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RESUMO

Frazdo, JB. Efeito do IFN-y e TNF-a sobre a expressédo génica de CYBB e processamento de
seus transcritos. [tese (Doutorado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomedicas da Universidade de Sdo Paulo; 2014.

O sistema NADPH oxidase fagocitico humano é responsavel pela geracdo de
superdxido e outros reativos intermediarios do oxigénio, criticos na defesa contra patdgenos.
Defeitos neste sistema resultam na doenca granulomatosa crénica (DGC), caracterizado por
infeccdes recorrentes graves. Nesta tese de doutorado, investigamos o efeito do IFN-y sobre
eventos pdés-transcricionais relativos a expressao do gene CYBB (gene da gp91-phox) em
leucdcitos de individuos saudaveis e de pacientes com DGC ligada ao X, ocasionada por
defeitos de splicing. Analisamos a influéncia do IFN-y sobre o padrdo de expressdao das
proteinas que comp&em o spliceossomo, o padrdo de expressdo dos transcritos totais do gene
CYBB, determinando o nivel de expressdo total dos transcritos e a atividade do sistema
NADPH oxidase medindo a liberagdo de superdxido, avaliada antes e apds o tratamento com
IFN-y. A analise dos mecanismos que regulam a expressao e funcao deste sistema é de grande
importancia para a compreensdo da fisiologia das células fagociticas e de sua atividade
microbicida. Os mecanismos que levam as diferentes formas clinicas de DGC n&o estdo bem
esclarecidos, da mesma forma que o efeito do IFN-y sobre esse sistema enzimatico,
justificando o presente estudo. Os dados obtidos nos permitem concluir que o IFN-y in vitro
aumenta a expressao de transcritos do gene CYBB e NCF1 tanto de células THP1, U937 e
GM12878, quanto de células de linhagem B-EBV de individuos sadios e dos pacientes
estudados. Além disso, o IFN-y causa modificagdes na expressdo de genes relacionados a
transcricdo, ao processo de splicing, a genes de fatores de transcricdo, genes relacionados a
via do TNF-a e genes com splicing alternativos em células THP1, U937 e B-EBV.
Observamos que o IFN-y in vitro dimunui a expressdao do gene SRPK1 em células THP1,
dimunui a expressdo dos genes THOC4 NONO, SF3A1, SRRM1 UPF3A e aumenta de
expressdao de SRSF10, SRSF10 SNRPAL e C2 em células de paciente DGC secundaria a
defeitos de splicing. Identificamos que o IFN-y e 0o TNF-a induzem a ativacdo celular
causando aumento da expressdo das proteinas envolvidas no processo do splicing, ativando o
spliceossoma. No modelo experimental utilizado, em camundongos, a presenca do IFN-y e do
TNF-a induzem um aumento da presenga de neutrédfilos ativados no sitio da inflamacdo e
influem na producédo de neutrofilos e na ativagdo destes na medula éssea. O IFN-y e 0 LPS
aumentam a expressao dos genes do sistema NADPH oxidase mediante modificacdo de
padrdes de expressao de transcritos (isoformas, pseudogenes ou formas variantes em regifes
codantes de mRNA). Concluimos que o IFN-y apresenta uma ac¢do pleiotropica sendo capaz
de aumentar a expressdo de genes importantes para uma resposta eficiente do sistema
imunoldgico. Dentre os quais incluimos o sistema NADPH oxidase e genes e proteinas
relacionados ao processo de splicing, que podem estar relacionados aos efeitos benéficos
observados no uso do IFN-y em pacientes com DGC, ocasionada por defeitos de splicing.

Palavras-chave: Doenga Granulomatosa Cronica ligado ao X. X-DGC. Splicing. IFN-gama.
TNF-alpha.



ABSTRACT

Frazdo, JB. The effect of IFN-y and TNF-a on CYBB gene expression and its transcripts
processing. [PhD thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomeédicas da
Universidade de S&o Paulo; 2014.

