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RESUMO 
 

O presente trabalho refere-se ao estudo do papel dos microRNAs no 

controle pós-transcricional das células T de camundongos Non Obese Diabetic 

(NOD) modelo que reproduz o diabetes mellitus do tipo 1 (DM-1). Durante o 

desenvolvimento do trabalho, procurou-se esclarecer a hipótese de que os 

microRNAs controlam os níveis de determinados RNAs mensageiros (mRNAs) 

das células T durante a indução ou perda de tolerância imunológica. Portanto, a 

expressão alterada dos microRNAs estaria contribuindo com o processo da 

autoimunidade. Sendo assim, o objetivo do estudo foi identificar os perfis de 

expressão e as redes de interação entre um conjunto de microRNAs e seus 

respectivos mRNAs alvos nos timócitos e nos linfócitos T CD3+  periféricos 

durante o desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 1 (DM-1) em 

camundongos NOD.  

Para avaliar a expressão de genes codificadores de mRNAs, sendo estes 

possíveis alvos de microRNAs, utilizou-se a tecnologia de microarrays. O uso de 

programas de análise e para a construção das redes foi imprescindível. Acredita-

se que fenômenos complexos como a regulação pós-transcricional de células T e 

seu envolvimento no processo de tolerância imunológica, bem como o surgimento 

de doenças autoimunes, podem ser melhor compreendidos por meio da genômica 

funcional.  

Os resultados encontrados evidenciam uma expressão diferenciada de 

mRNAs e microRNAs em timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos durante o 

desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 1 (DM-1). As diferenças nos perfis 

transcricionais encontradas envolvem expressão de genes (mRNAs) relacionados 

diretamente ao sistema imune, a diferenciação e ativação de linfócitos T e a 

apoptose, bem como a outros processos relacionados a resposta imune. 

Além disso, as redes de interação microRNA-mRNA encontradas no 

presente trabalho evidenciam interações já conhecidas e apresentam novas 

interações, mostrando a participação de um grupo de microRNAs que estão 

atuando no controle pós-transcricional do diabetes do tipo 1 em camundongos 

NOD, contribuindo com a melhor compreensão do controle genético-molecular 

das doenças autoimunes, principalmente do diabetes do tipo 1. 

 



 

 

Post-transcriptional control in thymocytes and peripheral CD3+ T 
lymphocytes of NOD mice during the emergence of type 1 diabetes 

 
ABSTRACT 

 
This study refers to the role played by microRNAs in the post-transcriptional 

control of T cells from non obese diabetic (NOD) mice model which reproduces the 

type 1 diabetes (T1D). During the study, it was tried to clarify the hypothesis that 

microRNAs control certain messenger RNAs (mRNAs) levels of the T cells during 

the induction or loss of immunological tolerance. Therefore, the altered expression 

of microRNAs might be contributing to the process of autoimmunity. Thus, the 

study aim was to identify the expression profiles and interaction networks between 

a set of microRNAs and their mRNA targets in thymocytes and peripheral CD3+ T 

lymphocytes during the development of type 1diabetes (T1D) in NOD mice.  

The microarray technology was used to evaluate the expression of mRNAs 

as possible targets of microRNAs involved in this process. The use of 

bioinformatics software to reconstruct the networks was essential. It was realized 

that complex phenomena as post-transcriptional regulation in T cells and their 

involvement in the immune tolerance process, as well as the emergence of 

autoimmune diseases can be better understood only by means of functional 

genomics.  

The results show differential expression of mRNAs and microRNAs in 

thymocytes and peripheral CD3+ T lymphocytes during the development of type 1 

diabetes (T1D). The differences found in the transcriptional profiles involve 

mRNAs related to the immune system, differentiation and activation of T 

lymphocytes and apoptosis as well as other processes related to immune 

response.  

In addition, the microRNA-mRNA interaction networks obtained in this study 

evidence the predicted interactions as well as new ones, showing the participation 

of a group of microRNAs that may be acting in post-transcriptional control of type 1 

diabetes in NOD mice contributing to a better understanding of the molecular 

genetic control of autoimmune diseases in specially type 1 diabetes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O papel do timo no desenvolvimento das células T e na indução da 
tolerância imunológica 

1.1.1 Ontogenia e estrutura do timo 

O timo é um órgão linfóide primário em que os precursores de células T 
derivados da medula óssea se submetem a um processo complexo de maturação no 
contexto do microambiente tímico, representado por células não linfóides e linfóides e 
por componentes da matriz extracelular (ECM) (VILLA-VERDE et al., 1995). É um 
órgão altamente especializado cujo microambiente peculiar favorece a proliferação, a 
sobrevivência, a maturação e a migração de timócitos imaturos (TAKAHAMA, 2006). 

A visão embriológica clássica do desenvolvimento do timo que tinha sido 
perpetuado por décadas tem sofrido revisões importantes nos últimos anos. 
Entretanto, avanços substanciais na compreensão do desenvolvimento do timo 
tem sido lentos em comparação com o progresso na investigação sobre as vias 
celulares e dos mecanismos moleculares de desenvolvimento das células T. 

Até por volta de 2001, a organogênese do timo foi, pelo menos em parte, 
baseada em estudos morfológicos. Inicialmente foi sugerido que o compartimento 
epitelial do timo seria derivado da ectoderme (córtex) e da endoderme (medula) 
(CORDIER & HAUMONT, 1980).  

Ao longo dos anos, muitos estudos tem sido realizados e coletivamente 
levaram a visão de que as células epiteliais tanto de origem endodérmica quanto 
ectodérmica (CORDIER & HAUMONT, 1980) além de células mesenquimais de 
origem neuroectodérmica (crista neural) (LE DOUARIN & JOTEREAU, 1975; 
BOCKMAN & KIRBY, 1984; RODEWALD, 2008), contribuíram direta ou 
indiretamente para o desenvolvimento do timo. Isso significa que as células e suas 
progênies constituem a estrutura do timo, como é o caso do epitélio derivado da 
bolsa faringeana. Indiretamente significa que as células fornecem sinais indutivos em 
trans, que seria o caso da crista neural (NC) derivada do mesênquima.  

Estudos com análises clonais, utilizando embriões com 12 dias de 
desenvolvimento (ROSSI et al., 2006), e experimentos com mapeamentos indicando 
um progenitor comum para as células corticais e medulares (BLEUL et al., 2006), 
tem conclusivamente mostrado que somente um folheto germinativo contribui para o 
compartimento epitelial tímico e esse folheto seria a endoderme. Contudo, não se 
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pode excluir sinais de indução e/ou sobrevivência de outro folheto germinativo 
(MANLEY et al., 2003; GORDON et al., 2004; BOEHM & BLEUL, 2006). 

Em camundongos, o timo surge como estruturas bilaterais da terceira bolsa 
faringeana no intestino primário embrionário (MANLEY, 2000; GORDON et al., 
2001) e são colonizados por progenitores hematopoiéticos por volta do 11,5 dias 
do desenvolvimento embrionário (ITOI et al., 2001). O primeiro marcador 
molecular descrito para essa região foi o Foxn1, necessário para o 
desenvolvimento de células epiteliais tímicas funcionais, para a formação do timo 
e, portanto, para a formação da diversidade do repertório de células T 
autotolerantes (NEHLS et al., 1996; BOEHM et al., 2003; BLEUL et al., 2006). 

A involução alométrica do timo inicia-se pouco antes do nascimento e a 
involução absoluta ocorre na puberdade, entretanto o timo adulto continua a receber 
células precursoras, vindas da medula óssea e a lançar células colonizadoras das 
áreas T periféricas (BODEY et al., 1997). Esse fenômeno é conhecido e 
frequentemente associado a idade, sendo caracterizado pela substituição do estroma 
tímico por tecido adiposo (MONTECINO-RODRIQUEZ et al., 2005). 

O declínio na imunidade adaptativa e na produção de células T naïve, a 
diminuição no repertório do receptor de células T periféricas (TCR), a perda de 
citocinas e hormônios críticos dentro do microambiente tímico são, em grande parte, 
atribuidos a involução do timo com o avanço da idade.  Alterações moleculares 
associadas com a perda da função do timo utilizando análises de cDNA microarray 
para examinar o transcriptoma dos timócitos de ratos de diversas idades (1 a 24 
meses) forneceram informações valiosas sobre os mecanismos celulares e 
moleculares associadas com o envelhecimento do timo (LUSTIG et al., 2009).   

O córtex proporciona um microambiente necessário para a seleção positiva 
dos timócitos imaturos enquanto que a medula é responsável pela seleção negativa 
das células T autorreativas. Os progenitores linfóides entram no timo adulto pela 
junção córtico-medular e então migram para a região subcapsular antes, porém, 
retornando pelo córtex em direção a medula (ANDERSON & JENKINSON, 2001). 

Cada um destes compartimentos forma um microambiente estromal 
especializado que é crucial para controlar a maturação das células T. Este estroma é 
composto essencialmente de células epiteliais corticais (cTECs) e medulares 
(mTECs), fibroblastos reticulares, células dendríticas e macrófagos derivados da 
medula óssea, além de estruturas conhecidas como corpúsculos de Hassal, 
localizados especificamente na medula tímica, e composto de espirais compactas de 
células epiteliais remanescentes de células em degeneração. O timo tem ainda um 
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suprimento vascular abundante e vasos linfáticos eferentes que drenam para os 
linfonodos do mediastino (VAN EWIJK W, 1991; GRAY et al., 2002). 

O estroma tímico pode ser visto como todos os componentes não 
hematopoiéticos do timo, que são funcionalmente definidos como aqueles 
elementos, independentemente da sua origem e linhagem, que constituem a 
estrutura do timo e, portanto, fornecem a matriz sobre a qual os timócitos se 
desenvolvem. Uma simples e usual classificação para o estroma está baseada 
não só no marcador hematopoiético CD45, quanto na expressão de queratina. As 
células do epitélio tímico (TECs) são queratina+ enquanto que as células 
mesenquimais são queratina- (RODEWALD, 2008) (Figura 1). 
 

 
Figura 1. Principais tipos de células do timo e suas origens durante o desenvolvimento. O timo 
pode ser dividido em células hematopoiéticas (CD45+), que são passageiras, transitórias e 
residentes do estroma. As células CD45- incluem duas linhagens: células epiteliais tímicas (TEC, 
queratina+) que se originam da terceira bolsa faringeana (camundongos) e as mesenquimais 
(queratina-), que são uma mistura de tipos de células que contribuem para várias estruturas do 
timo, como cápsulas ou vasculatura. A proporção de células CD45+ e CD45- é de cerca de 50-1, 
mas a maioria dos tipos celulares descritos pode ser isolada com base no fenótipo a partir de 
suspensões de células do timo seguindo digestão enzimática. [Extraído e modificado de 
RODEWALD, 2008]. 
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A manutenção do microambiente tímico requer interações recíprocas entre 

timócitos e células estromais, denominadas de crosstalk tímico (VAN EWIJK et 

al., 1994; VAN EWIJK et al., 2000; GERMERAARD et al., 2003; GRAY et al., 

2006).   

O microambiente medular do timo desempenha um papel crucial no 

estabelecimento da autotolerância através da exclusão de timócitos autorreativos 

e na geração de células T regulatórias. O crosstalk entre os timócitos em 

desenvolvimento e as células epiteliais tímicas medulares (mTECs) contribuem 

para a formação da medula tímica. Estudos recentes identificaram as moléculas 

que medeiam o crosstalk tímico (NITTA et al., 2011).  

A interação dos precursores de timócitos com o microambiente estromal 

permite o comprometimento desses com as linhagens celulares T e 

essencialmente elimina ou permite a supressão de células autorreativas (BOEHM 

& BLEUL, 2006; ANDERSON et al., 2007). 

 

1.1.2 Migração das células precursoras linfóides para o timo 

Os precursores de células T, ou células imaturas da linhagem de células T, 

derivados da medula óssea entram no timo na junção córtico-medular e então 

migram para a região subcapsular da glândula através dos vasos sanguíneos. O 

desenvolvimento começa no córtex e, conforme os timócitos vão evoluindo, eles 

migram para a medula tímica, que contém principalmente células T maduras. 

Essas células deixam o timo e ganham o sangue e tecidos linfóides periféricos. As 

quimiocinas são uma grande família de citocinas estruturalmente homólogas que 

regulam a migração de linfócitos e leucócitos através dos tecidos linfóides 

periféricos (BLACKBURN & MANLEY, 2004; SAVINO, 2010).  

Citocinas da superfamília do fator de necrose tumoral, incluindo RANKL, 

CD40L e linfotoxina, produzidos por timócitos selecionados positivamente e 

células indutoras de tecido linfóide, promovem a proliferação e diferenciação de 

mTECs. Em retorno, ligantes de quimiocinas CCR7 produzidos por mTECs 

facilitam a migração de timócitos selecionados positivamente para a medula 

(KWAN & KILLEEN, 2004; NITTA et al., 2011).  

As células do microambiente tímico produzem dois grupos de moléculas, 

as quimiocinas, incluindo Cxcl12 (Chemokine C-X-C motif ligand 12), a qual 

preferencialmente atrai timócitos imaturos CD4-CD8- e CD4+CD8+, e Ccl21 
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(Chemokine C-C ligand 21), que exerce quimioatração para timócitos simples 

positivos maduros, e as proteínas da matriz extracelular, visto que os timócitos em 

desenvolvimento expressam os receptores correspondentes. Além disso, embora 

as quimiocinas e a matriz extracelular possam dirigir a migração dos timócitos por 

si mesmo, uma função combinada para essas moléculas parece contribuir para os 

padrões de migração resultantes dos timócitos em seus vários estágios de 

diferenciação (SAVINO et al., 2003; SAVINO, 2006). 

A migração dos timócitos é um processo complexo, combinando múltiplas 

interações moleculares levando a quimiotaxia ou a quimiorrepulsão, envolvendo 

várias moléculas como ligantes ECM, quimiocinas, efrinas e semaforinas em um 

conceito proposto como a migração multivetorial (MENDES-DA-CRUZ et al., 

2008; SAVINO, 2010) (Figura 2).  

 

 
Figura 2. Conceito de migração multivetorial de timócitos, incluindo semaforina-3A e efrinas como 
vetores de migração celular. O painel define esquematicamente o conceito hipotético afirmando 
que a migração do timócito resulta de interações variadas e simultâneas entre o par ligante. 
Assim, os vetores individuais formam um vetor resultante que os timócitos levam durante toda a 
sua jornada no interior dos lóbulos tímicos, a partir do córtex em direção a medula, até ser 
finalmente exportado do órgão através das paredes dos vasos sanguíneos. Assim, os vetores que 
estão sob o controle neuroendócrino, uma vez modulados por um hormônio ou por neuropeptídeo, 
provavelmente irão alterar o vetor resultante. Setas estreitas representam vetores de migração 
individuais induzida por estímulos específicos, incluindo ligantes ECM, tais como fibronectina, 
laminina, nidogen, galectina-3, quimiocinas como CXCL12 e CCL25, semaforina-3A, efrinas e 
outras moléculas ainda a ser definido. Seta sólida representa o vetor de migração final resultante. 
[Extraído e modificado de SAVINO, 2010]. 
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1.1.3 Maturação dos timócitos em células T 

O processo de maturação dos linfócitos consiste numa complexa 

sequência de eventos biológicos, compreendendo a proliferação das linhagens 

celulares precursoras, a expressão diferencial de proteínas de membrana, 

rearranjos gênicos do receptor de antígeno, a seleção do repertório de linfócitos 

maduros e consequente morte celular programada dos linfócitos não selecionados 

e finalmente a migração celular.  

A maturação inicial caracteriza-se por um aumento da produção de todas 

as células sanguíneas na medula óssea e por uma alta atividade mitótica, 

estimulada principalmente pela interleucina 7 (IL-7) que é produzida pelas células 

do estroma da medula óssea e do timo e pelos ligantes Notch (HARMAN et al., 

2005; ZAMISCH et al., 2005). A atividade proliferativa cessa depois que os genes 

para os receptores de antígeno são expressos. Tais genes surgem por um 

processo de recombinação somática gerando diversidade do repertório dos 

linfócitos após junção de segmentos gênicos diferentes. 

A interação entre células estromais e linfóides dentro do microambiente 

tímico é um fator crítico para formar a correta especificidade antigênica do 

repertório de células T, assim como para capacitá-lo a responder a apresentação 

de antígenos estranhos pelas moléculas de MHC e não responder a antígenos 

próprios (BARTHLOTT et al., 2006).   

Os timócitos imaturos corticais recém-chegados ao timo contem os genes 

de TRs na configuração germinativa e, portanto, ainda não expressam o TCR, 

CD3, as cadeias ζ e os correceptores CD4 e CD8. Essas células são chamadas 

de timócitos duplo-negativos (DN) e se submetem a múltiplos ciclos de 

proliferação e de progresso ao estágio duplo-negativo CD4-CD8- (DN), 

aproximadamente 5% do total de timócitos, com discretos passos de maturação 

distinguidos pela expressão de marcadores de superfície celular CD44highCD25- 

(DN1), CD44highCD25+ (DN2), CD44lowCD25+ (DN3), e CD44lowCD25- (DN4). As 

proteínas do complexo recombinase (Rag1 e Rag2) são expressas pela primeira 

vez nesse estágio, e os rearranjos V(D)J se iniciam. Durante a transição da fase 

DN para duplo-positiva CD4+CD8+ (DP), aproximadamente 85% dos timócitos se 

redistribuem a região cortical (RAMIALISON et al., 2002). O rearranjo dos genes 

da cadeia α e a expressão do heterodímero TCR αβ ocorrem na população 
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CD4+CD8+, exatamente antes ou durante a migração dos timócitos do córtex para 

a medula (Figura 3).   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Estrutura e função do timo. O órgão é dividido em duas regiões; córtex e medula, 
povoados por diferentes subtipos celulares epiteliais tímicos (TECs). Nos adultos, os precursores 
de células T entram no timo pela junção córtico-medular, e começam então um programa 
altamente complexo de diferenciação, que está ligado a migração através do estroma tímico. Os 
subtipos diferentes de timócitos são encontrados consequentemente em regiões espacialmente 
restritas do timo. O córtex tímico foi separado em quatro regiões: Região 1, junção córtico-
medular, local de entrada dos precursores de células T; Região 2, células diferenciadas em DN2 
as quais se submetem a expansão clonal proliferativa; Região 3, inicia-se os rearranjos V(D)J dos 
genes TRs em células no estágio DN3; Região 4, transição de DN para o estado de DP 
(CD4+CD8+). Células DP migram do córtex para a medula tímica, onde se diferenciam em simples 
positivas (SP CD4+ ou CD8+). A seleção positiva ocorre no córtex entre as TECs corticais 
(cTECs), e a seleção negativa ocorre principalmente na medula, entre as TECs medulares 
(mTECs) e células dendríticas (DCs). Células SP que completaram o programa de diferenciação 
saem da medula tímica em direção a periferia. [Extraído e modificado de BLACKBURN & 
MANLEY, 2004]. 

 

A recombinação V(D)J dos receptores de células T é um evento molecular 

essencial na maturação dessas células. É um processo de recombinação sítio-

específica da molécula de DNA que só ocorre nos estágios iniciais de 

desenvolvimento dos linfócitos T e B. A geração de grande diversidade nas 
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regiões variáveis do receptor de antígeno de linfócitos T é crucial para que os 

organismos possam reconhecer e responder virtualmente contra todo e qualquer 

antígeno estranho. 

Cada locus TCR consiste de segmentos gênicos de regiões variáveis (V), 

joinig (J) e constante (C), e para as cadeias β e δ incluem segmentos gênicos de 

diversidade (D). De modo geral, o rearranjo dos segmentos gênicos, ocorre através 

da ligação de um segmento J a um dos segmentos D, formando uma união D-J, 

posteriormente um dos segmentos gênicos V se liga ao segmento D-J unidos. Toda 

sequência de DNA interveniente aos segmentos gênicos que se ligaram passam por 

um processo de deleção (PAUL, 1993).  

As primeiras células que expressam os TCRs estão no córtex tímico, e essa 

expressão é baixa em comparação com a célula T madura. Em virtude da expressão 

de seus complexos TCR completos, as células duplo-positivas podem responder ao 

antígeno e ficam sujeitas a seleção positiva e negativa. A maioria das células DP, 

que constituem cerca de 80% daquela população, morre por negligência porque não 

reconhece moléculas disponíveis de MHC expressas por células estromais tímicas 

(SAVINO, 2006). 

As células que passam com sucesso pelos processos de seleção 

amadurecem em células T CD4+ ou CD8+ e são chamadas de timócitos simples 

positivos (SP), e compreendem aproximadamente 10% dos timócitos no timo 

(RAMIALISON et al., 2002). Assim, os estágios de maturação das células T podem 

ser rapidamente distinguidos pela análise da expressão das moléculas CD4 e CD8. 

Essa maturação fenotípica é acompanhada da maturação funcional. 

Finalmente, os timócitos maduros com positividade única (células T CD4 e 

CD8 restritas ao MHC) entram na medula do timo e deixam esse órgão pelos 

vasos sanguíneos para colonizar os tecidos linfóides periféricos (HAKS et al., 

1998).  Apenas 15% dos timócitos que vivem no timo nesta fase vão formar a 

maioria do repertório de células T periféricas (SAVINO, 2006; CIOFANI & 

ZÚÑIGA-PFLUCKER, 2007).  

 

1.1.4 Indução da Tolerância Imunológica 

A tolerância imunológica aos antígenos próprios envolve processos de 

seleção negativa e positiva de linfócitos T que se desenvolvem no timo. Células T 

imaturas provenientes da medula óssea passam pelo processo de maturação 
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intratímica constituído pelos estágios de duplo-negativas (CD4- CD8-), duplo-

positivas (CD4+ CD8+) e simples positivas (CD4+ ou CD8+). Durante esses 

estágios ocorre também a recombinação V(D)J dos TCRα/β. A tolerância 

imunológica, por sua vez, depende de interações entre TCR dos timócitos e o 

complexo peptídeo MHC próprio das células estromais tímicas (ANDERSON et 

al., 2006; KRANGEL, 2009). 

A seleção positiva é o processo na qual os timócitos DP (no córtex) que 

apresentam TCR completo na superfície, se ligam com baixa avidez (fracamente) 

ao complexo peptídeo MHC próprio e são estimulados a sobreviver. Os timócitos 

cujos receptores não reconhecem as moléculas de MHC próprias morrem por 

apoptose. Isso assegura que as células T maduras sejam restritas ao MHC 

próprio. Na seleção positiva também há restrição de moléculas de classe I ou de 

classe II do MHC com os subtipos de linfócitos T, assegurando que as células T 

CD8+ citotóxicas sejam específicas a peptídeos expostos pelas moléculas de 

MHC de classe I, enquanto que as células T CD4+ auxiliares ligam-se as 

moléculas de MHC de classe II associadas ao peptídeo (ANDERSON et al., 2006; 

KLEIN et al., 2009). Após a seleção positiva e o comprometimento em linhagem 

CD4 ou CD8, os timócitos se deslocam para a medula onde residem de 4 a 5 dias 

(MCCAUGHTRY et al., 2007).   

Em contraste, a seleção negativa é a eliminação por apoptose dos 

timócitos cujos TCRs ligam-se com avidez (fortemente) ao antígeno próprio 

apresentado pela molécula de MHC própria de células dendríticas ou de mTECs. 

A avidez do reconhecimento do antígeno depende da afinidade do TCR e da 

concentração do peptídeo que a célula T reconhece (SPRENT, 1995; JAMESON 

& BEVAN; 1998; KLEIN et al., 2009). Este processo elimina células T em 

desenvolvimento que são fortemente autorreativas contra antígenos próprios 

ubíquos, que são os antígenos próprios expressos pelas mTECs,  antígenos 

relacionados a tecidos (TRAs) (Figura 4). A seleção negativa envolve moléculas 

de superfície como CD28, CD5, CD43 e Fas que agindo conjuntamente levam a 

eficiência do processo (KISHIMOTO & SPRENT, 1999). 
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Figura 4. Modelo de afinidade da seleção dos timócitos. Segundo esse modelo, a afinidade do 
receptor de células T (TCR) pelo peptídeo apresentado pelo MHC é o principal determinante da 
seleção da célula T. Timócitos duplo-positivos (DP) expressam TCRs com nenhuma ou muito 
baixa afinidade por autopeptídeos via MHC e morrem por negligência. Este mecanismo é 
responsável por 80-90% da perda de timócitos durante a seleção tímica. Timócitos com afinidade 
intermediária para autopeptídeos via MHC recebem um sinal de sobrevivência (processo 
denominado seleção positiva), se comprometendo com a linhagem de células T CD4 ou CD8 e 
posteriormente, passam pela medula do timo para se tornar parte das células T periféricas. 
Autopeptídeos via MHC com alta afinidade ao TCR são induzidos a morte celular por apoptose 
(processo conhecido como seleção negativa ou deleção clonal). Não há evidências em 
experimentos in vitro que definam o limiar que leva a interação a seleção postiva ou negativa. 
[Extraído e modificado de KLEIN et al.,2009] 

 

Existe uma distinção no papel das células TECs. As células corticais não 

só auxiliam na atração dos precursores linfóides do sangue para o timo como 

também controlam a diferenciação dos timócitos ao estágio em que eles 

expressam em sua superfície o receptor de células T αβ completo. 

Consequentemente, os peptídeos próprios (autopeptídeos) e as moléculas do 

complexo de histocompatibilidade (MHC) encontram afinidade suficiente nessas 

células sendo assim selecionadas positivamente. Posteriormente, os timócitos se 

movem para a medula. As mTECs apresentam moléculas MHC que expressam 

peptídeos que representam muitos tecidos do parênquima. Os timócitos que 

apresentarem alta afinidade pelos complexos serão negativamente selecionados 

ou deletados (HOLLÄNDER, 2007). 

De fato, todos os grupos de células apresentadoras de antígenos (APCs), 

assim como as corticais tímicas (cTECs), medulares tímicas (mTECs), células 

dendríticas (DCs) e macrófagos tem suas funções na apresentação de grupos de 
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peptídeos próprios, e especialização nas suas habilidades para suportar as 

seleções positiva e negativa, contribuindo para a diversidade do quadro de 

antígenos próprios no timo (KLEIN & KYEWSKI, 2000a; KYEWSKI & DERBINSKI, 

2004; ANDERSON et al., 2006; KLEIN et al., 2009).  

Inúmeras observações experimentais destacam que o controle de 

qualidade de desenvolvimento de células T através de interações do peptídeo 

com os complexos MHC nas células APCs da medula é indispensável para a 

tolerância central. Lesões genéticas que impedem a entrada de timócitos 

selecionados positivamente para a medula ou que resultem na saída prematura 

dos timócitos (SRIVATSAN & PENG, 2005; KUROBE et al., 2006), na 

desorganização da arquitetura medular (BOEHM et al., 2003) ou no 

interrompimento do desenvolvimento de mTECs (ROSSI et al., 2007; AKIYAMA et 

al., 2008; HIKOSAKA et al., 2008; IRLA et al., 2008) resultam em manifestações 

graves de autoimunidade sistêmica. 

O processo de seleção e a maturação do repertório de células T são de 

grande importância, pois induzem a tolerância dessas células ao que é próprio. A 

aquisição dessa tolerância é dependente da interação entre receptor de célula T 

(TCR - Tcell receptor) e ligantes MHC-autopeptídeos. Logo a diversidade de 

antígenos próprios acessível a esse repertório no timo é quem vai determinar a 

extensão e especificidade dessas células (KLEIN & KYEWSKI, 2000b). 

A discriminação do próprio/não-próprio é uma propriedade essencial do 

sistema imune que dirige uma variedade de mecanismos efetores contra agentes 

patogênicos enquanto ignora os constituintes próprios do organismo. Somente 

quando a tolerância ao próprio está finalmente balanceada é que a integridade do 

corpo é garantida (KYEWSKI & DERBINSKI, 2004). 

A tolerância imunológica é a propriedade essencial do sistema imune que 

controla as reações patológicas contra antígenos do próprio. O timo é visto como 

o principal órgão envolvido com a indução de tolerância aos antígenos próprios 

que são expressos pelas células tímicas (tolerância central), enquanto que a 

indução de tolerância aos antígenos relacionados a outros tecidos (TRAs) tem 

sido atribuída aos mecanismos de tolerância extratímica (tolerância periférica).  

