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Anadlise do repertorio dos receptores de linfocitos T expressos por células TCD8+ em
camundongos FONX1CreERT2Dicerflox/flox
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Resumo

Os precursores de linfécitos T saem da medula 6ssea e migram para o timo, aonde completam seu desenvolvimento e
tornam-se linfocitos simples positivos CD4+ ou CD8+ cujos TCRs ndo sdo capazes de reconhecer o antigeno proprio.
Para isso, os linfécitos passam pelo processo de tolerancia central que € mediado pelas células epiteliais timicas
medulares as quais apresentam antigenos restritos aos tecidos para o linfocito duplo positivo em desenvolvimento. O
linfécito cujo receptor reconhece o antigeno proprio com alta afinidade é eliminado por apoptose. A literatura demonstra
gue a apresentacdo de antigenos proprios no timo é mediada pelo fator de transcricdo Aire que coordena a expresséo
de microRNA. Neste trabalho, buscamos avaliar a participacdo dos microRNAs no processo de tolerancia central
através da andlise do perfil dos receptores de linfécitos T em células TCD8+ de camundongos cujas células epiteliais
timicas ndo apresentam microRNAs. Nossos resultados demonstram que h&d aumento na porcentagem de células
expressando determinados receptores de linfocitos T no bagco de camundongos sem microRNA quando comparado aos

dados de camundongos selvagens.
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Introducéo
Uma das func@es dos linfocitos é reconhecer peptideos
de agentes invasores. Durante o0 processo de
amadurecimento os linfécitos sdo submetidos a triagem,
migrando através do epitélio timico.O principal processo
de triagem pelo qual os linfécitos em desenvolvimento
passam € a selecdo negativa, onde as células epiteliais
timicas medulares (MTECs) apresentam antigenos
préprios aos linfocitos, e aqueles linfécitos cujo TCR
apresenta grande afinidade pelo complexo antigeno
préprio-MHC sao induzidos a apoptose afim de evitar
respostas auto-imunes. Os linfocitos que passam por
essa triagem tornam-se maduros, e podem deixar o timo
e agir na periferia contra patégenos portando variadas
cadeias de TCR. A apresentacdo de antigenos préprios
pelas mTECs é controlada pelo modulador da transcri¢cao
Autoimmune regulator (Aire)2. Uma das moléculas
essenciais para o procedimento da tolerancia central é o
microRNA (miRNA), que é um pequeno RNA, néo-
codificante cuja funcdo € regulatéria a nivel poés-
transcricional da expressdo génica, e sua geracdo é
dependente da enzima Dicer, que forma o miRNA
maduro®. A literatura demonstra que a expressdo da
proteina FOXN1 (Forkhead hox protein N1) é um
regulador-chave para o desenvolvimento de TECs. Desta
forma, criamos camundongos FOXN1CREERTZDjcerflox/flox
cujas células epiteliais timicas tiveram Dicer depletado
apos a injecao de tamoxifeno. Sabendo que o0 processo
de tolerancia central € mediado pelas mTECs através da
expressdo de TRAs que sdo regulados por miRNAS; o
foco desta pesquisa foi analisar o repertério das cadeias
b dos TCR nos linfécitos TCD8* em camundongos com e
sem a expressao de Dicer no epitélio timico.
Resultados e Discusséo

Para nossas analises, geramos camundongos
FONXZ1CreERT2Djcerfloxfflox - Qs camundongos receberam
tamoxifeno a partir do primeiro dia de vida até o dia
anterior ao sacrificio para experimento seguindo protocolo
padronizado em nosso laboratério. Apés a eutanasia, o
timo desses animais foi retirado para obten¢édo do dado de
indice timico e o bago foi processado rotineiramente para

andlise do repertério do TCR com 15 cadeias beta
diferentes, por meio de citometria de fluxo com o painel
CD3 (V500), CD4 (APC) e CD8 (PE). Os dados de
citometria foram analisados no programa FlowJo e os
gréficos e andlises estatisticas foram realizados no
programa GraphPad. Os resultados foram analisados
comparando os dados obtidos de camundongos cujas
células epiteliais timicas expressavam dicer (FOXN1 WT)
com camundongos cujas células ndo apresentavam dicer
(FOX1 HT e M). A andlise da citometria revelou que a
houve alteragBes na porcentagem de linfécitos TCD4*
expressando determinados TCRs dos 15 tipos analisados
em camundongo que ndo expressa dicer em relacdo ao
selvagem.Uma vez que as porcentagens de alguns TCRs
foi alterada nos camundongos sem dicer em relagdo ao
selvagem, pode-se dizer que houve um descontrole da
selegdo desses linfocitos no timo. Sabendo que a auséncia
de Dicer interfere diretamente na maturacdo e
desenvolvimento de miRNAs, estes resultados mostram
gue os miRNAs sdo importantes para a selecao do linfécito
T, para que a tolerancia central possa agir de forma
funcional resultando na apoptose de linfécitos T
autorreativos.
Conclusodes

A delecdo de Dicer nas TECs altera o repertorio do TCR
em células T CD8* do bago, indicando a participagcao dos
mMiRNAS no processo de sele¢do negativa. Nossos estudos
estdo em andamento para melhor entendimento sobre a
guebra da tolerancia central na auséncia de miRNA.
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