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RESUMO 

 

DE AZEVEDO, J.T.C. Avaliação da função tímica em pacientes com diabetes 

mellitus tipo 1 submetidos ao transplante autólogo de células-tronco 

hematopoéticas.  2013. 170f. Dissertação de Mestrado. Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 

 

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) é uma doença autoimune órgão-específica 

caracterizada pela destruição seletiva das células β pancreáticas produtoras de insulina. 

A imunossupressão em altas doses seguida do transplante autólogo de células-tronco 

hematopoéticas (TACTH) constitui uma alternativa terapêutica recente e promissora 

para o DM-1 recém-diagnosticado, impedindo a progressão da destruição das células β 

pancreáticas produtoras de insulina e induzindo independência insulínica por um 

período prolongado na maioria dos pacientes. O princípio dessa terapia baseia-se na 

eliminação das células autorreativas pela imunossupressão intensa e na reconstituição de 

um sistema imunológico novo e tolerante após o transplante. Com o objetivo de avaliar 

a função do timo e sua contribuição na geração do repertório de células T nos pacientes 

com DM-1 após o TACTH, nesse trabalho foram avaliados os níveis de T cell receptor 

excision circles (TRECs) em células T do sangue periférico e a diversidade do 

repertório de células T dos pacientes com DM-1 (n=23) antes e em diversos períodos 

após o transplante. A quantificação absoluta dos níveis de TRECs (número de 

moléculas de TRECs/100g de DNA) foi realizada pela técnica de PCR em tempo real e 

a avaliação do repertório de células T foi realizada pela técnica de TCRBV CDR3 

Spectratyping. Dentre os vinte e três pacientes, vinte alcançaram a independência 

insulínica por períodos variáveis de tempo e três não responderam ao tratamento. Não 

foi observada a restrição do repertório de células T nos pacientes com DM-1 no período 

pré-transplante, ou seja, quando recém-diagnosticados. Foram identificadas cinco 

famílias Vβ (7, 18, 19, 20 e 22) em expansão clonal nos pacientes com DM-1. As 

famílias Vβ 7, 18, 19, 20 apresentaram-se em expansão clonal antes do transplante e se 

mantiveram com frequência elevada após o transplante, enquanto a família Vβ 22 

apresentou aumento da frequência somente nos períodos mais tardios após o 

transplante. Nos primeiros meses após o transplante, houve redução do número de 

moléculas de TRECs e restrição do repertório de células T. Contudo, um ano após o 



transplante, o número de moléculas de TRECs atingiram valores normais e o repertório 

de células T apresentou-se com ampla diversidade. Nossos resultados mostraram que o 

TACTH foi capaz de induzir mudanças na composição do repertório de células T dos 

pacientes com DM-1 após a terapia de IAD/TACTH, evidenciadas por alterações 

qualitativas e quantitativas dos picos de CDR3 do TCR, sugerindo a reconstituição de 

um repertório de células T diverso até dois anos pós-transplante. Embora tenha ocorrido 

reativação da função tímica após o transplante, evidenciada pelo aumento dos níveis de 

TRECs de um ano e meio a cinco anos pós-transplante, a diversidade do repertório das 

células T diminuiu a partir de dois anos e meio pós-transplante, sugerindo uma 

reconstituição tímica de novo de células T naive que expressam preferencialmente 

algumas cadeias Vβ. Estas evidências imunológicas poderiam explicar a melhora clínica 

(independência insulínica) temporária observada na maioria dos pacientes após a terapia 

de IAD/TACTH. 

 

Palavras chaves: Diabetes mellitus tipo 1; Transplante autólogo de células-tronco 

hematopoéticas; Reconstituição imunológica; Timo; Receptor de célula T; CDR3; 

TREC.



ABSTRACT 

 

DE AZEVEDO, J.T.C. Evaluation of thymic function in type 1 diabetes mellitus 

patients following autologous hematopoietic stem cell transplantation. 2013. 170f. 

School of Medicine of Ribeirão Preto - University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 

 

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is an organ-specific autoimmune disease characterized 

by insulin-producing β pancreatic cell destruction. High-dose immunosuppression 

followed by autologous hematopoietic stem cell transplantation (AHSCT) is a recent 

and promising therapeutic approach for treatment of T1D, preventing the progress of 

destruction of pancreatic β cells and inducing insulin independence for a prolonged 

period in most patients. The rationale of the AHSCT is based on the elimination of 

autoreactive cells by the intense immunosuppression and on the reconstitution of a new 

and tolerant immune system after transplantation. Aiming at assessing the thymic role in 

the production of new T cell repertoire in T1D patients after AHSCT, in this study was 

evaluated the levels of T cell receptor excision circles (TRECs) in T cells of peripheral 

blood as well as the clonality and diversity of T cell repertoire in T1D patients (n=23) 

before and several periods after transplantation. The absolute quantification of TRECs 

levels (number of molecules of TRECs/100ng of DNA) was performed by real-time 

PCR and the analysis of T cell repertoire was performed by TCRBV CDR3 

Spectratyping. Among the twenty-three patients, twenty achieved insulin independence 

for variable periods and three did not respond to the treatment. The T cell repertoire in 

T1D patients was not restricted in pre-transplantation, i.e., when newly diagnosed. It 

was identified five Vβ families (7, 18, 19, 20 e 22) in the clonal expansion in T1D 

patients. The Vβ families 7, 18, 19, 20 were in clonal expansion before transplantation 

and maintained with high frequency after transplantation, whereas the Vβ 22 family 

increased its frequency only in the later periods after transplantation. It was observed 

that the numbers of molecules of TRECs decreased and the T cell repertoire was 

restricted in the early months after transplantation. However, the levels of TRECs were 

normalized and the T cell repertoire showed diversity one year after transplantation. Our 

results indicate that AHSCT was able to induce changes in the composition of the T cell 

repertoire of patients after AHSCT, evidenced by qualitative and quantitative changes in 

the composition of T-cell receptor β-chain CDR3 peaks, suggesting the reconstitution of 

diverse T cell repertoire up to two years after transplantation. Although there was 



reactivation of thymic function after transplantation, as evidenced by increased levels of 

TRECs from one and a half year to five years after transplantation, the diversity of the T 

cells repertoire decreased from two and a half years after transplantation, suggesting a 

reconstruction of new naive T cells that preferentially express some Vβ chains. These 

immunological evidences could explain the temporary clinical improvement (insulin 

independence) observed in most patients after IAD / AHSCT therapy. 

 

Keywords: Type 1 Diabetes mellitus; Autologous hematopoietic stem cell 

transplantation; Immune reconstitution; Thymus; T cell receptor; CDR3; TREC. 
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 DEPC - dietilpirocarbonato 

 DM-1 - Diabetes mellitus tipo 1 

 DM-1≥3anos - pacientes livres de insulina por período maior ou igual a 3 anos  

 DM-1<3anos - pacientes livres de insulina por período menor que 3 anos 

 DMSO - dimetilsulfóxido 

 DNA - do inglês “desoxiribonucleic acid” ou ácido desoxirribonucleico 

 dNTPs- do inglês “desoxiribonicleotide triphosphates” ou 

desoxirribonucleotídeos fosfatados 

 EDTA - do inglês “ethylenediamine tetraacetic acid” ou ácido tetra-acético 

etilenodiamina  

 EM - esclerose múltipla 

 FOXP3 – do inglês “forkhead box P3” 

 GAD - ácido glutâmico descarboxilase 

 G-CSF - do inglês “granulocyte-colony stimulating factor” ou fator estimulador 

de colônias de granulócitos 

 GVHD – do inglês “Graft-versus-host disease” ou doença do enxerto versus 

hospedeiro  

 HLA - do inglês “Human Leukocyte Antigens” ou antígenos leucocitários 

humanos 

http://en.wikipedia.org/wiki/Graft-versus-host_disease


 Hsp60 - do inglês “Heat shock protein 60” ou proteína de choque térmico de 60 

KDa 

 IA-2 - proteína tirosina fosfatase 

 IAD - imunossupressão em alta dose 

 ICA-1 - do ingles “islet cell autoantigen 1” 

 IF1H1 - do inglês “Interferon-induced helicase 1” 

 IFN-γ - do inglês “gamma interferon” ou interferon gama 

 IGRP - do inglês “Islet-specific glucose-6-phosphatase catalytic subunit-related 

protein” 

 IIT - terapia intensiva com insulina  

 IL – interleucina 

 IPEX - do inglês “immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-

linked syndrome” ou síndrome de imunodesregulação, poliendocrinopatia, 

enteropatia, ligada ao X 

 iTregs – células T reguladoras induzidas 

 LES - lúpus eritematoso sistêmico  

 LIP - do inglês "lymphopenia induced proliferation”ou proliferação induzida 

por linfopenia  

 LYP - tirosina fosfatase linfoide  

 MHC - do inglês “Major Histocompatibility Complex” ou Complexo Principal 

de Histocompatibilidade 

 NOD – do inglês “non obese diabetic” ou diabético não-obeso 

 NK - células “natural killer” 

 OMS - Organização Mundial de Saúde  

 PBMCs - células mononucleares do sangue periférico  

 PBS - do inglês “phosphate buffer saline”, ou tampão salina fosfato 

 PCR - do inglês "polymerase chain reaction" ou reação de polimerização em 

cadeia 

 Pré-mob - pré-mobilização 

 RNA – do inglês “ribonucleic acid” ou ácido ribonucleico 

 TA - temperatura ambiente 

 TACTH - Transplante autólogo de células-tronco hematopoéticas 

 TCR - inglês “T cell receptor”, ou receptor de célula T 



 TCTH - Transplante de células-tronco hematopoéticas 

 TGF-β – do inglês “Transforming growth fator beta" ou fator de crescimento 

transformante beta 

 Th - T "helper” - células T auxiliadoras 

 TNF-α - do inglês “tumor necrosis factor alpha” ou fator de necrose tumoral 

alfa 

 TREC - do inglês “T cell receptor excision circles” ou círculos de excisão do 

receptor da célula T 

 Treg - célula T reguladora 

 VNTRs - do inglês “Variable Number of Tandem Repeats” ou número variável 

de repetições em tandem 

 ZnT8 - transportador de zinco 8  
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1 Introdução 

1.1 Doenças autoimunes 

 

As doenças autoimunes (DAIs) constituem um grupo complexo e heterogêneo 

de  doenças que atingem de 3 a 8% da população mundial, acometendo principalmente  

mulheres (Jacobson et al., 1997; Cooper e Stroehla, 2003; Farge et al., 2010; Miller et 

al., 2012). Trata-se de doenças que resultam do reconhecimento de antígenos próprios 

pelo sistema imunológico ocasionando lesão tecidual (Davidson e Diamond, 2001; 

Marrack, Kappler e Kotzin, 2001; Kunz e Ibrahim, 2009).  

As DAIs podem ser classificadas em órgão-específicas ou sistêmicas (Davidson 

e Diamond, 2001; Marrack, Kappler e Kotzin, 2001). As doenças órgão-específicas são 

caracterizadas por lesões imunomediadas em um órgão ou tecido específico. Exemplos 

destes são as células  pancreáticas em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e as 

células produtoras de mielina no sistema nervoso central em pacientes com esclerose 

múltipla. Em DAIs sistêmicas, observam-se reações autoimunes contra diversos órgãos 

e tecidos, o que promove o aparecimento de lesões generalizadas e formação de imuno-

complexos, como no lúpus eritematoso sistêmico e artrite reumatoide (Maas et al., 

2002). 

As DAIs desenvolvem-se quando linfócitos autorreativos escapam dos 

mecanismos de tolerância imunológica central e/ou periférica e são ativados na periferia 

(Rioux e Abbas, 2005). Embora os mecanismos pelos quais ocorre a quebra da 

tolerância imunológica e o desenvolvimento de DAIs ainda não estejam completamente 

esclarecidos, acredita-se que essas doenças resultem de uma interação entre vários 

fatores desencadeantes, tais como fatores genéticos e ambientais, bem como defeitos 

nos processos de imunorregulação (Rioux e Abbas, 2005).  

A complexidade genética das DAIs dificulta a caracterização dos genes 

envolvidos na sua patogênese, porém o grupo dos genes do MHC mostra clara relação 

com essas doenças (Bogdanos et al., 2012).  

As baixas taxas de concordância para as DAIs entre gêmeos idênticos sugerem 

uma contribuição fundamental de fatores ambientais para o desenvolvimento da 

autoimunidade. Dentre os fatores ambientais possivelmente envolvidos no 

desenvolvimento das DAIs estão os agentes infecciosos, as alterações de níveis 

hormonais e a dieta (Davidson e Diamond, 2001; Rioux e Abbas, 2005).  
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A maioria das DAIs são mais frequentes em mulheres do que em homens, 

sugerindo que diferenças genéticas e diferenças na produção de hormônios sexuais 

podem estar envolvidas no desenvolvimento dessas patologias (Fish, 2008; Libert, 

Dejager e Pinheiro, 2010).  

O tratamento convencional de DAIs é feito pelo uso de drogas 

imunossupressoras, as quais inibem e/ou bloqueiam de forma inespecífica a ativação de 

linfócitos T e B, inclusive a dos linfócitos autorreativos. Um tratamento mais recente, 

alternativo e promissor é a indução da tolerância imunológica pela terapia de 

imunossupressão em altas doses seguida pelo transplante autólogo de células-tronco 

hematopoéticas (TACTH) (Sykes e Nikolic, 2005; Tyndall e Saccardi, 2005; Farge et 

al., 2010). 

 

1.2 Diabetes mellitus tipo 1 

 

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) é uma doença autoimune órgão-específica 

resultante da ação conjunta de fatores ambientais e genéticos. É uma doença 

caracterizada pela destruição seletiva das células β pancreáticas produtoras de insulina 

por mecanismos autoimunes (Kukreja e Maclaren, 1999; Knip e Siljander, 2008; 

Ruffner e Robbins, 2010; Van Belle, Coppieters e Von Herrath, 2011; Schneider, 

Kretowicz e Von Herrath, 2012).  

O DM-1 é frequentemente diagnosticado em crianças e adolescentes, 

apresentando, sobretudo, três sintomas básicos: a polidipsia (sede excessiva), poliúria 

(aumento do volume urinário) e polifagia (fome excessiva) (Atkinson, 2012). 

Indivíduos com DM-1 também apresentam altos níveis de glicose no sangue, o que 

pode levar a complicações graves, como cetoacidose, cegueira, insuficiência renal, 

doença cardíaca e úlceras crônicas (Barclay et al., 2010; Jenkins et al., 2010; Van Belle, 

Coppieters e Von Herrath, 2011).  

Trata-se de uma das doenças crônicas mais comuns na infância e o número de 

pacientes com DM-1 tem crescido nos últimos tempos, sendo crianças, adolescentes e 

adultos jovens de origem caucasiana os mais atingidos (Gale, 2005; Gillespie, 2006; 

Voltarelli et al., 2008). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o número de 

pacientes diabéticos no mundo era de 347 milhões de indivíduos no ano de 2012, sendo 

que aproximadamente 10% desse total eram pacientes com DM-1.  
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Vários genes estão associados ao desenvolvimento do DM-1 e raramente 

mutações em um único gene são responsáveis pelo desenvolvimento da doença. 

Mutações em um único gene, quando presentes, estão envolvidas não só no 

desenvolvimento do DM-1, mas também no desencadeamento de múltiplas outras DAIs 

(Van Belle, Coppieters e Von Herrath, 2011). Por exemplo, na síndrome de 

imunodesregulação, poliendocrinopatia, enteropatia, ligada ao X (IPEX), na qual 

mutações no gene codificador de Foxp3 leva à disfunção de células T reguladoras 

(Tregs), cerca de 80% das crianças afetadas desenvolvem o DM-1 (Van Belle, 

Coppieters e Von Herrath, 2011).  Já na síndrome poliendócrina autoimune do tipo 1 

(APS-1), mutações no gene codificador do AIRE (autoimune regulator) desencadeiam 

condições autoimunes severas e cerca de 20% dos pacientes desenvolvem DM-1 

(Villaseñor, Benoist e Mathis, 2005; Bluestone, Herold e Eisenbarth, 2010).  

Estudos indicam que a região do HLA no cromossomo 6p21, também chamada 

de IDDM1, é de grande importância para o desenvolvimento do DM-1. Vários alelos na 

região do HLA de classe II estão associados à suscetibilidade e à proteção ou resistência 

ao DM-1, porém essa predisposição genética não é suficiente para o desenvolvimento 

da doença (Narendran, Estella e Fourlanos, 2005; Gillespie, 2006; Eisenbarth, 2007). 

Os dois principais haplótipos que conferem suscetibilidade a doença são os 

DR3-DQ2 (HLA-DRB1*03/DQA1*0501/DQB1*0201) e o DR4-DQ8 (HLA-DRB1*04 

/DQA1*0301/ DQB1*0302), os quais estão presentes em aproximadamente 95% dos 

pacientes caucasianos. Destes, 55% a 60% são heterozigotos para DR3/DR4, o que 

aumenta o risco de desenvolvimento do diabetes (Pociot e Mcdermott, 2002; Knip e 

Siljander, 2008; Silva e Dib, 2008; Lernmark e Larsson, 2013).  

O haplótipo DQA1*0102/DQB1*0602/DRB1*1501 é o mais comum entre os 

caucasianos e confere proteção contra o desenvolvimento do DM-1, porém o 

mecanismo pelo qual o haplótipo atua ainda não está claro (Badenhoop et al., 1995).   

Outra região gênica que confere grande predisposição ao desenvolvimento do 

DM-1 é o locus IDDM2 no cromossomo 11, o qual contém o gene da insulina. Estudos 

de mapeamento genético indicam que a suscetibilidade ao desenvolvimento da doença 

reside em VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) presentes na região promotora 

do gene da insulina, sendo que a magnitude do risco correlaciona-se com o número de 

VNTRs (Bennett et al., 1995; Van Belle, Coppieters e Von Herrath, 2011). 

Outros genes relacionados ao DM-1 são o gene PTPN22 que codifica a tirosina 

fosfatase linfoide (LYP), o gene codificador da molécula inibitória CTLA-4 na região 
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IDDM12 e o gene codificador da cadeia α do receptor de IL-2 (Van Belle, Coppieters e 

Von Herrath, 2011).  

Recentemente, estudos mostraram que polimorfismos na região do gene IF1H1 

(Interferon-induced helicase 1) também se relacionam com o DM-1. IF1H1 codifica a 

helicase 1, a qual funciona como um sensor citoplasmático que reconhece o RNA de 

dupla fita de vários vírus. A helicase 1 tem grande importância na produção de 

interferons do tipo 1 em respostas a infecções virais como, por exemplo, nas infecções 

por Coxsackievirus (um enterovírus bastante relacionado com o desenvolvimento do 

DM-1) (Kato et al., 2006; Meylan, Tschopp e Karin, 2006). Defeitos genéticos em 

IF1H1 poderiam afetar a detecção e eliminação de infecções virais, muitas vezes 

desencadeando uma resposta imunológica exacerbada contra os vírus e consequente 

reação cruzada com antígenos das células β pancreáticas e destruição das mesmas 

(Smyth et al., 2006; Coppieters, Wiberg e Von Herrath, 2012).  

Os fatores ambientais relacionados a essa doença são infecções virais, dieta na 

infância, vacinação, influências climáticas, toxinas e estresse, os quais podem promover 

ou atenuar a patogênese do DM-1 (Knip e Akerblom, 1999; Van Belle, Coppieters e 

Von Herrath, 2011). 

Os vírus mais conhecidos que estão relacionados com o DM-1 são os enterovírus 

e o vírus da rubéola (Atkinson et al., 1994; Hiemstra et al., 2001; Härkönen et al., 2002; 

Gillespie, 2006; Honeyman et al., 2010). De modo geral, os mecanismos pelos quais os 

vírus podem desencadear ou acelerar a autoimunidade incluem: toxicidade direta (vários 

vírus são capazes de infectar as células produtoras de insulina do pâncreas), reação 

cruzada entre antígenos virais e de células β pancreáticas (mimetismo antigênico), 

produção de superantígenos (ativação de clones de células T autorreativas) e ativação 

inespecífica do sistema imunológico (a infecção viral promove um microambiente 

inflamatório por meio da indução da produção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias; bystander activation) (Coppieters, Wiberg e Von Herrath, 2012). 

Em relação à dieta na infância, tem sido relatado que a albumina sérica bovina, 

uma proteína constituinte do leite de vaca, também parece estar envolvida no 

desenvolvimento do DM-1. Esta possui uma sequência de aminoácidos semelhante à 

ICA-1 (islet cell autoantigen 1) (uma proteína de 69 kDa presente na superfície das 

células β pancreáticas) e, portanto, anticorpos contra essa região da albumina poderiam 

apresentar uma reação cruzada contras as células β (Karjalainen et al., 1992; Karlsson e 

Ludvigsson, 2000). 
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Por outro lado, estudos indicam que os níveis de metabólitos derivados da 

vitamina D são menores no plasma de pacientes com diabetes e que o aumento da 

ingestão de vitamina D reduz a incidência do DM-1 tanto em camundongos como em 

humanos. Portanto, acredita-se que a vitamina D apresenta propriedades protetoras no 

desenvolvimento do DM-1, uma vez que essa vitamina é capaz de inibir a diferenciação 

de células dendríticas e a ativação de respostas imunológicas (Mathieu et al., 2005; 

Littorin et al., 2006). 

Vários autoantígenos envolvidos na patogênese do DM-1 já foram descritos e 

dentre eles estão: peptídeos derivados da insulina, isoforma de 65 kDa do ácido 

glutâmico descarboxilase (GAD65), proteína tirosina fosfatase (IA-2), proteína hsp60 

(Heat shock protein 60), IGRP (Islet-specific glucose-6-phosphatase catalytic subunit-

related protein) e transportador de zinco 8 (ZnT8) (Mathis, Vence e Benoist, 2001; 

Lieberman et al., 2003; Kim et al., 2004; Zanin-Zhorov et al., 2006; Van Belle, 

Coppieters e Von Herrath, 2011).  

Embora ainda controversos, estudos recentes demonstram que apesar desses 

vários autoantígenos estarem envolvidos na patogênese do DM-1, respostas 

imunológicas contra os peptídeos derivados da insulina parecem ser essenciais para o 

desenvolvimento da doença e são considerados os autoantígenos iniciadores do DM-1, 

tanto em animais como em humanos (Kent et al., 2005; Von Herrath, 2005; Mallone, 

Brezar e Boitard, 2011; Nakayama, 2011). Em humanos, foi visto que anticorpos contra 

a insulina são frequentemente detectados anteriormente aos anticorpos contra GAD, IA-

2/IA-2β e ZnT8 (Yu et al., 2000; Achenbach et al., 2004; Mallone, Brezar e Boitard, 

2011; Nakayama, 2011). 

Os anticorpos contra esses autoantígenos vêm sendo utilizados para diagnosticar 

a doença, já que a progressão clínica do diabetes está diretamente relacionada à 

presença e níveis séricos dos autoanticorpos (Knip e Siljander, 2008; Lernmark e 

Larsson, 2013). Em um estudo feito com parentes não diabéticos de pacientes com DM-

1, foi mostrado que a porcentagem de risco para o desenvolvimento da doença está 

relacionada com a presença de autoanticorpos, sendo de 60% para anti-GAD65, 54% 

para anti-IA2 e 34% para IA2-β (Kukreja e Maclaren, 1999; Maclaren et al., 1999; Silva 

e Dib, 2008). 
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1.2.1 Imunopatologia do DM-1 

 

O DM-1 é uma doença mediada principalmente por células T, que constituem a 

maioria das células infiltradas nas ilhotas pancreáticas de animais diabéticos. Foi 

observado que camundongos NOD (non obese diabetic) sem timo ou com baixos níveis 

de células T não desenvolveram o diabetes, enquanto os animais saudáveis que 

receberam células T de camundongos diabéticos desenvolveram a doença (Mathis, 

Vence e Benoist, 2001). As células T envolvidas no desenvolvimento do DM-1 são 

tanto células CD4
+ 

como CD8
+
, as quais são capazes de reconhecer antígenos expressos 

nas células β das ilhotas pancreáticas (Mathis, Vence e Benoist, 2001; Bluestone, 

Herold e Eisenbarth, 2010; Csorba, Lyon e Hollenberg, 2010).  

Entretanto, outros componentes celulares do sistema imunológico também estão 

envolvidos no desenvolvimento do DM-1, como células B, macrófagos, células 

dendríticas e células NK. (Mathis, Vence e Benoist, 2001; Bluestone, Herold e 

Eisenbarth, 2010; Csorba, Lyon e Hollenberg, 2010; Lehuen et al., 2010; Wong et al., 

2010; Bettini e Vignali, 2011).  

O DM-1 pode ser dividido em duas fases, a insulite e o diabetes propriamente 

dito. No estágio precoce da doença (insulite), monócitos/macrófagos, células 

dendríticas, células NK e linfócitos T e B infiltram nas ilhotas pancreáticas e causam a 

destruição das células β produtoras de insulina. A destruição das células β por esses 

linfócitos autorreativos infiltrados pode ocorrer por anos sem ser detectada (Itoh et al., 

1993; Van Belle, Coppieters e Von Herrath, 2011).  Em humanos, foi recentemente 

demonstrada a presença de células T CD8
+
 autorreativas, específicas para antígenos das 

células β pancreáticas, em biópsias de pâncreas (Coppieters et al., 2012). Na segunda 

fase (endócrina; diabetes propriamente dito), a maioria das células β pancreáticas já se 

encontra destruída e a insulina produzida não é suficiente para regular os níveis de 

glicose no sangue (Gillespie, 2006; Eisenbarth, 2007; Knip e Siljander, 2008).   

O diabetes tem início quando autoantígenos específicos das células β são 

apresentados pelas células apresentadoras de antígenos (Antigen Presenting Cells -

APCs) aos linfócitos T CD4
+
 e CD8

+ 
autorreativos presentes no linfonodo pancreático. 

Uma vez ativadas, essas células migram para o pâncreas, onde desencadeiam suas 

funções efetoras (Mathis, Vence e Benoist, 2001; Lehuen et al., 2010; Codina-Busqueta 

et al., 2011). A destruição das células β produtoras de insulina mediada pelas células T 

CD8
+ 

é, provavelmente, o principal mecanismo de destruição e envolve tanto liberação 
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de grânulos citotóxicos contendo granzima e perforina pelas células T CD8
+
, como 

interação dependente de Fas-FasL (Van Belle, Coppieters e Von Herrath, 2011). 

Os linfócitos T CD4
+ 

também expressam FasL e, portanto, medeiam a apoptose 

de células β pancreáticas ao se ligarem as moléculas Fas expressas nas ilhotas 

inflamadas. Porém essas células atuam, principalmente, produzindo citocinas com 

efeitos tóxicos para as células β pancreáticas. Além disso, as células T CD4
+ 

induzem e 

direcionam a resposta imunológica de outras células efetoras, como os linfócitos T 

CD8
+ 

e células B (Kukreja e Maclaren, 1999; Csorba, Lyon e Hollenberg, 2010; Lehuen 

et al., 2010; Roep e Peakman, 2011).  

