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RESUMO

A infecgdo pelo virus linfotrépico de células T tipo I (HTLV I) tem sido associada 2
leucemia/linfoma T do adulto (LLTA), & paraparesia espéstica tropical/ mielopatia
associada ao HTLV I (PET/MAH), a uveite e, recentemente, 4 Sindrome de Sjégren e
outras doencas do sistema conjuntivo. Os fatores que determinam a evolugfic para essas
doengas relacionadas & infecgio sdo desconhecidos, mas podem estar ligados 2
predisposic@io genética e a resposta imune do hospedeiro. Camundongos com auséncia do
gene GATA3 demonstram vérias e graves anormalidades morfolégicas e fisioldgicas no
sisterna nervoso central e periférico, além de comprometimento da hematopoese durante o
desenvolvimento embrionério. H4, portanto, semelhancas entre os sistemas comprometidos
na auséncia do gene GATA3 e aqueles alterados secundariamente infeccdo pelo HTLV 1.

Varios estudos sugerem que uma fosfoproteina viral presente no HTLVI, denominada
Tax, ative a transcri¢do de virios genes envolvidos na producio de citocinas ou na resposta
e na proliferacio celular, como c-fos, ¢-myc, erg-1, IL-1, IL-2, GM-CSF. Entretanto, a
relagHo entre a infecgfo pelo virus HTLV 1 e o fator de transcri¢io GATAS3 ainda nfio havia
sido determinada.

Os objetivos do presente trabalho foram caracterizar 2 relagdo entre o fator de
transcri¢io GATA3 e o virus HTLV I, utilizando-se, para tanto, a técnica de RT-PCR semi-
quantitativo; analisar a relacfio entre o fator de transcrigio GATA3 ¢ o virus HTLV I, por
meio de estudos de interagdio DNA/proteina; e demonstrar, por estudos funcionais em
modelos celulares in vitro, a resposta das regides de comtrole transcricional do gene
GATA3 a proteina Tax.

Demonstramos, através do RT-PCR semi-quantitativo que ocorre uma evidente
reducgo na expressdo do gene GATA3 em portadores saudavies da infecgfio pelo HTLVI, ¢
também de forma mais acentuada nos portadores de Leucemia Linfoma T do Adulto e
Paraparesia Espéastica Tropical/Mielopatia associada ao HTLVL Estudos in vitro, que
utilizaram construcBes com o gene reporter CAT direcionado pelo promotor e silenciador
do gene GATA3 co-transfectados com vetores de expresséo da proteina Tax e seu mutante,

revelaram que Tax exerce atividade discreta no promotor de gene GATA3, mas reprime de

xiv



‘modo marcante a atividade do promotor na presenca de seu silenciador. Essa represséo

- provavelmente ocorre através da interagio de Tax com o fator de transcri¢io ZEB, o

silenciador do promotor do gene GATA3, uma vez que interac@io deste com a proteina Tax
foi demonstrada no estudo de retardamento em gel.

O estudo demonstrou, pela primeira vez, a regulagdo do gene GATA3 pelo virus

HTLVI Essa regulagio pode estar envolvida na fisiopatologia das doencas relacionadas a
infeccdo pelo HTLVL

v



ABSTRACT

The HTLV-I nonstructural protein Tax plays a crucial role in cellular transformation. It
activates the transcription factors of various cellular genes and interacts with cellular
proteins. Limited data are available on the interaction between specific T cell transcription
factor GATA3 and Tax. Implication for the significance of GATA3 on T-cell development
and function, (Th2) differentiation, and a role of GATA3 during immune response has been
reported. To determine the effect of the Tax protein on GATA3 gene expression, we
nvestigated the interaction between this protein and the GATA3 promoter and repressor
regions. The semi quantitative RT-PCR demonstrated a considerable decrease in the
expression of the GATA 3 ¢DNA all subjects infected by HTLV I and no expression of
GATA 3 mRNA was observed in one subject with ATLL and another with HAM/TSP,

Results demonstrated an interaction between Tax and GATA3 gene and a role of Tax in the
negative regulation of GATA3 expression, through its interaction with the repressor, ZEB.
This interaction may be involved in the pathophysiology of adult T cell
leukemia/lymphoma and tropical spastic paraparesis/HTLV-I-associated myelophathy.

Abstract
xvi
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1. Osretrovirus

Os virus ocupam uma posicio tnica dentro da biologia. Apesar de apresentarem
algumas propriedades de sistemas vivos, como possuirem wm genoma, eles s3o atualmente
considerados entidades infecciosas ndo vivas, ndo sendo, portanto, caracterizados como

miCroorganismos.

Os virus pertencem a biologia por possuirem genes, replicarem-se, evoluirem e
adaptarem-se¢ a hospedeiros particulares, “habitats” bidticos e mnichos ecolégicos.
Entretanto, os virus nfio podem capturar e estocar energia livre ¢ nfio s3o funcionalmente
ativos fora de suas células hospedeiras. Esta estrutura simples somente torna-se parte de um
sistema vivo apOs infectar uma célula hospedeira e seu genoma integrar-se ao genoma

celular. Sdo, portanto, entidades infecciosas nfio vivas que “emprestam” outra vida.

A familia Retroviridae, que inclui sete géneros (dvian type C retrovirus, BLV-HTLV
retrovirus, Lentivirus, Mammalian type B retrovirus, Mammalian type C retrovirus,
Spumavirus e Type D retrovirus), compreende uma variedade de virus RNA envelopados,
como os retrovirus enddgenos, os virus relacionados & leucemia ou o virus da
imunodeficiéncia humana, com estratégias de replicagio que incluem a transcri¢dio reversa
do RNA viral em dupla fita de DNA, a qual se integra ao genoma celular na forma de um
pré-virus. Os pré-virus variam em tamanho de 7 a 12 kb e sdo linearizados, nio
segmentados ¢ apresentam polaridade positiva. Todas os retrovirus contém genes para a
producdo das proteinas gag, pol, env e, freqiientemente, pro, enquanto os retrovirus mais

complexos, como o HIV-1, contém proteinas regulatérias adicionais.
1.1. Retrovirus Human T-lymphotropic virus type I

O HTLV I (Human T-lymphotropic virus type I) é membro do género BLV-HTLV
retrovirus. O pré-virus de portadores do HTLV I esta aleatoriamente integrado ao genoma
do hospedeiro, sendo que seu sitio de integragiio ¢ especifico para cada célula infectada
pelo HTLV 1 Postula-se que o aumento da carga viral de HTLV I ocorre nio pela
replicac@o viral, mas sim como conseqiiéncia da proliferacio clonal da célula infectada.
Uma alta taxa de replicagio viral gera wma vasta diversidade de genomas e,
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conseqiientemente, altas taxas de mutagio, como ocorre com o HIV-1. O processo de
replicaggo viral resulta em maior possibilidade de resisténcia a drogas e escapes do sistema
imune. O HTLV ], ao contrério do HIV-1, aumenta seu niimero de cbpias pela proliferaciio

de células infectadas, o que torna o virus geneticamente mais estavel.

Acredita-se que, em todo o mundo, aproximadamente 20 milhdes de pessoas estejam
infectadas com o virus HTLV 1 (MATSUOKA, 2003). Este virus infecta
predominantemente células T CD4+ e esta associado a um amplo espectro de neoplasias,

imunodeficiéncias, doencas neurolégicas, bem como 2 viremia assintormatica,
1.2. A epidemiologia do virus HTLVI

O primeiro isolamento do virus linfotrépico de células T tipo I (HTLV 1) é creditado
a foi feito por Takatsuki et al no Japao em 1977 (TAKATSUKI et al., 1985) embora tenha
sido descrito pela primeira vez por Poiesz et al em 1980 (POIESZ et al.,, 1980), que o
isolou em culturas celulares de um paciente afro-americano originalmente considerado
portador de um linfoma T cuténeo (posteriormente classificado como leucemia/linfoma de
células T do adulto). Apesar da possibilidade de que a infeccdio pelo HTLV 1 possa existir
em qualquer regiio do mundo, taxas de infecgio moderadas a altas tém reportadas em
- certas regides, como a Sudeste do Japio (BLATTNER et al., 1985), Caribe (GALLO et al.,
1982), regifio centroeste da Africa (WIKTOR et al,, 1990) (BOURGEOIS et al., 1998)
(BLAYNEY et al, 1983; BOURGEOIS et al, 1998), sudeste dos Estados Unidos
(BLAYNEY et al., 1983), Melanésia (YANAGIHARA et al, 1990) e regides da América
do Sul (NOGUEIRA et al., 1996). O HTLV I tem se mostrado altamente prevalente em
certas populagdes do Oriente Médio (MEYTES et al,, 1990) e India (SINGHAL et al.,
1993). Existem duas hipéteses para explicar a origem geogrifica do HTLV I no Novo
Mundo. A primeira relaciona a introdugfo do virus com a migragdo Mongel pelo Estreito

de Bering, ¢ a segunda com o trafico de escravos africanos (GESSAIN et al., 1993)

Na Ameérica do Sul existem regides com grande prevaléncia de populaciio de origem
africana como Tumaco na Coldmbia, Bahia no Brasil e Chincha no Peru. A prevaléncia do

HTLV I varia de 2 a 5% entre a populagfio dessas regides.
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A introdugdo do HTLV I no Brasil ocorreu através da imigragio japonesa e de
escravos africanos provénientes da Nigéria, Senegal, Suddo, Angola e Mocambique. Em
1986 foi descrita uma alta prevaléncia desse virus entre imigrantes japoneses (13%) e seus
descendentes (8%) moradores de Campo Grande — MS (KITAGAWA et al, 1986).
Atualmente, estima-se que a prevaléncia entre doadores de sangue seja de
aproximadamente 0,45%, podendo variar de acordo com a regifio geografica. Assim, em
Salvador tal prevaléncia é estimada em torno de 1,8% e em Floriandpolis ao redor de
0,08% (ARAUJO ADE e DE ANDRADA-SERPA, 1996),

1.3. A transmissdo do virus HTLV ]

A infeccio pelo HTLV I usualmente apresenta curso longo e assintomatico na
maioria dos individuos infectados. O virus pode ser transmitido por mies infectadas aos
seus filhos intra-ttero e por ocasifio do parto. Entretanto, em contraste com o modo de
transmiss@o perinatal do HIV 1 e 2, a transmiss3o mie-filho do HTLV I, estimada em 20%,
ocorre primariamente pelo aleitamento materno. A probabilidade da transmissio é
diretamente proporcional ao tempo de aleitamento e ao titulo de anticorpos maternos. O

tempo estimado de soroconvers#o na crianga varia entre 1 ¢ 3 anos (NYAMBI et al., 1996).

O HTLV I pode ser detectado no sémen e secre¢iio cervical de individuos infectados,
sendo a transmissio heterossexual do homem para a mulher a mais eficiente entre as formas
de transmissio sexual (KAJTYAMA et al., 1986).

O uso compartilhado de agulhas e seringas contaminadas pelo HTLV I representa um
fator de risco na transmissio, porém existem poucos relatos com dados que determinem e
quantifiquem a associagdo entre soropositividade anti HTLV U1l e préticas especificas do

uso de drogas injetaveis ilegais.

A transfusdo de componentes sangiiineos celulares contaminados como forma de
transmisséo da infecgio pele HTLV I é bem documentada. F uma das formas mais
eficientes de transmissiio, com taxa de soroconversic de aproximadamente 50% entre os
contaminados (KAMIHIRA et al, 1987, OKOCHI et al, 1984), podendo levar ao

desenvolvimento de doengas relacionadas 4 infecgio em um periodo de 6 meses. O sangue
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estocado por mais de 6 dias diminui consideravelmente o risco de transmissio
- transfusional. A confirmacio da transmissio do HTLV I por transfusfio sangiiinea
determinou a introdugio da triagem sorologica pelos servigos de hemoterapia em todas as

unidades de sangue doado no Brasil em 1993,
1.4. As doengas relacionadas a infecgdo pelo HTLVI
1.4.1. Leucemia Linfoma T do Adulto (LLTA)

Em 1977 diagnosticou-se no sudoeste do Japo um tipo particular de doenca
linfoblastica de células T, de carater endémico, associada a lesdes sseas, hipercalcemia e
rapida progressdo para 6bito, caracterizada pela proliferagfo clonal maligna de linfécitos T
multilobulados (“flower cells”) (UCHIYAMA et al.,, 1977), posteriormente classificados
fenotipicamente como CD2+, CD3+, CD4+, CD8- ¢ HLA-DR+. As células leucémicas

demonstravam intera¢o individual monoclonal com o pro-virus do HTLV L.

Posteriormente, 0 HTLV 1 foi identificado em linhagens celulares derivadas de um
paciente com linfoma de células T cuténeo (POIESZ et al., 1980) e foi demonstrada uma
estreita ligacdo entre LLTA e HTLV I através da presenca de anticorpos contra antigenos
virais em pacientes com LLTA (HINUMA et al, 1981). O HTLV I foi, a partir dessas
evidéncias, o primeiro retrovirus a ser associado a uma doenca humana, com importantes

conseqiiéncias nas esferas da medicina e virologia.

No Japdo, onde calcula-se que exista uma populaciio de 1,2 milhdes de individuos
infectados pelo HTLV 1, aproximadamente 800 novos casos de LLTA s#o diagnosticados
anualmente (TAJIMA e KUROISHI, 1985). O risco cumulativo da incidéncia de LLTA
entre portadores do HTLV I no Japdo foi estimado em 6.6% para homens e 2.1% para
mulheres, indicando que a maioria dos portadores permanece assintomatica durante toda a
vida (ARISAWA et al., 2000).

Séo descritas quatro apresentégées clinicas de LLTA: aguda, cronica, linfomatosa ¢
“smoldering” que, de modo geral, diferenciam-se entre si de acordo com o curso clinico,
extensdo da doenga e nivel de célcio sérico (SHIMOYAMA, 1991; TAKATSUKI et al,
1985; YAMAGUCHI et al., 1983).
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Na sua forma aguda leucémica, a doenga caracteriza-se por leucocitose intensa com a
presenca de “flower cells”, Iiﬁfadenopatia e hepatoesplenomegalia Tapidamente
progressivas, envolvimento cutineo, pulmonar, da medula éssea, do trato intestinal e do
sistema nervoso central. A hipercalcemia ocorre com ou sem lesdes osteoliticas. As células
neoplasicas tém caracteristicas imunofenotipicas de células T (UCHIYAMA et al., 1977).
As remisses induzidas por terapia usualmente s@o de curta duragio e as infeccBes
oportunistas sdo complicagdes comuns. Apesar do esquema quimioterapico intensivo, a

sobrevida média € de 6 meses.

A forma aguda linfomatosa da LLTA ¢é caracterizada por ser localizada,
principalmente em linfonodos, e pela auséncia de leucocitose intensa. Sugere-se o
diagndstico pela presenga de células com niicleo multilobulado e fenétipo CD4+, HLA-

DR+ e CD25+. A sobrevida média desses pacientes é de 10 meses.

A forma “smoldering” caracteriza-se pela presenca de um numero relativamente
pequeno de células leucémicas circulantes, além de lesBes cutfneas e, ocasionalmente,

pulmonares, manifestando-se de forma indolente, podendo persistir por anos.

A LLTA, em sua apresentagio crdnica, é acompanhada por aumento do nimero de
células leucémicas circulantes e infiltragiio de pele, figado, bago e pulmdes. A sobrevida

meédia é de 24 meses.

Mais recentemente, descreveu-se também a presenca do pré-virus do HTLV I em
células T de pacientes com micose fungdide e Sindrome de Sezary (HALL et al., 1991;
ZUCKER-FRANKILIN ¢ PANCAKE, 1998).

O risco estimado que um portador do HTLV I apresenta de desenvolver a LLTA varia
entre 4 ¢ 5% (TOKUDOME et al., 1989), € o tempo estimado entre a infecgio pelo virus e
a manifestacdo da doenca ¢ de aproximadamente 30-50 anos (MURPHY et al., 1989;
TAJIMA e KUROISHI, 1985). Essa laténcia é evidenciada pelo fato de que, na maioria dos
casos, a infecgio pelo HTLVI é adquirida ao nascimento e a doenca manifesta-se na idade
adulta, usualmente apés os 40 ou 50 anos de idade. Casos descritos de LLTA associados 2

transfusio de hemoderivados séo raros.
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1.4.2. Paraparesm Espastlca TraplcaI/Mlelopat:a Assoc1ada ao HTLVI
(PE’T/MAH) |

A LLTA representa uma doenga de replicagio e expansdo ndo controladas de um
unico clone de células T. Em contrapartida, a PET/HAM ¢é associada & ativag@io €
proliferagfio oligoclonal/policlonal de células T acompanhadas por um processo
inflamat6rio crénico que afeta o sistema nervoso central. Existem dois modelos principais
propostos para explicar a inflamagio cronica e a degeneragfio do sistema nervoso central:
um modelo autoimune ¢ um modelo citotéxico (HOLLSBERG e HAFLER, 1995). Varias
¢vidéncias, entretanto, apdiam o modelo citotéxico. Primeiramente, pacientes com
PET/HAM de haplétipo HLA-A2 carregam uma alta freqiiéncia (aproximadamente 1:500)
de células T citotoxicas CD8+ (HLA-A2 restrito) reativas a Tax (ELOVAARA et al., 1993;
JTACOBSON et al., 1990). Além disso, demonstrou-se que os astrécitos expressam RNAm
Tax de HTLV I, detectado por hibridizagio in situ (LEHKY et al,, 1995). Portanto, a
apropriada identificagio de uma célula alvo imune e a existéncia de células T citoliticas
especificas para Tax de HTLV I embasam o modelo citotéxico para a patogénese dessa
doenca. Uma vez que a transmissdo nao celular do HTLV [ provavelmente nio ocorre, nio
estd claro como os astrocitos sfo infectados. Achados histopatolégicos mostram uma
combinacdo de linfécitos T CD4+ e CD8+ infiltrando o SNC durante as fases mais
precoces da doenga, seguidas pelo predominio de linfécitos CD&+ nas fases mais tardias.
Também demonstrou-se a presenca de mondcitos infectados em pacientes com PET/HAM,
que poderiam servir como veiculos para a introdugiio do HTLV I no SNC. B possivel que
uma infiltragfo inicial de linfécitos T e/ou mondcitos possam conter células infectadas com
capacidade de transmitir o HTLV I para os astrécitos, o que ¢ seguido de uma infiltracdo de
linfocitos T CD8+ especificos para HTLV I que teriam como alvos as células infectadas.
Entretanto, ainda necessita confirmagio quais seriam os alvos primérios das células T
citoliticas na PET/HAM, se os astrécitos, outras células do SNC ou os linfécitos T CD4+
infectados pelo HTLV I (KOYANAGI et al., 1993). As evidéncias que embasam o modelo
autoimune na fisiopatologia da doenca sfio indiretas. Citocinas secretadas por células

inflamatérias que infiltram o SNC (linfécitos CD4+ infectados pelo HTLV I auto-reativos)
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seriam suficientes para causar dano tissular; entretanto, a natureza de tais células T auto-
- reativas, sua especificidade antigénica e a populago celular alvo niio foram definidas. £
possivel que ambos os mecanismos, citotéxico e autoimune, contribuam para a patogénese
da PET/HAM. Entretanto, os dois modelos falham em explicar porque o cordiio espinhal
toracico € o sitio-alvo preferencial para a infiltracio e inflamacgfio tissulares, ou ainda o

porqué da caracteristica paresia espatica vista nesta doenca.