A evidência da expressão de TRAs de órgãos e tecidos parenquimais no 

timo de camundongos e de humanos foi referida como “expressão gênica 

promíscua” (PGE) e seu entendimento tem sido alvo de muitas pesquisas, cujos 
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resultados reforçam a concepção de tolerância central de antígenos tecidos 

específicos (JOLICOEUR et al., 1994; SOSPEDRA et al.,1998; DERBINSKI et al., 

2001; GOTTER et al., 2004; KYEWSKI & DERBINSKI, 2004; FORNARI et al., 

2010).  

A descrição do fenômeno da expressão promíscua de genes de TRAs 

pelas células tímicas medulares epiteliais (mTECs) iniciou uma nova fase na 

pesquisa em imunogenética que se ocupa da reavaliação das bases moleculares 

da tolerância central das células T na prevenção da autoimunidade (KYEWSKI & 

DERBINSKI, 2004; MAGALHÃES et al., 2006).  

O controle molecular da expressão gênica promíscua no timo tem sido 

investigado. O gene Aire (Autoimmune regulator), que é um regulador da 

transcrição (PITKÄNEN & PETERSON, 2003) e que controla a expressão de um 

conjunto de genes de TRAs em mTECs, com uma tendência a genes que cuja 

expressão é preferencial de células diferenciadas, tem sido foco de muitos 

estudos relacionados a PGE (ANDERSON et al., 2002 e 2005; DERBINSKI et al., 

2005; DERBINSKI & KYEWSKI, 2005; BARTHLOTT et al. 2006; KONT et al., 

2008; GARDNER et al., 2009). Contudo, os genes controlados por Aire são 

altamente diversos com relação a estrutura e função, o que dificultam as 

conclusões sobre seu modo de ação detalhado.  

Um modelo proposto mostra que o gene Aire parece agir através de 

mecanismos epigenéticos que são necessários, mas não suficientes para a 

expressão de genes individuais dentro de um locus. Outros cofatores podem estar 

envolvidos precisamente na determinação de quais antígenos que estão sendo 

expressos dentro de cada célula (GARDNER et al., 2009). A atividade 

transcricional do gene Aire pode ser observada tanto no timo quanto na periferia 

(Figura 5). 
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Figura 5. Atividade transcricional do gene Aire no timo e na periferia. A figura mostra as duas 
principais populações de células expressando Aire no timo (mTEC) e na periferia do (eTAC). 
Trabalhos recentes tem demonstrado que o gene Aire promove a transcrição de um conjunto de 
genes nas duas populações de células. O número de genes induzidos por Aire na periferia parece 
ser menor, o que pode refletir um menor nível de expressão do gene dentro desta população 
celular. A figura mostra a interação de Aire com uma série de proteínas que estão envolvidas na 
transcrição, incluindo CBP (CREB-binding protein), P-TEFb (posterior transcription elongation 
factor b) e DNA-PK (DNA-dependent protein kinase). [Extraído e modificado de GARDNER et 
al.,2009]. 

 

O gene Aire contém domínios de ligação com DNA (KUMAR et al., 2001), 

mas controla a transcrição de maneira independente da posição de promotores. 

Esse gene codifica uma proteína de 552 aminoácidos expressa principalmente no 

timo, e em menor extensão nos linfonodos, além de ter sido encontrado em 

alguns outros tecidos (ZUKLYS et al., 2000; HALONEN et al., 2001; ADAMSON et 

al., 2004).  

Um estudo recente mostrou que a expressão do gene Aire não é restrita ao 

estroma tímico (células mTEC), mas é também expresso pelos timócitos e 
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linfócitos periféricos. Demonstraram que o gene é pouco expresso pelos timócitos 

CD4+CD8+ duplo positivos enquanto que no sangue periférico ele é mais expresso 

nas células B quando comparados com as células T, sendo também altamente 

expresso em células dendríticas/macrófagos CD14+ e em granulócitos (SUZUKI et 

al., 2008). Entretanto, nada se sabe sobre o papel do gene Aire nos timócitos.  

Uma parte dos transcritos de TRAs, porém, parecem ser independentes da 

expressão de Aire (DERBINSKI et al., 2005; KURODA et al., 2005), e este gene 

também regula positiva e negativamente a transcrição de uma gama de genes 

nas TECs, que não codificam para TRAs. O significado deste controle no timo foi 

observado em estudos com animais Aire-knockout, onde a ausência desse gene 

promove o aparecimento de autoanticorpos, especialmente para o olho e o 

estômago (DEVOSS et al., 2006; GAVANESCU et al., 2007), sendo suficiente 

para causar autoimunidade. Em outro estudo, análises de camundongos Aire-/- 

mostram que a expressão de algumas TRAs é reduzida ou ausente em células 

mTECS deficientes de Aire e a seleção negativa dos timócitos é prejudicada 

(LISTON et al., 2004a). 

Um estudo recente mostrou que as TRAs seguem o padrão de expressão 

do gene Aire durante o desenvolvimento normal do timo e sua involução. Uma 

baixa expressão do gene começa a ser detectada por volta do dia 13,5 do 

desenvolvimento embrionário e aumenta significativamente no dia 15,5. A maior 

taxa de expressão do gene acontece no 11º após o nascimento e gradualmente 

decresce (KONT et al., 2008).  

Nosso grupo de pesquisa (Grupo de Iminogenética Molecular, USP, 

Ribeirão preto) vem trabalhando e procurando compreender melhor a ação do 

gene Aire in vitro em culturas de timo fetal (FTOC, Fetal Thymus Organ Culture) e 

adulto (ATOC, Adult Thymus Organ Culture). Aliando esse recurso com a 

tecnologia dos cDNA microarrays demonstrou-se a maturação de células T por 

meio da detecção da recombinação V(D)J de receptores de células T (TRVB8.1) e 

a modulação da expressão gênica em FTOCs numa escala de transcriptoma 

evidenciando a participação de genes essenciais implicados no desenvolvimento 

do timo (CARDOSO et al., 2006). 

Em outro trabalho, comparando o tempo de gestação e a duração das 

culturas, foi possível determinar a época da emergência da indução de genes de 

TRAs os quais representaram 57 diferentes órgãos parenquimais e 7 órgãos 
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linfóides. Mostrou-se pela primeira vez que FTOC também reproduz a expressão 

gênica promíscua (SOUSA CARDOSO et al., 2006). 

Em outro estudo, mostrou-se o controle do Aire sobre a PGE após o seu 

silenciamento in vitro por meio de RNA interferente (siRNA) em cultura de células 

mTECs murinas. Tal silenciamento levou a modulação diferencial de muitos 

genes e com a reconstrução de redes de interações transcricionais foi possível 

identificar nós gênicos, como o caso do gene Gucy2d, que apresentou interação 

com genes down-stream de TRAs (MACEDO et al., 2009). 

O grupo mostrou ainda que a expressão do gene Aire e de genes de TRAs 

decrescem no estroma tímico de DBA-1/J, o que dentro do contexto de artrite 

reumatóide induzida por colágeno (CIA) pode sinalizar uma redução na seleção 

negativa dos respectivos clones de timócitos autorreativos e, consequentemente, 

contribuir com reação autoimune (DONATE et al., 2011).  

Recentemente, em outro estudo desenvolvido durante nosso mestrado 

sobre genes de TRAs e a desregulação cronológica da tolerância imunológica 

(associada a idade), ficou evidente que durante a transição do estado pré-

autoimune (pré-diabético) para autoimune (diabético), os camundongos Non 

Obese Diabetic (NOD) apresentam alteração da PGE no estroma tímico 

envolvendo inclusive genes que codificam antígenos importantes relacionados ao 

diabetes do tipo 1 (DM-1) durante o desenvolvimento da doença (FORNARI et al., 

2010).  

No presente trabalho, continuamos com interesse nos fenômenos genético-

moleculares do controle da tolerância imunológica e no surgimento das doenças 

autoimunes. Na tentativa de dar um sentido complementar ao fenômeno da PGE 

que ocorre no estroma tímico, voltou-se dessa vez a atenção para os timócitos e 

para os linfócitos T CD3+ periféricos. 

Procurou-se mais uma vez, durante a transição do estado pré-diabético 

para diabético, avaliar as eventuais alterações da expressão de mRNAs de 

timócitos e de linfócitos T CD3+ periféricos em camundongos. 

Estudos recentes tem demonstrado participação de microRNAs no controle 

pós-transcricional durante a diferenciação dos linfócitos bem como de outros 

processos relacionados ao sistema imune. No presente trabalho, o grande 

interesse foi tentar revelar novas interações entre microRNAs e mRNAs 
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associados a diferentes fases da diferenciação das células T em camundongos 

NOD. 

 

1.2 Autoimunidade e doenças autoimunes 

A possibilidade do sistema imune de um indivíduo reagir contra antígenos 

autólogos e causar dano tecidual pode levar ao desenvolvimento de 

autoimunidade. 

As doenças autoimunes são condições patológicas em que o sistema 

imune age sobre si mesmo e causa sérios danos teciduais através de 

mecanismos ainda desconhecidos (KAMRADT & MITCHISON, 2001; TARNER & 

FATHMAN, 2001). Essas doenças surgem a partir da interação de três 

componentes: genético, ambiental e regulatório que resultam numa falha na 

autotolerância (FATHMAN et al., 2005; JIANG et al., 2005). Tal falha na tolerância 

central impediria a expressão gênica promíscua de genes TRAs que se 

encontrariam desregulados em tal situação. 

Doenças como diabetes tipo 1 (DM-1), artrite reumatóide, esclerose 

múltipla e lúpus eritrematoso sistêmico são doenças autoimunes muito estudadas 

em humanos e em modelos animais. Essas doenças são desordens relativamente 

comuns que afetam cerca de 5% da população, predominantemente mulheres. O 

tratamento mais usual para tais doenças é composto de drogas 

imunossupressoras não específicas como córtico-esteróides e reagentes 

citotóxicos. A administração sistêmica de citocinas como TGF-beta (transforming 

growth factor), interleucinas 4 e 10 (IL-4, IL-10) tem mostrado significante eficácia 

no tratamento de doenças autoimunes em modelos animais (FUJIO et al., 2007).  

O uso da terapia gênica no combate de doenças autoimunes em humanos 

tem sido estudado, inclusive em camundongos, e pode ser uma área promissora 

da pesquisa no tratamento dessas doenças (ARAI et al., 2010).  

 Estudos em modelos animais tem mostrado claramente que infecções 

podem dar início a doenças autoimunes (BACH, 2005). Associações entre viroses 

e o desenvolvimento do diabetes tipo 1 tem sido atribuídas. As viroses são 

consideradas fatores ambientais de risco porque induzem fortes respostas imunes 

e podem infectar o pâncreas e as células β pancreáticas (GIANANI & 

SARVETNICK, 1996; FILIPPI & VON HERRATH, 2005; VON HERRATH et al., 

2007). 
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O diabetes tipo 1 (DM-1) é uma doença metabólica multissistêmica, 

multifatorial e multigênica decorrente do comprometimento da produção de 

insulina resultante da destruição das células β pancreáticas causada por efetores 

pró-inflamatórios e pró-apoptóticos da imunidade inata e da adaptativa (MOORE 

et al., 2010). Esse processo é progressivo e pode durar em torno de 20 semanas 

em camundongos NOD e muitos anos em humanos (REGNAULT et al., 2009).  

Vários mecanismos podem contribuir para a destruição dessas células 

incluindo reações mediadas por linfócitos T CD4+ reativos. Inicialmente ocorrem 

lesões conhecidas como insulite envolvendo células dendríticas, macrófagos, 

células T CD4+ e CD8+ e células B, seguida pela fase diabética propriamente dita, 

com a progressiva e seletiva destruição das células β no pâncreas (CÔRTE-REAL 

et al., 2009; LEHUEN et al., 2010). 

Como em humanos, o progresso da doença em camundongos NOD é 

definido em pelo menos dois estágios. No primeiro deles, a infiltração das ilhotas 

do pâncreas pelas células T autorreativas começa entre 4 e 8 semanas de idade 

e torna-se progressivamente mais extensa. No segundo estágio, tipicamente entre 

12 a 20 semanas de idade, eventos desconhecidos provocam insulite que 

progride para a destruição das células β (Figura 6) (KODAMA et al., 2008).   

 

 
 
Figura 6. Avanço do infiltrado linfocitário nas ilhotas pancreáticas de camundongos NOD 
resultando na destruição das células β (insulite) durante o desenvolvimento do diabetes tipo 1. 
[Extraído e modificado de KODAMA et al., 2008]. 

 

O diabetes tipo 1 tem influência genética e ambiental no seu 

desenvolvimento. O diabetes autoimune em NOD apresenta muitas 

características genéticas e patofisiológicas com o diabetes humano. Em ambas as 
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espécies, os genes do MHC e outros não-MHC contribuem para a 

susceptibilidade da doença. Cerca de 20 regiões não-MHC conhecidas como idd 

(insulin dependent diabetes) tem sido associadas ao risco da doença em 

camundongos NOD (MAIER & WICKER, 2005; KODAMA et al., 2008; LEHUEN et 

al., 2010).  

Essas regiões de susceptibilidade podem afetar a habilidade da deleção 

clonal de células T precursoras autorreativas no timo (LISTON et al., 2004b), a 

habilidade de apresentar autoantígenos e selecionar células T autorreativas 

(STRATMANN et al., 2003), a tolerância periférica e a atividade das células T ou 

moléculas com potencial regulatório (SALOMON et al., 2000; KREUWEL et al., 

2001) ou a agressividade da lesão (LYONS et al., 2000). 

Existem consideráveis evidências de que as células T tem um importante 

papel no desenvolvimento e na progressão do diabetes tipo 1 em humanos e nos 

modelos animais. Em camundongos NOD o desenvolvimento do DM-1 depende 

tanto de células T CD4+ quanto de células CD8+ (LEHUEN et al., 2010).  

As células T auxiliares (T helper - Th) do tipo Th1 tem sido cruciais para o 

início de doenças autoimunes, incluindo DM-1. As células T regulatórias (Tregs), 

mais especificamente as células CD4+CD25+, parecem controlar a autotolerância 

em camundongos NOD durante a fase pré-diabética, mas a proporção e a 

capacidade funcional dessas células parecem estar reduzidas ao longo do 

desenvolvimento do diabetes (JIMENO  et al., 2010).  

Compreender a patogênese do diabetes tipo 1 (DM-1) é difícil devido ao 

fato de o processo autoimune que ocorre antes do início clínico ser longo, e pela 

dificuldade de estudar o pâncreas diretamente. Como alternativa, a exploração 

dos fluidos corporais, do sangue periférico (REYNIER et al., 2010) e de células do 

sistema imune em órgãos associados a resposta de defesa, podem fornecer 

informações que possam ajudar no entendimento do processo que leva a doença. 

De fato, as células circulantes podem funcionar como "sentinelas", demonstrando 

mudanças sutis na expressão gênica que ocorrem ao longo do desenvolvimento 

da doença. Sendo assim, surgiu o interesse em investigar os perfis de expressão 

gênica dos timócitos e dos linfócitos T CD3+ periféricos usando microarrays da 

Agilent.  

A caracterização do perfil de expressão gênica pode identificar milhares de 

genes expressos que podem ter sua transcrição regulada por padrões que 
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identificam uma doença. Assim, a investigação de novos genes potencialmente 

envolvidos com a determinação da doença durante o processo de diferenciação 

dos linfócitos, bem como o controle pós-transcricional por meio dos microRNAs 

sobre os mRNAs das mesmas células, passaram a ser de grande interesse para o 

presente estudo. 

 

1.3 A importância dos camundongos NOD na pesquisa do diabetes tipo 1 

A linhagem NOD (Non Obese Diabetic) é um importante modelo para 

estudo da emergência do diabetes tipo 1 (DM-1). Desde seu aparecimento 

ocorrido há mais de 20 anos, estudos com essa linhagem tem proporcionado 

muitas ideias e resultados sobre a complexidade dos processos envolvidos com 

doenças autoimunes. Os camundongos NOD representam um excelente modelo 

de doença autoimune sendo muito úteis para dissecar os mecanismos de 

tolerância, pois desenvolvem espontaneamente diabetes autoimune muito similar 

ao diabetes autoimune do tipo 1 em humanos, incluindo a presença de 

autoanticorpos pâncreas específicos, células T CD4+ e CD8+ autorreativas e 

sintenia de grupos de ligação (linkage) com regiões de cromossomos humanos 

(ATKINSON & LEITER, 1999; ANDERSON & BLUESTONE, 2005; CÔRTE-REAL 

et al., 2009). 

Experimentalmente, uma tolerância central defectiva tem sido implicada em 

pelo menos parte do processo patológico em camundongos NOD (ANDERSON & 

BLUESTONE, 2005) e essa falha parece ser causada por defeito intrínseco no 

processo de apoptose nos timócitos de NOD durante a seleção negativa 

(KISHIMOTO & SPRENT, 2001; LISTON et al., 2004b; ZUCCHELLI et al., 2005). 

O camundongo NOD surgiu a partir da linhagem do camundongo Suíço 

(Swiss) durante um experimento de seleção no Japão, em que cruzamentos entre 

irmãos foram mantidos para que uma linhagem toda desenvolvesse catarata. 

Porém, além de não apresentarem catarata, os camundongos tiveram seu índice 

glicêmico alterado e linhagens susceptíveis e não susceptíveis a doenças 

autoimunes foram selecionadas (MAKINO et al., 1980; ATKINSON & LEITER, 

1999).  

A incidência do diabetes espontâneo em NOD é de 60% a 80% em fêmeas 

e de 20% a 30% em machos. A incidência da doença aumenta quando o 

camundongo é mantido em ambiente relativamente livre de patógenos e decresce 
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em condições normais de manutenção (SINGH & RABINOVITCH, 1993; 

BOWMAN et al., 1994). O início do diabetes ocorre entre 12 a 14 semanas de 

idade em fêmeas e um pouco depois em machos. Estudos histológicos mostram 

que os infiltrados celulares são notados nas ilhotas por volta de 4 semanas de 

idade quando os animais começam a demonstrar a peri-insulite (ANDERSON & 

BLUESTONE, 2005; KODAMA et al., 2008). 

O camundongo NOD também está propenso a desenvolver outras 

síndromes autoimunes como: sialite (HU et al., 1992), tiroidite autoimune (MANY 

et al., 1996), polineuropatia periferal autoimune (SALOMON et al., 2001) e 

prostatite (em machos).  

 

1.4 Análise do transcriptoma 

1.4.1 Conceito de transcriptoma 

Em analogia ao termo genoma que se refere ao conjunto de genes de uma 

determinada espécie, criou-se o termo transcriptoma para se referir ao conjunto 

de RNAs, ou seja, os transcritos de uma célula num dado momento de seu ciclo. 

Como os mRNAs são os responsáveis pela codificação da síntese de proteínas e, 

portanto, os mais importantes no estudo da expressão do genoma, geralmente 

entende-se que o transcriptoma é o conjunto dos mRNAs. Mas é oportuno 

lembrar que tanto os RNAs transportadores (tRNAs) e os RNAs ribossômicos 

(rRNAs) devem ser incluídos no conceito do transcriptoma apesar de não serem 

codificadores de proteínas.  

Mesmo com a inclusão dos microRNAs no transcriptoma, criou-se o termo 

miRNoma seguindo a mesma analogia. Os microRNAs representam uma classe 

distinta de RNAs que controlam a expressão gênica ao nível da síntese e/ou 

degradação dos mRNAs (SEVIGNANI et al., 2006).  

Durante todo o processo de diferenciação celular e tecidual, um conjunto 

diversificado de proteínas é mobilizado como resultado da expressão diferencial 

dos respectivos genes. Portanto, pode-se dizer que durante o desenvolvimento o 

primeiro ponto de controle molecular é a expressão gênica ao nível do conjunto 

de mRNAs, definido como transcriptoma. Sabe-se hoje que o transcriptoma das 

células e tecidos é reflexo da razão entre a biossíntese de mRNAs (transcrição) e 
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sua degradação, muitas vezes causada pelos microRNAs (SEVIGNANI et al., 

2006). 

Além disso, o transcriptoma é variável entre os diferentes tipos de células, 

tecidos e órgãos de um dado indivíduo, sendo que as próprias condições 

fisiológicas normais, como as diferentes fases do ciclo celular, ou patológicas, 

como por exemplo, infecções ou neoplasias, influenciam no chamado perfil do 

transcriptoma (PASSOS et al., 2000). 

A comparação da expressão gênica por mensuração dos níveis de mRNAs de 

células em condições normais e patológicas tem resultado em diagnósticos por 

“fingerprints” o que poderá ajudar a identificar disfunções moleculares com maior 

precisão, para uma posterior intervenção terapêutica (XIANG & CHEN, 2000). 

 

1.4.2 Métodos de análise do transcriptoma 

Um grande progresso tem ocorrido nos últimos anos para a técnica de 

arranjos em membranas de alta densidade (microarrays) para a análise de 

expressão gênica em grande escala. Há alguns anos atrás, iniciou-se a 

caracterização por meio de clones de cópias de mRNAs na forma de DNA (DNA 

complementar ou simplesmente cDNA) de humanos, camundongos e outros 

organismos-modelo (DUGGAN et al., 1999; LIPSHUTZ et al., 1999). 

Atualmente, várias técnicas para a análise do transcriptoma analisando 

expressão de mRNAs estão disponíveis, como por exemplo, SAGE (análise em 

série da expressão gênica, do inglês Serial Analysis of Gene Expression) (YE et 

al., 2002). Entretanto, esses métodos possuem desvantagens, quando o objetivo 

é analisar expressão em grande escala, o que pode ser solucionado por meio da 

tecnologia de microarrays (JORDAN, 1998; PASSOS et al., 2000; VAN HAL et al., 

2000; SAKAMOTO-HOJO et al., 2003).   

A tecnologia dos microarrays mostrou ser uma ferramenta poderosa e muito 

difundida nas pesquisas sobre expressão gênica com aplicações no estudo de vários 

organismos tanto em situações normais como patológicas (WHITNEY & BECKER, 

2001).  Além disso, tal tecnologia permite a expressão de centenas de genes 

simultaneamente e fornece assinaturas moleculares das atividades celulares nos 

estudos de doenças multigênicas como é o caso das doenças autoimunes 

(FATHMAN et al., 2005) .  
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Atualmente, o estudo de microarrays pode ser realizado a partir de 

plataformas diferentes por meio de chips que contem todo o genoma da espécie de 

interesse (humano, camundongo, rato e muitas outras espécies) ou ainda todos os 

microRNAs relatados até o presente momento. 

Em microarrays padrão, as sondas são sintetizadas e depositadas a uma 

superfície sólida por uma ligação covalente a uma matriz química (via epóxi -

silano, amino -silano, lisina, poliacrilamida ou outros). A superfície sólida pode ser 

de vidro ou um chip de silício, caso em que eles são coloquialmente conhecidos 

como um AFFY chips quando um chip Affymetrix é usado. Plataformas de 

microarrays como Illumina, usam gotas microscópicas, em vez de o apoio grande 

e sólido. Alternativamente, os microarrays da Agilent podem ser construídos pela 

síntese direta de sondas de oligonucleotídeos em lâminas de vidro previamente 

preparadas por um sistema de impressão, processo conhecido como SurePrint. 

Este processo de síntese in situ possibilita a deposição de oligonucleotídeos, 

base a base, com extrema precisão utilizando arquivos de mRNAs ou de 

microRNAs a partir de bancos de dados.  

Pelo conhecimento do perfil de expressão gênica, é possível responder 

importantes questões, tais como, quantos genes e quais suas intensidades de 

expressão estão envolvidos num determinado processo biológico. Além disso, 

reflete o perfil transcricional de milhares de genes em resposta a um estímulo 

farmacológico ou a uma resposta imune, entre outros (KURELLA et al., 2001). 

O presente trabalho representa um esforço no sentido de identificar as 

prováveis modificações ocorridas na expressão gênica e no controle pós 

transcricional, exercido pelos microRNAs, ao longo do processo de  diferenciação 

dos linfócitos T de camundongos NOD durante o desenvolvimento do diabetes 

tipo 1 (DM-1).  

 

1.5 Biologia dos microRNAs  

1.5.1 Descoberta, conceito e características dos microRNAs 

A ocorrência de RNA dupla fita (dsRNAs) em sistemas biológicos foi 

reconhecida pela primeira vez no início da década de 60, no contexto de infecções 

virais (MONTAGNIER & SANDERS, 1963; BALTIMORE et al., 1964) época em que 

o dogma central da biologia molecular reservava o papel dos double-strand RNA 
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(dsRNA) exclusivamente durante a replicação de vírus de RNA. Três décadas 

depois, o novo conceito que dsRNAs regulam os processos biológicos fundamentais 

emergiu de estudos da regulação dos genes heterocrônicos lin-4 e lin-14 em no 

verme C. elegans. Mutações nesses genes resultam no desenvolvimento precoce ou 

retardado do organismo (CHALFIE et al., 1981; AMBROS & HORVITZ, 1984).  

Um suporte adicional ao paradigma foi dado quando outro gene 

heterocrônico, o let-7, foi descoberto por codificar um RNA com 21 nucleotídeos 

com função regulatória. Semelhante ao lin-4, o let-7 realiza sua função se 

emparelhando em sítios dentro da 3 'UTR dos mRNAs alvo inibindo sua tradução 

e disparando a transição para o próximo estágio de desenvolvimento (SLACK et 

al., 2000; REINHART et al., 2000; VELLA et al., 2004). 

O termo microRNA (miRNA) foi introduzido para se referir aos stRNAs e a 

todos os outros pequenos RNAs com características semelhantes, mas funções 

desconhecidas (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LEE & AMBROS, 

2001; PARK et al., 2009). Desde então, os microRNAs já foram relatados em uma 

grande variedade de organismos, que vão desde algas unicelulares aos seres 

humanos, sugerindo que os microRNAs sejam um elemento regulatório antigo e 

crítico (BARTEL & CHEN, 2004; ZHAO et al., 2007). Por meio desse papel 

regulatório, o microRNA é capaz de se modular por efetores variados durante a 

realização de funções básicas como single nucleotides polymorphisms (SNPs), 

edição dos microRNAs, metilação e ciclo circadiano (CAI et al., 2009). 

Os microRNAs são distintos mas relacionados com os RNAs de 

interferência (RNAi) e foram identificados numa variedade de organismos, 

principalmente em mamíferos cujos estudos estão direcionados a compreensão 

do papel dessas moléculas para o entendimento de doenças e a descoberta de 

terapias (BARTEL, 2004; SEVIGNANI et al., 2006; NEILSON et al., 2007; 

MEKEYEV & MANIATIS, 2008; PAULEY & CHAN, 2008; CARTHEW & 

SONTHEIMER, 2009; TSAI & YU, 2010). 

Os microRNAs são pequenos RNAs não-codificantes com 20 a 23 nucleotídeos 

de comprimento com função primariamente conhecida associada a regulação pós-

transcricional de determinados mRNAs. Tal regulação seria através da hibridação 

entre o microRNA e o mRNA alvo na região 3’UTR podendo haver a clivagem do 

mRNA, a deadenilação do mRNA ou ainda a repressão da tradução do mesmo 

(BARTEL, 2004; PAULEY & CHAN, 2008; CAI et al., 2009; WINTER et al., 2009).   
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Estudos recentes tem revelado que genes com regiões 3’UTR longas tem 

sítios de ligação com alta densidade e estão envolvidos principalmente em 

modulações do desenvolvimento, enquanto genes com regiões 3’UTR curtas 

apresentam menor densidade e estão envolvidos em processos celulares básicos 

(OSADA & TAKAHASHI, 2007; SANDBERG et al., 2008; CHENG et al., 2009). 

Como os microRNAs exercem suas funções através da ligação aos seus 

correspondentes mRNAs alvos é importante compreender as interações 

microRNA-mRNA. Tem sido demonstrado que a capacidade de um microRNA 

reprimir traducionalmente um mRNA alvo é, em grande parte, ditada pela energia 

livre de ligação na região denominada seed, localizada nos resíduos de 2 a 8 do 

final da região 5’ do microRNA (DOENCH & SHARP, 2004).  

Entretanto, além da região seed, abordagens computacionais e 

experimentais descobriram cinco características adicionais aumentando a eficácia 

do sítio de ligação: 1) composição rica de nucleotídeos AU perto do sítio, 2) 

proximidade de sítios para microRNAs coexpressos, 3) proximidade de 

pareamento de resíduos para 13 a 16 nucleotídeos do microRNA, 4) 

posicionamento dentro da 3'UTR de pelo menos 15 nucleotídeos do códon de 

parada, e 5) posicionamento longe do centro das UTRs longas (GRIMSON et al., 

2007). 