As células T CD4
+
 ativadas produzem IFN-γ que estimula a produção de 

citocinas (tais como a IL-1β, IL-12 e TNF-α) e de radicais livres por macrófagos, 

substâncias tóxicas para as células β pancreáticas (Kukreja e Maclaren, 1999; Csorba, 

Lyon e Hollenberg, 2010; Lehuen et al., 2010).  

Paralelamente, as células T CD4
+ 

podem atuar diretamente sobre as APCs por 

meio da interação CD40-CD40L, ativando ainda mais essas células e, 

consequentemente, intensificando as respostas mediadas por linfócitos T CD8
+ 

(Van 

Belle, Coppieters e Von Herrath, 2011). 

Estudos recentes mostram que as células Th17 também podem estar envolvidas 

na patogênese do diabetes autoimune experimental e que pacientes com DM-1 

apresentam aumento da frequência de células Th17 no sangue periférico (Mensah-

Brown et al., 2006; Martin-Orozco et al., 2009; Honkanen et al., 2010; Ryba-

Stanisławowska et al., 2013; Yaochite et al., 2013). Acredita-se que as células Th17 

estejam envolvidas no recrutamento de macrófagos para as ilhotas, promovendo 

inflamação exacerbada (Martin-Orozco et al., 2009; Honkanen et al., 2010). 

Indivíduos com DM-1 também apresentam número reduzido de células T 

reguladoras (Tregs) naturais, as quais são responsáveis pela supressão das células 

efetoras envolvidas na doença (Chen et al., 2005; Ryba-Stanisławowska et al., 2013). 

Além das células Tregs naturais, vários estudos demonstram que células Tregs podem 

ser induzidas na periferia, são as chamadas células Tregs induzidas (iTregs), que 

também possuem capacidade imunossupressora. Dentre essa subpopulação de células 

Tregs, encontram-se as células Tr1 secretoras de IL-10 e as células Th3 produtoras de 

TGF-β (Maloy e Powrie, 2001; Sakaguchi et al., 2010). A função das iTregs na 

patogênese do DM-1 ainda não é bem estabelecida, porém estudos em modelos animais 
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mostram que as iTregs são capazes de bloquear o desenvolvimento da doença  (Petzold 

et al., 2010; Heiber e Geiger, 2012).   

As células NK são importantes produtoras de citocinas inflamatórias, como IL-

12, IL-18 e IFN-γ, e também são encontradas nas ilhotas pancreáticas de animais 

diabéticos, onde pode ser observada uma relação inversa entre o número de células NK 

infiltradas e a severidade da doença (Csorba, Lyon e Hollenberg, 2010). 

As células B atuam como APCs para as células T autorreativas (Yanaba et al., 

2008). A depleção de células B em camundongos NOD, antes do início da doença, 

diminui a insulite e previne o desenvolvimento do diabetes em cerca de 60% dos 

animais. Entretanto, a depleção após o início da doença apenas retarda a progressão do 

DM-1 e não possui caráter curativo, o que apenas sugere atenuação da ativação das 

células T autorreativas (Xiu et al., 2008; Codina-Busqueta et al., 2011).  

 

1.2.2 Tratamento do DM-1  

 

O DM-1 é rotineiramente tratado pela terapia convencional com insulina ou pela 

terapia intensiva com insulina (IIT) (Mellado-Gil, Cobo-Vuilleumier e Gauthier, 2012). 

Apesar dos resultados satisfatórios obtidos com o uso da insulina na maioria dos casos, 

não se trata de um tratamento curativo, já que a gênese da doença não é controlada e a 

resposta autoimune permanece. Além disso, em alguns casos, o controle glicêmico não 

é alcançado pelo uso exógeno da insulina e complicações decorrentes da hiperglicemia 

podem acontecer nesses pacientes (Huurman et al., 2007; Lernmark e Larsson, 2013).   

Outra opção terapêutica é o transplante de células β pancreáticas, que pode ser 

realizado tanto pelo transplante de pâncreas como pelo de ilhotas de Langerhans 

isoladas (White, Shaw e Sutherland, 2009; Vardanyan et al., 2010). Contudo, várias 

complicações decorrentes da cirurgia são relatadas, como trombose, rejeição do enxerto 

ou recorrência da destruição autoimune das células β (Shapiro et al., 2000; Sutherland, 

Gruessner e Gruessner, 2001; Ryan et al., 2005; Huurman et al., 2007; Boggi, Amorese 

e Marchetti, 2010; Gremizzi et al., 2010). Além disso, o transplante de pâncreas e de 

ilhotas pancreáticas é limitado pelo pequeno número de doadores (Li et al., 2009).   

Com essa perspectiva, novas abordagens terapêuticas estão sendo desenvolvidas 

durante os últimos 20 anos, entretanto várias limitações ainda existem (Bluestone, 

Herold e Eisenbarth, 2010). Estudos preventivos, nos quais indivíduos com alta 

predisposição ao desenvolvimento do DM-1 são tratados com o objetivo de induzir a 
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tolerância imunológica aos autoantígenos das células β pancreáticas, ainda são pouco 

satisfatórios (Group, 2002; Nakayama, 2011; Lernmark e Larsson, 2013; Roep et al., 

2013).   

 Nesse sentido, a maioria das abordagens terapêuticas para o DM-1 é realizada 

após o diagnóstico da doença e, portanto, elas atuam no bloqueio da resposta 

imunológica contra autoantígenos e preservação da massa residual de células β 

pancreáticas (Bluestone, Herold e Eisenbarth, 2010; Lernmark e Larsson, 2013).  

Dentre essas alternativas terapêuticas encontra-se regimes de 

immunossupressão, com medicamentos imunossupressores de ação inespecífica e 

sistêmica, tais como ciclosporina A, azatioprina e prednisona. Embora uma resposta 

terapêutica seja alcançada durante o tratamento com esses imunossupressores, estes são 

ineficazes na restauração da autotolerância. Além disso, o quadro de imunossupressão e 

a citotoxicidade observados durante o tratamento limita muito a indicação desses 

agentes para o tratamento do DM-1 (Stiller et al., 1984; Silverstein et al., 1988; Parving 

et al., 1999). 

O tratamento com diferentes anticorpos monoclonais anti-CD3, como o 

otelixizumab e teplizumab, também vem sendo realizado (Chatenoud e Bluestone, 

2007; Chatenoud, 2010).  Em um estudo clinico de fase II, o uso de otelixizumab 

manteve os níveis diários de insulina sem aumento por mais de 48 meses em pacientes 

com DM-1, contudo esses efeitos foram dependentes da idade e dos níveis residuais de 

peptídeo-C dos pacientes (Keymeulen et al., 2005; Keymeulen et al., 2010). Já nos 

pacientes tratados com teplizumab, foi observado o aumento de peptídeo-C e melhora 

dos parâmetros clínicos por aproximadamente 2 anos, porém vários efeitos adversos 

foram relatados (Herold et al., 2002; Herold et al., 2009).  

Outros anticorpos monoclonais também estão sendo avaliados em estudos 

clínicos em pacientes com DM-1, como o rituximab e abatacept (Lernmark e Larsson, 

2013). Apesar do DM-1 ser considerado uma doença mediada principalmente por 

células T, o uso de rituximab, um anticorpo anti-CD20, mostrou-se promissor, sendo 

que os pacientes tratados com esse anticorpo monoclonal apresentaram níveis maiores 

de peptídeo-C quando comparados aos não tratados. Contudo, vale ressaltar que a 

segurança dessa droga ainda é questionada, já que pacientes tratados com rituximab 

possuem uma menor capacidade de desenvolverem respostas imunológicas aos agentes 

infecciosos (Pescovitz et al., 2009; Lernmark e Larsson, 2013). O abatacept (anti-



Introdução 

11 

 

CTLA-4) mostrou-se capaz de preservar a função das células β nos pacientes com DM-

1, porém por apenas 6 meses (Orban et al., 2011). 

O uso de ATG (anti-thymocyte globulin) apresentou alguns benefícios em 

camundongos NOD, sobretudo por induzir a imunossupressão (e não depleção) de 

células T (Gurkan et al., 2010; Lernmark e Larsson, 2013). Porém, em humanos, o 

tratamento de pacientes com DM-1 com ATG apresentou sérios efeitos adversos 

(Lernmark e Larsson, 2013). 

Outra abordagem terapêutica é o uso de DiaPep277,  um peptídeo sintético de 24 

aminoácidos derivado da proteína de choque térmico hsp60 com propriedades 

imunossupressoras. O tratamento de pacientes com DM-1 com o DiaPep277 mostrou-se 

bastante seguro e capaz de retardar a destruição das células β pancreáticas sem, contudo, 

induzir melhora nos níveis de glicose no sangue e nem independência insulínica nesses 

pacientes (Huurman et al., 2007). 

Recentemente, Bart e colaboradores demonstraram que o uso de várias doses da 

vacina de DNA plasmidial (BHT-3021), que codifica a pró-insulina, em pacientes com 

DM-1 foi capaz modular a resposta imunológica nesses pacientes, evidenciada pela 

redução na frequência de células T CD8
+
 específicas para a insulina. Os autores também 

observaram que houve melhora nos níveis de peptídeo-C produzido pelos pacientes 

durante o período em que foram vacinados (3 meses), porém essa melhora manteve-se 

somente por mais 3 meses após a última vacinação (Roep et al., 2013). 

Em 2003, nosso grupo liderado pelo Prof. Dr. Júlio César Voltarelli (in 

memoriam), iniciou um estudo clínico pioneiro de fase I/II no Hospital das Clínicas da 

FMRP-USP. Vinte e cinco pacientes com DM-1 recém-diagnosticado foram submetidos 

à terapia de imunossupressão em altas doses (IAD) seguida pelo transplante autólogo de 

células-tronco hematopoéticas (TACTH), dos quais 84% dos pacientes diabéticos 

transplantados alcançaram independência insulínica completa por um período de tempo 

prolongado, porém variável. Os pacientes que ficaram continuamente livres de insulina, 

durante o período analisado, apresentaram níveis séricos mais elevados de peptídeo-C 

(Voltarelli et al., 2007; Couri et al., 2009; Couri e Voltarelli, 2009). Atualmente, dos 25 

pacientes transplantados, 3 continuam livres de insulina, 18 pacientes “recaíram” 

(voltaram a usar insulina após período variável livre de insulina; atualmente usam 

quantidades diárias de insulina menores) e 4 não responderam ao tratamento (Voltarelli 

et al., 2007; Couri et al., 2009; Couri e Voltarelli, 2009). Recentemente, um grupo 

polonês utilizou protocolo clínico similar ao do nosso grupo e reproduziu nossos 
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resultados, demonstrando que 7 de 8 pacientes submetidos a IAD/TACTH tornaram-se 

independentes da administração exógena de insulina (Snarski et al., 2011). 

Ainda utilizando protocolos similares, um grupo de 13 pacientes chineses recém-

diagnosticados para o DM-1 foi submetido ao TACTH (Li et al., 2012). Desses 13 

pacientes, 3 ficaram livres de insulina por um período de tempo variável (de 7 a 54 

meses), enquanto 2 não responderam ao tratamento. Contudo, os pacientes que 

continuaram a usar insulina exógena ou que ficaram livres por um tempo e voltaram a 

usar, tiveram uma redução nas necessidades diárias de insulina. Além disso, nos 11 

pacientes que responderam ao tratamento foi visto o aumento dos níveis de peptídeo-C 

(Li et al., 2012). 

 

1.3 Transplante autólogo de células-tronco hematopoéticas para doenças 

autoimunes  

 

Apesar dos tratamentos convencionais com drogas imunossupressoras, 

quimioterápicos ou novas terapias (anticorpos monoclonais, peptídeos sintéticos e 

vacinas de DNA) promoverem o controle das DAIs em vários pacientes afetados, eles 

são incapazes de curá-las, havendo assim, a necessidade de novas estratégias 

terapêuticas para essas doenças (Farge et al., 2010). O transplante de células-tronco 

hematopoéticas (TCTH) precedido por uma imunossupressão em altas doses surgiu em 

1996 como uma alternativa terapêutica para DAIs refratárias aos tratamentos 

convencionais (Tyndall e Gratwohl, 1996; Tyndall et al., 1997; Burt, Traynor, et al., 

1998; Wulffraat et al., 1999; Hough, Snowden e Wulffraat, 2005; Bohgaki, Atsumi e 

Koike, 2008; Couri e Voltarelli, 2009).  

O TCTH envolve a administração de células-tronco hematopoéticas (CTHs), as 

quais possuem a capacidade de auto-renovação e de originar todos os tipos celulares 

maduros do sistema hematopoético e imunológico. O fenótipo dessas células é 

caracterizado pela ausência de marcadores de linhagem na superfície celular e pela 

expressão de CD34 em humanos (Sykes e Nikolic, 2005; Couri, De Oliveira e Simões, 

2012).  

O paciente é preparado para o transplante por um tratamento prévio com um 

imunossupressor em altas doses seguido pela infusão de CTHs autólogas ou alogênicas 

(coletadas de um doador compatível) para a reconstituição dos sistemas hematopoético 
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e imunológico do receptor, evitando citopenias prolongadas (Sykes e Nikolic, 2005; 

Burt et al., 2008; Voltarelli e Couri, 2009).  

Dados experimentais obtidos em modelos animais de DAIs constituem a base 

racional dessa terapia e suportam a aplicação clínica da mesma (Van Bekkum, 2002; 

Van Bekkum, 2003).  Nos modelos experimentais foi observado que o período no qual 

o TCTH autólogo é realizado é muito importante, apresentando maior sucesso quando 

realizado nos estágios iniciais das doenças (Burt, Padilla, et al., 1998). Além disso, o 

tipo de condicionamento também se apresentou muito importante, sendo que o aumento 

da intensidade do condicionamento correlacionou-se positivamente com o sucesso do 

transplante autólogo (Sykes e Nikolic, 2005; Muraro e Douek, 2006). 

O TCTH autólogo tem sido preferido ao alogênico devido à alta toxicidade, ao 

elevado potencial de rejeição observado nos transplantes alogênicos e à escassez de 

doadores compatíveis (Farge et al., 2010). Além disso, o risco de ocorrência da doença 

do enxerto contra o hospedeiro (Graft versus Host Disease - GVHD) no transplante 

alogênico está associado a significantes índices de mortalidade e morbidade (Sykes e 

Nikolic, 2005).   

Nos últimos anos, vários ensaios clínicos demonstraram que a IAD seguida do 

TACTH é capaz de suprimir a atividade inflamatória em pacientes com DAIs e pode 

induzir remissões clínicas prolongadas. Embora os resultados variem de doença para 

doença, mais de um terço dos pacientes apresentam remissões completas e prolongadas, 

frequentemente sem necessidade de uso de drogas imunossupressoras (Burt et al., 2003; 

Popat e Krance, 2004; Tyndall e Saccardi, 2005; Burt et al., 2008; Sullivan, Muraro e 

Tyndall, 2010).  

Farge e colaboradores (2010) avaliaram retrospectivamente um grupo de 900 

pacientes com DAIs refratárias aos tratamentos convencionais submetidos ao TACTH 

em 27 países, entre 1996 e 2007.  Segundo os autores, o transplante foi capaz de induzir 

remissão clínica por mais de cinco anos, com sobrevida global de 85% dos pacientes e 

sobrevida livre de progressão da doença em 43% dos pacientes, confirmando, portanto, 

que o TACTH é uma alternativa terapêutica eficaz e segura para pacientes com DAIs 

(Farge et al., 2010).  

A base racional do TACTH é que a imunossupressão intensa possa eliminar os 

linfócitos T e B autorreativos, entretanto vários estudos vêm mostrando que o 

transplante também permite a reconstituição de um sistema imunológico "novo" e o 
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restabelecimento da tolerância imunológica por período de tempo variável (De Kleer et 

al., 2006; Bohgaki, Atsumi e Koike, 2008; Burt et al., 2008; Hügle e Daikeler, 2010). 

Assim, sugere-se que o mecanismo de ação do TACTH seja baseado na 

reprogramação do sistema imunológico após o transplante ou "immuno resetting" (Burt 

et al., 2003; Muraro e Martin, 2003); (Sykes e Nikolic, 2005; Burt et al., 2008; Hügle e 

Daikeler, 2010; Sullivan, Muraro e Tyndall, 2010). Dados recentes mostram que o 

"immuno resetting" ocorre pela renovação do repertório de células T e B e também pela 

restauração das vias de imunorregulação nos pacientes (Sullivan, Muraro e Tyndall, 

2010).  

Por outro lado, dados indicam que as células B e T de memória (incluindo as 

autorreativas patogênicas) não são completamente removidas do sistema hematopoético 

e linfoide e de órgãos alvos, por qualquer que seja o regime de condicionamento (Van 

Wijk et al., 2008; Couri, De Oliveira e Simões, 2012). Assim, a imunoablação 

incompleta pode ser responsável pelas recaídas precoces observadas em alguns ensaios 

clínicos de TACTH (Tyndall e Saccardi, 2005). No entanto, há evidências de melhora e 

remissão da DAI após o TACTH apesar da imunoablação incompleta (Muraro e Douek, 

2006).  Além disso, dentre pacientes que recaem, vários passam a responder aos 

tratamentos convencionais que não eram efetivos antes do transplante (Tyndall e 

Saccardi, 2005). 

Muraro e colaboradores (2005) observaram que após o TACTH, pacientes com 

esclerose múltipla (EM) reconstituíram um repertório diverso de células T, no qual 

cerca de 90% das células T reconstituídas apresentaram novas e diferentes 

especificidades quando comparadas com o pré-transplante (Muraro et al., 2005; 

Abrahamsson e Muraro, 2008).   

Recentemente, Darlington e colaboradores (2013), observaram que pacientes 

com EM submetidos ao TACTH reconstituíram um repertório de células T com ampla 

diversidade e a produção tímica foi evidenciada pelos elevados níveis de TRECs no 

sangue periférico (T cell receptor excision circles; que são os círculos de DNA 

excisados a partir rearranjo do TCR durante o desenvolvimento dos linfócitos), 

corroborando com dados da literatura. Nesse estudo, também foi demonstrado que após 

o TACTH não houve redução da resposta de linfócitos do padrão Th1, contudo a 

resposta de linfócitos do padrão Th17 foi significativamente menor após o transplante 

(Darlington et al., 2013).  
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Em um estudo com doze pacientes com artrite juvenil idiopática (JIA) 

submetidos à IAD/TACTH, foi observado um aumento de células Tregs em até oito 

semanas após o transplante, enquanto todos os pacientes apresentaram grande depleção 

de células T CD4
+
 totais até um ano após o transplante (De Kleer et al., 2006). Além 

disso, as células T CD4
+
 apresentaram maior expressão de GATA-3 e IL-10 e menor 

expressão de IFN-γ, indicando a reconstituição de um padrão Th2 e regulador após o 

transplante. Esses dados sugerem que o TACTH foi capaz de restabelecer a tolerância 

imunológica nesses pacientes basicamente pela reconstituição de células Tregs e pela 

reconstituição de um novo padrão de células T (De Kleer et al., 2006).  

Zhang e colaboradores (2009) observaram aumento do número de células T 

reguladoras CD4
+
 CD25

high 
FoxP3

+ 
e CD8

+
FoxP3

+
 em pacientes com lúpus eritematoso 

sistêmico submetidos ao TACTH (Zhang et al., 2009). 

Em suma, esses estudos têm demonstrado que a melhora clínica observada em 

pacientes com DAIs após o TACTH pode ser devido, sobretudo, à reativação tímica 

observada após transplante e consequente restauração de um repertório novo e diverso 

de células T, bem como a produção de novo de células Tregs naturais (Farge et al., 

2005; Muraro et al., 2005; De Kleer et al., 2006; Taylor et al., 2007; Alexander et al., 

2009; Farge et al., 2010; Couri, De Oliveira e Simões, 2012).  

Nosso grupo tem estudado os mecanismos imunológicos de ação do TACTH em 

pacientes com EM e DM-1. Os pacientes com EM foram divididos em dois grupos com 

base na resposta clínica após o transplante: 22 respondedores (EM-R) e 15 não-

respondedores (EM-NR). Os pacientes com DM-1 foram divididos em dois grupos com 

base no tempo de remissão da doença livre de insulina após o transplante: livre de 

insulina por período maior ou igual a 3 anos (DM-13anos; n=11) e livre de insulina 

por período menor que 3 anos (DM-13anos; n=10). Nossos resultados mostraram um 

aumento significativo do número de células T reguladoras CD4
+
CD25

hi
FOXP3

+
 

somente no grupo de pacientes com DM-1 livres de insulina ≥ 3 anos, e um aumento 

significativo das mesmas em ambos os grupos de pacientes com EM (manuscrito em 

preparação).  

Os grupos de pacientes com melhor resposta clínica após o tratamento com 

IAD/TACTH (DM-13anos e EM-R), em comparação aos outros grupos, apresentaram 

números menores de células T CD4
+
 de memória efetora. Além disso, esse grupo de 

pacientes com melhor resposta clínica apresentou, em relação ao período pré-
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transplante, números diminuídos de células T CD3
+
 (linfopenia) em mais períodos pós-

transplante e n mero aumentado de células T CD4
+
CD25

hi
FOXP3

+
. O aumento das 

subpopulações de células T reguladoras poderia contribuir para o controle da 

autoimunidade e restabelecimento da tolerância imunológica nesses pacientes, pelo 

menos temporariamente (manuscrito em preparação). 

Nos pacientes com DM-1, nosso grupo também demonstrou um aumento pós-

transplante da expressão de genes pró-apoptóticos (como Fas e FasL) nas células 

mononucleares de sangue periférico de pacientes após o TACTH, que estava diminuída 

no período pré-transplante (De Oliveira et al., 2012). Esses estudos do nosso grupo 

revelaram resultados inéditos que contribuem para o esclarecimento dos mecanismos 

imunológicos de ação da terapia de IAD/TACTH no tratamento do DM-1 e EM, o que é 

necessário para melhoria do protocolo clínico e aplicação mais ampla dessa terapia 

como tratamento dessas doenças (manuscrito em preparação).  

Li e colaboradores (2012) também avaliaram a reconstituição imunológica em 

13 pacientes chineses recém-diagnosticados para o DM-1 submetidos ao TACTH. 

Nesse estudo, foi demonstrado que o número de células T totais CD3
+
 foi 

significativamente diminuído durante o primeiro ano após o transplante em relação ao 

pré-transplante. O número de células T CD4
+ 

manteve-se menor em relação ao pré-

transplante
 
durante todo o período de seguimento pós-TACTH (três anos), enquanto a 

número de células T citotóxicas CD3
+
CD8

+
 atingiu valores basais normais um ano pós-

transplante. Além disso, os autores demonstraram a redução das concentrações de IL-1, 

IL-17 e TNF-α no soro desses pacientes entre três e seis meses pós-transplante e 

aumento da concentração de TGF-β três anos após o transplante (Li et al., 2012). 

 

1.4 Reconstituição imunológica após o transplante de células-tronco 

hematopoéticas 

 

O TCTH está associado a uma profunda imunodeficiência nos primeiros meses 

pós-transplante, o que aumenta a propensão ao desenvolvimento de inúmeras infecções 

(Wingard, Hsu e Hiemenz, 2010). Após o TACTH, a reconstituição da imunidade inata 

ocorre primeiro que a reconstituição da imunidade adaptativa (Auletta e Lazarus, 2005; 

Geddes e Storek, 2007; Darlington et al., 2013).  

A reconstituição de células T após o TCTH pode resultar de dois mecanismos 

distintos: 1, reconstituição timo-dependente (geração de novas células T a partir de 
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progenitores linfoides no timo); 2, reconstituição timo-independente (expansão 

periférica de linfócitos T maduros que foram reinfundidos junto com as CTHs ou que 

não foram completamente eliminados in vivo pela imunossupressão em altas doses) 

(Williams, Hakim e Gress, 2007).  

A expansão periférica de células T, também chamada de LIP (lymphopenia 

induced proliferation), ocorre nos primeiros meses após o transplante, quando a 

produção tímica ainda não é suficiente para reconstituir o pool de células T. A LIP é o 

resultado de uma rápida e significante expansão de células T, mediada por citocinas 

como IL-7 e IL-15, em que pode ser observada a mudança do fenótipo e da função de 

células T naive, que então passam a assumir características e funções de células T de 

memória (Fry e Mackall, 2005; Williams, Hakim e Gress, 2007; Surh e Sprent, 2008; 

Van Wijk et al., 2008; Jameson e Masopust, 2009; Takada e Jameson, 2009). Durante a 

LIP, também se observa a redução na frequência de TRECs, assim como um repertório 

de células T bastante restrito, com expansões oligoclonais e diversidade limitada 

(Douek et al., 2000; Hazenberg et al., 2001; Storek et al., 2008; Sullivan, Muraro e 

Tyndall, 2010). Portanto, nos primeiros meses após o TACTH a reconstituição de 

células T é predominantemente timo-independente, caracterizada por uma expansão de 

células T CD8
+
 de memória.  

Estudos indicam que as células T CD4
+
 são mais dependentes da produção 

tímica para sua reconstituição (Storek et al., 2001; Hakim et al., 2005; Geddes e Storek, 

2007; Williams, Hakim e Gress, 2007; Alexander et al., 2009). Portanto, a 

reconstituição de células T CD4
+
 após o transplante é particularmente mais lenta em 

pacientes mais velhos que apresentam menor função tímica. A contagem de células T 

CD4
+
 pode manter-se baixa por vários anos, apresentando principalmente o fenótipo de 

memória ou efetor (Hentschke et al., 2005; Geddes e Storek, 2007; Williams, Hakim e 

Gress, 2007; Darlington et al., 2013). Já, o número de células T CD8
+
 se recupera 

relativamente rápido após o transplante, atingindo valores normais um ano após o 

transplante. Essas células possuem o fenótipo CD8
+
CD28

-
CD57

+ 
e sua rápida expansão 

é decorrente da proliferação homeostática que ocorre nos primeiros meses pós-

transplante (Geddes e Storek, 2007; Jameson e Masopust, 2009; Darlington et al., 

2013).  

Estudos indicam que células T reguladoras (Tregs) possuem alta capacidade de 

sobreviver a vários tipos de regimes de imunossupressão. Além disso, apresentam 

rápida expansão, que antecede a reconstituição de números significantes de células T 
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naive. Seis meses após o transplante, essas células atingem valores normais e continuam 

expandindo até aproximadamente 12 meses pós-transplante (Bayer, Yu e Malek, 2007; 

Sullivan, Muraro e Tyndall, 2010). Estudos vêm mostrando a grande importância das 

Tregs na regulação da expansão homeostática periférica (LIP) de células T CD4
+
 e 

CD8
+
, característica dos primeiros meses após o TACTH, impedindo uma resposta 

exacerbada dessas células efetoras (Annacker et al., 2001; Hagen et al., 2004; Van Wijk 

et al., 2008; Winstead, Fraser e Khoruts, 2008). 

 

1.4.1 Reconstituição timo-dependente e T cell receptor excision circles  

 

A reativação tímica, que ocorre em fases mais tardias após o transplante, 

apresenta profundas consequências na reconstituição imunológica após o TACTH. Por 

meio de técnicas de sequenciamento, foi observado que a população de células T naive 

é a responsável pela geração e a manutenção homeostática de um repertório de células T 

diverso. A avaliação do repertório de células T após o TCTH reflete essa produção 

tímica de novas de células T naive (Dumont-Girard et al., 1998; Hakim et al., 2005; 

Toubert et al., 2012). Foi demonstrado que em indivíduos adultos saudáveis, as células 

T de memória correspondem a menos de 1% da diversidade das células T αβ (Arstila et 

al., 1999; Toubert et al., 2012). 

