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Resumo

SOUZA, Alex Cardoso. Identificacdo de fatores de transcricdo em células
timicas epiteliais medulares (NTECs) por meio de analise sequenciamento de
RNA. 2021. Dissertacdo de Mestrado, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

A nao responsividade dos autoantigenos que refere a tolerancia imunolégica central
envolve processos de desenvolvimento e selecao de linfocitos T que caracteriza o
crosstalk timico entre os timdcitos e células timicas epiteliais. Em mTECs, o
processo de eliminacdo de timécitos autorreativos contra a expressdo de TRAs
ocorre por meio da eliminacdo por apoptose antes destas células chegarem a
periferia. Os principais genes envolvidos no processo da tolerancia imunolégica séao
0 Aire e o Fezf2, correspondendo a aproximadamente 60% de todos os TRAs
expressos nas ceélulas mTECs, logo, hipotetizamos que 40% desses TRAs
expressos possa ser evidenciado e que existem genes ainda nao identificados. Foi
realizado um ensaio de adeséo das células timicas epiteliais medulares comparado
com ceélulas timicas epiteliais corticais aos timocitos extraidos por timectomia de
camundongos, onde, demonstrou-se que houve uma reducédo no numero de fatores
de transcricdo apds o processo de adesdo causando uma modulacdo. A andlise de
bioinformética dos dados de sequenciamento de RNA (andlise de qualidade,
trimagem, indexacdo do genoma e andlise estatistica) mostrou genes
diferencialmente expressos que foram identificados e classificados por
enriqguecimento funcional. Identificamos os potenciais fatores de transcricdo antes da
adesado com 73 diferencialmente expressos, enquanto que, apos adesdo 55 genes
diferencialmente expressos. Esse estudo demonstra a predicdo de novos fatores de
transcricdo no processo de adesao das células timicas aos timocitos.

Palavras-chave: Células epiteliais timicas medulares (MTECs), Células epiteliais
timicas medulares (CTECS), Aire, Fezf2, Sequenciamento de RNA (RNA-Seq).



Abstract

SOUZA, Alex Cardoso. ldentification of transcription factors in medullary
epithelial thymic cells (mTECs) through RNA sequencing analysis. 2021.
Master's Dissertation, Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto.

The unresponsiveness of autoantigens that refers to central immunological tolerance
involves processes of development and selection of T lymphocytes that characterize
the thymic crosstalk between thymocytes and epithelial thymic cells. In mTECs, the
process of elimination of autoreactive thymocytes against the expression of TRAsS
occurs through elimination by apoptosis before these cells reach the periphery. The
main genes involved in the process of immunological tolerance are Aire and Fezf2,
corresponding to approximately 60% of all TRAs expressed in mTECs cells, so we
hypothesize that 40% of these TRAs expressed can be evidenced and that there are
still unidentified genes. An adhesion assay of medullary epithelial thymic cells
compared with cortical epithelial thymic cells to thymocytes extracted by mouse
thymectomy was performed, where it was demonstrated that there was a reduction in
the number of transcription factors after the adhesion process causing a modulation.
Bioinformatics analysis of RNA sequencing data (quality analysis, trimming, genome
indexing and statistical analysis) showed differentially expressed genes that were
identified and classified by functional enrichment. We identified potential transcription
factors before adhesion with 73 differentially expressed, while after adhesion 55
differentially expressed genes. This study demonstrates the prediction of new
transcription factors in the process of thymic cell adhesion to thymocytes.

Keywords: Medullary thymic epithelial cells (mTECSs), Medullary thymic epithelial
cells (cTECs), Aire, Fezf2, RNA sequencing (RNA-Seq).
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1. INTRODUCAO

1.1 Otimo e ainducdo da tolerancia imunolégica central

O sistema imunologico € um mecanismo de combate contra microrganismos,
virus, células cancerosas e antigenos nao proprios com consequéncias fisioldgicas
e/lou patoldgicas, que assim, sao identificados pelas células de defesa e
posteriormente eliminados, funcionando como um mecanismo de barreiras fisicas,
bioldgicas e quimicas. Uma caracteristica fundamental do sistema imunolégico é que
possui a capacidade de distinguir entre as moléculas do nosso proprio organismo,
considerados antigenos proprios (ou autoantigenos) que representam os diversos
tecidos e 6rgaos, daquelas derivadas de agentes infecciosos e canceres (antigenos
nao préprios), garantindo assim a homeostase imunoldgica, controlando a
autorreatividade agressiva (MEDZHITOV, 2000; KLEIN et. al., 2014; SATTLER,
2017).

Esse conceito € conhecido como tolerancia imunolégica e o equilibrio desse
processo é de suma importancia, uma vez que, falhas podem desencadear o
desenvolvimento de ataques autoimunes, caracterizadas pela responsividade de
células T e B especificas aos antigenos préprios, levando a destruicdo de estruturas
corpéreas importantes de tecidos e 6rgaos do corpo (GUPTA et al., 2013).

A tolerancia imunologica compreende a tolerancia central e periférica. Sendo
a periférica responsavel pela supressao da resposta inflamatéria na periferia, as
células envolvidas nesse processo sdo as células T reguladoras (Treg), que podem
ser naturais (nTregs), as quais provém dos processos de selec¢des timicas ou as
induzidas (iTreg), que sao formadas na periferia a partir de células T CD4+ (LI MO,
KYEWSKI, B. KLEIN, L. 2006).

J& a tolerancia imunoldgica central, ocorre no timo. O timo € um 6rgéo linfoide
primério, envolvido no desenvolvimento e maturagdo das células T e é considerado
de fundamental importancia, uma vez que, elimina os linfocitos T com potencial
autorreativo (HOGQUIST, 2005)

. O timo encontra-se situado no mediastino anterior, € um 6rgao bilobado

onde cada I6bulo é envolto por tecido conjuntivo denso formando os septos fibrosos
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gue separam os parénquimas (Figura 1) (MILLER et al.,1961; NOWELL et al., 2007,
RUEHL-FEHLERT, 2003).

O microambiente timico € altamente dindmico, histologicamente apresenta
duas regides bem definidas, a regido externa denominada de cértex timico e regido
interna denominada medula timica (Figura 2) (PETRIE & ZUNIGA-PFLUCKER,
2007; BOEHM, 2008).

Os timdocitos e as células timicas epiteliais (TECS) classificadas como células
timicas epiteliais corticais (cortical thymic epithelial cells — cTECs) e células timicas
epiteliais medulares (medullary thymic epithelial cells — mTECs) s&o os principais
componentes do microambiente timico. Sendo que as TECs formam uma rede
tridimensional na qual se encontram os timacitos em diferentes estagios. Além disso,
macrofagos, células dendriticas, fibroblastos e células mesenquimais também estéo
presentes no timo (NOWELL et al., 2007; BLACKBURN & MANLEY, 2004).

As células T precursoras migram da medula ossea para o timo onde se
desenvolvem e amadurecem enquanto migram por esse orgdo. As TECs fornecem
sinais instrutivos importantes para a diferenciacdo de células T e aquisicdo de
autotolerancia. As CcTECs promovem a selecdo positiva de timécitos em
desenvolvimento, enquanto os MTECs conferem sua selecdo negativa. As
interacdes reciprocas entre TECs e timocitos em desenvolvimento sdo chamadas de
"crosstalk timico" (SAVINO ET AL., 2002; MENDES-DA-CRUZ et al. 2008).

(b)
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Figura 1. Localizacdo anatomica do timo. A) Posicdo anatdbmica em
camundongos. B) Posi¢cdo anatdbmica em humanos. (Adaptado RUEHL-FEHLERT et
al., 2003; SAFIEDDINE & KESHAVJEE, 2011).

T

Figura 2. Corte histolégico hematoxilina/eosina do timo. Representacao
histologica da regido do cortex e da medula timica e separacdo dos I6bulos pelos
septos fibrosos (NISHINO et al., 2006).

A inducéo da tolerancia imunologica, tém inicio quando os precursores das
células T (ou linfécitos T) derivados da medula éssea entram no timo na jungao
cortico-medular e entdo migram para a juncdo subcapsular desse 6rgdo e passam
pelo cértex e medula. Nessa etapa as células T passam a ser chamadas de
timaécitos.

Primeiramente, os timdcitos duplo-negativos CD4- e CD8" e duplo positivos
CD4* e CD8" inicialmente interagem com a estrutura cortical aderindo as células
epiteliais timicas corticais (CTECs). Esse processo permite a apresentacdo de
peptideos proprios via molécula do complexo de histocompatibilidade principal MHC
(MHC) de CTECs para os timécitos duplo positivos, os timécitos cujo TCRs se ligam
ao complexo peptideo-MHC proprio com afinidade/avidez intermediaria sé&o
estimulados a sobreviver. O resultado dessa interacdo € denominada selecéo
positiva e faz com que os timécitos duplo positivos se diferenciem em timécitos
simples positivos maduros (CD4* ou CD87, CD4 ou CD8). Agqueles clones de
timocitos DP que ndo reconhecem as moléculas de MHC ou que ndo passam por
essa selecdo sao induzidos a apoptose (Figura 3) (PASSOS et al. 2015; TAKABA E

TAKAYANAGI, 2017).
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Em seguida, os timocitos SP e DP restantes migram para a medula onde
passardo pela selecdo negativa que é mediada pelas células mTECs. As mTECs
sdo células peculiares pois expressam milhares de proteinas tipicas de outros
orgdos denominados de antigenos restritos a tecidos (TRA), esse processo €
denominado expressao génica promiscua (Promiscuous Gene Expression — PGE) e
€ parcialmente controlada por Aire e/ou por Fezf2 (ANDERSON et al. 2007;
PASSOS et al. 2015, 2018; TAKABA et al., 2015). Em camundongos as mTECs
expressam cerca de 19 mil genes, que representam cerca de 80% do total do
genoma murino (ST-PIERRE et al. 2013, 2015; SANSOM et al. 2014).