The human phagocyte NADPH oxidase is responsible for the generation of superoxide
and other reactive oxygen intermediates, critical in the defense against pathogens. Defects in
this system result in chronic granulomatous disease (CGD), which is characterized by severe
recurrent infections. In this PhD Thesis, we investigated the effect of IFN-y on post-
transcriptional events related to the expression of CYBB gene (gene of gp91-phox) in
leukocytes of healthy individuals and of patients with X-linked CGD, caused by splicing
defects. We analyzed the influence of IFN-y on the expression pattern of the proteins that
composes the spliceosome, the expression pattern of total CYBB gene transcripts,
determinating the level of total expression of transcripts, and the NADPH oxidase activity by
measuring superoxide release before and after IFN-y treatment. The analysis of the
mechanisms that regulate the expression and function of this system is of great importance for
the understanding of the physiology of phagocytic cells and its microbicidal activity. The
mechanisms that leads to different clinical forms of CGD are not clear, as well as the IFN-y
effect on this enzymatic system, justifying the present study. The obtained data allow us to
conclude that in vitro IFN-y increases the mRNA expression of CYBB and NCF1 gene
transcripts, in THP1, U937, and GM12878 cells, as well as in the EBV-B cell lineage of
healthy individuals and studied patients. In addition, IFN-y causes changes in the expression
of genes related to transcription, splicing, genes related to the TNF-a pathway and genes with
alternative splicing in THP1, U937, and B-EBV cell lines. We observed that in vitro IFN-y
decreases SRPK1 gene expression in THP1 cells, and decreases the expression of THOC4
NONO, SF3Al, SRRM1 UPF3A genes, and increases the expression of SRSF10, SRSF10
SNRPAL, and C2 genes in cells from CGD patients, due to splicing defects. We found that
IFN-y and TNF-a induce cell activation causing increased expression of proteins involved in
the splicing process, thus activating the spliceosome. In the used experimental model, in mice,
the presence of IFN-y and TNF-a induce an increase of the number of activated neutrophils at
the inflammation site and influence the production of neutrophils and its activation at the bone
marrow. IFN-y and LPS increase the expression of the genes encoding the NADPH oxidase
system by modyfing expression patterns of transcripts (isoforms or variant pseudogenes in
MRNA coding regions). We conclude that IFN-y present a pleiotropic effect able to increase
the expression of important genes for an effective immune response. Among them we include
the NADPH oxidase system, and genes and proteins related to the splicing process, which
may be related to the beneficial effects related to the use of IFN-y in CGD patient caused by
splicing defects.

Key Words: X linked Chronic Granulomatous Disease. X-CGD. Splicing. IFN-gamma. TNF-
alpha.



1 INTRODUCAO

1.1 Doenca Granulomatosa Cronica (DGC)

A doenca granulomatosa cronica (DGC), (OMIM # 306400, 233690, 233700, 233710,
608203) é uma imunodeficiéncia congénita caracterizada pela ocorréncia precoce de
infeccdes graves e recorrentes que afetam inicialmente as barreiras naturais do organismo,
como os pulmdes, nodulos linfaticos, pele e, eventualmente, érgdos como o figado, baco,
0ss0s e cérebro. A ocorréncia de abscesso hepético € uma caracteristica da DGC. A incidéncia
estimada desta doenca € 1/250.000 nascidos vivos por ano (1).

As infeccBes sdo geralmente causadas por bactérias catalase negativas, como
Staphylococcus aureus e bacilos gram-negativos, e espéecies de fungos, tais como Aspergillus
e Candida (1). Outros patdgenos incluem Burkholderia cepacia, Chromobacterium
violaceum, Nocardia, e Serratia marcescens invasivos. Nos paises em desenvolvimento como
o0 Brasil, a vacina BCG causa efeitos adversos em até 20% dos pacientes com DGC (2).