O modo como a reativação tímica e a LIP afetam a reconstituição das células T é 

dependente de vários fatores, tais como a idade do paciente, o número de células T 

residuais que sobreviveram à imunossupressão, os níveis de citocinas como IL-7 e IL-

15 e os danos causados ao tecido tímico devido ao uso de drogas imunossupressoras 

(Hentschke et al., 2005; Williams, Hakim e Gress, 2007; Toubert et al., 2012).  

Dados da literatura demonstram que, apesar da atividade e o tamanho do timo 

diminuírem com a idade, a sua atividade não é completamente eliminada (Lynch et al., 

2009). Portanto, a reativação tímica e aumento de sua produção após o transplante pode 

corrigir alguma deficiência pré-existente e normalizar a homeostase das células T naive, 

gerando um repertório de células T mais diverso e funcional (Douek et al., 2000; Lynch 

et al., 2009).  

A avaliação da reconstituição imunológica timo-dependente após o transplante 

pode ser feita por meio da quantificação de TRECs (T cell receptor excision circles) 

(Douek et al., 1998; Douek et al., 2000). Os TRECs são moléculas circulares de DNA, 
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formadas e excisadas durante a recombinação V(D)J do receptor das células T (Douek 

et al., 2000; Talvensaari et al., 2002; Muraro et al., 2005).  

Um evento comum durante a recombinação da cadeia α do TCR é a deleção do 

locus da cadeia do TRC δ, o qual está inserido no locus da cadeia α. Essa deleção ocorre 

através do rearranjo específico entre δRec e ψJα, levando a geração de um TREC 

específico chamado de “signal joint” (sjTREC), presente em aproximadamente 70% 

das células T αβ (Geenen et al., 2003; Madhok et al., 2005; Williams, Hakim e Gress, 

2007).  

Os sjTRECs são moléculas de DNA estáveis localizadas no citoplasma das 

células T que não são duplicadas durante a divisão celular (Douek et al., 2000; Muraro 

et al., 2005; Just et al., 2008). Eles são encontrados em alta concentração em células T 

CD4
+
CD45RA

+
CD31

+
 naive, também chamadas de recém-emigrantes do timo, porém 

não são encontrados em células T de memória, células B e em células T γδ (Douek et 

al., 1998; Kimmig et al., 2002). 

Estudos que quantificaram TRECs no sangue periférico de pacientes com 

esclerose múltipla após a IAD/TACTH demonstraram que a reconstituição imunológica 

timo-dependente é reativada após o transplante (Sun et al., 2004; Muraro et al., 2005). 

Sun et al. (2004) mostraram que nesses pacientes, o número de moléculas de TRECs 

estava diminuído drasticamente até seis meses após o transplante, aumentando para 

valores próximos aos normais (período pré-transplante) após doze meses do transplante. 

Alexander et al. (2009) demonstraram que a reativação tímica é de extrema 

importância para o restabelecimento dos valores normais de células T em pacientes com 

lúpus eritematoso sistêmico após o TACTH. Seis meses após o transplante os autores 

demonstraram um aumento significativo da frequência de células T 

CD4
+
CD45RA

+
CD31

+
 recém-emigrantes do timo nos pacientes submetidos ao TACTH, 

quando comparado ao período pré-transplante e aos indivíduos do grupo controle.  

 

1.5 Receptor de células T e reconstituição do repertório de células T após o 

transplante autólogo de células-tronco hematopoéticas 

 

O receptor de células T (TCR) é um heterodímero de membrana formado pelas 

cadeias α e β ou pelas cadeias γ e δ, e cada cadeia do TCR é codificada por m ltiplos 

segmentos gênicos que sofrem recombinação somática. O TCR αβ é o receptor mais 
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comum das células T, sendo formado por duas cadeias polipeptídicas com domínios 

variáveis (Vα e Vβ) e domínios constantes (Cα e Cβ) (Pannetier et al., 1993).  

Análises da estrutura tridimensional do TCR αβ mostraram que os domínios 

variáveis Vα e Vβ formam três alças que interagem com o complexo peptídeo-MHC, as 

quais correspondem às Regiões Determinantes de Complementaridade 

(Complementarity Determining Region - CDR) (Garcia et al., 1996; Boyman et al., 

2009). Os genes Vα e Vβ codificam as regiões CDR1 e CDR2, e a região CDR3 é 

gerada pela recombinação somática dos segmentos V e J para a cadeia Vα, e dos 

segmentos V, D e J para a cadeia Vβ, sendo esta a região de maior variabilidade e 

responsável pelo contato com o antígeno apresentado pelas moléculas de MHC (major 

histocompatibility complex) (Davis e Bjorkman, 1988; Garcia, Teyton e Wilson, 1999). 

A região CDR3 consiste numa sequencia única de nucleotídeos que é específica 

para um tipo particular de célula T, variando de tamanho conforme ocorre a adição ou a 

remoção de nucleotídeos nas junções V-J (cadeia α) e V-D-J (cadeia β) no final do 

processo de recombinação (diversidade juncional) (Yassai et al., 2009). Na cadeia 

variável β do TCR, a região CDR3 está localizada entre os resíduos de aminoácidos 95-

106.  

Por meio da técnica chamada Immunoscope ou TCRBV CDR3 Length 

Spectratyping é possível avaliar os diferentes fragmentos de CDR3 gerados durante o 

processo de recombinação V(D)J (Pannetier et al., 1993; Pannetier, Even e Kourilsky, 

1995). Essa técnica consiste em uma reação em cadeia da polimerase (Polymerase 

Chain Reaction – PCR) baseada na análise da variação do tamanho da região CDR3 da 

cadeia β do TCR, seguida da análise dos fragmentos de DNA por sequenciamento. Na 

PCR são utilizados primers Vβ e Cβ específicos para as regiões variável e constante, 

respectivamente, do TCR. Considerando que a posição dos primers Vβ e Cβ utilizados é 

fixa, o tamanho observado para o produto de PCR Vβ-Cβ marcado depende do tamanho 

da junção V-D-J de cada TCR específico  (Pannetier et al., 1993; Pannetier, Even e 

Kourilsky, 1995). 

Portanto, o método de TCRBV CDR3 Spectratyping permite analisar a 

diversidade do repertório de linfócitos T e detectar populações celulares em expansão 

clonal a partir da variação do comprimento da região CDR3 da cadeia β do TCR. 

Considerando-se que o padrão de distribuição dos segmentos do CDR3 da cadeia Vβ em 

indivíduos sadios apresenta predominantemente uma distribuição gaussiana, esta técnica 

permite detectar variações no padrão de distribuição desses segmentos em condições 
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patológicas. Deste modo, qualquer expansão clonal anormal de uma determinada 

família (ou cadeia) Vβ no repertório de linfócitos T pode ser avaliada pela detecção de 

segmentos que desviam da distribuição gaussiana normal dos segmentos de CDR3 

(Pannetier et al., 1993; Pannetier, Even e Kourilsky, 1995; Memon et al., 2012). 

Assim, ao contrário de outras técnicas de avaliação da reconstituição do 

repertório de linfócitos T, como citometria de fluxo (a qual utiliza anticorpos 

monoclonais específicos para as famílias Vβ ou Vα) ou técnicas de PCR e PCR em 

tempo real que permitem somente a identificação e quantificação de famílias V ou Vα 

específicas expandidas em determinada amostra, o método de TCRBV CDR3 

Spectratyping fornece informação em relação ao padrão de distribuição dos segmentos 

do CDR3 e à diversidade do repertório (Pannetier et al., 1993; Pannetier, Even e 

Kourilsky, 1995; Memon et al., 2012; Van Heijst et al., 2013). 

Vários estudos mostraram que pacientes com DAIs apresentam restrição do 

repertório de células T, com expressão anormal de algumas famílias Vβ. Essas 

anormalidades do repertório de células T naive podem contribuir para a predisposição 

do indivíduo ao desenvolvimento da DAI (Goronzy, Zettl e Weyand, 1998; Luppi et al., 

2000; Davidson e Diamond, 2001; Sun et al., 2004; Farge et al., 2005; Sospedra e 

Martin, 2005). 

Luppi e colaboradores (2000) demonstraram que a família Vβ7 do receptor da 

célula T apresenta alta frequência em pacientes norte-americanos recém-diagnosticados 

para o DM-1. Além disso, foi visto que muitos indivíduos com predisposição genética 

para o desenvolvimento do DM-1 tornaram-se diabéticos após infecções por 

enterovírus. Curiosamente, durante a infecção por esses vírus foi detectada alta 

frequência de células T expressando a cadeia Vβ7 nesses pacientes, sugerindo a 

importância de infecções por enterovírus no desencadeamento e progressão do DM-1 

(Luppi et al., 2000). 

Goronzy e colaboradores (1998) demonstraram que pacientes com artrite 

reumatoide possuem um repertório de células T restrito, caracterizado por expansões 

oligoclonais de algumas especificidades de células T. O mesmo foi observado em 

pacientes com tireoidite de Hashimoto, os quais apresentam grande restrição do 

repertório de células T, sobretudo das células T CD8
+ 

(Okajima et al., 2009). 

Pacientes com esclerose múltipla (EM) também apresentam distribuição alterada 

dos picos de CDR3 (não-gaussiana), sugerindo expansões oligoclonais. Nesses 

pacientes observou-se um aumento da secreção de IFN-γ, IL-2 e TNF-α pelas 
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subpopulações de células T (CD4
+ 

e CD8
+
) em expansão oligoclonal (Laplaud et al., 

2004). 

Outro trabalho mostrou que pacientes com EM, cujo repertório de células T era 

restrito devido à expansões clonais de células T maduras periféricas, apresentaram um 

aumento da produção de células T naive e consequente diversificação do repertório de 

células T após o tratamento com IAD/TACTH (Packer e Muraro, 2007). 

 

1.6 Justificativa e Hipótese do estudo 

 

A terapia de IAD seguida pelo TACTH para o DM-1 recém-diagnosticado 

revelou-se promissora, pois a maioria dos pacientes diabéticos transplantados alcançou 

independência insulínica completa por um período prolongado (Voltarelli et al., 2007; 

Couri e Voltarelli, 2009). No entanto, até o momento, os mecanismos de ação celulares 

e moleculares desta terapia envolvidos na remissão ou não do DM-1 e de várias outras 

DAIs ainda não foram completamente esclarecidos (Darlington et al., 2013). 

Nos últimos anos, alguns estudos mostraram que pacientes com DAIs possuem o 

repertório de células T restrito (com expansões oligoclonais e/ou monoclonais) e que 

após o TACTH há uma reativação da produção tímica de células T naive e consequente 

restauração de um repertório de células T novo e diverso, sugerindo a reprogramação do 

sistema imunológico após a terapia com IAD/TACTH (Goronzy, Zettl e Weyand, 1998; 

Muraro et al., 2002; Muraro e Martin, 2003; Sun et al., 2004; Muraro et al., 2005; 

Muraro e Douek, 2006; Abrahamsson e Muraro, 2008; Burt et al., 2009; Okajima et al., 

2009).  

Com base nesses trabalhos, nossa hipótese é que após a IAD/TACTH haja um 

aumento nos níveis de TRECs nos pacientes com DM-1 em relação ao período pré-

transplante, indicando uma reativação da produção tímica de novas células T, o que 

explicaria a melhora clínica inicial na maioria dos pacientes. Nos períodos mais tardios 

após o transplante, nossa hipótese é que a restrição da diversidade do repertório de 

células T (com possíveis expansões clonais de células autorreativas) correlaciona-se 

com a recaída do DM-1 e consequente necessidade do uso de insulina novamente. 

Além disso, supomos que os pacientes com DM-1 que permanecem livres de 

insulina por mais tempo apresentam maiores níveis de TRECs e um repertório de 

células T mais diverso após o transplante, em relação aos pacientes que voltam a usar 
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insulina (após um período variável livres da mesma) ou nos pacientes que não 

responderam ao tratamento. 

Para confirmar essas hipóteses, este estudo se propôs a avaliar a função tímica 

nos pacientes com DM-1 antes e em vários períodos após a terapia de IAD/TACTH, e 

correlacionar esses dados com a resposta terapêutica dos pacientes. Os resultados desse 

trabalho são inéditos e contribuem para o esclarecimento dos mecanismos imunológicos 

de ação e os benefícios da terapia de IAD/TACTH no tratamento do DM-1, o que é 

necessário para a aplicação mais ampla e efetiva desta terapia nesses pacientes. 

 

 



 

 

 

OBJETIVOS 
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2 Objetivos  

2.1 Objetivo Geral 

 

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a função tímica de células T em 

pacientes com diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) antes e após a terapia de 

imunossupressão em altas doses seguida pelo transplante autólogo de células-tronco 

hematopoéticas (IAD/TATCH).  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Quantificar os níveis de T-cell receptor excision circles (TRECs) em células 

mononucleares do sangue periférico dos pacientes com DM-1 antes e após a terapia de 

IAD/TACTH pela técnica de PCR em tempo real; 

2. Analisar a diversidade e composição do repertório de células T do sangue 

periférico dos pacientes com DM-1 antes e após a terapia de IAD/TACTH pela técnica 

molecular de TCRBV CDR3 Spectratyping; 

3. Comparar os níveis de TRECs em células mononucleares do sangue periférico 

dos pacientes com DM-1 antes da terapia de IAD/TACTH com os de indivíduos sadios; 

4. Comparar a diversidade e composição do repertório de células T dos pacientes 

com DM-1 antes da terapia de IAD/TACTH com as de indivíduos sadios; 

5. Comparar os níveis de TRECs em células mononucleares do sangue periférico 

dos pacientes com DM-1 antes e após a terapia de IAD/TACTH; 

6. Comparar a diversidade e composição do repertório de células T dos pacientes 

com DM-1 antes e após a terapia de IAD/TACTH; 

7. Correlacionar os níveis de TRECs e a diversidade do repertório de células T dos 

pacientes com DM-1 antes após a terapia de IAD/TACTH com a resposta clínica dos 

pacientes;  

8. Correlacionar os níveis de TRECs com a diversidade do repertório de células T 

dos pacientes com DM-1 antes e após a terapia de IAD/TACTH; 

9. Correlacionar os níveis de TRECs e a diversidade do repertório de células T dos 

pacientes com DM-1 antes após a terapia de IAD/TACTH com os níveis séricos de 

peptídeo-C nos pacientes. 



 

 

 

CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 



Casuística, Material e Métodos 

27 

 

3 Delineamento experimental 

 

Foram estudados pacientes com DM-1, os quais foram submetidos ao tratamento 

com IAD/TACTH na Unidade de TMO do Hospital das Clínicas da FMRP-USP, de 

dezembro de 2003 a dezembro de 2010. Foram analisadas amostras de sangue periférico 

coletadas dos pacientes com DM-1 antes do transplante (pré-mobilização) e em vários 

períodos após o transplante (D+100, D+180, D+360, D+540, D+720, D+900, D+1080, 

D+1260, D+1440, D+1620, D+1800 e nos períodos de recaída). 

Para correlacionar com os dados da quantificação dos níveis de TRECs e da 

análise do repertório de células T do pacientes com DM-1, amostras de sangue 

periférico de indivíduos sadios (grupo controle de doadores voluntários de repetição do 

Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirão Preto) foram coletadas sob consentimento 

informado. 

Do sangue periférico das amostras de pacientes e controles foram isoladas as 

células mononucleares (PBMCs), a partir das quais foi feita a extração de DNA e de 

RNA. O DNA foi congelado em solução de congelamento (soro bovino fetal + 10% de 

DMSO) e posteriormente usado para a quantificação de TRECs, enquanto o RNA foi 

transcrito em cDNA, o qual foi utilizado para a análise da diversidade do repertório de 

células T através do método  TCRBV CDR3  Spectratyping.  

A técnica de quantificação dos TRECs foi padronizada anteriormente pelo nosso 

grupo de pesquisa no Laboratório de Biologia Molecular do Centro Regional de 

Hemoterapia do HCFMRP-USP, utilizando o equipamento 7500 Real Time PCR system 

(Applied Biosystems, USA).  

A técnica TCRBV CDR3 Spectratyping foi padronizada no Laboratório de 

Imunologia do Instituto do Coração do HCFM-USP (grupo da Profa. Dra. Luiza 

Guilherme Guglielmi) e foi implantada no Laboratório de Genética Molecular e 

Bioinformática do Centro Regional de Hemoterapia do HCFMRP-USP, utilizando o 

sequenciador automático de DNA ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystem, 

Foster City, CA, USA). 

Esta técnica inicia-se partir da amplificação por PCR dos segmentos Vβ-Cβ do 

TCR na qual se utilizou primers específicos para cada uma das famílias Vβ (foram 

analisadas 24 famílias Vβ). O produto da primeira reação foi submetido a uma segunda 

amplificação por PCR (que inclui um primer adicional marcado com fluorocromo), na 

qual se amplifica o segmento gênico que contém a região CDR3 do TCR. Em seguida, 
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estes segmentos amplificados por PCR foram analisados em sequenciador (análise de 

fragmentos) e, com o auxílio do software Gene Mapper 
TM

 (Applied Biosystem), foi 

calculado o tamanho (em pares de bases) dos diferentes segmentos (picos) de CDR3, o 

número de picos de CDR3, estimada a frequência de cada família Vβ no repertório do 

TCR e analisada a distribuição (gaussiana ou não gaussiana) dos picos na região CDR3. 

 

4 Casuística, Material e Métodos 

 

4.1 Pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e controles 

 

Foram estudadas amostras de sangue periférico coletadas de pacientes com DM-

1 submetidos ao tratamento com imunossupressão em altas doses (IAD) seguida do 

transplante autólogo de células-tronco hematopoéticas (TACTH), na Unidade de 

Transplante de Medula Óssea do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP-USP), de dezembro de 2003 a dezembro de 2010. O protocolo 

clínico de IAD/TACTH para o DM-1 foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital 

das Clínicas da FMRP-USP (Proc. 10095/02) e pela Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (RG 7160). Os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido. 

Amostras de sangue periférico dos pacientes foram coletadas antes do 

transplante (pré-mobilização) e em vários períodos após o transplante (D+100, D+180, 

D+360, D+540, D+720, D+900, D+1080, D+1260, D+1440, D+1620, D+1800 e 

recaída).  

Foram incluídos nesse estudo, 23 pacientes com DM-1 recém-diagnosticado, 

sendo seis do sexo feminino e dezessete do sexo masculino, com idade variando de 13 a 

31 anos (média = 18,1) As principais características clínicas e laboratoriais dos 

pacientes estão sumarizadas nas Tabelas 5 e 6.  

O TACTH foi realizado dentro de no máximo seis semanas após o diagnóstico 

de DM-1 nesses pacientes. Todos pacientes apresentavam anticorpo anti-GAD65 

positivo ao diagnóstico. Foram excluídos do protocolo os pacientes que haviam 

apresentado episódios de cetoacidose diabética previamente ao diagnóstico. 

O esquema do tratamento de imunossupressão em altas doses seguida do 

TACTH constituiu em quatro fases: fase de mobilização das células-tronco 
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hematopoéticas, fase de condicionamento (imunossupressão), fase de infusão de 

células-tronco hematopoéticas ou transplante propriamente dito e a fase de seguimento 

dos pacientes nos diferentes períodos pós-transplante (Figura 1) (Voltarelli et al., 2007; 

Couri et al., 2009). 

 

Figura 1. Esquema do procedimento da terapia de imunossupressão em altas doses 

seguida do TACTH utilizado nos pacientes com DM-1 na unidade de TMO do HCFMRP-

USP (modificado de Sykes e Nikolic, 2005). 

 

Para algumas análises, conforme indicado, os pacientes com DM-1 foram 

divididos em dois grupos com base na resposta terapêutica (tempo livre de insulina após 

o transplante): pacientes livres de insulina por período maior ou igual a três anos (DM-

13anos; n=11; pacientes DM8, DM9, DM10, DM11, DM12, DM13, DM14, DM15, 

DM6, DM17 e DM18) e livres de insulina por período menor que três anos (DM-

13anos; n=9; DM1, DM2, DM3, DM4, DM5, DM6, DM19, DM21 e DM22) (Tabela 

5 e 6). 

As amostras de sangue periférico de todos os indivíduos sadios (doadores 

voluntários de repetição do Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirão Preto do HC-

FMRP-USP) foram colhidas sob consentimento informado. Os indivíduos sadios foram 

pareados com os pacientes de acordo com o sexo e a idade. 

Para a quantificação absoluta dos níveis de TRECs no sangue periférico dos 

pacientes com DM-1, amostras de dezoito pacientes foram analisadas (sendo 4 do sexo 
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feminino e 14 do sexo masculino; idade entre 13 e 31 anos, com média de 18,44 anos). 

Para comparações foi utilizado um grupo controle de vinte e dois indivíduos sadios 

(sendo 16 do sexo masculino; idade entre 15 e 31 anos, com média de 21,1 anos).  

Para a análise do repertório de células T, vinte e três pacientes foram incluídos 

no estudo (sendo 17 do sexo masculino e 6 do sexo feminino; idade entre 13 e 31 anos, 

com média de 18,1 anos). Para comparações foi utilizado um grupo controle de sete 

indivíduos sadios (sendo 3 do sexo masculino; idade entre 17 e 22 anos, com média de 

18,8 anos).  

Além disso, foi realizada a quantificação do peptídeo-C no soro dos pacientes 

com DM-1 (n=23) antes do transplante e nos períodos D+180, D+360, D+720, D+1080, 

D+1440 e D+1800 pós-transplante (Tabela 5). A dosagem do peptídeo-C foi realizada 

pelo Laboratório de Diabetes e Metabolismo do HC-FMRP-USP utilizando Human C-

Peptide radioimmunoassay kit (Millipore,USA). 

 

4.2 Isolamento de células mononucleares do sangue periférico 

 

Amostras de sangue periférico colhidas na presença de heparina sódica (14 

UI/ml) foram separadas por centrifugação em gradiente de densidade. As amostras 

foram diluídas 1:2 em tampão fosfato salina (PBS), aplicadas cuidadosamente sobre o 

gradiente de Ficoll Hypaque (d=1,077, Amersham-Pharmacia, Uppsala, Suécia) e 

centrifugadas a 500g por 30 minutos à temperatura ambiente (TA) para obtenção da 

camada de células mononucleares. As células presentes na interfase plasma-Ficoll 

Hypaque foram cuidadosamente coletadas e lavadas duas vezes com PBS. As células 

mononucleares separadas foram congeladas em solução de congelamento (1x107 

células por 1,0 ml de solução de congelamento), constituída de soro bovino fetal 

(Hyclone, Logan, USA) + 10% de DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich, Steinhein, 

Alemanha) e armazenadas em N2 líquido para posterior extração de DNA, como 

também foram congeladas em solução de Trizol (Invintrogen
TM

) (1,0 ml de Trizol para 

cada 1x107 células) em microtubos tratados com DEPC (Dietilpirocarbonato, Sigma-

Aldrich, Steinhein, Alemanha) e armazenadas em freezer -80 C para posterior extração 

de RNA.   
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4.3 Extração de DNA das células mononucleares  

 

A extração do DNA foi realizada pelo DNeasy Blood & Tissue mini kit (Qiagen, 

Valencia, CA, USA). As células mononucleares dos pacientes com DM-1 e dos 

controles foram descongeladas, adicionadas a 20 ml do meio de cultura RPMI e 

centrifugadas por 10 minutos a 200g à TA. O pellet de células mononucleares formado 

foi lavado com PBS 1X, ressuspendido em 200 μl PBS 1X e 20 μl de proteinase K 

foram adicionados para degradação de proteínas. Posteriormente 200μL de Buffer AL 

foram adicionados e o conteúdo formado foi misturado no vórtex e incubado a 56°C. 

Após 10 minutos de incubação, 200 μl de ethanol (100%) foram adicionados e o 

conteúdo foi misturado novamente no vórtex. A suspensão celular foi pipetada em uma 

coluna (DNeasy Mini spin column) colocada em um tubo de coleta de 2 ml e 

centrifugado a 6000g por 1 minuto à TA. O tubo coletor e o conteúdo centrifugado 

foram descartados e a coluna foi colocada em um novo tubo coletor de 2 ml. Foram 

adicionados 500 μl de Buffer AW1 à coluna e o conte do foi centrifugado por 1 minuto 

a 6000g à TA. Novamente o centrifugado e o tubo coletor foram descartados. A coluna 

foi colocada em um novo tubo coletor de 2ml, 500 μl de Buffer AW2 foram adicionados 

e o conteúdo foi centrifugado por 3 minutos a 20,000g à TA para secar a membrana. A 

coluna foi transferida para um microtubo limpo (RNA-free) e 50 μl de Buffer AE foram 

pipetados diretamente na membrana para eluir o DNA. O material foi incubado a 

temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugado por mais 1 minuto a 6000g à TA. 

Após a extração, as amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotômetro 

Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific, USA) e então foram diluídas para a 

concentração de 100 ng de DNA por microlitro. 

 

4.4 Extração de RNA  

 

A extração do RNA das células mononucleares do sangue periférico foi 

realizada por meio do kit comercial Pure Link Mini Kit (Invintrogen
TM

). Inicialmente, o 

lisado celular com o Trizol foi incubado por 5 minutos a TA. Depois de completamente 

descongelado, foram adicionados 200µl de clorofórmio para cada 1ml de Trizol e 

solução de lisado celular/Trizol e clorofórmio foi misturada vagarosamente por 15 

segundos. Essa solução foi incubada por 3 minutos a TA e logo após foi centrifugada a 

12.000g por 15 minutos a 4°C. Após esta centrifugação, ocorreu a separação da solução 
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em três fases: fase aquosa, que contém o RNA; a interface, contendo a maior parte do 

DNA e a fase orgânica, na qual estão as proteínas. A fase aquosa transparente contendo 

o RNA (aproximadamente 400 µl) foi transferida para um novo microtubo tratado 

RNase-free. Um volume igual ao da fase aquosa (aproximadamente 400 µl) foi 

adicionado de etanol 70% e o material foi misturado no vórtex. O material foi 

transferido (no máximo 700 µl por vez) para uma coluna com tubo coletor (Spin 

Cartidge) e centrifugado 12.000g por 15 segundos a TA. O conteúdo do tubo coletor foi 

descartado e a coluna inserida no mesmo tubo coletor. Foram adicionados 700µl do 

Wash Buffer I e o material foi centrifugado a 12.000g por 15 segundos a TA. O 

conteúdo do tubo coletor foi descartado e a coluna inserida em um novo tubo coletor, 

500µl Wash Buffer II foram adicionados e o material foi centrifugado a 12.000g por 15 

segundos a TA. Novamente o conteúdo do tubo coletor foi descartado e a coluna 

inserida no mesmo tubo coletor, 500µl Wash Buffer II foram adicionados e o material 

foi centrifugado a 12.000g por 15 segundos a TA. Posteriormente, o conteúdo do tubo 

coletor foi descartado, a coluna foi inserida no mesmo novo tubo coletor e o material foi 

centrifugado a 12.000g por mais 1 minuto a TA para secar a membrana da coluna. A 

coluna foi inserida dentro de um novo microtubo RNase-free e 30µl de água RNase-free 

foram adicionados e material foi incubado por 1 minuto  a TA. Por fim, o material foi 

centrifugado a 12.000g por 2 minutos a TA e o RNA foi obtido e armazenado -80°C 

para posterior síntese de cDNA.  

