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Ogene IFNG codifica o Interferon-y (IFN-y), molécula que
exerce papel de destaque na defesa imunoldgica e atua
como citocina, ativando células fagociticas que destroem agentes
invasores. Camundongos com a delecio do gene que codifica
para o seu receptor, assim como a sua deficiéncia de IFN-y,
si0 muito mais susceptiveis a micobactérias e outros patoégenos
intracelulares. Sua expressio tem de ser estritamente regulada,
para que a resposta proinflamatéria nio cause a destruigio
dos préprios tecidos. Esta regulagio ocorre pela metilagio do
DNA na regido promotora do gene, e por variantes alélicas,
que modulam a afinidade por proteinas reguladoras. Dentre
estas ultimas, destaca-se uma variante intrdnica, associada com
a susceptibilidade a tuberculose e hanseniase, duas doencas que
ainda representam, no Brasil, grave problema de satde publica.
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magine o corpo como um pafs, extenso e

complexo. A pele e os epitélios seriam as
fronteiras e limites dessa enorme nagio; os
vasos sanguineos e linfiticos (assim como
sangue e linfa) seriam as estradas e vias; os
nervos e todo sistema nervoso corresponde-
riam A intrincada rede de comunicag¢des. Nes-
se contexto, para garantir a protegio e inte-
gridade do organismo, o sistema imunoldgico
surge como um exército de uma nagio, pro-
tegendo o corpo contra ataques constantes e,
assim, evitando o colapso de todo o sistema.

A resposta deste exército a substin-
cias normalmente estranhas ao organis-
mo (antigenos) é chamada resposta

Antigenos - qualquer

molécula que é reconhecida
especificamente por um
anticorpo.

imunologica, e se d4 por meio de uma série

Resposta imunolégica

de reagdes celulares e humorais (mediadas
por anticorpos). Nessas reagdes, diversos

refere-se a qualquer resposta
desenvolvida por um organismo,

tipos celulares sio ativados e respondem de
forma equivalente as ameagas encontradas.
De imediato, as respostas imunoldgicas (Fi-
gura 1) podem ser classificadas como inatas
ou adaptativas.

a fim de protegé-lo de elementos
invasores e células alteradas.

Anticorpos, também

Resposta imune inata

)¢

Barreiras
epiteliais

Fagocitos Células NK

Linfocito T

Resposta imune adaptativa

Producao de

Linfocito B

_./t » anticorpos
—
Humoral
= Linfocitos T
.< =) . efetores
APC
Celular

Ocorre a formacao

de memoria
imunologica

Destruicao
das células

Ingestdo de Destruicao
particulas das células
estranhas infectadas

TEMPO APOS A INFECCAO

infectadas

Nas respostas imunolégicas inatas, o or-
ganismo ndo necessita de exposi¢io prévia
ao antigeno e combate as ameacas de for-
ma inespecifica. Como exemplos, podemos
citar as barreiras fisicas formada pela pele
e epitélios (que impedem a entrada de par-

conhecidos como imunoglobulinas
(Igs), sdo proteinas que
compartilham uma estrutura

geral, mas diferem em seis alcas
hipervariaveis, que se ligam
especificamente a uma substdncia
particular (seu antigeno).

Figura 1.

Respostas imunoldgicas. Nas
respostas inatas, que ocorrem logo
de inicio na infeccdo, o organismo
nao necessita de exposicao prévia
ao antigeno, para defender-se.
Alguns mecanismos inatos séo

as barreiras fisicas epiteliais que
impedem a entrada de particulas
estranhas, a atuacdo de fagécitos
como os macrofagos, além da
acao de células que destroem
outras células infectadas, sem

se valer da fagocitose, como

as células NK. As respostas
imunologicas adaptativas, por
outro lado, ocorrem mais tarde,
justamente por dependerem de
exposicdo prévia ao antigeno a
linfocitos T e B. Caracterizam-se
por uma resposta especifica

a determinado antigeno,

mediada por anticorpos e pela
apresentacdo deste antigeno por
uma APC (célula apresentadora de
antigenos) a um linfocito, que se
for citotoxico, destruira as células
alteradas, infectadas por um

virus ou de natureza tumoral, por
exemplo.