O mecanismo imunopatologico da DGC é uma atividade microbicida defeituosa nos
fagdcitos, associada a uma falha da NADPH-oxidase de fagocitos ao produzir radicais livres
derivados do oxigénio. Os defeitos moleculares que causam a DGC decorrem da auséncia ou
baixa expressdo de um ou mais componentes do sistema NADPH-oxidase, levando a uma
falha na explosdo respiratoria de fagdcitos (1). A forma ligada ao X da doenca € a mais
frequente (aproximadamente 60%) e causada por defeitos na gp91-phox (proteina codificada
pelo gene CYBB) (1). As formas autossomicas recessivas sdo causadas por defeitos em um
dos componentes citosolicos da NADPH-oxidase: p47-phox (associado a aproximadamente
30% dos casos e codificado pelo gene NCF1), p67-phox, p22-phox, ou p40-phox (codificados
pelos genes NCF2, CYBA e NCF4 respectivamente; respondem em conjunto por 10% dos
casos) (1). A p22-phox e gp91-phox, sdo os componentes de membrana e se associam
formando o citocromo bssg (Cit bssg) (3). Além destes, existem dois casos relatados de
deficiéncia de RAC2 associada a uma exploséo respiratoria defeituosa e deficiéncia de adesdo
de leucdcitos (4). Uma figura esquematica do sistema NADPH-oxidase é apresentada abaixo
(Figura 1).
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Figura 1: Sistema NADPH-oxidase. As duas subunidades de membrana, gp91-phox e p22-phox,
formam o citocromo bssg. No citosol, apos estimulo do sistema, as proteinas p40-phox,
p47-phox e p67-phox formam um complexo que sofrem alteragdes conformacionais e
translocam-se até a membrana, ligando-se ao citocromo bsss. E no interior da gp91-phox
gue ocorre a transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular.

A classificacdo atual da DGC foi proposta de acordo com o defeito molecular
especifico (5). O padrdo de heranca é definido por "A" para autossémica ou "X" para ligados
ao X, enguanto o componente defeituoso € representado pelo peso molecular da proteina,

"91", "22", "47" "67", ou "40", e o nivel de expressdo de proteina é designado como "% para

ntn

ausente, para 0 presente, e "™ para reduzido. O fenétipo X91° é o mais frequente,
resultado da auséncia de expressdo da gp9l-phox e auséncia de explosdo respiratoria. O
fendtipo X91° é menos frequente e designa a forma variante leve da DGC. O fen6tipo X91°
possui niveis normais de gp91-phox, no entanto, a explosédo respiratoria é reduzida ou ausente.
A maioria das formas autossémicas recessivas da DGC ndo apresenta expressédo residual do
componente defeituoso (fen6tipos A22°, A47°, A67°). Dentre os defeitos genéticos
encontrados em pacientes com DGC, existem delegdes, inser¢des ou substituiches. A
diversidade dessas mutacGes e 0s varios genes afetados explicam a heterogeneidade clinica e
genética encontrados na DGC (5, 6). Mutacgdes proximas aos sitios de splicing que levam a
DGC, por interferir com o processamento do RNA mensageiro, foram documentadas em 39
de 251 casos estudados (5, 7-9) A maioria das mutacBes que ocorrem em sitios de splicing
acarretam no fen6tipo X91° devido a delegdo de um ou mais exons, isto é uma caracterfstica
da maioria das mutagdes do tipo splicing que levam a DGC ligada ao sexo anteriormente
documentadas (10). Entretanto, em uma minoria de casos, tais mutacfes levam ao fenoétipo

X917, devido & manutencéo parcial do splicing normal (2, 5).



MutagOes no gene CYBB séo encontradas em cerca de 70% de todos os pacientes com
DGC. PublicagBes mais recentes analisaram 1267 familias ndo relacionadas com 1415
pacientes com DGC ligado ao X e identificaram um total de 681 mutacdes diferentes. Destas
681 mutacOes, 498 mutacbes (73,1%) sdo exclusivas de uma familia. Documentaram a
delecbes (35,6%), insercbes (7,9%), delecBes/insercdes (2,8%), mutacBes em sitios de
splicing (17,6%), mutacGes missense (21,3%), mutagOes nonsense (14,1%) e mutacdes em
sitios promotores (0,7%). Além disso, polimorfismos aparentemente benignos no CYBB
também se encontram descritos (6).

O manejo de pacientes com DGC inclui o uso de antibioticos profilaticos, antifingicos
e IFN-y, juntamente com o tratamento prolongado e agressivo de infecgdes (1, 7, 11). O uso
de IFN-y na dose de 50mcg/m? dado 3 vezes na semana é bem tolerado e reduz em 70% a
ocorréncia de infeccBes graves de acordo com o The International CGD Cooperative Study
Group (12), sendo esta observagédo corroborada por outros estudos (13-15). O transplante de
medula déssea e terapia génica oferece cura em potencial para DGC, embora com risco e

toxicidade consideravel (16).

