.

KOUZARIDES, T. Chromatin modifications and their function. Cell, v. 128, n. 4, p. 693-705, 23 Fev
2007.

KURATA, H. et al. Ectopic expression of activated Stat6 induces the expression of Th2-specific
cytokines and transcription factors in developing Th1 cells. Immunity, v. 11, n. 6, p. 677-88, Dez
1999.

KURATA, H. et al. Ectopic expression of activated Stat6 induces the expression of Th2-specific
cytokines and transcription factors in developing Th1 cells. Immunity, v. 11, n. 6, p. 677-88, Dez
1999.

LAL, G. et al. Epigenetic regulation of Foxp3 expression in regulatory T cells by DNA methylation. J
Immunol, v. 182, n. 1, p. 259-73, 1 Jan 2009.

LARSEN, F. et al. CpG islands as gene markers in the human genome. Genomics, v. 13, n. 4, p.
1095-107, Ago 1992.

LAZAREVIC, V. et al. T-bet represses T(H)17 differentiation by preventing Runx1-mediated activation
of the gene encoding RORgammat. Nat Immunol, v. 12, n. 1, p. 96-104, Jan 2011.

LEE, C. E.; YOON, S. R.; PYUN, K. H. Mechanism of interferon-gamma down-regulation of the
interleukin 4-induced CD23/Fc epsilon RIl expression in human B cells: post-transcriptional
modulation by interferon-gamma. Mol Immunol, v. 30, n. 3, p. 301-7, Fev 1993.

LEE, D. U. et al. A distal enhancer in the interferon-gamma (IFN-gamma) locus revealed by genome
sequence comparison. J Biol Chem, v. 279, n. 6, p. 4802-10, 6 Fev 2004.

LEE, D. U.; AGARWAL, S.; RAO, A. Th2 lineage commitment and efficient IL-4 production involves
extended demethylation of the IL-4 gene. Immunity, v. 16, n. 5, p. 649-60, Maio 2002.

LEE, H. J. et al. GATA-3 induces T helper cell type 2 (Th2) cytokine expression and chromatin
remodeling in committed Th1 cells. J Exp Med, v. 192, n. 1, p. 105-15, 3 Jul 2000.

LEE, P. P. et al. A critical role for Dnmt1 and DNA methylation in T cell development, function, and
survival. Immunity, v. 15, n. 5, p. 763-74, Nov 2001.

LEE, Y. K. et al. Late developmental plasticity in the T helper 17 lineage. Immunity, v. 30, n. 1, p. 92-
107, 16 Jan 2009.

LI, B.; CAREY, M.; WORKMAN, J. L. The role of chromatin during transcription. Cell, v. 128, n. 4, p.
707-19, 23 Fev 2007.

LIANG, S. C. et al. Interleukin (IL)-22 and IL-17 are coexpressed by Th17 cells and cooperatively
enhance expression of antimicrobial peptides. J Exp Med, v. 203, n. 10, p. 2271-9, 2 Out 2006.

LIGHVANI, A. A. et al. T-bet is rapidly induced by interferon-gamma in lymphoid and myeloid cells.
Proc Natl Acad Sci U S A, v. 98, n. 26, p. 15137-42, 18 Dez 2001.

LIN, C. J.; TAM, R. C. Transcriptional regulation of CD28 expression by CD28GR, a novel promoter
element located in exon 1 of the CD28 gene. J Immunol, v. 166, n. 10, p. 6134-43, 15 Maio 2001.

91



LOGIE, C.; PETERSON, C. L. Catalytic activity of the yeast SWI/SNF complex on reconstituted
nucleosome arrays. EMBO J, v. 16, n. 22, p. 6772-82, 17 Nov 1997.

LUO, D. et al. Methylation of CpG islands of p16 associated with progression of primary gastric
carcinomas. Lab Invest, v. 86, n. 6, p. 591-8, Jun 2006.

MAKAR, K. W.; WILSON, C. B. DNA methylation is a nonredundant repressor of the Th2 effector
program. J Immunol, v. 173, n. 7, p. 4402-6, 1 Out 2004.