Clinicamente, trata-se de uma doenga cronica, progressiva, desmielinizante, que afeta
predominantemente o corddo espinhal. A doenga ¢é relatada em 0,2 a 5% dos individuos
infectados (KAPLAN et al, 1990), sendo mais freqiiente em mulheres que em homens
(2:1). Tipicamente a doenga desenvolve-se na quarta década de vida, configurando um
longo periodo de incubagio, e progride por um periodo de 5-10 anos tendendo a estabilizar-
se com um grau severo de deficiéncia motora e sensitiva. Os principais sintomas de inicio
da doenca sfo astenia e perda da forga muscular em membros inferiores (OSAME et al.,
1987, VERNANT et al., 1987), além de dor lombar, perda de sensibilidade com carater
menos expressivo que o comprometimento motor, urgéneia e incontinéncia urindrias,
hiperreflexia de membros inferiores e presenga do reflexo de Babinski. A doenca progride
com constipacdo, megacolo e impoténcia nos homens. Linfocitos atipicos podem ser

encontrados tanto no sangue periférico como no liquor.
1.4.3. Outras doengas relacionadas 3 infecg3o viral

O HTLV I tem sido associado ocasionalmente a outras doencas como Sindrome de
Sjdgren (NAKAMURA et al, 1997), doenga de Behcet (KANAZAWA et al, 1993),
polimiosite (MORGAN et al, 1989), poliartrite (NISHIOKA et al., 1993), tireoidite
(UCHIYAMA, 1997) ¢ uveite (MOCHIZUKI et al., 1992), condicBes essas que acreditam-
se causadas por mecanismos auto-imunes. Estrongiloidiase macica também tem sido
associada a infecgfo pelo HTLV I (PATEY et al., 1992).

1.5. Organizac¢8o molecular do HTLVI

Num genoma de aproximadamente 9 kb estfio codificadas as proteinas estruturais do

virus conhecidas como Gag ¢ Env, enzimas como a transcriptase reversa, integrase e
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protease, e proteinas regulatérias (SEIKI et al, 1983). Ambas as terminagGes do genoma
sdo margeadas por reprodugBes diretas niio codificadas conhecidas como "long terminal
repeat” (LTR). As LTRs mediam a integragio pré-viral e contém elementos regulatdrios
importantes para a transcrigdo viral, o processamento do RNAm viral e a transcri¢io
reversa (figura 1A). Além disso, existe uma regido finica entre a regido env e 0 3°-LTR,
denominada regifo pX, que contém 4 pequenas ORFs (“Open Reading Frames” ou
estruturas de lettura aberta): X-I, X-II, caracteristicos dos retrovirus, e X-IIl e X-IV. As
ORFs X-IIl ¢ X-IV codificam as proteinas regulatorias p27° (Rex) e p40™ (Tax),
respectivamente (SEIKT et al., 1983).

Existem pelo menos trés tipes de RNAm detectados em células infectadas pelo
HTLV I. o RNAm gendmico ou “unspliced”, e dois subgendmicos: os RNAm “spliced”
simples (4.3 Kb) e duplo (2.1 Kb) (SEIKI et al., 1983; SLAMON et al., 1984). O genoma
do HTLV I esta graficamente representado na figura abaixo (figura 1B).

A LTR e LTR
-Tegion
U3 _RUS €y U3 RUS

%> gag pol 3 @ g
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Figura 1: Organizacfio molecular do virus HTLVL A Organizagdo do genoma. O LTR
esta em negrito. Inicio translacional (ATG) e “stop codons” estdo indicados. “X” denota as
regiGes de interacio que contem véarias “ORFs”. B: HTLV produz varios espécies de RNA
por “splicing” alternativo. As linhas cheias representam os exons e as vazias os introns. Pi2
pode ser expressa por “splicing” duplo ou simples do RNAm. UP: nfo “splicing”; SP
“splicing” simples; DS: duplo “splicing”(FERREIRA et al., 1997).
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As proteinas precursoras gag/pol sfo codificadas pelo RNAm genbmico (“unspliced™)
completo. A proteina precursora traduzida (pr53) € clivada pela protease viral em proteina
matriz pl9, proteina capsideo p24 e nucleoproteina p12 que se liga a0 RNA gendmico na
particula viral madura (MADOR et al., 1989).

O produto do gene pol & franscrito pelo mesmo RNAm de uma estrutura diferente do
gag (SHIMOTOHNO et al, 1985) Um rearranjo ribossomal redireciona a maquinaria
translacional para ler a mensagem do gene pol produzindo a proteina precursora gag/pol
(MADOR et al., 1989). Este rearranjo ocorre com uma freqiiéncia baixa, de tal forma que é
produzida mais pr33 que o precursor gag/pol. Esta tltima proteina é clivada pela protease
para a producdo da transcriptase reversa viral e integrases, em adiglo as anteriormente
mencionadas proteinas Gag. As duas proteinas pol sfo importantes nos estigios iniciais
apds a infeccdo e mediam a transcricdo reversa do RNA viral em DNA e a integracio do

DNA ao genoma humano como pro-virus,

O RNAm “single-spliced” de 4.3 kb codifica a proteina de envelope precursora
{(gp61), a qual ¢ clivada por uma enzima celular desconhecida para produzir a proteina
transmembrana gp21 e a proteina de superficie gp46 Env. Gp46 Env interage com wm

receptor celular ainda ndo identificado, facilitando a entrada do virus na célula.

O RNAm “double-spliced” de 2,1 kb codifica pelo menos duas importantes proteinas
regulatérias, Tax e Rex, além da p21*™, Tax é codificada pela ORF X-IV e Rex pela ORF
X-III. No HTLV I, Tax é uma proteina de 40-kD (p40™ ). Ainda nfio estd muito bem

IX-H[

definido ¢ papel de p2 no ciclo de vida do virus, embora tenha sido sugerido que essa

proteina possa antagonizar a funglio de Rex (FURUKAWA e SHIKU, 1991).

A proteina Rex estabiliza ou facilita o transporte de RNAm “unspliced” do nucleo
para o citoplasma permitindo a expressio de proteinas do core viral, assim como

fornecendo RNA para a produgio de novos virus.

A ORF I da regifo pX codifica a proteina p12', a qual estd presente no reticulo
citoplasmatico e no complexo de Golgi. A proteina p12' tem mostrado papel importante no
estabelecimento da infectividade pelo virus HTLV I, ceodificando pelo menos quatro

supostos sitios de higagdio para SH3, conhecidos pela importancia nas interages proteina-
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proteina (ALEXANDROPOULOS et al., 1995) . Aparentemente também interage com uma
ATPase de H+ vacuolar, envolvida no transporte de prétons para dentro de organelas
celulares (FRANCHINI et al., 1993; SCHLEGEL et al., 1986). A proteina p12' também se
liga a cadeia B do receptor de interleucina 2, em uma regido que também se liga 3 p56™*

quinase envolvida na ativagdo da célula T pela IL-2.

Outras proteinas codificadas pela ORF Il no HTLV I (030" e p13 " foram descritas,
sem papel ainda bem estabelecido no ciclo de vida viral ou na transformacdo celular

induzida pelo virus.

O HTLV T utiliza-se de estratégias redundantes para aumentar a sua infectividade
através das proteinas Tax e p12, as quais promovem a proliferagio celular, inibicsio da

apoptose e aumento da instabilidade genética.
1.5.1. Tax, o regulador da transcri¢io

Entre todas as proteinas do HTLV I, Tax tem papel central na patogénese viral, E
uma fosfoproteina que regula a transcrigdo viral através da interagfio com trés elementos
amplificadores 21-bp localizados na regiso U3 do LTR pré-viral (ZHAO e GIAM, 1991).
Esta regifio contém varias regides de DNA com homologia a conhecidos sitios de ligacdo
de fatores transcricionais celulares, como o elemento responsivo do AMP ciclico (“cyclic-
AMP-responsive element binding” — CREB), o fator nuclear kB (“nuclear factor xB” - NF-
kB) e o elemento responsivo sérico (“serum responsive element” — SRE). E um potente
ativador transcricional do LTR viral e de varios outros genes celulares envolvidos na
ativagio e crescimento de células T. Tax potencialmente aumenta a expressio de genes
virais através do LTR viral e também estimula a transcrigiio de genes celulares através de
vias de sinalizaggio celulares de NF-xB, CREB, SRE ¢ AP-1. Tax nfo se liga diretamente as
seqiiéncias dos promotores ou facilitadores (“enhancers”) desses genes, mas interage com
proteinas celulares que sfio fatores de transcricdo ou moduladores de funcdes celulares
{parece mediar seu efeito através da ativacio de diferentes fatores de transcrigdo celular que

por sua vez se ligam ao LTR e ativam a transcricio viral) (ZHAO e GIAM, 1991).
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1.5.2. Tax, o ativador transcricional

Pelo menos dois elementos responsivos a Tax (TRE — “Tax Responsive Elements”)
estdo localizados dentro da porgfio U3 do LTR viral: TRE-1 ¢ TRE-2. TRE-1 contém sitios
de ligagdo para fatores de transcricio de membros da familia dos elementos de ligaggio
responsivos a0 AMP ciclico (CREB/ATF — “cyclic AMP responsive element binding
family of transcription factors”), enquanto TRE-2 liga-se a uma variedade de fatores de
transcrigdo como ets-I ¢ Spl, e Myb (BOSSELUT et al., 1990; BOSSELUT et al., 1992;
GITLIN et al., 1991). Tax pode ligar-se diretamente ao CREB e a proteinas moduladoras de
elementos responsivos ao AMP ciclico (CREM) , aumentando a atividade desses fatores
(SUZUKI et al., 1993). Uma vez ativados, esses fatores de transcri¢io também podem
induzir a transcri¢@o de outros genes celulares. Para a ativag@io da LTR viral, Tax requer ao
menos dois facilitadores (“enhancers™) de 21-bp contendo um elemento responsivo ao
AMPc imperfeito, ao qual a proteina ligadora do elemento responsivo ao AMPc (CRERB) se
liga (ZHAO e GIAM, 1992). Tax pode se ligar tanto &4 CREB quanto & proteina ligadora de
CREB (CBP), da qual é um coativador transcricional (KWOK et al., 1996). Sob condigdes
fisiologicas, apenas CREB fosforilada induzida por estimulagio pode se ligar 2 CBP e
ativar a transcricdo (CHRIVIA et al.,, 1993). Tax desvia este caminho, resultando em
.ativac;éo da via de CREB independente de estimulagfio. CBP acetila histona ¢ abre a

estrutura do nucleossomo ao redor do sitio franscricional.

Tax pode ativar a via de NF-xB através da interagfio com IKKy. IKK«, B € v formam
um complexo de 700 kDa, ao qual Tax ¢ adaptada funcionalmente através de KKy
(JEANG, 2001; JIN et al,, 1999). O complexo ativado fosforila IxB, o qual separa NF-xB,
resultando na ativago de NF-xB. A ativagio de NF-xB induz & transcrigsio dos genes de
vérias citocinas e de seus receptores, bem como de numerosos genes associados 4 apoptose
¢ ao ciclo celular. Esta interagfio virus/hospedeiro toma induziveis por Tax os genes
responsivos 20 NF-xB que codificam IL-2, IL-2Ra e outros fatores que comandam a
transdugdio do sinal de crescimento (BALLARD et al, 1988; LEUNG e NABEL, 1988;
MIYATAKE et al., 1988; RUBEN et al., 1988). A expressdo persistente e niio transitéria
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desses genes responsivos ao NF-kB na presenca de Tax provavelmente contribui para o

inicio ¢/ou manutengdo do fenétipo maligno.

Outras proteinas transportadoras com regides homoélogas a esse gene podem se
ligar 4 Tax. Entre elas estd uma proteina inibidora do ciclo celular chamada ple™4A
(HANNON e BEACH, 1994; SUZUKI et al., 1996). A inativagio funcional de plgMKeA
poderia contribuir de forma critica para o desenvolvimento da lencemia-linfoma T do

adulto.

Como j4 bem estabelecido, as proteinas transformadoras de virus de DNA
tumoral, como o antigeno T do SV40, E7 do papiloma virus humano, E1A do adenovirus,
ligam-se 4 Rb e suprimem sua fungdo negativa para E2F (HOROWITZ et al., 1988;
NEVINS, 1992; WHYTE et al., 1988). A proteina p16™%*A ¢ um regulador negativo de Rb.
Assim, parece que o retrovirus HTLV I e os virus de DNA tumoral suprimem wma unica
via de sinalizagdo negativa através de diferentes moléculas. Isto pode sugerir a importancia
critica da via de sinalizagio de Rb para as células normais manterem seus fendtipos

normais,

Vérios outros promotores de genes celulares responsivos & transativacfio de tax
foram identificados: cadeia o IL-2R proteina relacionada ao horménio da paratiredide
(PTHIP), GM-CSF,c-fos, egr-1, MHC classe I, c-sis, vimetina, IL-1, IL-2, IL-3, IL-6 ¢
TNF-3 (FERREIRA et al., 1997).

1.5.3. Tax, o repressor transcricional.

Por outro lado, Tax pode reprimir a transcriciio de certos genes, como o gene da
polimerase fde DNA (JEANG et al., 1990), os genes ick (LEMASSON et al., 1997), pi8 e
PI3(SUZUKI et al., 1999b). Para a trans-repressio da transcrigio do gene pl8, a proteina
Tax interfere na ligaciio de E47 ao coativador transcricional p300, resultando na represséo
da transcricio do gene p/8(SUZUKI et al., 1999b). A transcrigdo dependente de p53
também ¢ reprimida pela proteina Tax. De forma semelhante 3 trans-repressio do gene pi8,
Tax ndo se liga diretamente a p53 ou aos sftios de ligaggio de pJ3, mas inibe o recrutamento
de CBP nos sitios de ligagio de pS3(ARIUMI et al., 2000; SUZUKI et al., 1999b). Este
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mecanismo de trans-repressdo contrasta com aquele da trans-ativacio da via de CREB pela
proteina Tax. Embora ambos os mecanismos dependam da ligaciio de Tax ao ativador
transcricional, CBP/p300, seus efeitos na transcricio sio bastante diferentes (YOSHIDA,
2001).

1.5.4. Tax, o Inibidor funcional.

Além da regulagdio transcricional, Tax pode influenciar na fungiio de determinados
fatores celulares. A proteina Tax interage com p16 ™A um inibidor do CDK4 ( cyclin-
dependent kinase-4), através de seu sitio anquirina, comprometendo sua fungfio (SUZUKI

et al., 1996). Uma vez que p16 T4

€ um inibidor de CDK4, sua inibic#o funcional leva i
ativagdo de CDK4/6, a fosforilagdo de Rb e, finalmente, & progressdo de G1 para S no ciclo

celular.

TGF-B (transforming growth factor B) é uma citocina inibidora que desempenha
importantes papéis no desenvolvimento como um todo, no sistema imune e na oncogénese.
Uma vez que TGF-P geralmente suprime o crescimento de células tumorais, a maioria das
células tumorais adquirem mecanismos de escape para inibir a sinalizagfio a partir de TGF-
B, o que inclui mutacfio de seu receptor ¢ mutagiio de moléculas “Smad” que transmitem o
sinal do receptor. Tax também inibe o sinal de TGF-§ ligado a Smad2, 3 e 4 ou CBP/p300
(LEE et al., 2002; MORI et al., 2001). Inibigio da sinalizacio de TGF-B permite que as
células infectadas pelo HTLV I permanegam incélumes ao efeito inibitério do crescimento
de TGF-B.

‘Células leucémicas de individuos com LLTA demonstram marcantes anormalidades
cromossdmicas, que provavelmente refletem instabilidade cromoss6mica. Tax interage com
a proteina MADI, que forma um complexo com MAD?2 e controla o processo mitdtico. O
impedimento funcional de MADI1 causado pela proteina Tax gera instabilidade

cromossdmica, sugerindo o envolvimento desse mecanismo na oncogénese.

Como jé bem demonstrado, vérios estudos demonstram que Tax induz a proliferaciio
continua de células T ¢ interage com ativadores sitio-especificos (FERREIRA et al., 1997).