A selecdo negativa € caracterizada pela adesdo entre mTEC-timdcito,
processo esse crucial, pois permite a exposicao da populacédo diversa de timécitos
(em termos de suas especificidades TCR a / B) a uma vasta diversidade de
antigenos de tecido periférico (TRAS) que sdo expressos e apresentados pelas
MTECSs. Os timécitos que expressam TCR de alta afinidade para o peptideo préprio
apresentado via MHC da célula mTEC apresentam potencial autorreativos e sao
eliminadas por apoptose. Dessa forma, a selecdo negativa previne possiveis
ataques autoimunes de células T autorreativas a antigenos préprios expressos por
tecidos e 6rgaos na periferia (Figura 3) (ABRAMSON E ANDERSON, 2017; KLEIN et
al. 2019)

E importante ressaltar que os timécitos em desenvolvimento e as TECs
(MTECs e cTECs) possuem interacdes essenciais para o processo de migracdo e
diferenciacdo dos timdcitos. Estas interagbes se ddo através da adesdo mTEC-
timécito / cTEC-timécito, sendo elas, ligadas por proteinas de matriz celular (ECM) e
seus receptores. Assim, o processo de adesdo é crucial para a selecdo positiva e
negativa. Desta forma, o comprometimento nas funcées moleculares no processo de
adesdo das TECs aos timécitos perturbam diretamente o processo de adesado
célula-célula acarretando autorreatividade e mau funcionamento da selegéo positiva
e negativa (SAVINO, et al., 2015; PEZZI, et al. 2016)
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Figura 3. Representacdo esquematica dos processos de selecdo positiva e
selecdo negativa no timo. No cortex timico, os timécitos duplo negativo CD4- CD8"
passam pela selecdo positiva, 0s quais, serdo testados pelas cTECs em sua
capacidade de fraco reconhecimento ao MHC préprio, eliminando assim, por
apoptose os timacitos que tiveram falhas neste processo. Os timdcitos sobreviventes
da selecdo positiva passam para segunda etapa, sendo agora, timécitos duplo
positivo CD4* CD8* migram para a medula timica, onde passardo pela selecdo
negativa, sendo assim, testados pelas mMTECs que expressam TRAs com auxilio das
células apresentadoras de antigenos (APCs), quando apresentados aos timdcitos,
aqueles reconhecidos com alta avidez dos autoantigenos sdo eliminados por
apoptose e/ou diferenciadas em Tregs, tornando assim, os timocitos sobreviventes
desta etapa em simples positivo CD4* CD8 / CD4 CD8* onde atuardo na periferia
(PASSOS et al., 2018).

1.2 O gene Aire (Autoimmune Regulator) controlador transcricional

O gene Aire (Autoimmune Regulator) € um dos principais genes
responsaveis pelo controle da PGE. Este gene codifica a proteina AIRE que atua
como modulador ou controlador transcricional, conduzindo a expressdo de milhares
de TRAs em mTECs, denominados de Aire-dependentes (MATHIS AND BENOIST,
2009; LAAN and PETERSON, 2013; ANDERSON and SU, 2016). Além de TRASs,
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Aire também regula a expressdo de uma gama de genes ndo PTA em mTECs
(ANDERSON et al., 2002).

O gene Aire esta localizado no cromossomo 21g22.3 em humanos, possui 14
éxons, e codifica uma proteina de 545 aminoacidos (aproximadamente 56kDa). Em
camundongos Aire € encontrado no cromossomo 10 na posi¢cdo 39 _72CM e também
possui 14 éxons. Tanto em humanos quanto em camundongos, a proteina AIRE
possuem os mesmos dominios CARD (caspase-activation and recruitment domain),
NLS (nuclear localization signal), SAND domain (Sp100, Airel,Nucp41/p75 e Deafl),
PHD1/PHD2 (Plant-homeodomains) e regides ricas em prolina que separam O0S
dominios, nesta virtude, considera-se quando em comparacdo do genoma de ambas
espécies uma similaridade de aproximadamente 80% (Figura 4) (ABRAMSON et al.,
2010 BRUSERUD et al., 2016; PASSOS et al., 2018).

As mutacdes no gene Aire (Figura 5) levaram a descoberta de uma doenca
autoimune rara chamada de APECED ou APS1 (Autoimmune Polyendocrinopathy-
Candidiasis-Ectodermal Dystrophy / Poliendocrinopatia autoimune tipo 1),
caracterizada por manifestacdes imunoldgicas envolvendo infiltracéo linfocitica nos
orgados afetados e presenca de autoanticorpos especificos (WOLFF, OFTEDAL,
2019).

A mutacdo mais comum encontrada em pacientes com APECED, foi visto na
mudanca da Arginina para um cédon de parada R257X no éxon 6, apesar de ter sido
localizado outras trés mutacdes nos éxons 2, 8 e 10 que geram produtos de proteina
AIRE truncados. Nesta descoberta que possibilitou grandes avangos nas pesquisas
do gene Aire, foram descritas mais de 100 mutacdes (Figura 6) que variam desde
alteracdes de nucleotideos a diversas deleces de grandes regides (PETTERSON et
al.,1997; BRUSERUD et al., 2016).
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Figura 4. Representagdo das mutagdes encontradas no cromossomo 21 em
pacientes com APECED/APS1. O gene Aire possui 14 éxons, mapeada proxima a
extremidade 5 da fosfofructoquinase do tipo hepatico (PFKL), a mutacdo mais
comumente descrita estd nha mudanca da Arginina (Arg) para o codon de parada
R257X no éxon 6, apesar de existir trés outras mutagdes encontradas em outros
éxons, como demonstrados nas setas do esquema (PETTERSON et al., 1998).
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Exon 7 Exon 9 Exon 11
c.834C>G €.1072C>T €.1322C>T
c.845dupC €.995+5G>T €.1336T>G
¢.798delC €.1067_1071dupGGCCC €.1347C>A
€.995+3_995 insSTAT ¢.1370dupG
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Exon 8 €.1296delGinsAC
c.892G>A €.1314_1326del13ins2
€.892G>T ¢.1344delCinsTT
€.901G>A Exon 10 c.1344delC
€.906T>A €.1096-1G>A c.1314_1326del13ins2
€.905G>A €.1096-1G>C €.1296delGinsAC
€.908G>C €.1095+6G>A ¢.1344delCinsTT
€.913G>A €.1103dupC
€.932G>A €.1155dupA Exon 12
€.934G>A €.1249dupC €.1411C>T
€.977C>A €.1242_1243insA ¢.1400+1G>A
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€.958delC €.1265delC
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Figura 5. Representacdo das mutacdes descritas no gene Aire. Os avancos nas
pesquisa do gene Aire possibilitou a identificagdo de 100 mutacées em diferentes
dominios na proteina AIRE (BRUSERUD et al., 2016).

A APECED tem carater autossdmico recessivo e a maior incidéncia esta em
finlandeses, sardenhos e judeus iranianos. Tem como caracteristica em seus
principais sintomas, a candidiase mucocutanea, o hipoparatireodismo e a
insuficiéncia adrenal (Figura 7). Para diagnoéstico, o portador da sindrome precisa
apresentar pelo menos dois destes sintomas, mesmo obtendo diversas outras
manifestacbes autoimunes que variam de individuo para individuo. (NAGAMINI et
al.,, 1997; PETERSON et al.,, 2004; ANDERSON, 2007; HUSEBYE et al., 2009;
BRUSERUD et. al., 2016; NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS
DISEASES - NIAD, 2016).
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Moniliase, Hipoplasia do
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Figura 6. Representagédo descritiva dos sintomas de pacientes com APECED /
APS1. O quadro clinico dos pacientes com APECED varia de individuo para
individuo, entretanto, os trés principais sintomas encontrados entre 0s pacientes
sdo: (a) candidiase mucocutanea, (b) hipoparatireodismo e (c) insuficiéncia adrenal
(adaptado de NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES -
NIAD, 2016; BRUSERUD et. al., 2016).
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Figura 7. Representacdo esquematica dos éxons do gene Aire em humanos e
camundongos. Os éxons e os dominios da proteina AIRE tanto em humanos
guanto em camundongos apresentam grandes similaridades (PASSOS et. al., 2018).

Aire controla a expressao de cerca de 3.900 genes em mTECs, mas ao invés
de se ligar diretamente ao DNA, como os fatores de transcri¢cao classicos, a proteina
Aire atua como moduladora da transcricdo, desempenhando o seu papel dentro de
um complexo formado por um conjunto de proteinas denominadas de parceiras de
Aire (ANDERSON AND SU 2016; ST-PIERRE et al.2015; MEREDITH et al. 2015;
ABRAMSON AND GOLDFARB 2016; PASSOS et al. 2018). Assim, dentro da
maquinaria de transcricdo das células mTECSs, Aire se liga diretamente a RNA Pol Il
que embora tenham iniciado a transcricdo, encontra-se parada nas regides
promotoras dos genes. Assim, Aire facilita a liberacdo da RNA Pol Il para que
prossiga com a transcrigdo génica, promovendo assim o alongamento da transcri¢cao
(GIRAUD et al. 2012).