1.2 Interferon-gama (IFN-y) e Doen¢a Granulomatosa Cronica (DGC)

As citocinas regulam a proliferacédo e diferenciacdo de linfécitos na fase de ativacéo da
resposta imune adaptativa e medeia a ativacao de células efetoras especializadas na fase final
da imunidade adaptativa. No entanto, elas sdo também importantes em VArios processos
mediados pela resposta imune inata. Dentre as varias citocinas, o IFN-y produzido por células
T CD4+ e células NK, ativa macréfagos, promove a diferenciacdo de células Thl e inibe a
proliferacdo de células Th2. O IFN-y estimula a atividade microbicida dos fagocitos, a sintese
de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio, e a producdo de opsoninas e
anticorpos 1gG fixadores de complemento (17). O IFN-y exerce seus efeitos a nivel celular ao
interagir com receptores especificos para o IFN-y (composto por duas subunidades, IFNGR1 e
IFNGR2). A ligacdo do IFN-y ao seu receptor induz sua oligomerizagdo e ativacgéo, via trans-
fosforilacdo, do receptor-associado a Janus Kinases 1 e 2 (JAK1 e JAK2). A ativacdo das
JAKSs fosforilam o dominio intracelular do receptor (como exemplo, tirosina 440 do IFNGR1
humano) que serve como sitio de ligagdo para o Signal transducer and activator of
transcription 1 (STAT1). O STAT1 ¢ fosforilado na tirosina 701, sofre dimerizagdo, transloca

para 0 nucleo e regula a expressdo génica por meio da ligacdo aos elementos Gamma-



activated sequence (GAS) nos promotores dos genes regulados pelo IFN-y (18). Algumas
quinases podem fosforilar o STAT1 na Serina 727 (Ser727). Essa fosforilagdo ndo € requerida
para a translocacdo do STATL para o nucleo ou para sua ligacdo aos promotores. No entanto,
é essencial para a ativagdo transcricional completa. Estas quinases incluem Protein kinase C
delta (PKC-delta) e Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1l (CaMK II) (19, 20). O
IFN-y ativa a via de sinalizagdo do Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/v-AKT murine
thymoma viral oncogene homolog (AKT), possivelmente por meio do adaptador Cas-Br-M,
sequéncia transformadora ecotrdpica retroviral (c-Cbl) que se liga a subunidade reguladora do
PI3K (PI3K reg class 1A). PKC-delta € uma molécula efetora da via do PI3K (21). Embora o
mecanismo de ativacdo do PKC-delta dependente do PI3K ainda ndo tenha sido esclarescido,
a fosforalizacdo do PKC-delta dependente do PI3K pelo 3-Phosphoinositide dependent
protein kinase-1 (PDPKZ1) ja foi descrito (22).

O IFN-y tambem induz ativacdo do v-CRK avian sarcoma virus CT10 oncogene
homolog-like (CrkL) mediado pelo c-Cbl, o que propicia uma ligacdo entre o receptor de IFN-
vy € Rap guanine nucleotide exchange factor 1 (C3G) e resulta na ativacdo do RAP1A
(membro da familia do oncogene RAS, Rapl1A), uma proteina conhecida por suprmir tumor e
mediar respostas inibitdrias de crescimento de forma dependente do IFN-y (23).

IFN-y também induz a fosforilagdo de Phospholipase C gamma 2 (PLC-gamma 2) por
JAK1/2. Diacilglicerol (DAG) é o produto da atividade enzimatica de PLC-gamma 2 que
pode ativar algumas das isoformas da protein kinase C, incluindo PKC-alpha. O PKC-alpha
pode estimular a atividade da tyrosine-protein kinase SRC-1 (c-Src). Apesar de PKC-alpha
fosforilar o c-Src de forma direta, Actin filament associated protein (AFAP) é essencial para
esta ativacdo do c-Src (24). c-Src por sua vez ativa STAT1 pela fosforilagdo na tirosina 701.
Esta inducdo da via PLC-gamma 2/PKC-alpha/c-Src/STATL1 pelo IFN-y causa a expressao do
gene do Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) (25).

H& varios alvos conhecidos do STATL1 na sinalizagdo mediada pelo IFN-y como o
SMAD family member 7 (SMAD?7), Interferon regulatory factor 1 (IRF1) e proteinas
envolvidas na regulacdo do ciclo celular, como por exemplo, v-Myc myelocytomatosis viral
oncogene homolog (c-Myc) e Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) (26, 27). IRF1
participa na ativacdo do Suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1). A proteina SOCS-1 ¢
critico para a inibicdo de respostas do IFN-y (28). O IFN-y induz a expressdao de SOCS1
indiretamente, pela inducéo da expresséo do fator de transcricdo IRF-1 via STATL. IRF-1 por

sua vez estimula a transcricdo do gene SOCS-1 (29).