Como a expressdo de GATA3 esti correlacionada com o desenvolvimento de células T, a
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desregulag8o da expressdio desse gene pode ser um dos fatores envolvidos na fisiopatologia

das doengas relacionadas 2 infecciio pelo HTLV I,
2. O fator de transcrigio GATA3

Os fatores de transcrigiio da familia GATA sfio assim chamados por se ligarem com
alta afinidade a seqiiéncias consensuais de DNA 5’ (A/T) GATA (A/G) 3’ através de um ou
dois dominios distintos de ligagdo “zinc-finger” altamente conservados de DNA da forma
C-X5-C-X19-C-X5-C (onde C é uma cisteina). (figura 2)

S K o N o o
CXoulCXu | 71 XpaW RI| Xm0l E |C g | XCX | g | .... basic region ....
9

Figura 2: Estrutura do fator de transcri¢io GATA. Consenso de ligagdo ao DNA dos
fatores de transcrigio da familia GATA, baseado no trabalho de Lowry e Atchley (LOWRY
¢ ATCHLEY, 2000). Est%o indicados os residuos de aminoscidos altamente conservados. X
representa um aminodcido qualquer, @ os residuos hidrofSbicos (A,V,.LY). Os 20
aminoacidos imediatamente apés a seqiiéncia do zinc-finger sfo altamente bésicos,

altamente conservados e necessérios para a ligacfio ao DNA.,

S#o encontrados em seres vivos eucariotas desde fungos e plantas até invertebrados e
vertebrados. Demonstram papel critico no desenvolvimento celular, incluindo regulagio da
diferenciagdo e controle da proliferacio celular. Mutagio ou modulagio da expressio do

gene podem estar envolvidas na fisiopatologia de doencas humanas.

A maioria de outras familias de fatores de transcriciio expandiu-se suficientemente
para abranger dezenas, se ndio centenas, de membros individuais. Contraditoriamente, os
fatores GATA evoluiram de forma muito mais restrita: apenas seis fatores foram
identificados em vertebrados, trés (possivelmente quatro) em Drosophila ¢ onze no
nematodeo Caenorhabditis elegans (PATIENT e MCGHEE, 2002).

Cada membro da familia GATA exibe um padrio de expressdo distinto,

freqiientemente sobreposto, em linhagens celulares ¢ tecidos. O fator de transcricio
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GATAI ¢ encontrado em celulas de linhagem eritréide e megacariocitica, em mastécitos
derivados da medula éssea ¢ em células progenitoras hematopoéticas (MARTIN et al.,
1990). O fator de transcricio GATA2 também € expresso em células progenitoras,
mastdcitos, megacaridcitos, células cerebrais primitivas, eritroblastos primitivos, células
endoteliais, “stem cells” embrionarias e uma variedade de outras células e tecidos
(DORFMAN et al., 1992; LEFE et al., 1991). A expressio de GATAA4 ¢ restrita ao coragio,
epitélio intestinal, endoderma primitivo e génadas (ARCECI et al., 1993).

O fator de transcricio GATA3 humano ¢ uma proteina de 444 aminoacidos expressa
de maneira temporalmente dindmica que assume fun¢des vitais durante o desenvolvimento
embrionario (LIEUW et al., 1997). Inicialmente descrito como apresentando um restrito
padrido de expressdo, posteriormente evidenciou-se um acumulo abundante em vérios
tecidos distintos durante o desenvolvimento incluindo placenta, rins ¢ adrenal, sistema
nervoso central e periférico embrionario e adulto, figado embrionério e linfocitos T
(GEORGE et al., 1994; OOSTERWEGEL et al., 1992; YAMAMOTO et al., 1990).
GATA3 ¢ o primeiro fator de transcrigio necessiric para os estdgios iniciais do
desenvolvimento de timécitos, mas nfo é essencial para o desenvolvimento de outras
linhagens hematopo¢ticas, como células eritréides, macrofagos, linfocitos B ou
granulécitos (TING et al., 1996). Assim sendo, a expressio de GATA3 ¢ confinada a
linfécitos T e células natural killer (NK) no sistema hematopoético. Até o momento foram
identificados genes alvo que sio regulados diretamente pelo GATA-3 apenas em linfocitos
T (GEORGE et al., 1994; HENDRIKS et al., 1999; OOSTERWEGEL et al., 1992).

Dados atuais sugerem que GATA3 funciona como um ativador transcricional de
unidades de transcrigdo especificas de células T, como os genes de receptores de células T
(TCR) o, § ¢ 6 ¢ 0 gene CD8c (HO et al.,, 1991; JOULIN et al,, 1991; KO et al., 1991;
LANDRY et al.,, 1993; MARINE ¢ WINOTQ, 1991; YANG ¢ ENGEL, 1993). O gene
lactogéneo placentario I também pode ser um gene alvo para o GATA3 na placenta
(JACQUEMIN et al,, 1994). Todos esses genes coniém sitios GATA em regides de
promotores ou facilitadores (“enhancers™) funcionalmente definidos (KO et al., 1991).
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Recentemente, tem sido demonstrado que GATA3 desempenha um‘ papel instrutivo
direcionando a diferenciaciio Th2 (FARRAR et al,, 2001). A expressio do gene. GATA3 ¢é
necessdria para o desenvolvimento dos primeiros precursores de células T {(HATTORI et
al., 1996; HENDRIKS et al., 1999; TING et al., 1996). Os niveis de GATA3 siio baixos
durante as duas fases de rearranjo do gene de TCR (receptores de células T), mas sdo altos
no periodo intermediario de células rapidamente proliferativas que separa essas duas fases.
A expressio de GATA3 permanece alta em timdcitos CD4+, mas progressivamente
diminui em timécitos CD8+. GATAS3 é detectado em células T CD4+ primarias e os niveis
de expressdio aumentam substancialmente durante a diferenciagio Th2 (ZHANG et al.,
1997, ZHENG e FLAVELL, 1997). A expressdo de GATA3 tem sido demonstrada como
indispensavel para o desenvolvimento de Th2 e & inibida em resposta a ativagiio de Stat4
mediada por IL-12 (OUYANG et al,, 1998; ZHENG e FLAVELL, 1997). GATA3 ativa
fortemente o promotor de IL-5, mas parece ter apenas efeito limitado na transcrigiio do
gene de IL-4 (RANGANATH et al., 1998; ZHANG et al., 1998; ZHENG e FLAVELL,
1997). A introdugfo retroviral de GATA3 durante a diferenciagdio in vitro de células
primarias CD4+ em Th! resultou em inibi¢dio da produgfio de IFN-y, independe de IL-4
(FERBER et al, 1999; OUYANG et al, 1998), e em inibicio de IL-12RPB2 , o que
normalmente acompanha a diferenciagiio Th2 (SZABO et al,, 1997). A manipulaco de
Stat6 e a express@o de GATA3 em culturas de polarizacdo Thl e Th2 in vitro resultou em
uma maior compreensio das bases moleculares da diferenciagio Th1/Th2. Entretanto, ha
poucos dados disponiveis sobre o papel do GATA3 durante as respostas imiumes em

modelos animais.
2.1.  Estrutura e expressio do gene GATA3 humano

2.1.1. A estrutura

A ynidade transcricional GATA3 humana est4 contida em 17 kb de DNA gendmico e
se divide em seis exons (figura3). O seqlienciamento de clones genémicos de GATA3
humano mostrou que a regifio nfio translada 5° do RNAm & separada por um intron. O
cddon de iniciagiio ATG se encontra 370 nucleotideos abaixo da primeira jungiio 3’ intron-

exon, € os dois dominios de ligagio de DNA “zinc finger” do GATA3 sio codificados por
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dois exons separados (IV e V) de tamanhos semelhantes (140 e 120 bp, respectivamente). E
interessante observar que ambos os exons codificadores dos “zinc finger” do GATAZ estio
ligados em posi¢Oes semelhantes s suas contrapartes em GATAI. A excegdo do primeiro
intron curto de 394 bp, os exons II a VI sfo separados um do outro por seqiiéncias de
introns de 4 a 5 kb. As seqiiéncias de todas as jungdes intron-exon estio em concordancia

com as seqiiéncias consensuais.

H M v v vi
, 0.4 kb 4.5 kb 4 kb 4%b 4.5kb )
5 ] | I e I | I | i -:LE
200 bp 620 bp 540 bp 140 bp 120 bp 1200 bp
hGATA-3 %GRECVNC . PKRRLi I SAARR . LYYKL,HNI

Figura 3: Estrutura do gene GATA3 humano. Estio apresentados a localizacio e o
tamanho dos seis exons e dos cinco introns do gene GATA3 humano. As caixas abertas
representam as regibes nfo codificadoras. A seqiiéncia de aminoacidos dos exons IV ¢ V,
que codificam as regides “zinc-finger”, também estio representados (LABASTIE et al.,
1994),

O seqiienciamento do promotor do gene GATA3 demonstrou alto contetdo de GC
com numerosos locais de ligagdo para o fator de transcrigio Sp1 (BRIGGS et al., 1986) e a
falta de caixas TATA ¢ CAAT, como descrito para o gene GATA] humano (HANNON et
al,, 1991; MANTOVANI et al., 1988; TSAI et al,, 1991). Tais estruturas sfio encontradas
habitualmente em promotores de genes constitucionalmente expressos (DYNAN et al,
1986), e também té€m sido descritas em genes altamente regulados como o gene do receptor

do fator de crescimento epidérmico (ISHII et al, 1985), no protooncogene c-rel
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(HANNINK ¢ TEMIN, 1990) ou no fator de transcrigdo Ets-1 (JORCYK et al., 1991). Ao

contrario de outros genes, como no GATAL
2.1.2. Ativag3o transcricional.

Existem poucos relatos na literatura sobre o controle transcricional do gene GATA3.
Talvez o principal estudo sobre esse tema tenha sido feito por Romeo (GREGOIRE e
ROMEQ, 1999), que inicialmente determinaram seqiiéncias cis-acting localizadas préximo
ao sitio de iniciagio da tramscrigio e envolvidas na ativacio do gene GATA3 humano.
Subseqilentemente, mapearam, através da pesquisa de regides de hipersensibilidade a
Dnase I (HS), uma seqiiéncia do gene GATA3, contendo o primeiro exon e a maioria do
primeiro intron, compreendida entre as regides ~96 e + 598, que corresponde i regifio
promotora minima do GATA3 humano. Esse fragmento de nucleotideos contém a regido
necesséaria e suficiente para a atividade eficiente do promotor do gene GATAS3. O promotor
contém vérios sitios GGGCGG (BRIGGS et al., 1986) e variantes GGGAGG (JONES et
al., 1986), potenciais sitios de ligago para a fator de transcricio Spl.

2.1.3. Repressdo transcricional.

Como ja se sabe, a posicio do silenciador de um gene, assim como de um
“enhancer”, € varidvel dependendo do gene estudado e pode estar adjacente ou muito
afastada da regifio promotora. O silenciador do gene GATA3 distancia-se 7 kb da
extremidade 5” do promotor e pertence ao segundo grupo. Romeo, a partir de um estudo
com regides HS sobre a atividade transcricional do gene GATA3, localizaram um
fragmento de DNA, localizado entre —8025 e —5900, que conferia especificidade ao
promotor do gene na célula T. Precisamente, 2 regifio silenciadora foi identificada entre as
regiGes —7828 e ~7121 do mesmo gene. Na anilise de delecio desse silenciador, Romeo
descreveram dois elementos “cis-acting”™ um 5, que contém CAGGTG E-box ¢ estd
localizado entre ~7828 ¢ ~7121, e um elemento 3, que se localiza entre —7197 e -7121 e
compreende um sitic de ligagio YY1 adjacente a CAGGTG E-box (figura 4) . Essas
regibes sdo sitios de ligacio de ZEB (“zinc finger E-box™), um repressor transcricional

ativo que participa da regulagio tanto da diferenciaciio muscular como da expressio do
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gene da a4-integrina durante a hematopoese (POSTIGO e DEAN, 1997; POSTIGO et al.,
1997). O estudo da expressio de ZEB demonstrou que esse silenciador tem agdo re;presséra
no promotor do gene GATA3 em células nio T. Demonstrou-se também que, em células T,
E2A e HEB {(na forma de um heterodimero) liberam a repressiio de ZEB. Assim sendo, a
atividade de ZEB ¢ fundamental na diferenciag3o e func¢io da célula T em vertebrados.

i782$
AGCCAGGTGGCTGAAAACCCCTCTTCTGGGAGGTTAAAGCAGT TTGCUTCCTGGAACCATAGGAGGTGGCA 70
5'Ebox

GGUAATTAGGGATCUTGATAAGGAGT GTGUGGUAGATCOOCAAAACCACCTCTGTCUTCTAGUATTCGGTT 140
ATTTTTAACTATTTCTAGGUTGCACTGA AGTGATGTCTCATTCTTGGTGOCTAAGCCATTTTACACATAA 210
ATOTOCATTCTTCTCCTGGTATATCTTTG TG TGUAGACCAAATCITTCCCATCACCTCTTITTTACTTAA 289
COGTTGGAATAACCAGAGAGAGGCTTITGTAGCCTCCAAGGGAGCAAACTGAGGAATCCCCCITITGCTTT 350
GOCTOCTCGEGCTGACCCGAGUTGGGUTGCAGAGOTGGGTGCGGCAGCGOGCAAGAAGCTCCTGCCLOAGS 420
CGTCCCOGLTOAGUTUCACCGGOTATCCGTOGCTGOUGGTCTUCTGGCT TAG TGAAGAACAGGCACATGC 499
GTCTGOTTGCTGTTT TG T TATATAACAAATTGCTTTAGOGTCCOCGAGGTGGAAGGCAGCCTAGAGET 566
GAGCTGCCCGGAGGGAGGGGCTECOGGTAGGGGGCAGTCCGGGACCAAGGRAGGCCGGGAGAAGGGTGCG 630
CATAROCAAACO TOOTOCT T T ANCTOTGAGTOAGGCACA A ACATGGATTTTTTTTTTTACCAGGHTG 700
&'r(:'rc;’ YY1 3'Ebox

-7F12%

Figura 4: Seqiiéncia do silenciador do gene GATA3 humano. (GenBank TM/EBI Data
Bank AJ 131811). O fragmento de DNA contendo a seqiiéncia silenciadora do gene
GATA3 compreende as regifes -7828 a -7121.

O desenho do nosso estudo originou-se na constatagdo reportada por Pandolfi et al
(PANDOLFI et al., 1995) de que camundongos nocauteados por recombinacio homoéloga
para o gene GATAS3 exibiam vérias e graves anormalidades morfolégicas e fisiologicas no
sistema nervoso central e periférico, além de hematopoese ineficaz durante o
desenvolvimento embrionario. Havia, portanto, correlacdo entre as anomalias apresentadas
por camundongos deficientes do gene GATA3 e as manifestacdes clinicas evidenciadas nas

doengas relacionadas 2 infecclio pelo HTLV I em humanos tais como a paraparesia
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espastica tropical/mieolopatia associada ao HTLVI (PET/MAH) e a Leucemia Linfoma T
- do Adulto (LLTA). ' '

Como a expressiio de GATA3 esta relacionada ao desenvolvimento de células T, o
comprometimento da expressdio desse gene poderia ser um dos fatores envolvidos na

fisiopatologia das doengas relacionadas  infecgéo pelo HTLV L
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O presente trabaiho teve por objetivos:

1.

Analisar a expressdo do RNAm do gene GATA3 em individuos pertadorés do
virus HTLVI e em portadores das doengas secundérias i essa infecgio viral, e

compara-la a individuos normais.

Caracterizar as interagdes DNA-proteina entre as regides de controle
transcricional do gene GATA3, os fatores de transcri¢@o celulares envolvidos

nesse controle transcricional € o transativador do HTLVI denominado Tax,

Analisar a fungo da proteina Tax na regulacio da expressdo do gene GATA3.
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3. RT-PCR semi quantitativo para anslise de expressio do RNAm do gene
- GATAS3 humano em individuos contaminados pelo HTLVI ﬂ |

3.1. Selec¢do dos individuos estudados

Para cumprir a primeira etapa do estudo, que compreende a analise da expressio do
gene GATA3 em individuos normais e infectados pelo HTLV I, foram estudados 14
individuos, sendo: 4 doadores de sangue, portadores assintomaticos do virus HTLV I 2
pacientes portadores de leucemia/linfoma T do adulto; 1 paciente com paraparesia espastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV 1 e 7 doadores de sangue saudaveis. Os doadores de
sangue saudaveis ¢ os portadores assintométicos do virus nio apresentavam nenhum sinal
ou sintoma atual ou histéria recente compativel com qualquer tipo de infeccdo, nem histéria

pregressa de neoplasia ou uso recente de medicagGes. Todos os pacientes e doadores foram

orientados e consentiram em participar do estudo.
3.2. Diagnéstico

O diagndstico da infecgdo pelo HTLV 1 foi feito inicialmente pela técnica de ELISA
(Organon Teknika, Boxtel, the Netherlands) e confirmado pela técnica de Western Blot
(HTLV I 2.4 Genelabs Diagnostics, Singapore) e/ou PCR. A amplificaciio do PCR foi feita
usando-se os pares de primers SK110 e SK111 ¢ o produto do PCR foi hibridizado com as
sondas SK110 e SK188 marcadas com *2P,

3.3. Quantificagdo CD4/CDS8

A populacgio de linfocitos T foi quantificada por analise de citometria de fluxo. As
porcentagens de células positivas para cada anticorpo monoclonal foram definidas através
da utilizacdo de FACScan (Becton Dickinson ICS, Inc, Mountain View, CA). A

quantificacdo de um portador assintomético e do paciente com PET/MAH niio foi realizada.
3.4. Coleta de amostras
Foram coletados 20 m! de sangue venosoc em 10% EDTA {sal di-sédico do 4cido

etilenodinitrotetracético) de cada individuo incluido no estudo, para extracio do RNA.
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3.5. Extragio do RNA total e transcri¢go para cDNA

Foi feita a lise de hemaceas com tampio de lise NH4CL (0,144M) e NH;HCO;
(0,01M). O RNA total foi extraido de polimorfonucleares periféricos pelo método da
guanidina isotiocianato fenol cloroférmio (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). A
quantificag@io das amostras de RNA foi realizada através da leitura da densidade éptica em

espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 260nm e 280 nm.