Como ja mencionado, a proteina Aire necessita de associagdes com outras
proteinas parceiras para expressao de genes dependentes de Aire nas mTECSs, para
isso, a SIRT-1 (Desacetylase sirtuin 1) desacetila residuos de lisina que ativam a
proteina AIRE, a qual, sera capaz de reconhecer e ligar a regides com marcas
epigenéticas de repressédo da transcricdo H3K4meO, logo, a TOP2a (Topoisomerase
II) é entdo associada ao AIRE para promover a quebra de dupla fita do DNA pelas
interacdes de DNA PKs levando o relaxamento da cromatina. Os complexos Brd4
(Bromodomain-containing 4) e pTEFb (Positive transcription elongation fator b) séo

associados ao AIRE para liberarem a Polimerase |l da cromatina, para que as CBPs
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(CREB-binding protein) acetile residuos de lisina para inativacdo do AIRE. Este
processo complexo ndo € convencional, pois, possibilita além da transcricdo de
genes codificadores de proteinas, também os microRNAs e RNA longos nao
codificadores (Figura 8) (PASSOS et al., 2018; MACEDO et. al., 2013).

A relacdo do gene Aire com as mTECs, mostra além da necessidade do
controle da maturacéo e proliferacdo, agdes nos processos de adesdo entre mTECs
e timdcitos, por sua vez, na selecdo negativa. Apesar do gene Aire ser expresso em
alguns tecidos, especificamente no timo, as mMTECs possuem subpopula¢des que
altamente expressam TRAS, sendo elas, as mTECMAire* (fendtipo CD80M MHC-11M),
e outras que expressam um conjunto menor de TRAs e ndo expressam o Aire,
sendo as MTEC"“Aire- (fenétipo CD80'°% MHC-II®"). As mTECs maduras s&o
responsaveis pela expressao de aproximadamente 62% de genes codificadores de
antigenos restritos a tecidos nos murinos. No nucleo das mTECs a proteina AIRE
(Figura 9) promove em sua maior parte a expressdo de TRAs, apresentados via
MHC aos timdcitos e eliminados por apoptose aqueles reconhecidos em alta avidez,
entretanto, outros genes controlados por Aire estdo envolvidos em diversos
processos nado relacionados a expressdo de TRAs (MATHIS & BENOIST, 2007,
SANSOM et al., 2014; ST-PIERRE et al., 2015).
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Figura 8. Mecanismo de acdo da proteina AIRE. A Sirt-1 desacetila residuos de
lisina para ativacdo do AIRE. Com o reconhecendo das marcas epigenéticas da
repressdo de H3K4meO e recrutamento de outras proteinas, poderdao assim, ligarem
as mesmas. A TOP2a e associacfes de DNA PKs com proteinas parceiras permitem
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a quebra da dupla fita e relaxamento da fita de DNA. Logo, a RNA Polimerase I
ancorada na cromatina é liberada pelos complexos Brd4 e pTEFb, ocorrendo assim,
a transcricdo de variados genes. Por fim, a acetilacdo dos residuos de lisina feita
pelas CBPs, inativam a proteina AIRE (PASSOS et. al., 2018)
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Figura 9. Representacdo da atuacdo da proteina AIRE nas mTECs. A proteina
AIRE atua no nucleo das mTECs promovendo a expressdo de TRAs onde serédo
apresentos aos timocitos por MHC na selecdo negativa, dentre esses, quando
reconhecidos a alta avidez aos autoantigenos desses TRAs sao eliminados por
apoptose (MATHIS & BENOIST, 2007).

Aire é considerado um gene pleiotropico, implicado em diferentes fun¢des ou
fenotipos, jA& que em associacdo com as proteinas parceiras de Aire, controla a
expressdo de milhares de genes que estdo envolvidos em diferentes funcbes
biolégicas nas mTECs. Dessa forma, além de TRAs, Aire pode controlar a tolerancia
de Células B, um processo observado fora do compartimento timico (Meyer et al.
2016), regula a expressao de genes que influenciam o recrutamento de células por
inducdo da expressao de quimiocinas (LEI et al. 2011), a adesdo mTEC-Timécitos
(PEZZI et al., 2016).

Alem disso, Aire regula a expressdao de miRNAs no timo processo com
implicagbes importantes, uma vez que, os miRNAs atuam no controle pos-

transcricional da expressdo génica, consequentemente, pode controlar a PGE
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(PASSOS et al. 2015; OLIVEIRA et al. 2016) bem como estdo envolvidos na
manutencao da arquitetura timica (MACEDO et al. 2013).

1.3 Fezf2 o segundo controlador da PGE

No que concerne a expressdo génica promiscua e expressdo de TRAs em
MTECSs, o Aire é considerado o principal gene envolvido nesta modulacao, todavia,
existem ainda outras parcelas de importantes genes que modulam os TRAs na
auséncia de Aire (DERBINSK et. al., 2005; KLEIN et. al., 2014; TAKABA et. al.,
2015).

Um estudo realizado por Takaba e colaboradores (2015), por meio de
andlises transcriptbmicas, comparando a expressdo diferencial entre mTECs e
CTECs identificou um outro regulador transcricional que atua na inducdo da
expressdo de autoantigenos em mTECs, o gene Fezf2 (forebrain-expressed zinc
finger 2). A funcdo desse gene era desconhecida com relacdo ao sistema
imunologico, sendo sua funcdo associada até entdo a diferenciacdo de neurénio
motores (SHIN et. al., 2011; TAKABA et. al., 2015).

Aire e Fezf2 funcionam de forma independente, mas sinergicamente.
Enquanto a proteina Aire proteina esta associada a varias proteinas parceiras e
atua na etapa alongamento da transcricdo, a proteina Fezf2 atua como um fator de
transcricdo classico, ou seja, liga-se diretamente ao DNA (TAKABA et al. 2015;
KLEIN 2015).

Os TRAs expressos em mTECs modulados por Fezf2 e Aire correspondem
concomitantemente a cerca de 12,3%d o total de TRAs expressos nessa célula,
entretanto, ambos genes apresentam vias de sinalizagdo independentes uma da
outra. Enquanto a regulacao de Aire corresponde a cerca de 28,9% da expressao de
TRAs nas mTECs, o Fezf2 abrange quase 22% desta modulacdo. Além disso,
existem aproximadamente 40% do total de TRAs expressos em mTECs que sao

regulados por fatores ainda desconhecidos (Figura 10) (TAKABA et. al., 2015).
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Figura 10. Representacdao grafica em porcentagem de TRAS nas células mTECs
controlados por Aire e Fezf2. Uma significativa porcentagem, cerca de 12,3%, dos
TRAs expressos nas mTECs sao controlados por Aire e Fezf2 concomitantemente,
em contraste, € visto aproximadamente 60% de TRAs dependentes e quase 38% de
TRAs sao regulados por fatores ainda desconhecidos (Adaptado TAKABA et. al.,
2015).
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HIPOTESE

2. Hipotese

Considerando que aproximadamente 60% do total de TRAs sédo controlados
por Aire e/ou Fezf2, e que existe uma parcela correspondente a aproximadamente
40% dos TRAS expressos em MTECs regulados por controladores e/ou fatores
transcricionais ainda ndo conhecidos, formulamos a hipotese de que existem genes

especificos da célula mTEC que ainda ndo foram identificados, mas que podem
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atuar como fatores de transcricdo chave na adesdo mTEC-timécitos e no controle
da transcricdo de TRAs, influenciando assim o processo de selecdo negativa no

timo.
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OBJETIVOS
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3. Objetivo Geral

Identificar fatores de transcri¢cdo especificos de células mTECs antes e apos 0

ensaio de adesao com timécitos

3.1 Objetivos especificos

e Identificar os genes diferencialmente expressos em células mTEC3.10WT vs
CTEC1.4C18 por meio de andlise de sequenciamento de RNA (RNA-Seq)

antes e apos o ensaio de adesdo com timaocitos;
e I|dentificar os fatores de transcricdo diferencialmente expressos em células

MTEC3.10WT vs cTEC1.4C18 antes e ap0s o0 ensaio de adesdao com

timocitos.
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4. Delineamento Experimental
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5. Material e Métodos

5.1. Linhagem celular mTEC 3.10 e cTEC 1.4C18

As linhagens primarias das células timicas epiteliais medulares e corticais
(mTEC 3.10 e cTEC 1.4C18), utilizadas neste trabalho, foram cedidas pelo professor
Dr. Wilson Savino do Laboratério de Pesquisas sobre Timo da Fundacao Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Rio de Janeiro, RJ. Os dados brutos de
sequenciamento das mTECs utilizados foram obtidas do trabalho de mestrado de
Cesar Augusto Speck-Hernandez, orientado pelo professor Dr. Geraldo A. Passos.

As células timicas epiteliais medulares e corticais foram estabelecidas a partir
do timo de camundongos C57BL/6 recém-nascidos com fenotipagem para células
Epcam+ Ly51- UEA1*CD80'°MHC-II® e expressdo do gene Autoimmune regulator
(Aire) (Macedo et al., 2009, Pezzi et al., 2016). As mTECs e cTECs sdo aderentes
ao plastico poliestireno, o qual, foram cultivadas em garrafas T25 e/ou T75 (25cm? e
75cm?) contendo cerca de entre 5 e 10 mL de meio RPMI 1640 (Gibco — El Paso.
TX, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), logo, mantidas em

estufa com atmosfera de 5% de CO? a 37°C.

5.2 Processo de timectomia para obtencéo de timécitos

Para realizacdo do processo de timectomia para obtencéo de timécitos foram
utilizados camundongos C57BL/6 de cinco a seis semanas de idade, os quais,
sacrificados em camara de CO? e removidos 0s timos por cirurgia toracica, logo
transferidos para uma placa de Petri com meio de cultura RPMI 1640. As pecas
foram maceradas manualmente para desintegracdo do 6rgdo e feito a suspensédo
celular das células timicas. Para separacdo dessas células foi utilizado uma
membrana de nylon de porosidade de 10um para passagem apenas dos timocitos.