O pareamento entre os microRNAs e os mRNAs são frequentemente 

imperfeitos devido a presença dos elementos de reconhecimento dos microRNAs 

(MREs) e o espaçamento entre eles (DOENCH et al., 2003; FARH et al., 2005; 

SAETROM et al., 2007). A exceção é da região seed, onde ele ocorre com 

perfeição (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Diretrizes das interações microRNA-mRNA. Os microRNAs se ligam aos mRNAs alvos 
por pareamento complementar na região seed na 3’UTR (2-7 nucleotídeos). As regiões de 
despareamento de base (loop) devem estar presentes na parte central do duplex microRNA-
mRNA. Além disso, deve haver complementaridade razoável entre os nucleotídeos 13-16 do 
microRNA. [Extraído e modifcado de PAULEY & CHAN, 2008]. 
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A localização genômica dos microRNAs tem sido alvo de estudos que 

sugerem que os seus transcritos sejam longos, policistrônicos e primários 

(LAGOS-QUINTANA et al., 2001) (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Localização genômica dos microRNAs. A) MicroRNAs intergênicos encontrados em 
regiões distintas podendo ser mono ou policistrônicos. B) MicroRNAs intrônicos encontrados nos 
introns dos genes. C) MicroRNAs exônicos são os mais raros e com frequencia sobrepõe um 
intron e um éxon de gene não codificante. [Extraído e modificado de OLENA & PATTON, 2010]. 

 

O banco de dados de microRNAs conhecido como miRBase (Release 17.0, 

Abril 2011; http://www.mirbase.org/) traz um registro de 1.492 microRNAs 

humanos e 782 murinos (pesquisa realizada em 17/10/2011). Porém, novos 

microRNAs estão sendo validados com a ajuda de algorítimos de predição em 

programas disponíveis em sites da internet como MiRanda 

(http://www.microrna.org/microrna/home.do) (BETEL et al., 2008), TargetScan 

(http://www.targetscan.org/) (LEWIS et al., 2005) e PicTar (http://pictar.mdc-

berlin.de/) (KREK et al., 2005). 

Assim, como nova e importante peça do processo de regulação gênica, os 

microRNAs apresentam diversas e cruciais funções biológicas nas células 

animais e tem sido alvo de muito interesse para estudo nos últimos anos .  
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1.5.2 Biogênese e mecanismos de ação 

A biogênese dos microRNAs é um complexo processo que envolve muitos 

passos e que começa no núcleo e termina no citoplasma após muitas 

modificações pós-transcricionais. 

No primeiro passo do processo, a RNA polimerase II transcreve genes miR 

gerando transcritos primários (pri-mRNAs) que tem normalmente muitos 

nucleotídeos e contem uma ou muitas estruturas na forma de grampo (hairpin) 

possuindo ainda um cap na região 5’ e uma cauda poli A. Na via canônica da 

biogênese, os pri-miRNAs são clivados no núcleo por um complexo que 

compreende a enzima RNase III, uma ribonuclease RNA-específica chamada de 

Drosha e a proteína DGCR8 (DiGeorge sybdrome critical region protein 8) 

produzindo os precursores dos microRNAs, os pré-miRNAs. Na via não canônica, 

os pre-miRNAs são gerados a partir de pequenos miRNAs intrônicos (mirtrons) 

nos spliceossomos. A proteína Exportina 5 é responsável pelo transporte dos pré-

miRNAs do núcleo para o citoplasma, onde eles serão processados pela enzima 

Dicer gerando o duplex miRNA/miRNA*. Tal enzima, juntamente com a proteína 

Ago (Argonauta) e com a proteína TRBP (Trans-activator RNA Binding Protein) 

formam o complexo RISC (RNA-Induced Silencing Complex). A sequência 

madura do microRNA (miRNA) se associa ao complexo RISC enquanto que a 

sequência imatura (miRNA*) será degradada. O miRNA e o complexo RISC 

interagem com a região 3’ UTR do mRNA alvo regulando a sua expressão. A 

região seed do microRNA é crucial para o reconhecimento do alvo. A perfeita 

complementariedade entre o microRNA e seu mRNA alvo resulta na repressão 

dos genes alvos e na diminuição da expressão ou clivagem do mRNA (Figura 9) 

(CULLEN, 2004; PAULEY & CHAN, 2008; FARAONI et al., 2009; DAVIS-

DUSENBERY & HATA, 2010; KROL et al., 2010; DAI & AHMED, 2011).  
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Figura 9. Biogênese e ação dos microRNAs em células animais. Na via da biogênese o pri-miRNA 
é processado pela DGCR8/Drosha gerando o pré-miRNA. A Exportin 5 transporta o pré-miRNA do 
núcleo para o citoplasma que será processado pela Dicer gerando o duplex miRNA/miRNA*. 
Somente a fita madura (miRNA) se mantém no complexo RISC juntamente com a Dicer e a 
proteína Ago. A perfeita complementariedade entre o microRNA e seu mRNA alvo resulta na 
repressão dos genes alvos e na diminuição da expressão ou clivagem do mRNA. [Extraído e 
modificado de DAI & AHMED, 2011]. 

 

1.5.3 MicroRNAs no desenvolvimento e regulação do sistema imune  

Estudos tem identificado grupos de microRNAs que são abundantes e 

diferencialmente expressos em tecidos hematopoiéticos como a medula óssea e 

órgãos linfóides periféricos além do timo, mostrando um envolvimento com o 
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desenvolvimento de células B e T (MONTICELLI et al., 2005; RAMKISSOON et 

al., 2006; NEILSON et al., 2007). COBB e colaboradores (2006) mostraram num 

estudo com camundongos que os microRNAs estão surgindo como os maiores 

responsáveis pelo circuito molecular que controla o desenvolvimento e 

diferenciação de linhagens hematopoiéticas (Figura 10). 

 

 
 
Figura 10. Representação esquemática mostrando os microRNAs envolvidos na diferenciação 
hematopoiética e com função no sistema imune. HSC, células-tronco hematopoéticas; CLP, 
progenitora linfóide comum; CMP, progenitora mielóide comum; DN, precursoras de células T 
duplo-negativas; DP, células T duplo-positivas; SP, células T simples-positiva (CD4+ e CD8+); 
EMP, progenitor de eritrócitos e megacariócitos; GMP, progenitor de granulócitos e macrófagos. 
[Extraído e modificado de CARISSIMI et al., 2009]. 

 

Perfis de expressão de microRNAs que caracterizam os vários estágios de 

desenvolvimento das células T tem sido identificados (WU et al., 2007; NEILSON 

et al., 2007), e tem sido atribuídos como fatores de grande importância na 

sensibilização destas células a antígenos, e assim seu envolvimento com os 

processos de seleção tímica e também na diferenciação de células naïve em 

células efetoras TH1, TH2 e Tregs (MONTICELLI et al., 2005). Esses achados 

levaram pesquisadores a considerar que os microRNAs podem estar contribuindo 

com a manutenção dos processos de tolerância e imunidade (LI et al., 2007). 

Além disso, suas ações tem sido extendidas também ao desenvolvimento e 

função do sistema imunológico (imunidade inata e adaptativa, figura 11), 
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inflamação e doenças autoimunes (RODRIGUEZ et al., 2007; ZHAO et al., 2007; 

LODISH et al., 2008; FURER et al., 2010; WESSNER et al., 2010; DAI & AHMED, 

2011). 

 

 
 
Figura 11. MicroRNAs envolvidos na regulação da imunidade inata e adaptativa. Na imunidade 
inata está ilustrado o papel dos microRNAs relacionados ao desenvolvimento de neutrófilos, 
macrófagos  e monócitos. Na imunidade adaptativa estão os microRNAs relacionados ao 
desenvolvimento e diferenciação das células T e das células B. CMP, progenitor mielóide; GMP, 
progenitor  de granulócitos e monócitos; CLP, progenitor linfóide comum; DN, duplo-negativo ; DP, 
duplo-positivo; Treg, células T regulatórias .[Extraído e modificado de DAI & AHMED, 2011]. 

 

1.5.4 MicroRNAs e doenças autoimunes 

A pesquisa de identificação de alvos de microRNAs em células de 

mamíferos está atraindo importantes grupos de pesquisa no mundo todo, 

principalmente na área de câncer (LIM et al., 2005; RAJEWSKY, 2006), mas na 

área de autoimunidade o interesse também tem aumentado. 

O fato de os microRNAs estarem envolvidos na modulação da seleção de 

células T, na sensibilidade do receptor de célula T bem como no desenvolvimento 
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de células Tregs numa resposta imune normal, sugerem que essas moléculas 

possam estar envolvidas em doenças inflamatórias ou autoimunes (CARISSIMI et 

al., 2009). 

A desregulação provocada pelos microRNAs está bastante associada as 

patologias autoimunes como a artrite reumatóide (RA), o lúpus eritematoso 

sistemico (SLE), a esclerose múltipla (MS), a colite ulcerativa, a psoríase, ao 

diabetes do tipo 1 (DM-1) além de outras doenças. Muito ainda precisa ser 

elucidado, mas potenciais mecanismos merecem ser considerados, incluindo a 

perda ou a diminuição da expressão do microRNA devido a mutação, a ativação 

epigenética, ao processamento aberrante ou a repressão transcricional; o 

aumento na expressão do microRNA em consequência da amplificação gênica ou 

de mutação, ou devido a uma indução transcricional levando a supressão das 

proteínas dos seus genes alvos além de mutações na região 3’ UTR do mRNA ou 

em seus genes (SONKOLY & PIVARCSI, 2009; FURER et al., 2010).  

De modo similar a outras doenças autoimunes, a complexidade da DM-1 

deriva de sua natureza multifatorial, incluindo fatores genéticos e ambientais. 

Além disso, devido a heterogeneidade genética, algumas regiões gênicas (loci) 

ditas de susceptibilidade, podem ter efeitos mais fortes em algumas populações 

ou famílias. Um nível adicional de complexidade pode ser atribuído aos 

microRNAs que provocam variações de expressão nos seus genes alvos 

(SEBASTIANI et al., 2011). 

Os microRNAs implicados na secreção de insulina ou na complicação do 

DM-1 tem atraído a atenção dos pesquisadores. O miR-375 que foi identificado 

por ser expresso em células endócrinas pancreáticas (POY et al., 2004; 

JOGLEKAR et al., 2009), juntamente com miR-124a, miR-9, miR-34a, miR-146, 

miR-29, entre outros (Figura 12), tem tido seus papéis associados com vários 

eventos subcelulares, envolvendo a secreção de insulina e o metabolismo de 

glicose (HENNESSY & O’DRISCOLL, 2008; PANDEY et al., 2009; GUAY et al., 

2011). 
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Figura 12. MicroRNAs envolvidos na regulação das funções das células β pancreáticas e nos 
tecidos alvos da insulina no contexto do diabetes. [Extraído e modificado de GUAY et al., 2011]. 

 

As evidências de que os microRNAs estão envolvidos na regulação do 

sistema imune e no surgimento de doenças autoimunes, despertaram nosso 

interesse em investigar o perfil de expressão dos microRNAs e de seus 

respectivos alvos expressos nos timócitos e nos linfócitos T periféricos, que uma 

vez alterado poderá influenciar o surgimento do diabetes tipo 1. 
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2. HIPÓTESE DO TRABALHO  

 
Dado o papel crucial dos microRNAs na modulação da expressão gênica 

do sistema imunológico, sugere-se que a desregulação na sua expressão pode 

contribuir com a patogênese de doenças autoimunes, incluindo o diabetes mellitus 

do tipo 1 (DM-1).  

Como na DM-1 há destruição das células β pancreáticas por reações 

mediadas principalmente por linfócitos CD4+ periféricos autorreativos, formulou-se 

a hipótese de que um grupo específico de microRNAs esteja envolvido com o 

processo de reatividade autoimune.  

Esse grupo de microRNAs estaria com perfil de expressão diferente nos 

timócitos em relação aos linfócitos T CD3+ periféricos e estabeleceria interações 

com diferentes mRNAs (alvos) durante a transição do estado pré-diabético para o 

diabético. 
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3. OBJETIVOS 

 
Objetivo amplo:  

Identificar os perfis de expressão e as redes de interação entre um 

conjunto de microRNAs e seus respectivos mRNAs alvos nos timócitos e nos 

linfócitos T CD3+  periféricos durante o desenvolvimento do diabetes mellitus do 

tipo 1 (DM-1) em camundongos NOD (Non Obese Diabetic).  

 

Objetivos específicos:  

 
1) Identificar os perfis de expressão de mRNAs (transcriptoma) de 

timócitos de camundongos NOD pré-diabéticos (1 mês de idade) utilizando 

a tecnologia de microarrays genoma completo. 

  

2) Identificar os perfis de expressão de mRNAs (transcriptoma) de 

linfócitos T CD3+ periféricos provenientes do baço de camundongos NOD 

pré-diabéticos (1 mês e 7 meses de idade) e diabéticos (> 7 meses de 

idade) utilizando a tecnologia de microarrays genoma completo. 

 

3) Identificar os perfis de expressão de microRNAs (miRNoma) de 

timócitos de camundongos NOD pré-diabéticos (1 mês de idade) utilizando 

a tecnologia de microarrays miRNAs genoma completo. 

 

4) Identificar os perfis de expressão de microRNAs (miRNoma) de 

linfócitos T CD3+ periféricos provenientes do baço de camundongos NOD 

pré-diabéticos (1 mês e 7 meses de idade) e diabéticos (> 7 meses de 

idade) utilizando a tecnologia de microarrays miRNAs genoma completo. 

 

5) Reconstruir redes de interações entre microRNAs e mRNAs alvos 

(interações já conhecidas e as ainda não descritas), tentando identificar o 

controle pós-transcricional exercido pelos microRNAs durante a transição 

do estado pré-diabético para o diabético. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Linhagem de camundongos NOD 

Os camundongos da linhagem NOD (Non Obese Diabetic) foram 

adquiridos junto ao biotério da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB 

UNICAMP) onde são mantidos em condições SPF (specific pathogen free). Os 

animais foram transferidos para o Laboratório de Imunogenética Molecular, no 

Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP-

USP), em mini-isoladores Alesco equipados com filtro de ar. Os mini-isoladores 

foram previamente autoclavados garantindo o fornecimento de água e ração ad 

libitum também previamente autoclavadas, mantendo os animais sob condições 

SPF. Além disso, os mini-isoladores foram mantidos numa câmara isoladora 

Alesco também com entrada de ar filtrado (filtro de 0,45 µ) num ambiente com 

temperatura constante de 22°C ± 2°C, ciclo de iluminação de 12 horas. 

Um preparado polivitamínico suplementar Glicopan pet (Vetnil, São Paulo, 

Brasil) previamente esterilizado por filtração (filtro de 0,45 µ) foi fornecido 

juntamente com a água, para compensar as perdas nutricionais ocorridas durante 

a autoclavagem da ração. 

Esse estudo foi realizado com a aprovação da comissão de ética na 

pesquisa com animais, CEUA, campus USP, Ribeirão Preto (Protocolo nº 

120/2008).   

 

4.2 Avaliação da insulite em camundongos NOD 

Visando acompanhar o avanço da infiltração celular por parte dos linfócitos 

T junto as células β do pâncreas e a consequente destruição dessas células 

produtoras de insulina levando a insulite, realizou-se um estudo histológico para a 

observação do processo ao longo do desenvolvimento do animal e 

concomitantemente do diabetes.  

Após a dissecção, os pâncreas foram fixados em formol 10% e depois 

foram utilizados na confecção de lâminas histológicas permanentes. O início da 

preparação incluiu a desidratação do tecido, inicialmente em álcool 70% por uma 

hora e sucessivamente em álcool 80%, 90%, 95% sendo que cada etapa durou 
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uma hora. Em seguida, partiu-se para o álcool absoluto I, por uma hora e 

posteriormente para o absoluto II e III, também com duração de uma hora em 

cada etapa. Após a desidratação, todo o material ficou por volta de 12 horas 

(overnight) numa mistura de álcool e xilol (1:1). No dia seguinte, durante o 

processo de diafanização ou clarificação, submeteu-se o material ao xilol I por 

uma hora e em seguida ao xilol II, mais uma vez por uma hora.  

No último passo fez-se a inclusão do material em três banhos sucessivos 

com parafina I, II e III, sendo a parafina II a 58°C e as demais a temperatura 

ambiente, com duração de uma hora cada banho. A parafina utilizada foi a 

Histosec (Merck). 

Após a inclusão do material, iniciaram-se os cortes com espessura de 5 µm 

no Micrótomo Leica 2025 utilizados na preparação das lâminas. 

Em seguida, as lâminas foram coradas com hematoxilina por um minuto e 

eosina por três minutos. As lâminas foram fotografadas com o auxílio de uma 

câmera Leica DC300F acoplada a um microscópio Leica DMLB2. A captura das 

imagens foi feita com o auxílio do programa Leica IM50 e para a inclusão da 

escala nas fotos utilizou-se o programa Kwin.  

 

4.3 Avaliação da glicemia 

O diabetes mellitus do tipo 1 se desenvolve espontaneamente na linhagem 

NOD que manifesta sintomas clínicos por volta de 4 meses de idade. Um desses 

sintomas é a alteração glicêmica, resultado da perda de células β pancreáticas, 

produtoras de insulina.  

Para a análise da glicemia foi utilizado o aparelho Accu Check – Active Kit 

(Roche Diagnóstica Brasil LTDA, São Paulo, Brasil). A determinação do valor 

glicêmico é realizado por meio da aplicação de uma gota de sangue (~2 µl) na fita 

de papel reativo que é  inserido em seguida no leitor óptico. O resultado expressa 

a concentração de glicose em mg/dl.  

 

4.4 Definição de controle e teste 

Foram considerados como controle (pré-diabéticos) os animais que 

apresentaram índice glicêmico < 250 mg/dl e como teste (diabéticos), aqueles 

animais que apresentaram índice glicêmico ≥ 250 mg/dl.  
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4.5 Separação dos timócitos e isolamento de linfócitos T CD3+ periféricos 

Os camundongos NOD foram sacrificados em câmara de CO2. Os timos de 

animais com 1 mês de idade foram coletados e pinçados em placa de Petri 

contendo meio de cultura DMEM + F10 para liberação dos timócitos. Uma 

membrana de nylon de 10 µm (Sefar Inc. Depew, NY, USA) foi utilizada para 

separação dos timócitos de possíveis contaminações com outros tipos celulares. 

A suspensão de células recuperadas foi centrifugada por 8 minutos a 500 x g para 

formação do botão celular o qual foi posteriormente lavado em PBS 1x. Uma nova 

centrifugação foi realizada para a formação do botão celular.  

Os linfócitos T CD3+ periféricos foram obtidos por maceração dos baços de 

animais com 1 mês e com 7 meses de idade (todos pré-diabéticos) e de animais 

com mais de 7 meses de idade (diabéticos), também em meio de cultura DMEM + 

F10. Posteriormente, foi feita a separação de linfócitos T CD3+ totais, dos três 

grupos em questão, pelo uso de esferas magnéticas através de seleção negativa 

(Pan T cell isolation Kit, mouse, Miltenyi Biotec) segundo as instruções do 

fabricante.  

As células obtidas em ambos os processos (separação de timócitos e 

isolamento de linfócitos T CD3+ periféricos) foram utilizadas tanto para a 

citometria de fluxo quanto para a extração de RNA total.  

 

4.6 Quantificação das populações celulares por citometria de fluxo 

Os timócitos e os linfócitos T CD3+ periféricos (1x106 células / tubo) foram 

lavados em 3 ml de PBS 1x e os botões de células foram obtidos por 

centrifugação a 400 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e os 

botões foram ressuspensos em 100 µl de tampão de FACs com 40 µl de FcBlock 

(soro de coelho).  Incubou-se por 30 minutos a 4ºC e depois, pipetou-se 1 µl de 

cada anticorpo monoclonal marcado: CD3 (PE), CD4 (PerCP) e CD8 (FITC) 

(eBioscience). Em seguida, as amostras foram incubadas por 45 minutos a 4ºC, e 

depois lavadas em 2 ml de tampão de FACs. Após a centrifugação para a 

formação do botão de células, repetiu-se a lavagem, descartou-se o tampão e por 

último, adicionou-se 150 µl de PBS com 1% de formol para fixação dos 

anticorpos. A leitura das marcações foi feita no citômetro de fluxo Calibur™ 
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(Becton Dickinson). Os anticorpos controles apropriados foram utilizados e o 

ensaio foi realizado em triplicata.  

Os dados de citometria de fluxo foram analisados pelo software estatístico 

GraphPad Prism 5.0 (http://www.graphpad.com/prism/Prism.htm). Para análise 

estatística dos dados, foram utilizados testes t-student com a correção de Welch’s 

sendo p < 0,05 (*). 

 

4.7 Extração de RNA total 

A fim de prevenir da contaminação por ribonucleases durante a extração e 

manuseio dos RNAs, toda a vidraria, tubos plásticos, espátulas e pinças utilizadas 

foram previamente autoclavados. Todo o procedimento foi realizado usando luvas 

de látex sem talco e descartáveis. 

Para a extração de RNA total dos timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos 

utilizamos o mirVana PARIS ® kit (Ambion, Austin, TX, USA) que permite a 

separação simultânea de RNAs de alto peso molecular (≤ 200 nt incluindo os 

RNAs mensageiros) e de RNAs de baixo pelo molecular (≥ 200 nucleotídeos, nt,  

incluindo os microRNAs de ~ 23 nt). 

Em cada amostra foram adicionados 1.000 µl de solução de lise agitando-

se vigorosamente com a ajuda de um aparelho tipo vórtex para a lise completa 

das células (lisado celular). Em seguida, adicionou-se 100 µl de miRNA 

Homogenate Additive,  levou-se ao vórtex por 15 segundos e permanecendo em 

gelo picado por 10 minutos.  

O passo seguinte incluiu a adição de 1.000 µl de fenol:clorofórmio ácido e 

agitação vigorosa no vórtex por 60 segundos. O lisado foi então centrifugado a 

10.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente para a formação de uma fase 

aquosa contendo os RNAs em solução. A fase aquosa foi cuidadosamente 

transferida para um novo tubo ao qual adicionou-se 1,25x  seu volume com etanol 

100% a temperatura ambiente.  

Para cada amostra foi montada uma coluna em um tubo coletor no qual 

700 µl da mistura lisado/etanol foram pipetados na coluna e centrifugados 15 

segundos a 10.000 x g. O líquido foi descartado e o procedimento foi repetido até 

a filtração de toda a mistura. Em seguida, aplicou-se 700 µl de miRNA Wash 

Solution 1 a coluna e centrifugou-se por 10 segundos a 10.000 x g. O líquido foi 

descartado e 500 µl de miRNA Wash Solution 2/3 foram aplicados a coluna e 
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centrifugados 10 segundos a 10.000 x g. Repetiu-se o último passo e, após 

descartar o líquido, centrifugou-se 1 minuto para remover resíduos líquidos no 

filtro. A coluna foi transferida para um tubo novo coletor e a ela foram adicionados 

100 µl de água DEPC pré-aquecida (95°C). Centrifugou-se 30 segundos para 

eluição do RNA que foi então conservado a – 80ºC. 

As quantificações das amostras de RNA total foram feitas utilizando o 

aparelho NanoDrop ND-1000 UV-VIS espectrofotômetro (NanoDrop 

Technologies) sendo que 1 U A260 corresponde a 40 µg de RNA/ml. 

 

4.8 Avaliação da integridade das amostras de RNA total 

A qualidade das amostras de RNA total foi determinada por meio de 

eletroforese microfluídica (On-Chip electrophoresis) utilizando o aparelho 

Bioanalyzer 2100 Agilent e com os RNA 6000 Nano Chips (Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA) (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Aparelho Bioanalyzer 2100 Agilent e RNA 6000 Nano Chips utilizados na eletroforese 
microfluídica. 

 

Antes de iniciar o preparo do gel para a eletroforese, todos os reagentes, 

que até o momento estavam a 4ºC, foram mantidos por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Decorrido o tempo, iniciou-se com o preparo do gel, pipetando 550 µl 

do RNA 6000 Nano gel numa coluna com filtro e centrifugou-se por 1.500 x g 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Uma alíquota de 65 µl foi colocada 

num tubo 0,5 ml livre de nuclease, depois foi adicionado 1 µl de RNA 6000 Nano 

Dye, levou-se ao vórtex por 10 segundos e depois centrifugou-se a 13.000 x g por 

10 minutos a temperatura ambiente. 
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Em seguida, iniciou-se o preparo do RNA 6000 Nano chip que foi colocado no 
priming station com os ajustes corretos para a leitura de RNAs. Primeiramente 
pipetou-se 9 µl da mistura gel/dye na região G indicada no chip e com o auxílio de 
uma seringa acoplada ao priming station distribuiu-se o gel por todo o chip. Em 
seguida, pipetou-se outros 9 µl da mistura nos demais pontos indicados com a letra 
G. Pipetou-se ainda 1 µl do marcador na posição indicada e 5 µl do RNA 6000 Nano 
Marker em cada uma das 12 amostras, bem como na posição do marcador. Por 
último, pipetou-se 1 µl de cada amostra nos respectivos poços marcados de 1 a 12 e 
com a ajuda de um vórtex IKA MS 3 (Manca, Hong Kong, CHN), agitou-se o chip 
horizontalmente a 2.200 rpm por 1 minuto e em seguida, colocou-se o chip no 
bioanalizador. Com a ajuda do Agilent 2100 Expert Software obteve-se o resultado 
(eletroforograma e densitometria dos géis) em 10 minutos de corrida eletroforética. 

Somente as amostras que apresentaram picos correspondentes aos 
padrões de bandas de RNAr 28S, RNAr 18S, RNAr 5S e RNAt 4S e com RNA 
Integrity Number (RIN) ≥ 9.0 foram utilizadas. 

 

4.9 Oligo microarrays  

4.9.1 mRNAs microarrays 

Os microarrays genoma completo da Agilent formato 4 x 44k (Figura 14) são 
preparados pelo processo SurePrint (sistema de impressão), no qual 44.000 oligos de 
60 mer são sintetizados in situ em lâminas de vidro (2,5 x 7,5 cm) especialmente 
preparadas. Este processo de síntese in situ possibilita a fixação de oligonucleotídeos, 
sintetizando-os base a base com extrema precisão utilizando arquivos de sequências 
de RNAs mensageiros (mRNAs) a partir de bancos de dados.  

 

 

Figura 14.  Agilent microarrays no formato 4 x 44k contendo oligonucleotídeos sintetizados a partir 
de sequências de RNAs mensageiros. 
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A amplificação e a marcação das amostras com o fluorocromo foram feitas 

com o Quick Amp Labeling Kit One-Color (cianina 3, Cy3, verde) (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA). O primeiro passo envolveu a diluição do 

Agilent One-Color Spike-Mix. A solução foi aquecida a 37°C em banho-maria por 

5 minutos, homogeneizada por meio de agitação em vórtex e depois brevemente 

centrifugada antes do uso.  

Em seguida, foram feitas diluições seriadas segundo recomendação do 

fabricante levando em consideração a quantidade inicial de RNA total. Para as 

nossas amostras a opção foi de 500 ng de RNA total num volume final de 5,3  µl. 

A primeira diluição (1:20) foi feita a partir de 2 µl do Agilent One-Color Spike-Mix 

adicionados a 38 µl do Dilution Buffer proveniente do kit.  

Após homogeneização em vórtex, retirou-se 2 µl da primeira diluição e 

adicionou-se 48 µl do Dilution Buffer obtendo-se assim a segunda diluição (1:25). 

A terceira diluição (1:10) foi preparada a partir de 4 µl da segunda diluição 

adicionados a 36 µl do Dilution Buffer. 

Feitas as diluições, iniciou-se o protocolo de amplificação e marcação das 

amostras adicionando 500 ng de RNA total a um tubo de 1,5 ml e depois 1,2 µl de 

T7 Promoter Primer. Em seguida, adicionou-se água livre de nucleases a 5 µl da 

terceira diluição do Agilent One-Color Spike-Mix obtendo um volume final de 11,5 

µl. As amostras foram então incubadas em banho-maria a 65°C por 10 minutos e 

posteriormente em gelo por 5 minutos. 