 

4.5 Eletroforese de RNA em gel de agarose 1% 

 

O RNA extraído foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1%, na presença 

de GelRed
TM 

(Biotium), para determinação de sua qualidade e integridade. A 

eletroforese em gel de agarose foi realizada com corrente elétrica de 80 volts durante 50 

minutos e então as bandas 28S, 18S e 5S do RNA ribossômico foram visualizadas em 

um transiluminador UV. Após a constatação da integridade e qualidade do RNA, este 

foi utilizado na síntese de cDNA pela reação de transcrição reversa. 

 

4.6 Transcrição reversa 

 

A síntese do cDNA foi realizada utilizando-se o kit comercial  High Capacity 

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Foram 
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adicionados ao tubo de reação 62,3 μL de água DEPC, 10 μL de Buffer RT 10X, 10 μL 

de Random primers 10X, 10,4 μL de dNTP 25X, 100 mM, 5,0 μL de Multscribe RT 

(50U/μL), 0,3 μL de inibidor de RNases e 2,0 μg (2 μL) de RNA, perfazendo um 

volume total de 100 μL. Este material será incubado a 25ºC por 10 minutos e 

posteriormente a 37ºC durante duas horas em termociclador Veriti Thermal Cycler 

(Applied Biosystems). O cDNA sintetizado foi estocado a -20ºC e em seguida utilizado 

nos ensaios de TCRBV CDR3 Spectratyping. 

 

4.7 Validação da transcrição reversa 

 

O gene da β-actina foi utilizado como controle da reação de transcrição do RNA 

em cDNA. Para esta reação foram utilizados 2 μl do cDNA transcrito, 2,5 μl de tampão 

para PCR 10X, 1,0 μl de 1,5 mM MgCl2, 3 μl de 10 mM dNTP mix, 1 μl de cada 

primer (10 μM), 0,3 μl de Taq polimerase (5 unidades/μl) e água DEPC q.s.p. 25μl. Os 

reagentes foram misturados e centrifugados brevemente, colocados em termociclador 

pré-aquecido a 94°C, e submetidos a um passo de desnaturação inicial por 2 minutos a 

94°C, seguido por 30 ciclos de PCR (desnaturação a 94°C por 40 segundos, anelamento 

a 55°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto, completados por uma extensão 

final de 10 minutos a 72°C). Em seguida, o produto da reação foi mantido a 4°C e 

carregado em gel de agarose 1,5% corado com GelRed
TM 

(Biotium),  e submetido à 

corrida eletroforética a 100 V durante 30 minutos. O tamanho esperado do produto de 

PCR é de 353 pb. 

 

4.8 PCR em tempo real para a quantificação absoluta de TRECs 

 

A quantificação absoluta do gene TREC e do gene da Albumina (controle 

endógeno) nas células mononucleares de sangue periférico foi analisada por PCR em 

tempo real. Foram utilizados os reagentes TaqMan
TM

 (Applied Biosystems, USA) e o 

equipamento 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystems, USA). Os plasmídeos 

contendo os genes TREC e Albumina nos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Ngai Ka-

Leung (Northwestern University, EUA). 

As concentrações dos primers e das sondas foram previamente padronizadas, 

sendo a concentração de 5 µM estabelecida tanto para o primer forward como para o 
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reverse (de ambos genes), e a concentração de 2,5 µM para as sondas do TREC e da 

Albumina. As sequências dos primers e das sondas são específicos para cada gene e 

estão mostradas nas Tabelas 1 e 2.  

A cada reação de PCR em tempo real foram preparadas as curvas padrões do 

gene alvo (TREC) e do gene endógeno (Albumina) utilizando diluições seriadas 1:10 

obtidas a partir da concentração inicial de 2 x 10
9
 moléculas de DNA. As amostras das 

curvas padrões foram preparadas em triplicatas e as concentrações utilizadas foram de 

2x10
6
, 2x10

5
, 2x10

4
, 2x10

3
, 2x10

2
 moléculas de DNA.  

As reações foram realizadas em placas ópticas de 96 poços e as amostras foram 

preparadas em duplicatas utilizando-se 8,85 μl de água DEPC, 12,5 μl de TaqMan® 

Universal PCR Master mix, 0,65 μl da sonda, 1 μl do primer forward, 1 μl do primer 

reverse e 1 μl do DNA alvo (100 ng), totalizando 25 μl em cada poço. As reações de 

PCR em tempo real foram realizadas a 50ºC por 2 minutos, 95º C por 10 minutos, 

seguida de 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC e 60º por 1 minuto.  

A determinação da intensidade de fluorescência na reação é dada através do 

cálculo do ΔRn (ΔRn = Rn+ - Rn-), onde Rn+ = intensidade de emissão do FAM > 

intensidade de emissão do ROX em um dado momento da reação, e Rn- = intensidade 

de emissão do FAM < intensidade de emissão do ROX, antes da amplificação. O 

composto ROX é utilizado como controle interno passivo, pois a fluorescência que 

emite tem intensidade constante durante toda a reação, enquanto que a fluorescência é 

emitida pelo FAM conforme o componente repórter das sondas (específicas para o 

TREC e Albumina) é liberado durante cada ciclo de amplificação.   

Durante os ciclos iniciais da reação, não há acúmulo de produtos de 

amplificação e os valores de ΔRn permanecem na linha de base (fluorescência do ROX 

> FAM). Na fase logarítmica da reação ocorre acúmulo dos produtos de amplificação e 

a ΔRn ultrapassa a linha de base (threshold). O threshold deve ser posicionado na 

região de amplificação exponencial ou geométrica das curvas de amplificação, em um 

ponto acima do ruído basal e abaixo da fase linear (platô final) da amplificação. O ciclo 

em que a amostra excede a fluorescência basal é chamado de Ct ou threshold cycle e 

estabelece a quantidade de DNA alvo presente na amostra. Para o gene TREC o 

threshold estabelecido foi de 0,040116, enquanto que para o gene da Albumina foi de 

0,020116. 

Após cada reação de PCR em tempo real, a quantidade de cópias do gene TREC 

obtida da amostra foi dividida pela quantidade de cópias do gene endógeno 



Casuística, Material e Métodos 

35 

 

(normalização da reação), sendo esse resultado expresso em moléculas de TREC/100ng 

de DNA, já que 100 ng foi a quantidade de DNA utilizada em todas as amostras dos 

pacientes e controles sadios. O controle endógeno é um gene constitutivamente 

expresso em todos os tipos celulares, sendo assim utilizado para normalizar as 

diferenças na amplificação causadas por possíveis diferenças na quantificação do DNA. 

 

 

Tabela 1. Sequências dos primers e da sonda do gene TREC. 

 

 
TREC 

Primers 

F: CACATCCCTTTCAACCATGCT 

R: GCCAGCTGCAGGGTTTAGG 

 

Sonda 
FAM-ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCACT-

TAMRA 

 

 

 

Tabela 2. Sequências dos primers e da sonda do gene Albumina. 

 

 
ALBUMINA 

Primers 

F: TGCATGAGAAAACGCCAGTAA 

R: ATGGTCGCCTGTTCACCAA  

 

Sonda FAM-TGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAA 

 

 

4.9 Método de TCRBV CDR3 Spectratyping 

 

Este método permite analisar a diversidade do repertório de linfócitos T e 

detectar populações celulares em expansões clonais (Pannetier et al., 1993; Pannetier, 

Even e Kourilsky, 1995). Esta técnica inicia-se pela amplificação por PCR dos 

segmentos Vβ-Cβ do TCR utilizando primers específicos para cada uma das 24 famílias 

Vβ que foram estudadas. O produto desta reação é submetido à outra amplificação por 

PCR que inclui um primer adicional marcado com fluorocromo. Nesta segunda reação, 

amplifica-se o segmento gênico que contém a região CDR3 do TCR, uma vez que esta 

região está localizada entre os segmentos V-D-J. Em seguida, estes segmentos 

amplificados por PCR são separados em gel de sequenciamento e, com o auxílio de um 

sequenciador automático e do software Gene Mapper
TM

 (Applied Biosystem), foi 
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possível calcular o tamanho (em pares de bases) dos diferentes segmentos (picos) de 

CDR3, o número de picos de CDR3, estimar a frequência de cada família Vβ no 

repertório do TCR e analisar a clonalidade e distribuição (gaussiana ou não gaussiana) 

dos picos na região CDR3. Um esquema do método de TCRBV CDR3 Spectratyping é 

mostrado na Figura 2. 

 

4.9.1 Reação de PCR (Vβ-Cβ) para determinação das famílias Vβ do TCR 

 

Esta reação possibilita a amplificação do segmento gênico Vβ-Cβ do TCR. Para 

um volume final de reação de 25μl, foram utilizados 4% de cDNA transcrito, 2,5µl de 

tampão 10X (500mM KCl e 100mM Tris-HCl), 1 µl de MgCl2 (50mM), 2 μL de 

dNTP(2,5mM), 0,63 µL do primer Cβ (20 μM) e 0,63 µL do primer Vβ específico (20 

μM), 0,1µL Taq polimerase (5U/µL) e água q.s.p 25 μl. Esta reação foi processada em 

termociclador por 1 minuto e 30 segundos a 94°C, seguidos de 40 ciclos de 30 segundos 

a 94°C, 45 segundos a 60°C, 45 segundos a 72°C, completados com uma extensão final 

de 4 minutos a 72°C. A Tabela 3 mostra as sequências dos primers que foram 

utilizados para a amplificação das 24 famílias Vβ e o tamanho esperado do produto de 

PCR (Pannetier et al., 1993; Pannetier, Even e Kourilsky, 1995). 
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Tabela 3. Sequencia dos primers utilizados na amplificação das famílias Vβ do TCR. 

FAMÍLIA VΒ E 

SEQUÊNCIA DOS PRIMERS 

VΒ-CΒ (PARES 

DE BASES) 

ESPECIFICIDADES 

AMPLIFICADAS 

 

VB1  5’ CCGCACAACAGTTCCCTGACTTGC 3’ 

VB2  5’ GGCCACATACGAGCAAGGCGTCGA 3’ 

VB3  5’ CGCTTCTCCCTGGATTCTGGAGTCC 3’ 

VB4  5’ TTCCCATCAGCCGCCCAAACCTAA 3’ 

VB5  5’ AAGCTCTGAGCTGAATGTGAACGCC 3’ 

VB6  5’ CTCTGAAGATCCAGCGCACAGAGC 3’ 

VB7  5’ CCTGAATGCCCCAACAGCTCTCTC 3’ 

VB8  5’ CCATGATGCGGGGACTGGAGTTGC 3’ 

VB9  5’ TTCCCTGGAGCTTGGTGACTCTGC 3’ 

VB10 5’ CCACGGAGTCAGGGGACACAGCAC 3’ 

VB11 5’ TGCCAGGCCCTCACATACCTCTCA 3’ 

VB12 5’ TGTCACCAGACTGGGGAACCACCAC 3’ 

VB13 5’ CACTGCGGTGTACCCAGGATATGA 3’ 

VB14 5’ GGGCTCGGCTTAAGGCAGACCTAC 3’ 

VB15 5’ CAGGCACAGGCTAAATTCTCCCTG 3’ 

VB16 5’ GCCTGCAGAACTGGAGGATTCTGG 3’ 

VB17 5’ TCCTCTCACTGTGACATCGGCCCA 3’ 

VB18 5’ CTGCTGAATTTCCCAAAGAGGGCC 3’ 

VB19 5’ TCTCAATGCCCCAAGAACGCACCC 3’ 

VB20 5’ TGCCCCAGAATCTCTCAGCCTCCA 3’ 

VB21 5’ TCCAGCCTGCAAAGCTTGAGGACT 3’ 

VB22 5’ GATCCGGTCCACAAAGCTGG 3’ 

VB23 5’ TGAACTGAACATGAGCTCCTTGG 3’ 

VB24 5’ GACATCCGCTCACCAGGCCTG 3’ 

CB     5’ CGGGCTGCTCCTTGAGGGGCTGCG 3’ 

 

322 

360 

299 

325 

299 

292 

320 

406 

279 

277 

276 

449 

456 

398 

311 

279 

295 

322 

320 

337 

283 

287 

295 

288 

 

VB1S1 

VB2S1,S2 

VB3S1 

VB4S1 

VB5S1,S2, S3,S5, S6, S7,S8 

VB6S1, S3, S4, S5, S7, S11, S14 

VB7S1, S2, S3 

VB8S1, S2, S3 

VB9S1, S2 

VB10S1 

VB11S1 

VB12S2, S3, S4 

VB13S1, S2, S3, S4, S6, S7, S8, 

S9 

VB14S1 

VB15S1 

VB16S1 

VB17S1 

VB18S1 

VB19S1 

VB20S1 

VB21S1, S3, S4 

VB22S1 

VB23S1 

VB24S1 

VB = Cadeia Vβ do TCR; S = Região S 

 

4.9.2 Reação de elongação 

 

Inicialmente foi realizada uma reação de PCR amplificando o segmento gênico 

Vβ-Cβ do TCR conforme protocolo descrito acima. O produto desta reação foi 

submetido à outra amplificação por PCR (reação de elongação ou run-off) que inclui um 

primer Cβ interno marcado com fluorocromo (FAM) [5’ CAC AGC GAC CTC GGG 

TGG G 3’].  

Para essa reação foi utilizado 1 µL de tampão para PCR 10X (500mM KCl e 

100mM Tris-HCl), 0,6 µL de MgCl2 (50mM),  0,8 µL de dNTP (2,5mM), 0,5 µL de 

primer Cβ marcado (10μM), 0,04 µL de Taq DNA polimerase (5U/µL) e água q.s.p 

8μL, seguido da adição separadamente de 2μL do produto de PCR de cada uma das 24 
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famílias Vβ. Esta reação foi processada em termociclador por 1 minuto e 30 segundos a 

94°C, seguidos de 8 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C, 45 segundos a 

72°C, completados com uma extensão final de 60 minutos a 72°C. 

 

4.9.3 Preparo das amostras e aplicação no sequenciador automático 

 

Em seguida, foram misturados 1μl do produto da reação de PCR da reação de 

run-off , 0,3 μl de marcador de peso molecular (Gene Scan™ - 500 LIZ standard, 

Applied Biosystems) e 12,7 μl de tampão para carregar amostra (loading buffer - 

formamida, acrescida de blue dextan, 50 mg/ml e EDTA, 25 mM na proporção 5:1). 

Esta solução foi colocada em termociclador a 95°C por 2 minutos para completa 

desnaturação do produto de PCR. As amostras foram mantidas em gelo até o momento 

da aplicação no gel de sequenciamento, no qual as amostras foram distribuídas em 

placas de 96 poços, sendo utilizados 14 l de amostra/poço. Os produtos de PCR da 

reação de run-off foram submetidos à corrida eletroforética  em um sequenciador 

automático de DNA (ABI 3500xL Genetic Analyzer, Applied Biosystem, Foster City, 

CA, USA). 

 

4.9.4 Perfil e cálculo do tamanho da região CDR3 do TCR e da frequência das 

famílias Vβ pelo método de TCRVB CDR3 Spectratyping 

 

Como já visto, a região CDR3 está localizada entre os resíduos de aminoácidos 

95-106 da cadeia variável β do TCR e, como a posição dos primers Vβ e Cβ utilizados é 

fixa, o tamanho observado para o produto de PCR Vβ-Cβ marcado (região CDR3) 

depende do tamanho da junção V-D-J de cada TCR específico. O tamanho em pares de 

bases do segmento CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos para cada Vβ foi estimado 

previamente (Pannetier et al., 1993; Pannetier, Even e Kourilsky, 1995), como mostrado 

na Tabela 4. 
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Tabela 4. Tamanho esperado do produto de PCR da amplificação Vβ-Cβ (em pares de 

bases) para o segmento CDR3 de 10 aminoácidos. 

FAMÍLIA VΒ 
TAMANHO DO PRODUTO 

(PARES DE BASES) 
FAMÍLIA VΒ 

TAMANHO DO PRODUTO 
(PARES DE BASES) 

 

VB1 

VB2 

VB3 

VB4 

VB5 

VB6 

VB7 

VB8 

VB9 

VB10 

VB11 

VB12 

 

189 

227 

166 

192 

166 

159 

187 

273 

146 

144 

143 

316 

 

VB13 

VB14 

VB15 

VB16 

VB17 

VB18 

VB19 

VB20 

VB21 

VB22 

VB23 

VB24 

 

323 

265 

178 

146 

161 

189 

187 

204 

150 

153 

161 

154 

 

 

Os valores mostrados na Tabela 4 foram utilizados para o cálculo de cada 

segmento CDR3 pelo software Gene Mapper™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) sendo comparados com um marcador de peso molecular conjugado com 

fluorocromo conhecido, denominado “LIZ” (GeneScan 500 LIZ Size Standard, 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que foi aplicado junto com as amostras 

analisadas na eletroforese. Este marcador possui um fluorocromo diferente do utilizado 

na reação de run-off para os segmentos Vβ-Cβ, possibilitando assim a discriminação de 

diferentes tamanhos (em pares de bases) detectados pelo sequenciador automático. 

Conforme descrito, o pico de CDR3 correspondente a 10 resíduos de aminoácidos é 

definido por um número de pares de bases geralmente conhecido. Sendo assim, como 

cada 3 pares de base correspondem a 1 resíduo de aminoácido é possível definir o 

número de aminoácidos de cada segmento de CDR3 para uma determinada família Vβ. 

Após a corrida eletroforética em sequenciador automático e análise pelo 

software Gene Mapper™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foram gerados 

gráficos de distribuição dos segmentos da região CDR3. Os gráficos (ou espectros) 

representam a intensidade de fluorescência em unidades arbitrárias de acordo com o 

tamanho da região CDR3 em pares de bases. As informações geradas a partir da análise 

incluem o tamanho do pico (expresso em pares de bases), bem como a altura e área de 

cada pico. Foram considerados positivos os picos com área de intensidade de 

fluorescência igual ou maior que 500 unidades arbitrárias. Nos gráficos, os picos 
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destacados em azul correspondem ao segmento de CDR3 com 10 resíduos de 

aminoácidos, como mostrado na Figura 2.  

A partir dos dados gerados pelo software Gene Mapper™ (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA), foi possível analisar: as frequências de cada pico de CDR3 de 

cada família Vβ e a frequência total de cada família Vβ para uma determinada amostra, 

a distribuição dos segmentos de CDR3 em uma determinada família, o complexity score 

(CS) do repertório da cadeia Vβ do TCR e o padrão de reconstituição das famílias Vβ 

após o TACTH. 

As frequências de cada pico de CDR3 de cada família Vβ e a frequência total de 

cada família Vβ para uma determinada amostra foram calculadas a partir das fórmulas 

%VBn = (área pico VBn/Σ área de todos VB) X 100 e %VB total = (Σ área e todos os 

picos VB/ Σ área de todos VB) X 100, respectivamente. 

De acordo com o perfil de distribuição dos segmentos de CDR3, as famílias Vβ 

foram classificadas como: A. famílias policlonais gaussianas, famílias que 

apresentaram múltiplos picos (ou segmentos) de CDR3 com uma distribuição gaussiana 

(ou normal) dos picos. B. famílias policlonais não gaussianas, famílias que 

apresentaram múltiplos picos de CDR3 com uma distribuição anormal ou não gaussiana 

dos picos (distribuição “desviada” ou skewed; às vezes apresentando descontinuidade 

devido à ausência de alguns picos, formando buracos no espectro). C. famílias 

oligoclonais, famílias que apresentaram ≤ 4 picos de CDR3 com uma distribuição não 

gaussiana dos picos. D. famílias monoclonais, famílias que apresentaram somente um 

pico de CDR3, representando uma população em expansão clonal. 

Algumas famílias Vβ não foram amplificadas em determinados períodos em 

alguns pacientes, e foram denominadas famílias negativas. Assim, nesse estudo, foi 

considerado um repertório restrito para uma determinada família Vβ quando foram 

encontrados ≤ 4 picos de CDR3, independentemente do perfil de distribuição dos picos, 

se gaussiano ou não gaussiano. Por outro lado, o repertório foi considerado diverso para 

uma determinada família Vβ quando ≥ 5 picos de CDR3 foram observados. Essas 

classificações foram baseadas em análises de repertório descritas na literatura 

(Bomberger et al., 1998; Wu et al., 2000; Talvensaari et al., 2002; Farge et al., 2005; 

Muraro e Douek, 2006).  

Além disso, a diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisada a 

partir de um sistema de pontuação que quantifica mudanças no repertório ao longo 

tempo, o cálculo do complexity score foi descrito por (Wu et al., 2000). De acordo com 
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esse sistema, a complexidade dentro de cada família Vβ é determinada pela contagem 

do número de picos. As famílias são classificadas com uma pontuação de 0 a 8, baseada 

no grau de complexidade (ou diversidade). A complexidade normal é caracterizada por 

uma distribuição em curva Gaussiana dos diferentes tamanhos de transcritos para uma 

determinada família e pelo tamanho da região CDR3 (8-10 resíduos de aminoácidos) 

para cada família Vβ. A pontuação 0 é dada se a família é ausente, a pontuação 1 se a 

família Vβ apresentar somente um  nico pico, a pontuação 2 é dada se a família 

apresentar um perfil com 2 picos, a pontuação 3 se a família apresentar 3 picos, e assim 

sucessivamente. Finalmente, a pontuação 8 é atribuída a um spectratype de 8 picos ou 

mais, com uma aparência diversa, complexa e policlonal. Assim, o escore de 

complexidade geral é calculado pela soma dos escores de complexidade de cada família 

Vβ. 

E por último, foi avaliado o padrão de reconstituição das famílias Vβ. Segundo 

Muraro et al. (2005), existem quatro padrões básicos de reconstituição do repertório da 

célula T, o padrão I consiste na recuperação da diversidade a partir de um repertório 

pré-transplante restrito, o padrão II que consiste na reconstituição da diversidade a partir 

de um repertório pré-transplante diverso, o padrão III consiste no reaparecimento total 

ou parcial de um repertório pré-transplante restrito e o padrão IV consiste na 

reconstituição de um repertório restrito a partir de um repertório pré-transplante diverso. 
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Figura 2. Representação esquemática do método TCRBV CDR3 Spectratyping e os 

padrões de distribuição da região CDR3 após a análise no software Gene Mapper™. 

 

 

4.10 Análise Estatística 

Para comparar as diferenças estatísticas entre a frequência das famílias Vβ, o 

número de moléculas do gene TREC e o complexity score nos pacientes com DM-1 no 

período de pré-mobilização e indivíduos do grupo controle e entre os indivíduos com 

DM-1 nos diversos períodos pós-transplante e o pré-transplante foi utilizado o modelo 

de regressão linear com efeitos mistos (efeitos aleatórios e fixos). Os modelos lineares 

de efeitos mistos são utilizados na análise de dados em que as respostas estão agrupadas 

(mais de uma medida para um mesmo indivíduo) e a suposição de independência entre 

as observações num mesmo grupo não é adequada (Schall, 1991). Esses modelos têm 

como pressuposto que seus resíduos tem distribuição normal com média 0 e variância 

σ². Nas situações em que tal pressuposto não foi observado, transformações na variável 

resposta serão utilizadas. Para as comparações, foi utilizado o pós-teste por contrastes 

ortogonais, sendo que as diferenças foram consideradas estatisticamente significantes 

quando p valor foi menor que 5% (p <0,05). Esse procedimento foi realizado através do 
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software SAS® 9.0 (SAS Institute Inc., SAS/STAT®, NC, USA), utilizando a PROC 

MIXED.  

Para as correlações, foi realizada a análise de regressão linear com efeitos 

mistos, controlando por períodos. O coeficiente de correlação varia entre os valores -1 e 

1 e quantifica a associação entre duas variáveis quantitativas. O valor 0 (zero) significa 

que não há relação, o valor 1 indica uma relação perfeita e o valor -1 também indica 

uma relação perfeita mas inversa, ou seja quando uma das variáveis aumenta a outra 

diminui. Esse procedimento foi realizado através do software SAS® 9.0 (SAS Institute 

Inc., SAS/STAT®, NC, USA), utilizando a PROC CORR. Diferenças foram 

consideradas estatisticamente significantes quando p valor foi menor que 5% (p <0,05). 
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5 Resultados 

5.1 Resposta clínica dos pacientes com diabetes mellitus tipo 1 após o tratamento 

com AID/TACTH 

 

Neste estudo, foram incluídos vinte e três pacientes com DM-1 recém-

diagnosticados e que foram submetidos ao tratamento com IAD/TACTH. Destes, vinte 

pacientes alcançaram a independência insulínica por períodos variáveis de tempo, 

dezessete transitoriamente e três continuamente após o transplante. Três pacientes 

(DM7, DM20 e DM23) não responderam ao tratamento e continuaram insulino-

dependentes durante todo o período de segmento após o transplante (Tabela 5).  

Dentre os vinte pacientes que ficaram livres de insulina por algum período de 

tempo, nove pacientes (DM1, DM2, DM3, DM4, DM5, DM6, DM19, DM21 e DM22) 

voltaram a usar insulina durante os três primeiros anos pós-transplante (grupo DM-

1<3anos; Tabela 5). 

O paciente DM1 alcançou a independência insulínica aos 12 meses pós- 

transplante e manteve-se livre de insulina até 21 meses após o transplante. O paciente 

DM2 ficou livre do uso de insulina por dois anos e seis meses, quando teve um caso de 

piodermite e retomou o uso de insulina. O paciente DM3 manteve-se livre de insulina 

somente até 360 dias após o transplante e, a partir de então, voltou a fazer uso de 

insulina exógena para manter os níveis de glicose normais. O paciente DM4 ficou livre 

do uso de insulina no período de um ano e oito meses a dois anos e três meses pós-

transplante, quando voltou a utilizar insulina. O paciente DM5 manteve-se insulino-

independente por 16 meses após o transplante, quando voltou a fazer uso de insulina 

exógena. O paciente DM6 voltou a fazer uso de insulina 9 meses após o transplante. O 

paciente DM19 permaneceu livre de insulina por um ano e onze meses após o 

transplante, quando apresentou um quadro clínico de gripe e voltou a necessitar de 

insulina exógena. Os pacientes DM21 e DM22 ficaram livres do uso de insulina por 9 e 

6 meses, respectivamente. 

Os pacientes DM8 ao DM18 (n=11) ficaram livres de insulina por um período de 

tempo maior ou igual a 3 anos (grupo DM-13anos;Tabela 5). Os pacientes DM9, 

DM16 e DM17 permaneceram continuamente livres de insulina até o momento dessa 

avaliação, por nove anos, cinco anos e oito meses, oito anos e dois meses, 

respectivamente (Tabela 5).  
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O paciente DM8 voltou a usar insulina somente aos cinco anos e um mês após o 

transplante. O DM10 manteve-se livre de insulina por três anos e oito meses, enquanto 

o paciente DM11 ficou livre do uso da insulina por 6 anos. O paciente DM12 ficou livre 

do uso de insulina por três anos e onze meses após o transplante, quando voltou a usar 

insulina por um período de 5 meses. Esse paciente tornou-se insulino-independente 

novamente após o uso de sitagliptina, mantendo-se livre de insulina até o período de 

seis anos e quatro meses pós-transplante, quando apresentou um quadro clínico de gripe 

e voltou a usar insulina definitivamente.  