Apés a separagdo, os timocitos foram suspendidos por centrifugacdo por 5
minutos a 1000 x g e lavados com PBS para ressuspensao em meio RPMI. Nessa
obtencdo, os timoécitos foram utilizados para ensaio de adesdo com as ceélulas
MTECs e cTECs. Tendo em vista, ja realizado esse procedimento para as células

MTECs no trabalho de Cesar Speak-Hernandez foi realizado novamente o mesmo
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processo agora para as células cTECs. Este procedimento foi previamente aprovado
pelo Comité de Etica CEUA da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP) de

namero protocolo 006/2016-1 no trabalho supracitado (anexo 1).

5.3 Ensaio de adesédo de timdocitos com as células mTECs e cTECs

Os ensaios de adesdo mMTECs-timocitos e CcTECs-timQcitos possuem
protocolos pré-estabelecidos baseados em trabalhos desenvolvidos pelo Laboratério
de Pesquisas sobre o Timo (FIOCRUZ, RJ) e adaptados conforme as
recomendacdes do grupo de pesquisa do Laboratério de Imunogenética Molecular
(FMRP/USP).

Os timaocitos obtidos dos timos pela timectomia a partir dos camundongos
foram colocados em co-cultura com as células mTECs e com as células cTECs
numa propor¢do de 50:1 (timocitos:mTEC, timocitos:cTECS). As co-culturas foram
armazenadas na estufa com 37°C em 5% CO? durante 12 horas para mTEC-
timocitos e 24 horas para cTEC-timdcitos. Apos o periodo de adeséo, os timacitos
gue estiveram suspensos e ndo aderidos foram removidos da cultura com cautela e
aspirados do meio de cultura para lavagem com PBS cuidadosamente, aqueles
aderidos as mMTECs e cTECs foram retirados por lavagem vigorosa com PBS a 4°C
para posterior contagem das células.

A remocéo das células timicas medulares e corticais das garrafas de cultura
foi realizado por tratamento de tripsina/EDTA convencional (5mL de solugcdo de
tripsina 1x — 2,59 de tripsina suina por litro em HBSS + 0,5 ML de EDTA pH 8.0),
logo feito a inativacdo da tripsina por RPMI com soro fetal bovino e colhidos ap6és
centrifugacdo a 1000 x g por 5 minutos. As contagens das células timicas foram
adquiridas pelo contador de células Cellometer Auto T4 Cell Viability Counter
(NEXCELOM BIOSCIENCE, Lawrence, MA, USA) e utilizado o indice de adeséo (I1A)
através da divisdo do numero de timdcitos aderidos por niumeros de células mTEC /
cTEC.

5.4 Extracédo de RNA
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A extracdo de RNA total das células mTEC3.10 e cTEC 1.4C18 foi realizada
utilizando kit mirVana miRNA Isolation Kit Ambion (Grand Island, NY, USA) antes e
apos o ensaio de adesdo mTEC-timdcitos e cTEC-timocitos.

As células foram removidas das garrafas de cultura por adicdo de 3mL de
solucéo de tripsina/EDTA por 5 minutos, logo, inativada com meio de cultura RPMI
com 10% de soro fetal bovino. As células foram colhidas por centrifugacdo a 1000 x
g por 5 minutos, onde, aquelas resultantes foram lavadas com PBS estéril duas
vezes e posteriormente adicionado 1mL de solucéo de lise.

Para homogeneizagdo e lise completa, as células foram vigorosamente
agitadas por 1 minuto no vértex e posteriormente adicionado 100uL de miRNA
Homogenate Additive, sendo misturado pelo vértex por mais 20 segundos. As
misturas de células mTEC 3.10 e cTEC 1.4C18 permaneceram em banho de gelo
por 10 minutos, em seguida, adicionado 1mL de fenol acido-cloroférmio e agitado no
vortex por 1 minuto. A mistura lisada foi centrifugada em 10.000 x g por 5 minutos
em temperatura ambiente. Na solucdo, a fase aquosa foi transferida
cuidadosamente para outro tubo, e assim adicionado em temperatura ambiente
aproximadamente 1,25 vezes do volume da fase aquosa apés a centrifugacéo, o
etanol 100%. Em cada tubo foi preparado uma coluna com tubos coletores, onde foi
adicionado 700pL da solucdo e centrifugadas por aproximadamente 15 segundos
em 10.000 x g, por fim, descartado novamente a parte liquida e repetido o
procedimento para que as misturas estivessem totalmente filtradas.

Em prosseguimento, foram adicionados 700 pL de miRNA Wash Solution 1 na
coluna e novamente centrifugado a 10.000 x g, sendo subsequentemente
descartado a parte liquida e adicionado mais 500 uL de miRNA Wash Solution 2/3
na coluna e repetidamente centrifugada por 10 segundos a 10.000 x g. Apés
sucessivas repeticdes dos processos supramencionados, foi descartado o liquido e
centrifugado por 1 minuto para remocéo de residuos advindos do filtro, em suma,
finalizacdo a coluna foi colocada em um novo tubo e adicionado 100uL de agua
MilliQ/DEPC pré-aquecida em 95°C e recuperado o RNA total das amostras apos

centrifugacéo por 30 segundos.

5.5 Quantificacédo, grau de pureza e analise da integridade das amostras de
RNA total
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A quantificacdo das amostras de RNA total foi realizada por
espectrofotometria UV visivel, sendo considerado uma unidade de (1U) de
absorbancia A260 correspondente a 40ug de RNA/mL. Foi considerado e utilizado
apenas amostras livres de fendis e contaminacdo por proteinas, na razdo de
A260/230 e A260/280 entre 1.8 e 2.0, respectivamente, através de céalculo de razdes
de absorbancia nos diferentes comprimentos de onda ultravioleta.

A andlise da integridade das amostras de RNA total das células mTEC 3.10 e
CTEC 1.4C18 antes e apo0s adesdo foram realizadas pelo aparelho Agilent 2100
Bioanalyzer® Agilent Technologies por eletroforese microfluidica com RNA 6000
Nano chips. Os reagentes armazenados em 4°C foram inicialmente mantidos por 30
minutos em temperatura e logo preparado o gel com 550uL do RNA 6000 Nano gel
em coluna com filtro e centrifugado em 1.500 x g por 10 minutos em temperatura
ambiente. Foi inserido uma aliquota com 65uL em tubo livre de nuclease de 0,5mL,
sendo posteriormente adicionado 1uL de RNA 6000 Nano Dye, logo submetido ao
vortex para agitagdo por 10 segundos e centrifugado em temperatura ambiente a
13.000 x g por 10 minutos.

Para o preparo do RNA 6000 Nano chip foi inserido no priming station ajustes
de leitura para RNAs, sendo pipetados 9uL de gel/dye na regido G e com uma
seringa acoplada foi distribuido o gel ao longo do chip. Por conseguinte, os 9uL da
mistura foram pipetados em demais pontos da regido G do chip e adicionado 5uL de
RNA 6000 Nano Marker em cada posicdo do marcador de cada amostra e 1uL do
marcador na regidao com a indicacdo. Em diante, foi adicionado amostra de RNA nos
pocos marcados de 1 a 12 e agitado o chip com vértex IKA MS 3 na posi¢cao
horizontal a 2.200 rpm por aproximadamente 1 minuto, em seguida, foi inserido o
chip no aparelho bioanalisador para corrida eletroforética.

As respostas das integridades em eletroferograma e densitometria dos géis
das corridas foram obtidas pelo software Agilent 2100 Expert Software apos 30
minutos de corrida, 0os quais, as amostras apresentaram picos aos padrdes das
especies de RNAr 28S, 18S, 5S e RNAt 4S com RIN (RNA Integrity Number) 10.0,
sendo consideradas viaveis para utilizacdo em experimentos amostras com notas
RIN = 8.0.
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5.6 Andlise do transcriptoma das células mTEC 3.10 e cTEC 1.4C18 antes e

apo6s adesdo com timaocitos

5.6.1 Sequenciamento do RNA e construcéo da biblioteca

As replicatas biolégicas das amostras de RNA total das células mTEC 3.10 e
CTEC 1.4C18 antes e ap6s adesdo com timécitos foram enviadas ao Laboratorio
Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), sendo
parte da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), para sequenciamento
com a plataforma HiSeq 2500 Illlumina. Foram enviados 2ug de RNA total ao
LaCTAD e no laboratério a integridade das amostras passaram por verificacdo da
integridade pelo Bioanalyser 2100 Technologies (Agilent), sendo utilizadas as
amostras com RIN = 8.0. As amostras enviadas para sequenciamento foram feitas
por duplicata, tendo em vista, a disponibilidade encontrada para analise mTEC
versus cTEC.

Foi depletado o RNA ribossomal (RNAr) com oligos alvo-especificos
biotinilados em combinacdo com esferas de remocdo de RNAr citoplasmatico Ribo-
zero, onde foi preparado a biblioteca com TruSeq Stranded Total RNA Library Prep
Kit conforme as instrucdes do fabricante. As bibliotecas foram sequenciadas com a
plataforma HiSeq 2500 com tipo paired-end stranded specific com fragmentos de
100pb (2 x 100 pb) e com profundidade de 50 milhdes de reads.