Durante o período de incubação, um cDNA Master Mix (por lâmina) foi 

preparado a partir de 18 µl do 5x First Strand Buffer (pré-aquecido a 80°C por 4 

minutos), sendo adicionados 9 µl de 0,1M DTT; 4,5 µl de 10mM dNTP mix; 4,5 µl 

MMLV-RT e 2,3 µl de RNaseOut sendo distribuído um volume de 8,5 µl do mix em 

cada tubo de amostra. Após homogeneização as amostras foram incubadas a 

40°C em um banho-maria por 2 horas. 

Ao final deste período de incubação, as amostras foram removidas para 

banho-maria a 65°C, incubadas por 15 minutos e posteriormente removidas para 

gelo picado permanecendo assim por mais 5 minutos. 

Imediatamente antes do uso foi preparado um Transcription Master Mix 

(por lâmina) a partir de 68,9 µl de água livre de nucleases; 90 µl de 4x 

Transcription Buffer; 27 µl de 0,1M DTT; 36 µl de NTP mix; 28,8 µl de 50% PEG 

(pré-aquecido a 40°C por 1 minuto); 2,3 µl de RNaseOut; 2,7 µl de Inorganic 
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pyrophosphatase; 3,6 µl de T7 RNA Polymerase e 10,8 µl de Cyanine 3-CTP. 

Cada tubo de amostra recebeu 60 µl Transcription Master Mix e após 

homogeneização foram incubados a 40°C em um banho-maria por 2 horas. 

O passo que sucede a incubação envolve a purificação do RNA 

amplificado e marcado. Para tal procedimento foi utilizado o Illustra RNAspin Mini 

RNA Isolation Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Um 

passo inicial de limpeza do RNA foi realizado adicionando 3,5x o volume da 

reação (280 µl) do tampão RA1 em cada amostra. Em seguida a cada tubo foram 

adicionados 280 µl de etanol 100% (equivalente também a 3,5x o volume da 

reação) com posterior homogeneização. 

A purificação do RNA foi realizada através de minicolunas RNAspin 

aplicando o volume total (640 µl) de cada amostra na coluna seguida de 

centrifugação de 30 segundos a 8.000 x g. Cada coluna foi então transferida para 

um tubo coletor. Os passos de dessalinização da membrana sílica, digestão do 

DNA, lavagem e secagem da membrana sílica recomendados pelo kit não foram 

utilizados. A purificação foi retomada a partir da segunda lavagem aplicando-se 

600 µl do tampão RA3 em cada coluna seguida de uma centrifugação de 1 minuto 

a 11.000 x g. O líquido foi descartado e a coluna foi posta novamente no tubo 

para uma terceira lavagem aplicando-se 250 µl do tampão RA3, seguida de 

centrifugação por 2 minutos a 11.000 x g.  

O último passo do kit envolveu a eluição do RNA em alta concentração 

adicionando-se 40 µl de água livre de nucleases aquecida a 95ºC seguida de 

centrifugação por 1 minuto a 11.000 x g.  

Em seguida o RNA foi quantificado em um espectrofotômetro NanoDrop 

ND-1000 UV-VIS (NanoDrop Technologies) calculando-se a massa de RNA.  

Além disso, foi determinada a incorporação do fluorocromo cianina (Cy3) 

nas amostras (pmol Cy3 / µl). O valor da incorporação total dividido pela massa 

total fornece um valor que serve como referência para o prosseguimento do passo 

de hibridação com os microarrays. Somente as amostras que obtiveram os 

valores acima de 9 foram utilizadas. 

Anterior ao passo de hibridação, as amostras passaram por um processo 

de fragmentação utilizando o Fragmentation mix para microarrays Agilent 4 x 44K. 

Cada amostra contendo 1,65 µg de RNA marcado e amplificado (cRNA) recebeu 

11 µl de 10x Blocking Agent (preparado com a adição de 500 µl de água livre de 
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nucleases e aquecido a 37°C por 4 minutos). Nesse momento o volume da reação 

não deve ser superior a 52,8 µl sendo necessário completar cada amostra com o 

volume de água livre de nucleases correspondente. Por último adicionou-se 2,2 µl 

de 25x Fragmentation Buffer em cada tubo sendo o volume final da reação de 55 

µl. Em seguida as amostras foram incubadas em banho-maria a 60°C por 30 

minutos. 

Após a incubação, seguindo a recomendação do kit para lâminas de 

microarrays Agilent 4 x 44K, adicionou-se 55 µl do 2x GEx Hybridization Buffer HI-

RPM em cada tubo e após homogeneização as amostras foram centrifugadas por 

1 minuto a 13.000 x g. Um volume de 100 µl de cada amostra foi utilizada 

imediatamente para o processo de hibridação em forno a 65°C com rotação 

durante 17 horas. 

Após a hibridação, as lâminas passaram por um processo de lavagem na 

seguinte ordem: tampão 1 (GE Wash Buffer 1 - 0,005% Triton X-102) por 1 minuto 

a temperatura ambiente, tampão 2 (GE Wash Buffer 2 - 0,005% Triton X-102) por 

1 minuto a 37°C. Ambas as lavagens foram feitas em um agitador com o uso de 

barras magnéticas. Em seguida as lâminas foram colocadas em solução de 

acetonitrila por 10 segundos a temperatura ambiente e por último na solução 

Stabilization and Drying por 30 segundos a temperatura ambiente para prevenir a 

degradação da cianina 3 (Cy3) pelo ozônio do ar ambiente. 

 Após serem retiradas da solução, as lâminas foram varridas 

imediatamente (scanning) evitando o impacto dos oxidantes ambientais na 

intensidade dos sinais. Para isto, foi utilizado o DNA Microarray Scanner (Agilent 

Technologies) e os dados foram extraídos com o Agilent Feature Extraction 

Software. 

 

4.9.2 microRNAs microarrays 

Os microarrays de microRNAs Agilent 8 x 15k (Figura 15) utilizados nesse 

trabalho (G4471A, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) também são 

preparados pelo processo SurePrint (sistema de impressão), no qual 

aproximadamente 15.000 oligos são depositados uniformemente em lâminas de 

vidro previamente preparadas. Este processo de síntese in situ possibilita a 

deposição de oligonucleotídeos, base a base, de 40-60-mer de comprimento (o 
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que inclui a sequência de microRNA e uma cauda extra), com extrema precisão 

resultando em alta pureza e alta fidelidade das sondas de microRNAs. 

 

 

Figura 15.  Agilent microarrays no formato 8 x 15k contendo oligonucleotídeos sintetizados a partir 
de sequências de microRNAs. 

 

A marcação das amostras foi feita com a utlização do miRNA Complete 

Labeling and Hyb Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) a partir de 100 

ng de RNA total. O primeiro passo envolveu a diluição do RNA total para 50 ng / 

µl em água livre de nucleases. Posteriormente, adicionou-se 2 µl (100 ng) dessa 

diluição em um tubo de 0,5 ml e conservou-se no gelo enquanto foi preparado o 

CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) Master Mix, que foi feito sem a 

marcação do Spike-In. A reação por amostra do CIP Master Mix continha: 0,4  µl 

de 10x Calf Intestinal Phosphatase Buffer; 1,1  µl de água livre de nucleases e 0,5  

µl de Calf Intestinal Phosphatase, sendo o volume final em cada amostra de 4 µl. 

O passo seguinte envolveu a defosforilação das amostras. Todos os tubos 

foram colocados a 37ºC em um banho-maria por 30 minutos. Em seguida, 

desnaturaram-se as amostras adicionando em cada uma delas 2,8 µl de DMSO 

100% deixando a 100ºC em um banho-maria por 8 minutos. Após esse tempo, os 

tubos foram colocados imediatamente em um banho frio feito de uma mistura de 

água e gelo.  

Após a desnaturação, partiu-se para o processo de ligação preparando-se 

o Ligation Master Mix. Nesse mix utilizou-se por amostra: 1 µl de 10x T4 RNA 

Ligase Buffer (aquecido previamente a 37ºC para dissolução de precipitado); 3 µl 

de Cyanine3-pCp e 0,5  µl de T4 RNA Ligase (mantida a temperatura ambiente 

durante o preparo da reação). Após a adição do mix, resultando num volume final 
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de 11,3 µl misturou-se gentilmente e uma baixa e rápida centrifugação foi feita 

antes que os tubos fossem levados para incubação a 16ºC em num aparelho 

termociclador por 2 horas.  

Decorrido o tempo da incubação, as amostras foram submetidas a 

secagem a vácuo a temperatura entre 45ºC e 55ºC num aparelho SC110A 

SpeedVac® Plus Concentrator (Savant Instruments, Holbrook, NY, USA) por 

aproximadamente 30 minutos observando-se que estivessem totalmente secas e 

sem resíduos de DMSO. 

Na etapa que antecede a hibridação, as amostras foram ressuspensas em 

18  µl de água livre de nucleases e em seguida, pipetou-se 4,5 µl de 10x Blocking 

Agent (preparado com a adição de 125 µl de água livre de nucleases e aquecido a 

37°C por 4 minutos) e 22,5  µl de 2x Hi-RPM Hybridization Buffer, resultando num 

volume de 45 µl. Após serem misturadas gentilmente, as amostras foram 

incubadas a 100ºC por 5 minutos e imediatamente transferidas para o gelo por 5 

minutos. 

Enquanto ocorria a incubação, as câmaras de hibridação contendo as 

lâminas da Agilent foram preparadas para receber as amostras. Tudo deve 

ocorrer num período máximo de 15 minutos. O processo de hibridação com os 

microarrays aconteceu num forno a 55°C com 20 rpm de rotação durante 20 

horas. 

Após a hibridação, as lâminas foram submetidas a imersão em GE Wash 

Buffer 1 (com 0,005% Triton X-102), a temperatura ambiente, para a liberação da 

lâmina em meio líquido, evitando o ressecamento e exposição ao ozônio do ar 

capaz de degradar a cianina (Cyanine3-pCp).  

Em seguida, foram realizadas duas lavagens: a primeira no tampão 1 (GE 

Wash Buffer 1 - 0,005% Triton X-102) a temperatura ambiente por 5 minutos e a 

segunda no tampão 2 (GE Wash Buffer 2 - 0,005% Triton X-102) por 5 minutos a 

37°C. A adição do Triton reduz a possibilidade de artefatos nos arrays.  

Após serem retiradas da solução, as lâminas foram varridas imediatamente 

(scanning) evitando o impacto dos oxidantes ambientais na intensidade dos sinais 

utilizando o DNA Microarray Scanner (Agilent Technologies). 
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4.10 Análise dos dados de microarrays 

Após o escaneamento das lâminas, os dados foram extraídos com o uso 

do Agilent Feature Extraction Software e os arquivos gerados no programa foram 

analisados na plataforma de bioinformática Agilent GeneSpring GX 11.0. 

Para a normalização dos dados de mRNAs, utilizou-se o 75 percentil 

segundo recomendações da Agilent que informa que os valores dos sinais de 

expressão nessa situação, em comparação com os sinais da mediana ou do 50 

percentil, são mais robustos e representativos quando se usa o one-color 

microarray. 

A distribuição dos valores de intensidade dos dados normalizados para 

cada amostra foram plotados num gráfico Box-whisker. As amostras foram ainda 

comparadas aos pares em relação a uma amostra escolhida (timócitos). 

O software GeneSpring nos permite ainda uma análise de Gene Ontology 

(GO) com a distribuição dos genes em categorias como: processos biológicos, 

função molecular e componente celular. Para determinar se há uma 

representação significante dos dados analisados em relação a essas categorias, 

um teste estatístico é requerido e um p-value é dado para cada categoria.  

No presente trabalho somente os processos biológicos relacionados ao 

sistema imune foram analisados evidenciando os genes (mRNAs) que se 

apresentaram diferencialmente expressos.  

Para a normalização dos dados de microRNAs, utilizou-se o quantil.  

A distribuição dos valores de intensidade dos dados normalizados para 

cada amostra foram plotados num gráfico Box-whisker. As amostras foram ainda 

comparadas aos pares em relação a uma amostra escolhida (timócitos). 

Como o software GeneSpring não permite análise de Gene Ontology (GO) 

para microRNAs, os mRNAs alvos dos microRNAs aqui estudados foram 

identificados de acordo com os processos biológicos por análise comparativa 

entre os dados encontrados  para a GO dos mRNAs diferencialmente expressos e 

os resultados das redes de interações microRNAs-mRNAs.  

Além disso, os bancos de dados mirBase (http://www.mirbase.org/) e 

microRNA.org (http://www.microrna.org) foram utilizados no estudo das interações 

microRNAs-mRNAs tanto para as interações já conhecidas, como para as 

encontradas no presente trabalho mas ainda não descritas. 
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4.11 Redes de interações microRNAs-mRNAs 

Uma grande variedade de metodologias tem sido utilizada para inferir 

redes gênicas regulatórias a partir de dados temporais. Entre esses métodos 

estão modelos discretos, como as redes Booleanas e Bayesianas, modelos 

contínuos, como as redes neurais e equações diferenciais. Todos esses modelos 

levam em consideração que o nível de expressão de um gene, num determinado 

intervalo de tempo, é dado em função do nível de expressão dos outros genes 

nos tempos anteriores (WANG et al., 2006).  

A inferência da arquitetura de redes gênicas a partir de dados temporais 

obtidos de tecnologias experimentais, como por exemplo, os microarrays, ajuda a 

entender e esclarecer o comportamento do sistema em relação a expressão 

gênica e a regulação envolvida nessa expressão, tanto durante a transcrição 

como também de caráter regulatório pós-transcricional, como resultado da ação 

dos microRNAs.  

No presente trabalho, procurou-se estudar o controle pós-transcricional que 

os microRNAs de timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos exercem sobre mRNAs 

das mesmas células por meio da reconstrução de redes de interações  

microRNAs-mRNAs durante a transição do estado pré-diabético para diabético 

em camundongos NOD. 

 

4.11.1 Software GenMiR++ 

Para o estudo de interações utilizou-se o algorítimo de estatística 

bayesiana GenMiR++ (Generative model for miRNA regulation) com o intuito de 

reconstruir redes de interações gerando figuras do tipo pathways pelo pareamento 

dos perfis de expressão de microRNAs (miRNAs) e mRNAs (HUANG et al., 2007) 

que calcula, com alta sensibilidade, microRNAs reguladores de mRNAs 

equilibrando as diferentes fontes de incerteza no cálculo.  

 

4.11.2 Software MATLAB 

O MATLAB (http://www.mathworks.com/products/matlab/index.html) 

(MATrix LABoratory) é um programa interativo de alta performance voltado para o 

cálculo numérico que contém o algorítimo GenMiR++.  
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O MATLAB integra análise numérica, cálculo com matrizes, processamento 

de sinais e construção de gráficos em ambiente fácil de usar onde problemas e 

soluções são expressos somente como eles são escritos matematicamente, ao 

contrário da programação tradicional em linguagem C, C++ ou Fortran. 

 

4.11.3 Software Cytoscape 

A partir da matriz de dados gerados no GenMiR++ dentro do programa 

MATLAB foi montado um arquivo no formato texto que em seguida foi utilizando 

no programa Cytoscape v.2.8.0 (http://www.cytoscape.org) que tornou possível a 

visualização gráfica das interações microRNA-mRNA calculadas. Tal programa 

oferece funcionalidades para integração de dados arbitrários no gráfico, uma 

representação visual e dados integrados, ferramentas de seleção e filtragem, e 

uma interface para métodos externos aplicados como plugins (SHANNON et al., 

2003).  

O programa Cytoscape foi desenvolvido baseando-se na biologia de 

sistemas e, embora aplicável a qualquer sistema de componentes e interações 

moleculares, o programa torna-se mais eficiente quando usado em conjunto com 

grandes bases de dados de expressão gênica (por exemplo, dados de expressão 

de RNAs obtidos por microarrays), dados de expressão proteína-proteína ou 

ainda proteína-DNA.  

A organização central do Cytoscape é uma rede gráfica, com genes, 

proteínas ou outras moléculas representadas como “nós” e as interações como 

ligações entre os mesmos. Sendo assim, é possível analisar de maneira 

comparativa, as variações nos perfis de expressão de microRNAs e de seus 

mRNAs alvos.  

 

4.12 Reações de transcrição reversa 

Reações de transcrição reversa foram realizadas com 2 µg de RNA total, 1 

µl de oligo (dT) e 1 µl de DNTP mix 10 nM em um volume de 12 µl, segundo 

instruções do fabricante. As amostras permaneceram a 65°C durante 5 minutos e 

depois foram colocadas imediatamente no gelo e foi dado um spin para que se 

evitasse a evaporação da amostra após a abertura do tubo. Em seguida, 

acrescentou-se 4 µl de Buffer 5x first-strand, 2 µl de dTT e 1 µl de RNAsin e 



Material e Métodos 

67 

deixou-se por 2 minutos a 42°C. Adicionou-se 1 µl de enzima Superscript II 

RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) 

resultando num volume final de 20 µl e a reação permaneceu a 42°C por 50 

minutos, e depois a 70°C por 15 minutos. 

 

4.13 Reação de polimerização em cadeia em tempo real (qPCR) 

A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) foi utilizada para a confimação 

dos dados de microarray para cinco genes que se apresentaram diferencialmente 

expressos entre timócitos e linfócitos CD3+ periféricos: Fasl, Tlr3, Tlr4, Foxp3 e 

Themis. O gene Hprt foi usado como controle endógeno (Tabela I).  

As reações de qPCR foram feitas utilizando o reagente SYBR Green 

(Applied Biosystems) em placas de 48 poços com ciclagem padrão de 

aproximadamente 2 horas. O aparelho utilizado foi o StepOne (Applied 

Biosystems) juntamente com o software de leitura de mesmo nome (Versão 2.1 - 

Applied Biosystems). 

O processo constitui-se de duas etapas. A primeira delas consiste na 

avaliação da especificidade dos produtos PCR por meio da análise de uma curva 

de dissociação. Para isso, foi realizada uma quantificação absoluta de cada par 

de primers, inclusive dos genes constitutivos, utilizando diluições seriadas 1:10 a 

1:1000 de cDNA para calcular a eficiência da reação e, consequentemente, dos 

primers. A reação consiste de amplificação seguida de dissociação. 

A segunda etapa consiste na reação quantitativa propriamente dita. Para 

tal, foi realizada a quantificação relativa para avaliar a expressão gênica em cada 

amostra e compará-las entre si. A reação final consiste de 20 µl com: 7,4  µl de 

água livre de nucleases; 0,8 µl de cada primer; 10  µl da solução de SYBR Green 

e 1 µl de cDNA sintetizado a partir de uma quantidade padronizada de RNA total 

(2 µg de RNA). 

O protocolo de ciclagem térmica foi: 1 x 95°C durante 10 minutos (Holding 

stage); 40x : desnaturação a 95°C, 15 segundos e anelamento 60ºC, 1 minuto 

(Cycling stage); obtenção da curva de melting (Melting curve stage). A curva é 

obtida após três passos sendo o primeiro a 95°C, 15 segundos; o segundo a 

60ºC, 1 minuto e o terceiro por 95°C, 15 segundos.  

Os primers utilizados foram desenhados com o auxilio do software Primer3 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) cujos parâmetros foram 
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ajustados para que todos apresentassem temperatura de pareamento (annealing) 

a 60ºC (Tabela I). 

 
Tabela I. Primers utilizados nas reações de qPCR e suas respectivas sequências sense e 
antisense.  

Gene Número de acesso 
 

Sequências sense e antisense 

Hprt NM_013556.2 

 

5’ GCCCCAAAATGGTTAAGGTT 3’ 

5’ CAAGGGCATATCCAACAACA  3’ 

Fasl NM_010177.3 5’ ACTCCGTGAGTTCACCAACC 3’ 

5’ GTGGGGGTTCCCTGTTAAAT 3’ 

Tlr3 NM_126166.4 5’ TTGTCTTCTGCACGAACCTG 3’ 

5’ CCCGTTCCCAACTTTGTAGA 3’ 

Tlr4 NM_021297.2 5’ TCAGAACTTCAGTGGCTGGA 3’ 

5’ CCTGGGGAAAAACTCTGGAT 3’ 

Foxp3 NM_001199347.1 5’ TCTTCGAGGAGCCAGAAGAG 3’ 

5’ GCTCCAGAGACTGCACCACT 3’ 

Themis NM_178666.5 5’ AAATGAAGCTCACCTTGCTCA 3’ 

5’ ATCCTGGCCACTTTCATCTG 3’ 

 

4.14 Análise estatística dos dados de PCR quantitativa em tempo real 

A avaliação da expressão dos transcritos por PCR quantitativa em tempo 

real ocorre por meio de uma análise diferente daquela empregada nos dados de 

microarrays. Os valores de quantificação relativa são calculados utilizando-se a 

comparação de genes constitutivos, conforme descrito por PFAFFL (2001).  

Para análise estatística dos dados, foram utilizados os testes t-student e 

One-way ANOVA, de acordo com a necessidade por meio do software estatístico 

GraphPad Prism 5.0 (http://www.graphpad.com/prism/Prism.htm). 
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 
 
 Camundongos NOD ♀

Monitoramento dos níveis de glicose no sangue 

Diabético 
> 7 meses de idade

Pré-diabético
1 mês de idade

Linfócitos T 
CD3+ periféricos

RNA total

Amplificação e marcação dos 
mRNAs com Cy3

Hibridação Agilent 4X44 K 
microarrays

Programa Agilent Feature 
Extraction para extração dos dados

Análise dos dados utilizando o
GeneSpring GX 11.0

Linfócitos T 
CD3+ periféricos

Linfócitos T 
CD3+ periféricos

Marcação dos microRNAs com Cy3 
 

Hibridação Agilent 8X15 K 
microarrays 

Redes de interações      
(GenMiR++, MATLAB e Cytoscape)

Pré-diabético 
7 meses de idade 

Timócitos  
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Avaliação da insulite em camundongos NOD 

Visando acompanhar o avanço da infiltração dos linfócitos T no pâncreas e 

a consequente insulite que leva a destruição das células β produtoras de insulina 

(ilhotas de Langerhans), realizou-se um estudo histológico para a observação 

desse processo ao longo do desenvolvimento do animal e a concomitante 

emergência do diabetes.  

Para o estudo, foram removidos pâncreas de camundongos NOD pré-

diabéticos a partir de um mês de idade e em mais sete fases subsequentes, 

inclusive de animais diabéticos. Os tecidos foram utilizados para a confecção de 

lâminas histológicas.   

A análise histológica dessas lâminas mostrou que os animais com um mês 

de idade apresentaram poucos infiltrados inflamatórios nas ilhotas de Langerhans, 

envolvidas por ácinos exócrinos mistos normais (Figura 16A); aos três meses, 

verificou-se aumento da presença de linfócitos nos limites externos das ilhotas 

(Figura 16B), passando-se para invasão mais intensa nos meses subsequentes, 

principalmente aos quatro meses e meio, seis meses e oito meses (Figuras 16C-

G). Nota-se que os animais com diabetes comprovada apresentaram ausência de 

ilhotas de Langerhans no pâncreas (Figura 16H). 
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Figura 16. Histologia do pâncreas de camundongos NOD em diferentes idades evidenciando o 
aumento do infiltrado linfocitário (*) e a consequente destruição das células β pancreáticas: A) 1 
mês; B) 3 meses; C) 4,5 meses; D) 5,5 meses; E) 6 meses; F) 7 meses; G) 8 meses e H) animais 
diabéticos com ≥ 7,0 meses de idade. 
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6.2 Emergência de diabetes mellitus (DM-1) em camundongos NOD  

Durante o andamento deste trabalho adequamos a manutenção dos 

camundongos NOD em condições SPF (specific patogen free) em nosso próprio 

laboratório, o que possibilitou o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 1 (DM-

1) entre os camundongos provenientes do biotério da Universidade Estadual de 

Campinas (CEMIB UNICAMP). 

Foram adquiridos camundongos fêmeas NOD com 1 mês de idade, dentre 

os quais algumas foram imediatamente utilizadas para a obtenção de timócitos e 

linfócitos T CD3+ periféricos, enquanto que as demais fêmeas foram monitoradas 

a partir dos quatro meses em relação a glicemia para a obtenção de animais 

diabéticos. Ao longo de oito meses, 21 animais se tornaram diabéticos e foram 

utilizados no isolamento de linfócitos T CD3+ periféricos. A figura 17 mostra o 

aumento no número de fêmeas diabéticas segundo a idade. 
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Figura 17. Aumento no número de fêmeas da linhagem NOD que desenvolveram DM-1 ao longo 
de oito meses após o nascimento.  

 

6.3 Quantificação das populações celulares por citometria de fluxo 

Procurando avaliar a pureza das células obtidas após a separação de 

timócitos por membrana de nylon e através do isolamento dos linfócitos T CD3+ 

periféricos provenientes do baço por meio de esferas magnéticas, foram 
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realizados ensaios com o uso de anticorpos anti-CD3 marcados com ficoeritrina e 

citometria de fluxo. A figura 18A mostra que 93% das células obtidas pela 

separação em membrana de nylon correspondem a timócitos. A figura 18B, por 

sua vez, mostra que 87% das células que não aderiram às esferas magnéticas 

(seleção negativa) correspondem a linfócitos T CD3+. 

 

 
Figura 18. Análise da pureza das células T por citometria de fluxo (FACs - Fluorescent activated 
cell sorting). A) Timócitos e B) Linfócitos T CD3+ periféricos. 

 

Em relação à população de linfócitos T CD3+ obtida por isolamento com 

esferas magnéticas e provenientes de baço de camundongos NOD pré-diabéticos 

e diabéticos, procurou-se ainda caracterizá-los como linfócitos T CD4+ ou CD8+.  

Após a incubação com anticorpos específicos para os marcadores de 

superfície CD3, CD4 e CD8 seguida de citometria, os dados foram analisados e 
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como mostra o resultado da figura 19, as populações de linfócitos T CD4+ são 

mais abundantes em relação aos linfócitos T CD8+ tanto em camundongos pré-

diabéticos quanto nos diabéticos.  

 

 
 

Figura 19. Caracterização da população de linfócitos T de camundongos NOD pré-diabéticos e 
diabéticos por citometria de fluxo. 

 

6.4 Avaliação da integridade das amostras de RNA 

As amostras de RNA total dos timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos de 

baço dos camundongos NOD foram analisadas por eletroforese microfluídica 

utilizando o aparelho Agilent 2100 Bioanalyzer. A integridade das amostras pode 

ser observada pela imagem do gel virtual (Figura 20) e da densitometria, nas 
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quais podem ser vistas as frações de RNAr 28S, RNAr 18S, RNAs 4-5S e 

também de RNAs de baixo peso molecular exibindo perfil de excelente 

integridade (Figura 21). 

 

 
 
Figura 20. Gel virtual das amostras de RNA estudadas mostrando RNAr 28S, RNAr 18S e RNAs 
4-5S. L = Ladder; 1) timócitos NOD 1 mês; 2) linfócitos NOD pré-diabéticos 1 mês (näive); 3) 
linfócitos NOD pré-diabéticos 7 meses; 4) linfócitos NOD diabéticos (ativados). 

 
 

 
 
Figura 21. Densitometria das amostras de RNA estudadas mostrando as frações de RNAr 28S, 
RNAr 18S e RNAs 4-5S. Amostras de timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos estudados com o 
RIN (RNA integrity number)  = 10,0. 

L             1            2             3            4       
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6.5 Análise dos mRNAs diferencialmente expressos 

Após o escaneamento das lâminas de microarrays, os dados foram 

extraídos com auxílio do Agilent Feature Extraction Software e os arquivos 

gerados foram analisados com o uso do programa GeneSpring GX 11.0 da 

Agilent. 

Os dados de mRNAs foram normalizados utilizando o 75 percentil e a 

distribuição dos valores de intensidade dos dados normalizados para cada 

amostra foram plotados num gráfico Box-whisker. Após a análise estatística por 

meio de One-way ANOVA com p-value ≤ 0,05 no qual as amostras foram 

comparadas aos pares em relação a uma amostra escolhida (timócitos) foram 

evidenciados 22.449 mRNAs diferencialmente expressos. Com a escolha de fold-

change ≥ 2.0 foram evidenciados 2.771 mRNAs que finalmente formaram o 

conjunto de dados estudados no presente trabalho (Figura 22). 