MCARTHUR, M.; GERUM, S.; STAMATOYANNOPOULOS, G. Quantification of DNasel-sensitivity by
real-time PCR: quantitative analysis of DNasel-hypersensitivity of the mouse beta-globin LCR. J Mol
Biol, v. 313, n. 1, p. 27-34, 12 Out 2001.

METIVIER, R. et al. Cyclical DNA methylation of a transcriptionally active promoter. Nature, v. 452, n.
7183, p. 45-50, 6 Mar 2008.

MILLER, S. A. et al. Coordinated but physically separable interaction with H3K27-demethylase and
H3K4-methyltransferase activities are required for T-box protein-mediated activation of developmental
gene expression. Genes Dev, v. 22, n. 21, p. 2980-93, 1 Nov 2008.

MILNE, T. A. et al. MLL targets SET domain methyltransferase activity to Hox gene promoters. Mol
Cell, v. 10, n. 5, p. 1107-17, Nov 2002.

MITO, Y.; HENIKOFF, J. G.; HENIKOFF, S. Histone replacement marks the boundaries of cis-
regulatory domains. Science, v. 315, n. 5817, p. 1408-11, 9 Mar 2007.

MIZUGUCHI, G. et al. ATP-driven exchange of histone H2AZ variant catalyzed by SWR1 chromatin
remodeling complex. Science, v. 303, n. 5656, p. 343-8, 16 Jan 2004.

MOHANDAS, T.; SPARKES, R. S.; SHAPIRO, L. J. Reactivation of an inactive human X chromosome:
evidence for X inactivation by DNA methylation. Science, v. 211, n. 4480, p. 393-6, 23 Jan 1981.

MOSMANN, T. R. et al. Two types of murine helper T cell clone. I. Definition according to profiles of
lymphokine activities and secreted proteins. J Immunol, v. 136, n. 7, p. 2348-57, 1 Abr 1986.

MULLEN, A. C. et al. Hix is induced by and genetically interacts with T-bet to promote heritable T(H)1
gene induction. Nat Immunol, v. 3, n. 7, p. 652-8, Jul 2002.

MUNSHI, A. et al. Histone modifications dictate specific biological readouts. J Genet Genomics, v.
36, n. 2, p. 75-88, Fev 2009.

NAN, X.; CAMPOQY, F. J.; BIRD, A. MeCP2 is a transcriptional repressor with abundant binding sites in
genomic chromatin. Cell, v. 88, n. 4, p. 471-81, 21 Fev 1997.

NAOE, Y. et al. Repression of interleukin-4 in T helper type 1 cells by Runx/Cbf beta binding to the 114
silencer. J Exp Med, v. 204, n. 8, p. 1749-55, 6 Ago 2007.

NEELY, K. E. et al. Transcription activator interactions with multiple SWI/SNF subunits. Mol Cell Biol,
v. 22, n. 6, p. 1615-25, Mar 2002.

NURIEVA, R. I. et al. Generation of T follicular helper cells is mediated by interleukin-21 but
independent of T helper 1, 2, or 17 cell lineages. Immunity, v. 29, n. 1, p. 138-49, 18 Jul 2008.

OKANO, M. et al. DNA methyltransferases Dnmt3a and Dnmt3b are essential for de novo methylation
and mammalian development. Cell, v. 99, n. 3, p. 247-57, 29 Out 1999.

OOl, S. K. et al. DNMT3L connects unmethylated lysine 4 of histone H3 to de novo methylation of
DNA. Nature, v. 448, n. 7154, p. 714-7, 9 Ago 2007.

OO0, S. K.; BESTOR, T. H. The colorful history of active DNA demethylation. Cell, v. 133, n. 7, p.
1145-8, 27 Jun 2008.

92



PARK, H. et al. A distinct lineage of CD4 T cells regulates tissue inflammation by producing
interleukin 17. Nat Immunol, v. 6, n. 11, p. 1133-41, Nov 2005.

PEARCE, E. L. et al. Control of effector CD8+ T cell function by the transcription factor
Eomesodermin. Science, v. 302, n. 5647, p. 1041-3, 7 Nov 2003.