5.6.2 Analise bioinformatica das sequéncias de RNA

As sequéncias de RNA provenientes do RNA-seq foram analisadas conforme
o pipeline predefinido no Laboratério Imunogenética Molecular. O LaCTAD
disponibilizou os dados das sequéncias de RNA em formato Fastq onde foram
submetidas a uma primeira avaliacdo de qualidade do preparo da biblioteca e
sequenciamento por meio do programa FASTQC (ANDREWS, 2010)
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para detectar possiveis
problemas gerados pelo sequenciador e apresentacdo de relatorios de controle de
gualidade do sequenciador e biblioteca.

A consideracédo do tamanho das sequéncias quanto a qualidade de cada base

e read séo representados por valores Phred, sendo resultados de boa qualidade
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bases < 30 na escala Phred. O grafico representado por cores qualifica a partir da
divisdo de eixos de ordenadas em sinais de muito boa qualidade (verde), sinais de

qualidade razoavel (laranja) e sinais de péssima qualidade (vermelho).

Sequéncias brutas
(formato FASTQ)

12 Analise de
Qualidade [ FASTQC
| @] Enriquecimento
Trimagem das funcional
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' .
| R[ Analises de genes

amostras
, diferencialmente
a .
‘ 2 Q‘?jg?ilézz:e [ FASTQC EdgeR ] expressos FDR <
|

| 0,05, FC1.5)
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STAR ] {HTSeq Counts

|N—

Contagem das reads

Figura 11. Pipeline de analises de dados de RNA-Seq por bioinformatica
utilizadas neste trabalho. Laboratério de Imunogenética Molecular, Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto (USP), Departamento de Genética.

A trimagem foi 0 conseguinte processo apos a primeira analise qualidade das
amostras de RNA onde fora utilizado linha de comando Trimmomatic versao 0.36
(BOLGER et al., 2014). Este processo foi realizado para remocéo dos adaptadores
gue permaneceram durante 0 sequenciamento e reads com péssima qualidade e
curtas (< 36pb) que poderiam causar problemas nas préximas decorrentes analises
de dados e niveis de expressdo génica. Apdés a trimagem, as amostras foram
novamente avaliadas quanto a qualidade pelo FASTQC visando a garantia e
qualidade do processo de trimagem, onde foram verificadas remocdes além dos
adaptadores e reads para montagem contra 0 genoma.

A formacédo do indice na indexagdo do genoma de referéncia permitiu que o
genoma fosse separado em grupos com caracteristicas similares para aceleramento
do mapeamento, devido que, o indice de grandes sequéncias de DNA permite que
reads encontrem rapidamente a sequéncia do genoma a qual faz o alinhamento. A
indexagéo do genoma de referéncia da espécie Mus musculus versdo M21 obtida no
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GENCODE (https://gencodegenes.org/mouse/release_M21.html) foi realizada por
meio da linha de comando STAR Spliced Aligner 2.5
(https://github.com/alexdobin/STAR) (DOBIN et al., 2013).

As sequéncias Fastq foram alinhadas ao genoma de referéncia M21 por meio
da ferramenta STAR Spliced Aligner 2.5, tendo um output de arquivo BAM contendo
tanto sequéncias com suas respectivas coordenadas gendmicas quanto arquivos
GTF (General Transfer Format). Posteriormente a montagem do transcriptoma, foi
utilizado a ferramenta HTSeq Counts (ANDERS; PYL; HUBER, 2014) para contagem
das reads que se alinharam ao genoma de referéncia murinho, contendo assim, as
variaveis que possibilitou determinar o numero total de reads por transcritos
mapeados ao genoma. Logo, foi gerado uma lista total de genes com suas
contagens para realizacdo da analise de genes diferencialmente expressos por cada
amostra sequenciada.

As analises dos genes diferencialmente expressos foram realizadas pela
plataforma R (versdo 4.1) (https://www.r-project.org/), utilizamos o pacote EdgeR
disponivel na plataforma de bioinformatica Bioconductor para normalizacdo e
determinacdo dos genes diferencialmente expressos. O pacote EdgeR calcula o
FoldChange (FC) de cada gene em conta matriz de contraste para uma determinada
condicao, utilizamos desta forma, aqueles considerados diferencialmente expressos
quando FC = 1.5 e valor de p < 0,05 com correcao False Discovery Rate (FDR) de
Benjamin Hochberg. Além deste ambiente estatistico-matematico, o pacote EdgeR
permite construcao de graficos com analise de dados no maximo 12 amostras.

Os dados gerados por FC em escala log2, valores de P, valores brutos
corrigidos por FDR, além de nomes dos genes, também a localizacdo cromossdémica
e a posicdo genbmica dos genes diferencialmente expressos. Os genes
diferencialmente expressos obtidos foram submetidos a novas analises com
agrupamentos hierarquicos e heatmap para avaliacdo do padrdo de expressao
génica.

A lista dos mMRNAs diferencialmente expressos foi submetida a analise de
enriquecimento funcional por meio da ferramenta de anotagédo Panther versdo 15.0
(Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships) (http://www.pantherdb.org/), o
qual a plataforma permite uma classificacdo de proteinas e seus respectivos genes

com finalidade na facilidade em analises com alto rendimento. A plataforma Panther
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foi utilizada para identificar a partir da lista de mRNAs, 0s principais processos
envolvidos em funcBes moleculares, componentes celulares e até mesmo vias que
representam os genes diferencialmente expressos codificadores de proteinas para
identificacdo daqueles com potencial papel como fator de transcrigao.
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6. RESULTADOS

Os dados utilizados quanto ao ensaio de adesao com timaocitos, extracao de
RNA e sequenciamento das células mTECs foram obtidos a partir do trabalho de
mestrado no Laboratério de Imunogenética Molecular de César Speck-Hernandez
para comparacao cTECs.

Realizamos um ensaio de adesédo conforme detalhado na metodologia, tanto
os timdcitos quanto as cTECs, provenientes do ensaio de adesdo foram
quantificadas e calculada a raz&o entre o numero total de timocitos aderidos e o
namero total das cTECs nas garrafas, que representou o valor da média de timdcitos

aderidos por cTEC, sendo este o indice de Ades&o conforme mostra a figura 12.
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Figura 12. Gréafico resultante da analise comparativa entre os las das cTECs em
condicBes diferentes de tempo. Representacdo do numero médio de timdcitos
aderidos por cTEC. Teste t-Student **p = 0,0019. Os ensaios de adesdo foram
realizados em duplicatas.

6.1 Andlise de qualidade, trimagem e montagem do genoma

A primeira analise de qualidade dos pares de bases foi realizada com o
programa FASTQC que apresentaram valores de read representativos de qualidade.
Como demonstrado na figura 13 A e B, a primeira analise de qualidade e qualidade

apos trimagem respectivamente mostram positivos com valores de Phred acima de
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30 para as bases das reads, correspondendo assim, 99,9% de probabilidade para as

chamadas de bases estarem corretas.
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Figura 13. Exemplificacdo de qualidade das sequéncias das amostras pelo
sequenciamento lllumina. A) cTEC antes da adesdo com timdcitos sem trimagem;
B) cTEC apds adesdo com timocitos com trimagem. Verde: Phred > 30 (boa
qualidade); laranja: 20 > Phred < 30 (qualidade razoavel); vermelho: Phred < 20
(qualidade ruim). As posices das bases das reds e as notas de qualidade Phred
encontram-se no eixo das abscissas e no eixo das ordenadas respectivamente.

Nossos resultados do controle de qualidade demonstraram que né&o
ocorreram queda de qualidade dos pares de bases, sendo comum a ocorréncia da
perda no final das sequéncias em metodologias usadas em sequenciamentos
lllumina.

O processo de trimagem das amostras foi realizado para retiradas de
adaptadores que sao utilizados durante o sequenciamento, o qual, removemos
reads menores que 36pb, sendo consideradas reads muito curtas e de baixa
qualidade. Apdés o processo de remocdo dos adaptadores das amostras
sequenciadas, utilizamos aquelas que tiveram reads sobreviventes maiores que
36pb e boa qualidade de sequenciamento.

ApOs a segunda analise de qualidade as amostras foram mapeadas contra o
genoma de referéncia murino versdao M21 (Ano 2019) (GRCm38.p6), obtendo-se
uma média de 89,96% (Tabela 1).

Amostra Total de Reads Reads Mapeadas Reads Mapeadas
(%)

CTEC1 1 SA 14988812 13713477 91,49%

CTEC2_2_SA 15763839 14579958 92,49%
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CTEC1_1_CA 12322778 11325390 91,91%

CTEC2_2_CA 14988812 13713477 91,49%
MTEC1_SA 19537448 18058746 92,43%
MTEC1_CA 20570971 17790868 86,49%
MTEC2_SA 18176342 14701594 80,88%
MTEC2_CA 23314049 21565819 92,50%

Média 89,96%
Tabela 1. Total de reads de input e quantidade de reads mapeadas contra 0 genoma
de referéncia versdo M21 (GRCm38.p6) das células mTEC 3.10 WT e cTEC1C18.

Logo apds a segunda andlise de qualidade feita posteriormente a trimagem as
amostras foram mapeadas contra o genoma de referéncia murinho versdo M21 (Ano
2019) (GRCm38.p6). Ap6s 0 mapeamento nossas amostras foram separadas em
grupos compostos por linhagens celulares mTEC versus cTEC antes do ensaio de
adesdo com timocitos e outro apds o0 ensaio de adesdo com timocitos, o qual,

obtivemos os genes diferencialmente expressos.

6.2 Andlise dos genes diferencialmente expressos

O pacote EdgeR foi utilizado para analise dos genes diferencialmente
expressos nas células mTEC em comparacao com as células cTEC antes e apés o
ensaio de adesdo com timacitos, definiu-se como genes diferencialmente expressos
aqueles que tivessem Fold Change > 2.0 com valor de p ajustado FDR < 0,05.