Com relação a análise do Gene Ontology (GO) após a escolha de um p-

value cut-off < 0,1 foram selecionados somente os processos biológicos mais 

relacionados com sistema imune, evidenciando os mRNAs que se apresentaram 

diferencialmente expressos (Tabela II). 
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Figura 22. Comparação dos perfis de expressão gênica entre os camundongos da linhagem NOD. 
Matriz de expressão de 2.771 mRNAs de timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos do baço de 
camundongos pré-diabéticos (1 mês e 7 meses de idade) e de camundongos diabéticos. A 
correlação de Pearson foi utilizada como medida de similaridade. 
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Tabela II. Processos biológicos dos grupos de mRNAs diferencialmente expressos de acordo com 
o Gene Ontology. 

 
Grupo 

 

 
Processo Biológico 

 
mRNAs 

 
 
     

Ativação do sistema 
imune 
 

Cd55 Daf2 Fcer1g Klre1 Klrk1 Lax1 Lyn Malt1 Masp2 Plcg2 
Tlr3 Tlr4 Tlr6 Unc93b1 

 Resposta imune 
adaptativa 
 

Bcl3 Cd55 Cd74 Daf2 Fcer1g Fcgr3 Icam1 Icosl Lilrb3 Masp2 
Pou2f2 Slc11a1 Tlr6 

 Ativação cellular  Bank1 Bcl11a Bcl3 Btk Casp1 Cd74 Clcf1 Cplx2 Cxcr5 Elf4 
Entpd1 Fcer1g Fcgr3 Fyb Gapt Gpr183 H2-M3 Hdac9 Hhex 
Icosl Il4 Irf1 Irf4 Itgax Klre1 Klrk1 Lax1 Lbp Lilrb3 Lyn Malt1 
Plcg2 Pou2f2 Slc11a1 Tlr3 Tlr4 Tlr6 Vwf 
 

 Resposta de defesa  Alox5 Bcl3 Btk Ccl19 Ccl5 Ccr2 Ccr5 Cd163 Cd180 Cd36 Cd55 
Cd74 Chst2 Ciita Clec4a2 Clec4d Cnr2 Daf2 Ddx58 Fcer1g 
Fcgr3 H2-K1 H2-M3 Hdac9 Il18rap Il1b Irf8 Lbp Lta Ly86 Lyn 
Malt1 Masp2 Mefv Ncf1 Neurod2 Pglyrp1 Prg2 Samhd1 
Slc11a1 Tirap Tlr3 Tlr4 Tlr6 
 

 Cascata quinase I-
kappaβ /NF-kappaβ  
 
 
 

Btk  Irak2  Malt1  Rel  Tirap  Tlr4 
 
 

1 Processos do 
sistema imune efetor  

Bcl3 Btk Cd55 Cd74 Cplx2 Daf2 Fcer1g Fcgr3 Icam1 Icosl Lax1 
Lbp Lilrb3 Lyn Masp2 Ncf1 Pou2f2 Slc11a1 
 
 
 

 Resposta imune Bcl3 Btk Ccl19 Ccl5 Ccl9 Ccr2 Cd180 Cd55 Cd74 Ciita Clec4a2 
Clec4d Cplx2 Daf2 Ddx58 Enpp1 Fasl Fcer1g Fcgr3 Fcgrt 
Gpr183 H2-D1 H2-K1 H2-M3 H2-Q10 H2-Q2 H2-Q7 H2-Q8  
H2-T23 Hfe Icam1 Icosl Igj Il18rap Il1b Il4 Irf8 Irf8 Lax1 Lbp 
Lilrb3 Lta Ltb Ly86 Lyn Malt1 Masp2 Ncf1 Oas1b Pglyrp1 Plcg2 
Pou2f2 Prg2 Samhd1 Slc11a1 Tirap Tlr3 Tlr4 Tlr6 
 
 

 Resposta imune – 
ativação de 
transdução de sinal 

Fcer1g Klre1 Klrk1 Lax1 Lyn Malt1 Plcg2 Tlr3 Tlr4 Tlr6 
Unc93b1 
 
 
 

 Processos do 
sistema imune 

Bank1 Bcl11a Bcl3 Btk Casp1 Ccl19 Ccl5 Ccl9 Ccr2 Cd180 
Cd300lf Cd55 Cd74 Ciita Clcf1 Clec4a2 Clec4d Cplx2 Crkl Csf1 
Csf3r Cxcr5 Daf2 Ddx58 Dnase2a Elf4 Enpp1 Fasl Fcer1g 
Fcgr3 Fcgrt Fyb Gapt Gpr183 H2-D1  H2-K1  H2-M3  H2-Q10  
H2-Q2  H2-Q7  H2-Q8  H2-T23  Hdac9 Hfe Hhex Icam1 Icosl 
Igj Il18rap Il1b Il4 Irf1 Irf4 Irf8 Itgax Klre1 Klrk1 Lax1 Lbp Lilrb3 
Lta Ltb Ly86 Lyn Malt1 Masp2 Myo1e Ncf1 Oas1b Pglyrp1 
Plcg2 Pou2f2 Prg2 Samhd1 Slc11a1 Terc Tirap Tlr3 Tlr4 Tlr6 
Tnfrsf13c Unc93b1 
 

 Resposta 
inflamatória 

Alox5 Btk Ccl19 Ccl5 Ccr2 Cd163 Cd180 Cd55 Chst2 Cnr2 
Daf2 Fcgr3 Hdac9 Il1b Lbp Lta Ly86 Lyn Masp2 Mefv Ncf1 
Slc11a1 Tirap Tlr3 Tlr4 Tlr6 
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Grupo 

 

 
Processo Biológico 

 
mRNAs 

 
Ativação de linfócitos  Bank1 Bcl11a  Bcl3 Cd74 Clcf1 Cxcr5 Elf4  Gapt Gpr183  H2-

M3  Hdac9  Hhex  Icosl  Il4  Irf1  Itgax Klre1  Klrk1  Lax1  Malt1  
Plcg2  Pou2f2  Slc11a1 
 

 Ativação de linfócitos 
durante a resposta 
imune 
 

Bcl3 Gpr183  H2-M3  Plcg2  Slc11a1 

 Imunidade mediada 
por linfócitos 
 

Bcl3 Cd55 Cd74 Daf2 Fcer1g Fcgr3 Icam1 Icosl  Lilrb3 Masp2  
Pou2f2  Slc11a1 
 

 Regulação positiva 
da produção de 
interferon-gama 
 

Bcl3 H2-M3 Irf8 Klre1 Klrk1 Lta Slc11a1 Tlr4 

1 Regulação da 
resposta de defesa  

Adrb2 Anxa1 Cadm1 Ccl5 Ccr5 Cnr2 Crtam Fcer1g Fcgr3 H2-
Bl  H2-M3 Klrb1b Klre1 Klrk1 Lta Nt5e Tgm2 Tlr3 Tlr4 Tlr6 
Unc93b1 
 

 Regulação dos 
processos do sitema 
imune efetor 

Cadm1 Crtam Fcer1g  Fcgr3  H2-Bl   H2-K1   H2-M3  Hmox1  
Klrb1b  Klre1   Klrk1   Lta 
 
 

 Regulação da 
resposta imune  

Btla Cadm1 Cd55 Crtam Daf2 Fcer1g Fcgr3 H2-Bl H2-K1 H2-
M3 Il4 Klrb1b Klre1 Klrk1 Lax1 Lta Lyn  Malt1  Masp2  Plcg2  
Slc11a1 Tlr3  Tlr4  Tlr6 Tnfrsf13c  Unc93b1 
 

 Regulação da 
resposta inflamatória 
 
 

Adrb2  Anxa1 Ccl5 Cnr2  Fcer1g  Fcgr3 Lta  Nt5e  Tgm2 Tlr4 

 Regulação da 
citotoxicidade 
mediada por 
leucócitos 
 

Cadm1  Crtam  H2-Bl  H2-K1  H2-M3  Klrb1b  Klre1  Klrk1 

  
Apoptose  
 

 
Actc1 Bag3 Dapl1 Dedd2 Fasl Gramd4 Hipk2 Nfkb1 Nod1 
Pea15a Pim2 Pmaip1 Psen2 Ripk1 Sgk1 Sgms1 Shisa5 
Tmem173 Traf1 Traf3ip2 Traf5 
 

 Resposta imune 
 

B2m Ccl3 Ccl5 Cxcl9 Eomes Fasl Foxp3 H2-Q10 Il18r1 Il1rl1 
Il7r Irgm1 Myo1f Pf4 Psen2 Tgtp1 Tlr1 Tmem173 Tnfaip8l2 
Tnfsf8 Traf3ip2 
 

2 Processos do 
sistema imune 
 

B2m Ccl3 Ccl5 Cxcl9 Eomes Fasl Flt3l Foxp3 Gimap5 H2-Q10 
Il18r1 Il1rl1 Il2rb Il7r Irf1 Irgm1 Jak3 Myo1f Nfkb1 P2rx7 Pf4 
Pik3cd Psen2 Slamf1 Tgfbr2 Tgtp1 Tlr1 Tmem173 Tnfaip8l2 
Tnfsf8 Traf3ip2 
 

 Regulação da 
cascata quinase I-
kappaβ /NF-kappaβ  
 

Card6 Il1rl1 Nod1 Pim2 Tgm2 

 
 

 
 
Regulação da 
transdução de sinal 

 
Arhgef12 Arhgef3 Arrb1 Arrb2 Axin2 Card6 Cd44 Fasl Furin 
Il1rl1 Nod1 P2rx7 Pim2 Psen2 Rasa3 Rasgrp2 Rgs11 Runx2  
S1pr1 Smad7 Socs3 Spry2 Tgm2 Zeb2 
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Grupo 

 

 
Processo Biológico 

 
mRNAs 

 
 
 
3 

 
Processos do 
sistema imune 

 
Add2 Ahsp  Ank1 Ccl4 Ccr2 Cd48 Cebpa  Ctla4 Ctse Elane 
Epas1 Epb4.2  Gimap5  Gm5077  Id2 Ifng Il1r1 Il1rl1 Il1rl2 
Itgam  Junb Klf1 Klf11 Mpo Plscr1 Polr3c  Samhd1 Spna1 Tal1 
Tgtp1 Trim10 Txnrd2  Zbtb32 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Comunicação celular 

 
Atg16l1 Bmp8a Cacna1c  Cblc  Chat  Cldn5 Cxcr7 Drd5 Erbb3 
Gad1 Gad2  Gast  Gja5  Gnal Gpr12  Gpr173  Gpr82  Grp  Grpr  
Hnf1b  Itgax  Kcnk2  Lin7a Mrgprb2  Ngfr  Olfr1010 Olfr1022 
Olfr1048 Olfr107 Olfr1090 Olfr1115 Olfr1161 Olfr128 Olfr1377 
Olfr1384 Olfr1388 Olfr1459 Olfr1462 Olfr1469 Olfr1495 Olfr304 
Olfr33 Olfr350 Olfr365 Olfr516 Olfr523 Olfr556 Olfr606 Olfr62 
Olfr651 Olfr68 Olfr684 Olfr724 Olfr768 Olfr770 Olfr784 Olfr790 
Olfr796 Olfr845 Olfr889 Olfr904 Olfr924 Olfr974 Park2 Pdx1 
Pik3c2g Plat Pth Rab3b Rab3c Slc1a2 Slc6a4 Syn2 Taar4 
Tacr1  Upk1a Vmn2r26  Vmn2r81 Xcr1 
 
 

4 
 
 
 

Via de sinalização do 
receptor protéico 
acoplado proteína G  

Cxcr7 Drd5 Gast Gnal Gpr12 Gpr173 Gpr82 Grp Grpr Kcnk2 
Mrgprb2 Olfr1010 Olfr1022 Olfr1048 Olfr107 Olfr1090 Olfr1115 
Olfr1161 Olfr128 Olfr1377 Olfr1384 Olfr1388 Olfr1459 Olfr1462 
Olfr1469 Olfr1495 Olfr304 Olfr33 Olfr350 Olfr365 Olfr516 
Olfr523 Olfr556 Olfr606 Olfr62 Olfr651 Olfr68 Olfr684 Olfr724 
Olfr768 Olfr770 Olfr784 Olfr790 Olfr796 Olfr845 Olfr889 Olfr904 
Olfr924 Olfr974 Pth Taar4 Tacr1 Vmn2r26 Vmn2r81 Xcr1 
 
 

 Transdução de sinal Bmp8a Cblc Cxcr7 Drd5 Erbb3 Gast Gnal Gpr12 Gpr173 Gpr82 
Grp Grpr Itgax Kcnk2 Mrgprb2 Ngfr Olfr1010 Olfr1022 Olfr1048 
Olfr107 Olfr1090 Olfr1115 Olfr1161 Olfr128 Olfr1377 Olfr1384 
Olfr1388 Olfr1459 Olfr1462 Olfr1469 Olfr1495 Olfr304 Olfr33 
Olfr350 Olfr365 Olfr516 Olfr523 Olfr556 Olfr606 Olfr62 Olfr651 
Olfr68 Olfr684 Olfr724 Olfr768 Olfr770 Olfr784 Olfr790 Olfr796 
Olfr845 Olfr889 Olfr904 Olfr924 Olfr974 Pdx1 Pik3c2g Plat Pth 
Rab3b Rab3c Taar4 Tacr1 Upk1a Vmn2r26 Vmn2r81 Xcr1  
 

  
Apoptose e sua 
regulação 

Alms1 Bcl2l1 Birc5 Bub1 Bub1b Casp6 Ckap2 Cul7 E2f1 E2f2 
Egln3 Epha2 Fas Ift57 Krt18 Krt8 Lig4 Phlda1 Rad21 Rtn3 Stk3 
Tfdp1 Tia1 Tpx2 Traf4 Trp53inp1 Vdac1 
 

 Ativação celular Ada Bcl11b Ccnd3 Cd4 Cd8a Cxcl12 Fas Hdac7 Hells Lig4 
Ly6d Msh6 Patz1 Rag1 Rorc Satb1 Sox4 Themis 
 

 
5 

Proliferação celular  
 
 
 
Ativação de linfócitos 
 
 
 

Alms1 Aspm Bcl2l1 Ccnd3 Cxcl12 Gins1 Hells Hmgb1 Lig4 
Lipa Mki67 Ncapg2 Nde1 Satb1 Tacc2 Tacc3 Uhrf1 Vegfa  
 
 
Ada Bcl11b Ccnd3 Cd4 Cd8a Cxcl12  Faz Hdac7 Hells Lig4 
Ly6d Msh6 Patz1 Rag1 Rorc Satb1 Sox4 Themis 
 

 
 
 
 
 
 

Ciclo celular 1190002H23Rik Anapc5 Anln Aspm Aurka B230120H23Rik 
Birc5 Bub1 Bub1b C79407 Casc5 Ccdc99 Ccna2 Ccnb1 Ccnb2 
Ccnd3 Ccne2 Ccnf Ccng2 Cdc20 Cdc25a Cdc25c Cdc45 
Cdca2 Cdca3 Cdca5 Cdk1 Cdkn1a Cdkn2c Cdkn3 Cenpe 
Cenpj Cep55 Chek1 Ckap2 Ckap5 Cul7 E2f1 E2f2 E2f3 E2f7 
Ercc6l Esco2 Espl1 F630043A04Rik Fam33a Fbxo5 Gas2l3 
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Grupo 

 

 
Processo Biológico 

 
mRNAs 

 
 
 
 
 
 
 

Gsg2 H2afx Haus2 Hells Kif11 Kif2c Kifc1 Lig4 Mad1l1 Mki67 
Myb Ncapd2 Ncaph Ndc80 Nde1 Nek2 Nsl1 Nuf2 Nusap1 
Pard6g Phgdh Prc1 Psrc1 Pttg1 Rad21 Rad51c Rbbp4 Rcc1 
Sgol1 Sgol2 Skp2 Spag5 Spc25 Stmn1 Tacc2 Tacc3 Tfdp1 
Tpx2 Trp53inp1 Tubb5 Tubg1 Ube2c Uhrf1 Wee1 

5   
 Diferenciação de 

linfócitos 
 

Ada Bcl11b Cd4  Cd8a  Fas Hdac7 Hells Lig4 Ly6d Patz1 Rag1 
Rorc Satb1 Sox4 Themis 

 Ativação de células T Bcl11b Ccnd3 Cd4 Cd8a Cxcl12 Fas Lig4 Patz1 Rag1 Rorc 
Satb1 Sox4 Themis 
 

 Diferenciação de 
células T 

Bcl11b  Cd4 Cd8a Fas Lig4 Patz1 Rag1 Rorc Satb1 Sox4 
Themis 
 

 Recombinação V(D)J  Bcl11b Lig4 Rag1 Xrcc6 
 

  
CD8+, diferenciação 
alpha-beta das 
células T 

 
Pax1 Satb1 

 Diferenciação celular Acan Bcl11b Bcl2l1 Bcl6 Bmp7 Cby1 Cdkn1c Cux1 Cxcl12 
Dyrk1b Ephb2 Gjc1 Gpc2 Hdac2 Id3 Ift81 Igfbp3 Lhx2 Lig4 
Morc1 Msi2 Myh10 Notch1 Notch3 Ntn1 Paqr5 Pax1 Pias2 
Pitx2 Ptprf Rag1 Rag2 Runx1 Satb1 Sox11 Spata6 Spo11 
Stra8 Tbata Thy1 Whrn 
 

6 Adesão célula-célula 
 

Acan Arvcf Jup Lmo4 Mcam Ncam1 Ntn1 Ptprf Pvrl3 Vangl2 

 Diferenciação de 
linfócitos 

Bcl11b Bcl6 Lig4 Pax1 Rag1 Rag2 Satb1 

   
 Ativação de células T 

 
Bcl11b Cxcl12 Lig4 Pax1 Rag1 Rag2 Satb1 Sla2 

 Diferenciação de 
células T 

Bcl11b Lig4 Pax1 Rag1 Rag2 Satb1 

  
Recombinação V(D)J 
para receptor de 
célula T 
 

 
Bcl11b Lig4 

 Recombinação V(D)J Bcl11b Lig4 Rag1 Rag2 
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6.6 Análise dos microRNAs diferencialmente expressos 

Da mesma maneira como descrita para os mRNAs os dados de 

microRNAs foram também extraídos com o uso do programa Agilent Feature 

Extraction e os arquivos foram analisados com o uso do programa GeneSpring 

GX 11.0 da Agilent. 

Os dados de microRNAs foram normalizados utilizando o quantil e a 

distribuição dos valores de intensidade dos dados normalizados para cada 

amostra foram plotados num gráfico Box-whisker. Após a análise estatística por 

meio de One-way ANOVA com p-value ≤ 0,05 no qual as amostras foram 

comparadas aos pares em relação a uma amostra escolhida (timócitos) foram 

evidenciados 556 microRNAs diferencialmente expressos. Com a escolha de um 

fold-change ≥ 2.0 foram evidenciados 116 microRNAs que finalmente formaram o 

conjunto de dados estudados no presente trabalho (Figura 23). 
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Figura 23. Comparação dos perfis de expressão de 116 microRNAs de camundongos da 
linhagem NOD. Matriz de expressão dos microRNAs de timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos do 
baço de camundongos pré-diabéticos (1 mês e 7 meses de idade) e de camundongos diabéticos. 
A correlação de Pearson foi utilizada como medida de similaridade. 
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6.7 Redes de interação microRNAs-mRNAs 

Procurando estudar o controle pós-transcricional que os microRNAs de 

timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos exercem sobre os mRNAs dessas células, 

realizou-se um estudo utilizando programas para a reconstrução de redes de 

interações entre os microRNAs e os mRNAs durante a transição do estado pré-

diabético para diabético em camundongos NOD. 

Para o estudo, foram considerados o conjunto dos 2.771 mRNAs e 27 

microRNAs diferencialmente expressos (dentre os 116 como mostrado na figura 

23). A tabela III mostra os cinco perfis de expressão dos microRNAs que foram 

selecionados. 
  

Tabela III. MicroRNAs selecionados pelo perfil de expressão nas diferentes fases do 
desenvolvimento das células T. 

Perfil de expressão  microRNA 
 
MicroRNA induzido em linfócitos ativados (NOD diabético) 

 
miR-7a* 
 

 
MicroRNAs induzidos em linfócitos näives (NOD pré-
diabético com 1 mês de idade) 

miR-669h-5p 
miR-712 
miR-24-2* 
mcmv-miR-M23-1-5p 
miR-125a-3p 
 

 
MicroRNAs reprimidos em linfócitos näives (NOD pré-
diabético com 1 mês de idade) 
 

miR-33 
miR-30a 

 
 
 
 
MicroRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético com 
1 mês de idade) 

 
let-7f* 
miR-181c 
miR-128 
miR-301a 
miR-494 
miR-200b 
miR-363 
miR-18a 
miR-101b 
miR-18a* 
 

 
 
 
 
 
MicroRNAs reprimidos em timócitos (NOD pré-diabético com 
1 mês de idade) 

 
miR-139-5p 
miR-223 
miR-29a* 
miR-101a 
miR-29b* 
miR-146a 
miR-150 
miR-342-3p 
miR-30b* 
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Com relação ao estudo das interações entre os microRNAs e os mRNAs 

diferencialmente expressos das células T em questão, optou-se pela construção 

de uma rede para cada um dos perfis citados anteriormente. A figura 24, mostra a 

interação do miR-7a*, que apresentou-se induzido em linfócitos ativados (NOD 

diabético), com 207 mRNAs diferencialmente expressos que se apresentaram 

reprimidos nos mesmos linfócitos (Tabela IV). 

 

 
 
Figura 24. Rede mostrando a interação do microRNA miR-7a* e seus mRNAs alvos. MicroRNA 
induzido (vermelho) e mRNAs reprimidos (verde). 

 

Outra rede de interação foi definida a partir de cinco microRNAs que se 

encontram induzidos em linfócitos näives (NOD pré-diabético 1 mês de idade) 

(Figura 25). O miR-669h-5p apresentou interação com 45 mRNAs reprimidos nos 

mesmos linfócitos. O miR-712, o miR-24-2*, o mcmv-miR-M23-5p e o miR-125a-
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3p interagiram respectivamente com 84, 95, 173 e 100 mRNAs (Tabela IV), todos 

por sua vez, reprimidos em linfócitos näives. 

 

 
 
Figura 25. Rede mostrando a interação dos microRNAs induzidos em linfócitos näives (NOD Pré-
diabético com 1 mês de idade) e seus mRNAs alvos. MicroRNAs induzidos (vermelho) e mRNAs 
reprimidos (verde). 

 

Uma terceira rede de interação foi desenhada com os microRNAs miR-33 e 

miR-30a que se encontram reprimidos em linfócitos näives (NOD pré-diabético 1 

mês de idade) (Figura 26). O miR-33 apresentou interação com 53 mRNAs 

enquanto que o miR-30a interagiu com 64 mRNAs. No caso do miR-33, 11 

mRNAs se encontram reprimidos e 42 induzidos. Em relação ao miR-30a, 14 

mRNAs estão reprimidos e 50 estão induzidos (Tabela IV).  
 

 
 
Figura 26. Rede mostrando a interação dos microRNAs reprimidos em linfócitos näives (NOD Pré-
diabético com 1 mês de idade) e seus mRNAs alvos. MicroRNAs reprimidos (verde), mRNAs 
induzidos (vermelho) e mRNAs reprimidos (verde).  
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Uma quarta rede de interação foi estabelecida com os microRNAs induzidos 

em timócitos (NOD pré-diabético 1 mês de idade). Todos os mRNAs que 

apresentaram interação com os 10 microRNAs escolhidos se encontram induzidos 

(Tabela IV). A exceção foi para o mRNA do gene Gad1, que se apresenta reprimido, 

e mostrou estar interagindo somente com o miR-181c (Figura 27).  
 

 
 

Figura 27. Rede mostrando a interação dos microRNAs induzidos em timócitos (NOD Pré-
diabético com 1 mês de idade) e seus mRNAs alvos. MicroRNAs induzidos (vermelho), mRNAs 
induzidos (vermelho) e mRNA reprimido (verde).  

 

A última rede de interação foi gerada com 9 microRNAs reprimidos em 

timócitos (NOD pré-diabético 1 mês de idade) (Figura 28). Todos os mRNAs que 

apresentaram interação com os tais microRNAs escolhidos se encontram induzidos. 

Os microRNAs e a lista de seus mRNAs alvos podem ser vistos na tabela IV.  

 
 
Figura 28. Rede mostrando a interação dos microRNAs reprimidos em timócitos (NOD Pré-
diabético com 1 mês de idade) e seus mRNAs alvos. MicroRNAs reprimidos (verde) e mRNAs 
induzidos (vermelho). 
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Tabela IV. MicroRNAs selecionados pelo perfil de expressão nas diferentes fases do 
desenvolvimento das células T e seus mRNAs alvos. 