As amostras de RNA total extraidas foram transcritas reversamente em c¢DNA
(hibrido RNA-cDNA) numa reagfio com volume final de 30 ul, contendo 4 ug de RNA
total, 60 U da transcriptase reversa AMV ( Amersham Life Science, Buckinghamshire,
England), 5 pl de oligo dT (Life Technologies, Gaithersburg, USA), 6ul de tampio da
transcriptase reversa (250mM tris-HCI pH 8,3, 40mM MgCl,, 250 mM NaCle DTT), 30U
de inibidor (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) e 3uM de cada dATP, dCTP, dGTIP e
dTTP. A reagdo foi incubada a 42°C por 60 minutos € a 52°C por 30 minutos sendo
posteriormente precipitada com 3M de acetato de sédio pH 5,2 e etanol a -70 °C

“overnight”.
3.6. PCR semi-quantitativo

O ¢DNA foi amplificado num mesmo tubo pela reagio em cadeia da polimerase
(PCR multiplex), usando-se as seqiiéncias génicas dos pares de primers PGATA3S ¢
PGATA3AS do gene GATA 3 e dos pares de primers PPglobinaS e PBglobinaAS segundo
tabela abaixo (Tabela 1).

O volume final da reagfio foi de 50 pl contendo 4 pl de cDNA, tampio 1x (200 mM
tris-HC1 pH 8,4; 500 mM KCI), 4,0 mM MgCl,, 100 uM de cada dATP, dCTP, dGTP ¢
dTTP, ¢ 2,5 U Taq DNA polimerase (Life Technologies, Gaithersburg, USA).

A amplificacfio foi feita no ciclador automatico de temperatura (Perkin Elmer- Cetus,
Cetus Corp., Boston MA - USA). A desnaturagdo das amostras foi realizada a 94°C por 5
minutos e, em seguida, submetidas a 35 ciclos de amplificagfio a 92°C por 30 segundos

para desnaturacdo, a 58°C por 30 segundos para “annealing” dos primers ¢ a 72°C por 30
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segundos para extensdo. Para a padronizacio do nimero ideal de ciclos para a quantificacio
de RNAm de GATA3, as reag:ﬁeé foram visualizadas , a cada 3 ciclos apods ¢ 20° ciclo, em

gel de agarose. As bandas de GATA3 e Bglobina obtiveram efeito cumulativo e nio haviam

atingido o platd apds 35 ciclos.

NOME REGIAO SEQUENCIA

PGATA3S 1256-1276 5’ AAGGCATCCAGACCAGAAACY
PGATA3AS 1339-1359 5’GTTAAACGAGCTGTTCTTGGGS’
PBGLOBINAS  IVS-1 5’ AGACAGAGAAGACTCTTG3’
PBGLOBINAAS IV-2 5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTCS’

Tabela 1: Seqiiéncia dos primers para RT-PCR semi-quantitativo. Sequéncia utilizada
para realizacio do PCR multiplex dos cDNA de GATAZ e Bglobina no ensaio de RT-semi

quantitativo.

Os produtos obtido a partir do ¢DNA amplificado foram de 101 pares de bases para
GATA3 e 404 pares de bases para Bglobina e visualizados gel de agarose a 1,6%.

A quantidade relativa de RNAm de GATA 3 e Pglobina foi calculada por
densitometria através do “escaneamento” das bandas usando-se o programa EagleSight
Stratagene, versdo 3,2 (La Jolla, USA).

4.  Analise da interagio DNA-proteina

Como j4 descrito em virios trabathos, a proteina Tax nio se liga diretamente ao
DNA, mas utiliza fatores de transcrico celulares para promover a interacsio com o DNA do
hospedeiro. Assim sendo, para verificar-se a possibilidade de interacdio entre o
transativador viral € as regides de controle transcricional do gene GATA3, utilizamos o
método de anilise de retardamento do DNA em gel ou gel-shift. Desta forma, seqiiéncias
especificas da regifio promotora e silenciadora foram marcadas com fosforo radioativo 3P e
utilizadas na reagfio de ligagio com a proteina purificada Tax, tanto com o fator de
transcriciio Spl como com o silenciador ZEB. A analise foi feita apos a realizacio de
eletroforese em gel de policrilamida das protefnas ligadas a0 DNA e resultou no

retardamento da mobilidade do DNA.
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4.1. Constru¢doc das sondas das regides promotora e silenciadora

A A regifio promotora contém 5 sitios de ligagdio para o fator de transcrigiio Sp1, sendo
escolhidos dois deles para estudo. Os oligonucleotideos complementares denominados
GATA3Proml! e GATA3Prom2, com 23 e 32bp respectivamente, e seus complementares
estdo representados na tabela 2 (GenBank nimero X73519). Para o estudo da regifio
repressora do gene, foi usado um oligonucleotideo contendo o sitio de ligacio para ZEB,
denominado GATA3Sill, inserido na regifio entre -7121 ¢ -7130 (GenBank nimero

AJ131811) e estd também representado na tabela 2 com seu complementar.

Para a reagdo de competicéo utilizou-se o competidor relacionado, ou seja, a mesma

seqiiéncia das sondas anteriores, porém n3o marcadas e com excesso molar de 100 vezes.

NOME REGIAO SEQUENCIA

GATA3Proml  -188e-174 5"-CCGGTCAGTGGAGGGGCGGGAGGAG-3”
3"-GGCCAGTCACCTCCCCGCCCTCCTC-5"

GATA3Prom2  -161e-129 5'-CGGGGGTGCGCGGGCGGGGGGAGAAGTCCTG-3”
3-GCCCCCACGCGCCCGCCCCCCTCTTCAGGAC-S”

GATA3Sill -7121e~7143  5-AGCTTTTTACCAGGTGGTCTCT-3"
3-TCGAAAAATGGTCCACCAGAGA-5’

Tabela 2: Sondas para o ensaio de gel-shift. Seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados
como sondas no ensaio de gel-shift no estudo da interagiio entre o promotor do gene
GATA3 e seu silenciador. As seqiiéncias GATA3Prom1 ¢ GATA3Prom2 sfo as seqiiéncias
do promotor do gene e as regides sublinadas s#o os locais de ligagdo de Spl. A segiiéncia

(GATA3Sil] ¢ a seqtiéncia do silenciador com ligagio para ZEB (sublinhado).
4.2. Marca¢do da sonda com isétopo radioativo

Anelaram-se 10ug de cada oligonucleotideo com sua fita complementar em TrisHCI
10mM, MgCl 10mM , NaCl 50mM e DTT 1mM por 15 minutos a 65°C. Marcou-se 0,1ug

de cada sonda anelada com v-°°P utilizando-se a enzima T4 poliquinase (Life-
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Technologies,Gaisthersburg, USA), sendo entio purificada em coluna sephadex G-25

(Amersham Biosciences, Roosendaal, Nederland) para retirada do isétopo n3o incorporado.
4.3. Proteina Tax, Spl e o vetor de expressio da proteina ZEB

A proteina purificada Tax foi fomecida por Susan J. Marriott (National Cancer
Institute, Bethesda, MD, EUA) e o fator humano recombinante Sp1 foi obtido da Promega
(Promega, Wisconsin,EUA}. O plasmideo de expressio p92pGex-Nil-2-a, construgiio com
o vetor de expressio codificador da regifio codificadora dos aminoéacidos 839 a 1125 da
porgdo C’terminal da proteina ZEB humana que contém seu zinc-finger, foi fornecido pelo
Dr Thomaz Brabletz (Universidade de Erlangen-Numberg, Erlangen, Alemanha). Apds a
transformacio e extragio do DNA plasmidial (itens 4.3.1. ¢ 4.3.2), realizou-se a digestdo

dupla com as enzimas BamHI/ Xho para confirmacfo da presenca do inserto.
4.3.1. Transformac3o

Para confirmagiio da presenga e especificidade do vetor enviado foi utilizada a
técnica de transformac@io em bactéria competente Escherichia coli (DH50) por choque
termico, a qual consiste em incubar-se 1 ul do vetor com 50 ul de bactéria competente por
30 minutos em gelo, seguindo-se a incubagio por 45 segundos a 42°C e, novamente, por 2
minutos em gelo. Foram, entfio, acrescentados 950 ul de meio SOC (Triptone 2%, Extrato
de Levedura 0,5%, NaCl 10mM, KC1 2.5mM, MgCl, 10mM, MgSQ4 10mM e glicose
20mM) com ampicilina (50mg/mi-Sigma), incubando-se por 1 hora a 37°C sob agitaciio
continua de 230 r.p.m. Apés esse periodo, acrescentaram-se 4 ml de SOC com ampicilina e
a cultura foi mantida a 37°C sob agitaciio continua de 230 r.p.m. “overmnight”. No dia

seguinte, esta cultura foi submetida 4 técnica de extracio de DNA plasmidial.
4.3.2, Extragdo do DNA plasmidial

A técnica de extragdo de DNA plasmidial sob a forma de mini ou maxipreparagio
(rendimento de até 30 ug e até 500 ug, respectivamente) foi realizada utilizando-se o kit de
Extragdo de DNA plasmidial Life-Concert (Life-Techonologies, Gaithersburg,USA), de

acordo com as instrugSes do fabricante. A técnica consiste em promover lise alcalina da
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bactéria, com conseqiiente ligacio do DNA plasmidial a uma coluna de resina anidnica e
posterior remogdo do RNA, proteinas e outras impurezas através de sucessivas lavagens em
meio com media concentragio de sal. O DNA plasmidial é, ent?o, eluido com tampio rico
em sal e precipitado com isopropanol. A concentracio ¢ qualidade do DNA seriio
determinadas em espectrofotdmetro a 260 e 280 nm, em luz ultravioleta e/ou gel de agarose
a 1%.

4.3.3. Extracdo da proteina ZEB

Apos a confirmaglio da presenga e especificidade do vetor enviado, a proteina de
fusdo GST foi obtida através da técnica modificada de purificagio de proteina GST
(Amersham Biosciences, Roosendaal, Nederland). Para tanto foi realizada a inoculagio da
bactéria £.coli DHS5o transformada com o vetor de expressdo em 100 ml de meio LB
(Triptone 1%, Extrato de Levedura 0,5%, NaCl 10mM, é&gar 15g/L) com ampicilina
(50mg/ml-Sigma), ¢ induzida com 1mM de IPTG por 4 horas. As células foram, entio,
centrifugadas a 2000 r.p.m. por 10 minutos & temperatura ambiente para obtengiio do
precipitado bacteriano. O precipitado foi lavado com 2 ml de tampdo de lise contendo 100
mM de EDTA, 1% de triton X100, 0,5 mM de PMSF, 2 pg/ml de aprotinina e 0.5 ug/ml de

leupeptina. O lisado foi posteriormente submetido a trés ciclos de gelo e degelo e
centrifugado a 4°C por 10 minutos a 2500 r.p.m., recolhendo-se, entdo, o sobrenadante. A

seguir, foram adicionados 250 pl de glutathione-sepharose 4B (Amersham Biosciences,
Roosendaal, Nederland) ao sobrenadante, mantendo-se sob agitacfio constante por 30
minutos a 4 °C, lavando-se, em seguida, 1 vez com 1 ml do mesmo tampioc de lise e 4
vezes com 1ml de PBS ¢ EDTA. Para a eluiciio da proteina, adicionaram-se 4 sepharose 0
.2 ml de tamp@o de elui¢dio (50 mM Tris pH 8.0, 15mM glutationa reduzida ¢ 0.1% de NP
40), com posterior centrifugacdo a 2000 r.p.m. por 5 minutos a 4°C. A proteina resultante
foi, entdio, analisada em gel SDS a 10% corado pelo azul de comassie. Aliquotas foram
estocadas a -80 °C.A concentragdo protéica da amostra foi analisada por leitura

espectrofotométrica no coraprimento de onda de 280 nm e pela técnica de Bradford (Bio-
Rad, Richmond, CA).
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4.4. Anticorpos anti-Tax ¢ anti-ZEB

O anticorpo anti-Tax foi fornecido pela Dra. Susan Marriot (National Cancer
Institute, Bethesda, MD, EUA) ¢ o anticorpo anti- ZEB foi fornecido pelo Dr. Thomaz
Brabletz (Universidade de Erlangen-Ntimberg, Erlangen, Alemanha).

4.5. Reacdo de ligagio

Incubaram-se 50.000 cpm das sondas GATA3Proml, GATA3Prom2 e GATA3Sill com
a proteina Tax (0.9 ug) na presenca ou nio de Spl (1 unidade footprinting) ou ZEB (1.0
ug) e tampédo de ligagdo (40mM Tris-HCI pH 7.9, 100mM NaCl, 20% glycerol, 0.2mM
DTT), juntamente com 1.6pg de poli dI-dC (4cido poly-deoxy-inosinic-deoxy-cytidilico ,
Pharmacia, Piscataway, NJ) por 15 minutos em temperatura ambiente, num volume final
de 14 pl de reacZo. Para o estudo da competigdo, foi usado o excesso molar de 100 vezes
do competidor relacionado nio marcado antes da adicfio das sondas marcadas. Para o

experimento de supershift, os anticorpos anti-Tax e anti-ZEB foram adicionados 2 reagdo e

incubados por 15 minutos.

As ligacBes realizadas estfio esquemnatizadas nas tabelas 3 ¢ 4.

1 2 3 4
Reacdo
SM + +
Spi - +
Tax + + + +
Competigio - - + -
anti-Tax - - - +

Tabela 3: Esquema das reacbes de ligacdo entre o promotor do gene GATA3 e Tax. A
ligagdo ocorreu entre a sonda anelada (GATA3 Prol) correspondente & regifo -188 a2 -174
do promotor do gene GATA3 e a protefna Tax. Para o estudo de competicao foi usado um
excesso molar de 100 vezes da sonda anelada nfio marcada. SM: sonda marcada; Anti-Tax:
anticorpo anti-Tax. Esquema idéntico foi usado para a sonda anelada GATA3Pro2 que
compreende a regido -161 e-129,
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Reacgdo 1 p | 3 4 5
SM + + 4+ + +
ZEB - + + + +
Tax + + + + +
Competicéo - - + — -
Anti ZEB - - - + -
Anti-Tax - - - - +

Tabela 4: Esquema das reacdes de ligaciio entre o silenciador do promotor do gene
GATAS3 e Tax. Esquema das rea¢des de ligacgio entre a sonda anelada ZEBSill e a proteina
Tax. Para o estudo de competi¢io, foi usado um excesso molar de 100 vezes da sonda
anelada ndo marcada. SM:sonda marcada; Anti-Tax:anticorpo anti-Tax; Anti-
* ZEB:anticorpo anti-ZEB.

4.6. Analise da interacio DNA-proteina

A leitura da interagiio DNA-proteina foi feita através de corrida da reagfio em gel de
eletroforese (policrilamida a 4%), 250V por 1 hora. O gel é colocado em papel filtro ¢
exposto ao filme de RaioX com intensificador por 24 horas. Quando ocorre a interagdo do
DNA com a proteina, hé retardamento da mobilidade do DNA e formagio de uma banda
visualizada no filme de RaioX.

5. Andélise de expressio génica através do estudo funcional

5.1. Construgdes

5.1.1. Construcio -96/+598pBLCAT3

Para o estudo in vitro da atividade do promotor do gene GATA3 na presenca da
proteina Tax, optamos por avaliar o efeito da proteina Tax tanto no promotor do gene como
em seu silenciador. Para isso, obtivemos do prof Paul-Henri Romeo (GREGOIRE ¢
ROMEQ, 1999) a construgdo com o promotor minimo do gene GATA3 que contém a
regifio -96/+598 e por nés denominada -96/+598pBLCAT3, inserida no vetor pBLCAT3
(ATCC, Manassas, VA) representada na figura 5.

Material e Métodos
48



- 96 +398

Figura 5: Representacfio da construcfic com o promotor minimo do gene GATAZJ.
Diagrama da construgio contendo o promotor minimo do gene GATA3 num vetor
pBLCAT3. O promotor minimo compreende as regides -96 ¢ +598, sendo +1 o inicio do
primeiro intron. Essa seqiiéncia estd inserida acima do gene codificador da enzima

cloranfenicol acetiltransferase (CAT)

5.1.2. Construgdes pWTax e pV89A

Fatores de transcricio mutantes de dominio negativo transitoriamente transfectados
em modelos vivos como células permitem estimar a participagio de um fator de transcricio
em um processo celular, desde que o tipo celular possa ser eficientemente transfectado e o

processo celular considerado nfo exceda trés dias,

Com o objetivo de se identificar regides funcionais de interagio com Spl e ZEB, foi
solicitado ao prof Chou-Zen Giam (Uniformed Services University of Health Sciences,
Bethesda, Maryland) que nos enviasse uma construgio com um sitio de mutacdo da
proteina Tax. Chou-Zen Giam (HARROD et al., 1998) descreveu a analise de uma série de
mutagdes por deleciio da proteina Tax. Seus estudos revelaram que os residuos dos
aminoécidos entre as posigles 81 e 95 (s1QRTSKTLKVLTPPITys) dessa proteina sio
importantes para ligacdo CBP/p300. Essa regifio estd entre os dominios de ligacdo de
CREB bZip e para dimerizagio da proteina Tax (ADYA e GIAM, 1995; TIE et al 1996).
Trés residuos de aminodcidos dessa regido (ssKVLeo) constituem sitios que sdo rapidamente
clivados por tripsina e quimotripsina, sugerindo que sio altamente expostos a interacio
protéica. Uma série de mutagSes de ponto dessa regido resulta em prejuizo na transativagio

de LTR viral e forma proteinas comprometidas na interagio com CBP/p300.
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Oprof Chou-Zen Giam nos enviou um plasmideo de expressfio da proteina Tax na

forma “wﬂd type” {WT) e o mutante V89A com a mutago no residuo 89.

Todas os vetores utilizados nesse estudo foram submetidos 4 técnica de
transfemaagao € maxzpreparagﬁo (4.3.1 e 4.3.2.), com posterior digestiio para confirmagio

da sua pr__e":sénga.
5,1;.3.'; Construgdo do vetor pSIL-GATA3 que contém a regido
* - silenciadora do gene GATA3

A céz::;strugﬁo contendo o silenciador do gene GATA3, por nés denominada pSIL-
GATAS,: fqi realizada inserindo-se a seqiiéncia silenciadora, que compreende as regides -
7828 a -7121, 5°, 4 regiio -96 a + 598 do promotor minimo da construgio -
96/+598pBLCAT3.