Na andlise de expressao diferencial dos genes das células mTECs em
comparacdo com a linhagem de células cTECs antes do ensaio de adesdo foram
identificados 1173 genes diferencialmente expressos, entre os quais, 661 estavam
reprimidos e 513 induzidos, conforme demonstrado no volcano plot (Figura 14) e no
heatmap de agrupamento hierarquico ndo supervisionado (Figura 15); os mais
reprimidos e induzidos estdo destacados nas tabelas 2 e 3. Consideramos que 0s
genes diferencialmente expressos sao codificadores de proteinas quando

comparados as células mTEC versus cTEC.
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Figura 14. Volcano plot mostrando a distribuicdo dos genes diferencialmente
expressos em células mMTEC em comparacdo com células cTEC antes do ensaio de
adesdo com timocitos (fold change = 2.0, FDR < 0.05), verde: Induzidos
(UP_regulated), vermelho: Reprimidos (Down_regulated).
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Figura 15. A) Heatmap do agrupamento hierarquico ndo supervisionado dos genes
diferencialmente expressos em mTECs em comparagdo com células cTECs antes
do ensaio de adesdo com timdcitos (fold change = 2.0, FDR < 0.05), mTECA1:
MTEC3.10 sem adesdao amostra 1, mTEC2: mTEC3.10 sem adesdo amostra 2,
CTEC1: cTEC 1.4C18 amostra 1 sem adesdo, cTEC2: cTEC 1.4C18 amostra 2 sem
adesdo. B) Do total de genes diferencialmente expressos (1173), 661 foram
reprimidos e 513 induzidos.

Tabela 2. Lista dos genes diferencialmente expressos mais induzidos nas células
MTEC em comparagdo com a linhagem de células cTEC sem ensaio de adesdo com
timaocitos.

Gene Log2FC FDR
Dpysl5 9,091157 4,75E-119
lgfbp7 8,913344 1,51E-102
Foxa2 8,797546 2,71E-25
Sytl5 8,721618 6,31E-23
Mest 8,165978 5,23E-16
Ldhd 7,529089 3,66E-10
Ovgpl 7,164187 2,95E-08
Poglutl 6,681473 4,28E-46
Mark1l 6,417094 4,00E-25
Bmprilb 6,308716 1,05E-23
P3h2 6,175675 1,04E-51
Gprin3 6,03932 1,85E-89
Lypdéb 5,996713 1,22E-17
Colca2 5,755213 3,92E-15
Crifl 5,397995 4,21E-29
Tmem266 5,307309 2,58E-68
Gm3776 5,269855 2,79E-11
Tifa 5,242768 3,38E-11
Slurpl 5,234273 7,43E-11
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Npylr 5,212533 8,08E-11

Ntrk3 5,180077 3,20E-24

Tabela 3. Lista dos genes diferencialmente expressos mais reprimidos nas células
MTEC em comparagdo com a linhagem de células cTEC sem ensaio de adesdo com
timaocitos.

Genes LogFC FDR
Tmem47 -9,9846 7,35E-52
Hs6st2 -9,94911 2,30E-36
Defb41 -9,76211 8,91E-36
Galnt12 -9,65603 7,57E-42
Prrgl -9,63509 9,73E-43
Gspt2 -9,22119 2,16E-32
Ociad2 -8,6902 9,81E-24
Nes -8,60486 1,19E-22
Slc41a2 -8,54791 5,81E-20
Pkd1l1 -8,54643 4,88E-17
Zswim5 -8,51885 1,08E-18
Kctd4 -8,47269 2,01E-19
Orai2 -8,33054 1,45E-18
Anks6 -8,32114 2,22E-18
Bdkrb2 -8,23224 1,08E-66
Gpri4l -8,16086 6,03E-130
Cd55 -8,08341 5,44E-16
Stc2 -8,02284 6,63E-15
Gfra2 -7,93136 1,71E-50
Chn2 -7,9285 2,20E-12
Cntin -7,69079 1,01E-126




Olfr1349 -7,66206 5,30E-12

Na analise da expressao dos genes diferencialmente expressos nas ceélulas
MTEC em comparacdo com as linhagens de células cTECs apdés o ensaio de
adesdo com timdcitos foram identificados 1428 genes diferencialmente expressos,
sendo 817 induzidos e 611 reprimidos. Tendo em vista em analisar o padréo de
expressao dos genes diferencialmente expressos assim como no grupo sem adesao
com timocitos, foi realizado a construcdo de um volcano plot (figura 16) e um
heatmap de agrupamento hierarquico ndo supervisionado (Figura 17), como
também, as tabelas 4 e 5 com 0s genes expressos diferencialmente entre mais
induzidos e reprimidos.

Nossos resultados demonstraram que houve um aumento no numero de
genes diferencialmente expressos durante o processo de adesdo com timadcitos nas
células mTEC vs cTEC, apontando que o processo de adesao influencia no padrédo
de expressdo génica das células epiteliais do timo favorecendo a inducdo da

tolerancia imunoldgica central.
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Figura 16. Volcano plot mostrando a distribuicdo dos genes diferencialmente
expressos em mTEC em comparacdo com células cTEC apds o ensaio de adesao
com timécitos (fold change = 2.0, FDR < 0.05), verde: induzidos (UP_regulated),
vermelho: Reprimidos (Down_regulated).

51



° (I} Apés adesin
I.1 A=

800+
700+
600=

5004
400 =
300+

Quantidade de genes

2004
100=

A) ¢TEC1 ¢TEC2 mTEC1 mTEC2 8) Reprimidos  Induzidos

Figura 17. Heatmap do agrupamento hierarquico ndo supervisionado dos genes
diferencialmente expressos em mTEC3.10 em comparagdo com células
CTEC1.4C18 apéds ensaio de adesdo com timdcitos (fold change = 2.0, FDR < 0.05),
MTEC1: mTEC3.10 apdés adesdo amostra 1, mTEC2: mTEC3.10 apds adeséao
amostra 2, cTEC1: cTEC 1.4C18 amostra 1 apdés adesdo, cTEC2: cTEC 1.4C18
amostra 2 apoés adesdo. B) 1428 genes diferencialmente expressos, 817 foram
induzidos e 611 foram reprimidos.

Tabela 4. Lista dos genes diferencialmente expressos mais induzidos nas células
MTEC em comparac¢do com a linhagem de células cTEC ap0s ensaio de adeséo
com timocitos.

Genes Log2FC FDR

Ppp2r2c 12,48028 54,77481
Wincrl 10,85847 30,57206
Paké 10,2388 24,47467
Bdkrb2 10,09167 21,85722
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Add2 9,955824 21,30986
Hs6st2 9,866136 21,32004
Tmem47 9,758663 20,82013
Defb41 9,733172 20,47306
Gprial 9,702316 43,71369
Rny3 9,559077 19,47212
Kctd17 9,209974 16,98904
Rny1 8,991769 34,04412
Gspt2 8,874197 13,77971
Trdv4 8,831731 14,88557
AA467197 8,58294 30,25572
Sic41a?2 8,536259 13,1702

Ak4 8,346905 46,0763

Agbl2 8,297054 11,34763
n-R5-8s1 8,063007 10,44069
Zswim5 8,060035 10,59075
Stc2 8,031856 9,135075
Anks6 8,023401 10,33032

Tabela 5. Lista dos genes diferencialmente expressos mais reprimidos nas células
MTEC em comparacdo com a linhagem de células cTEC ap0s ensaio de adeséo

com timocitos

Genes logFC FDR

Hoxa9 -10,8995 22,38971
Foxa2 -9,38466 18,08391
Ptgs20s2 -9,35863 16,14796
Mark1 -9,19714 16,67473
lafbp7 -8,69605 42,70701
Gm32554 -8,63307 13,45206
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DpysI5 -8,51989 38,54089
Sytl5 -8,50171 12,10007
Acsl6 -8,48653 12,63851
Kazn -8,44451 12,87844
Tcf711 -8,37717 9,895206
Slc22al7 -8,2224 9,969434
Serpinbl10 -8,02662 10,02787
Tprg -7,67012 8,390693
Gprin3 -7,55926 33,58971
Gm11407 -7,45798 3,973382
Gm12609 -7,41048 5,96269

Krtl3 -7,01995 14,96966
Slc22al7 -6,9728 5,468768
P3h2 -6,89175 21,30986
Gm3776 -6,77895 5,401853
Eid2 -6,75271 5,048531

6.3 ldentificacdo de fatores de transcricao

Os genes diferencialmente expressos antes e depois do ensaio de adesao
com timacitos foram classificados de acordo com a divisdo do sistema Panther
(Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships), sendo separados em
categorias descritas na figura 18. Em ambos os grupos, os genes diferencialmente
expressos foram identificados em diversas classificagdes, entre eles, os fatores de
transcricao.

Na classificacdo como potenciais fatores de transcricdo identificamos no
grupo mTEC vs cTEC antes da adesdo com timécitos cerca de 10,9% do total de
genes diferencialmente expressos, correspondendo 73 genes dos 1173
identificados. Apés o ensaio de adesdo esse numero reduziu para 7,1% do total de
genes diferencialmente expressos, correspondido por 55 genes dos 1428

encontrados.
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Demonstramos que pelo enriquecimento funcional que o grupo de mTEC vs
cTEC com maior proporcdo de genes como potenciais fatores de transcricdo foi
antes do ensaio de adesdo com timdcitos, podemos observar que 0 processo de
adesao apresenta certa variabilidade entre os processos dos dois grupos (antes e

apos o contato com timadcitos).