Varias proteinas interagem com STAT1 e modulam sua atividade transcripcional:
CREB-binding proteins (CBP e p300), Minichromosome maintenance protein 5 (MCM5) e
Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCA1). CBP e p300 possuem atividade histona acetil
transferase e funcionam como co-activators. MCM5 e BRCAL se associam com STAT1
fosforilado e aumentam sua atividade transcricional (18).

Adicionalmente, IFN-y pode ativar a via independente de JAK-STAT. A tirosina
kinase dependente de calcio, PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta (Pyk2(FAK2)) é substrato
para JAK2.Pyk2(FAK2) fosforila Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4
(MEKK4). MEKK4 fosforilada por sua vez fosforila Mitogen-activated protein kinase kinase
6 (MEKS®). Subsequentemente, MEK®6 fosforila p38 MAPK que fosforila e ativa Activating
transcription factor 2 (ATF-2). A Protein-tyrosine phosphatase 2C (SHP-2) regula esta via de
sinalizacdo através da defosforilagdo do MEKK4 e de sua kinase ativadora, Pyk2(FAK?2) (30).

Outra via estimulado pelo IFN-y envolve o Mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 1 (MEKK1), Mitogen-activated protein kinase kinase 1 (MEK1) e Extracellular
signal-regulated protein kinases 1 e 3 (ERK1/2). A cascata MEKK1/MEK1/ERK1/2 regula a
atividade de CCAAT/enhancer binding protein beta (C/EBP-beta) e expressdo induzida pelo
gene Interferon regulatory factor 9 (IRF9) pelo C/EBP-beta. IRF9 é a subunidade do
complexo transcricional ISGF3 que participa na sinalizacdo do interferon (31). Uma figura

esquematica das vias de ativacao celular mediado pelo IFN-y é apresentada abaixo (Figura 2).
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Figura 2: Vias de ativacdo celular mediado pelo IFN-y. O IFN-y produzido por células T CD4+ e
células NK, ativa macréfagos, promove a diferenciacdo de células Thl e inibe a
proliferacdo de células Th2. O IFN-y estimula a atividade microbicida dos fagdcitos, a
sintese de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio, a producdo de opsoninas e
anticorpos IgG fixadores de complemento (17). O IFN-y une-se a receptores especificos da
membrana celular e ativa tirosina quinases da familia Janus (JAK1 e JAK2) associadas
com seu receptor. As quinases fosforilam e ativam um fator de transcrigdo citoplasmatico
latente, STAT-1a, que logo apos transloca para nicleo como um homodimero ativo (fator
de ativacao de IFN-y) (32).

FONTE: http://pathwaymaps.com/maps/432_map.png

Outras citocinas também apresentam papel importante na regulacdo da inflamacéo,
pelo menos em parte por seus efeitos moduladores sobre o sistema NADPH-oxidase (13, 33-
35). O IFN-y e TNF-a induzem células HL-60 clone 15 a se diferenciar numa linhagem
eosinofilica ap6s dois dias de cultura (36), liberar superéxido em quantidades relevantes e
expressar transcritos para 0os componentes gp91l-phox e p47-phox do sistema NADPH-
oxidase, sendo o mesmo observado com as células mielomonociticas THP-1 (37). N&do s6 o
IFN-y (38) e 0 TNF-a (9), mas também a IL-5 (39) regulam positivamente o sistema

NADPH-oxidase em diferentes linhagens celulares. O IFN-y e TNF-o incrementam a
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quimiluminescéncia dependente de luminol e a liberacdo de perdxido de hidrogénio pelas
células EoL-1 (40, 41), o IFN-y induz a expressdo génica do CYBB, coincidindo com a
diferenciacdo mondcitica de progenitores (42) e incrementa sua transcricdo em monocitos
maduros ex vivo (43).