5. 1 3 1. Extracdo de DNA gendmico

Foram coletados 10ml de sangue com EDTA e centrifugados a 3.000 r.p.m. por 15
minutos para separagio e retirada do plasma. As hemécias foram, em seguida, lisadas pela
adicdo de 40m1 de soluciio de NH;(l 0,144M e NHHCO; 0,01M (proporcdo 10:1) e
centrifugédas por 15 minutos, para decantacio dos leucdcitos, por 2 vezes, para se obter

uma massa de leucdeitos livre de hemacias.

O conglomerado de leuctcitos foi, entfio, dissolvido em 10ml de solugdo contendo
NaCl 0,3M, EDTA 10mM, Tris/HCI pH7,5 10mM, Uréia 7M, SDS 0,5% ¢ mcubado a

37°C por aproximadamente 16hs.

Apbs a incubago, adicionaram-se 10ml de fenol/cloroformio/alcool isoamilico na
propor¢io 25:24:1 e centrifugou-se & 3000 rp.m. por 15 minutos. O sobrenadante foi
posteriormente transferido para um novo tubo, com cuidado para nfo levar a interfase
composta de proteinas. Repetiu-se o procedimento mais duas vezes, sendo que, na ultima
vez, foram adicionados apenas clorofdrmio/alcool iscamilico na proporgic 24:1. Ao
sobrenadante foram adicionadas 2,5 vezes o volume de etanol absoluto gelado com 10% de

acetato de sodio 3M para precipitacio do DNA.
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O DNA precipitado foi lavado com etanol a 70% para se eliminar residuos de fenol e
- sal e deixado em temperatura ambiente para secar. Uma vez seco, o DNA foi diluido em

agua deionizada estéril e guardado a -20°C até ser utilizado.
5.1.3.2.  Amplificagfio da regigio silenciadora por PCR

Os primers pSIL1 e pSIL2 (tabela5) delimitam a regidio de 954 pb (-7928 a —6963)
que contém a seqiiéneia do silenciador do gene GATAS3 (figura 4).

NOME REGIAO SEQUENCIA
PSILI -7928 a-7907 5°-GCCCTGAGCATIGTTTGGTAGS3’
PSIL2 -6984 26963 5'-GTTAGTGTGAGGTCGAGGATC-3"

Tabela 5: Seqiiéncias dos primers utilizados no PCR da regifo silenciadora.

Essa seqiiéncia foi amplificada através de uma amostra de DNA gendmico,
utilizando-se a técnica de reacdio em cadeia da polimerase (PCR). Cerca de 1ul de DNA foi
amplificado em 5pl de tampdo, 1pl de ANTP 10mM, 2pul de MgClL, 50mM, 10uM do
primer pSIL1 e pSIL2 , 1 unidade de Taq DNA polimerase e 4dgua deionizada estéril
suficiente para 50p de volume final (todos reagentes fornecidos pela Gibco-BRL). O PCR
foi realizado em termociclador automético (Perkin Elmer Thermo-cycler, Connecticut,
EUA) por 35 ciclos, a 94 °C por 2 min para desnaturagdo, em temperatura de anelamento
de 54°C por 60 segundos e extensio de 68°C for 2 minutos.O programa encerrou-se com 7

minutos de extensio final.

Os produtos da reagio foram visualizados em gel de agarose 1% em tampic TAE
(Tris-Acido acético-EDTA), corado com brometo de etidio (5ug/dl), sob luz ultravioleta
com amplificagdo de fragmentos de 954pb.

5.1.3.3. Clonagem do fragmento amplificado no vetor TA

O fragmento contendo o silenciador do promotor do gene GATA3, amplificado por
PCR e apresentado no item anterior, foi ligado ac vetor PCR®2.1 {Original TA Cloning ®

Kit-Invitrogen) usando-se o kit T4 DNA Ligase (Invitrogen-Life Technologies) e sub-
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clonado em células E.coli competentes (Subcloning Efficiency® DHS5c ™ Competent
Cells-GIBCO BRL) usando-se a técnica de transformagfio de bactéria” competente

Escherichia coli (DH5«) descrita anteriormente no item 4.3.2.

Apds essa etapa, o meio foi centrifugado a 10.000 r.p.m. por 30 segundos e 900u1 do
sobrenadante foram retirados, sendo o precipitado de bactérias resuspendido nos 100 ul
restantes do meio ¢ espalthado em placa de Petri, contendo meio LB sélido (Triptone 1%,
Extrato de Levedura 0,5%, NaCl 10mM, 4gar 15g/L), ampicilina (50mg/ml-Sigma) e
soluggo IPTG 100mM, para selegio de colonias que contivessem o inserto (fragmento de
PCR).

A placa de Petri foi incubada, ent3o, por 14 a 16 horas em estufa a 37 °C.

5.1.3.4. Extragfo do DNA plasmidial

Apos sele¢do das colénias vermelhas da placa de Petri, as mesmas foram transferidas
para 3ml de meio LB com ampicilina ¢ deixadas sob agitagfio por 16hs a 37°C. A cultura
foi em seguida centrifugada a 6.000 rp.am. por 15 minutos, a fim de recolher-se o

precipitado bacteriano.

A extragio do DNA das colnias positivas foi feita usando-se o QIAprep® Miniprep
Kit (QIAGEN, Tokyo, Japan), de acordo com as instrugdes do fabricante.

A concentracio e qualidade do DNA foram determinadas em espectrofotdmetro a 260

¢ 280 nm, em luz ultravioleta e/ou gel de agarose a 1%.

A seguir, o vetor foi digerido com as enzimas Hind III e Xbal para isolamento deo
inserto, e o plasmideo contendo o promotor minime foi digerido, para sua linearizacfio, com
as enzirmas Hind I e Xbal.

5.1.3.5. Clonagem do vetor contendo o silenciador

Ambos os fragmentos digeridos foram extraidos do gel de agarose a 1,0% usando-se
o QIAEX I Gel Extraction Kit (QIAGEN, Tokyo, Japan) e purificados com 2 utilizaco
do kit de extragdo de DNA do gel da Concert-Life, segundo instrugdes do fabricante. A

seguir, o vetor linearizado foi ligado ao inserto produzido, usando-se novamente a2 T4 DNA
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Ligase. A ligacBo foi fe1ta com a utxhzagao de 0,5ul da enzima T4 hgase (GleO-BRL) '
tampdo da enzima e aproximadamente, 30ng do vetor -96/+598pBLCAT3 para 10ng do

inserto (silenciador do gene GATA3). A reagio foi incubada a 14°C por aproximadamente
16hs.

O produto da ligacio foi usado na transformacfio da bactéria competente DH5¢. e

transformada como descrito no item 4.3.2.

A seguir, foram realizadas a extragio do DNA plasmidial (item 5.1.34) e o

seqiienciamento automatico dessa construgio.
5.1.3.6. Seqiienciamento

O seqiienciamento automatico foi realizado no seqiienciador ABI prism 377 DNA
sequencer ® (Big Dye ™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit Version 2.0-
Applied Biosystems).

O principio do segiienciamento baseou-se no método de Sanger {SANGER et al,,
1977), porém, ao invés de marcador radioativo, utilizou-se o marcador de fluorescéncia

bigdye.

Para a reago de seglienciamento misturaram-se 1.6 pmol de cada primer (tabela 6),
1u1 de bigdye, 20ng de DNA e 4gua estéril para 10u! de volume final, submetendo-se por 2
minutos a 94°C para desnaturagio inicial e, posteriormente, a 35 cicios de 30 segundos a
94°C para desnaturag@o, por 30 segundos a 53°C para anelamento ¢ por 4 minutos a 60°C
para extensfo. Os dois primers foram desenhados de modo 2 seqiienciar os limites entre as

jungBes pBLCAT3/silenciador ¢ silenciador/promotor minimo.

Os fragmentos marcados foram aplicados em um gel de acrilamida e submetidos a um
campo elétrico, onde foram separados por tamanho. Ao passar pela regifio de leitura, o laser
excita o corante fluorescente que emite luz em um comprimento de onda especifice para
cada base. Esses dados s3o passados pelo computador que emite os resultados em forma de

um grafico (eletroesferograma), onde cada cor representa um nucleotideo: G, A, TouC.
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NOME REGIAO SEQUENCIA

pSIL3 T 77262-7706 5 -CCAAAGGAAGACAAGAACGG-3

PSILA4 -7126 a— 7144 5-CCGAATGCTAGAGGACAG-3’

Tabela 6: Sequéncias dos primers para sequenciamento da construcio pSIL-GATA3.
Primers utilizados para o seqilenciamento da construgio que contém o silenciador do gene
GATA3.

Uma vez garantida a seqiiéncia das construgdes, seja por digestio ou por
seqilenciamento, as mesmas foram submetidas & técnica de maxipreparacio a fim de obter-
se uma maior quantidade de DNA plasmidial para a realizacfio das transfecgdes. A bactéria
transformada contendo o DNA plasmidial cresceu em 500ml de meio LB e procedeu-se &

extracio do DNA plasmidial pela técnica de maxipreparag3o (item 5.1.3.4.).
5.2. Transfeccio transitoria

5.2.1. Linhagem celular

A linhagem celular escolhida para abrigar a construgio transfectada foi a linhagem
Jurkat obtida da ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD). Essa
linhagem de linfoblastos humanos contém a maquinana celular da célula T. Essas células
foram cultivadas em RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, NY) suplementado
com 10% soro bovino fetal (SBF), 50 ug/ml de gentamicina e 2mM L-glutamina, e
incubadas em estufa a2 37° C a 5% CO,.

5.2.2. Eletroporacio

O método de eletroporaciio tem sido usado para a introduciio de DNA em uma grande
variedade de células de animais, plantas e bactérias. A eficiéncia da transfeccfio por
eletroporacdo ¢ influenciada por alguns fatores como a extensfo do campo elétrico
aplicado, o tempo de choque aplicado, a temperatura, a conformagio e a concentragio de

DNA e a composicdo i6nica do meio.

Materigl ¢ Meétodos
54



No método de eletroporagio (PAHL et al, 1991) a célula é exposta a um pulso
elétrico breve, que produz poros temporarios na membrana celular, permitinde a entrada do

DNA plasmidial exdgeno.

A técnica consistiu em lavar as células, que permaneciam crescendo em fase
exponencial, com RPMI sem soro bovino fetal, ressuspendé-las em meio RPMI — 1640 e
transferi-las para uma cubeta de eletroporagio de 0,4 gap com adigiio do DNA plasmidial a
ser testado. A seguir, a cubeta permaneceu a temperatura ambiente por 5 minutos e
submeteu-se a célula a eletroporagsio em equipamento BioRad gene pulser IT com os
seguintes parametros: 5x10° células, voltagem de 0,25kV e capacitincia de 975uF, por
17mseg com 30ug de DNA plasmidial total. Os parametros para a eletroporagio foram
obtidos apés padronizagéo e forneceram resultados consistentes e reprodutiveis para o tipo
celular usado. A cubeta foi entfo, colocada no gelo por 10 a 15 min e, apés esse tempo, as
células foram transferidas para placa com 10ml de meio RPMI - 1640 e 10% de SBF ¢
incubadas por 48 horas a 37°C com 80% de umidade e 5% de CO; antes de serem

analisadas.

A tabela abaixo (tabela 7) sumariza as associagGes entre os plasmideos transfectados e suas

concentracdes:

Construgio . Comcentracdo
pBLCAT3 30 ug
pBLCAT3 /pWTax 20 pug/ 10 pg
-96/+598pBLCAT3 / pBLCAT3 20 ug/ 10 pg
-96/+598pBLCAT3 / pWTax 20pug/ 10 ug
-96/+598pBLCAT3 / PVESA 20 pg/ 10 ug
pSIL-GATA3 / pBLCAT3 20 pg/ 10 ug
pSIL-GATA3 / pWTax 20pug/ 10 ug
pSIL-GATA3 / pV89A 20 pg/ 10 ug

Tabela 7: AssociacGes de plasmideos para transfeccdes transitérias. Os plasmideos co-
transfectados e suas respectivas concentragSes. As associages representadas visam a avaliagdo
da atividade basal do vetor pBLCAT3 vazio, a influéncia da proteina Tax sobre ele (pBLCAT3
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/ pWTax) e as construgdes com o promotor minimo e o silenciador (-96/+598pBLCAT3 ¢
pSIL-GATA3 repectivamente) na pfeseng:a ou ndo da proteina Tax (pWTax) ou seu mutante

(pV89A). Todas as transfecces apresentam concentracio final de DNA total de 30 pg.

5.2.3. Lise celular

Apbs o periodo de 48 horas, as células que permaneciam em cultura foram coletadas
e centrifugadas a 1200 r.p.m., a 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas duas vezes com PBS. A seguir, acrescentaram-se 800pl de tampio de
lise ¢ a mistura permaneceu a temperatura ambiente por 30 minutos. Foram, entio,
centrifugadas a 14000 r.pm. a 4 ° C por 10 minutos. 200ul do lisado celular foram
submetidos ao teste ELISA e 4 outras aliquotas foram congeladas em congelamento rapido

(gelo seco/etanol) para posterior quantificagio protéica.

5.2.4. Imunoensaio  enzimatico  colorimétrico  (Enzyme linked

mmunosorbent assay¥ ELILS.A)

Todas as construgbes utilizadas nesse estudo contém o gene repérter codificador da
enzima cloranfenicol acetil transferase. Essa enzima é codificada por um gene bacteriano
_de resisténcia ao cloranfenicol, que inativa esse antibiético através de sua acetilagio. Esse
gene ndo € encontrado em células eucariontes ¢, portanto, nfo existe uma atividade basal

dessa enzima nas células estudadas.

O gene CAT € capaz de produzir a cloranfenicol acetiltransferase quando ativado por
um inserto clonado acima de seu sitio de iniciagfo da transcrigfio. Portanto, a determinagio
da atividade da enzima CAT ¢ uma medida indireta da atividade do gene (inserto) em

estudo.

Tradicionalmente, a atividade de CAT é medida utilizando-se métodos radioativos.
Entretanto,a determinag3o dos niveis de CAT utilizando-se o método de ELISA evita o uso
de istopos radioativos mantendo a mesma sensibilidade. O principio do teste ¢ baseado no
ensaic de um ELISA “sandwich”. Anticorpos anti CAT sfio aderidos a superficie de
microplacas e 2 adicio do extrato celular total contendo a enzima CAT faz com que ocorra

uma reagdo antigeno/anticorpo. A seguir, adiciona-se um anticorpo anti-CAT marcado com
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digoxigenina. A adigio de um anticorpo anti-DIG-POD faz com que se adicione uma
peroxidase & digoxigenina. A adigiio do substrato da peroxidase chamado ABTS induz a

uma reagio colorimétrica (figura 6).

O método escolhido para determinagdio da quantidade da enzima CAT foi CAT-
ELISA (Boechringer-mannheim GmbH Ottweiler, Germany). A determinacio final da
enzima CAT foi feita através da relagio entre a densidade optica encontrada em cada
determinacio do ELISA e sua concentragio proteica total. Cada ensaio foi realizado no

minimo trés vezes em triplicata.

anti~-CAT- CAT/amostra anti-CAT- Anti-DIG- substrato
microplaca DIG POD ABTS #®

Figura 6: Representaciio da técnica ELISA “sandwich”. ELISA para determinacdo da
quantidade da enzima cloranfenicol acetil transferase presente no lisado celular. Anti-CAT:
anticorpo anti-cloranfenicol acetil transferase aderido & microplaca. Anti-CAT-DIG:
anticorpo anti-cloranfenicol acetil transferase aderido a digoxigenina. Anti-DIG-POD:

anticorpo anti-digoxigenina aderido & peroxidase. ABST: substrato da peroxidase.

5.2.5. Determinagdo protéica do extrato celular.

O método ELISA preconiza a normalizagio da concentragio de CAT através da

concentragio proteica total do extrato celular.

A determina¢io da concentracio de proteinasi totais foi realizada pelo método do

BCA. Protein Assay Reagent Kit ® (Pierce, Rockkford, TL), segundo instrucdes do
Muaterial e Métodos
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fabricante. O método combina a redugfio de Cu™ para Cu *' pela proteina em meio alcalino,
sendo compativel com tampGes detergentes. As amostras testadas para a quantificagio

protéica foram descongeladas progressivamente a 4°C.
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6. . Analise da express@o do RNAm do gene GATA3

6.1. Quantificacio CD4/CD8

A quantificagdo de linfécitos T totais CD4/CD8 demonstrou uma distribuiciio
relativamente homogénea presente nas amostras testadas, entre doadores de sangue
sauddveis ¢ portadores assintomaticos. Entretanto, existe uma evidente proliferacio de
células T (evidenciadas como CD4+ pela citometria de fluxo) em pacientes com LLTA. As
andlises de um portador assintomdtico e do paciente com PET/MAH n#o foram feitas
(tabela 8).

Individuo Total célulasT (CD3/CD4 + CD3/CD8) — por mm’*

DS1 1422
D82 1090
DS3 1798
DS4 1351
DS5 1053
DSé 1027
DS7 2224
PAl 1285
PA2 1106
PA3 957
LLTA1 8920
LLTA2 308352

Tabela 8: Quantificacio da populacio de linfécitos T. Os valores expressos indicam a
quantidade, em valor absoluto, de células CD3/CD4 + CD3/CD8 em doadores saudaveis
(DS), portadores assintomaticos (PA) ¢ pacientes com Leucemia Linfoma T do adulto

(LLTA). Os valores normais da contagem de células T esto entre 800-2300/mm’.
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6.2. RT-PCR semi-quantitativo

A expressio do RNAm do gene GATAS3 foi verificada através da técnica de RT-PCR semi-
quantitativo, que determinou a relagfio entre o RNAm deste fator de transcriciio e 0 RNAm
da B globina (figura 7). O resultado demonstra de maneira clara que, quando comparados a
individuos saudaveis, os pacientes infectados pelo HTLVI apresentam diminuicio da
expressdo do gene GATAS3, tanto os portadores assintomadticos da infecgfio (1,7 vezes; P=
0.0061), quanto portadores de Leucemia Linfoma T do Adulto, estes de forma
significativamente estatistica (5,6 vezes, P=0.05). O paciente com PET/MAH, pela
metodologia empregada, apresentou como resultado a auséncia na expressio de GATA3,
mas, por se tratar de apenas um paciente, a analise estatistica nfio pdde ser realizada.
Empregou-se para a analise estatistica o teste de Wilcoxon (Teste da soma de ranks de
Wilcoxon).