PENIX, L. et al. Two essential regulatory elements in the human interferon gamma promoter confer
activation specific expression in T cells. J Exp Med, v. 178, n. 5, p. 1483-96, 1 Nov 1993.

PENIX, L. A. et al. The proximal regulatory element of the interferon-gamma promoter mediates
selective expression in T cells. J Biol Chem, v. 271, n. 50, p. 31964-72, 13 Dez 1996.

PIATTI, P.; ZEILNER, A.; LUSSER, A. ATP-Dependent Chromatin Remodeling Factors and Their
Roles in Affecting Nucleosome Fiber Composition. Int J Mol Sci, v. 12, n. 10, p. 6544-65, 2011.

PLACEK, K. et al. Integration of distinct intracellular signaling pathways at distal regulatory elements
directs T-bet expression in human CD4+ T cells. J Immunol, v. 183, n. 12, p. 7743-51, 15 Dez 2009.

PROKHORTCHOUK, A. et al. The p120 catenin partner Kaiso is a DNA methylation-dependent
transcriptional repressor. Genes Dev, v. 15, n. 13, p. 1613-8, 1 Jul 2001.

RIGGS, A. D. X inactivation, differentiation, and DNA methylation. Cytogenet Cell Genet, v. 14, n. 1,
p. 9-25, 1975.

ROBERTSON, K. D. et al. Transcriptional activation of the Epstein-Barr virus latency C promoter after
5-azacytidine treatment: evidence that demethylation at a single CpG site is crucial. Mol Cell Biol, v.
15, n. 11, p. 6150-9, Nov 1995.

ROGUEV, A. et al. The Saccharomyces cerevisiae Set1 complex includes an Ash2 homologue and
methylates histone 3 lysine 4. EMBO J, v. 20, n. 24, p. 7137-48, 17 Dez 2001.

ROTTACH, A.; LEONHARDT, H.; SPADA, F. DNA methylation-mediated epigenetic control. J Cell
Biochem, v. 108, n. 1, p. 43-51, 1 Set 2009.

ROUSSET, F. et al. Regulation of Fc receptor for IgE (CD23) and class Il MHC antigen expression on
Burkitt's lymphoma cell lines by human IL-4 and IFN-gamma. J Immunol, v. 140, n. 8, p. 2625-32, 15
Abr 1988.

SAKAGUCHI, S. et al. Immunologic self-tolerance maintained by activated T cells expressing IL-2
receptor alpha-chains (CD25). Breakdown of a single mechanism of self-tolerance causes various
autoimmune diseases. Jd Immunol, v. 155, n. 3, p. 1151-64, 1 Ago 1995.

SARRAF, S. A.; STANCHEVA, I. Methyl-CpG binding protein MBD1 couples histone H3 methylation at
lysine 9 by SETDB1 to DNA replication and chromatin assembly. Mol Cell, v. 15, n. 4, p. 595-605, 27
Ago 2004.

SAWALHA, A. H. Epigenetics and T-cell immunity. Autoimmunity, v. 41, n. 4, p. 245-52, Maio 2008.
SCHOENBORN, J. R. et al. Comprehensive epigenetic profiling identifies multiple distal regulatory
elements directing transcription of the gene encoding interferon-gamma. Nat Immunol, v. 8, n. 7, p.
732-42, Jul 2007.

SCHRODER, K. et al. Interferon-gamma: an overview of signals, mechanisms and functions. J
Leukoc Biol, v. 75, n. 2, p. 163-89, Fev 2004.

SEGAL, E.; WIDOM, J. What controls nucleosome positions? Trends Genet, v. 25, n. 8, p. 335-43,
Ago 2009.

SEKO, Y. et al. The role of cytokine mRNA stability in the pathogenesis of autoimmune disease.
Autoimmun Rev, v. 5, n. 5, p. 299-305, Mai 2006.

SEWARD, D. J. et al. Demethylation of trimethylated histone H3 Lys4 in vivo by JARID1 JmjC
proteins. Nat Struct Mol Biol, v. 14, n. 3, p. 240-2, Mar 2007.