O paciente DM13 voltou a usar insulina exógena somente aos cinco anos e seis 

meses após o transplante.  O paciente DM14 ficou livre de insulina por três anos e sete 

meses após o transplante, quando voltou a usar insulina exógena por 4 meses. Após 4 

meses fazendo uso de insulina e sitagliptina, o paciente DM14 tornou-se insulino-

independente novamente e manteve-se assim por mais dois anos e um mês (até o 

período de seis anos pós- transplante), quando também apresentou sintomas compatíveis 

com gripe e voltou a usar insulina definitivamente.  O paciente DM15 e DM18 voltaram 

a utilizar insulina aos seis e cinco anos, respectivamente, após o transplante. 

Vale ressaltar que os pacientes que alcançaram independência insulínica e que 

recaíram, atualmente, fazem uso de doses baixas de insulina para controle glicêmico 

(Couri et al., 2009). 
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Tabela 5. Características clínico-demográficas dos pacientes com DM-1 no período pré-transplante e a avaliação da resposta clínica após a terapia de 

imunossupressão em altas doses seguida do TACTH. 

Número Paciente 

  

Tipo de 

HLA 

 

Sexo/ 

idade 

(anos) 

Anticorpo 

anti-

GAD65 

(Ul/ml) 

Pré-Tx 

 

Dose inicial 

de insulina 

(Ul/Kg/dia) 

Data do 

transplante 

Resposta clínica  

D+360 D+720 D+1080 D+1800 

DM1 CTO A3 F/17 44,0 0,29 10-10-05 RM RC RC RC 

DM2 FCC A2 M/15 5,3 056 20-07-07 RM RM RC RC 

DM3 VTR * M/16 11,0 0,13 22-11-05 RM RC RC RC 

DM4 TAS A2/A3 F/20 4,0 0,44 25-05-05 RM RM RC RC 

DM5 GBA * M/15 29,0 0,49 09-10-07 RM RC RC RC 

DM6 LTF A2/A3 M/17 21,1 0,44 28-08-06 RM RC RC RC 

DM7 MTM A2 M/18 38,2 0,49 20-12-07 AR AR AR AR 

DM8 PMR A2 F/18 102,0 0,35 20-09-05 RM RM RM RM 

DM9 WSL A3 M/21 1,1 0,27 03-05-04 RM RM RM RM 

DM10 RAOA A2 M/17 48,0 0,55 12-09-05 RM RM RM RC 

DM11 RRS * M/24 24,0 0,58 05-06-06 RM RM RM RM 

DM12 ALSR A3 M/28 49,0 0,34 15-03-04 RM RM RM RC 

DM13 JFA A3 M/31 37,0 0,37 17-07-06 RM RM RM RM 

DM14 MGB A2 M/15 22,0 0,23 05-07-04 RM RM RM RC 

DM15 ISJ * F/15 11,0 0,45 02-05-06 RM RM RM RM 

DM16 HFG A2 M/18 12,0 0,21 10-08-07 RM RM RM RM 

DM17 RLFS A2/B7 M/16 51,0 0,38 03-02-05 RM RM RM RM 

DM18 CPS A2/B7 M/16 17,0 0,42 03-05-05 RM RM RM RC 

DM19 TDP A2 M/21 7,0 0,59 10-08-07 RM RC RC RC 

DM20 MQS * M/15 1,1 0,50 05-11-07 AR AR AR AR 

DM21 TKF A2   F/22 10,0 0,33 31-03-08 RC RC RC RC 

DM22 MSG A2/A3   M/22 14,0 0,54 09-06-08 RC RC RC RC 

DM23 ECP A3 F/16 - - 24-05-10 AR AR AR AR 

* Não possuem haplotipo HLA-A2, HLA-A3 ou HLA-B7; M: sexo masculino; F: sexo feminino; GAD65: ácido glutâmico descarboxilase. Resultados foram considerados 

positivos se GAD65 > 1,0 UI/ml; Pré-Tx: período pré-transplante; Remissão clínica (Rm): independência insulínica; Recaída (Rc): reinicio do uso de insulina; Ausência de 

resposta (AR): pacientes não responderam ao transplante. D+360, D+720, D+1080, D+1800: 360, 720, 1080, 1800 dias pós-transplante. 
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Os níveis de peptídeo-C sérico foram dosados pré-transplante e em vários 

períodos pós-transplante pelo Laboratório de Diabetes e Metabolismo do HC-FMRP-

USP. De modo geral, os níveis de peptídeo-C aumentaram nos pacientes nos dois 

primeiros anos após o transplante, exceto nos pacientes DM7, DM20 e DM22. Vale 

ressaltar que os pacientes DM7 e DM20 não responderam ao tratamento, e o paciente 

DM22 voltou a usar insulina 6 meses após o TACTH (Tabelas 5 e 6)  (Couri et al., 

2009).  

 

Tabela 6. Peptídeo C dos pacientes com DM-1 antes e diversos períodos após o TACTH. 

NÚMERO PACIENTE 

 
PEPTÍDEO C 

AUC ng/mL (por 2 horas) 

 

PRÉ-TX D+180 D+360 D+720 D+1080 D+1440 D+1800 

DM1 CTO 80,21 150,45 258,31 - 614,95 454,08 462,69 

DM2 FCC 477,19 775,83 635,80 383,86 165,41 141,84 189,88 

DM3 VTR 79,76 136,40 83,38 - - - - 

DM4 TAS 10,88 172,20 211,18 382,48 233,84 219,79 308,61 

DM5 GBA 496,68 658,00 340,33 452,27 382,93 246,10 249,70 

DM6 LTF 85,65 285,95 460,42 496,22  420,54 205,29 

DM7 MTM 816,62 - 57,55 19,94 134,59 79,76 12,24 

DM8 PMR 32,63 244,26 520,69 909,52 790,79 516,16 457,25 

DM9 WSL 77,49 157,25 462,23 181,27 - 182,63 - 

DM10 RAOA 29,91 158,16 422,36 541,99 - 292,75 518,43 

DM11 RRS 216,16 252,42 422,81 467,22 410,12 208,46 241,99 

DM12 ALSR 51,66 63,44 107,40 73,87 470,39 135,95 530,21 

DM13 JFA 130,06 818,43 856,95 1481,42 653,47 632,63 330,81 

DM14 MGB 134,59 201,66 639,88 701,06 812,54 829,76 645,77 

DM15 ISJ 29,46 666,16 572,36 1188,22 648,49 728,70 353,02 

DM16 HFG 429,61 - 578,25 608,16 444,56 250,60 244,71 

DM17 RLFS 173,56 972,51 318,13 719,92 721,90 825,23 585,04 

DM18 CPS 163,59 648,94 130,51 746,37 676,59 426,43 259,67 

DM19 TDP 448,19 611,78 532,93 127,34 157,70 87,01 - 

DM20 MQS 124,62 98,34 75,23 129,60 66,62 - - 

DM21 TKF 405,59 520,24 528,85 196,22 91,09 103,32 - 

DM22 MSG 355,29 198,49 277,79 112,39 - 124,62 - 

DM23 ECP 244,71 - 223,41 217,52 157,70 - - 

* A quantificação dos níveis séricos do peptídeo-C foi realizada utilizando o Human C-Peptide 

radioimmunoassay kit (Millipore,USA). AUC: área sob a curva. 

 

5.2  Quantificação absoluta do gene TREC em células mononucleares isoladas de 

sangue periférico 

 

Os resultados obtidos a partir da quantificação absoluta do gene TREC (número 

de moléculas ou cópias do gene/100 ng de DNA) nas células mononucleares de sangue 
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periférico de indivíduos sadios (grupo controle) e de pacientes com DM-1 (pré e em 

vários períodos pós-transplante) podem ser observados nas Figuras 3, 4 e 5. 

Não foi observada diferença estatisticamente significativa quando comparado o 

grupo de indivíduos sadios (0,00589 ± 0,00711) aos pacientes com DM-1 no período 

pré-transplante (0,00340 ± 0,00190) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Número de moléculas de TREC em células mononucleares do sangue periférico 

de indivíduos sadios e dos pacientes com DM-1 antes do TACTH. HC: indivíduos sadios; 

Pré-Tx: período pré-transplante. 

 

 

Na Figura 4, pode ser observado que houve diminuição significativa no número 

de cópias do gene TREC nas células mononucleares dos pacientes com DM-1 cem dias 

após o TACTH (0,00038 ± 0,00032) quando comparados ao período pré-transplante 

(média 0,00340 ± 0,00190).  

Diferenças estatísticas foram encontradas nos níveis de TREC quando 

comparado os períodos D+540 (0,01136 ± 0,01386), D+720 (0,01207 ± 0,01132), 

D+900 (0,00944 ± 0,00420), D+1080 (0,01310 ± 0,01306), D+1440 (0,01251 ± 

0,00903), D+1620 (0,01543 ± 0,02060) e D+1800 (0,01545 ± 0,01220) ao pré-

transplante, indicando aumento significativo do número de moléculas de TREC nos 

pacientes com DM-1 a partir de 1 ano e 6 meses após o TACTH e que persistiu até o 

período D+1800 (Figura 4). 
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Figura 4. Número de moléculas de TREC em células mononucleares do sangue periférico 

dos pacientes com DM-1 antes e em vários períodos após o TACTH. Pré-Tx: período pré-

transplante. (*) p < 0,05 

 

 

Quando os pacientes foram divididos em grupos de acordo com a resposta 

clínica (grupo DM-1<3anos e DM-13anos), foi observada uma redução 

estatisticamente significativa do número de moléculas de TREC cem dias após o 

transplante em ambos os grupos quando comparado ao pré-transplante (p<0,05) (Figura 

5).  

No grupo DM-1<3anos, foi evidenciado um aumento significativo das moléculas 

de TREC nos períodos D+540, D+720, D+1080, D+1620 e D+1800 quando 

comparados ao pré-transplante. Já no grupo DM-13anos, foram encontradas diferenças 

estatísticas nos períodos D+540, D+720, D+900, D+1080, D+1440, D+1620 e D+1800 

pós-transplante em comparação ao pré-transplante, indicando aumento dos níveis de 

TREC em ambos os grupos após o TACTH (Figura 5). 

Quando comparados os grupos entre si, foi possível observar que somente no 

período D+100 houve diferença estatística (p<0,05), onde o grupo DM-1<3anos 

apresentou maior número de moléculas de TREC (0,00071 ± 0,00005) que o grupo DM-

13anos (0,00013 ± 0,00011) (Figura 5).  
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Figura 5. Número de moléculas de TREC em células mononucleares do sangue periférico 

dos pacientes com DM-1 antes e em vários períodos após TACTH. Em vermelho estão 

representados os pacientes com DM-1 que recaíram antes de completarem 3 anos de transplante 

(grupo DM-1<3anos) e em preto estão representados os pacientes que ficaram livres de insulina 

por 3 anos ou mais após o transplante (grupo DM-1≥3anos). O símbolo (*) em preto representa 

diferenças estatísticas entre o pré-transplante e os diversos períodos pós-transplante no grupo 

DM-1≥3anos; o símbolo (*) em vermelho representa diferenças estatísticas entre o pré-

transplante e os diversos períodos pós-transplante no grupo DM-1<3anos; o símbolo (#) 

representa diferenças estatísticas entre os grupos DM-1<3anos e DM-1≥3anos. Pré-Tx: período 

pré-transplante. (*)p<0,05, (*)p<0,05e (#)p<0,05 

 

5.3 Análise do repertório de células T dos pacientes com DM-1 antes e após o 

TACTH e de indivíduos sadios 

5.3.1 Complexity Score 

 

Conforme descrito no Item 4.9.4, a diversidade do repertório da cadeia Vβ do 

TCR foi analisada por um sistema de pontuação denominado complexity score (CS; 

escore de complexidade) e as Figuras 6, 7 e 8 demonstram os resultados encontrados. 

Quando comparada a diversidade do repertório da cadeia Vβ do TCR de 

indivíduos sadios à diversidade do repertório de pacientes com DM-1 no período pré-

transplante, não foi encontrada diferença significativa, indicando que os pacientes com 

DM-1 recém-diagnosticados possuem um repertório de células T diverso (Figura 6).  
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Figura 6. Diversidade do receptor da célula T (complexity score) dos indivíduos sadios e 

dos pacientes com DM-1 antes do TACTH. HC: indivíduos sadios; Pré-Tx: período pré-

transplante; TCR: receptor da célula T. 

 

 

 

Como pode ser visto na Figura 7, houve redução estatisticamente significativa 

do CS dos pacientes com DM-1 no período D+180 (média 134,41 ± 40,56) quando 

comparado ao pré-transplante (158,78 ± 10,33). Nos períodos D+360 (148,78 ± 26,64) e 

D+720 (149,65 ± 22,67) houve o aumento do CS, porém esse aumento não foi 

estatisticamente diferente do pré-transplante. Além disso, os CS dos períodos D+540 

(139,89 ± 27,51), D+900 (127,73 ± 30,74), D+1080 (126,55 ± 29,70), D+1260 (121,55 

± 21,13), D+1440 (119,00 ± 26,26), D+1620 (113,00 ± 37,48) e D+1800 (103,77 ± 

17,85) estavam estatisticamente diminuídos quando comparados ao período pré-

transplante (Figura 7). 
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Figura 7. Diversidade do receptor da célula T (complexity score) dos pacientes com DM-1 

antes e em vários períodos após o TACTH. Pré-Tx: período pré-transplante; TCR: receptor 

da célula T. (*) p < 0,05  

 

 

 

Paralelamente, também foram avaliados os escores de complexidade dos dois 

grupos de pacientes com DM-1 divididos de acordo com a resposta clínica (DM-

1<3anos e DM-13anos), contudo diferenças estatísticas não foram encontradas entre os 

grupos em nenhum dos períodos avaliados (Figura 8).   

No grupo DM-1<3anos, os CS dos períodos D+180, D+900, D+1260, D+1440, 

D+1620 e D+1800 estavam significativamente diminuídos em relação ao CS do período 

pré-transplante (Figura 8). No grupo DM-13anos, os CS dos períodos D+900 ao 

D+1800 apresentaram redução significativa quando comparado ao pré-transplante 

(Figura 8). 
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Figura 8. Diversidade do receptor da célula T (complexity score) dos pacientes com DM-1 

antes e em vários períodos após o TACTH. Em vermelho estão representados os pacientes 

com DM-1 que recaíram antes de completarem 3 anos de transplante (grupo DM-1<3anos) e em 

preto estão representados os pacientes que ficaram livres de insulina por 3 anos ou mais após o 

transplante (grupo DM-1≥3anos). O símbolo (*) em preto representa diferenças estatísticas entre 

o pré-transplante e os diversos períodos pós-transplante no grupo DM-1≥3anos; o símbolo (*) 

em vermelho representa diferenças estatísticas entre o pré-transplante e os diversos períodos 

pós-transplante no grupo DM-1<3anos. Pré-Tx: período pré-transplante. (*)p<0,05 e (*)p<0,05 

 

5.3.2 Perfil de distribuição dos segmentos de CDR3 das famílias Vβ do TCR  

 

Conforme descrito no Item 4.9.4, os segmentos de CDR3 gerados durante o 

processo de recombinação V(D)J podem apresentar tamanhos variados e tais segmentos 

podem apresentar diferentes perfis de distribuição. Esses segmentos podem apresentar 

um perfil policlonal normal com distribuição gaussiana, com segmentos variando entre 

4 a 16 resíduos de aminoácidos, sendo os tamanhos de 8 a 10 aminoácidos os mais 

frequentes. Porém, os segmentos de CDR3 podem ser distribuídos em perfis diferentes 

do perfil policlonal normal com distribuição gaussiana, apresentando uma distribuição 

policlonal anormal não gaussiana, ou um perfil oligoclonal (com poucos picos de 

CDR3) ou um perfil monoclonal (pico único de CDR3). 

As Figuras 9, 10 e 11 mostram exemplos de repertórios de células T de dois 

pacientes com DM-1 e de um indivíduo sadio, sendo que as figuras com o repertório de 

células T de todos os pacientes e indivíduos sadios podem ser vistas no CD em anexo 

(Figuras B.1-B.30). Nessas figuras podem ser observados os diferentes perfis de 

distribuição dos picos de CDR3.  
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Na Figura 9 está demonstrado o repertório das células T com o perfil de 

distribuição dos picos de CDR3 do paciente DM8 (pertencente ao grupo de pacientes 

que permaneceram livres de insulina por mais de três anos), o qual ficou livre do uso de 

insulina por mais de cinco anos após o transplante. A Figura 10 mostra o repertório do 

paciente DM2 (pertencente ao grupo de pacientes que permaneceram livres de insulina 

por menos de três anos), o qual voltou a fazer uso de insulina exógena dois anos e seis 

meses pós-TACTH após um caso de piodermite.  

No repertório do paciente DM8 pode ser vista a distribuição mais diversa dos 

picos de CDR3 antes e após o transplante, com várias famílias V apresentando 

distribuição policlonal (gaussiana e não gaussiana). O repertório do paciente DM2 

também apresentou algumas famílias V com distribuição policlonal gaussiana antes do 

transplante e que aumentaram um ano após o transplante. Porém, observa-se maior 

número de famílias V com distribuição oligoclonal e monoclonal no repertório do 

paciente DM2 após o TACTH (Figura 9 e 10). 

No repertório de células T do indivíduo sadio, pode ser observado que, exceto 

pelas famílias V19 e 24, todas as outras famílias V apresentaram distribuição 

policlonal (gaussiana ou não gaussiana) (Figura 11). 

Como exemplo de famílias V com distribuição policlonal gaussiana, tem-se a 

família V2 nos períodos pré-transplante e D+720 do paciente DM8, a família V5 no 

período pré-transplante do paciente DM8 e a família V6 no período D+540 desse 

mesmo paciente (Figura 10).  

Nas famílias V2 (no período D+180) e V9 (no período D+900) do paciente 

DM2 pode ser observado o padrão de distribuição policlonal não gaussiano (Figura 9). 

As famílias V3 (no período D+180 e D+540) do paciente DM2 e V22 (no período 

D+1080) do paciente DM8 apresentam o padrão de distribuição oligoclonal (Figuras 9-

10). 

As famílias V1 (no período D+180) e V4 (no pré-transplante) do paciente 

DM2 apresentam o padrão de distribuição monoclonal, enquanto a famílias V23 e 

V12 (no período D+1080) do paciente DM8 são exemplos de famílias que tiveram a 

expressão ausente (Figuras 9-10). 
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Figura 9. Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T do sangue periférico do paciente 

PMR (DM8) pré e pós-TACTH. Cada gráfico representa a intensidade de fluorescência, que é 

proporcional ao n mero de transcritos para a família Vβ, em unidades arbitrárias (eixo Y), em 

função do comprimento da região CDR3, em pares de bases (eixo X). Os picos destacados em 

azul em cada gráfico correspondem ao tamanho de CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos. 
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Figura 10. Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T do sangue periférico do 

paciente FCC (DM2) pré e pós-TACTH. Cada gráfico representa a intensidade de 

fluorescência, que é proporcional ao n mero de transcritos para a família Vβ, em unidades 

arbitrárias (eixo Y), em função do comprimento da região CDR3, em pares de bases (eixo X). 

Os picos destacados em azul em cada gráfico correspondem ao tamanho de CDR3 com 10 

resíduos de aminoácidos. 
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Figura 11. Repertório da cadeia Vβ do TCR de linfócitos T do sangue periférico do indivíduo sadio JTCA (controle 4).  Cada gráfico representa a 

intensidade de fluorescência, que é proporcional ao n mero de transcritos para a família Vβ, em unidades arbitrárias (eixo Y), em função do comprimento da 

região CDR3, em pares de bases (eixo X). Os picos destacados em azul em cada gráfico correspondem ao tamanho de CDR3 com 10 resíduos de aminoácidos. 
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5.3.3 Análise da diversidade e clonalidade do repertório Vβ dos TCRs dos 

pacientes com DM-1 pré e sequencialmente após o TACTH 

 

A diversidade e clonalidade do repertório Vβ dos TCRs dos pacientes com DM-

1 pré e sequencialmente após o TACTH foi analisada e sumarizada nas Tabelas 7-9.  

Famílias Vβ com distribuição policlonal predominaram antes do transplante nos 

pacientes com DM-1.  Durante os dois primeiros anos pós-transplante, o número dessas 

famílias Vβ policlonais apresentou pequena redução ou manteve-se igual em alguns 

pacientes, porém em outros pacientes houve um aumento do número dessas famílias, 

indicando maior diversidade do repertório de células T. 

O n mero de famílias Vβ com distribuição oligoclonal e monoclonal, tanto no 

grupo DM-1<3anos como no DM-1≥3 anos, aumentou nos períodos mais tardios após o 

transplante (D+1080-D+1800) quando comparados com o período pré-transplante 

(Tabela 7-9).  

Foi observado que aos 360 dias após o TACTH, o n mero de famílias Vβ com 

distribuição policlonal (gaussiana ou não) aumentou em cinco pacientes (DM6, DM8, 

DM12, DM15 e DM16), diminuiu em dez pacientes (DM1, DM3, DM4, DM5, DM7, 

DM9, DM10, DM13 e DM21) e manteve-se igual em três (DM11, DM 14 e DM19) 

quando comparado ao pré-transplante (Tabela 7-9).   

No D+720 pós-transplante, o n mero de famílias Vβ com distribuição policlonal 

(gaussiana ou não) aumentou em cinco (DM2, DM4, DM7, DM12 e DM15), diminuiu 

em oito pacientes (DM5, DM6, DM10, DM11, DM16, DM19, DM21 e DM23) e 

manteve-se igual em quatro pacientes (DM1, DM3, DM4, DM8 e DM13) quando 

comparado ao pré-transplante (Tabela 7-9). 

Três anos após o TACTH (D+1080), o n mero de famílias Vβ policlonais 

aumentou em somente dois pacientes (DM2 e DM7), manteve-se igual em um paciente 

(DM5), enquanto nove pacientes (DM1, DM8, DM11, DM12, DM13 DM14, DM15 e 

DM21) apresentaram redução no número dessas famílias. Nos períodos de quatro e 

cinco anos pós-transplante, todos os pacientes analisados apresentara redução do 

n mero de famílias Vβ policlonais quando comparado ao pré-transplante (Tabela 7-9).   
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5.3.3.1 Grupo de pacientes que ficaram livres de insulina por período menor que 

três anos pós-transplante 

 

O paciente DM1 apresentou apenas uma família com expansão oligoclonal e três 

em expansão monoclonal antes do transplante e esses números se mantiveram 

praticamente os mesmos até dois anos pós-transplante, período no qual o paciente já 

havia retomado o uso de insulina (voltou a usar insulina 21 meses após o transplante). 

Porém, no período D+1080, o número de famílias oligoclonais aumentou para nove e o 

de famílias monoclonais aumentou para cinco nesse paciente (Tabela 7).  

No paciente DM2, houve o aumento de famílias com distribuição policlonal não 

gaussiana dois anos após o transplante, acompanhado pela redução no número de 

famílias com expansão oligoclonal e monoclonal. Esses números mantiveram-se 

similares aos três anos pós-transplante, período no qual o paciente já fazia uso de 

insulina exógena novamente (retomou o uso de insulina 2 anos e 6 meses após o 

transplante).  Entretanto, cinco anos após o transplante (D+1800), o número de famílias 

com expansão oligoclonal aumentou enquanto o número de famílias com distribuição 

policlonal não gaussiana diminuiu quando comparado ao período D+720 (Tabela 7).  

O paciente DM3 mostrou uma redução no número de famílias policlonais não 

gaussiana e aumento das famílias oligoclonais e negativas no período D+360 pós-

transplante (período em que voltou a usar insulina). No período D+720, recuperou um 

padrão de distribuição das famílias semelhante ao do pré-transplante, com aumento de 

famílias com distribuição policlonal gaussiana (Tabela 7).  

O paciente DM4 ficou livre do uso de insulina entre um ano e oito meses a dois 

anos e três meses após o transplante. Um ano após o transplante, esse paciente 

apresentou uma pequena redução no número de famílias policlonais não gaussianas, 

acompanhada pelo aumento das famílias oligoclonais, monoclonais e negativas. 

Entretanto, aos dois anos pós-transplante foi observado o aumento do número de 

famílias com distribuição policlonal (de 20 para 23), quando comparado ao pré-

transplante. Além disso, o paciente não apresentou famílias em expansão oligoclonal 

nesse mesmo período. Porém, no período D+1800, o número de famílias policlonais não 

gaussianas diminuiu (n=12) e o de famílias oligoclonais (n=4) e monoclonais (n=5) 

aumentou, além de serem observadas famílias com expressão negativa (n=3) (Tabela 

7). 
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No paciente DM5, o qual voltou a utilizar insulina exógena 16 meses após o 

TACTH, o número de famílias policlonais não gaussianas diminuiu nos períodos D+360 

e D+720 pós-transplante quando comparados com o pré-transplante, enquanto o número 

de famílias oligoclonais e negativas aumentaram nesses mesmos períodos. Nos períodos 

D+1440 e D+1080, houve um aumento de famílias policlonais não gaussianas, tanto em 

comparação ao pré-transplante quanto aos períodos iniciais pós-transplante. O paciente 

DM5 também apresentava três famílias com distribuição policlonal gaussiana antes do 

transplante as quais não assumiram a mesma distribuição policlonal normal após o 

transplante (Tabela 7).   

O paciente DM6 retomou o uso de insulina 9 meses pós-transplante. Um ano 

após o TATCH, apresentou um padrão de distribuição das famílias Vβ similar ao do 

pré-transplante, com várias famílias com distribuição policlonal gaussiana. Porém, 

apresentou uma redução do número de famílias policlonais e um aumento de famílias 

oligoclonais e negativas no período D+720, como pode ser observado na Tabela 7. Nos 

períodos D+1440 e D+1800, o número de famílias policlonais continuou diminuindo, 

enquanto que o número de famílias com distribuição oligoclonal e monoclonal 

aumentou (Tabela 7). 

O paciente DM19 apresentou duas famílias com expressão negativa antes do 

transplante. No período D+360 pós-transplante, não houve famílias sem expressão, o 

número de famílias policlonais gaussianas manteve-se o mesmo (n=17) e o número de 

famílias oligoclonais e monoclonais aumentou. Esse paciente retomou o uso de insulina 

um ano e onze meses pós-transplante. Dois anos após o TACTH houve a redução do 

número de famílias policlonais, o aumento de famílias oligoclonais e monoclonais e 

reaparecimento de uma família com expressão negativa (Tabela 9). 

No paciente DM21, houve redução no número de famílias policlonais gaussianas 

e não gaussianas um ano após o transplante, além do aumento das famílias oligo e 

monoclonais. No período D+720, o número de famílias policlonais gaussianas e não 

gaussianas continuou diminuindo e o de famílias oligoclonais e negativas aumentou. 