 
MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
miR-7a* 

 
 

Induzido em linfócitos 
ativados (NOD 

diabético) 
 

 
207 mRNAs reprimidos em linfócitos ativados (NOD diabético)  
 
Ada, Akap1, Alms1, Anln, Aqp11, Arhgap11a, Armcx1, Arpp21, 
Arvcf,Asf1b,Aspm,Atp10a,Aurka,Bahcc1,BC055324,Birc5,Brdt, 
Brip1,Bub1,Bub1b,C79407,Camk4,Capn3,Casc5,Cbx1,Cbx2, 
Ccdc18,Ccdc99,Ccna2,Ccnb1,Ccnb2,Ccne2,Ccnf,Ccr9,Cdc20, 
Cdc25c,Cdc45,Cdca2,Cdca5,Cdca7,Cdk1,Cdkn3,Cenpe,Cenpf, 
Cenpi,Cenpl,Cenpm,Cenpn,Cep55,Chdh,Chek1,Ckap2,Ckap2l, 
Ctdspl,Cux1,Ddah2,Depdc1aDepdc1b,Dhfr,Dleu7,Dnajc6Dntt, 
Dtl,E2f1,E2f7,Ect2,Emilin1,Epb4.1l4b,Ercc6l,Esco2,Espl1,Evpl, 
Ezh2,F13a1,Fam125b,Fam33a,Fam64a,Fam72a,Fbxo5,Fignl1,Fo
xm1,Gas2l3,Gdpd1,Gins1,Gm10270,Gm1060,Gm6985, 
Gpr162,Gpr56,Gtf2ird1,H2afj,H2afx,H3f3b,Hells,Hist1h1a, 
Hist1h1e,Hist1h2aa,Hist1h2ab,Hist1h2af,Hist1h2ai,Hist1h2ak, 
Hist1h2ao,Hist1h3a,Hist2h2ac,Hmgb2,Hmgn2,Igf2bp3,Igsf3, 
Il17rb,Itm2a,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b,Kif20a,Kif22,Kif23,Kif2c, 
Kif4,Kif7,Kifc1,Klhl4,Kpna2,Krt18,Lonrf3,Lxn,Ly6e,Lztfl1,Maoa, 
Mastl,Mex3a,Mki67,Mxd3,Myb,Myh10,Mylpf,Ncapd2,Ncapg, 
Ncapg2,Ncaph,Ndc80,Neil3,Nek2,Nphp1,Nsg1,Nsl1,Nt5dc2, 
Nuf2,Nusap1,Pbk,Pcna,Phlda1Phxr2,Pitpnm2,Plk4,Plxdc2,Ppih,P
pil5,Prickle1,Prodh,Prssl1,Psrc1,Pttg1,Rad51ap1,Rad54b, 
Rag1,Ramp1,Rdh10,Rorc,Rps6kl1,Rrm2,Sgol1,Sgol2,Sh3gl3, 
Shcbp1,Slc16a1,Smo,Sox13,Sox4,Spag5,Spc25,Srd5a1,Stmn1,T
acc3,Tcf19,Tfdp1,Tmem120b,Tnnt1,Top2a,Tpx2,Traip,Troap, 
Tspan6,Tubb2a,Tubb5,Tube1,Tyms,Tyms-ps,Uaca,Ube2c, 
Uhrf1,Vegfa,Wdr35,Wdr67,Whsc1,Zfp704,Zfp820 
 
Nenhum mRNA induzido em linfócitos ativados (NOD diabético) 
 

 
miR-669h-5p 

 
Induzido em linfócitos 

näive (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
45 mRNAs reprimidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade)  
 
1520402A15Rik,4930470G03Rik,4933406B17Rik, 
4933407L21Rik,4933438K21Rik,9630023C09Rik, 
AI256396,Arg2,B3gat1,B930068K11Rik,Cacna1c,Cdh4, 
Cst9,Cux2,Dennd5b,Drd5,Fcer2a,Fcrl5,Gad1,Gm7247, 
Gpr12,Klhl14,Klk1b7-ps,Krt8,Odz1,Olfr365,Olfr904, 
Olfr924,Pard3,Pbx3,Pcdh10,Pcp4,Phactr3,Phxr2,Pla2g2d,Ppl,Prt
g,Slc38a11,Slc46a2,Slc6a4,Snord123,Sorbs2,Stfa1,Tmem139,Ys
k4 
 
Nenhum mRNA induzido em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 
1 mês de idade) 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
miR-712 

Induzido em linfócitos 
näive (NOD pré-

diabético/ 1 mês de 
idade) 

 

 
84 mRNAs reprimidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade)  
 
1300015D01Rik,1520402A15Rik,2010107C10Rik, 
4930470G03Rik,4931400O07Rik,4933406B17Rik, 
4933407L21Rik,4933438K21Rik,9430025M13Rik, 
9630023C09Rik,AI256396,Ank3,Arg2,B3gat1,B3gnt7, 
B930068K11Rik,Cacna1c,Cdh4,Ceacam5,Clec4g,Cst9, 
Cux2,Cxcr7,Dclk1,Dennd5b,Drd5,Fam48a,Fcer2a,Fcrl5, 
Gad1,Gm5753,Gm7247,Gm839,Gnal,Gpr12,Il1f9,Klhl14,   
Klk1b7-ps,Krt8,Ly6d,Mid1,Mmp8,Morc4,Odz1,Olfm4, 
Olfr1469,Olfr33,Olfr365,Olfr784,Olfr904,Olfr924,Pard3, 
Park2,Pbx3,Pcdh10,Pcp4,Pde4dip,Phactr3,Phxr2,Pla2g2d,Pou3f
1,Ppl,Prtg,Psp,Ptpla,Scn3b,Slc22a7,Slc38a11, 
Slc46a2,Slc6a4,Slfn4,Snord123,Sorbs2,Stfa1,Stfa2l1, 
Tmem139,Vmn2r26,Vmn2r81,Vsx2,Ysk4,Zdbf2,Zfp397os,Zmynd
12Zscan4c 
 
Nenhum mRNA induzido em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 
1 mês de idade) 
 

 
miR-24-2* 

Induzido em linfócitos 
näive (NOD pré-

diabético/ 1 mês de 
idade) 

 
95 mRNAs reprimidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade)  
 
1300015D01Rik,1520402A15Rik,2010107C10Rik, 
4930470G03Rik,4931400O07Rik,4933406B17Rik, 
4933407L21Rik,4933438K21Rik,9430025M13Rik, 
9630023C09Rik,AI256396,Ank3,Arg2,B3gat1,B3gnt7, 
B930068K11Rik,Bank1,Cacna1c,Car12,Cdh4,Ceacam5, 
Cldn5,Clec4g,Cst9,Cux2,Cxcr7,Dclk1,Dennd5b,Drd5, 
Fam48a,Fcer2a,Fcrl5,Gad1,Gm5753,Gm7247,Gm839, 
Gnal,Gpr12,Gstm6,Il1f9,Klhl14,Klk1b7-ps,Krt8,Ly6d,Mid1, 
Mmp8,Morc4,Mrgprb2,Nlrp4f,Odz1,Olfm4,Olfr1469,Olfr33,Olfr365
,Olfr516,Olfr784,Olfr904,Olfr924,Pard3,Park2,Pbx3,Pcdh10,Pcp4,
Pde4dip,Phactr3,Phxr2,Pla2g2d,Pou3f1,Ppl,Prtg,Psp,Ptpla,Ptprm,
Rab3c,Scn3b,Siah3,Slc22a7, 
Slc38a11,Slc46a2,Slc6a4,Slfn4,Snord123,Sorbs2,Stfa1, 
Stfa2l1,Tmem139,Vmn1r228,Vmn2r26,Vmn2r81,Vsx2, 
Ysk4,Zdbf2,Zfp397os,Zmynd12,Zscan4c 
 
Nenhum mRNA induzido em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 
1 mês de idade) 
 

mcmv-miR-M23-1-5p 
 

 Induzido em 
linfócitos näive (NOD 
pré-diabético/ 1 mês 

de idade) 
 
 
 

 
173 mRNAs reprimidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade)  
 
1300015D01Rik,1520402A15Rik,2010107C10Rik, 
2900079G21Rik,4921539E11Rik,4930412F15Rik, 
4930470G03Rik,4930548J01Rik,4930556H04Rik, 
4931400O07Rik,4931429I11Rik,4933406B17Rik, 
4933407L21Rik,4933424G06Rik,4933438K21Rik, 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
mcmv-miR-M23-1-5p 

 
 Induzido em 

linfócitos näive (NOD 
pré-diabético/ 1 mês 

de idade) 
 

9430025M13Rik,9630023C09Rik,A130015J22Rik, 
A630033E08Rik,A830018L16Rik,Ace,AI256396,Ank3, 
Ap3b2,Arg2,Arpp21,B130065D12Rik,B3gat1,B3gnt7, 
B930068K11Rik,Bank1,Bmf,C030006F08Rik, 
C530043A13Rik,Cacna1c,Calcr,Car12,Cbln1,Ccdc89, 
Cdh4,Ceacam19,Ceacam5,Cldn5,Clec4g,Clgn,Cnpy1,Cst9Cux2,
Cxcl12,Cxcr7,D930049A15Rik,Dclk1,Dennd5b,Drd5,Efhd1,Enah,
Fam48a,Fcer2a,Fcrl5,Foxp2,Gad1,Gad2, 
Galntl5,Gm12824,Gm4532,Gm5753,Gm7247,Gm839,GnalGp6,G
pr12,Gpr82,Gsdmcl1,Gstm6,H2-Ob,Hoxc4,Il1f9, 
Itgb4,Kcnk2,Kif11,Klhl14,Klk1b7-ps,Krt34,Krt8,Ly6d,Mid1, 
Mmp21,Mmp8,Morc4,Mrgprb2,Mybpc2,Mylk,Nlrp12,Nlrp2,Nlrp4f,
Nos1ap,Ntm,Odz1,Olfm4,Olfr1090,Olfr1115, 
Olfr1161,Olfr1281,Olfr1384,Olfr1459,Olfr1469,Olfr304, 
Olfr33,Olfr365,Olfr516Olfr768,Olfr784,Olfr790,Olfr889, 
Olfr904,Olfr924,Pard3,Park2,Pbx3,PPcdh10,Pcp4,Pde4dipPdgfa,
Phactr3,Phxr2,Pigr,Pitx2,Pkib,Pla2g2d,Pou3f1,Ppl, 
Prtg,Psp,Ptcra,Pth,Ptpla,Ptprm,Rab3c,Retnla,Rpgrip1, 
Scara3,Scn3b,Sel1l3,Sertad4,Sh3bgr,Siah3,Slc22a7, 
Slc38a11,Slc46a2,Slc6a4,Slfn4,Snord123,Sorbs2,Sox19, 
Spata16,Stfa1,Stfa2l1,Syt16,Tmc1,Tmem139,Trim66, 
Tspan2,Usp29,Vmn1r193,Vmn1r228,Vmn2r26,Vmn2r81, 
Vsx2,Ysk4,Zdbf2,Zfp397os,Zmynd12,Zscan4c 
 
 
Nenhum mRNA induzido em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 
1 mês de idade) 
 

 
miR-125a-3p 

Induzido em linfócitos 
näive (NOD pré-

diabético/ 1 mês de 
idade) 

 

 
100 mRNAs reprimidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade)  
 
 
1300015D01Rik,1520402A15Rik,2010107C10Rik, 
4930470G03Rik,4931400O07Rik,4933406B17Rik, 
4933407L21Rik,4933438K21Rik,9430025M13Rik, 
9630023C09Rik,AI256396,Ank3,Arg2,B3gat1,B3gnt7, 
B930068K11Rik,Bank1,Cacna1c,Car12,Cdh4,Ceacam5, 
Cldn5,Clec4g,Cst9,Cux2,Cxcr7,Dclk1,Dennd5b,Drd5, 
Fam48a,Fcer2a,Fcrl5,Gad1,Gm12824,Gm5753,Gm7247, 
Gm839,Gnal,Gpr12,Gstm6,Il1f9,Klhl14,Klk1b7-ps,Krt8, 
Ly6d,Mid1,Mmp8,Morc4,Mrgprb2,Mybpc2,Mylk,Nlrp4f, 
Odz1,Olfm4,Olfr1469,Olfr304,Olfr33,Olfr365,Olfr516, 
Olfr784,Olfr889,Olfr904,Olfr924,Pard3,Park2,Pbx3,Pcdh10Pcp4,P
de4dip,Phactr3,Phxr2,Pla2g2d,Pou3f1,Ppl,Prtg,PspPtpla,Ptprm,R
ab3c,Scn3b,Siah3,Slc22a7,Slc38a11, 
Slc46a2,Slc6a4,Slfn4,Snord123,Sorbs2,Stfa1,Stfa2l1, 
Tmem139,Vmn1r228,Vmn2r26,Vmn2r81,Vsx2,Ysk4,Zdbf2,Zfp397
os,Zmynd12,Zscan4c 
 
 
Nenhum mRNA induzido em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 
1 mês de idade) 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
miR-33 

 
Reprimido em 

linfócitos näive (NOD 
pré-diabético/ 1 mês 

de idade) 
 

 
11 mRNAs reprimidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
Anln,Arpp21,Bahcc1,E2f7,Il17rb,Kif11,Kif2c,Nt5dc2, 
Pitpnm2,Psrc1,Rag1 
 
 
42 mRNAs induzidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade)  
 
9530077C05Rik,Aspm,Brip1,Bub1,Bub1b,Casc5,Ccnb1, 
Ccnb2,Ccne2,Cdc45,Cdca5,Cdk1,Cenpe,Chek1,Ckap2, 
Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,F630043A04Rik,Fam64a,Gas2l3,Hist1h
2ab,Hist1h2af,Igf2bp3,Igsf3,Kif14,Kif18b,Kif20a,Kif4,Mastl,Ncapg,
Ppil5,Rad54b,Sgol2,Shcbp1,Smo,Sox4, 
Spc25,Top2a,Tpx2,Zfp820 
 

 
miR-30a 

 
Reprimido em 

linfócitos näive (NOD 
pré-diabético/ 1 mês 

de idade) 
 

14 mRNAs reprimidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
2610021K21Rik,Anln,Arpp21,Bahcc1,E2f7,Il17rb,Kif11, 
Kif18a,Kif2cMex3a,Nt5dc2,Pitpnm2,Psrc1,Rag1 
 
 
50 mRNAs induzidos em linfócitos näive (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade)  
 
9530077C05Rik,Aspm,Brip1,Bub1,Bub1b,Casc5,Ccna2, 
Ccnb1,Ccnb2,Ccne2,Cdc45,Cdca5,Cdk1,Cenpe,Chek1, 
Ckap2,Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,F630043A04Rik,Fam64a,Gas2l3,
Gins1,Hist1h2ab,Hist1h2af,Igf2bp3,Igsf3,Kif14, 
Kif18b,Kif20a,Kif4,Mastl,Myb,Ncapg,Neil3,Nek2,Ppil5, 
Rad54b,Sgol2,Shcbp1,Smo,Sox4,Spc25,Tacc3,Top2a, 
Tpx2,Tyms,Zfp704,Zfp820 
 

 
let-7f* 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 

Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
1 mRNA induzido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
Nt5dc2 

 
miR-181c 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 
 

 
1 mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
Gad1 
 
19 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
4933438K21Rik,Anln,Bahcc1,Ccne2,Cdca5,Chek1, 
Depdc1a,Dtl,E2f7,Fam64a,Igf2bp3,Kif11,Kif14,Kif4,Ncapg,Nt5dc2
,Rag1,Top2a,Zfp820 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
miR-128 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
15 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
Anln,Bahcc1,Ccne2,Cdca5,Chek1,Dtl,E2f7,Igf2bp3,Kif11, Kif14, 
Kif4,Ncapg,Nt5dc2,Top2a,Zfp820 
 

 
miR-301a 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
68 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
2610021K21Rik,4933438K21Rik,9530077C05Rik,Anln, 
Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Bub1b,Casc5,Ccna2, 
Ccnb1,Ccnb2,Ccne2,Cdc45,Cdca2,Cdca5,Cdk1,Cenpe, 
Chek1,Ckap2,Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7,Espl1, 
F630043A04Rik,Fam64a,Gas2l3,Gins1,Hist1h2ab, 
Hist1h2af,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b, 
Kif20a,Kif2c,Kif4,Mastl,Mex3a,Myb,Ncapg,Ndc80,Neil3, 
Nek2,Nt5dc2,Pitpnm2,Ppil5,Psrc1,Rad54b,Rag1,Sgol2, 
Shcbp1,Smo,Sox4,Spc25,Tacc3,Top2a,Tpx2,Tyms,Zfp704Zfp820 
 

 
miR-494 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
69 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
2610021K21Rik,4933438K21Rik,9530077C05Rik,Anln, 
Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Bub1b,Casc5,Ccna2, 
Ccnb1,Ccnb2,Ccne2,Cdc45,Cdca2,Cdca5,Cdk1,Cenpe, 
Chek1,Ckap2,Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7,Esco2,Espl1,F63004
3A04Rik,Fam64a,Gas2l3,Gins1,Hist1h2ab, 
Hist1h2af,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b, 
Kif20a,Kif2c,Kif4,Mastl,Mex3a,Myb,Ncapg,Ndc80,Neil3, 
Nek2,Nt5dc2,Pitpnm2,Ppil5,Psrc1,Rad54b,Rag1,Sgol2, 
Shcbp1,Smo,Sox4,Spc25,Tacc3,Top2a,Tpx2,Tyms, 
Zfp704,Zfp820 
 

 
miR-200b 

 Induzido em 
timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
1 mRNA induzido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
Nt5dc2 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
miR-363 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
 
37 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Ccnb1,Ccne2, 
Cdc45,Cdca5,Chek1,Ckap2,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7, 
Fam64a,Gas2l3,Hist1h2ab,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif2c,K
if4,Mastl,Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Rag1,Sgol2, 
Shcbp1,Smo,Top2a,Tpx2,Zfp820 
 

 
miR-18a 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
 
35 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Ccne2,Cdc45, 
Cdca5,Chek1Ckap2,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7,Fam64a, 
Gas2l3,Hist1h2ab,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif2c, 
Kif4,Mastl,Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Rag1,Shcbp1,Smo, 
Top2a,Tpx2,Zfp820 
 

 
miR-101b 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
57 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
 
9530077C05Rik,Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1, 
Bub1b,Casc5,Ccnb1,Ccnb2,Ccne2,Cdc45,Cdca5,Cdk1, 
Cenpe,Chek1,Ckap2,Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7, 
F630043A04Rik,Fam64a,Gas2l3,Hist1h2ab,Hist1h2af, 
Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b,Kif20a,Kif2c,Kif4,Ma
stl,Mex3a,Myb,Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Ppil5,Psrc1,Rad54b,Rag1,
Sgol2,Shcbp1,Smo,Sox4,Spc25,Top2a, Tpx2,Zfp704,Zfp820 
 

 
miR-18a* 

 
Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
57 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade) 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
 

miR-18a* 
 

Induzido em timócitos 
(NOD pré-diabético/ 1 

mês de idade) 
 

4933438K21Rik,9530077C05Rik,Anln,Arpp21,Aspm, 
Bahcc1,Brip1,Bub1,Casc5,Ccnb1,Ccnb2,Ccne2,Cdc45, 
Cdca5,Cdk1,Cenpe,Chek1,Ckap2,Ckap2l,Depdc1a,Dntt, 
Dtl,E2f7,F630043A04Rik,Fam64a,Gas2l3,Hist1h2ab, 
Hist1h2af,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b, 
Kif20a,Kif2c,Kif4,Mastl,Mex3a,Myb,Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2Ppil5,P
src1,Rad54b,Rag1,Sgol2,Shcbp1,Smo,Sox4,Spc25Top2a,Tpx2,Z
fp704,Zfp820 
 

 
miR-139-5p 

 
Reprimido em 

timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
68 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
2610021K21Rik,9530077C05Rik,Anln,Arpp21,Aspm, 
Bahcc1,Brip1,Bub1,Bub1b,Casc5,Ccna2,Ccnb1,Ccnb2, 
Ccne2,Cdc45,Cdca2,Cdca5,Cdk1,Cenpe,Chek1,Ckap2, 
Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7,Espl1,F630043A04Rik, 
Fam64a,Gas2l3,Gins1,Hist1h2ab,Hist1h2af,Igf2bp3,Igsf3, 
Il17rb,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b,Kif20a,Kif2c,Kif4,Mastl, 
Mex3a,Myb,Ncapg,Ndc80,Neil3,Nek2,Nt5dc2,Pitpnm2, 
Ppil5,Psrc1,Rad54b,Rag1,Sgol2,Shcbp1,Smo,Sox4, 
Spc25,Tacc3,Top2a,Tpx2,Tyms,Tyms-ps,Zfp704,Zfp820 
 

 
miR-223 

 
Reprimido em 

timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
33 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Ccnb1,Ccne2, 
Cdc45,Cdca5,Chek1,Ckap2,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7, 
Fam64a,Hist1h2ab,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif4, 
Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Rag1,Shcbp1,Smo,Sox4,Top2a, Zfp820 
 

 
miR-29a* 

 
Reprimido em 

timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
46 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
9530077C05Rik,Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1, 
Casc5,Ccnb1,Ccne2,Cdc45,Cdca5,Cdk1,Chek1,Ckap2, 
Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7,Fam64a,Gas2l3,Hist1h2ab,Igf2bp3,Igsf3,Il
17rb,Kif11,Kif14,Kif18b,Kif20a,Kif2c,Kif4,Mastl, 
Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Ppil5,Rad54b,Rag1,Sgol2,Shcbp1,Smo,S
ox4,Spc25,Top2a,Tpx2,Zfp820 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
miR-101a 

Reprimido em 
timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 
 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
 
86 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
2610021K21Rik,4933438K21Rik,5730528L13Rik, 
9530077C05Rik,Anln,Armcx1,Arpp21,Aspm,Aurka,Bahcc1,Birc5,
Brip1,Bub1,Bub1b,Casc5,Ccna2,Ccnb1,Ccnb2, 
Ccne2,Cdc45,Cdca2,Cdca5,Cdk1,Cenpe,Cenpf,Chek1, 
Ckap2,Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7,Emilin1,Esco2,Espl1,F6300
43A04Rik,Fam64a,Gas2l3,Gins1,Hist1h2ab, 
Hist1h2af,Hist1h2ai,Hist1h2ak,Hist1h2ao,Hist2h2ac, 
Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b,Kif20a,Kif2c,Kif4,Ma
stl,Mex3a,Myb,Ncapg,Ndc80,Neil3,Nek2,Nt5dc2, 
Pbk,Pitpnm2,Ppil5,Psrc1,Rad51ap1,Rad54b,Rag1,Rrm2, 
Sgol1,Sgol2,Shcbp1,Smo,Sox4,Spc25,Stmn1,Tacc3, 
Top2a,Tpx2,Tyms,Tyms-ps,Vegfa,Zfp704,Zfp820 
 
 

 
miR-29b* 

 
Reprimido em 

timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
 
33 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Ccnb1,Ccne2, 
Cdc45,Cdca5,Chek1,Ckap2,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7, 
Fam64a,Hist1h2ab,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif4, 
Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Rag1,Shcbp1,Smo,Sox4,Top2a, Zfp820 
 
 
 

 
miR-146a 

 
Reprimido em 

timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
 
37 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Ccnb1,Ccne2, 
Cdc45,Cdca5,Chek1,Ckap2,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7, 
Fam64a,Gas2l3,Hist1h2ab,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif2c,K
if4,Mastl,Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Rag1,Shcbp1, 
Smo,Sox4,Top2a,Tpx2,Zfp820 
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MicroRNA 

 
mRNAs Alvos 

 
miR-150 

 
Reprimido em 

timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
35 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1,Ccnb1,Ccne2, 
Cdc45,Cdca5,Chek1,Ckap2,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7, 
Fam64a,Hist1h2ab,Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif2c, 
Kif4,Mastl,Ncapg,Nt5dc2,Pitpnm2,Rag1,Shcbp1,Smo, 
Top2a,Tpx2,Zfp820 
 

 
miR-342-3p 

 
Reprimido em 

timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
 
22 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Ccne2,Cdca5,Chek1,Depdc1a,Dntt,Dt
l,E2f7,Fam64a,Igf2bp3,Kif11,Kif14,Kif4,Ncapg, 
Nt5dc2,Rag1,Smo,Top2a,Zfp820 
 
 

 
miR-30b*  

Reprimido em 
timócitos (NOD pré-
diabético/ 1 mês de 

idade) 
 

 
Nenhum mRNA reprimido em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 
mês de idade) 
 
59 mRNAs induzidos em timócitos (NOD pré-diabético/ 1 mês de 
idade)  
 
9530077C05Rik,Anln,Arpp21,Aspm,Bahcc1,Brip1,Bub1, 
Bub1b,Casc5,Ccnb1,Ccnb2,Ccne2,Cdc45,Cdca5,Cdk1, 
Cenpe,Chek1,Ckap2,Ckap2l,Depdc1a,Dntt,Dtl,E2f7, 
F630043A04Rik,Fam64a,Gas2l3,Hist1h2ab,Hist1h2af, 
Igf2bp3,Igsf3,Il17rb,Kif11,Kif14,Kif18a,Kif18b,Kif20a,Kif2c,Kif4,Ma
stl,Mex3a,Myb,Ncapg,Neil3,Nt5dc2,Pitpnm2,Ppil5,Psrc1,Rad54b,
Rag1,Sgol2,Shcbp1,Smo,Sox4,Spc25, 
Top2a,Tpx2,Tyms,Zfp704,Zfp820 
 
 

 

 

 



Resultados 

99 

Seguindo o conceito do mecanismo de ação de um microRNA no qual ele é 

capaz de controlar negativamente um determinado mRNA alvo inibindo sua 

tradução em proteína ou até mesmo sua propiciando sua degradação, procurou-

se analisar cada um dos casos em que os microRNAs selecionados (tabela III), 

estivessem com perfil de indução em determinada amostra e consequentemente, 

seus mRNAs alvos estivessem com um perfil de repressão. O mesmo foi 

considerado para os microRNAs reprimidos e mRNAs alvos induzidos. Isto seria 

indicativo de que estando o microRNA pouco expresso, sua probabilidade de 

interação com seu mRNA alvo seria menor e esse último apresentaria um perfil  

de indução.  

Todos os microRNAs estudados nesse trabalho, demonstraram esse perfil 

de expressão antagônico (microRNA induzido e mRNA alvo reprimido, e vice-

versa) comparando timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos.  

Sendo assim, surgiu o interesse em classificar tais mRNAs alvos que 

estariam sob o controle de determinados microRNAs de acordo com os processos 

biológicos ao qual estão associados.  

Como o software GeneSpring não permite a análise de Gene Ontology de 

microRNAs, os mRNAs alvos dos microRNAs aqui estudados foram identificados 

de acordo com os processos biológicos por análise comparativa entre os dados 

encontrados para a GO dos mRNAs diferencialmente expressos e os resultados 

das redes de interações microRNAs-mRNAs.  

Procurou-se analisar, principalmente, os processos biológicos relacionados 

ao sistema imune, a diferenciação e ativação celular e de linfócitos T e a 

apoptose, bem como a outros processos relacionados a resposta imune. Com 

exceção dos microRNAs let-7f* e miR-200b, todos os demais microRNAs 

apresentaram mRNAs alvos para os processos associados ao presente estudo. 

Os resultados dessa classificação podem ser conferidos observando as figuras 29 

a 53. 
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Figura 29. Processos biológicos associados a interação do miR-7a* que fora induzido em 
linfócitos ativados (isolados de camundongos NOD diabéticos) com seus respectivos mRNAs 
alvos que se apresentaram reprimidos. 

 

 

 

Figura 30. Processos biológicos associados a interação do miR-669-5p que fora induzido em 
linfócitos näives (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 
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Figura 31. Processos biológicos associados a interação do miR-712 que fora induzido em 
linfócitos näives (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 

 

 

Figura 32. Processos biológicos associados a interação do miR-24-2* que fora induzido em 
linfócitos näives (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 
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Figura 33. Processos biológicos associados a interação do mcmv-miR-M23-1-5p que fora induzido  
em linfócitos näives (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com 
seus respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 

 
 

 

Figura 34. Processos biológicos associados a interação do miR-125a-3p que fora induzido em 
linfócitos näives (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 
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Figura 35. Processos biológicos associados a interação do miR-33 que fora reprimido em 
linfócitos näives (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos. 

 

 

 

Figura 36. Processos biológicos associados a interação do miR-30a que fora reprimido em 
linfócitos näives (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos.  
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Figura 37. Processos biológicos associados a interação do miR-181c que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 

 
 
 
 

 

Figura 38. Processos biológicos associados a interação do miR-128 que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 
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Figura 39. Processos biológicos associados a interação do miR-301a que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 

 
 
 
 

 

Figura 40. Processos biológicos associados a interação do miR-494 que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 
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Figura 41. Processos biológicos associados a interação do miR-363 que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 

 

 

Figura 42. Processos biológicos associados a interação do miR-18a que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 
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Figura 43. Processos biológicos associados a interação do miR-101b que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 

 

 

 

Figura 44. Processos biológicos associados a interação do miR-18a* que fora induzido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram reprimidos. 
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Figura 45. Processos biológicos associados a interação do miR-139-5p que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos. 

 
 

 

Figura 46. Processos biológicos associados a interação do miR-223 que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos. 
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Figura 47. Processos biológicos associados a interação do miR-29a* que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos. 

 
 

 

Figura 48. Processos biológicos associados a interação do miR-101a que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabético com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos.  
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Figura 49. Processos biológicos associados a interação do miR-29b* que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabético com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos.  

 

 

 

Figura 50. Processos biológicos associados a interação do miR-146a que fora reprimido em 
timócitos (NOD pré-diabético com 1 mês de idade) com seus respectivos mRNAs alvos que se 
apresentaram induzidos. 
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Figura 51. Processos biológicos associados a interação do miR-150 que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabético com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos.  

 

 

 

 

Figura 52. Processos biológicos associados a interação do miR-342-3p que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos. 
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Figura 53. Processos biológicos associados a interação do miR-30b que fora reprimido em 
timócitos (isolados de camundongos NOD pré-diabético com 1 mês de idade) com seus 
respectivos mRNAs alvos que se apresentaram induzidos. 