93



SHAKYA, A. et al. Oct1 is a switchable, bipotential stabilizer of repressed and inducible transcriptional
states. J Biol Chem, v. 286, n. 1, p. 450-9, 7 Jan 2011.

SHAO, J. et al. [Expression of cellular phenotype switching markers-matrix protein Gla, mRNA and
collagen |, Ill and V of human airway smooth muscle cells in vitro after TGF-betal stimulation].
Zhonghua Er Ke Za Zhi, v. 44, n. 7, p. 531-4, Jul 2006.

SHARMA, S.; KELLY, T. K.; JONES, P. A. Epigenetics in cancer. Carcinogenesis, v. 31, n. 1, p. 27-
36, Jan 2010.

SHEVACH, E. M. From vanilla to 28 flavors: multiple varieties of T regulatory cells. Immunity, v. 25, n.
2, p. 195-201, Ago 2006.

SHI, M. et al. Janus-kinase-3-dependent signals induce chromatin remodeling at the Ifng locus during
T helper 1 cell differentiation. Immunity, v. 28, n. 6, p. 763-73, Jun 2008.

SHI, Y. et al. Histone demethylation mediated by the nuclear amine oxidase homolog LSD1. Cell, v.
119, n. 7, p. 941-53, 29 Dez 2004.

SHNYREVA, M. et al. Evolutionarily conserved sequence elements that positively regulate IFN-
gamma expression in T cells. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 101, n. 34, p. 12622-7, 24 Ago 2004.

SICA, A. et al. Interaction of NF-kappaB and NFAT with the interferon-gamma promoter. J Biol
Chem, v. 272, n. 48, p. 30412-20, 28 Nov 1997.

SIMS, S. H. et al. A novel interferon-inducible domain: structural and functional analysis of the human
interferon regulatory factor 1 gene promoter. Mol Cell Biol, v. 13, n. 1, p. 690-702, Jan 1993.

SNAPPER, C. M.; PAUL, W. E. Interferon-gamma and B cell stimulatory factor-1 reciprocally regulate
lg isotype production. Science, v. 236, n. 4804, p. 944-7, 22 Mai 1987.

SOUTTO, M.; ZHOU, W.; AUNE, T. M. Cutting edge: distal regulatory elements are required to
achieve selective expression of IFN-gamma in Th1/Tc1 effector cells. J Immunol, v. 169, n. 12, p.
6664-7, 15 Dez 2002.

SPILIANAKIS, C. G. et al. Interchromosomal associations between alternatively expressed loci.
Nature, v. 435, n. 7042, p. 637-45, 2 Jun 2005.

STERNER, D. E.; BERGER, S. L. Acetylation of histones and transcription-related factors. Microbiol
Mol Biol Rev, v. 64, n. 2, p. 435-59, Jun 2000.

STETSON, D. B. et al. Constitutive cytokine mRNAs mark natural killer (NK) and NK T cells poised for
rapid effector function. J Exp Med, v. 198, n. 7, p. 1069-76, 6 Out 2003.

SUETAKE, I. et al. DNMT3L stimulates the DNA methylation activity of Dnmt3a and Dnmt3b through a
direct interaction. J Biol Chem, v. 279, n. 26, p. 27816-23, 25 Jun 2004.

SULLIVAN, B. M. et al. Antigen-driven effector CD8 T cell function regulated by T-bet. Proc Natl
Acad Sci US A, v. 100, n. 26, p. 15818-23, 23 Dez 2003.

SWEETSER, M. T. et al. The roles of nuclear factor of activated T cells and ying-yang 1 in activation-
induced expression of the interferon-gamma promoter in T cells. J Biol Chem, v. 273, n. 52, p. 34775-
83, 25 Dez 1998.

SZABO, S. J. et al. A novel transcription factor, T-bet, directs Th1 lineage commitment. Cell, v. 100, n.
6, p. 655-69, 17 Mar 2000.

SZABO, S. J. et al. Distinct effects of T-bet in TH1 lineage commitment and IFN-gamma production in
CD4 and CD8 T cells. Science, v. 295, n. 5553, p. 338-42, 11 Jan 2002.