Macréfagos - grandes células
fagocitarias e migratorias,
derivadas de precursores da
medula dssea e presentes
constitutivamente na maior

parte dos tecidos, capazes de
reconhecer e fagocitar patdgenos
e detritos, produzir citocinas

ticulas estranhas), defesas quimicas (como
pH reduzido), secrecio de substincias e
a atuagio de células fagociticas, como os
macrofagos e outros tipos de células ca-

pazes de destruir células alteradas, como as

células NK.

pro-inflamatorias e apresentar
antigenos aos linfocitos T.

Células NK, do inglés Natural
Killer ou “assassinas naturais”,
estas células destroem células
alvo alteradas (por exemplo, por
infecgdes virais ou tumores), por

meio da secrecdo de toxinas.
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Linfocitos - grupo de

J4 as respostas imunoldgicas adaptativas
caracterizam-se por uma resposta especi-
fica a determinado antigeno, a qual é atin-
gida a partir da ativagdo de linfocitos T

células brancas que, no caso
dos linfocitos B e T, portam
receptores de membrana
codificados por segmentos
génicos rearranjados, capazes de
se ligar a antigenos (moléculas
reconhecidas por anticorpos).

Linfocitos T - linfocitos

e B. A partir da ativagdo dessas células,
sdo desencadeados dois tipos de respostas
imunoldgicas adaptativas: a resposta imu-
nolégica humoral e a celular. Na resposta
humoral, os linfocitos B ativados secre-

Linfocitos B - linfocitos que

tam proteinas conhecidas como anticor-
pos, as quais irdo se ligar aos antigenos,
permitindo seu reconhecimento e destrui-
¢ao por outros tipos celulares. Na resposta
celular, os linfocitos T exercem o papel

que se desenvolvem no timo
e apresentam um receptor
composto por duas cadeias
diferentes (heterodimérico),
através do qual interagem
com outras células que lhes
apresentem antigenos.

Citocinas - pequenas proteinas

principal, ao reconhecer e induzir a fago-
citose de antigenos. Neste contexto, pode
haver uma resposta celular do tipo Th1 ou

também atuam como APCs e
que sdo capazes de sintetizar e
secretar anticorpos, mediando a
resposta imunolégica humoral.

Resposta imunologica
tipo Th1 - resposta de

Th2, sendo o Interferon-y a molécula-cha-

ve da resposta Th1. Assim, é interessante
destacar que os linfécitos T se diferenciam
pela expressio de genes que codificam
citocinas caracteristicas da diferenciagio

frequentemente secretadas por
células de defesa, que atuam por
meio de receptores em outras
células, de modo a alterar o seu
comportamento e regular sua
funcao.

Mastaocitos - células presentes

na diregdo de cada subtipo (ex.: Th1, Th2,
etc). Na resposta Thl (que envolve o lin-
focito Thl) a principal citocina produzi-
da é o Interferon-y, levando 2 ativagio de
macréfagos e células NK na defesa contra
patégenos intracelulares. J4 na resposta
Th2, sio produzidas diferentes citocinas,
as quais levam 2 ativagio de mastocitos

em inGmeros epitélios e serosas
que, quando estimuladas, liberam
o contetido de grandes granulos
contendo mediadores de
inflamacao e reagoes alérgicas.

Imunoglobulina E (IgE)

e eosinofilos, bem como 2 produgio do

defesa mediada por um grupo
de linfocitos T auxiliares,
caracterizados por produzir
citocinas que ativam células
fagocitarias.

Resposta imunologica
tipo Th2 - resposta de

defesa mediada por um grupo
de linfocitos T auxiliares,
caracterizados por produzir
citocinas que estimulam os
linfocitos B, a secretarem
anticorpos caracteristicos da
resposta alérgica e da defesa
contra parasitas multicelulares.

Eosinofilos - células brancas

anticorpo IgE pelos linfécitos B. Trata-se

- anticorpo que interage

com receptores presentes
principalmente em mastdcitos
e baséfilos, participando na
resposta imunoldgica contra
parasitas e nos processos
alérgicos.

Células dendriticas -

células brancas fagocitarias,
especializadas na captura e
apresentacdo de antigenos para
linfocitos, e na producao de
citocinas antivirais.

de uma defesa utilizada para o combate de
helmintos, por exemplo.