Nos períodos D+1080 e D+1440 houve o reaparecimento de duas famílias com 

distribuição policlonal gaussiana. Esse paciente retomou o uso de insulina nove meses 

após o transplante (entre o período D+720 e D+1080) (Tabela 9). 

O paciente DM22 apresentou pouca variação no número de famílias policlonais, 

oligoclonais e monoclonais entre os períodos D+1440 e pré-transplante. Nesse período 
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observou-se uma redução do número de famílias negativas quando comparado ao pré-

transplante (Tabela 9). Esse paciente voltou a usar insulina após 6 meses de transplante. 

 

5.3.3.2 Grupo de pacientes que ficaram livres de insulina por período maior ou 

igual a 3 anos pós-transplante 

 

O paciente DM8 apresentou um aumento do número de famílias com 

distribuição policlonal não gaussiana no período D+720, acompanhado pela redução de 

famílias policlonais gaussianas. Porém, aos três anos pós-transplante, o número de 

famílias oligoclonais aumentou enquanto que o número de famílias policlonais não 

gaussianas reduziu e manteve-se igual nos períodos D+1440 e D+1800 pós-transplante. 

Esse paciente retomou o uso de insulina após o período D+1800 (Tabela 7).  

No paciente DM9, o qual se manteve livre do uso de insulina durante todo o 

seguimento avaliado, foi observado o aparecimento de duas famílias policlonais 

gaussianas um ano após o transplante. No entanto, no período D+1800 observou-se a 

diminuição da quantidade de famílias policlonais não gaussianas (n=6) e o aumento do 

número de famílias oligoclonais (n=9) e monoclonais (n=7), além do aparecimento de 

famílias com expressão negativa, quando comparado ao período pré-transplante (Tabela 

8).  

O paciente DM10 apresentou a redução de cinco famílias policlonais gaussianas 

(n=15), aumento de três famílias com expansão oligoclonal (n=4), aumento de uma 

família monoclonal (n=2) e redução de uma família policlonal gaussiana no período 

D+720 quando comparado ao pré-transplante. Além disso, o número de famílias 

policlonais continuou diminuindo e o de famílias oligo e monoclonais aumentando nos 

períodos D+1440 e D+1800 pós-TACTH, sendo que o paciente voltou a fazer uso de 

insulina três anos e oito meses após o transplante (entre os períodos D+1080 e D+1440) 

(Tabela 8). 

O paciente DM11 apresentou uma pequena redução do número de famílias 

policlonais não gaussianas durante os dois primeiros anos após o transplante quando 

comparado ao pré-transplante. Nos períodos mais tardios após o transplante (D+1080 e 

D+1800) o número de famílias com distribuição policlonal não gaussiana foi 

diminuindo progressivamente e o número de famílias em expansão oligoclonal e 

monoclonal foi aumentando, assim como o número de famílias sem expressão (Tabela 

8). Esse paciente retomou o uso de insulina somente seis anos após o transplante. 
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Como pode ser visto na Tabela 8, o paciente DM12 praticamente manteve o 

mesmo número de famílias policlonais gaussianas e não gaussianas, de famílias 

oligoclonais e monoclonais até 720 dias pós-transplante quando comparado ao pré-

transplante. No período D+1080, o número de famílias policlonais não gaussianas 

diminuiu, porém o número de famílias policlonais gaussianas aumentou quando 

comparado aos períodos pré-transplante, D+360 e D+720. Além disso, no D+1080 

surgiram cinco famílias em expansão oligoclonal. No período D+1800 após o 

transplante, o número de famílias policlonais gaussianas e não gaussianas diminuiu 

quando comparado ao pré-transplante e aos períodos pós-transplante (D+360, D+720 e 

D+1080), enquanto a quantidade de famílias em expansão oligoclonal e monoclonal e 

famílias negativas aumentou (Tabela 8). O paciente DM12 ficou transitoriamente livre 

do uso de insulina por vários períodos pós-transplante, entretanto retomou o uso de 

forma definitiva seis anos e quatro meses após o transplante. 

No paciente DM13, houve redução do número de famílias policlonais não 

gaussianas nos dias 360 e 720 pós-transplante, enquanto que no D+720 houve o 

reaparecimento de uma família policlonal gaussiana (n=1). Nos períodos D+1440 e 

D+1800, o número de famílias policlonais gaussianas e não gaussianas diminuiu e o de 

famílias em expansão oligoclonal e negativas aumentou (Tabela 8). O paciente retomou 

o uso de insulina após o período D+1800. 

No paciente DM14, o padrão de distribuição das famílias Vβ nos períodos 

D+360 e D+1080 mostrou-se igual ao do pré-transplante. Houve um aumento do 

número de famílias oligoclonais somente no D+1440 e de famílias monoclonais no 

D+1800 (Tabela 8). Esse paciente ficou transitoriamente livre do uso de insulina por 

vários períodos pós-transplante, entretanto retomou o uso de forma definitiva seis anos 

após o transplante. 

O paciente DM15 apresentou, no período D+720 pós-transplante, o aumento da 

quantidade de famílias policlonais gaussianas e não gaussianas e famílias oligoclonais e 

a redução do número de famílias monoclonais e de famílias com expressão negativa, 

quando comparado ao período pré-transplante. Nos dias 1080 e 1800 pós-transplante, o 

número de famílias policlonais não gaussianas diminuiu e o de famílias oligoclonais, 

monoclonais e negativas aumentou (Tabela 8). O paciente DM15 retomou o uso de 

insulina seis anos após o TACTH. 

No paciente DM16, o qual se manteve livre do uso de insulina por todo o 

seguimento pós-transplante avaliado, o número de famílias policlonais gaussianas e não 
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gaussianas manteve-se igual ao pré-transplante no período D+360. Porém, dois anos 

após o transplante, o número de famílias oligoclonais diminuiu e o de famílias 

monoclonais e negativas aumentou em relação ao pré-transplante. Nos períodos D+1440 

e D+1800, o número de famílias oligoclonais e monoclonais aumentou nesse paciente 

(Tabela 9). 

Os pacientes DM17 e DM18 não tiveram quantidades suficientes de PBMCs 

isoladas de amostras de sangue periférico coletadas no período pré-transplante, portanto 

a análise do repertório de célula T não foi feita nesse período nesses pacientes. Contudo, 

vale ressaltar que o paciente DM17, o qual se manteve livre do uso de insulina por todo 

o seguimento pós-transplante avaliado, apresentou várias famílias com distribuição 

policlonal gaussiana em praticamente todos os períodos pós-transplante (exceto no 

D+1080). Além disso, o número de famílias com distribuição policlonal não gaussiana 

estava aumentado em todos os períodos pós-transplante, porém apresentou pequena 

redução nos períodos D+1440 e D+1800, acompanhada do aumento de famílias com 

distribuição oligoclonal e monoclonal (Tabela 9). 

No paciente DM18, foi observado o aumento das famílias com distribuição 

policlonal gaussiana 720 dias após o transplante quando comparado ao período D+360. 

Porém, nos períodos D+1440 e D+1800, o número de famílias com distribuição 

policlonal não gaussiana diminuiu e o de famílias oligoclonal e monoclonal aumentou 

quando comparado ao D+720 (Tabela 9). O paciente DM18 voltou a usar insulina no 

período D+1800. 

 

5.3.3.3 Grupo de pacientes que não responderam ao transplante 

Conforme demonstrado na Tabela 7, no período D+720, o paciente DM7 

apresentou aumento da quantidade de famílias com distribuição policlonal não 

gaussiana, redução das famílias em expansão oligoclonal e o aparecimento de uma 

família com distribuição policlonal gaussiana. No D+1080 pós-transplante, o número de 

famílias policlonais aumentou e não se observou nenhuma família com distribuição 

oligoclonal. 

No paciente DM20 houve a redução do número de famílias policlonais não 

gaussianas e aumento das oligoclonais, monoclonais e negativas no período D+540 

quando comparado ao pré-transplante. Porém, no período D+900 o número de famílias 

policlonais aumentou e o de famílias oligoclonais diminuiu (Tabela 9). 
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O paciente DM23 apresentou  grande redução do número de famílias policlonais 

não gaussianas e aumento das famílias oligoclonais e monoclonais no período D+720 

(Tabela 9). 
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Tabela 7. Análise da diversidade e clonalidade do repertório Vβ dos TCRs dos pacientes 

com DM-1 pré e sequencialmente após o TACTH. 

NÚMERO/ 

PACIENTE 
PERÍODO 

FAMÍLIAS PADRÃO NÃO- 

GAUSSIANO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

 

Nº DE 

FAMÍLIAS 

NEGATIVAS 

 

 

FAMÍLIAS 

PADRÃO 

GAUSSIANO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

PADRÃO DE 

RECONSTITUIÇÃO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

 
 

 

 

CS 

POLI OLIGO MONO TOTAL  I II III IV   

               

DM1 CTO Pré 15 1 3 19 2 3      143 

  D+360 14 5 3 22 2 - 5 11 2 6  114 

  D+720 14 2 2 18 3 3 5 11 1 7  130 

  D+1080 8 9 5 22 2 - 5 6 2 11  86 

               

DM2 FCC Pré 12 7 3 22 2 -      106 

  D+720 20 2 2 24 - - 9 12 2 1  151 

  D+1080 18 4 1 23 1 - 8 12 2 2  142 

  D+1800 10 10 3 23 1 - 3 7 9 5  100 

               

DM3 VTR Pré 21 - 3 24 - -      165 

  D+360 13 6 2 21 3 - 1 12 1 10  111 

  D+720 19 - 1 20 - 4 2 21 1 -  180 

               

DM4 TAS Pré 20 1 1 22 - 2      180 

  D+360 17 4 2 23 1 - - 17 2 5  135 

  D+720 23 - 1 24 - - 1 22 1 -  183 

  D+1440 11 5 5 21 2 1 1 11 1 11  108 

  D+1800 12 4 5 21 3 - 1 11 1 11  105 

               

DM5 GBA Pré 19 1 1 21 - 3      179 

  D+360 17 4 2 23 1 - - 17 2 5  128 

  D+720 17 4 1 22 2 - - 17 2 5  142 

  D+1080 22 1 1 24 - - - 22 2 -  172 

  D+1440 20 3 1 24 - - - 20 2 2  160 

               

DM6 LTF Pré 21 1 1 23 - 1      166 

  D+360 21 - 1 22 - 2 1 22 1 -  182 

  D+720 18 3 1 22 2 - - 17 1 6  141 
  D+1440 8 6 9 23 1 - - 8 1 15  70 

  D+1800 11 8 4 23 1 - - 11 2 11  109 

               

DM7 MTM Pré 17 5 1 23 - 1      152 

  D+360 10 8 4 22 2 - 1 9 5 9  97 

  D+720 19 3 1 23 - 1 4 16 2 2  149 

  D+1080 22 - 1 23 1 - 5 17 1 1  168 

               

DM8 PMR Pré 16 1 1 18 - 6      177 

  D+360 22 - - 22 - 2 2 22 - -  189 

  D+720 20 1 1 22 - 2 1 21 1 1  181 

  D+1080 13 4 5 22 2 - - 13 1 10  110 

  D+1440 14 7 2 23 1 - 2 13 9 -  126 

  D+1800 13 3 6 22 2 - 13 - 2 9  103 

O repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisado método de TCRBV spectratyping. A diversidade do 

repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisada com base no “complexity score” e no n mero total de picos. 

Poli, famílias Vβ policlonais não-gaussianas; Oligo, famílias Vβ oligoclonais; Mono, famílias Vβ 

monoclonais; CS, “Complexity Score”; Pré, pré-transplante; TCR,Receptor de células. 
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Tabela 8. Análise da diversidade e clonalidade do repertório Vβ dos TCRs dos pacientes 

com DM-1 pré e sequencialmente após o TACTH. 

NÚMERO/ 

PACIENTE 
PERÍODO 

FAMÍLIAS PADRÃO NÃO- 

GAUSSIANO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

 

Nº DE 

FAMÍLIAS 

NEGATIVAS 

 

 

 

FAMÍLIAS 

PADRÃO 

GAUSSIANO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

PADRÃO DE 

RECONSTITUIÇÃO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

 
 

 

 

 

CS 

POLI OLIGO MONO TOTAL   I II III IV   

               

DM9 WSL Pré 22 2 - 24 - -      180 

  D+360 19 2 - 21 1 2 1 20 1 2  151 

  D+1800 6 9 7 22 2 - - 6 2 16  76 

               

DM10 RAOA Pré 20 1 1 22 - 2      175 

  D+360 12 2 7 21 2 1 - 13 2 9  107 

  D+720 15 4 2 21 2 1 1 15 1 7  127 

  D+1440 11 3 6 20 4 - - 11 2 11  98 

  D+1800 8 4 9 21 2 1 - 9 2 13  86 

               

DM11 RRS Pré 22 - 1 23 - 1      183 

  D+360 20 1 - 21 - 3 - 23 1 -  182 

  D+720 20 3 1 24 - - - 20 1 3  160 

  D+1080 9 11 3 23 1 - - 9 1 14  90 

  D+1800 7 9 5 21 3 - - 7 1 16  74 

               

DM12 ALSR Pré 21 - 1 22 1 1      153 

  D+360 22 - 1 23 - 1 - 18 2 4  150 

  D+720 22 - 1 23 - 1 1 22 1 -  169 

  D+1080 15 5 1 21 - 3 1 16 1 6  141 

  D+1800 10 7 4 21 2 1 - 11 2 11  107 

               

DM13 JFA Pré 20 1 2 23 - 1      160 

  D+360 19 1 2 22 2 - 2 17 1 4  151 

  D+720 18 3 1 22 1 1 2 17 2 3  157 

  D+1080 15 8 1 24 -  - 2 14 2 6  130 

  D+1440 13 4 3 20 4 - 1 12 2 9  107 

               

DM14 MGB Pré 21 - 1 22 1 1      169 
  D+360 22 - 2 23 1 - - 22 2 -  170 

  D+1080 19 2 1 22 2 - - 19 2 3  138 

  D+1440 13 8 1 22 2 - - 17 2 5  120 

  D+1800 17 2 4 23 1 - - 17 2 5  130 

               

DM15 ISJ Pré 13 2 5 20 4 -      107 

  D+360 23 -  - 23 - 1 11 12 1 -  169 

  D+720 15 6 2 23 - 1 5 11 7 1  142 

  D+1080 9 5 3 17 5 2 2 8 8 6  88 

  D+1800 9 10 3 22 2 - - 9 10 5  98 

 

O repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisado método de TCRBV spectratyping. A diversidade do 

repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisada com base no “complexity score” e no n mero total de picos. 

Poli, famílias Vβ policlonais não-gaussianas; Oligo, famílias Vβ oligoclonais; Mono, famílias Vβ 

monoclonais; CS, “Complexity Score”; Pré, pré-transplante; TCR,Receptor de células  
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Tabela 9. Análise da diversidade e clonalidade do repertório Vβ dos TCRs dos pacientes 

com DM-1 pré e sequencialmente após o TACTH. 

NÚMERO/ 

PACIENTE 
PERÍODO 

FAMÍLIAS PADRÃO NÃO- 

GAUSSIANO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

 

Nº DE 

FAMÍLIAS 

NEGATIVAS 

 

 

 

FAMÍLIAS 

PADRÃO 

GAUSSIANO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

PADRÃO DE 

RECONSTITUIÇÃO 
(Nº DE FAMÍLIAS) 

 

 
 

 

 

CS 

POLI OLIGO MONO TOTAL   I II III IV   

               

DM16 HFG Pré 16 2 1 19 - 5      169 

  D+360 17 - 1 18 1 5 2 20 1 1  173 

  D+720 15 4 2 21 3 - 1 14 2 7  123 

  D+1440 13 3 3 19 3 2 1 12 2 9  120 

  D+1800 13 9 1 23 1 - 1 12 2 9  123 

               

DM17 RLFS Pré             

  D+360 20 2 1 23 - 1      170 

  D+720 20 - 1 21 1 2      169 

  D+1080 21 2 1 24 - -      164 

  D+1440 17 4 1 22 - 2      146 

  D+1800 12 5 5 22 1 1      108 

               

DM18 CPS Pré             

  D+360 14 5 2 21 3 -      114 

  D+720 20 - 1 21 2 1      159 

  D+1440 11 6 5 22 2 -      92 

  D+1800 15 2 5 22 1 1      130 

              

DM19 TDP Pré 17 4 1 22 2 -      124 

  D+360 17 5 2 24 - - 4 14 3 3  142 

  D+720 12 7 3 22 1 1 2 12 5 5  116 

               

DM20 MQS Pré 9 9 5 23 1 -      91 

  D+540 5 8 6 19 5 - 1 4 14 5  66 

  D+900 10 4 6 20 4 - 4 5 12 3  79 

               

DM21 TKF Pré 20 - 1 21 1 2      167 

  D+360 17 2 3 22 1 1 - 18 2 4  140 

  D+720 14 5 3 22 2 - - 14 2 8  114 

  D+1080 13 5 4 22 - 2 1 14 1 8  131 

  D+1440 18 3 1 22 - 2 1 19 1 3  154 

               

DM22 MSG Pré 17 3 1 21 3 -      155 

  D+1440 17 4 2 23 1 - - 17 4 3  127 

               

DM23 ECP Pré 10 7 4 21 3 -      95 

  D+720 4 11 7 22 2 - 6 4 14 -  63 

 

O repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisado método de TCRBV spectratyping. A diversidade do 

repertório da cadeia Vβ do TCR foi analisada com base no “complexity score” e no n mero total de picos. 

Poli, famílias Vβ policlonais não-gaussianas; Oligo, famílias Vβ oligoclonais; Mono, famílias Vβ 

monoclonais; CS, “Complexity Score”; Pré, pré-transplante; TCR,Receptor de células  
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5.3.4 Padrões de reconstituição das famílias Vβ após TACTH 

 

O padrão de reconstituição das famílias Vβ dos TCRs dos pacientes com DM-1 

foi analisado nos períodos D+360, D+720, D+1080, D+1440 e D+1800 após o TACTH 

(Tabela 7-9). Como citado anteriormente, existem quatro padrões básicos de 

reconstituição do repertório da célula T: o padrão I consiste na recuperação da 

diversidade a partir de um repertório pré-transplante restrito, o padrão II que consiste na 

reconstituição da diversidade a partir de um repertório pré-transplante diverso, o padrão 

III consiste no reaparecimento total ou parcial de um repertório pré-transplante restrito e 

o padrão IV consiste na reconstituição de um repertório restrito a partir de um repertório 

pré-transplante diverso. 

Nas Figuras 9-10 podem ser observados exemplos dos padrões de reconstituição 

das famílias Vβ dos TCRs dos pacientes com DM-1. A família V8 do paciente DM2 

apresentou o padrão I de reconstituição no período D+720, enquanto a família V13 

deste mesmo paciente e neste mesmo período reconstitui-se conforme o padrão II. As 

famílias V19 dos dois pacientes apresentaram o padrão III de reconstituição no período 

D+720 (e em praticamente em todos os períodos pós-transplante), e a família Vβ1 do 

paciente DM8 reconstitui-se conforme o padrão IV no período D+1800. 

O padrão II de reconstituição das famílias V, no qual ocorre a reconstituição da 

diversidade a partir de um repertório pré-transplante diverso, foi predominante nos 

pacientes com DM-1 de ambos os grupos, os que ficaram livres de insulina por período 

maior ou igual a três anos pós-transplante e os ficaram livres de insulina por período 

menor que três anos pós-transplante, em todos os períodos pós-transplante (D+360, 

D+720, D+1080, D+1440 e D+1800) (Tabelas 7-9).  

Porém, é importante ressaltar que houve aumento da ocorrência do padrão de 

reconstituição IV, em que se observa a reconstituição de um repertório restrito a partir 

de um repertório pré-transplante diverso, no período D+1800 em relação aos outros 

períodos D+360, D+720, D+1080 e D+1440, indicando uma redução da diversidade e 

restrição do repertório do TCR em períodos mais tardios após o TACTH.  

No período D+360, o padrão de reconstituição mais comum em todos os 

pacientes analisados foi o padrão II (DM1, DM3, DM4, DM5, DM6, DM7, DM8, DM9, 

DM10, DM11, DM12, DM13, DM14, DM15, DM16, DM19, DM21) (Tabelas 7-9). 
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No período D+720, apenas um paciente (DM23) apresentou o padrão III como o 

padrão mais comum de reconstituição, enquanto em todos os outros pacientes (DM1, 

DM2, DM3, DM4, DM5, DM6, DM7, DM8, DM10, DM11, DM12, DM13, DM15, 

DM16, DM19, DM21) analisados nesse mesmo período, o padrão II foi o padrão de 

reconstituição predominante (Tabelas 7-9). 

No período D+1080, apenas dois pacientes (DM1 e DM11) apresentaram 

principalmente o padrão de reconstituição IV e oito pacientes apresentaram o padrão II 

(DM5, DM8, DM12, DM13, DM14, DM15, DM16, DM21). No paciente DM7, os 

padrões de reconstituição II e IV foram os mais predominantes no período D+1080 

(Tabela 7).   

No período D+1440 pós-transplante, sete pacientes mostraram 

predominantemente o padrão II de reconstituição (DM5, DM8, DM13, DM14, DM16, 

DM21 e DM22) e dois pacientes (DM4 e DM10) apresentaram principalmente os 

padrões de reconstituição II e IV. As famílias V do paciente DM6 reconstituiram-se 

predominantemente conforme o padrão IV (Tabela 7).  

No último período D+1800, os pacientes DM14 e DM16 apresentaram 

principalmente o padrão de reconstituição II, enquanto os pacientes DM4, DM6 e 

DM10 apresentaram predominantemente os padrões II e IV. Os pacientes DM9, DM10 

e DM11 apresentaram predominantemente o padrão de reconstituição IV (Tabelas 7-9). 

A família V19 reconstitui-se predominantemente conforme o padrão III e 

apresentou-se em expansão monoclonal na grande maioria dos pacientes analisados 

antes do transplante e em todos os períodos pós-transplante (Figuras B.1-B.23). Os 

segmentos de CDR3 de tamanho de 13aa e 14aa foram os mais frequentes nessa família. 

 

5.3.5 Frequências das famílias Vβ nos pacientes com DM-1 submetidos ao 

TACTH 

 

As frequências relativas das 24 famílias Vβ foram avaliadas nos indivíduos do 

grupo controle e nos pacientes com DM-1 antes e sequencialmente após o TACTH 

(Figuras 12-24; Tabelas A.1-A.24).  

Foram comparadas as frequências relativas das famílias Vβ nos indivíduos do 

grupo controle com os pacientes com DM-1 no período pré-transplante e as frequências 

relativas das famílias Vβ nos pacientes com DM-1 no período pré-transplante com os 
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períodos D+180, D+360, D+720, D+1080, D+1440 e D+1800 pós-transplante (Figuras 

12-18). 

Na Figura 12 estão representadas as frequências relativas das famílias Vβ nos 

indivíduos sadios e nos pacientes com DM-1 antes do transplante. As frequências das 

famílias Vβ 7, 18, 19 e 20 foram significativamente aumentadas (p<0,05) nos pacientes 

com DM-1 recém-diagnosticado quando comparado ao grupo controle.  

 

 

 

 

Figura 12. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T no grupo controle e nos 

pacientes com DM-1 antes do TACTH. As barras em preto representam o grupo controle e as 

barras em cinza representam os pacientes com DM-1. As frequências relativas das famílias (em 

%) estão representadas pela média e desvio padrão dos valores. (*) p < 0,05 

 

 

Quando comparado o período pré-transplante com o período D+180, não foram 

encontradas diferenças estatísticas entre as frequências das famílias (Figura 13). 

Contudo, no período D+360, foi observada uma diminuição da frequência da família Vβ 

17 e um aumento da frequência da família Vβ 20 quando comparado ao pré-transplante 

(Figura 14). 
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Figura 13. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T nos pacientes com DM-

1 antes do TACTH e no período D+180 pós-TACTH. As barras em preto representam os 

pacientes com DM-1 no pré-TACTH e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 

no período D+180. As frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média 

e desvio padrão dos valores. (*) p < 0,05 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T nos pacientes com DM-

1 antes do TACTH e no período D+360 pós-TACTH. As barras em preto representam os 

pacientes com DM-1 no pré-TACTH e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 

no período D+360. As frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média 

e desvio padrão dos valores. (*) p < 0,05 

 

 

No período D+720, as famílias Vβ 11 e 13 apresentaram redução da frequência 

quando comparado ao pré-transplante (p<0,05) (Figura 15). Já 1080 dias após o 

transplante, houve redução significativa da frequência das famílias Vβ 9, 11, 15, 16 e 23 

e aumento da frequência das famílias Vβ19 e 22 em relação ao pré-transplante (Figura 

16). 
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Figura 15. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T nos pacientes com DM-

1 antes do TACTH e no período D+720 pós-TACTH. As barras em preto representam os 

pacientes com DM-1 no pré-TACTH e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 

no período D+720. As frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média 

e desvio padrão dos valores. (*) p < 0,05 

 

 

 

 

 

Figura 16. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T nos pacientes com DM-

1 antes do TACTH e no período D+1080 pós-TACTH. As barras em preto representam os 

pacientes com DM-1 no pré-TACTH e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 

no período D+1080. As frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela 

média e desvio padrão dos valores. (*) p < 0,05 

 

 

 

Foram observados a redução significativa das frequências das famílias Vβ 5, 9, 

10 e 17 e o aumento das frequências das famílias Vβ 4, 19, 20 e 22 (p<0,05) no período 

D+1440 em relação ao pré-transplante (Figura 17). Já no período D+1800, houve 

redução da frequência das famílias Vβ 9, 11, 15, 16, 17 e 23 e aumento da frequência 

das famílias Vβ 19 e 22 (P<0,05) (Figura 18). 
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Figura 17. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T nos pacientes com DM-

1 antes do TACTH e no período D+1440 pós-TACTH. As barras em preto representam os 

pacientes com DM-1 no pré-TACTH e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 

no período D+1440. As frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela 

média e desvio padrão dos valores. (*) p < 0,05 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T nos pacientes com DM-

1 antes do TACTH e no período D+1800 pós-TACTH. As barras em preto representam os 

pacientes com DM-1 no pré-TACTH e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 

no período D+1800. As frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela 

média e desvio padrão dos valores. (*) p < 0,05 

 

 

Além disso, foram comparadas as frequências relativas das famílias Vβ nos 

indivíduos sadios do grupo controle com os pacientes com DM-1 nos períodos D+180, 

D+360, D+720, D+1080, D+1440 e D+1800 pós-transplante (Figuras 19-24). 

Como pode ser observado na Figura 19, as frequências das famílias Vβ 9 e 17 

nos pacientes com DM-1 no período D+180 foram significativamente menores que as 
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frequências dessas mesmas famílias no grupo de indivíduos sadios, enquanto as 

frequências das famílias Vβ 7, 18, 19 e 20 foram significativamente maiores.  

No período D+360, as frequências das famílias Vβ 9 e 17 estavam 

significativamente diminuídas quando comparadas ao grupo controle e as frequências 

das famílias Vβ 7, 18, 19, 20 e 24 estavam aumentadas (p<0,05) (Figura 20).  