TAHILIANI, M. et al. Conversion of 5-methylcytosine to 5-hydroxymethylcytosine in mammalian DNA
by MLL partner TET1. Science, v. 324, n. 5929, p. 930-5, 15 Maio 2009.

94



TAKAI D.; JONES, P. A. Comprehensive analysis of CpG islands in human chromosomes 21 and 22.
Proc Natl Acad Sci U S A, v. 99, n. 6, p. 3740-5, 19 Mar 2002.

TANAY, A. et al. Hyperconserved CpG domains underlie Polycomb-binding sites. Proc Natl Acad Sci
US A, v. 104, n. 13, p. 5521-6, 27 Mar 2007.

TATO, C. M. et al. Cutting Edge: Innate production of IFN-gamma by NK cells is independent of
epigenetic modification of the IFN-gamma promoter. J Immunol, v. 173, n. 3, p. 1514-7, 1 Ago 2004.

TATO, C. M. et al. Inhibition of NF-kappa B activity in T and NK cells results in defective effector cell
expansion and production of IFN-gamma required for resistance to Toxoplasma gondii. J Immunol, v.
170, n. 6, p. 3139-46, 15 Mar 2003.

TATO, C. M. et al. Opposing roles of NF-kappaB family members in the regulation of NK cell
proliferation and production of IFN-gamma. Int Immunol, v. 18, n. 4, p. 505-13, Abr 2006.

TAUNTON, J.; HASSIG, C. A.; SCHREIBER, S. L. A mammalian histone deacetylase related to the
yeast transcriptional regulator Rpd3p. Science, v. 272, n. 5260, p. 408-11, 19 Abr 1996

TEIXEIRA, L. K. et al. IFN-gamma production by CD8+ T cells depends on NFAT1 transcription factor
and regulates Th differentiation. J Immunol, v. 175, n. 9, p. 5931-9, 1 Nov 2005.

THOMA, F.; KOLLER, T.; KLUG, A. Involvement of histone H1 in the organization of the nucleosome
and of the salt-dependent superstructures of chromatin. J Cell Biol, v. 83, n. 2 Pt 1, p. 403-27, Nov
1979.

TONG, J. K. et al. Chromatin deacetylation by an ATP-dependent nucleosome remodelling complex.
Nature, v. 395, n. 6705, p. 917-21, 29 Out 1998.

TRINCHIERI, G.; SHER, A. Cooperation of Toll-like receptor signals in innate immune defence. Nat
Rev Immunol, v. 7, n. 3, p. 179-90, Mar 2007.

USUI, T. et al. GATA-3 suppresses Th1 development by downregulation of Stat4 and not through
effects on IL-12Rbeta2 chain or T-bet. Immunity, v. 18, n. 3, p. 415-28, Mar 2003.

VELDHOEN, M. et al. Transforming growth factor-beta 'reprograms’ the differentiation of T helper 2
cells and promotes an interleukin 9-producing subset. Nat Immunol, v. 9, n. 12, p. 1341-6, Dez 2008.

VETTESE-DADEY, M. et al. Acetylation of histone H4 plays a primary role in enhancing transcription
factor binding to nucleosomal DNA in vitro. EMBO J, v. 15, n. 10, p. 2508-18, 15 Maio 1996.

WADE, P. A. et al. Mi-2 complex couples DNA methylation to chromatin remodelling and histone
deacetylation. Nat Genet, v. 23, n. 1, p. 62-6, Set 1999.

WEI, G. et al. Global mapping of H3K4me3 and H3K27me3 reveals specificity and plasticity in lineage
fate determination of differentiating CD4+ T cells. Immunity, v. 30, n. 1, p. 155-67, 16 Jan 2009.

WILSON, C. B. et al. DNA methylation and the expanding epigenetics of T cell lineage commitment.
Semin Immunol, v. 17, n. 2, p. 105-19, Abr 2005.

WILSON, C. B.; ROWELL, E.; SEKIMATA, M. Epigenetic control of T-helper-cell differentiation. Nat
Rev Immunol, v. 9, n. 2, p. 91-105, Fev 2009.