A quantificagdo dos produtos do PCR, visualizados em gel de agarose a 1,6%, foi
feita por densitometria e as médias e os desvios paddes de trés experimentos independentes

estiio representada no grafico da figura 8.

=gy 411bp (§ globina)

—gp 101bp (GATA3)

Figura 7: RT-PCR semi-quantitativo. Eletroforese em gel de agarose 1,6 % mostrando os
produtos do RT-PCR das amostras de ¢DNA. Linha 1: doadores saudaveis; linha 2:
portadores assintomaticos; linha 3: pacientes portadores de Leucemia Linfoma T do
Adulto; linha 4: paciente portador de paraparesia espatica tropical/mieolpatia associada ao
HTLVIL A anilise visual ja demonstra evidente diminui¢io do RNAm em portadores da
infecglo pelo virus e em pacientes com as doencas relacionadas 2 infeccfio quando

comparados a doadores saudavelis.
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Figura 8: Gréfico representative do resultado do RT-PCR semi-quantitative.
Expressdo relativa do gene GATA3 em doadores de sangue saudaveis (DS), portadores
assintomaticos da infecgo pelo HTLVI (PA), portadores de Leucemia Linfoma T do
Adulto (LILTA) e em um paciente portador de Paraparesia Espéstica Tropical/Mielopatia
Associada ao HTLVI (PET/MAH). Quando comparados a individuos saudaveis, a
diminuicdo progressiva nos grupos estudados foi de 1,7 e 5,6 vezes, respectivamente para
portadores assintomaticos e portadores de LLTA (P= 0.0061 ¢ P=0.05 pelo teste de
Wilcoxon}. O resultado da analise da expressio do paciente com PET/MAH pela

metodologia empregada revelou uma tendéncia & nfo expressio.
7. Analise da interaciio DNA/proteina

A partir da demonstragiio da redug¢io na expressio do RNAm do fator de transcrigio
GATA3 em individuos portadores do virus e, mais expressivamente, em pacientes com
doengas relacionadas & infecglio pelo HILV I (GILLI et al, 2000), iniciamos a segunda
etapa do estudo que objetivou a demonstragio da interagio entre a proteina transativadora
Tax e as regides de controle transcricional do gene GATA3 no promotor ¢ silenciador do

gene. Para tanto, optamos pelo uso da técnica de analise de retardamento em gel .
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7.1. Obtengdo da proteina ZEB

Para confirmagdo da qualidade da construgiio p91pGex-Nil-2-a que contém a proteina
ZEB enviada pelo pesquisador Dr Thomaz Brabletz (Universidade de Erlangen-Niirnberg,
Erlangen, Alemanha), a mesma foi submetida 3 dupla digestio com as enzimas BamHI /

Xho o que confirmou a especificidade da construgiio (Fi gura 9).

Figura 9: Plasmideo de expressio da proteina ZEB. Eletroforese em gel de agarose 1%.
Linha 1: marcador Ladder 1Kb. Linha 2: representa o produto da dupla digestdo com as
enzimas BamHI / Xho do plasmideo p91pGex-Nil-2-a, que expressa a porcio C'terminal da
proteina ZEB. Os fragmentos de 810 e 4951 pb confirmam a presenca e especificidade do

plasmideo em questio.

A proteina ZEB fol extraida utilizando-se a técnica de purificacio de GST
(Pharmacia, Piscataway, NY),sendo a amostra posteriormente submetida & eletroforese em
gel de SDS corado com azul de Comassie. A presenca da proteina ZEB no produto da

eluicdo estd demonstrada na figura 10.
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1 2

Figura 10: Proteina ZEB. Eletroforese em gel SDS corado com azul de Comassie.
Linha 1: Marcador Low Range (BioRad,Richmond,CA). Linha 2: banda de 42,9 KDa que
compreende os aminoacidos 839 a 1125 da porgio C’terminal da proteina ZEB humana e

inclui seu “zinc-finger™.

7.2. Avaliag8o, através da técnica de analise de retardamento em gel, da
interac@o entre a proteina transativadora viral Tax, o promotor do
gene GATA3 e seu silenciador.

Para melhor caracterizar a relagéio entre a proteina Tax e o fator de transcrigio

GATA3, avaliamos a provavel interacio entre Tax e duas regides distintas do promotor do

GATA3 com sitios de ligac8o para Spl.

As sondas usadas s#o referentes a0 promotor do gene GATA3 (LABASTIE et al.,
1994) com seqiiéncias de oligonucleotideos baseadas em seqiiéncia previamente descrita

{GenBank nimero X73519) que contém regifio de consenso para Spl.
7.2.1. Tax 1soladamente ndo se liga ao promotor do GATA3

Apesar de ser um ativador de promotores celulares, sabe-se que Tax nfo se liga

diretamente ac DNA, mas exerce sua atividade através da interaclc com fatores de
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transcricdo celulares. Assim, como esperado, ndio houve interaclio direta entre Tax e as

regides do promotér do GATAZ3 estudadas (figura 11)

1 2 3 “ 4

Figura 11: Tax ndo se liga isoladamente ao DNA. A proteina Tax foi incubada com as
sondas referentes as regides -188 a -174 ¢ -161 a -129, correspondentes as regides do
promotor minimo do gene GATA3 com sitios de ligagio para Spl. Essas sondas foram
marcadas com 32P e a reagfo ocorreu na presenca de poly (dI-dC). Nio houve formacio de

complexo, o que traduz a nfo ligacio dessa proteina com as regides estudadas.

7.2.2. A interacdo entre Tax e o promotor do GATA3

Entretanto, quando a proteina Tax e o fator de transcriciio Spl foram adicionados a
mesma reagdo, um complexo principal denominado C1 foi detectado nas duas regides
avaliadas. Estudos de competi¢io demonstraram que a formago de C1 ¢ especifica, ja que

a adi¢8o do competidor nfo marcado previne a formagio do complexo (Figura 12).

A adigfio do anticorpo anti-Tax, com formacsio do “supershift”, reforga a presenca de

Tax neste complexo.

Assim, Tax ndo se liga diretamente ao promotor na auséncia de Sp!l, sugerindo que a

adiggo de Spl ¢ fundamental para a ligacio.
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Regidio do promotor - ~188a-174 - -161 a ~129
do gene GATA3 .

Spl + + -+ - + + +
Tax + + + % + + + +
Competicio - - - + . - + -
Anti-Tax - + - - - - - o+

<4—Supershift

Supershift —»

+— (1
Cl—>

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 12: Spl promove a iﬁteragﬁo de Tax no promotor de GATA3. Tax e Spl foram
submetidos 2 analise do retardamento em gel usando duas regides do promotor de GATA3
com a regiio GGGCGG de ligagio para Spl como sonda. Como jé demonstrado, néio houve
formag3o de complexo entre Tax e a sonda marcada, isoladamente (linhas 3 ¢ 3). Entretanto
um complexo denominado C1 se formou quando Tax e Spl foram adicionados (linhas 1 ¢
6) e um excesso molar de 100 vezes da sonda competidora nfio marcada inibiu a formagio
desse complexo (linhas 4 e 7). Anticorpo anti-Tax foi incubado com Tax 15 minutos ap6s o
inicio da reacdio, formando uma banda denominada “supershift” que demonstra a
especificidade da ligagdio protéica e reforga a presenca da proteina Tax neste complexo
(linhas 2 e 8).
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723. A iﬁteragiio entre Tax e o silenciador do promotor do GATA3

Do mesmo modo, estudamos a interag@io entre Tax e a regifio silenciadora do gene
GATA3, localizada entre 8.3 e 5.9 kb 5° do inicio da transcricdio do gene GATA3. O
elemento silenciador, que confere especificidade 4 célula T, esta dentro dessa regifio ¢ inibe
a atividade promotora do gene GATA3 em células ndo T, através de sua interagio com
ZEB, um potente repressor da transcrigo.

A analise de retardamento em gel nio demonstrou interag#o entre a sonda contendo a
regido CAGGTG E-box e a proteina Tax. Entretanto, quando a proteina ZEB foi adicionada
a reagdo, houve a formacio de um complexo tinico denominado C2. Estudos de competicio
demonstraram que a formacfio de C2 é especifica, ja que a adicdo do competidor nio
marcado previne a formago do complexo.

Tanto Tax como ZEB estio presentes na formagio desse complexo, como
demonstrado pelo “supershift” apés a adicfio dos anticorpos anti-Tax e anti-ZEB em

reagBes separadas (figura 13).
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ZEB -  + + +

Tax. + -+ + +

Competigio - - + - -
Anti-Tax - - - + -
Anti-ZEB - - - - +

<— Sapershift

<4— Supershift
Cc2—»

Figura 13: ZEB promove a interagiio de Tax no silenciador do promotor de GATA3.
Tax ¢ ZEB foram submetidos 2 anédlise do retardamento em gel usande a regido
silenciadora de GATA3 com a sequencia CAGGTG de ligac@o para ZEB como sonda. Nao
houve formacfio de complexo entre Tax e a sonda marcada, isoladamente (linha 1).
Entretanto, um complexo denominado C2 se formou quando Tax ¢ ZEB foram adicionados
(linha2). Esse complexo foi especifico para ZEB, ja que um excesso molar de 100 vezes da
sonda competidora nfo marcada inibiu a formag3io desse complexo (linha3). A adi¢do dos
anticorpos anti-Tax e anti-ZEB induziram a formacio do “supershift” confirmando a

presenca das proteinas Tax e ZEB no complexo C2 (linhas 4 e 5 respectivamente).
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8. Analise da expressdo génica

A anélise da expressdo génica pelo estudo funcional consiste na transfecgdo celular
de moléculas de DNA contendo uma seqiiéncia de nucleotideos sob estudo, acoplada a um
gene repérter, que terd sua expressdo direcionada por essa seqiiéncia de nucleotideos que,

quando introduzida dentro de um sistema biolégico, produz uma medida fenotipica.

Uma vez confirmada a interago entre a proteina Tax e as regides promotora e
silenciadora do gene GATA3, iniciamos a terceira etapa do estudo, que consistiu na
avaliachio funcional in vitro do gene GATA3 num modelo celular de linhagem linfdide.
Para isso, obtivemos do prof Paul-Henri Romeo (Hopital Henri Mondor, Creteil, France)
uma construgdo contendo a seqiiéncia do promotor minimo do gene GATA3, que
compreende a regido -96/+598, inserida em um gene reporter cloranfenicol acetil
transferase (CAT) do vetor pBLCAT3 (ATCC, Manassas, VA), denominada -
96/+598pBLCAT3.

O prof. Chou-Zen Giam (Uniformed Services University of Health Sciences,
Bethesda, Marvland) enviou-nos um plasmideo de expressio da proteina Tax na forma
“wild-type” (pWTax) e o mutante V89A (pV89A) com a troca de um aminodcido valina

por uma arginina no residuo 89 da proteina Tax.

O estudo funcional consistiu em co-transfeccdes em células Jurkat de construcdes
contendo ora a regifo promotora ora a silenciadora, com as construcdes de expressio da
proteina Tax pWTax e pV89A. Finalmente, para excluir a possibilidade de ativagio do
vetor vazio pela proteina Tax, avaliamos a expressdo do vetor pBLCAT3 vazio ¢ sua

resposta na presenga dessa proteina.

8.1. Construgdo do vetor pSIL-GATA3 que contem a regido silenciadora
do gene GATA3

Para a anélise da expressiic da regifo silenciadora do gene quando em contato com a
proteina Tax, foi construido um vetor contendo essa regifio inserido no vetor -
96/+598pBLCAT3.
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8.1.1. Reacdo de PCR

Para obtengdo do fragmento contendo a regifio silenciadora foi realizada a reago de
PCR com os primers pSIL1 e pSIL2 com amplificacio de um fragmento de 954 pb. O

resultado dessa reagdio de PCR esta demonstrado na figura 14.

—e- 054 pb

1 2 3

Figura 14: PCR regido silenciadora. Eletroforese em gel de agarose 1%. Linha 1-
Marcador Ladder 1Kb. Linhas 2 ¢ 3: fragmentos de 954 pb correspondentes ao PCR da
regifio silenciadora do gene GATA3 com os primers pSIL1 e pSIL2.

8.1.2. Ligacdo ao vetor PCR®2.1

Tanto o produto da ligagdo do fragmento do PCR da regifio silenciadora com o vetor
PCR®2.1, como o plasmideo contendo o promotor minimo foram digeridos com as
enzimas Hind IIT ¢ Xbal. O primeiro foi digerido para isolamento do inserto € o plasmideo
foi digerido para sua linearizagio. Apds a reagio de ligagio entre o vetor -
96/+598pBLCAT3 linearizado e o fragmento do PCR, a construcfio resultante foi
finalmente submetida 2 digestdo com as enzimas BstEIl ¢ BamHI para confirmacio da
presenca do inserto (figura 15). Os produtos obtidos confirmam a presenca do inserto

clonado na construcgio.
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— 4.3 Kb

~ 900 pb
— 700 pb

1 2

Figura 15: Digestio da construcio pSIL-GATA3. Eletroforese em gel de agarose a 1%.
Linha 1: Marcador 500 bp DNA Ladder. Linha 2: produtos da dupla digestio com as
enzimas HindIll e Xbal da construgio obtida da clonagem do fragmento do silenciador do
gene GATA3J na construcdo -96/+598pBLCATS3.

8.1.3. Seqlienciamento da construgio pSIL-GATA3

Para verificagfio da qualidade da construgio génica pSIL-GATA3, foi realizada a
reagdo de seqiienciamento automético. A figura 16 representa o eletroesferograma da
construcio obtida e demonstra as duas regides de ligagiio de ZEB nas regides -7825 ¢ -7132
do silenciador do gene GATA3 (GenBank nimero AJ 131811). A insergio do fragmento
dentro deste vetor seguiu a orientagdo 5'—» 3’ com a seqiiéncia do promotor minimo a

montante (figura 17).
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Figura 16: Eletrosferograma da construcie pSIL-GATA3. Seqlienciamento automatico
da construgio pSIL-GATA3. A: regido — 7825 (sendo +1 o inicio do primeiro intron) com a
seqiiéncia de homologia para o silenciador ZEB; em B: regiio — 7132 que também

apresenta a seqii€ncia de homologia para o silenciador ZEB.
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Figura 17: Representacfio esquemdtica da construcio pSIL-GATAS. Esquema da
construgdo contendo o silenciador do gene GATA3 e seu promotor, que direcionam
transcricionalmente o gene da cloranfenicol acetil transferase (CAT). O inserto foi

introduzido a montante da regifio promotora minima com as enzimas Xba e HindITL

8.2. Confirmacdo das construgdes recebidas

Apés a maxipreparagdo, os vetores -96/+598pBLCAT3, pWTax e pV89A foram
submetidos 4 digestdo enzimitica de acordo com seu mapa de construgiio, para confirmagio

da presenca do inserto. Todas as digestdes confirmaram a presenca dos insertos (figura 18).

i 2 1 2 3

Figura 18: Digesties das construgdes -96/+598pBLCATS3, pWTax e pV89A,
Eletroforese em gel de agarose 1%. A-linha 1- Marcador ®X174 RF DNA/Haelll, Linba 2:
Fragmento de 603 pb correspondente ac produto da digestdo do vetor -96/+598pBLCAT3
com as enzimas BamHI e BstEIL;B- Linha 1- marcador AHind. Linhas 2 ¢ 3 Fragmento de

1000 pb correspondente ao produto da digestdo do vetores pV89A e pWTax com as

enzimas Sma e Neco L
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8.3. Transfeccdo transitoria

Uma vez confirmadas as seqiiéncias das construcBes, foram realizadas as transfeccdes

transitérias por eletroporagdio em células de linhagem celular Jurkat.

Os extratos celulares foram preparados 48 horas apés a transfeccfio. A absorbancia da
amostra foi determinada usando-se um leitor de ELISA com comprimento de onda de 405
nm (referéneia aproximada de 490 nm), que correlaciona diretamente o nivel de CAT

presente no sobrenadante.

Os valores representados resultam da nommalizagfio da leitura do comprimento de
onda da quantidade de CAT em relacdo 2 leitura do comprimento de onda da quantidade de
proteinas totais. Um representa a quantidade de CAT obtida com a transfecgiio do
plasmideo pBLCAT3 vazio. Todos os experimentos foram realizados 3 vezes de forma
independente sempre em triplicata. Os resultados s3o demonstrados nos graficos que se

seguem (figuras 20 e 21).
8.3.1. Tax induz atividade discreta no promotor minimo do gene GATA3

Quando comparada a atividade basal do promotor do gene GATA3, a expressdo do
promotor do gene GATA3 aumentou em 2,0 vezes na presenga da proteina Tax (104,17:
80,39-127,94 e 218,08:184,07 — 252,10; P=0,0014). © mutante V89A da proteina Tax
apresentou aumento em sua expressio de 2,1 wezes: (104,17 80,39-127.94 e
221,67:161,73-280,57; P=0.005) e, portanto, a mesma resposta da forma “selvagem”. O
vetor vazio nfio apresentou variag#io significativa em sua expressdo na presenca da proteina
Tax. Os valores indicados representam as medianas: com o0s respectivos intervalos de
confianca de 3 experimentos independentes, realizados em triplicata, e estfio ilustrados na

figura 19.

Apesar do método estatistico de Wilcoxon considerar essas diferencas significativas,
o aumento de apenas 2,0 vezes nfo & considerado relevante quando comparado a

experimentos semelhantes publicados na literatura internacional.
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Figura 19: Grifico representativo da atividade de Tax no promeotor do gene GATA3.
Tax induz discreta atividade no promotor minimo do gene GATA3. A construgio -
96/+598pBLCAT3, que contém o promotor do gene GATA3 e o gene reporter CAT,
transitoriamente co-transfectada em células Jurkat com o vetor de expressio da proteina
Tax do HTLVI na sua forma “wild-type”, denominado pWTax, ou com um mutante dessa
proteina no residuo 89, denominado pV89A. Atividade de CAT foi detectada e quantificada
utilizando-se a técnica de CAT ELISA e normalizada de acordo com os niveis de proteinas
totais. A proteina Tax promove um pequeno aumento na atividade do promotor minimo do
gene GATA3 e essa atividade ndo é modificada pela proteina mutante de Tax. A atividade
de CAT na co-transfecgio entre o plasmideo vazio pBLCAT3 e pWTax foi insignificante.
Os valores indicados representam as medianas e seus repectivos intervalos de confianca de
3 transfecgBes independentes em triplicata e | representa a atividade de CAT obtida com o
vetor pPBLCAT3 vazio.