Dois mecanismos de regulacdo positivos tém sido propostos para explicar a
transcricdo do CYBB induzida por IFN-y. Um mecanismo é a unido de BID/YY1 a quatro
sitios de uma regido de -90 a —355 pb do promotor apds dissociacdo de CDP do gene (44, 45).
O outro é a unido de um complexo multiprotéico (PU.1/HAF-1) localizado a —53 do promotor
(46, 47), embora seja proposta a formacdo de um grande complexo composto por STAT-1a,
IRF-1, PU.1, ICSBP e CBP no promotor proximal do CYBB ap0s a estimulacdo com IFN-y
(48). A Figura 3 mostra um esboco de alguns elementos transcricionais ativadores e
repressores que competem pela ligacdo a regido promotora do gene CYBB. Anrather et al.,
(2006) demonstraram que o NF-kB estd envolvido na transcrigdo do gene codificador do
componente gp91-phox da NADPH-oxidase em modelo experimental murino (49). Estudos
realizados em células de pacientes com displasia ectodérmica anidrética (EDA-ID), uma
imunodeficiéncia humana relacionada a defeitos na ativacdo do NF-«kB, revelaram que a
expressdéo do CYBB e atividade do burst oxidativo encontram-se diminuidas quando
comparados com células de individuos saudaveis e apresentam valores similares aos
encontrados em pacientes com DGC ligado ao X (X91° DGC). Valores similares de expressdo
do gene NCF1 foram encontrados entre células S321 EDA-ID e DGC com forma autossémica
recessiva (A47°). Estes resultados demonstram que o NF-kB é necessario para a expressio
génica do CYBB e NCF1 e ativacdo da NADPH oxidase de fagdcitos (50).

Uma vez que o IFN-y é capaz de induzir a expressao génica do CYBB, isso propiciou
em parte, a base para o uso clinico do IFN-y para a prevencédo de infec¢cdes em pacientes com
DGC - The International CGD Cooperative Study Group (12). O IFN-y humano
recombinante esta indicado na dose de 50 ug/m2 de superficie corporal, por via subcutanea,
trés vezes por semana. Ele reduz em 70% o risco da ocorréncia de infegdes graves. Embora
seu mecanismo de acdo ndo esteja totalmente esclarecido, atribui-se muito de seus efeitos
benéficos a estimulacdo do sistema NADPH-oxidase, agindo particularmente bem nas formas
variantes e autossémicas recessivas de DGC (12, 15, 35, 51). Dados provenientes do nosso
grupo demonstram que o IFN-y corrige parcialmente o fenétipo de uma forma variante de

DGC ligada ao sexo, ao melhorar a fidelidade do splicing no primeiro intron do gene CYBB e



aumentar a exportagdo nuclear de transcritos estaveis deste gene para o citoplasma (13), fato

corroborado por outros estudos de outros grupos de pesquisa (52, 53).
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Figura 3. Regido promotora do gene CYBB. Os repressores transcricionais (CDP) competem com
fatores ativadores de transcrigdo por quatro sitios de ligagdo dentro da regido promotora
do gene codificador do componente gp91phox da NADPH-oxidase. +1 indica o sitio
transcrigdo inicial. Linhas acima de a, B, y e 9, indicam posi¢Oes de cada um dos quatro
oligonucleotideos utilizados como sitios de ligacdo para CDP. Barras acima dos fatores de
ativacdo transcricional denotam correspondéncia 8 DNAse |

FONTE: Adaptado de: (44).

Em nosso laboratorio, investigamos o efeito do IFN-y num grupo de pacientes com
defeitos de splicing no gene CYBB, sendo esses casos aparentemente 0s que mais se
beneficiam desta citocina. Demonstramos que o IFN-y promove aumento da expressdo de
transcritos totais do gene CYBB e aumento na marcacdo de fatores anti-ndcleo (Fapesp
06/51005-9), demonstrando que o IFN-y pode estar envolvido na ativagdo do complexo
spliceossoma e dessa forma auxiliando na corre¢do do fendtipo visto em estudos anteriores
(13, 52, 53).