WINDERS, B. R.; SCHWARTZ, R. H.; BRUNIQUEL, D. A distinct region of the murine IFN-gamma
promoter is hypomethylated from early T cell development through mature naive and Thi cell
differentiation, but is hypermethylated in Th2 cells. J Immunol, v. 173, n. 12, p. 7377-84, Dec 15
2004.

WOLFFE, A. P.; MATZKE, M. A. Epigenetics: regulation through repression. Science, v. 286, n. 5439,
p. 481-6, 15 Out 1999.

WU, H. et al. Dual functions of Tet1 in transcriptional regulation in mouse embryonic stem cells.
Nature, v. 473, n. 7347, p. 389-93, 19 Mai 2011.

95



WU, H.; ZHANG, Y. Mechanisms and functions of Tet protein-mediated 5-methylcytosine oxidation.
Genes Dev, v. 25, n. 23, p. 2436-52, 1 Dez 2011.

YANG, J. et al. IL-18-stimulated GADDA45 beta required in cytokine-induced, but not TCR-induced,
IFN-gamma production. Nat Immunol, v. 2, n. 2, p. 157-64, Fev 2001.

YANG, J. G. et al. The chromatin-remodeling enzyme ACF is an ATP-dependent DNA length sensor
that regulates nucleosome spacing. Nat Struct Mol Biol, v. 13, n. 12, p. 1078-83, Dez2006.

YANG, X. J.; SETO, E. Collaborative spirit of histone deacetylases in regulating chromatin structure
and gene expression. Curr Opin Genet Dev, v. 13, n. 2, p. 143-53, Abr 2003.

YOUNG, H. A. et al. Differentiation of the T helper phenotypes by analysis of the methylation state of
the IFN-gamma gene. J Immunol, v. 153, n. 8, p. 3603-10, 15 Out 1994.

YU, J. et al. Pro- and antiinflammatory cytokine signaling: reciprocal antagonism regulates interferon-
gamma production by human natural killer cells. Immunity, v. 24, n. 5, p. 575-90, Maio 2006.

ZEDIAK, V. P. et al. Cutting edge: persistently open chromatin at effector gene loci in resting memory
CD8+ T cells independent of transcriptional status. J Immunol, v. 186, n. 5, p. 2705-9, 1 Mar 2011.

ZHANG, F.; BOOTHBY, M. T helper type 1-specific Brg1 recruitment and remodeling of nucleosomes
positioned at the IFN-gamma promoter are Stat4 dependent. J Exp Med, v. 203, n. 6, p. 1493-505, 12
Jun 2006.

ZHANG, Y. et al. Interferon gamma stabilizes the T helper cell type 1 phenotype. J Exp Med, v. 194,
n. 2, p. 165-72, 16 Jul 2001.

ZHENG, W.; FLAVELL, R. A. The transcription factor GATA-3 is necessary and sufficient for Th2
cytokine gene expression in CD4 T cells. Cell, v. 89, n. 4, p. 587-96, 16 Maio 1997.

ZHOU, W.; CHANG, S.; AUNE, T. M. Long-range histone acetylation of the Ifng gene is an essential
feature of T cell differentiation. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 101, n. 8, p. 2440-5, 24 Fev 2004

ZHU, H. et al. Unexpected characteristics of the IFN-gamma reporters in nontransformed T cells. J
Immunol, v. 167, n. 2, p. 855-65, 15 Jul 2001.

ZHU, J. et al. Conditional deletion of Gata3 shows its essential function in T(H)1-T(H)2 responses.
Nat Immunol, v. 5, n. 11, p. 1157-65, Nov 2004.

ZHU, J. et al. Conditional deletion of Gata3 shows its essential function in T(H)1-T(H)2 responses.
Nat Immunol, v. 5, n. 11, p. 1157-65, Nov 2004.

ZHU, J.; PAUL, W. E. CD4 T cells: fates, functions, and faults. Blood, v. 112, n. 5, p. 1557-69, 1 Set
2008.

ZHU, J.; PAUL, W. E.. Heterogeneity and plasticity of T helper cells. Cell Res, v. 20, n. 1, p. 4-12, Jan
2010.

96