 

 

Figura 19. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T no grupo controle e nos 

pacientes com DM-1 no período D+180 pós-TACTH. As barras em preto representam grupo 

controle e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 no período D+180. As 

frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média e desvio padrão dos 

valores. (*) p < 0,05 

 

 

 

 

 

Figura 20. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T no grupo controle e nos 

pacientes com DM-1 no período D+360 pós-TACTH. As barras em preto representam grupo 

controle e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 no período D+360. As 

frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média e desvio padrão dos 

valores. (*) p < 0,05 

 

 

Aos dois anos após o transplante, foi observado que as frequências das famílias 

Vβ 7, 18, 19 e 20 foram significantemente maiores que as frequências dessas famílias 
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no grupo controle, enquanto no período D+1080, além da frequência aumentada das 

famílias Vβ 18, 19, 20, também houve aumento significantivo das frequências das 

famílias Vβ 4 e 22 quando comparado aos indivíduos sadios (Figura 21 e 22). Além 

disso, no período D+1080, as frequências das famílias Vβ 9, 11, 16 e 23 estavam 

significativamente diminuídas em relação ao grupo controle (Figura 22). 

 

 

Figura 21. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T no grupo controle e nos 

pacientes com DM-1 no período D+720 pós-TACTH. As barras em preto representam grupo 

controle e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 no período D+720. As 

frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média e desvio padrão dos 

valores. (*) p < 0,05 

 

 

 

 

 

Figura 22. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T no grupo controle e nos 

pacientes com DM-1 no período D+1080 pós-TACTH. As barras em preto representam grupo 

controle e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 no período D+1080. As 

frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média e desvio padrão dos 

valores. (*) p < 0,05 
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No período D+1440, as famílias Vβ 9 e 17 apresentaram frequências 

significativamente menores (p<0,05) e as famílias Vβ 4, 19, 20 e 22 frequências 

significativamente maiores quando comparadas ao indivíduos sadios (Figura 23). Já no 

período D+1800, as frequências das famílias Vβ 2, 9, 11, 17 e 23 estavam 

significativamente diminuídas em relação às frequências no grupo controle, enquanto as 

famílias Vβ 4, 18, 19 e 20 estavam significativamente aumentadas (Figura 24). 

De modo geral, os resultados demonstraram que cinco famílias Vβ (7, 18, 19, 20 

e 22) estavam em expansão clonal nos pacientes com DM-1. As famílias Vβ 7, 18, 19, 

20 apresentaram-se em expansão clonal antes do transplante e se mantiveram com 

frequência elevada após o transplante, enquanto a família Vβ 22 apresentou aumento da 

frequência somente nos períodos mais tardios após o transplante. Interessantemente, a 

família Vβ 19 apresentou distribuição monoclonal dos picos de CDR3 do TCR em 

praticamente todos pacientes com DM-1 antes e nos seguimentos pós-transplante. As 

famílias Vβ 7 e 22 apresentaram predominantemente a distribuição policlonal dos 

segmentos de CDR3 do TCR antes e após o transplante, enquanto as famílias Vβ 18 e 

20 apresentaram a distribuição mais restrita (oligoclonal) dos segmentos de CDR3 do 

TCR no período pré-transplante e, principalmente, nos períodos mais tardios pós-

transplante (Figuras B.1-B.23). 

 

 

 

 

Figura 23. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T no grupo controle e nos 

pacientes com DM-1 no período D+1440 pós-TACTH. As barras em preto representam grupo 

controle e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 no período D+1440 As 

frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média e desvio padrão dos 

valores. (*) p < 0,05 
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Figura 24. Frequência das 24 famílias Vβ do receptor de células T no grupo controle e nos 

pacientes com DM-1 no período D+1800 pós-TACTH. As barras em preto representam grupo 

controle e as barras em cinza representam os pacientes com DM-1 no período D+1800. As 

frequências relativas das famílias (em %) estão representadas pela média e desvio padrão dos 

valores. (*) p < 0,05 

 

5.4 Correlação entre os níveis de TRECs, a complexidade do repertório de 

células T e os níveis de peptídeo-C de pacientes com DM-1 

 

Com o objetivo de avaliar se houve correlação entre os níveis de TRECs, a 

complexidade do repertório de células T (complexity score) e os níveis séricos de 

peptídeo-C nos pacientes com DM-1 antes e pós-transplante, foi realizada a análise de 

regressão linear com efeitos mistos. 

Primeiramente, foi avaliado se os níveis de TRECs no sangue periférico 

(variável independente) possuíam relação linear com o complexity score (variável 

resposta). Posteriormente, foi analisado se os níveis de TRECs no sangue periférico 

(variável independente) correlacionavam-se linearmente com os níveis séricos de 

peptídeo-C (variável resposta) e, por fim, foi avaliado se o complexity score (variável 

independente) possuía relação linear com níveis séricos de peptídeo-C (variável 

resposa). 

Em nenhuma análise foi encontrada correlações, indicando que as variáveis 

independentes não possuem relação linear com a resposta, ou seja, os níveis de TRECs 

não apresentaram relação linear com complexity score e nem com os valores de 

peptídeo-C, assim como o complexity score não se correlacionou com os valores de 

peptídeo-C.  

 



 

 

 

DISCUSSÃO  
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6 Discussão 

6.1 Produção tímica de células T naive nos pacientes com DM-1 antes e após o 

tratamento com IAD seguida pelo TACTH 

 

Em nosso trabalho, a produção tímica de células T naive foi avaliada pela 

quantificação absoluta do gene TREC. Foram encontrados baixos níveis de TRECs nas 

células mononucleares de sangue periférico dos pacientes com DM-1 cem dias pós-

transplante, provavelmente devido à intensa imunoablação a qual os pacientes foram 

submetidos e à intensa expansão periférica de células T característica dos primeiros 

meses pós-TCTH (LIP) (Williams, Hakim e Gress, 2007; Williams e Gress, 2008). 

Contudo, o número de moléculas de TRECs começou aumentar um ano após o TACTH, 

assumindo valores significativamente maiores que pré-transplante do período D+540 até 

o D+1800 pós-transplante. 

Esses resultados indicam que houve reativação tímica (thymic rebound) nos 

pacientes com DM-1, confirmando a contribuição do timo na reconstituição 

imunológica após o TACTH e corroborando com estudos que demonstram que o timo 

tem papel fundamental na produção de células T naive e que, embora a atividade e o 

tamanho do timo diminuam com a idade, a sua atividade não é eliminada (Douek et al., 

2000; Talvensaari et al., 2002; Hakim et al., 2005; Toubert et al., 2012; Clave et al., 

2013).  

Em 2005, foi realizado um amplo estudo avaliando a reativação da função tímica 

em pacientes com câncer de mama tratados pelo TACTH (Hakim et al., 2005). Os 

autores demonstraram que, após o transplante, houve aumento no tamanho do timo, 

sendo esse aumento inversamente proporcional à idade. Concomitantemente ao aumento 

do tecido tímico, foi observado o aumento da produção de células T naive 

(CD4
+
CD45RA

+
CD62L

+
) e o aumento dos níveis de TRECs no sangue periférico, de 

modo que nos pacientes que tiveram maior aumento do timo, foi detectado maior 

produção de células T naive. Além disso, nesse mesmo estudo, foi mostrado que a 

maior diversidade do repertório tanto de células T naive e como de memória, ambos 

restritos até seis meses após o transplante, foi alcançada somente após o aumento da 

produção de células T pelo timo (Hakim et al., 2005).  

Em estudos com humanos, foi demonstrado que neonatos timectomizados 

durante cirurgias cardíacas apresentaram redução no número total de linfócitos T, 
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acompanhada da redução dos níveis de TREC e da restrição do repertório desses 

linfócitos, indicando o papel fundamental do timo no desenvolvimento da resposta 

imunológica de células T (Madhok et al., 2005; Mancebo et al., 2008).  

Estudos em camundongos timectomizados mostraram que na ausência do timo a 

reconstituição imunológica periférica prevalece (Mackall et al., 1993). No entanto, 

embora a expansão homeostática periférica consiga restaurar o número de células T 

após imunoablação maciça, o timo é a fonte exclusiva de novas especificidades de 

células T (Berzins et al., 2002).  

Em indivíduos adultos, foi mostrado que células T naive começaram a 

reaparecer somente quinze meses após a quimioterapia intensa, sendo a recuperação de 

células T naive na subpopulação de células T CD4
+ 

mais lenta que na de células T 

CD8
+
, a qual correlacionou inversamente com a idade e diretamente com o aumento do 

timo (Mackall et al., 1995; Mackall et al., 1996).  

Heitger et al. (1997) demonstraram que em  pacientes com câncer submetidos ao 

transplante de medula óssea,  as células T CD4
+
 e CD8

+
 naive  reconstituem-se de 

maneiras diferentes, sendo as células T CD4
+
 mais dependentes da reativação tímica. Os 

autores observaram uma redução significativa no número de células T CD4
+
 naive nos 

primeiros anos pós-transplante nos pacientes que foram timectomizados e não 

encontraram diferenças nos números de células T CD8
+
 naive nesses pacientes, quando 

comparados aos pacientes que não foram timectomizados (Heitger et al., 1997).  

Em um estudo recente, foi observado que a ATG, que é amplamente utilizada 

em regimes de condicionamento antes do TCTH, pode atuar como um fator que afeta a 

reconstituição de células T CD4
+
 e CD8

+ 
naive pelo timo (Na et al., 2013). Segundo os 

autores, a reconstituição de células T CD4
+ 

recém-emigrantes do timo foi mais lenta 

durante os seis primeiros meses pós-transplante nos pacientes tratados com ATG 

quando comparado aos não tratados, enquanto as células T CD8
+ 

naive não tiveram a 

reconstituição afetada pelo uso da ATG. 

Estudos mostram que existe produção extratímica de células T naive, porém 

ainda trata-se de um processo pouco entendido, no qual não se sabe o quanto esses 

locais contribuem para produção total de células T (Mcclory et al., 2012). Embora 

alguns grupos de linfócitos T consigam desenvolver-se em locais como o intestino, o 

fígado, a medula óssea (em camundongos) e nas tonsilas (em humanos), há poucas 

evidências de que lugares extratímicos sejam capazes da produção diversa de TCRs em 
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humanos como no timo (Sato et al., 1995; García-Ojeda et al., 1998; Saito et al., 1998; 

Douek et al., 2000; Mcclory et al., 2012). 

Recentemente, Holland e colaboradores (2012) demonstraram que a produção 

extratímica de células T em camundongos após o transplante de medula óssea foi capaz 

de contribuir com a produção de um pool diverso de células T. Contudo, pacientes com 

timo ausente, como na imunodeficiência severa combinada e na síndrome de DiGeorge, 

apresentam concentrações muito baixas de TRECs, como também o repertório de 

células T restrito (Pierdominici et al., 2003; Somech, 2011).  

Segundo Douek et al. (2000), existe correlação inversa entre a idade e os níveis 

de TRECs no sangue periférico, o que é esperado devido diminuição do tecido tímico 

com a idade. Contudo, a concentração de TRECs no sangue periférico não é 

influenciada somente pela produção tímica (Douek et al., 1998). Os valores de TRECs 

também podem ser influenciados pela divisão periférica das células T, sendo que o 

aumento das divisões celulares leva a uma queda nos números de TRECs presentes no 

sangue periférico, e por diferenças sexuais, já que foi observado que mulheres possuem 

maior quantidade de moléculas de TRECs no sangue periférico do que homens (Pido-

Lopez, Imami e Aspinall, 2001; Farge et al., 2005; Kurosaka et al., 2007; Somech, 

2011; Den Braber et al., 2012; Zhang e Bhandoola, 2012).  

Estudos em pacientes com diferentes doenças autoimunes e outras doenças 

imunológicas e/ou hematológicas submetidos ao TCTH (alogênico ou autólogo) 

indicam que a reconstituição de um repertório novo e diverso de células T é decorrente, 

sobretudo, da reativação da função tímica após o transplante (Hazenberg et al., 2002; 

Toubert et al., 2012; Azevedo et al., 2013; Clave et al., 2013). 

Em pacientes com esclerose múltipla submetidos ao TACTH, foi visto que o 

número de moléculas de TRECs estava diminuído seis meses após o transplante, 

aumentando para valores próximos aos normais aos doze meses pós-transplante (Sun et 

al., 2004). Em pacientes com esclerose sistêmica, também foi demonstrado que os 

valores de TRECs diminuíram logo após o transplante, apresentando aumento 

significativo entre 10-12 meses pós-TACTH (Farge et al., 2005). Storek e 

colcaboradores (2008) demonstraram que em pacientes com esclerose múltipla e 

esclerose sistêmica os números de TRECs foram indetectáveis após um mês do 

TACTH, assumindo valores significativos somente após três meses do transplante.  

Muraro e colaboradores (2005) mostraram pela primeira vez que a remissão 

clínica observada em pacientes com esclerose múltipla após o TACTH não foi 
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decorrente somente da linfopenia resultante da imunossupressão que esses pacientes 

receberam, mas de mudanças qualitativas profundas no sistema imunológico que 

demonstram a renovação do compartimento de células T nesses pacientes. Os autores 

demonstraram que, dois anos após o TACTH, a frequência de células T recém-

emigrantes do timo dobrou em relação ao período pré-transplante. Concomitantemente, 

o número de TRECs aumentou 7,9 vezes um ano após o transplante e 5,4 vezes dois 

anos após o transplante. Os autores também mostraram que o aumento dos valores de 

TRECs após o TACTH estava associado, sobretudo, ao aumento do repertório das 

células T CD4
+
 naive (Muraro et al., 2005). 

Alexander et al. (2009) demonstraram que a produção de células T pelo timo foi 

muito importante na reconstituição de células T em pacientes com lúpus eritematoso 

sistêmico após o TACTH. Os autores demonstraram o aumento significativo de células 

T CD4
+
CD45RA

+
CD31

+
 recém-emigrantes do timo seis meses após o transplante, 

atingindo valores maiores que no período pré-transplante e que no grupo de indivíduos 

sadios.  

Portanto, nossos resultados corroboram trabalhos da literatura que mostraram 

que o TACTH foi capaz de aumentar a timopoiese em pacientes com outras DAIs 

(esclerose múltipla, esclerose sistêmica e lúpus eritematoso sistêmico) (Sun et al., 2004; 

Farge et al., 2005; Muraro et al., 2005; Alexander et al., 2009). Desse modo, sugerimos 

que a reativação tímica após o TACTH seja um mecanismo comum que contribui para a 

renovação do repertório de células T e consequentemente para o restabelecimento da 

tolerância imunológica em pacientes com diferentes DAIs. 

Contudo, os fatores que contribuem para a reativação tímica após o TCTH não 

estão completamente elucidados. Alguns estudos demonstram que o aumento da 

produção de IL-7, característico dos primeiros meses pós-transplante (durante a fase de 

LIP, conforme citado anteriormente), poderia contribuir não só para a expansão 

periférica de células T, mas também para o aumento da função tímica (Bolotin et al., 

1996; Alpdogan et al., 2001; Hakim et al., 2005; Williams e Gress, 2008). Em estudo 

com camundongos, foi demonstrado que a administração de IL-7 logo após transplante 

de medula óssea, contribuiu para o aumento da produção de células T pelo timo 

(Bolotin et al., 1996; Alpdogan et al., 2001; Mackall et al., 2001). 

Recentemente, em um estudo clinico de fase I/IIa com pacientes infectados com 

vírus do HIV, foi mostrado que a administração de IL-7 recombinante após o tratamento 

com a terapia antirretroviral aumentou a número de células T naive, células T recém-
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emigrantes do timo (CD4
+
CD45RA

+
CD31

+
) e de memória central nesses pacientes. 

Além disso, houve aumento nos níveis de TRECs e na diversidade do repertório das 

células T nesses pacientes após a administração de IL-7 (Lévy et al., 2012). 

 

6.2 Diversidade do repertório de células T nos pacientes com DM-1 antes e após 

o tratamento com IAD seguida pelo TACTH 

 

Em nosso trabalho, análises da distribuição dos picos de CDR3 do TCR 

revelaram que as famílias Vβ com distribuição policlonal (gaussiana ou não) 

predominaram no período pré-transplante nos pacientes com DM-1. Além disso, 

durante os dois primeiros anos pós-transplante, essas famílias com distribuição 

policlonal foram as mais comuns na maioria dos pacientes com DM-1 tanto no grupo 

DM-1<3anos como no grupo DM-1≥3anos. Entretanto, o n mero de famílias Vβ com 

distribuição oligoclonal e monoclonal aumentou nos períodos mais tardios após o 

transplante (três, quatro e cinco anos após), nos quais a maioria dos pacientes já havia 

retomado o uso de insulina por períodos de tempo variáveis.  

Além disso, também não foram observadas diferenças estatísticas entre o CS 

(complexity score) dos pacientes antes do transplante e o grupo de indivíduos sadios, 

demonstrando também uma ampla diversidade do repertório de células T nos pacientes 

diabéticos recém-diagnosticados, no qual há predomínio da distribuição gaussiana dos 

picos de CDR3 do TCR. Contudo, nos períodos mais tardios após o transplante (D+900-

D+1800), houve redução do CS quando comparado ao pré-transplante (tanto no grupo 

DM-1<3anos como no grupo DM-1≥3anos).  

Esses resultados corroboram dados da literatura que indicam que pacientes 

recém-diagnosticados para o DM-1, ao contrário de outras DAIs, apresentam o 

repertório de células T diverso, porém com a progressão da doença, o repertório torna-

se mais restrito (Drexler, Burtles e Hurtenbach, 1993; Galley e Danska, 1995; Yamagata 

et al., 1996; Dumont-Girard et al., 1998; Kent et al., 2005; Codina-Busqueta et al., 

2011; Vong et al., 2011). 

Galley e Danska (1995) demonstraram que o repertório de células T no pâncreas 

de camundongos NOD recém-diagnosticados para o DM-1 era diverso, sendo restrito na 

fase da insulite, quando as células T ainda estavam infiltrando no pâncreas.  

Em outro estudo com camundongos NOD, também foi possível observar, no 

início do desenvolvimento do DM-1 (na fase de insulite), a restrição do repertório de 
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células T presentes no pâncreas, sendo a família Vβ1 a principal família em expansão 

clonal encontrada. Contudo, quando os animais tornaram-se diabéticos, foi observado o 

aumento da diversidade do repertório de células T presentes no pâncreas. Segundo os 

autores, o dano causado às células β pancreáticas devido à resposta imunológica 

desencadeada pelas células T inicialmente infiltradas poderia levar a liberação de novos 

antígenos presentes nas células β pancreáticas, desencadeando, subsequentemente, a 

ativação de células T com novas e diferentes especificidades (antigen spreading) e, 

consequentemente, aumentando e diversificando o repertório de TCRs usados pelas 

células T durante a progressão da doença (Drexler, Burtles e Hurtenbach, 1993). 

Em humanos, também foi demonstrado que o repertório da cadeia Vβ do 

receptor da célula T não foi restrito nem no pâncreas e nem no sangue periférico de 

pacientes diabéticos recém-diagnosticados, entretanto, o repertório da cadeia Vα do 

receptor da célula T apresentou restrição no pâncreas desses mesmos pacientes, sendo 

que a região de CDR3 localizada na cadeia α do TCR apresentou a mesma sequência 

nos clones em expansão (Yamagata et al., 1996). 

Em 2005, Kent e colaboradores avaliaram o linfonodo pancreático de um 

paciente recém-diagnosticado para o DM-1 e de dois pacientes diabéticos com 15 ou 

mais anos de doença. Foi vista grande restrição da diversidade do repertório de células 

T nos dois pacientes com muitos anos de doença, nos quais mais da metade dos clones 

de célula T expressavam a mesma cadeia Vβ, enquanto no paciente recém-

diagnosticado houve ampla e diversa distribuição das famílias Vβs. Além disso, as 

células T que estavam em expansão oligoclonal nos pacientes com muitos anos de 

doença possuíam a mesma sequência, a qual foi específica para a insulina (Kent et al., 

2005).  

Em nosso trabalho, também foi observado que o CS foi significativamente 

menor 180 dias após o transplante quando comparado ao pré-transplante devido, 

provavelmente, a expansão periférica de células T observada nos períodos iniciais após 

o TACTH. Contudo, após o início da produção de células T naive, evidenciada em 

nosso trabalho pelo aumento dos níveis de TRECs no sangue periférico já no período 

D+360 pós-transplante, o CS foi gradualmente aumentando, atingindo valores basais 

normais nos períodos D+360 e D+720. 

A expansão homeostática de células T (LIP) observada nos períodos iniciais 

após o TCTH tem sido descrita em vários trabalhos e é caracterizada pela expansão 

periférica de células T que permaneceram após a imunoablação ou que foram 



Discussão 

92 

 

reinfundidas junto com as CTH (Williams, Hakim e Gress, 2007; Jameson e Masopust, 

2009). Gruta e colaboradores (2000) mostraram que a expansão periférica de células T 

em camundongos linfopênicos resultou em um repertório de células T restrito, com 

expansão oligoclonal das três famílias Vβ estudadas (Vβ 2, 8 e 10). Mackall e 

colaboradores (1996) também demonstraram, em modelo murino, que a expansão 

periférica de células T após o transplante de medula óssea foi dependente da 

apresentação de antígenos pelas moléculas de MHC de classe I e II e resultou na 

reconstituição de um repertório restrito de células T.  

Foi demonstrado que, em pacientes com leucemia submetidos ao transplante de 

medula óssea, o número de células T naive (célula T CD4
+
CD45RA

+
RO

-
) foi muito 

pequeno um mês após o transplante, sendo a expansão periférica responsável pela 

reconstituição do repertório de linfócitos T durante os seis primeiros meses após o 

transplante. Além disso, o repertório de células T mostrou-se extremamente limitado até 

seis meses após o transplante, tornando-se diverso após o início da produção de células 

T naive pelo timo (Dumont-Girard et al., 1998). 

 

6.3 Frequências das famílias Vβ nos pacientes com DM-1 antes e após o TACTH 

 

Apesar de não haver restrição do repertório de célula T no período pré-

transplante, as famílias Vβ 7, 18, 19 e 20 apresentaram frequência significativamente 

aumentada nos pacientes com DM-1 nesse período quando comparada à frequência dos 

indivíduos sadios. A frequência da família Vβ 7 foi maior nos pacientes com DM-1, 

quando comparado ao grupo de indivíduos sadios, nos períodos D+180, D+360 e 

D+720 pós-TACTH. A família Vβ 18 apresentou frequência maior que nos indivíduos 

sadios em quase todos os períodos pós-transplante analisados (exceto no período 

D+1440). Além disso, as frequências das famílias Vβ 19 e 20 apresentaram-se 

significativamente elevadas em todos os períodos pós-transplante quando comparado ao 

grupo controle. Quando comparado ao período pré-transplante, foi observado um 

aumento da frequência da família Vβ 19 nos períodos D+1080, D+1440 e D+1800 e da 

família Vβ 20 nos períodos D+360 e D+1440. Interessantemente, houve aumento da 

frequência da família Vβ 22 nos períodos mais tardios após o transplante (D+1080 ao 

D+1800), em relação ao pré-transplante. Assim, nossos resultados mostraram que as 

famílias Vβ 7, 18, 19, 20 e 22 apresentaram frequência significativamente elevada em 

nosso estudo, sugerindo que células T que expressam essas cadeias Vβ possam 
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apresentar especificidade contra autoantígenos das células β pancreáticas e estarem 

envolvidas na destruição das mesmas. 

Muitos trabalhos que avaliaram o repertório de células T envolvido no 

desenvolvimento do DM-1, tanto em humanos como em modelos animais, são 

controversos, não havendo consenso sobre quais são as principais famílias Vβ que se 

encontram em expansão clonal e em maior frequência nos indivíduos ou animais 

diabéticos (Hänninen et al., 1992; Somoza et al., 1994; Luppi et al., 2000; Codina-

Busqueta et al., 2011; Vong et al., 2011).  

Assim como em nosso trabalho, Luppi e colaboradores (2000) identificaram alta 

frequência de células T que expressam a cadeia Vβ 7 em indivíduos recém-

diagnosticados para o DM-1, em indivíduos diabéticos com dois ou mais anos de DM-1 

e em indivíduos com alta predisposição genética para o desenvolvimento do DM-1, 

sendo que alguns desses indivíduos predispostos acabaram desenvolvendo o DM-1.  

Codina-Busqueta e colaboradores (2011) avaliaram a diversidade de células T 

presente no pâncreas, no baço e no sangue periférico de um indivíduo recém-

diagnosticado pra o DM-1. Nesse estudo, foi observado o predomínio de seis famílias 

Vβ (1, 7, 11, 17, 18 e 22) no pâncreas e das três famílias Vβ (1, 16 e 22) no baço desse 

paciente. Entretanto, somente a família Vβ 22 apresentou alta frequência no sangue 

periférico. Esses dados corroboram nossos resultados, indicando que as famílias Vβ7, 

18 e 22 possam estar envolvidas com o desenvolvimento do DM-1. 

Em outro estudo com um indivíduo com DM-1 recém-diagnosticado, foi 

observado amplo repertório de células T, contudo a família Vβ 8 foi a predominante 

(Hänninen et al., 1992). Somoza e colaboradores (1994) identificaram maior frequência 

da família Vβ 1 no pâncreas de pacientes com DM-1. 

Em um estudo recente, foi demonstrado que camundongos NOD Igµ
null

 

tornaram-se diabéticos e apresentaram uma progressiva infiltração de células T no 

pâncreas após o transplante de células B de camundongos NOD. A partir da análise do 

repertório de células T encontradas no pâncreas desses animais, foi possível observar o 

aumento da frequência de sete famílias Vβ (Vβ2, 10, 12, 14, 18, 19 e 20). No entanto, 

não foi observado o predomínio de nenhuma família no baço e linfonodos pancreáticos  

(Vong et al., 2011). Além disso, os autores demonstraram que o número de famílias Vβ 

envolvidas na destruição das células β pancreáticas era menor no início da doença (fase 

de insulite), e que células expressando as cadeias Vβ18, 19 e 20 foram recrutadas para o 

pâncreas nos períodos mais tardios do DM-1 (o diabetes propriamente dito) (Vong et 
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al., 2011). Apesar dos camundongos NOD Igµ
null 

diabéticos, assim como os pacientes 

com DM-1 desse estudo, apresentarem elevada frequência da família Vβ 19, o papel 

dessa família no desenvolvimento do DM-1 ainda é bastante controverso, já que alguns 

autores demonstraram que o gene codificador dessa cadeia Vβ é um pseudogene e, 

portanto, sem atividade funcional (Arden et al., 1995).  

Além do aumento da frequência de algumas famílias Vβ após o TACTH, 

também identificamos a redução na frequência de diversas famílias em vários períodos 

após o transplante, como as famílias Vβ 9, 10, 11 e 17, sugerindo que ocorram 

mudanças qualitativas e quantitativas relevantes no repertório de células T após o 

TACTH. 

 

6.4 Reconstituição do repertório de células T após o TACTH 

 

Além da análise da diversidade e da distribuição dos fragmentos de CDR3 nas 

diferentes famílias Vβ estudadas, em nosso estudo, também foram avaliados os padrões 

de reconstituição dessas famílias após o TACTH (Muraro et al., 2005). O padrão II de 

reconstituição (no qual ocorre a reconstituição da diversidade a partir de um repertório 

pré-transplante diverso) foi o principal padrão observado nos pacientes com DM-1 

submetidos ao TACTH em todos os períodos pós-transplante, sendo que esse padrão foi 

predominante tanto nos pacientes do grupo DM-1<3anos como naqueles do grupo DM-

1≥3anos.  