8.3.2. Tax reprime a atividade do promotor do gene GATAS3 na presenca
do silenciador do gene

Por outro lado, ocorreu redugio de 4,9 vezes na atividade de CAT da construgiio com
o silenciador do gene GATA3 na presenca da proteina Tax, quando comparada a atividade

de CAT sem Tax (38,33: 16,52-60,15 e 189,33 133,65 — 245,02; P=0,004). A proteina Tax
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mutante restaurou completamente a atividade basal da expressio do silenciador do gene
GATA3 em células Jurkat (189,33: 133,65 — 245,02 e 195,83: 134,89-256,77; P=0,9). Esse
resultado € considerado representativo e denota uma diminuicio significativa na expressio

do gene GATA3 em interagdo com a proteina Tax e est4 representado na figura 20.
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Figura 20: Grafico representativo da atividade de Tax no silenciador de promotor do
gene GATAZJ. Tax reprime a atividade do promotor do gene GATA3 na presenga do seu
silenciador. Células Jurkat foram co-transfectadas com o vetor repressor do promotor
denominado pSIL-GATA3, e o vetor contendo a seqiiéncia codificadora da proteina Tax na
forma “wild-type” (pWTax), ou uma forma mutante da proteina na construgdo pV89A. A
atividade de CAT foi detectada usando-se CAT ELISA e normalizada pela quantidade de
proteinas totais. O vetor pWTax reduz a expressio de CAT de maneira significativa. Esse
efeito ndo € observado com ¢ mutante pV89A. A atividade de CAT na co-transfecgiio entre
o plasmideo vazio pBLCAT3 e pWTax foi insignificante. Os valores indicados representam
as medianas ¢ os intervalos de confianga de 3 transfecgSes independentes realizadas em

triplicata e 1 representa a atividade de CAT obtida com o vetor pBLCAT3 vazio.

Resultados
76



Discussdo

77



O virus HTLVI € classificado como um retrovirus complexo, portédbr de um genoma
dipldide com 9032 nucleotideos de éxtensﬁo. Além das proteinas estruturais gag, pol e env,
comuns ao genoma de todos os retrovirus, o HTLVI codifica varias pequenas proteinas
regulatérias, como as proteinas Rex e Tax. O numero exato e as a¢les dessas protefnas
ainda ndo foram definidos, mas alguns pontos sfio claros: Tax ativa a transcri¢do do pro-
virus do HTLVI e Rex regula o transporte intracelular do RNAm viral. Tax também ativa a
transcrigdo de vérios outros genes do hospedeiro, como os genes de IL-2, IL-2R, IL-3, IL-4,
fator estimulador de colénia de macréfagos, PCNA, TGF-B, vimectina, proencefalina, egr-
1, egr-2, fra-1, c-fos, c-mye, c-sis, bel-xl, c-Jun, jun-B, Jun-D, CREB, NF«B e SRF
(YOSHIDA, 2001); alguns, como CD25, através de um efeito direto no promotor do gene
hospedeiro, e outros, como IL2, como consegiiéncia secundéaria da potente ativacdo da
célula T induzida por Tax.

Virios autores tém demonstrado que Tax ¢ a principal proteina envolvida na
transformacdo celular determinada pelo HTLVI, e as bases moleculares dessa
transformacio ainda s3o objeto de investigagio (GRASSMANN et al, 1992
GRASSMANN ¢ FLECKENSTEIN, 1989). Retroviroses envolvidas em transformagdes
celulares tipicamente codificam oncogenes mediadores da transformag@io viral, ou

“promovem a desintegragio da expressio de genes celulares como resultado da sua
integracdo ao genoma do hospedeiro (BRUGGE e ERIKSON, 1977; PAUL et al., 1989).
Nenhum desses modelos classicos, entretanto, explica a transformagio pelo HTLV-I, uma
vez que a interagiio pr6-viral é aleatdria e que nenhum homoélogo celular de Tax foi
identificado até ent3io. Embora nenhum sitio de interagio comum seja demonstrado entre
pacientes, a interagfio do genoma viral com o DNA celular do hospedeiro ¢ monoclonal em
células transformadas de um determinado individuo, sugerindo que a interagdo ocorra antes
da transformacio e que a transformacfio seja um evento raro entre células infectadas
(GATZA et al., 2003). Numerosos estudos tém demonstrado que a expresséo de Tax ¢ tanto
necessdria como suficiente para o estabelecimento e a manutencio do fendtipo
transformado.

A infeccdo pelo HTLV I estd associada 2 fisiopatologia de duas sindromes distintas:
uma de natureza proliferativa -a leucemia/linfoma T do adulto (LLTA), ¢ outra de natureza
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inflamatéria, que tem como principal exemplo a paraparesia espéstica tropical/ mielopatia
- associada ao HTLV I (PET/MAH). Apesar de a infecgio pelo HTLV-] apresentar um longo
curso latente in vivo, na realidade observamos a existéncia de uma batalha continua entre
um virus extremamente bem adaptado e o sistema imune mediado por células do
hospedeiro, onde o resultado final ¢ decidido pela eficiéncia da resposta deste tiltimo.

O fator de transcrigBio GATA3 estd intimamente relacionado 3 eficiéncia dessa
resposta. Trata-se de um fator de transcric@io que foi originalmente identificado como uma
proteina que se ligava ao facilitador (“enhancer”) do gene do receptor o de células T
(RCTa). Apesar de ser demonstrada sua expressiio em tecidos em desenvolvimento como
placenta, sistema nervoso central e periférico, figado e timo embrionarios, rins e adrenais,
sua area de atuag3o estd dentro do sistema hematopoético, mais precisamente em linfocitos.
Dentro dessa linhagem celular sua expressdo esta confinada a células T e células “natural
killer” (GEORGE et al,, 1994, HENDRIKS et al., 1999; HO et al., 1991). O fator de
transcrigBo GATA3 participa do desenvolvimento das células T, que ocorre a partir de
células progenitoras pluripotenciais que ddo origem a duas linhagens: a mieléide, que da
origem também a linhagem eritréide, e a linhagem linféide, composta por linfécitos T ¢ B.
Sob influéncias externas, essas células proliferam-se e diferenciam-se de modo progressivo
até atingirern a maturidade.

A hipétese inicial por nos formulada, idealizada a partir do estudo de Pandolfi
(PANDOLFI et al., 1995), que demonstrava que o comprometimento na expressio do gene
GATA3 gerava anormalidades no sistema nervoso central, periférico ¢ hematopoético,
aventava a existéneia de regulagio da expressio do gene GATA3 pelo viras BTLVL Com o
objetivo de se comprovar tal hipétese, quantificou-se o RNAm do gene GATA3 através da
realizacio de PCR-semiquantitativo em individuos saudaveis, em portadores assintomaticos
da infecgfio e em individuos com as duas principais doengas associadas 2 infeccio pelo
HTLVIL a Leucemia Linfoma T do Adulto e a Paraparesia Espéstica Tropical/Mielopatia
Associada ao HTLVI,

Através dessa técnica, que apresenta grande especificidade e facil reprodutibilidade
dos resuitados, demonstramos uma significativa redugfio da expressio do gene GATA3 em
portadores assintométicos e em pacientes com as doengas relacionadas 2 infecgio pelo
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HTLVI, qi;af:tidb comparada 2 expressio em individuos saudaveis (redugdo de 1,7 vezes ¢
5,6 vezes. em pacientes portadores éssintométicos e com Leucemia Linfoma T do Adalto,
respecﬁvamente). A expressio do gene GATA3 no unico paciente portador de Paraparesia
Espastica Tropical/Mielopatia Associada ao HTLVI estudado mostrou-se extremamente
reduzida (tendendo a zero), embora n#o tenha sido possivel a avaliagdio da significancia
estatistica desse resultado devido ao tamanho reduzido da amostra.

Uma vez identificada a diminuig#o progressiva da expressio do gene GATA3 entre
portadores assintomaticos do virus e pacientes com as doengas relacionadas a infeccao pelo
HTLVI, cumpria-se elucidar quais seriam as regides de controle transcricional envolvidas
na reguiac;ﬁb da expressio do gene, qual o fator viral que influenciaria tal regulac@o e qual
o resultado da interaciio deste fator viral em cada regifio estudada. Com esse objetivo,
optou-se pela avaliagio funcional através da utilizag3o de um gene reporter em um modelo
celular in vitro. Foram, entdo, realizados experimentos de interagio DNA-proteina, através
da técnica de retardamento em gel, e de expressdo génica, utilizando-se genes repérteres
direcionados pela expressdo do gene GATAS3.

O ensaio de “gel-shift” demonstrou a interagfo entre Tax e Spl com o promotor do
gene GATA3, ¢ entre Tax e ZEB com o seu silenciador. Essas interagOes foram
confirmadas pelos ensaios de competi¢fio ¢ “supershift”, este ultimo demonstrando a
ligagio dos anticorpos anti-Tax e anti-ZEB, confirmando, dessa forma, a presenca dessas
proteinas nessa interacio.

" A resposta sobre a conseqiiéncia da interag@o entre essa proteina viral (Tax) e o DNA
celular do hospedeiro, in vitro ou in vivo, surgiu dos experimentos de transfecgdo de
modelos vivos, onde foram utilizadas construgdes com o gene em estudo, que direcionavam
a transcri¢gio de um gene reporter.

O estudo de Romeo (GREGOIRE ¢ ROMEO, 1999), que definiu o controle
transcricional do gene GATA3, empregava uma construgio utilizando-se o promotor
minimo ligado ao gene repdrter da cloranfenicol acetil transferase {CAT). Utilizamos esta
mesma construcio, que nos foi fornecida por esse autor, e a construgdo com o silenciador

foi feita inserindo-se a regidio silenciadora a montante da seqiiéncia do promotor minimo.
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A proteina Tax poderia ser introduzida no experimento atravéé de sua internalizac3o,
como demonstrado por Marriott, et al (MARRIOTT et al., 1992), ou através da co-
transfec¢do com um vetor de expressio. Escolhemos a segunda opgdio.

Apesar de ter sido demonstrado um aumento de duas vezes na expressio do promotor
minimo do gene GATA3 na presenca da proteina Tax, este resultado nio & considerado
relevante quando comparado a resultados de experimentos semelhantes verificados na
literatura.

O resultado mais expressivo e mais significativo foi obtido a partir da transfeccéio da
construcdo contendo a regifio silenciadora ligada ao promotor minimo. O resultado
demonstra que a atividade do gene repdrter sofreu redugdio significativa na presenca do
vetor de expressio da proteina Tax, quando comparada & atividade basal da mesma
construcio.

Nephum estudo anterior havia demonstrado a atividade do gene GATA3 na presenca
do transativador viral Tax. O tnico estudo que correlacionou esses dois elementos foi o
realizado por Blumenthal et al (BLUMENTHAL et al., 1999), onde demonstrou-se um
aumento do sinergismo via Tax (ou outro estimulador como ionomicina) na ligagio de Estl
¢ EstZ (fatores de transcri¢@o ativadores de genes celulares) com o fator de transcricio
GATA3, com consegliente estimulo do promotor da interleucina-5, além de uma inibicdo
do mesmo promotor na presenga do fator de transcricfio Elf-1.

Os resultados obtidos fecharam um ciclo: durante o curso da infecgdio pelo HTLVI
existe uma diminuigio progressiva da expressio do gene GATA3, partindo-se de.um
portador assintomatico até as doengas associadas 2 infecgfio, devendo-se essa diminuicio &
interagdo entre o ativador transcricional do virus, que estd implicado numa série de outras
interagdes com genes celulares, ¢ o silenciador do gene, via fator de transcrigio ZEB.

Vejamos as implicacGes desses resultados.

Inicialmente, podemos considerar que a inibigio funcional do gene GATA3 possa ser
um mecanismo através do qual o virus enfraqueca o sistema imune ou o desequilibre, o que
poderia ser um dos fatores importantes tanto no desenvolvimento da proliferaciio celular
como na doenga inflamatoria causada pelo virus. As evidéncias abaixo poderiam explicar

essa hipdtese.
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Esti demonstrado que GATA3 exerce um papel marcante na regulagio e
- diferenciacio de células Th2 (FARRAR et al., 2001). Como j4 comentado, a expressdo de
GATA3 ocorre por atividade em facilitadores (“enhancers™) dos genes dos receptores de
células T, TCR-o,- B, e -8 (LEIDEN, 1993), e em promotores/enhancers de CD8a
(LANDRY et al., 1993), e essa expressio aumenta substancialmente durante a
diferenciacio de Th2 (ZHANG et al., 1997; ZHENG ¢ FLAVELL, 1997).

Células CD4+ sio fundamentais para a inducHo e manutencio das respostas humoral ¢
celular aos patégenos. Uma interferéncia na diferenciagio ou na produgéo de células Th2
poderia contribuir para um estado de imuno-deficiéncia que, em conjunto com outras
alteracBes moleculares e bioquimicas, favoreceria a proliferagio de células infectadas pelo
virus e o consegiiente desenvolvimento das doengas relacionadas 2 infeccéo.

Na paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLVIL, por exemplo, a
resposta imune ¢ classicamente descrita como elemento fundamental para o
desenvolvimento da doenga. Apesar deste desenvolvimento nfio ser bem compreendido, as
respostas imunolégicas determinadas pela interagio virus-hospedeiro tém papel central na
fisiopatologia da doenca, sendo que a proteina Tax ¢ o principal alvo de reconhecimento de
linfocitos T citotoxicos (LTC) nas respostas individuais (BIEGANOWSKA et al., 1999;
JACOBSON et al.,, 1990; KANNAGI et al., 1992; PARKER et al., 1992; PARKER et al.,
1994).

Entretanto, considerando-se que: as células CD4+ sdo o principal alvo da infecgio
viral in vivo (HANON et al., 2000; RICHARDSON et al., 1990), que sdo celulas secretoras
de mediadores pro-inflamatérios e citocinas neurotéxicas (HANON et al, 2001,
NISHIURA et al.,, 1996), que altos niveis dessas citocinas foram encontrados no liquido
cérebro espinhal € nas lesdes do corddo espinhal de pacientes com PET/MAH (KURODA e
MATSUI, 1993; NAKAMURA et al.,, 1993; UMEHARA et al., 1994), ¢ que a infecgio
pelo HTLVI de células CD4+ pode comprometer a funcio da célula T helper (POPOVIC et
al., 1984; YARCHOAN et al,, 1986), a resposta CD4+ também deve ser reverenciada.

Goon et al encontraram uma freqtiéncia média de células CD4+, especificas para as
porgdes Env ¢ Tax, 25 vezes maior em pacientes com PET/MAH quando comparada a de
portadores assintomaticos (GOON et al., 2002). Dentro do contingente proliferado de
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celulas CD4+, o fendtipo Thl é relativamente dominante, mas certamente ocon;e uma
colaboragdo entre todas as vias do sistema imune na conclusio da resposta efetora. Um
desequilibrio quantitativo ou qualitativo em algum ponto dessas vias, como, por exemplo,
aquele determinado pela diminuigio na diferenciacsio de células Th2 como conseqiiéncia da
regulagdo negativa do gene GATA3 induzido por Tax, poderia causar um desarranjo
funcional na resposta imune responsével pela fisiopatologia dessa doenga.

Por outro lado, a supressio da imunidade celular em portadores assintomaticos da
infecgdo pelo HTLVI e em portadores de Leucemia-Linfoma T do Adulto sempre foi muito
bem documentada (KATSUKI et al., 1987; TACHIBANA et al.,, 1988; WELLES et al.,
1994), mas a resposta das células T CD4+ na infecgdio pelo HTLVI nunca foi estudada de
forma aprofundada, sendo a resposta citotéxica o foco principal da maioria dos
investigadores.

_ Sabe-se que as células T CD4+ sdo necessérias para respostas adequadas de células
CD8+ e resposta humoral (POPOVIC et al., 1984; YARCHOAN et al., 1986). A infecgio
pelo HTLVI em células T CD4+ apresenta duas implica¢Bes importantes: o rompimento da
fun¢do celular normal, através da regulagio positiva na expressio de genes celulares por
Tax, ¢ a expressdo de proteinas virais em células CD4+, que a tornariam suscetiveis 4 agdo
autdloga de c€lulas T citotéxicas.

Existem alguns trabalhos que demonstram o comprometimento de células Th2 em
portadores de LLTA secunddria 2 infecgio pelo HTLVI, como os estudos de Sagawa et al e
Yamada et al (SAGAWA et al., 1996; YAMADA et al., 1996) que descreveram casos de
LLTA CCR4 negativo, onde CCR4 € um marcador de citocina especifico de célula Th2. Se
o desenvolvimento de LLTA estd relacionado & regulagio negativa de CCR4 ou se o
desenvolvimento de LLTA ocorre a partir do fenétipo CCR4 negativo, niio se sabe.

Outro aspecto importante a ser considerado é que, apesar de existirem dados
controversos na literatura, de forma geral, pacientes com LLTA nfio mais expressam
proteinas virais. Se a expressio continua de Tax é necesséria para a manutengio do
fendtipo leucémico, tal questio ainda permanece controversa (GATZA et al, 2003) e,
talvez, células imortalizadas nfo necessitariam da expressdo de Tax, uma vez que poderiam

ser selecionadas durante o desenvolvimento de LLTA. Tax promove a proliferacio de
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células infectadas pelo HTLVI exercendo, inicialmente, influéncia na expresséo de genes
do hospedeiro, alterando principalmente o ciclo celular e as vias normais de reparo do
DNA, com acumulo gradual de mutacgdes e, no decorrer do curso da infeccio, determinando
o desenvolvimento de aberragdes cromossomicas e instabilidade génica que culminariam
com a manifestagiio do fendtipo leucémico. Sendo assim, toda a base necessdria para a
transformag@o celular parece decorrer do efeito exercido por Tax.