O IFN-y NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA

Como integrante fundamental do exérci-
to imunolédgico, o IFN-y é uma citocina
membro da familia do Interferons, protei-
nas soltiveis originalmente identificadas em
1957 por sua capacidade de proteger célu-
las contra infec¢des virais. Esta importante
molécula é responsavel pela ativagio de ma-
créfagos, células que ingerem (fagocitam)
patdgenos e agentes externos, apresentan-
do antigenos aos linfécitos T. O IFN-y é
produzido por linfécitos Thl, linfécitos
T citotéxicos, células NK, bem como por
células apresentadoras de antigenos,

fagocitarias, migratorias,

com nicleo de dois |6bulos,
mltiplos granulos e funcdes
antiparasitarias, cujo nimero
aumenta muito em invasdes por
parasitas multicelulares e em
reacoOes alérgicas.

Células apresentadoras de
antigenos (APCs) - células

tais como macréfagos e c€lulas dendri-
ticas (Figura 2).

altamente especializadas que
capturam e processam antigenos,
apresentando seus fragmentos
por meio de moléculas MHC

de classe Il para receptores de
linfocitos T, a fim de ativa-los.
Dentre as principais APCs,

estdo as células dendriticas,
macrofagos e linfocitos B.
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Célula dendritica

3

Macrofago
Ativacao

Linfocito T
Diferenciacao

.C

élula NK
Estimula a
atividade

Célula NK Linfocito T

ad

Linfocito B
Diferenciacao

Muitos outros tipos
celulares

Complexo principal de
histocompatibilidade
(MHC) - agrupamento de genes

no braco curto do cromossomo
6, responsavel por codificar
glicoproteinas de membrana

que apresentam peptideos
antigénicos a linfocitos T
citotoxicos (MHC de classe 1), ou
linfocitos T auxiliares (MHC de
classe I1).

E interessante destacar, ademais, que a pro-
dugio de IFN-y por células apresentadoras
de antigenos, atuando localmente, pode ser
importante na ativagio da prépria célula,
bem como de células vizinhas. Atualmente,
sabe-se que a produgio do IFN-y é regulada
por vdrias citocinas, entre as quais a interleu-
cina 12 (IL-12), a qual estimula a produgio
do interferon.

O IFN-y promove a ativagio dos macréfa-
gos e a diferenciagio de linfécitos T; refor-
¢a a atividade antitumoral dos linfdcitos
T citotéxicos, aumentando a expressio de
moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade 1 ¢ 2 (MHC I ¢

MHC 1I), responsédveis por apresentar an-
tigenos aos linfocitos T citotoxicos e

Figura 2.

Principais tipos celulares
associados ao IFN-y. As

setas laranjas indicam células
responsaveis pela producéo do
IFN-y. As setas verdes indicam
as células nas quais o IFN-y
atua.

Linfocito T citotoxico - tipo

auxiliares, respectivamente; auxilia no con-

especializado de linfocito T

que, ap6s estimulagdo por um
peptideo antigénico, apresentado
por moléculas MHC de classe

|, & responsavel por destruir
células infectadas por patogenos
intracelulares, como virus.

Linfocito T auxiliar - tipo

trole da diferenciagio de linfécitos B, produ-
tores de anticorpos; estimula a atividade das
células NK e regula positivamente moléculas
que tém efeito antiviral, antiproliferativo e
que favorecem a morte celular programada
(efeito pré-apoptdtico).

especializado de linfocito T
(conhecido como Th, do inglés

T helper) que, apds estimulacao
por um peptideo antigénico,
apresentado por moléculas

MHC de classe Il, secretam
citocinas, estimulando a ativagao,
diferenciacdo e proliferacao de
outras células de defesa.
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Introns - regides entre os

Camundongos, sem o gene que codifica o re-

introns. O primeiro éxon inicia por uma re-

éxons, que sao removidas do
transcrito de RNA primario

e, portanto, nao estao
representadas no RNA maduro.

Regido UTR, do inglés

ceptor para o interferon gama e células sem

giio nio traduzida (UTR, do inglés untrans-

untranslated, sequéncia do
mRNA que ndo é traduzida;
geralmente, regula o momento,
local e qualidade da iniciacdo
da traducao e a estabilidade do
RNA mensageiro (mMRNA) no
citoplasma.

Exons correspondem as regioes

o gene IFNG, sdo muito mais susceptiveis a
doencas causadas por micobactérias, assim
como a outros patégenos.