 

Para reforçar os dados obtidos nas redes de interações microRNAs-

mRNAs, fizemos uso dos bancos de dados mirBase (http://www.mirbase.org/) e 

microRNA.org (http://www.microrna.org) para descrever interações encontradas 

no estudo e já conhecidas, e apresentar interações ainda não descritas. A tabela 

V traz o resultado dessas interações de 18 mRNAs alvos que apareceram com 

mais frequência nos processos biológicos avaliados anteriormente (Figuras 29 a 

53) e que serão abordados na discussão. Para as interações conhecidas 

apresentamos um valor para a energia de ligação (mirSVR score) de acordo com 

o banco de dados microRNA.org.  
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Tabela V. Principais mRNAs alvos envolvidos nos processos biológicos relacionados ao sistema 
imune e suas interações com os microRNAs. 

 
mRNA alvo 

 
Interações microRNAs-

mRNAs encontradas mas já 
conhecidas  

 

 
Interações microRNAs-mRNAs 

descritas neste trabalho 

 microRNA mirSVR score  

 
Rag1 

 
miR-33 
miR-150 

 
- 0,1971 
- 0,7296 

miR-7a*, miR-18a, miR-18a*,  
miR-29a*, miR-29b*, miR-30a,  
miR-30b*, miR-101a, miR-101b, 
miR-139-5p, miR-146a, miR-181c, 
miR-223, miR-301a, miR-342-3p, 
miR-363, miR-494 
    

 

Sox4 

 

 

 miR-7a*, miR-18a*, miR-29a*,  
miR-29b*, miR-30a, miR-30b*,  
miR-33, miR-101a, miR-101b,  
miR-139-5p, miR-146a, miR-223, 
miR-301a, miR-494 
 

 

Smo 

 

miR-18a 

 

- 0,7695 

miR-7a*, miR-18a*, miR-29a*,  
miR-29b*, miR-30a, miR-30b*,  
miR-33, miR-101a, miR-101b,  
miR-139-5p, miR-146a, miR-150, 
miR-223, miR-301a, miR-342-3p, 
miR-363, miR-494 
 

 

Ckap2 

  miR-7a*, miR-18a, miR-18a*,  
miR-29a*, miR-29b*, miR-30a,  
miR-30b*, miR-33, miR-101a,  
miR-101b, miR-139-5p, miR-146a, 
miR-150, miR-223, miR-301a,  
miR-363, miR-494 
 

 

Bub1 

  miR-7a*, miR-18a, miR-18a*,  
miR-29a*, miR-29b*, miR-30a,  
miR-30b*, miR-33, miR-101a,  
miR-101b, miR-139-5p, miR-146a, 
miR-150, miR-223, miR-301a,  
miR-363, miR-494 
 

 

Ccnb1 

 

miR-30a 

 

 

- 0,2419 

 

miR-7a*, miR-18a*, miR-29a*,  
miR-29b*, miR-30b*, miR-33,  
miR-101a, miR-101b, miR-139-5p, 
miR-146a, miR-150, miR-223,  
miR-301a, miR-363, miR-494 
 

 

Tpx2 

 

miR-18a 

 

- 0,2136 

miR-7a*, miR-18a*, miR-29a*,  
miR-30a, miR-30b*, miR-33,  
miR-101a, miR-101b, miR-139-5p, 
miR-146a, miR-150, miR-301a, 
miR-363, miR-494 
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mRNA alvo 

 
Interações microRNAs-

mRNAs encontradas mas já 
conhecidas  

 

 
Interações microRNAs-mRNAs 

descritas neste trabalho 

 microRNA mirSVR score  

 

E2f7 

 

miR-181c 

miR-301a 

 

- 0,6625 

- 0,1122 

miR-7a*, miR-18a, miR-18a*,  
miR-29a*, miR-29b*, miR-30a,  
miR-30b*, miR-33, miR-101a,  
miR-101b, miR-128, miR-139-5p, 
miR-146a, miR-150, miR-223,  
miR-342-3p, miR-363, miR-494 
 

 

Ly6d 

  miR-24-2*, miR-125a-3p,  
miR-712, mcmv-miR-M23-1-5p 
 

 

Cdk1 

 

miR-30a 

 

 

- 0,1668 

 

miR-7a*, miR-18a*, miR-29a*,  
miR-30b*, miR-33, miR-101a,  
miR-101b, miR-139-5p, miR-301a, 
miR-494 
 

 

Aspm 

  miR-7a*, miR-18a, miR-18a*,  
miR-29a*, miR-29b*, miR-30a,  
miR-30b*, miR-33, miR-101a,  
miR-101b, miR-139-5p, miR-146a, 
miR-150, miR-223, miR-301a,  
miR-342-3p, miR-363, miR-494 
 

 

Bub1b 

  miR-7a*, miR-30a, miR-30b*,  
miR-33, miR-101a, miR-101b,  
miR-139-5p, miR-301a, miR-494 
 

 

Krt8 

  miR-24-2*, miR-125a-3p,  
miR-669h-5p, miR-712,  
mcmv-miR-M23-1-5p 
 

Chek1 miR-18a 

miR-101a 

miR-101b 

miR-128 

miR-146a  

miR-223 

- 0,3024 

- 0,1306 

- 0,1321 

- 0,2889 

- 0,5732 

- 0,2700 

miR-7a*, miR-18a*, miR-29a*,  
miR-29b*, miR-30a, miR-30b*,  
miR-33, miR-139-5p, miR-150,  
miR-181c, miR-301a, miR-342-3p, 
miR-363, miR-494 

 

Ccnb2 

  miR-7a*, miR-18a*, miR-30a,  
miR-30b*, miR-33, miR-101a,  
miR-101b, miR-139-5p, miR-301a, 
miR-494 
 



Resultados 

115 

 
mRNA alvo 

 
Interações microRNAs-

mRNAs encontradas mas já 
conhecidas  

 

 
Interações microRNAs-mRNAs 

descritas neste trabalho 

 microRNA mirSVR score  

 

Fcer2a 

  miR-24-2*, miR-125a-3p,  
miR-669h-5p, miR-712,  
mcmv-miR-M23-1-5p 
 

 

Tacc3 

  miR-7a*, miR-30a, miR-101a,  
miR-139-5p, miR-301a, miR-494 
 

 

Top2a 

 

miR-33 

 

- 1,3499 

miR-7a*, miR-18a, miR-18a*,  
miR-29a*, miR-29b*, miR-30a,  
miR-30b*, miR-101a, miR-101b, 
miR-128, miR-139-5p, miR-146a, 
miR-150, miR-181c, miR-223,  
miR-301a, miR-342-3p, miR-363, 
miR-494 
 

 

6.8 Análise da expressão gênica por PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

Os dados de microarrays foram confirmados por qPCR de cinco mRNAs 

que se apresentaram diferencialmente expressos entre timócitos e linfócitos CD3+ 

periféricos que são: Fasl, Tlr3, Tlr4, Foxp3 e Themis. Tais mRNAs estão 

associados a indução de apoptose por sinais extracelulares (Fasl), estão 

envolvidos na resposta inflamatória (Tlr3 e Tlr4), na diferenciação celular de 

células T regulatórias (Tregs) e na regulação positiva da indução de tolerância 

das células T (Foxp3) e na diferenciação de células T em CD4 e CD8 (Themis). 

O tipo de modulação (induzido ou reprimido) obtidos por qPCR foram 

comparáveis aos dados encontrados com a técnica de microarrays. Os resultados 

mostrados na figura 54 indicam que os genes Fasl, Tlr3 e Tlr4 estão reprimidos 

nos timócitos de animais pré-diabéticos. Já o gene Foxp3 está induzido nos 

linfócitos de animais diabéticos (linfócitos ativados) enquanto que o gene Themis 

está induzido em timócitos de animais pré-diabéticos. 
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Figura 54. Confirmação dos dados de microarrays por PCR quantitativa em tempo real para 
mRNAs diferencialmente expressos entre timócitos e linfócitos CD3+ periféricos.  
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7. DISCUSSÃO 

 

7.1 Avaliação da insulite em camundongos NOD 

O diabetes tipo 1 (DM-1) é uma doença autoimune de origem multigênica 

com alterações metabólicas sistêmicas causadas pelo acúmulo de glicose no 

sangue. É decorrente do comprometimento da produção de insulina resultante da 

destruição das células β pancreáticas causada por efetores pró-inflamatórios e 

pró-apoptóticos da imunidade inata e da adaptativa (MOORE et al., 2010a). Esse 

é um processo progressivo que pode durar em torno de 20 semanas em 

camundongos NOD e muitos anos em humanos (REGNAULT et al., 2009).  

Durante a fase inicial em que as células β pancreáticas são destruídas 

ocorrem lesões conhecidas como insulite envolvendo células dendríticas, 

macrófagos, células T CD4+ e CD8+ e células B, seguida pela fase diabética 

propriamente dita, com a progressiva e seletiva destruição das células β. Dentre 

as agressões autoimunes nas células β, os linfócitos CD4+ autorreativos 

representam um importante fator (CÔRTE-REAL et al., 2009; LEHUEN et al., 

2010). 

Como em humanos, o progresso da doença em camundongos NOD é 

definido em pelo menos dois estágios. No primeiro deles, a infiltração das ilhotas 

do pâncreas pelas células T autorreativas começa entre 4 e 8 semanas de idade 

e torna-se progressivamente mais extensa. No segundo estágio, tipicamente entre 

12 a 20 semanas de idade, eventos desconhecidos provocam insulite que 

progride para a destruição das células βpancreáticas (Figura 6) (KODAMA et al., 

2008).   

Visando acompanhar o avanço da infiltração dos linfócitos T junto às 

células β do pâncreas e a consequente destruição dessas pela insulite, realizou-

se nesse trabalho uma análise histológica para a observação do processo ao 

longo do tempo e concomitante aparecimento do diabetes em camundongos 

NOD.  

Para o estudo, foram removidos pâncreas de camundongos NOD pré-

diabéticos a partir de 1 mês de idade e em outras 7 idades subsequentes, 

inclusive de animais diabéticos.   
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Observou-se que os camundongos com 1 mês de idade apresentaram 

pouco infiltrado inflamatório em torno das células β as quais estavam envolvidas 

por ácinos exócrinos mistos normais (ilhotas de Langerhans) (Figura 16A).  

Tal fato nos fez considerar que os linfócitos T periféricos dos camundongos 

NOD com 1 mês de idade fossem ainda considerados como naive, uma vez que 

encontram-se na fase de recrutamento e/ou ainda no início da ativação.  

Aos três meses de idade, verificou-se aumento da presença de linfócitos 

nos limites externos das ilhotas de Langerhans (Figura 16B), passando-se para 

invasão mais intensa nos meses subsequentes, principalmente aos 4,5, aos 6 e 

aos 8 meses (Figuras 16C-G). Os camundongos com diabetes comprovada 

apresentaram ausência de ilhotas de Langerhans no pâncreas (Figura 16H).  

Por tudo isso, nossos resultados quanto a avaliação da insulite em 

camundongos NOD corroboram com o estudo de KODAMA e colaboradores 

(2008), que demonstraram ao longo de 20 semanas todo o infiltrado linfocitário 

durante a insulite ao longo do desenvolvimento do diabetes tipo 1. 

 

7.2 Emergência de diabetes mellitus (DM-1) em camundongos NOD  

A incidência do diabetes espontâneo em NOD é de 60% a 80% em fêmeas 

e de 20% a 30% em machos. A incidência da doença aumenta quando os 

camundongos são mantidos em ambiente livre de patógenos e decresce 

dramaticamente em condições normais (não estéreis) de manutenção (SINGH & 

RABINOVITCH, 1993; BOWMAN et al., 1994). O início do diabetes ocorre entre 

12 a 14 semanas de idade em fêmeas e um pouco depois em machos. Estudos 

histológicos mostram que os infiltrados celulares são notados nas ilhotas após 4 

semanas de idade quando os animais começam a demonstrar a peri-insulite 

(ANDERSON & BLUESTONE, 2005; KODAMA et al., 2008). 

Durante o andamento deste trabalho adequou-se a manutenção dos 

camundongos NOD em condições SPF (specific patogen free) em nosso próprio 

laboratório, utilizando mini-isoladores estéreis, o que possibilitou o 

desenvolvimento do diabetes tipo 1 (DM-1) entre os camundongos provenientes 

do biotério da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB UNICAMP). 

Foram adquiridos camundongos fêmeas NOD com 1 mês de idade (pré-

diabéticos), dentre os quais algumas foram imediatamente utilizadas para a 

obtenção de timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos, enquanto que as demais 
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fêmeas foram monitoradas a partir dos 4 meses em relação a glicemia para a 

obtenção de animais diabéticos. Ao longo de 8 meses, 21 animais se tornaram 

diabéticos (Figura 17) e foram utilizados para a obtenção de linfócitos T CD3+ 

periféricos.  

Nossos resultados, assim como os da literatura, confirmam a grande 

incidência do diabetes tipo 1 em fêmeas de camundongos NOD quando mantidas 

em condições SPF. Ao longo de 8 meses, todas as fêmeas que foram 

acompanhadas e monitoradas acabaram por desenvolver a doença.  

 

7.3 Avaliação das populações celulares por citometria de fluxo 

Procurando avaliar o grau de pureza das células por separação de 

timócitos através de membrana de nylon e isolamento dos linfócitos T CD3+ 

periféricos provenientes do baço por meio de esferas magnéticas, foram 

realizados ensaios com o uso de anticorpos anti-CD3 marcados com ficoeritrina 

através da citometria de fluxo.  

A análise das populações de células T oriundas do timo e do baço de 

camundongos NOD por citometria de fluxo, mostra a eficiência dos métodos 

utilizados na obtenção de populações puras. Para os timócitos a pureza detectada 

foi de 93% de células (Figura 18A) enquanto que para os linfócitos T CD3+ foi de 

aproximadamente 87% (Figura 18B).  

Em relação a população de linfócitos T CD3+ obtida por isolamento com 

esferas magnéticas e provenientes de baço de camundongos NOD pré-diabéticos 

e diabéticos, procurou-se ainda caracterizá-los em linfócitos T CD4 ou CD8. Tal 

interesse se deve, principalmente, ao fato de que vários mecanismos podem 

contribuir para a destruição das células β do pâncreas incluindo reações 

mediadas por linfócitos T CD4+ autorreativos. 

Em camundongos NOD, o gene Prss16, que corresponde a um importante 

elemento que atua na seleção positiva, codifica uma serino-protease específica 

do timo (Tssp) que regula o desenvolvimento do DM-1 por meio da seleção do 

repertório de células T CD4+ autorreativos (VIRET et al., 2011).  

O gene Prss16, em particular, despertou nosso interesse em um estudo 

paralelo com camundongos C57BL/6 Prss16-knockout (KO) no qual, utilizamos o 

perfil de expressão do gene Prss16 (reprimido em KO) para identificar genes 

adicionais com o mesmo perfil de expressão e que fossem também codificadores 
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de peptidases. Nossos resultados sugeriram novos genes candidatos envolvidos 

na geração de autopeptídeos no timo o que é importante para o processo de 

seleção positiva (FORNARI et al., 2011a). 

A importância das células T na patogênese do diabetes está bem 

estabelecida. Estudos utilizando anticorpos contra CD3 indicaram que o diabetes 

tipo 1 em camundongos NOD é uma doença mediada por células T (HAYWARD & 

SHREIBER, 1989).  

Em camundongos NOD, tanto os linfócitos CD4 quanto os CD8 

desempenham um papel no desenvolvimento da doença. De fato, o diabetes não 

ocorre na ausência de células CD4 (SHIZURU et al., 1988; WONG et al., 1998) e 

nem em camundongos que são deficiente em células CD8 ou em β-2 

microglobulina (KATZ et al., 1993; SERREZE et al., 1994; SUMIDA et al., 1994; 

WICKER et al., 1994; WANG et al., 1996). Um estudo recente mostrou que o 

desenvolvimento de células de memória T CD8+ autorregulatórias é dependente 

de células T CD4+ (SHAMELI et al., 2011). 

Estudos recentes tem revelado o envolvimento da interleucina 2 (IL2) como 

um regulador importante da sobrevivência e da função supressora de nTreg. 

Defeitos quanto ao número e a função de células T CD4+ imunorregulatórias 

(nTregs) desempenham um papel fundamental na quebra de tolerância 

imunológica em camundongos NOD e em humanos com susceptibilidade  

genética para o DM-1 (CHENTOUFI et al., 2011). 

A avaliação das populações de linfócitos T CD3+ periféricos evidenciou, 

nos nossos resultados, a predominância de linfócitos CD4 tanto em camundongos 

NOD pré-diabéticos quanto nos animais diabéticos (Figura 19) sugerindo que o 

desbalanço entre o número de células T CD4 e CD8 estaria associado a quebra 

de tolerância e consequentemente ao desenvolvimento da DM-1 nesses animais.   

     

7.4 Análise dos mRNAs diferencialmente expressos 

Um grande progresso tem ocorrido nos últimos anos envolvendo a técnica 

microarrays para a análise de expressão gênica em grande escala. 

A tecnologia dos microarrays mostrou ser uma ferramenta poderosa e muito 

difundida nos estudos de expressão gênica com aplicações no estudo de vários 

organismos tanto em situações normais como patológicas (WHITNEY & BECKER, 

2001).  Além disso, tal tecnologia permite a análise da expressão de centenas ou 
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mesmo de milhares de genes simultaneamente e fornece assinaturas moleculares 

das atividades celulares nos estudos de doenças multigênicas como é o caso das 

doenças autoimunes (FATHMAN et al., 2005) .  

Pelo conhecimento do perfil de expressão gênica, é possível responder 

importantes questões, tais como, quantos genes e quais suas intensidades de 

expressão estão envolvidos num determinado processo biológico. Além disso, 

reflete o perfil transcricional de milhares de genes em resposta a um estímulo 

farmacológico, a uma resposta imune, entre outros (KURELLA et al., 2001). 

Os dados de mRNAs diferencialmente expressos aqui apresentados, foram 

utilizados com o intuito de identificar, por meio de redes de interações 

microRNAs-mRNAs, as prováveis modificações ocorridas na expressão gênica e 

no controle pós-transcricional, exercido pelos microRNAs, ao longo do processo 

de diferenciação dos linfócitos T de camundongos NOD durante o 

desenvolvimento do DM-1.  

No estudo atual, os perfis dos linfócitos T periféricos em diferentes fases do 

desenvolvimento foram comparados com o perfil dos timócitos e após as análises 

já mencionadas, foram identificados 2.771 mRNAs (Figura 22).  

Esses mRNAs foram analisados segundo a Gene Ontology (GO) dos 

processos biológicos nos quais estão envolvidos (Tabela II).  

A modulação do perfil transcricional de genes envolvidos em processos 

imunológicos durante a maturação dos timócitos em linfócitos T periféricos no 

DM-1, nos levou a realizar um estudo com o objetivo de avaliar as possíveis 

alterações ocorridas ao longo desse processo (FORNARI et al., 2011b). 

Nesse estudo, relatamos que o surgimento do DM-1 segue o padrão da 

atividade transcricional dessas células, envolvendo genes associados à seleção 

negativa de timócitos, maturação de células T, diferenciação e autorreatividade.  

A figura 22 (grupos 1 a 4) e a tabela II mostram o padrão da expressão 

gênica observado em timócitos e linfócitos T CD3+ periféricos de animais pré-

diabéticos com 1 mês de idade caracterizando o que acontece no primeiro estágio 

da doença. É possível notar repressão de genes envolvidos com a ativação do 

sistema imune e da resposta adaptativa, com a ativação celular, com a cascata 

NF-Kappa β, com os processos de resposta imune e efetora, com a resposta 

inflamatória, com a ativação linfocitária, com a regulação da produção de 

interferon-gama, com a apoptose, com a comunicação celular e com a transdução 
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de sinal. Em conjunto, esses processos biológicos são necessários para o 

desenvolvimento da diferenciação e autorreatividade dos linfócitos. 

Durante a sua permanência dentro do timo, os timócitos ativam um 

mecanismo complexo de desenvolvimento devido a proximidade com o estroma 

tímico. As células epiteliais tímicas medulares (mTECs), que formam o 

compartimento do estroma medular, apresentam antígenos tecidos periféricos 

(PTAs) para os timócitos para eliminar clones autorreativos induzindo apoptose 

(seleção negativa), levando a indução de tolerância (KYEWSKI & DERBINSKI, 

2004; MAGALHÃES et al., 2006).  

Uma falha na expressão de genes específicos de PTAs no estroma tímico está 

fortemente associada com a autoimunidade agressiva como observado recentemente 

na artrite induzida por colágeno em camundongos DBA-1/J (DONATE et al., 2011) e 

durante o desenvolvimento de DM1 em camundongos NOD (FORNARI et al., 2010). 

Os camundongos NZB apresentam arquitetura tímica defectiva comparável ao do 

NOD, além da expressão deficiente de Aire, queratina e outros genes de PTAs 

(FLETCHER et al., 2009). Tudo isso pode facilitar a sobrevivência de clones de 

timócitos autorreativos que, uma vez que na periferia medeiam o ataque autoimune 

das estruturas alvo, como por exemplo, as células β pancreáticas. 

Nosso trabalho (FORNARI et al., 2010) contribuiu com o estudo das 

anormalidades moleculares no estroma tímico em doenças autoimunes como foi 

revisado por FLETCHER e colaboradores (2011), na qual incluíram nossos 

resultados ao mencionarem que os camundongos NOD apresentam redução na 

expressão do gene Aire e de PTAs no estroma timico.  

Precisávamos estudar agora outro aspecto importante da regulação da 

expressão gênica que é a participação dos microRNAs (miRNAs). Para entender 

melhor o controle da atividade transcricional dos timócitos especificamente 

associados com a indução de tolerância e com a seleção negativa no timo ou com 

a citotoxicidade e a resposta inflamatória em linfócitos T periféricos, nós 

propusemos novos experimentos para avaliar a participação dos microRNAs, que 

uma vez desregulados, podem estar associados ao surgimento do DM-1. 

Nesse trabalho, identificamos os perfis de expressão e as redes de 

interação entre um conjunto de microRNAs e seus respectivos mRNAs alvos nos 

timócitos e nos linfócitos T CD3+  periféricos durante o desenvolvimento do DM-1 

em camundongos NOD.  
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7.5 Reação de polimerização em cadeia em tempo real (qPCR) 

Os timócitos de animais pré-diabeticos de 1 mês de idade apresentaram 

genes (mRNAs) com baixa expressão (reprimidos) associados a vários processos 

biológicos que tiveram sua expressão gradualmente aumentada (induzidos) em 

linfócitos T CD3+ periféricos de animais pré-diabéticos (1 mês e 7 meses de idade) e 

de animais diabéticos (mais do que 7 meses de idade) (Figura 22 e Tabela II).  

Dentre esses processos biológicos e seus respectivos genes, 

selecionamos 5 deles para a confirmação dos dados de microarrays por qPCR e 

para a discussão, devido a associação desses com a autoimunidade. Os genes 

selecionados que apresentaram mRNAs diferencialmente expressos entre 

timócitos e linfócitos CD3+ periféricos foram: Fasl, Tlr3, Tlr4, Foxp3 e Themis 

(Figura 54). Tais mRNAs estão associados a indução de apoptose por sinais 

extracelulares (Fasl), estão envolvidos na resposta inflamatória (Tlr3 e Tlr4), na 

diferenciação celular de células T regulatórias (Tregs) e na regulação positiva da 

indução de tolerância das células T (Foxp3) e na diferenciação de células T em 

CD4 e CD8 (Themis). 

O processo de apoptose inclui genes como Fas ligante (Fasl), fator 

associado ao receptor de TNF (Traf1 e Traf5), proteína 2 interagindo com Traf3 

(Traf3ip2) e fator de necrose tumoral membro 8 da superfamília (ligante) (Tnfsf8 

ou TRAIL). Como a apoptose é o estágio final da seleção negativa de timócitos no 

timo (HOLLÄNDER, 2007), a baixa regulação desses genes pode favorecer a 

sobrevivência de clones de timócitos autorreativos, incluindo aqueles que 

reconhecem os autoantígenos das células β pancreáticas. 

Os receptores tipo Toll (TLRs) são moléculas essenciais para o sistema 

imune inato, pois estimulam numerosas vias inflamatórias e harmonizam a defesa 

sistêmica contra uma vasta gama de patógenos. Além disso, os TLRs, incluindo 

Tlr3 e Tlr4, parecem reconhecer proteínas próprias e ácidos nucléicos endógenos. 

Muitos estudos tem mostrado que um estímulo inapropriado das vias TLRs por 

ligantes endógenos ou exógenos, em modelos animais ou em humanos, tem 

levado a indução e/ou prolongamento da resposta autoimune e da injúria do 

tecido (TAKEUCHI & AKIRA, 2010; ABDELSADIK & TRAD, 2011). Em nossos 

resultados, constatamos uma maior expressão dos mRNAs de Tlr3 e Tlr4 em 

animais diabéticos em relação a expressão dos mesmos em timócitos, o que 

estaria contribuindo para a resposta inflamatória. 
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O processo de indução de tolerância caracterizou-se pelo gene Foxp3, que 

se encontra reprimido em timócitos de animais pré-diabéticos com 1 mês de 

idade. Esse gene está envolvido na indução de tolerância através de células T 

CD4+ CD25+ regulatórias (Tregs) (FONTENOT et al., 2003; HORI et al., 2003; 

BUCKNER, 2010), um processo que, diretamente, ativa qualquer uma das etapas 

necessárias para a tolerância, um estado fisiológico em que o sistema 

imunológico não reage destrutivamente contra o próprio. Assim, a sua 

desregulação poderia prejudicar a supressão da autoimunidade agressiva 

mediada pelas células T regulatórias, favorecendo a sobrevivência dos timócitos 

autorreativos no timo. 

Finalmente, encontramos o gene Themis, um gene associado a seleção de 

timócitos que é expresso no timo e em menor grau no baço, sendo não detectável 

em tecidos não linfóides. Este gene é altamente expresso em timócitos entre o pré-

receptor de antígenos de células T (pré-TCR) e os checkpoints da seleção positiva 

sendo pouco expresso nas células T maduras (no nível de proteína) (FU et al., 2009).  

O gene Themis é um componente crítico no desenvolvimento de células T, 

pois estaria sustentando e/ou integrando sinais necessários para o 

comprometimento e maturação da linhagem adequada bem como no 

desenvolvimento de timócitos CD4SP e CD8SP (LESOURNE et al., 2009). 

Em nossos resultados constatamos uma alta expressão dos mRNAs do 

gene Themis em timócitos atingindo um menor valor nos linfócitos T CD3+ 

periféricos de animais diabéticos.  

 

7.6 Análise dos microRNAs diferencialmente expressos 

Os microRNAs diferencialmente expressos aqui apresentados, foram 

utilizados com o intuito de identificar, por meio de redes de interações 

microRNAs-mRNAs, as prováveis modificações ocorridas na expressão gênica e 

no controle pós-transcricional, exercido pelos microRNAs, ao longo do processo 

de diferenciação dos linfócitos T de camundongos NOD durante o 

desenvolvimento da DM-1.  

No presente estudo, os perfis dos linfócitos T periféricos em diferentes 

fases do desenvolvimento foram comparados com o perfil dos timócitos e após as 

análises já mencionadas, foram obtidos 116 microRNAs (Figura 23).  
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Apesar do grande número de microRNAs diferencialmente expressos, 

selecionamos 27 microRNAs (Tabela III) que se destacaram em apenas uma fase 

da maturação dos linfócitos.  

O perfil de expressão dos microRNAs dos linfócitos dos camundongos NOD 

mostra um grande número de microRNAs reprimidos ao longo de todo o processo de 

maturação e desenvolvimento dos timócitos em linfócitos T periféricos. Outros 

microRNAs, aparecem induzidos em todas as fases do processo.  

Por esse motivo, fizemos uma seleção daqueles que estiveram diferencial 

e exclusivamente modulados em uma única fase, caracterizando-a melhor e 

sugerindo possíveis modificações pontuais em determinada fase do 

desenvolvimento dos linfócitos. 
 

7.7 Redes de interação microRNAs-mRNAs 

O estudo das redes de interação microRNA-mRNA foi realizado com o 

intuito de identificar prováveis mRNAs alvos e o controle pós-transcricional 

exercido pelos microRNAs, ao longo do processo de  diferenciação dos linfócitos 

T durante o desenvolvimento do DM-1. 

Para o estudo, foram considerados os 2.771 mRNAs diferencialmente 

expressos e os 27 microRNAs selecionados que geraram cinco perfis de expressão 

diferentes. No primeiro, um único microRNA (miR-7a*)  induzido em linfócitos ativados 

(NOD diabético). No segundo, notamos 5 microRNAs induzidos em linfócitos näive 

(NOD pré-diabético com 1 mês de idade). No terceiro, encontramos 2 microRNAs 

reprimidos para os mesmos linfócitos näive. No quarto perfil, obtivemos 10 microRNAs 

induzidos em timócitos (NOD pré-diabéticos com 1 mês de idade) e no quinto e último 

foram encontrados 9 microRNAs reprimidos para os mesmo timócitos.  

As redes de interações microRNAs-mRNAs (Figuras 24 a 28 e Tabela IV), 

se tornaram o foco principal do nosso estudo, porque a partir delas, conseguimos 

explorar os resultados e responder a nossa hipótese de que um grupo específico 

de microRNAs estaria envolvido no processo autoimune e que seu perfil de 

expressão estaria diferente nos timócitos em relação aos linfócitos T CD3+ 

periféricos estabelecendo interações com seus mRNAs alvos durante a transição 

do estado pré-diabético para o diabético. 

Para responder nossa hipótese, procuramos identificar os mRNAs alvos 

que estivessem relacionados com sistema imune, a diferenciação e ativação 
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celular e de linfócitos T e a apoptose, bem como a outros processos relacionados 

com resposta imune (Figuras 29 a 53).  

Com a ajuda de bancos de dados, conseguimos encontrar interações já 

conhecidas e apresentar interações ainda não descritas. A tabela V traz o 

resultado dessas interações para os 18 mRNAs alvos que apareceram com mais 

frequência nos processos biológicos avaliados anteriormente e que se tornaram 

foco da nossa discussão. 