Publicacdes recentes relatam expressio alterada de GATA3 em algumas neoplasias,
como o carcinoma de esdfago (LIN et al., 2000; SHIGA et al., 1993) , céncer de mama
(HOCH et al., 1999) e carcinoma gastrico (BAI et al., 2000). A regulag@o negativa de
GATA3 foi correlacionada com a imortalizagdo in vitro mediada pelo virus HPV ¢
carcinogénese cervical (STEENBERGEN et al, 2002). Outro estudo que utilizou o
mutante KRR, forma dominante negativa do gene GATA3, mostrou que GATA3 parece ter
um papel importante na manutencio do balango homeostético enfre a expansio
proliferativa e a eliminagio de linfocitos T ativados, mantendo-se dessa forma um
compartimento periférico de células T com tamanho constante ac longo do tempo
(YAMAGATA et al., 2000). Portanto, apesar de alguns autores demonstrarem a auséncia
da proteina Tax no fendtipo leucémico de pacientes com LLTA, as alteragdes moleculares
por ela causadas seriam suficientes para o desenvolvimento e sustentacio desse fenétipo, e
a regulacdo negativa de GATA3 poderia estar colaborando com o desenvolvimento desse
fendtipo, através da quebra neste balango, com predominio na expansdo proliferativa de
linfocitos T. |

A finalidade desse trabalho nfio foi realizar um estudo clinico sobre z influéncia do
gene GATA3 na LLTA, mas mostrar a observacio de sua regulacdio na infecgdo pelo
HTLVL. Esse € um campo que merece ser explorado.

Em nosso trabalho demonstramos também que o mutante da proteina Tax parece
abolir o efeito tnibitério de Tax no silenciador do gene GATA3. Tax liga-se a CBP/p300 e
determina a acessibilidade do complexo CBP/p300 a clementos especificos do DNA
(SUZUKI et al,, 1999b), resultando em transativacio mediada por Tax de genes virais
(GIEBLER et al., 1997) e fatores de crescimento (SIEKEVITZ et al., 1987}, ou, ainda, em
transrepressdo de pl8 (SUZUKI et al, 1999a), DNA polimerase § e gene bax
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(BRAUWEILER et al., 1997) mediadas pela mesma proteina. CBP ¢ p300 interagem com a
proteina Tax formando um complexd estavel que contém CBP, p300, Tax € CRB na regifio
de ativagdo do LTR viral. A proteina Tax mutante usada em nosso estudo, derivada da
expressdo do vetor CMVpV89A, ¢ incapaz de se ligar a CBP/p300 e, portanto, incapaz de
ativar a transcricio.

Por outro lado, a repressdo de ZEB € exercida por vérias regides repressoras dentro da
regido central da proteina, localizadas na sua porciio N ¢ C” terminais. Os estudos que
correlacionam ZEB a p300 e/ou CBP foram feitos por Postigo ¢l al . Esses autores
descreveram que a proteina ZEB, ao se ligar 4 proteina Smad via p300, pode
antagonicamente ativar sua transcrigdo (POSTIGO, 2003). Em outro estudo, demonstraram
que a proteina ZEB regula a sinalizagiio de TGFB/BMP (familia de fatores de crescimento
que regulam a diferenciag8o e o crescimento celulares) através do recrutamento diferencial
de co-ativadores p300 e P/CAF e co-repressores (CtBP) (POSTIGO et al., 2003). p300 ¢
um coativador transcricional integrante de vérios processos intracelulares (JANKNECHT e
HUNTER, 1996). Interage com varios fatores de transcri¢iio celulares atnando em vias de
sinalizag#o.

Assim, uma hipétese formulada ¢ que a ligagio de Tax a ZEB poderia ocorrer via
p300 e que esse complexo protéico atuaria em algumas vias de sinalizacfio celulares, ora
ativando-as ora reprimindo-as, como no caso do gene GATAS3. Entretanto, em nosso estudo
nzo foi avaliada a presenca de p300 no complexo protéico de interagio no silenciador do
géne GATA3. Outros estudos necessitam ser realizados para a avaliagio da presenca desse
importante fator de transcrigéo celular e o significado funcional dessa interacio em outras
vias de sinalizacdo celular.

Finalmente, esse estudo abre as portas para novos estudos. A presenca de GATA3 em
células do sistema nervoso central foi demonstrada (LABASTIE et al.,, 1994). Por se tratar
de uma maquinaria celular completamente diferente da linféide, a expressio desse fator de
transcri¢io, sua regulacfio pela proteina Tax e as conseqiiéncias dessa regulagio no sistema
nervoso central necessitam de elucidacio.

Em analogia ao presente estudo, a relagdo enire o gene GATA3 e a infecglio causada
por outro retrovirus, o HIV-1, também poderia ser estudada. Existem trabalhos (JONES et
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al., 1986) que demonstram a existéncia de interacfio entre Spl e a regiio de controle
transcricional do HIV-1, e essa interaglio, em ‘conjunté com - outros eclémentos
transcricionais localizados abaixo do RNA “cap site”, poderia mediar a resposta do LTR

viral & transativagiio do virus. Essa interacfio poderia influenciar a transcrigio do gene
GATA3?
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Podemos concluir com esse estudo que de acordo com o primeiro ij etivo: _
v Existe diminuig30 na expressdo do RNAm do gene GATA3 em portadores da infeccdio
pelo HTLVI e essa diminuigéo se torna mais significativa nas doengas relacionadas 2
infecggo viral: Leucemia Linfoma T do adulto e Paraparesia espéstica

tropical/Mielopatia Associada ao HTLVL

De acordo com o segundo objetivo:

v Existe interacdo entre o transativador viral Tax e as regides de controle transcricional
da célula T, ou seja, o promotor e o silenciador do gene.

v A interagio nas regides de controle transcricional do gene GATA3 ocorre, mo

promotor, através do fator de transcrigdo Spl e, no silenciador, através do repressor
ZEB.

De acordo com o terceiro objetivo:
v Nos estudos funcionais observamos aumento discreto na atividade promotora do gene
GATA3 quando na presenca de Tax e do fator de transcricio Spl.

v Por outro lado, ocorre repressdo marcante do promotor na presenca de Tax e do

repressor ZEB.

Além disso: ‘

v A baixa expressio de GATA3 na infecgiio pelo HTLVI pode estar envolvida na
fisiopatologia das doencas relacionadas 2 infeccdio viral, ou esta pode decorrer de uma
desregulagio do sistema imune do hospedeiro.

v O estudo da expressdio desse fator de transcrigio poderia ser usado como um dos
fatores prognosticos da doenga, uma vez que ficou bem estabelecida uma relagio

inversamente proporcional entre essa expressio € a progressdo da infecgiio pelo
HTLVL

Conclusio
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Decreased GATA3 mRNA Expression in Human
T-cell Lymphotropic Virus Type 1 (HTLV-1)

Infection

SIMONE C. O, GILLI. TEREZA S. . SALLES and SARA T. Q. SAAD

From ihe Hemoceniro and Depariginento de Cliniey Médica. Faculdade de Cieneius Médicas, Universidade de Cuwipinas.

Cumpings. Sido Pavlo. Brazil

GATA3 is a specific T-cell transcription factor invelved in the expression of T-cell recepter (TCR). In order to characterize
the relationship between HTLV-1 infection, which has becn reported to be associated with down-reguiation of genes belonging
to the TCR/CD3 complex, and the transeription factor GATAS. we evaluated, by semi-quantitative RT-PCR, the expression
of GATAS gene in HTLY-1 carriers and individuals with related diseases. The study included 4 a2symptomatic curriers, 2
patients with adult T-cell leukaemia/lvmphoma (ATLL), 1 patient with HTLV-1 associated myelopathy (HAM)/tropical
spastic paraparesis (TSP) and 7 healthy blood donors. A considerable decrease in the expression of the GATA3 mRNA was
observed in all subjects infected by HTLV-1 and no expression of GATA3Z mRNA was observed in 1 subject with ATLL and

in 1 with HAM/TSP.

S. T. O Saad. MD. Hemocentro — UNICAMP, Cidade Universitdria »Zeferino Vaz™, Distvito de Burdo Geraldo, CP 61 98,

Cumpinas — Sdov Paulo, CEP 13083-970, Brazil

INTRODUCTION

The human T-cell lymphotropic virus type | has been
implicated as the actiological agent of adult T-cell
leukaemia/lymphoma (ATLL} and of a4 degenerative neure-
logical disorder known as HTLV-1 associated myelopathy
{HAM) or tropical spastic paraparesis (TSP). In addition o
parenteral transmission by blood transfusion. from mother
to child, and among intravenous drug users, HTLV-] can
also be sexually transmitted.

Although the infection has been reported in virtually
every region of the world. particularly high rates of infec-
tion can be found in parts of South America. Exposure to
the virus leads 10 & persistent infection that rarely results in
disease progression. The majority of seropositive individu-
als (more than $5%;) remain asymptomatic. Factors causing
progression of the disease are unknown. but might include
genetic disposition. different viral straing and differences in
the host immune response (1).

Severai lines of evidence suggest that the HTLV] transa-
tivalor protein Tax mediates the transcriptional activation
of many genes involved in ¢ytokine production or response
and cell proliferation, such as c-fos. e-myc. erg-1. IL-1.
11-2. GM-CSF (2). Deregulated of T-cell proliferation by
HTLV-1 has therefore been implicated in leukaemogenesis.
The transcription factor GATA3Z is abundantly expressed
during T lymphocyies differentiation and is an essential
factor and specific regulator of carly thymocyte develop-
ment. GATAZ binding sites have been identified in regula-
tory regions of T-cell receptors (TCR) and other early
T-cell genss. including TCF-I and/or RAG-1 and RAG-2
{3). However. the relationship between HTLV-1 infection
and the transcription factor GATAJ has not vyet been
described.

& 2000 Taylor & Francis. ISSN 0036-3348

The aim of the present study was to characterize the role
of GATA3Z in MTLV-1 infection through the expression of
the GATA3 mRNA,

MATERIALS AND METHODS

The study included 14 individuals seen at the University Hospital
of Campinas: 4 asymptomatic HTLV-1 carriers {blood donors). 2
patients with ATLL (the dizgnosis was based on clinical features.
immunophenotypes and HTLV-1 antibody). 1 patient with HAM/
TSP (clinicopathological diagnosis) and 7 healthy blood doners,
This study was approved by the ethics committee of the University
Hospital.

The diagnosis of HTLV-1 was carried out by ELISA (kir.
Organon Teknike. Boxtel, The Netherlands) and confirmed by
Western blotting (HTLV-1 2.4 Genelabs Diagnostics. Singapore)
and/or PCR analyses. The PCR amplification wus carried out
using the primers SKIIG/SKIL! and the PCR product was hy-
bridized with *P-labelled probes SKI112/SK188. For CD4/CDS
guantitation the lvmphocyte population was gated accerding te
side scatter and forward scatter in Aow-cytometric analysis. The
percentages of positive cells for cach monoclonal antibody were
ussayed with FACScan {Becton Dickinson ICS Inc., Mountain
View, CA, USA3

Semiguantitative PCR

For RNA isolation 20 mi of whole blood was collecrad using
citrate a5 anticoagulant, and the lysis of red biood cells was
performed with NH,C1(0.144 M) and NH,HCG, (0.01 M}, Total
RNA was extracted from peripherzl blood mononuclear cells
{PBMCs). by the guanidine isothivcyanate phenol chioroform
method {4).

RNA (4 ul} was reverse-transcribed into ¢DNA to a fnal volume
of 30 ul containing 60 U of AMV Reverse Transcriptase (Amer-
sham Life Science. Buckinghamshire. UK). 3 ul oligo dT (Life
Technelogies. Gaithersburg. USA), reverss transeription buffer
(236 mM Tris-HC! pH 8.3, 40 mM MgCl.. 230 mM NuaCl and
DIT). 30 U of RNA inibidor (Pharmacia Biotech. Uppsala.
Sweden) and 3 uM ecach dATP, dCTP. dGTP and dTTP. The
reaction sample was incubated ut 42°C for 60 min and 32°C for
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30 min and was further precipiaied with 3 M sodium acclate pH
2 and cthanol. ol — T0°C overnight. ¢cDNA was ampiified ino a

single tube by PCR using the foliowing primers: GATASZ sense

FYAAGGCATCCUCAGACCAGAAACSE Y (region 1256- 12761,
GATAZ antsense YGTTAAACGAGCTGTTC-TTGGG 3 (re-
glon 1339 1354%% Belobin sense SAGACAGAGAAGACTCTTG

{region IVS-1} und  figlobin antisense 3TCATTCGTC-
TCGTTTCCCATTC 3 (region IVSE-2). The raaction volume was 30
ul contaming 4wl ¢cDNA sample. T« CR bufler (200 mM Tris-
HC pH 840 500 mM KT 4.0 mM MgCla. 100 uM cach dATP.
dCTP. dGTP and dTTP. und 2.5 U Tagq DNA polymerase {Life
Technologics. Gaithersburg, USA),

Amplification was performed in a Perkin Elmer Thermo-cyeler
(Connecticut, USA) using the following program: denaturation at
92°C dor 30 s primer unnesling at 38°C for 30 s and primer
extension at 72°C for 30 s, After the reaction. 3 wi of the sumple
wis eictrophoresed through o gel conwining 1.6% agarose and
ctiidivm bromide. The amplilicd ¢DNA product was 101 bp for
GATAZ and 411 bp for Belobin. In order (o choose the best
number of cvcles Tor determination of the GATAZ mRNA
amount, after 20 cycles, the reaction misture was withdrawn every
3 cycles and the ampiificd DNA fragments were analysed by gel
cletrophoresis. Afier 33 cycles, the bands of GATAS and Pglobin
obtained a cumulative result. without reaching the platean, The
reactions were performed af Jeust 3 tmes in independent experi-
ments. The relative amount of GATA3 mRNA was culculated
through the densitometric scanning of the ethidium bromide
stained bands using the EagleSight Stratagene program. version
3.2 {La Jolla. USA) and the results were presented as the relutive
amount of GATAS cDNA to figlobin cDNA,

RESULTS

The results, expressed a mean + standard deviation. of
GATA3/Pglobin mRNA ratios were: heaithy donors =
0.42 1 0.07. asympiomatic carriers =0.24 = 0.09 and pa-
tients = 0.07 + 0.106. Thus there was a clear reduction of
GATA3 mRNA in subjects infected by HTLV-1 compared
with controls. There was no expression of GATA3 mRNA
in 1 subject with ATLL and another with HAM, TSP (Fig.
i

The flow cytometric analvsis demonstrated .2 normal
ratio of CD4/CDS cells in asymptomatic carriers and blood
donors and an evident malignant proliferation of CD4 cells
in leukaemic subjects (Table I}. The HAM/TSP patient was
not analysed for T-cell subsets.

DISCUSSION

The transcription factor GATAS was first identified by its
DNA sequence homology to GATAL the first member of
the GATA family of transcription factors 1o be cloned.
GATAZ was initially reported to be extremely restricied in
its expression paltern. but subsequently, a more detailed
exammation revealed abundant accumulation in a number
of distinet sites during development. including the placenta.
the kidney and adrenal gland. the embryvenic and adult
central and peripheral nervous systems. the embryonic liver
and T lymphocytes. The targeted disruption of the GATA3
gene causes severe abnormalities in the nervous system and
in foetal hiver haematopoiesis. So far. target genes that are

G4

Amourd GATAS mRNA Y glebin

0.6

asymptomatic ATLL HAN
carniers

healthy
donors

Fig. 1. GATAZ mRNA coxprossion in HTLVI-infected patients
and controls. Results are expressed as GATAZ ‘Bglobin mRNA
ratios. Vertiea! buses indicate SD. ATLL: Adult Tecel] levkaemia
lymphoma: HAM: HTLV. associated mvelopathy.

directly regulated by GATAS3 have been identified enly in T
lymphocytes (5).

The relationship between GATA3 and HTLV-1 and its
tole i the pathogenesis of the related diseuses. ATLL and
HAM/TSP. has not been described previously, The present
resulis indicated a clear decreased GATA3 mRNA expres-
sion in infected individuals. which was even more evident in
patients with ATLL and HAM/TSP. The mechanism in-
volved is not clear, however the transcription of GATAZ3
might be dereguiated by the viral product Tax. as previ-
ously described for other transcription factors {2). The
relationship between decrcased GATA3 mRNA expression
and T-cell leukaemia might be explained by the finding that
GATA3 is an important transcription factor for TCR genes
{TCRu. TCR$ and TCR?Y) and in conjunction with other
T-celi-specific enhancer-binding factors, such as TCF-1 and
TCF-12 may then determine the tissue-specific reguiation

Table L. Quantification of the fomphocyie T population

Individual Total T-gells (CD3/CD4+-CD3/CD8mm™
HD1 1422
HD2 1090
HD3 1798
HD4 1331
HDS {033
HD6 1027
HD7 2224
ACI 1285
AC2 1106
AC3 937
ATLL | 8920
ATLL 2 308332

" Tecell normal values: $00-2300 mm®.
HD = healthy donors: AC = asymplomatic carriers; ATLL =
adult T-cell leukaemia lymphoma.
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of various T-cell development genes (6). Therefore a failure

of TCRE wranscriprion €3), might lead o a reduction of

TCRCD3 complex formation, previously found in the

HTLVI infection (7). and couid contribute to the escupe of

HTLVI transformed T-cell from normal growth control
Therefore, the relationship of the TCR complex to develop-

ment of ATLL might also be suggesied by the finding of

TCRGS locus deletion in all patients with ATLL described by
Isobe ¢t al. {8)

GATAS 13 also mmportant for the development of the
ceniral nervous system and peripheral nervous svstem ace
cording to the data obtained in knockeout GATAZ mice (3),

However. the relationship between the development of

HAM TSP and the decreased mRINA expression of GATA
3 has vet to be clarified.
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