(a) Antes da adesdio (b) Apos adesio
B proteina de ligagdo ao calcio
1% 1247 B molécula de adesdo celular 5109, 1696,
12 6t m proteina de jungio celular *

1 chaperonas
| proteina citoesquelética
| proteina de defesa / imunidade
m modulador enzimatico
m proteina da matriz extracelular
| hidrolase
21 misomerase
W ligase
M liase
H proteina de trafego de membrana
m ligagdo de acido nucleico
m oxidoredutase
ot 1 receptor
Hmolécula de sinaliza¢io
49 19 H proteina de armazenamento
128 H proteina estrutural
u fator de transcri¢io
| proteina de transferéncia / transportadora
H transferase
B proteina reguladora / adaptadora de receptores transmembranares
| transportador

13

128

Figura 18. Proporgéo dos tipos de genes diferencialmente expressos encontrados e
fatores de transcricdo nas células mTEC vs cTEC antes e depois do ensaio de
adesdo com timocitos. A distribuicdo foi feita pelo sistema de classificagéo
PANTHER verséo 15.0.

Na figura 19 mostramos que os fatores de transcricdo diferencialmente
expressos em mTEC versus cTEC antes do ensaio de ades&o que 42 genes foram
induzidos e 31 genes reprimidos, apis o processo de adesdo, houve um aumento no
namero de genes induzidos para 41 e uma reducdo no niumero de genes reprimidos
para 31. Na identificacdo dos fatores de transcricdo pelo enriquecimento funcional,
realizamos a construcdo de um heatmap de agrupamento hierarquico nao

supervisionado desses genes diferencialmente expressos demonstrado na figura 20.
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Figura 19. Demonstracdo da proporcdo de quantidade de genes induzidos e
reprimidos dos genes diferencialmente expressos classificados como fatores de
transcricdo pelo enriquecimento funcional tanto (a) antes do ensaio de adesdo com
timécitos, sendo, 30 reprimidos e 41 induzidos e (b) ap6s o ensaio de adesdo com
timécitos, sendo, 20 reprimidos e 38 induzidos.
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Figura 20. Heatmap de agrupamento hierarquico ndo supervisionado dos genes

diferencialmente expressos classificados pelo enriqguecimento funcional como fatores

de transcrigao (fold change = 2.0, FDR < 0.05).

Dos 73 genes classificados como fatores de transcricdo das células mTEC vs

CTECs antes do ensaio de adesdo com timdcitos obtivemos genes induzidos quanto

ao nivel de expresséao pelo logFC. Os genes mais destacados como demonstrados
na tabela séo Esrrb, Zic5, Thrb, Sox12 (Tabela 6).

Genes LogFC FDR
Zic5 7.62655370369379 7.4755477611073e-12
Esrrb 7.55654060174729 2.24714851721473e-11
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Thrb 7.20281912917207 3.63697826854024e-09
Sox12 3.51030168800443 8.1654296741036e-09

Tabela 6. Ranking dos genes diferencialmente expressos mais induzidos nas células
MTEC em comparacdo com a linhagem de células cTEC antes ensaio de adesao
com timécitos. Os 5 genes diferencialmente expressos destacados pelo valor de
expressdo foram os mais induzidos dentre os classificados como fator de

transcrigao.

Dos 55 genes classificados como fatores de transcrigcdo das células mTEC vs
cTECs depois do ensaio de adesdo com timocitos obtivemos genes mais reprimidos
guanto ao nivel de expressao pelo logFC. Os genes que mais destacaram nesse

grupo foram Hoxa9, Foxa2 e Ptgsos2, Markl e Igfbp7 (Tabela 7).

Tabela 7. Ranking dos genes diferencialmente expressos mais reprimidos nas
células mTEC em comparacdo com a linhagem de células cTEC apos ensaio de
adesdo com timodcitos. Os 5 genes diferencialmente expressos pelo valor de
expressdo foram os mais reprimidos dentre os caracterizados como fatores de

transcrigao.

Genes logFC FDR

Hoxa9 -10,8995 22,38971
Foxa2 -9,38466 18,08391
Ptgs20s2 -9,35863 16,14796
Mark1 -9,19714 16,67473
lgfbp7 -8,69605 42,70701

58


http://uswest.ensembl.org/mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000097754
http://uswest.ensembl.org/mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000026620
http://uswest.ensembl.org/mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000036256

DISCUSSAO

59



7. Discusséao

A tolerancia imunolégica € caracterizada como a nao responsividade a um
antigeno, induzida pela exposicdo previa a este. Este reconhecimento entre o
préprio e 0 nao préprio € uma das funcdes primordiais do sistema imunolégico, os
quais, se destacam as células mMTECs e cTECs na selecdo positive e negative de
Linfécitos T que expressam TRAs aos timadcitos, tendo assim, uma expresséo génica
promiscua (PASSOS et. Al., 2019)

Tendo em vista que as cTECs e mTECs atuam na tolerancia imunoldgica
central no timo, elas sdo classificadas de acordo com sua localizagcdo na estrutura
do timo e sua funcgé&o. A principal fungéo das cTECs estdo no suporte a proliferacao,
diferenciacéo e selecao positiva dos linfocitos T restritos ao MHC, e as mTECs que
participam no papel critico na prevencao dos aparecimentos de doencas autoimunes
por meio da apresentacdo de antigenos restritos aos tecidos (TRAS) aos timdcitos
que estdo em desenvolvimento (KYEWSKI & DERBINSKI, 2004).

Uma atividade muito frequente ocorrente no timo é o “crosstalk timico” que
tende a realizar & expansdo e organizacdo da medula do timo, tendo grande
participacdo de timdcitos em desenvolvimento. As mTECs possuem uma populagéo
bem diversificada, que apresentam assim, subjuntos de populacbes podendo ser
identificadas por marcadores de expressdo MHCII e CD80, além do fator de
transcricdo AIRE, isso, favorece que as mTECs possam expressarem diversos
genes codificadores de moléculas de adesdo (claudinas, selectinas, etc) para
garantir a adesdo mTEC-timocitos/cTEC-timécitos (LOPES et al. 2015).

O grupo de Imunogenética molecular do Departamento de Genética da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto avaliaram a atuacao do Aire no controle da
expressdo de genes de adesao que por sinal evidenciaram que o silenciamento de
Aire pode atrapalhar a interacdo das células timicas epiteliais aos timocitos, sendo
essa etapa muito importante para o estabelecimento da tolerancia imunoldgica
central, onde seu comprometimento desenvolve doencas autoimunes (PEZZI et al.,
2016; SPECK-HERNANDEZ et al., 2018).

A funcéo mais conhecida das mTECs por sua vez esta na atuacao do Aire no
controle da expressdo de RNAs nao codificadores de proteinas, microRNAs e
fatores de transcricbes chaves para homeostase do sistema imunoldégico como o

controle da tolerdncia de Células B, expressdo de genes que influenciam o
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recrutamento de células por inducdo da expressdo de quimiocinas e a propria
adesdo que é crucial para apresentacdo de antigenos (LAAN & PETTERSON,
2013).

Tendo em vista que o Aire € considerado o principal gene envolvido na
modulacdo da expressdo génica e expressdo de TRAs existem outros genes tao
importantes quanto, com ou sem auséncia de Aire (TAKABA et al., 2015).

Por meio de analises complexas na 6émica transcriptbmica, Takaba e seus
colaboradores compararam a expressao diferencial entre mMTECs e cTECs que
identificaram um outro regulador transcricional que atua também na inducdo da
expressdo de autoantigenos em mTECs, sendo ele, o Fezf2, que até entdo estava
conhecidamente ligado ao sistema nervoso central na diferenciacdo de neurénios
motores (SHIN et. al., 2011; TAKABA et. al., 2015).

Aire e Fezf2 funcionam em sinergia, pois, enquanto a proteina Aire esta
associada a varias proteinas parceiras e atua na etapa alongamento da transcricao,
a proteina Fezf2 atua como um fator de transcricdo classico, ou seja, liga-se
diretamente ao DNA (TAKABA et al. 2015; KLEIN 2015). Os TRAs expressos em
MTECs modulados por Fezf2 e Aire correspondem concomitantemente a cerca de
12,3% do total de TRAs expressos nessa célula, enquanto a regulacdo de Aire
corresponde a cerca de 28,9% da expressao de TRAs nas mTECs, o Fezf2 abrange
guase 22% desta modulacéo e outros 40% do total de TRAs expressos em mTECs
gue sao regulados por fatores ainda desconhecidos (TAKABA et. al., 2015).

Nessa lacuna, surgiu a hipétese de que além de Aire e Fezf2 existem genes
especificos da célula mTEC quando comparada a cTEC que ainda ndo foram
identificados e que possam atuar como fatores de transcricdo chave na adeséo de
células timicas epiteliais medulares aos timécitos e no controle da expressdo de
TRAs.

Para elucidarmos que possa ser especifico de mTECs, inseridos o processo
de adesdo devido sua importadncia na apresentacdo de antigenos restritos aos
tecidos e as células cTECs devido sua fungdo no processo de sele¢do no timo.
Essas células passaram por processos de adesao e foram analisadas tanto antes
guanto apos o0 processo e assim tiveram seus RNAs sequenciados por meio da

tecnologia de sequenciamento de RNA de nova geracdo (RNA-Seq) e ferramentas
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de bioinformatica. Essa técnica € extremamente indicada para quantificacdo dos
niveis de expressao e sensivel ao identificar e quantificar transcritos.