O GENE /FNG

O gene que codifica o interferon gama na
espécie humana estd localizado na regiio 1,
banda 5 do brago longo do cromossomo 12
(12q15). O gene IFNG contém 1218 pares
de nucleotideos organizados em 4 &éxons e 3

presentes no transcrito apos o
processamento (MRNA).

lated) de 132 nucleotideos, e o tltimo éxon
finaliza com uma UTR de 585 nucleotideos.
Os éxons codificam uma proteina precursora
de 166 aminodcidos, a qual contém uma se-
quéncia sinal (peptideo sinal) para secregio,
composta por 23 aminodcidos. Esta sequén-
cia sinal e o pré-peptideo de 5 aminodcidos
sdo clivados na proteina madura, sendo o in-
terferon gama composto, portanto, por 138
amino4cidos (Figura 3).

Figura 3.

Principais informacoes sobre

o gene IFNG. A primeira
imagem mostra a localizagdo
cromossdmica do gene IFNG,
representada pela barra em
vermelho. Retirada de: http://
www.genecards.org/cgi-bin/
carddisp.pl?gene=IFNGC. Ja

a segunda imagem mostra

o transcrito. Os éxons sdo
representados pelos retdngulos
coloridos; os introns sao as linhas
e as regides ndo traduzidas
(UTRs) correspondem aos
retangulos vazios. Adaptado
de: http://www.ensembl.org/
Homo_sapiens/Transcript/Su
mmary?db=core;g=ENSGO0
000111537;r=12:68154768-
68159747,;t=ENST00000229135.
A parte mais inferior da figura
mostra a proteina traduzida.
No lado esquerdo, esta a
representacao grafica das trés
regides da proteina. No lado
direito, a tabela indica o ndmero
de aminoacidos (AA) de cada
regido da proteina. Adaptado
de: http://www.uniprot.org/
uniprot/P01579.

Genes ortologos - genes de

Localizacdao do gene

Chr 12

BHA 0w HAA 499 aqoun oo B BB aanddd 88 HA
222888 d S¢d98 ©§ 988 3539 8§ 3 3L 8§88 3FF533%
[ b | B T N AN ]
Transcrito

4.98 kb

= Fita reversa

Proteina
traduzida

Proteina
traduzida

Peptideo sinal

Cadeia

Pré-peptideo
J

Posicdao
(na sequéncia
de AA)

Comprimento

162-166

Além disso, o gene IFNG apresenta apenas
um transcrito, o que é relativamente inco-
mum (a maior parte dos genes transcreve
multiplos transcritos). Também apresen-
ta alto grau de conservagio evolutiva, com
46 genes ortologos. Em outras palavras,

duas espécies diferentes que
derivam de um mesmo gene
ancestral.

mutagdes na sequéncia codificadora do

gene normalmente nio sio bem toleradas:
alteracdes na sequéncia de aminodcidos
deve afetar a atividade normal da proteina,
tornando o individuo mais susceptivel a
diversas infec¢des intracelulares e afetando
a sobrevivéncia até a idade reprodutiva da
espécie.
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REGULACAO DA EXPRESSAO
DO GENE /FNG

Como em todo bom exército, os diferen-
tes componentes do agrupamento militar
sdo treinados e designados para fungdes
especificas. Nesse sentido, o gene IFNG é
pleiotropico, codificando uma molécula

responsivel por parte de sua regulagio. A
importincia da metilagio desta “ilha” CpG
para a expressio de IFNG ¢é apoiada por
experimentos com culturas de linfécitos
T citotéxicos estimulados, na presenca de

5-azacitidina (5-AZA). A 5-AZA é uma

Gene pleiotropico - gene

que atua em vdrias frentes, com as mais dife-
rentes funcdes (SCHRODER et al., 2004).
Logo, sua expressio precisa ser estritamente
regulada. Nesse sentido, a metilacao de ci-
tosinas em dinucleotideos 5'-CpG-3’ (onde

droga que provoca “desmetilagio” do DNA.
Apés tratamento com AZA, niveis aumen-
tados de interferon gama na cultura foram
descritos, bem como um incremento no nu-

Gnico que influencia diversos
tracos fenotipicos.