ApOls o processo de transcricdo, os precursores de mRNA de células eucaridticas
contém exons codificadores de proteinas e introns ndo-codificantes. No splicing, processo que
ocorre posterior a transcrigdo, os introns sdo excisados e 0s exons unidos por um complexo
macromolecular chamado spliceossoma. O spliceossoma € um macro-complexo que
compreende centenas de proteinas com varias interacdes funcionais. Uma figura esquematica

do processo de splicing encontra-se representada na Figura 4. O spliceossoma padrdo €



constituido por cinco pequenas ribonucleoproteinas nucleares (SnRNPs): U1, U2, U4, U5 e
U6 snRNPs, e varias proteinas spliceossomais associadas (spliceosome-associated proteins,
SAP). Spliceossomas ndo sdo um complexo estavel simples, mas uma familia dinamica de
particulas que se renem no mRNA precursor para dobra-lo numa conformacéo que permita a
transesterificagcdo. Varias formas de spliceossoma (por exemplo, Complexos A-, B-e C-) tém
sido identificadas. O processo de formacdo do spliceossoma pertence a um processo chave
que possibilita o splicing de mMRNA e a modulacdo de splicing alternativos. Uma lista
detalhada de fatores envolvidos em reacdes spliceossomais foi construida ao longo dos anos,
porém suas interrelages funcionais sdo ainda pouco exploradas e conhecidas. E uma tarefa
desafiadora a montagem de um modelo bioldgico e computacional para a realizacdo de um
estudo da dinamica do splicing que integre conhecimento multidisciplinar. O nosso modelo de
estudo visa analisar a dinamica do splicing nos leucécitos de um grupo de pacientes com
DCG secundéaria a defeitos de splicing que reconhecidamente se beneficiam da terapia de
IFN-y para o restabelecimento pelo menos parcial, da atividade do sistema NADPH-oxidase.
Buscamos no presente estudo elucidar alguns questionamentos sobre o mecanismo de splicing
que corrige transcritos truncados do CYBB e definir perfis de expressdo génica que se

encontram modificados quando se estimula os leucocitos com IFN-y.

Figura 4. A formagdo do Spliceossoma e a representagdo do Splicing. A remocéo dos introns
exige um complexo formado por um complexo ribonucleoprotéico, chamado
spliceossomo. Esse complexo reconhece o inicio e fim dos introns, depois os unem,
formando uma alca gque entdo é cortada.

FONTE: http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/mike/spring2003/spliceosome.jpg
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2 CONCLUSAO

Os dados obtidos com o presente trabalho nos permitem concluir que:

1. O uso do IFN-y interfere no processamento da mensagem do RNAm causando
modificagdo nos padrbes de expressdo de transcritos dos genes da NADPH-oxidase
(CYBB, CYBA, NCF1, NCF2 e NOX1), fator de splicing 2 rico em arginina/serina
(SFRS2) e para os genes das proteinas spliceossomais U2, U5, U6 snRNPs (SF3B4,
PRPFS8 e LSM2);

2. O uso do IFN-y interfere no processamento da mensagem do RNAm aumentando a
expressao de transcritos do gene CYBB e NCF1 ambos componentes do sistema
NADPH oxidase tanto de células THP1 U937 e GM12878 quanto de células de
linhagem BEBV de individuos sadios e dos pacientes estudados;

3. O IFN-y causa modificag¢des na expressao de transcritos relacionados a transcrigdo, ao
processo de splicing, a genes de fatores de transcricdo, genes relacionados a via do
TNF-a e em genes com splicing alternativos em células THP1, U937 e B-EBV;

4. O IFN-y causa modificagdes de expressdo do gene SRPK1 em células THP1, e
alteracdes de expressdo dos genes THOC4 NONO, SF3A1, SRRM1, UPF3A, SRSF10,
SRSF10 SNRPA1 e C2 em células de pacientes DGC ocasionados por defeitos de
splicing analisados;

5. O IFN-y e o TNF-a sdo capaz de induzir a ativagdo celular causando um aumento da
expressdo das proteinas envolvidas no processo do splicing, ativando dessa maneira o
spliceossoma;

6. A presenca do IFN-y e do TNF-a induzem um aumento da presenga de neutrofilos
ativados no sitio da inflamacédo e influiem na producéo de neutrdfilos e na ativagéo
destes no compartimento da medula éssea em camundongos;

7. O IFN-y e o LPS causam modificacdo em niveis de expressdo dos genes do sistema
NADPH oxidase através da modificacdo de paddes de expressdo desses transcritos
(isoformas, pseudogenes ou formas variantes em regides codantes de mRNA) em

neutrofilos purificados da medula 6ssea em camundongos sob estimulacao in vitro.
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