Essa presente dissertacdo buscou identificar apenas genes diferencialmente
expressos classificados como fatores de transcricAo que foram submetidas ao
ensaio de adesdo mTEC-timdcitos durante 12 horas e cTEC-timocitos durante 24
horas, em sua potencialidade méaxima de ades@o com timdcitos. A analise antes da
adesdo indicou 73 fatores de transcricdo diferencialmente expressos, sendo 42
induzidos e 31 reprimidos. Apds adesdo houve uma reducdo no numero de fatores
de transcricdo com expressao diferencial, com 55 no total, 37 induzidos e 20
reprimidos.

A reducado da expressao dos fatores de transcricdo apos adesao reforca que
as células timicas epiteliais medulares séo especializadas na expressao de TRAs e
moléculas de adesdo, uma vez, que o Aire gera uma remodulacdo do perfil
transcricional para o crosstalk timico.

Ao analisarmos o enriquecimento funcional realizado, a Plataforma Panther
indicou a participagcdo de fatores de transcricdo diferencialmente expressos em
MTECs antes da adesdo com timécitos: Hoxa7, Sox12, Thrb, Esrrb e Zic5. Dentre
esses, somente o Hoxa7 foi descrito na literatura ao context timico, onde utilizaram
camundongo transgénico NHD13 num modelo de estudo da syndrome mieloplasica,
o qual, revelaram que o timo desse animal foi reduzido e aumento da expressao de
genes do cluster Hoxa (Hox9, Hox10), tendo assim reducdo da populacdo de
timécitos que acarreta na apresentacdo de TRAs no momento da adesdo com as
células timicas epiteliais que corrobora com nossos resultados ao apresentar-se
reprimido. Choi e colaboradores demonstraram que a expressdo de Hoxa7 esta
relacionada com a maturacdo de timdcitos no timo, processo crucial para que os
antigenos ndo possam exibidos no timo pela auséncia de Aire funcional e que as
células T especificas para os antigenos restritos ao tecidos escampem da delecéo,
maturam e entrem na periferia para atacarem tecidos alvos.

Para o fator de transcricdo Sox12, Tanaka e seus colaboradores em 2018
demonstraram que sua ndo participacdo no desenvolvimento de células Tregs no
timo estdo envolvidas no desenvolvimento de células pré-tregs sob condi¢cbes
inflamatorias em colites. Esse fator de transcricdo foi evidenciado como papel de

induzir a expressdo de Foxp3 em células T CD4+, sendo importante em repostas
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nos processos inflamatérias excessivas, como um mecanismo adjacente a
diferenciacdo das células pré-Tregs em condi¢cfes, permitindo ser alvo terapéutico
para prevencado de doencas autoimunes, como as doencas inflamatorias intestinais.

Outro resultado interessante deste trabalho demonstrado por Zhao e
colaboradores é a correlagdo do Zic5 como valor progndstico em canceres de colén
pelo seu alto nivel de transcricdo ZIC5, tendo assim nos pacientes, uma melhor
sobrevida Segundo andlise de Kaplan-Meier. Este achado na literatura corrobora em
suas caracteristicas como fator de transcricdo crucial no processo da homeostasia,
onde a deplecdo deste fator de transcricdo torna as células mais resistentes a
apoptose por indugéo de baixa glicose e atuagdo como repressor transcricional para
genes associados a glicélise.

Outro estudo evidencia Esrrb como fator de transcricdo na regulacdo do
desenvolvimento de células germinativas primordiais. O fator de transcricdo Esrrb
desempenha fungBes importantes na pluripoténcia, atuando nos estagios iniciais em
camundongos, interferindo diretamente na autorrenovacdo em células troncos
derivadas de embrifes. Além do papel na conducéo da pluripoténcia, a capacidade
de reprogramacao de Esrrb se estende também para células sométicas, sendo, um
reprogramador de identificacdo de genes que substituem KIf4 em coquetéis
convencionais constituidos por Oct4, Sox2, KlIf4 e cMyc (OSKM).

Uma boa parte dos resultados deste trabalho apontam esses fatores de
transcricbes em correlagcbes com canceres e nenhum estudo tém sido associados
diretamente com doengas autoimunes. Entretanto, notamos que ao compararmos
MTECs com cTECs vimos uma reducdo no numero de fatores de transcricdo
diferencialmente expressos mesmo ndo tendo associacbes em complexos
transcricionais envolvendo Aire e Fezf2. Contudo, é necessario investigar mais
interacbes entre os genes diferencialmente expressos e suas classificacoes para
melhor filtragem de dados para fatores de transcricdes preditos.

Em suma encontramos e identificamos alguns fatores transcricionais em
baixos achados, demonstrando a participacdo principal de Aire e Fezf2 como os
mais cruciais para regulacdo do sistema imunoldgico e patologias autoimunes, estes
mesmos ressalta-se a necessidade de validagao para resultar em novos achados

importantes para descobertas de novos fatores de transcricao.
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8. Consideracgdes Finais

Foi possivel identificar fatores de transcricbes nos processos tanto antes quanto
apos a adesédo das células timicas aos timdcitos. A partir desses dados de predi¢édo

obtidos neste trabalho, infere-se que:

e Aire e Fezf2 ainda atuam como fatores de transcricdo chaves em mTECs;
e Adesdo celular entre mTEC-timocito e CcTEC-timécito promove uma
remodulacdo do perfil transcricional quando reduz o numero de fatores de

transcricdo diferencialmente expressos;

e Os fatores de transcricdo encontrados sdo apenas predi¢cdes que necessitam

de melhores analises e validacoes.
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10. Apéndice

Apéndice 10.1 - Lista de genes diferencialmente antes do ensaio de adeséo

|Gene |Log2FC |FDR
Dpysl5 9091157 4,75E-119
Igfbp7 8,913344 1,51E-102
Foxa2 8,797546 2,71E-25
Sytls 8,721618 6,31E-23
Mest 8,165978 5,23E-16
Ldhd 7,529089 3,66E-10
Ovgpl 7,164187 2,95E-08
Poglutl 6,681,473 4,28E-46
Mark1 6,417094 4,00E-25
Bmprlb 6,308716 1,05E-23
P3h2 6,175675 1,04E-51
Gprin3 6,03932 1,85E-89
Lypd6b 5,996713 1,22E-17
Colca2 5,755213 3,92E-15
Crifl 5,397995 4,21E-29
Tmem266 5,307309 2,58E-68
Gm3776 5,269855 2,79E-11
Tifa 5,242768 3,38E-11
Slurpl 5,234273 7,43E-11
Npylr 5,212533 8,08E-11
Ntrk3 5,180077 3,20E-24
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Apéndice 10.2- Lista de genes diferencialmente apds do ensaio de adesao

genes logfc fdr
Hoxa9 -10,8995 22,38971
Foxa2 -9,38466 18,08391
Ptgs20s2 -9,35863 16,14796
Markl -9,19714 16,67473
lgfbp7 -8,69605 42,70701
Gm32554 -8,63307 13,45206
DpysI5 -8,51989 38,54089
Sytl5 -8,50171 12,10007
Acsl6 -8,48653 12,63851
Kazn -8,44451 12,87844
Tcf711 -8,37717 9,895206
Slc22al7 -8,2224 9,969434
Serpinb10 -8,02662 10,02787
Tprg -7,67012 8,390693
Gprin3 -7,55926 33,58971
Gm11407 -7,45798 3,973382
Gm12609 -7,41048 5,96269
Krt13 -7,01995 14,96966
Slc22al7 -6,9728 5,468768
P3h2 -6,89175 21,30986
Gm3776 -6,77895 5,401853
Eid2 -6,75271 5,048531
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11. Anexos

(.

o
N
\l UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitalado *Efeito de muagdes no gene AIRE
(Sindrome APS1) induzidas por CRISPR-Ca9 na conformagdo di proteing, no trarscriploms
de células mTEC e na swa inferagido com limdcitos”, registrado com o namero 0032017-1,
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Geralde Aleixo da Silva Passos Junier, envolvendo o
producdo, manutengdo ou wtilizagho de animais periencentes oo filo Chordara. subfilo
Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesguisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei o 11,794 de 8 de owubro de 2008, do Decreta n® 6.899 de 15 de julbo de
2009 e com as normas editadas pelo Conselho Naciomal de Controle de Experimentagio
Animal (CONCEA), ¢ foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Ribeardo Preto da Universidade de 530 Paulo em reunilio de 26 de
junho de 2017,

Este Protocolo prevé a wiilizagho de 100 camundongos CSTBLG fémeas
pesando 20g ¢ oriundos do Servigo de Biotério da Prefeiturs do Campus de Ribeirilo Preo da
Universidade de Sao Paulo. Vigéncia da autorizagto: 26/06/2017 a 3007/2022.

We certify that the Protocol a* 00N2017-1, entitled “Effect of AIRE gene musetions (APS] sywidrome; ban:l
bWhmwm-{-YKc‘u{umm X
15 in accordance with the Ethical Principles in Animal R ‘h“.‘hm‘_ Cuxg:':-::ﬂ
Animad Experimentation (CONCEA) s was appeoved Local Animal Ethical

‘:MMWW“!&{)M,MS&MIO&MW)ON l'hm?whﬂlbc
production, mainiensmcs of use of mimals from phytaer Charsdima, subphrlum Vertebvata (excepe ) for
Mmﬂ“hudmwcm!mhnumh(mycm;\mﬂ
muwmwwmmorsummmamu\muﬂmaoam.

Ribeirdo Preto, 26 de junho de 2017

Prof. Dr. Fi Sitva Ramalho
Presidenre da CEUA « FMRP - USP
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