Metilacao de citosinas

“p’ representa o grupamento fosfato, ou seja,
citosina seguida de guanina no sentido 5’-3’)
é um mecanismo eficiente para o silencia-
mento herddvel, porém reversivel, da expres-
sdo génica (mecanismo epigenético). De

fato, o gene IFNG apresenta uma frequéncia
elevada de 5'-CpG-3’ na regido promotora,

mero de células inatas capazes de produzir
IFN-y (ARAUJO-SOUZA et al., 2015).
Isso sugere que a metilagio do gene IFNG é
um determinante da produgio de interferon
gama. Sua produgio tem de ser estritamen-
te regulada, uma vez que assim como a sua
deficiéncia aumenta a predisposi¢io a infec-
¢oes, seu excesso conduz 3 exacerbacio da
resposta inflamatéria e danos nos proprios
tecidos.

- processo de adicao de um
grupo metil (-CH3) em uma base
nitrogenada citosina, precedendo
uma guanina no sentido 5’-3’,
sendo representado como
5CpG3’ (onde “p” representa o
grupamento fosfato do esqueleto
aclcar-fosfato), e causa o
silenciamento da expressao
geénica.

Mecanismo epigenético

Gene IFNG
1 2 3 4
5' - 3?
llha CpG  “TTteee
3 =212 -198 -178 -58 50 39 +12 +81 +114

Além da regido promotora, os introns tam-
bém estio associados com a regulagio da ex-
pressio do gene. O polimorfismo +874 A>T
do intron 1 de IFNG (g.68158742T>A)

ocorre numa sequéncia reconhecida pela

- mecanismo que causa
modificagdes herdaveis, porém
reversiveis, na expressao
génica, normalmente ao nivel
de compactacdo do DNA, sem
alterar a sua sequéncia de bases
nitrogenadas.

proteina reguladora NFkB, que apresenta
um importante papel na ativagio de células
da resposta imunolégica. O alelo T tem sido

associado 2 expressio aumentada de IFNG
(revisto por SILVA et al., 2014).

Figura 4.

Estrutura do gene IFNG e ilha
CpG no promotor do gene no
camundongo. Os éxons estdo
representados pelos retangulos
coloridos, numerados de 1 a 4.
As regides nao traduzidas (UTR)
a5'ea 3 estdo representadas
como retangulos brancos, e

0 promotor, como uma linha
verde. Em detalhe, estao
indicadas as posi¢oes relativas
dos dinucleotideos 5-CpG-3’
localizados no promotor do IFNG.
Os ndmeros correspondem a
distancia relativa (nimero de
nucleotideos) do local de inicio
da transcricao. Adaptado de:
ARAUJO-SOUZA et al., 2015.
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MUTACOES NO INTERFERON
GAMA E PATOLOGIAS

Atualmente, sao notificados mais de 9,6 mi-
lhées de novos casos de tuberculose e mais
de 215 mil novos casos de hanseniase por
ano no mundo, de acordo com a Organiza-
¢io Mundial de Saade (http://www.who.
int/mediacentre/factsheets/fs104/en/ e
http://www.who.int/mediacentre/factshe-
ets/fs101/en/). A tuberculose é provocada
pelo Mycobacterium tuberculosis, enquanto
que a hanseniase é causada pelo M. leprae
ou M. lepromatosis, micobactérias que inva-
dem macréfagos. Individuos com produgio
deficiente de interferon gama sio incapazes
de restringir o crescimento dos bacilos, per-
mitindo o estabelecimento da infec¢io. Por
outro lado, individuos que apresentam alta
expressio do gene IFNG (portadores do
alelo +874T) apresentam resisténcia a es-
tas doencas (CARDOSO et al, 2010; revi-
sio em SILVA et al., 2014). Ademais, atual-
mente, o nivel de IFN-y também estd sendo
utilizado para diagnéstico da tuberculose,
através do teste IGRA (Interferon Gamma
Release Assay). Tal teste mede os niveis in
vitro de interferon-gama, produzido por
linfécitos T que tenham sido estimulados
por antigenos do M. tuberculosis.

UM GENE,
MUITAS FUNCOES...

Concluindo, o Interferon-y é um integrante
fundamental do nosso exército de defesa. Atu-
ando nas mais diferentes frentes de batalha,
este importante soldado mostra-se um valioso
componente da resposta imunolégica Th1, nos
protegendo de ataques por agentes causadores
de doengas. Mutagdes que alteram a expressio
numérica deste soldado podem alterar gran-
demente a qualidade da resposta imunolégica,
aumentando a susceptibilidade ou a resisténcia
a doengas importantes para a satude publica,
como a tuberculose e a hanseniase.
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