O gene Rag1, cujo mRNA apareceu com maior frequência como alvo dos 

microRNAs estudados, atua na recombinação V(D)J que gera a diversidade dos 

receptores de antígeno (TCR) e é o processo central em torno do qual a 

maturação do linfócito está organizado (SCHATZ & JI, 2011). O gene Rag1 

apareceu como alvo dos microRNAs miR-33 e miR-150 em nossos resultados, 

validando as predições dos bancos de dados. Esses microRNAs também 

participam do controle do metabolismo do colesterol (MOORE et al., 2010b) e do 

desenvolvimento de células T (GHISI et al., 2011), respectivamente. 

O gene Smo codifica um receptor acoplado a proteína G na via hedgehog 

do desenvolvimento embrionário (RUIZ-GÓMEZ et al., 2007) mas pode ainda 

funcionar como um oncogene, estando associado inclusive ao câncer pancreático 

(CHEN et al., 2010; ONISHI et al., 2011). O gene Smo, de acordo com os bancos 

de dados e com as nossas redes, é um dos alvos do miR-18a, um membro do 

cluster miR-17-92 considerado oncogênico e que tem o gene da enzima Dicer 

também como alvo (TAO et al., 2011). 

O gene Ccnb1 codifica uma proteína regulatória envolvida na mitose que 

age conjuntamente com Cdk1 (KIM et al., 2011), um outro gene cujo mRNA foi 

encontrado em nossas redes. Ambos os mRNAs foram tidos como alvos para o 

miR-30a associado em alguns estudos a adipogênese (ZARAGOSI et al., 2011).  

O gene Tpx2 tem sua função associada ao fuso dos microtúbulos durante a 

apoptose e mais recentemente tem sido um grande atrativo para a terapia do câncer 

pancreático (WARNER et al., 2009). Tanto em nossas redes como nos bancos de 

dados, os mRNAs desse gene se tornaram alvos do miR-18a já mencionado. 

O gene E2f7 é um fator de transcrição pertencente a família E2f cujos 

principais papéis são a proliferação celular, a diferenciação e a apoptose e no 

caso do E2f7 isso acontece em queratinócitos (ENDO-MUNOZ et al., 2009). O 

mRNA desse gene se torno alvo para o miR-181c e para o miR-301a. O primeiro 
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teve seu papel comprovado na regulação da ativação de células T CD4+ (XUE et 

al., 2011). O segundo tem sido relatado como um ativador de NF-Kappa β em 

células do câncer pancreático (LU et al., 2011). 

O gene Chek1 atua no ciclo celular em resposta a danos no DNA. Algumas 

alterações como deleção e metilação tem sido estudadas em carcinomas 

cervicais (MAZUMDER ' INDRA ' et al., 2010) ou de mama (SINHA et al., 2011). O 

mRNA desse gene apresentou-se como alvo para alguns microRNAs encontrados 

tanto nos bancos de dados quanto nos nossos resultados. Dentre eles 

destacamos o miR-18a, já descrito, o miR-101a  que se mostrou desregulado em 

células T do baço em um estudo sobre lúpus sistêmico eritrematoso (SLE) 

sugerindo um papel exclusivo nessa doença (DAI et al., 2010). O miR-101b 

também foi encontrado e tem sido pouco estudado, mas existe uma associação 

com doenças infecciosas em camundongos (DELIC et al., 2011). 

Ainda com relação ao gene Chek1, encontramos o miR-128, cuja 

expressão aberrante tem implicado em diferentes tipos de câncer, atuando ainda 

como indutor de apoptose sobre a proteína Bax (ADLAKHA & SAINI, 2011).  

Os microRNAs miR-146a e miR-223 tem sido bastante estudados em 

inflamações crônicas (DAI et al., 2008; SONKOLY et al., 2008; WANG et al., 

2010) e em doenças autoimunes como o lúpus (BOSTJANCIC & GLAVAC, 2008; 

TANG et al., 2009; ZHANG et al., 2011) e a artrite reumatoide (RA) (CERIBELLI et 

al., 2011; PAULEY & CHA, 2011).  

O gene Top2a codifica a enzima topoisomerase 2 alfa que desempenha 

importante papel nos processo de replicação e empacotamento de DNA, 

quebrando suas duas fitas e tem sido bastante estudado em câncer de mama 

(ROMERO et al., 2011). O mRNA desse gene foi dado com alvo do miR-33, tanto 

nesse trabalho quanto nos bancos de dados. 

Os demais mRNAs alvo citados na tabela V correspondem aqueles ainda 

não estudados sendo, portanto, inéditos e sugerem novos estudos. Mas por meio 

dos dados biológicos, podemos sugerir que as interações microRNAs-mRNAs 

encontrados em nossos estudos estariam de alguma forma associadas ao 

controle da maturação dos linfócitos T periféricos e ao surgimento do DM-1.  
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8. CONCLUSÕES 

 
1) A linhagem de camundongos NOD apresentou expressão diferenciada 

de mRNAs e microRNAs em timócitos de animais pré-diabéticos.  

 

2) Os camundongos NOD apresentaram expressão diferenciada de 

mRNAs e microRNAs em linfócitos T CD3+  periféricos durante o 

desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 1 (DM-1), incluindo 

animais pré-diabéticos com 1 mês e 7 meses de idade e animais 

diabéticos. 
 

3) As diferenças nos perfis transcricionais encontradas envolvem 

expressão de genes (mRNAs) relacionados ao sistema imune, a 

diferenciação e ativação de linfócitos T e a apoptose, bem como a 

outros processos relacionados a resposta imune. 
 

4)  A maior incidência de células T CD4+ nas populações celulares 

estudadas sugere que o desequilíbrio entre as populações de linfócitos 

T CD4+ e CD8+, leva a quebra da tolerância e consequentemente ao 

desenvolvimento do DM-1 nesses animais. 
 

5) A análise histológica dos pâncreas dos camundongos NOD estudados 

demonstram que o processo de infiltração dos linfócitos durante a 

insulite, leva a mudanças com o avanço da idade e ao longo do 

desenvolvimento da doença que coincidem com a expressão 

diferenciada dos mRNAs e dos microRNAs das células T estudadas. 
 

6) Alguns microRNAs apresentaram perfil de expressão exclusivo de 

determinada fase do desenvolvimento das células T. 
 

7) As redes de interação microRNAs-mRNAs identificaram modificações 

ocorridas na expressão gênica e no controle pós-transcricional, exercido 

pelos microRNAs, ao longo do processo de diferenciação dos linfócitos 

T de camundongos NOD durante o desenvolvimento do DM-1. 
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8) As redes de interação microRNAs-mRNAs exibiram um grande número 

de mRNAs alvos relacionados a processos biológicos como 

diferenciação e ativação de linfócitos T, apoptose, resposta imune, 

desenvolvimento do sistema imune, dentre outras.  
 

9) As redes de interação microRNAs-mRNAs encontradas no presente 

trabalho, evidenciam interações anteriormente preditas e, além disso, 

apresentam novas interações, mostrando a participação de um grupo 

de microRNAs que estão atuando no controle pós-transcricional do 

diabetes do tipo 1 em camundongos NOD.  
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Mestre em Ciências pela Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. Área de 
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realizado na Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP, no período de 27 

de novembro a 08 de dezembro de 2006, com carga horária de 50 horas. 
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Studies”, INSERM Research Beatrice Loriod e Geneviève Victorero – Marseille, 
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Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP 
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ESTÁGIOS  

• Laboratório de Imunogenética Molecular do Departamento de Genética da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP – sob orientação do Prof. Dr. 

Geraldo A.S. Passos, no período de fevereiro de 2005 a dezembro de 2005. 

 

• Laboratório de Cultura Celular do Centro de Terapia Celular do Hemocentro 

de Ribeirão Preto da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP – sob 

orientação da Profa. Dra. Aparecida Maria Fontes, no período de dezembro de 

2003 a novembro de 2004. 

 

• Laboratório de Biologia Celular e Molecular do Departamento de Biologia 

Celular e Molecular e Bioagentes Patogênicos da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto - USP – sob orientação do Prof. Dr. Jorge Cury de Almeida, no 

período de outubro de 2001 a agosto de 2002. 
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Data: 25 a 29 de julho de 2011. 
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2) Instituição: FMRP-USP 

III Curso de Inverno de Imunologia: Departamento de Imunologia Básica e 

Aplicada  

Data: 26 a 30 de julho de 2010. 

Monitoria de Estágio no Laboratório de Imunogenética Molecular. 
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Análise da Expressão Gênica por Microarrays realizado pela Sociedade Brasileira 

de Mutagênese, Carcinogênese e Teratogênese Ambiental (SBMCTA): 

Departamento de Genética  

Data: 08 a 11 de dezembro de 2008. 

Aula prática: “A metodologia de microarrays” no Laboratório de Imunogenética 
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6) Instituição: FMRP-USP 

XIII Curso de Verão em Genética: Departamento de Genética (graduação) 

Data: 14 a 25 de janeiro de 2008. 

Aula teórico-prática e monitoria no Laboratório de Imunogenética Molecular. 

 

7) Instituição: FMRP-USP 
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8) Instituição: FFCLRP-USP 
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Data: 1º sementre de 2002. 

Monitora Voluntária de Estágio teórico-prático. 
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PALESTRAS E MINI-CURSOS PROFERIDOS 

• Palestra intitulada “Utilização das técnicas de cDNA microarray para a 

definição de assinaturas de expressão gênica do sistema imune” apresentada 

durante o XV Curso de Verão em Genética no Departamento de Genética da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP realizada no período de 18 a 

29 de janeiro de 2010. 

• Mini-Curso intitulado “Microarrays”, durante a IV Semana da Informática 

Biomédica organizada pelo Centro Estudantil da Informática Biomédica em 

parceria com o Departamento de Física e Matemática da Faculdade de 

Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto – USP realizada no período de 

23 a 27 de outubro de 2006. 

• Palestra intitulada “Microarray: Câncer e Autoimunidade” apresentada durante 

a III Semana de Ciência e Tecnologia no Departamento de Genética da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP realizada no período de 16 a 

20 de outubro de 2006. 

 

EXPERIÊNCIA DIDÁTICA 

Estágio de Licenciatura com carga horária de 360 horas distribuídos em 

colégios de Ensino Fundamental e Médio, da rede pública de ensino de Ribeirão 

Preto, São Paulo, com aplicações práticas das teorias dos Cursos de Graduação: 

“Didática I e II”, “Programação de Curso”, “Prática de Ensino em Ciências” e 

“Prática de Ensino em Biologia”. 

 

PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

A) APRESENTAÇÃO DE TRABALHOS 
 
 
1) Fornari TA; Donate PB; Macedo C; Donadi EA; Sakamoto-Hojo ET; Passos 

GAS. Development of type 1 Diabetes mellitus (T1D) in NOD mice is 

characterized by distinct transcriptional profiling of T lymphocytes. I Workshop de 

Imunologia nos dias 26 e 27 de novembro de 2010, Ribeirão Preto.  
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2) Dernowsek JA; Macedo C; Fornari TA; Passos-Bueno MR; Passos GA. 

Identification of microRNA-mRNA associations occuring during osteoblast 

differentiation of human mesenchymal stem cells. I Workshop de Imunologia nos 

dias 26 e 27 de novembro de 2010, Ribeirão Preto.  

 
3)  Donate PB; Fornari TA; Magalhães DA; Marques MMC; Cunha T; Cunha FQ; 

Passos GAS. Post-transcriptional regulation in autoimmunity: expression of 

microRNAs by T cells during immunization of DBA mice with collagen: a model-

system of susceptibility/resistance to rheumatoid arthritis. VII Workshop de 

Imunologia no período de 09 a 11 de julho de 2008, Ribeirão Preto.  

4) Donate PB; Fornari TA; Cunha T; Cunha FQ; Passos GAS. Analysis of 

promiscuous gene expression in the thymus of DBA-1 and DBA-2 mice during 

immunization with collagen: a model-system to study susceptibility/resistance to 

rheumatoid arthritis. VI Workshop de Imunologia no período de 02 a 04 de agosto 

de 2006, Ribeirão Preto.  

 
B) TRABALHOS PUBLICADOS EM PERIÓDICOS (COMPLETO) 

1) Fornari TA, Marques MM, Nguyen C, Carrier A, Passos GA. Transcription 

profiling of Prss16 (Tssp) can be used to find additional peptidase genes that are 

candidates for self-peptide generation in the thymus. Molecular Biology Reports, 

Epub ahead of print. 2011 

 

2) Fornari TA, Donate PB, Macedo C, Sakamoto-Hojo ET, Donadi EA, 

Passos GA. Development of type 1 diabetes mellitus in nonobese diabetic mice 

follows changes in thymocyte and peripheral T lymphocyte transcriptional activity. 

Clinical & Developmental Immunology 2011:158735.  

 

3) Donate PB, Fornari TA, Junta CM, Magalhães DA, Macedo C, Cunha TM, 

Nguyen C, Cunha FQ, Passos GA. Collagen induced arthritis (CIA) in mice 

features regulatory transcriptional network connecting major histocompatibility 

complex (MHC H2) with autoantigen genes in the thymus. Immunobiology (Jena. 

1979), v.216(5), p.591 - 603, 2011.  
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4) Fornari TA, Donate PB, Macedo C, Marques MMC, Magalhães DA, Passos 

GA. Age-related deregulation of Aire and peripheral tissue antigen genes in the 

thymic stroma of non-obese diabetic (NOD) mice is associated with autoimmune 

type 1 diabetes mellitus (DM-1). Molecular and Cellular Biochemistry, v.342(1-2), 

p.21 - 28, 2010. 

 

5) Macedo C, Evangelista AF, Magalhães DA, Fornari TA, Linhares LL, Junta 

CM, Silva GL, Sakamoto-Hojo ET, Donadi EA, Savino W, Passos GA. Evidence 

for a network transcriptional control of promiscuous gene expression in medullary 

thymic epithelial cells. Molecular Immunology, v.46(16), p.3240 - 3244, 2009. 

 

C) TRABALHOS PUBLICADOS EM ANAIS (RESUMOS) EM CONGRESSOS 
NO BRASIL 

1) Donate PB; Fornari TA; Macedo C; Cunha T; Cunha FQ; Passos GAS. 

Differentially expressed microRNAs in T cells might contribute to the 

resistance/susceptibility in collagen induced arthritis (CIA) in mice. In: XXXVI 

Congress of the Brazilian Society for Immunology, IV ESCI – Extra Section of 

Clinical Immunology, Effector Immune Responses and viral Immunity, no período 

de 15 a 19 de outubro de 2011, Foz do Iguaçu - PR. 

 

2) Macedo C; Oliveira EH; Almeida RS; Donate PB; Fornari TA; Sakamoto-Hojo 

ET; Donadi EA; Passos GAS. Participation of micro-rnas in the post-transcriptional 

control of tissue specific antigens in medullary thymic epithelial cells of nod mice. 

In: XXXVI Congress of the Brazilian Society for Immunology, IV ESCI – Extra 

Section of Clinical Immunology, Effector Immune Responses and viral Immunity, 

no período de 15 a 19 de outubro de 2011, Foz do Iguaçu - PR. 

 

3)  Almeida RS; Macedo C; Fornari TA; Evangelista AF; Sakamoto-Hojo ET; 

Donadi EA; Passos GAS. Comparative analysis of human-mouse gene expression 

focusing on type 1 diabetes susceptibility regions. 57º Congresso Brasileiro de 

Genética no período de 30 de agosto a 02 de setembro de 2011, Águas de 

Lindóia - SP.  
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4) Fornari TA; Donate PB; Macedo C; Donadi EA; Sakamoto-Hojo ET; Passos 

GAS. Distinct transcription profiling of T lymphocytes characterize the 

development of type 1 Diabetes mellitus (T1D) in NOD mice. XXXV Congress of 

the Brazilian Society for Immunology / III Extra Section of Clinical Immunology, no 

período de 03 a 06 de novembro de 2010, Porto Alegre - RS. 

 

5) Donate PB; Fornari TA; Macedo C; Cunha T; Cunha FQ; Passos GAS. 

Thymocyte signaling cascade mRNAs are differentially expressed between DBA-

1/J and DBA-2/J mouse strains as a result from post-transcriptional regulation by 

microRNAs. XXXV Congress of the Brazilian Society for Immunology / III Extra 

Section of Clinical Immunology, no período de 03 a 06 de novembro de 2010, 

Porto Alegre - RS. 

 

6) Macedo C; Evangelista AF; Fornari TA; Donate PB; Dernowsek JA; Sakamoto-

Hojo ET; Donadi EA; Savino W; Passos GAS. Promiscuous Gene Expression in 

medullary thymic epithelial cells is synergistically controlled by Aire and 

microRNAs. XXXV Congress of the Brazilian Society for Immunology / III Extra 

Section of Clinical Immunology, no período de 03 a 06 de novembro de 2010, 

Porto Alegre - RS. 

 

7) Macedo C; Adorni F; Fornari TA; Donate PB; Silva S; Felipe MS; Calich V;  

Savino W; Passos GAS. The mouse thymic stroma expresses autoantigen 

mRNAs that cross-hybridize with Paracoccidioides brasiliensis cDNAs. XXXV 

Congress of the Brazilian Society for Immunology / III Extra Section of Clinical 

Immunology, no período de 03 a 06 de novembro de 2010, Porto Alegre - RS. 

 

8) Rostock ACM; Macedo C; Fornari TA; Donate PB; Evangelista AF; Passos 

GAS. Aire transcription factor may control the expression of tumor antigen genes 

in medullary thymic epithelial cells (mTECs). XXXV Congress of the Brazilian 

Society for Immunology / III Extra Section of Clinical Immunology, no período de 

03 a 06 de novembro de 2010, Porto Alegre - RS. 
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9) Fornari TA; Donate PB; Macedo C; Marques MMC; Magalhães DAR; Passos 

GAS. Deregulation of promiscuous gene expression in the thymus of NOD (non 

obese diabetic) mice is associated to the development of type 1 Diabetes mellitus. 

XXXIII Congress of the Brazilian Society for Immunology / II Extra Section of 

Clinical Immunology, no período de 18 a 22 de outubro de 2008, Ribeirão Preto - 

SP. 

 

10) Donate PB; Fornari TA; Marques MMC; Magalhães DAR; Macedo C; Cunha 

T; Cunha FQ; Passos GAS. Altered promiscuous gene expression in the thymus 

during collagen induced arthritis in DBA-1/J and DBA-2/J strains correlates with 

evolution of autoimmunity. XXXIII Congress of the Brazilian Society for 

Immunology / II Extra Section of Clinical Immunology, no período de 18 a 22 de 

outubro de 2008, Ribeirão Preto - SP. 

 

11) Macedo C; Fornari TA; Magalhães DAR; Junta CM; Silva GL; Linhares LL; 

Savino S; Sakamoto-Hojo ET; Donadi EA; Nguyen C; Passos GAS;. Promiscuous 

gene expression in medullary thymic epithelial cells is connected in network where 

the Aire gene is an upstream modulator. XXXIII Congress of the Brazilian Society 

for Immunology / II Extra Section of Clinical Immunology, no período de 18 a 22 de 

outubro de 2008, Ribeirão Preto - SP. 

 

12) Rassi DM; Junta CM; Magalhães DA; Silva GL; Evangelista AF; Donate PB; 

Fornari TA; Wastowski IJ; Crispim JO; Martelli-Palomino G; Fernandes APM; 

Foss-Freitas MC; Deghaide NNHS; Foss MC; Soares CP; Sakamoto-Hojo ET; 

Passos GAS; Donadi EA. Modulated immune system genes in 

lymphomononuclears cells of recently diagnosed type 1 Diabetes mellitus patients. 

XXXIII Congress of the Brazilian Society for Immunology / II Extra Section of 

Clinical Immunology, no período de 18 a 22 de outubro de 2008, Ribeirão Preto - 

SP. 

 

13) Fornari TA; Donate PB; Marques MMC; Macedo C; Magalhães DAR; Passos 

GAS. Promiscuous gene expression in the thymus of NOD (non obese diabetic) 

mice during onset of type 1 diabetes mellitus (DM-1). 54º Congresso Brasileiro de 

Genética no período de 16 a 19 de setembro de 2008, Salvador - BA.  
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14) Fornari TA; Donate PB; Marques MMC; Junta CM; Passos GAS. Failure of 

the promiscuous gene expression in the thymus of NOD (non obese diabetic) mice 

is followed by onset of type 1 diabetes mellitus (DM-1). 53º Congresso Brasileiro 

de Genética no período de 02 a 05 de setembro de 2007, Águas de Lindóia - SP.  

15) Donate PB; Fornari TA; Marques MMC; Junta CM; Cunha T; Cunha FQ; 

Passos GAS. Repression of genes coding for extracellular matrix specific antigens 

in the thymus may be a cause of the rheumatoid arthritis. 53º Congresso Brasileiro 

de Genética no período de 02 a 05 de setembro de 2007, Águas de Lindóia - SP.  

16) Donate PB; Fornari TA; Marques MMC; Junta CM; Cunha T; Cunha FQ; 

Passos GAS. Modulation of genes characterizing locomotory system in the thymus 

may be associated to rheumatoid arthritis susceptibility/resistance in mice. 13th 

International Congress of Immunology no período de 21 a 25 de agosto de 2007, 

Rio de Janeiro - RJ.  

 

D) TRABALHOS PUBLICADOS EM CONGRESSOS E/OU REUNIÕES 
CIENTÍFICAS NO EXTERIOR 

 

1)  Fornari TA; Donate PB; Macedo C; Sakamoto-Hojo ET; Donadi EA; Passos 

GAS. The transcriptional modulation involving mRNAS and microRNAs during 

development of T cells is associated with the emergence of type 1 Diabetes 

mellitus in NOD mice. In: 47th Annual Meeting of the European Association for the 

Study of Diabetes (EASD), no período de 12 a 16 de setembro de 2011, Lisboa, 

Portugal. 

2) Passos GA; Macedo C; Evangelista AF; Fornari TA; Sakamoto-Hojo ET; 

Donadi EA; Linhares LL; Savino W. Promiscuous gene expression in medullary 

thymic epithelial cells is under network regulation involving Aire and microRNA-

mRNA interactions. In: 14th International Congress of Immunology, no período de 

22 a 27 de agosto de 2010, Kobe, Japão.  
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3)  Macedo C; Fornari TA; Evangelista AF; Magalhães DAR; Junta CM; Silva GL; 

Linhares LL; Savino W; Sakamoto-Hojo ET; Donadi EA; Nguyen C; Passos GAS. 

Promiscuous gene expression in medullary thymic epithelial cells is connected in 

network where the Aire gene is an upstream modulator. In: 2nd European 

Congress of Immunology, no período de 13 a 16 de setembro de 2009, Berlim, 

Alemanha.  

4)  Macedo C; Magalhães DAR; Fornari TA; Junta CM; Silva GL; Linhares LL; 

Savino W; Sakamoto-Hojo ET; Donadi EA; Passos GAS. Evidence for a network 

post-transcriptional control of promiscuous gene expression in medullary thymic 

epithelial cells. In: Keystone Symposia on Molecular and Cellular Biology: 

MicroRNA and Cancer, no período de 10 a 15 de junho de 2009, Keystone, 

Colorado, USA.  

 

 
MENÇÃO HONROSA 
 
Menção Honrosa concedido pela participação no Prêmio Pós-Graduação com o 

trabalho intitulado: Repression of genes coding for extracellular matrix specific 

antigens in the thymus may be a cause of the rheumatoid arthritis autoria de 

Donate PB; Fornari TA; Marques MMC; Junta CM; Cunha T; Cunha FQ; Passos 

GAS apresentado durante o 53º Congresso Brasileiro de Genética no período de 

02 a 05 de setembro de 2007, Águas de Lindóia - SP.  

 

 

RELATOR DE TRABALHOS 
 

• Atuação como avaliadora na área de Genética, no 18° SIICUSP- Simpósio 

Internacional de Iniciação Científica da Universidade de São Paulo- Áreas 

Ciências Biológicas, realizado no Centro de Convenções de Ribeirão Preto nos 

dias 17 e 18 de novembro de 2010. 
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• Atuação como debatedora na área de Genética, no 17° SIICUSP- Simpósio 

Internacional de Iniciação Científica da Universidade de São Paulo- Áreas 

Ciências Biológicas, realizado no Centro de Convenções de Ribeirão Preto nos 

dias 10 e 11 de novembro de 2009. 
 

• Atuação como avaliadora na área de Genética, no 14° SIICUSP- Simpósio 

Internacional de Iniciação Científica da Universidade de São Paulo- Áreas 

Ciências Biológicas, realizado no Centro de Convenções de Ribeirão Preto nos 

dias 13 e 14 de novembro de 2006. 
 

 
PARTICIPAÇÃO EM CONGRESSOS E REUNIÕES CIENTÍFICAS NO BRASIL 

• V Seminário sobre Rotas Tecnológicas da Biotecnologia realizado pela 

FIPASE, no período de 06 a 08 de junho de 2011. 

• I Workshop do Programa de Pós-graduação em Genética da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto - USP, nos dias 26 e 27 de novembro de 2010. 

• Seminário: Soluções avançadas para separação, enriquecimento e 

depleção celular, realizado pela Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

– USP, no dia 24 de maio de 2010. 

• VII Workshop de Imunologia, realizado pelo Programa de Pós-graduação 

em Imunologia Básica e Aplicada da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto - USP, no período de 09 a 11 de julho de 2008. 

• XXXIII Congress of the Brazilian Society for Immunology / II Extra Section 

of Clinical Immunology, realizado pelo Departamento de Imunologia Básica 

e Aplicada da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP, no período 

de 18 a 22 de outubro de 2008. 

• Palestra Técnica: “Microarray como ferramenta para análise de expressão 

gênica, alterações cromossômicas, microRNA”, realizado no 54º 

Congresso Brasileiro de Genética em Salvador - BA no dia 18 de setembro 

de 2008. 

• 54º Congresso Brasileiro de Genética, realizado em Salvador - BA no 

período de 16 a 19 de setembro de 2008. 
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• II Fórum Regional de Ética em Pesquisa e Experimentação Animal, 

realizado no Centro Universitário Barão de Mauá em Ribeirão Preto - SP 

nos dias 12 e 13 de maio de 2008. 

• 53º Congresso Brasileiro de Genética, realizado em Águas de Lindóia - SP 

no período de 02 a 05 de setembro de 2007. 

• 52º Congresso Brasileiro de Genética, realizado em Foz do Iguaçu - PR no 

período de 03 a 06 de setembro de 2006. 

• VI Workshop de Imunologia, realizado pelo Programa de Pós-graduação 

em Imunologia Básica e Aplicada da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto - USP, no período de 02 a 04 de agosto de 2006. 

• 4º Simpósio sobre Ética no Uso de Animais, realizado em Ribeirão Preto- 

SP, no Espaço Cultural do Campus nos dias 27 e 28 de abril de 2006. 

• I Simpósio Satélite da Regional de São Paulo, realizado em Ribeirão 

Preto- SP, no Anfiteatro do COC no dia 07 de abril de 2006. 

• 51º Congresso Brasileiro de Genética, realizado em Águas de Lindóia - SP 

no período de 07 a 10 de setembro de 2005. 

• VI Simpósio Nacional de Biologia Molecular Aplicada à Medicina, realizado 

em Santos - SP nos dias 08 e 09 de abril de 2005. 

 

PARTICIPAÇÃO EM CONGRESSOS NO EXTERIOR 

• 47th Annual Meeting of the European Association for the Study of Diabetes 

(EASD), no período de 12 a 16 de setembro de 2011, Lisboa, Portugal. 

 

 

BOLSAS DE ESTUDO 

 

• Bolsa de Mestrado concedida pela FAPESP (Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado de São Paulo), para o desenvolvimento do projeto: Perfis de Expressão 

Gênica Promíscua no Timo de Camundongos NOD (Non Obese Diabetic) durante 

a emergência do Diabetes melittus Tipo 1 (DM-1) (Processo 05/57231 - 8), sob a 

orientação do Prof. Dr. Geraldo A. S. Passos.  
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• Bolsa de Doutorado concedida pelo CNPq (Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico) na área de Genética, para o 

desenvolvimento do projeto: Avaliação do papel dos microRNAs no controle pós-

transcricional de timócitos e de linfócitos periféricos de camundongos NOD (Non 

Obese Diabetic) (Processo 141463/2008-2), sob a orientação do Prof. Dr. Geraldo 

A. S. Passos.  

 

 

_________________________________ 

                                                                                   Thaís Arouca Fornari 
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