Nossos resultados, assim como em outros estudos de pacientes com DAIs 

submetidos ao TACTH indicam a renovação e a reconstituição de um repertório diverso 

durante os dois e três primerios anos pós-transplante (Sun et al., 2004; Muraro et al., 

2005; Muraro e Douek, 2006; Alexander et al., 2009). Entretanto, ao contrário das 

outras DAIs, os pacientes com DM-1 não apresentaram restrição do repertório antes do 

transplante, provavelmente por se tratar de pacientes jovens e recém-diagnosticados 

como citado anteriormente. 

Porém, nossos resultados revelaram um aumento da ocorrência do padrão de 

reconstituição IV, em que se observa a reconstituição de um repertório restrito a partir 

de um repertório pré-transplante diverso, no período D+1800 em relação aos outros 

períodos D+360, D+720, D+1080 e D+1440, indicando uma redução da diversidade e 

restrição do repertório do TCR em períodos mais tardios após o TACTH, nos quais a 

maioria dos pacientes com DM-1 já haviam retomado o uso de insulina exógena. 
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Alexander et al. (2009) mostraram que pacientes com lúpus eritematoso 

sistêmico (LES) apresentavam um repertório de células T restrito devido à expansão 

clonal de células T maduras expressando poucas famílias Vβ.  Três meses após a 

infusão de células CD34
+
 selecionadas, esses pacientes ainda apresentaram um 

repertório de células T restrito, porém com diferentes famílias em expansão clonal. 

Somente após o aumento da produção de células T naive, que se iniciou cerca de seis 

meses após o transplante, a diversidade do repertório de células T foi gradualmente 

normalizando. Alguns pacientes ainda apresentaram expansão clonal de algumas 

famílias até dois anos pós-transplante e a normalização completa do repertório de 

células T em todos os pacientes só ocorreu três anos após o transplante.    

Em outro estudo, pacientes com LES submetidos ao TACTH, sem a seleção de 

CD34
+
, apresentaram aumento nos níveis de TRECs no sangue periférico desses 

pacientes seis meses após o transplante. Esse aumento persistiu até dois anos após o 

transplante, quando então os níveis de TRECs se normalizaram (Wada et al., 2011). 

Além disso, foi observado que esses pacientes apresentavam repertório de células T 

CD4
+
 diverso antes do transplante, o qual se tornou restrito nos primeiros meses após o 

transplante, porém teve sua diversidade reestabelecida depois de um ano pós-TACTH. 

Por outro lado, esses pacientes apresentaram um repertório de células T CD8
+
 bastante 

restrito no período pré-TACTH e somente dois anos após o transplante o repertório de 

células T CD8
+ 

tornou-se novo e diverso (Wada et al., 2011). 

Sun et al. (2006) observaram que pacientes com esclerose múltipla (EM) 

possuiam um repertório de células T restrito pré-TACTH, evidenciado por expansões 

relevantes de populações de células T expressando a família Vβ20 em todos os quatro 

pacientes estudados, e das famílias Vβ1 em dois e Vβ14 em um paciente. Nos primeiros 

meses após o TACTH, a restrição do repertório de células T persistiu, tornando-se mais 

diverso somente doze meses após o transplante. Além disso, foi observado que a maior 

diversidade do repertório de células T correlacionou-se diretamente com a produção de 

células T naive pelo timo. Conforme citado anteriormente, nesse trabalho a 

quantificação de TRECs revelou a reativação tímica nesses pacientes entre 9 a 12 meses 

após o transplante (Sun et al., 2004). 

Em outro estudo, Farge et al. (2005) mostraram uma perturbação do repertório 

em pacientes com esclerose sistêmica antes do TACTH, com poucas famílias Vβ 

policlonais e a frequência aumentada de famílias Vβ oligoclonais (ou skewed) e de 

famílias Vβ negativas, comparando-se aos controles pareados de acordo com a idade. O 



Discussão 

96 

 

repertório permaneceu perturbado até um ano pós-transplante em ambos os grupos de 

pacientes (grupo A, pacientes não responderam ao transplante ou tiveram recaída da 

doença; grupo B, pacientes que apresentaram resposta sustentada ao TACTH). Além 

disso, o trabalho mostrou uma tendência ao aumento da diversidade do repertório de 

células T no grupo A um ano após TACTH. Apesar da extensa depleção de células T no 

enxerto de CTHs, foi observada a persistência de 1-4 expansões oligloclonais de células 

T, presentes antes do TACTH e que reconstituíram após o mesmo. 

Dados da literatura indicam que as células B e T de memória não são 

completamente removidas do sistema hematopoético e linfoide e de órgãos alvos, por 

qualquer que seja o regime de condicionamento (Tyndall e Saccardi, 2005; Van Wijk et 

al., 2008; Couri, De Oliveira e Simões, 2012). Assim, os regimes de condicionamento 

não-mieloablativos, comumente usados nos protocolos clínicos de TACTH para DAIs, 

levam a imunoblação incompleta e poderiam explicar as recaídas (dependênca 

insulínica) observada nos pacientes com DM-1 do nosso estudo. 

Além disso, vários estudos têm demonstrado que pacientes com DM-1 e 

camundongos NOD possuem células T efetoras mais resistentes à imunoablação (por 

vários regimes de condicionamento utilizados no TCTH) por serem menos sensíveis aos 

sinais indutores de apoptose, o que sugere que recaídas poderiam ser mais frequentes 

em pacientes com DM-1 (Colucci et al., 1996; Lamhamedi-Cherradi et al., 1998; Dosch 

et al., 1999; Decallonne et al., 2003; Steptoe et al., 2004; Shklovskaya e Fazekas De St 

Groth, 2006; Kaminitz et al., 2010).  

Foi observado que camundongos NOD submetidos ao TCTH requerem doses 

maiores de irradiação para que ocorra depleção eficiente das células T. Entretanto, 

mesmo após doses supra-letais de irradiação, células T foram encontradas no sangue 

periférico desses animais, sugerindo que essas células são mais resistentes à apoptose 

(Steptoe et al., 2004). 

Além disso, Collucci e colaboradores (1996) demonstraram que a 

ciclofosfamida, uma importante droga imunossupressora utilizada em regimes de 

condicionamento para o TCTH, foi capaz de induzir a apoptose de células T de 

camundongos NOD e camundongos B6 (grupo controle). Contudo, as células de 

camundongos NOD foram mais resistentes à apoptose e consequentemente um número 

maior de células resistiu à imunossupressão, sendo detectadas nos animais após o uso da 

ciclofosfamida. 
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A resistência à apoptose observada nas células T efetoras periféricas de 

indivíduos com DM-1 e modelos animais pode ser devido a vários fatores. Ensaios 

funcionais de apoptose in vitro mostraram que células T de camundongos NOD são 

mais resistentes à apoptose devido a defeitos na atividade da caspase 8 (importante 

mediadora da via Fas-FasL), menor expressão do receptores Fas e FasL e maior 

expressão do gene anti-apoptótico Bclx (Lamhamedi-Cherradi et al., 1998; Decallonne 

et al., 2003).   

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que os pacientes com DM-1 

que ficaram por mais tempo livres do uso de insulina (DM-1≥3anos) apresentaram 

menor frequência de células T CD8
+
 específicas para autoantígenos das células β 

pancreáticas antes do transplante, quando comparados com o grupo DM-1<3anos. Após 

o transplante, houve reconstituição dessas células CD8
+
 autorreativas específicas, sendo 

que o grupo DM-1≥3anos apresentou menor frequência dessas células quando 

comparados ao grupo DM-1<3anos em todos os períodos pós-transplante avaliados. 

Esses dados sugerem que as células T de memória não foram completamente removidas 

pelo regime de imunossupresão em altas doses utilizado nesses transplantes, e estas 

poderiam estar envolvidas com a restrição do repertório de células T e consequente 

recaída da doença nos pacientes com DM-1 nos períodos mais tardios após o transplante 

(dados não mostrados; manuscritos em preparação).  

Embora a maioria dos pacientes com DM-1 do nosso estudo, que inicialmente 

ficaram livres de insulina, tenha retomado o uso da mesma após períodos de tempo 

variáveis após a IAD/TACTH, a resposta terapêutica foi promissora, pois a maioria dos 

pacientes alcançou independência insulínica completa por períodos prolongados e 

apresentou um aumento dos níveis séricos de peptídeo-C. A dosagem do peptídeo-C 

sérico é uma das formas mais comuns de se avaliar a preservação das células β e 

produção de insulina por essas células em indivíduos diabéticos (Palmer et al., 2004; 

Rodacki, Milech e Oliveira, 2008; Hills e Brunskill, 2009). O peptídeo-C é um peptídeo 

que conecta as cadeias A e B da pró-insulina, que é liberado na corrente sanguínea 

quando a pró-insulina é clivada em insulina (Rodacki, Milech e Oliveira, 2008; Hills e 

Brunskill, 2009). Além disso, vários estudos vêm demonstrando que altos níveis de 

peptídeo-C previnem complicações crônicas do diabetes a longo prazo (Steffes et al., 

2003; Rebsomen et al., 2008; Hills e Brunskill, 2009). Um estudo realizado pelo DCCT 

(Diabetes Control and Complications Trial) mostrou que a presença de níveis elevados 



Discussão 

98 

 

de peptídeo-C associa-se com uma redução da incidência de retinopatia e nefropatia em 

pacientes com DM-1 (Steffes et al., 2003). 

 

6.5 Considerações finais 

 

Em resumo, nossos resultados revelaram mudanças na composição do repertório 

de células T dos pacientes com DM-1 após a terapia de IAD/TACTH, evidenciadas por 

alterações qualitativas e quantitativas dos picos de CDR3 do TCR, sugerindo a 

reconstituição de um repertório de células T diverso até o período D+720. Embora tenha 

ocorrido reativação da função tímica após o transplante, evidenciada pelo aumento dos 

níveis de TRECs a partir do D+540 ao D+1800, a diversidade do repertório das células 

T medida pelo complexity score diminuiu a partir do D+900, sugerindo uma 

reconstituição tímica de novo de células T naive que expressam preferencialmente 

algumas cadeias Vβ e possivelmente especificidades limitadas.  

A imunoablação incompleta demonstrada pela reconstituição periférica de 

clones de células CD8
+
 autorreativas específicas para autoantígenos das células β 

pancreáticas nos pacientes com DM-1 após o TACTH (dados não mostrados; 

manuscritos em preparação), pode também ter sido responsável pela restrição do 

repertório de células T e consequente recaída da doença nos pacientes, principalmente 

em períodos mais tardios após o transplante.  

Estas evidências imunológicas poderiam explicar a melhora clínica 

(independência insulínica) temporária observada na maioria dos pacientes após o 

transplante. 
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7 Conclusões 

 

 

1. Não houve diferença entre os números de moléculas de TRECs no sangue 

periférico dos indivíduos sadios e dos pacientes com DM-1 no período pré-

transplante.  

2. Não foi observada diferença entre a diversidade do repertório da cadeia Vβ do 

TCR de indivíduos sadios e a diversidade do repertório de pacientes com DM-1 

no período pré-transplante, indicando que os pacientes diabéticos recém-

diagnosticados possuem o repertório de células T diverso.  

3. Os níveis de TRECs no sangue periférico dos pacientes com DM-1, tanto no 

grupo DM-1<3anos como no DM-13anos, aumentaram significativamente a 

partir do D+540 após o TACTH, indicando a reativação da produção tímica de 

novas células T (thymic rebound).  

4. Nos primeiros seis meses após o TACTH, os pacientes com DM-1 apresentaram 

uma restrição do repertório de células T, evidenciado pelos baixos níveis de 

TRECs e pelo baixo escore de complexidade da cadeia Vβ do TCR.  

5. O escore de complexidade da cadeia Vβ do TCR dos pacientes com DM-1 

diminuiu gradual e significativamente a partir do D+900 pós-transplante, tanto 

no grupo DM-1<3anos como no DM-≥3anos, demonstrando uma restrição do 

repertório nos períodos mais tardios após o transplante, quando a maioria dos 

pacientes havia retomado o uso de insulina.  

6. Famílias Vβ com distribuição policlonal predominaram nos pacientes com DM-

1 antes do transplante e durante os dois primeiros anos pós-transplante, porém o 

n mero de famílias Vβ com distribuição oligoclonal e monoclonal aumentou nos 

períodos mais tardios após o transplante (D+1080-D+1800).  

7. Cinco famílias Vβ (7, 18, 19, 20 e 22) foram encontradas em expansão clonal 

nos pacientes com DM-1, sugerindo células T que expressam essas cadeias Vβ 

possam apresentar especificidade contra autoantígenos das células β pancreáticas 

e estarem envolvidas na destruição das mesmas. As famílias Vβ 7, 18, 19, 20 

apresentaram-se em expansão clonal antes do transplante e se mantiveram com 

frequência elevada após o transplante, enquanto a família Vβ 22 apresentou 

aumento da frequência somente nos períodos mais tardios após o transplante. 
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8. Não foram encontradas diferenças nos níveis de TRECs e na diversidade do 

repertório de células T entre o grupo de pacientes com DM-1 que ficaram livres 

do uso de insulina por menos de três anos após o transplante (grupo DM-

1<3anos) e o grupo de pacientes que ficaram livres do uso de insulina por três 

anos ou mais após o transplante (DM-13anos), em todos os períodos avaliados.  

9. Não foram encontradas correlações entre os níveis de TRECs e o complexity 

score. 

10. Não foram encontradas correlações entre os níveis de TRECs e os valores de 

peptídeo-C e entre o complexity score e os valores de peptídeo-C.  

11. Em geral, foram observadas mudanças na composição do repertório de células T 

dos pacientes com DM-1 após a terapia de IAD/TACTH, evidenciadas por 

alterações qualitativas e quantitativas dos picos de CDR3 do TCR, sugerindo a 

reconstituição de um repertório de células T diverso até o período D+720. 

Embora tenha ocorrido reativação da função tímica após o transplante, 

evidenciada pelo aumento dos níveis de TRECs a partir do D+540 ao D+1800, a 

diversidade do repertório das células T diminuiu a partir do D+900, sugerindo 

uma reconstituição tímica de novo de células T naive que expressam 

preferencialmente algumas cadeias Vβ. Estas evidências imunológicas poderiam 

explicar a melhora clínica (independência insulínica) temporária observada na 

maioria dos pacientes após o transplante. 
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APÊNDICE A 

 

 
Tabela A.1. Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 CTO (número 1) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1260 D+1620 

VB1 0,76 1,08 1,88 1,05 4,50 2,50 3,18 2,48 1,66 

VB2 0,03 3,17 0,55 6,04 4,91 7,03 0,33 1,01 0,52 

VB3 0,06 7,71 7,56 5,83 10,61 6,99 1,16 4,14 4,44 

VB4 5,82 3,23 2,39 4,40 6,78 2,24 3,22 2,69 7,35 

VB5 6,12 0,35 10,98 10,79 10,51 2,05 2,07 0,13 4,52 

VB6 10,22 7,31 9,18 10,03 0,05 12,68 28,59 3,10 1,36 

VB7 6,19 2,75 3,02 7,61 8,46 2,52 3,28 7,76 7,25 

VB8 3,26 0,00 0,00 8,18 6,07 0,29 0,00 1,71 0,00 

VB9 3,87 0,00 1,04 2,81 0,00 0,00 0,12 0,10 0,00 

VB10 0,00 1,35 0,21 2,66 5,24 1,26 0,69 0,50 0,55 

VB11 4,55 0,00 0,83 0,00 7,60 0,33 0,71 0,11 0,30 

VB12 6,64 0,00 0,00 0,00 5,02 0,00 0,00 0,00 0,00 

VB13 5,07 10,28 11,51 7,85 8,34 5,28 8,65 3,67 6,87 

VB14 3,61 3,86 0,58 4,59 5,98 7,30 0,96 8,47 9,37 

VB15 9,21 6,88 0,90 4,92 0,03 0,26 0,57 7,10 0,65 

VB16 4,66 2,32 0,26 5,35 0,00 0,00 0,72 6,12 1,02 

VB17 2,32 0,50 2,05 3,06 5,34 0,96 0,13 2,11 0,00 

VB18 6,84 7,62 1,06 1,35 5,99 6,61 3,87 2,77 6,75 

VB19 1,15 2,47 0,13 1,08 1,03 2,34 3,30 2,84 7,55 

VB20 2,05 2,58 3,35 0,30 3,11 5,79 3,64 3,84 7,17 

VB21 5,51 14,94 12,65 3,69 0,06 11,02 5,52 17,16 2,05 

VB22 0,11 20,27 27,25 2,99 0,00 18,32 28,21 21,20 29,30 

VB23 11,95 1,30 2,34 5,23 0,00 3,79 0,83 0,27 0,99 

VB24 0,00 0,00 0,28 0,20 0,36 0,47 0,25 0,74 0,34 
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Tabela A.2. Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 FCC (número 2) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1260 D+1800 

VB1 1,68 2,34 1,09 4,49 1,57 1,49 2,07 2,21 

VB2 3,94 2,22 6,70 7,03 7,99 7,64 6,34 6,47 

VB3 0,46 10,01 9,58 5,48 8,66 5,47 12,24 7,47 

VB4 3,17 3,59 2,46 2,66 2,43 3,10 4,13 4,09 

VB5 7,87 1,64 15,25 0,36 0,67 8,36 14,38 0,14 

VB6 19,77 2,58 12,45 9,49 6,48 1,96 2,32 25,79 

VB7 5,45 6,30 5,34 6,28 5,59 2,17 4,67 4,24 

VB8 0,00 0,23 0,00 1,88 1,54 0,00 0,00 0,46 

VB9 0,22 0,27 0,14 0,54 0,15 1,28 0,20 0,00 

VB10 0,22 0,37 0,14 0,28 1,21 1,14 0,88 3,06 

VB11 0,25 0,77 0,07 0,57 0,19 0,13 0,10 0,29 

VB12 0,00 0,21 0,11 0,70 0,00 1,34 0,00 0,47 

VB13 13,60 6,88 5,40 5,47 6,96 8,24 6,14 8,60 

VB14 8,00 10,77 3,83 5,01 9,40 8,13 5,74 0,49 

VB15 1,36 8,53 1,95 8,83 1,09 9,62 6,34 2,84 

VB16 6,65 4,01 0,62 4,13 1,23 0,35 2,13 7,08 

VB17 0,19 0,34 0,00 0,05 3,42 1,80 0,17 0,36 

VB18 3,86 4,74 2,44 3,53 3,65 9,44 2,09 4,70 

VB19 2,73 3,75 2,67 1,47 2,28 2,08 1,83 3,23 

VB20 3,08 3,81 3,63 1,96 4,36 2,80 1,86 4,10 

VB21 12,97 18,57 8,69 8,85 9,21 1,99 5,91 1,73 

VB22 2,63 5,21 17,02 16,35 19,40 21,05 18,58 10,82 

VB23 0,46 1,46 0,26 4,00 2,38 0,24 1,77 1,12 

VB24 1,44 1,37 0,16 0,62 0,12 0,19 0,10 0,26 
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Tabela A.3. Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do 

sangue periférico do paciente com diabetes mellitus tipo 1 VTR 

(número 3) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 

VB1 5,37 1,61 2,06 4,41 6,04 

VB2 5,87 10,19 4,65 4,02 3,21 

VB3 4,81 8,54 0,62 6,56 6,36 

VB4 4,17 3,34 3,75 5,73 3,89 

VB5 2,75 29,30 0,91 6,25 11,59 

VB6 0,14 6,30 3,10 9,54 9,95 

VB7 6,83 4,98 9,60 3,07 1,65 

VB8 2,48 0,00 2,07 7,15 3,31 

VB9 2,24 0,09 0,00 6,62 2,75 

VB10 2,24 0,42 0,58 1,32 2,35 

VB11 4,26 0,61 1,32 2,47 4,02 

VB12 0,26 0,00 0,00 0,28 2,19 

VB13 8,72 0,00 7,78 7,73 1,22 

VB14 4,15 1,06 0,60 6,46 5,41 

VB15 10,04 4,92 4,64 1,00 6,22 

VB16 6,73 7,75 2,84 3,93 6,95 

VB17 2,95 0,29 0,00 4,32 3,23 

VB18 4,44 6,59 5,21 5,03 3,77 

VB19 0,55 2,33 3,26 0,56 0,41 

VB20 1,03 4,26 4,30 0,82 1,82 

VB21 7,56 0,11 13,17 1,85 2,72 

VB22 6,14 5,82 25,88 5,87 7,18 

VB23 6,25 0,34 2,88 4,98 3,44 

VB24 0,02 1,16 0,79 0,03 0,31 

Tabela A.4. Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do 

sangue periférico do paciente com diabetes mellitus tipo 1 TAS 

(número 4) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+360 D+540 D+720 D+960 D+1440 D+1800 

VB1 3,06 1,13 4,35 3,59 1,54 2,12 1,71 

VB2 4,56 0,19 4,10 4,52 4,47 0,60 0,00 

VB3 5,41 7,62 4,98 4,71 3,75 0,19 3,68 

VB4 2,38 3,88 1,64 2,10 1,90 3,21 2,25 

VB5 10,36 7,89 9,95 7,27 0,18 0,13 9,14 

VB6 7,13 9,18 7,54 6,45 12,12 12,03 15,77 

VB7 5,71 9,35 3,66 4,97 8,81 4,28 4,47 

VB8 4,47 2,69 4,28 4,41 3,41 0,61 0,55 

VB9 3,62 0,11 4,00 4,58 0,10 0,11 0,13 

VB10 1,21 5,98 4,56 4,94 0,78 0,27 0,20 

VB11 2,24 2,26 0,22 3,66 0,00 0,00 0,00 

VB12 1,21 0,00 1,41 1,42 0,49 0,00 0,00 

VB13 7,72 5,14 8,24 5,95 5,23 8,88 7,76 

VB14 4,13 3,26 3,44 3,13 5,65 7,82 8,02 

VB15 6,06 4,50 5,97 4,73 4,45 4,83 12,72 

VB16 5,25 4,43 4,57 5,53 10,58 1,14 0,74 

VB17 2,91 0,14 4,06 3,27 0,29 0,23 0,07 

VB18 4,31 4,99 4,22 5,06 2,30 2,60 2,35 

VB19 0,54 2,66 0,44 0,52 2,04 2,91 2,46 

VB20 1,18 3,53 0,89 3,23 3,22 2,87 2,42 

VB21 3,33 3,65 6,31 3,94 6,72 12,07 11,71 

VB22 8,29 16,84 7,04 7,45 13,80 23,04 10,35 

VB23 4,84 0,38 4,12 4,29 7,08 9,76 2,62 

VB24 0,09 0,20 0,00 0,30 1,10 0,33 0,88 
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Tabela A.5. Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 GBA (número 5) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+660 D+840 D+1020 D+1200 D+1410 D+1600 

VB1 2,11 3,72 1,89 3,47 0,94 0,96 1,04 5,00 1,63 5,98 

VB2 4,66 4,84 5,68 7,13 6,56 0,96 4,20 10,27 4,16 13,80 

VB3 5,72 6,29 8,14 6,99 5,73 5,17 4,21 9,72 8,25 0,08 

VB4 3,01 3,06 3,15 6,32 1,72 1,28 1,63 3,41 2,67 2,63 

VB5 6,78 6,63 2,08 0,04 0,47 10,26 12,61 0,28 10,69 0,08 

VB6 7,49 8,60 8,21 8,50 3,83 9,66 12,43 0,62 8,37 0,09 

VB7 7,12 5,21 5,28 5,48 8,91 9,27 5,97 3,35 2,28 9,01 

VB8 2,54 4,60 5,83 0,00 0,00 1,27 1,52 0,00 0,97 0,00 

VB9 1,81 3,81 1,18 4,30 4,44 2,25 1,72 1,86 1,09 0,00 

VB10 1,15 1,47 0,64 0,04 0,17 0,08 0,88 0,69 0,68 2,70 

VB11 3,05 1,02 0,40 0,40 0,15 0,49 0,39 0,54 1,75 3,39 

VB12 2,20 0,53 0,00 3,01 0,00 1,12 0,37 0,00 0,12 0,57 

VB13 6,00 7,45 13,22 9,64 6,76 6,06 4,44 8,29 4,60 8,82 

VB14 5,40 3,39 6,29 6,61 5,73 4,92 4,03 2,79 5,66 0,00 

VB15 8,13 3,24 1,54 8,58 4,67 4,07 5,98 9,65 5,78 5,52 

VB16 5,36 3,95 4,22 8,13 1,05 9,29 1,28 9,67 4,82 13,64 

VB17 2,90 2,49 0,08 0,68 4,53 0,56 2,04 1,73 2,44 5,69 

VB18 3,96 6,26 2,24 2,09 3,09 1,38 2,07 4,15 1,67 2,84 

VB19 0,68 0,67 1,61 0,79 1,42 1,32 1,17 3,53 1,39 2,57 

VB20 0,71 0,62 1,61 0,99 1,66 1,35 1,13 3,82 1,54 2,99 

VB21 4,72 5,14 1,85 3,46 12,92 9,03 8,16 3,63 8,15 14,41 

VB22 7,15 7,72 7,79 5,29 20,27 15,25 11,41 14,68 17,41 0,20 

VB23 6,96 8,88 16,79 7,64 4,62 3,08 10,47 2,16 2,75 4,98 

VB24 0,40 0,39 0,28 0,40 0,35 0,93 0,86 0,15 1,13 0,00 
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Tabela A.6. Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 LTF (número 6) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 Surto D+360 D+540 D+720 D+900 D+1260 D+1440 D+1800 

VB1 2,05 2,21 4,16 2,85 1,63 1,45 2,59 1,85 4,44 1,76 

VB2 6,49 8,04 7,37 5,77 3,34 2,11 7,40 8,53 1,61 2,25 

VB3 6,24 6,33 6,70 5,82 4,28 1,46 9,44 12,74 10,33 5,28 

VB4 2,05 1,57 1,65 1,70 1,64 4,10 3,74 4,64 11,65 2,31 

VB5 9,48 3,39 0,58 8,42 11,67 14,06 12,70 6,78 0,18 4,34 

VB6 9,22 0,40 5,00 5,08 12,13 11,04 12,47 15,56 0,43 0,30 

VB7 4,88 8,64 3,08 4,43 6,75 2,27 3,45 4,33 4,81 4,40 

VB8 1,38 3,87 1,73 3,49 1,64 3,74 1,32 0,80 0,32 6,57 

VB9 1,13 1,29 3,05 2,22 0,00 0,30 0,00 0,23 0,17 0,07 

VB10 2,17 4,09 5,10 2,48 0,51 0,30 0,19 1,04 0,21 0,16 

VB11 2,53 1,76 2,31 2,59 1,30 0,00 0,00 0,32 0,41 0,16 

VB12 0,08 0,07 0,72 0,79 0,47 0,00 1,07 0,00 0,00 0,00 

VB13 7,32 8,30 8,06 4,91 5,89 6,81 4,26 3,03 8,47 12,54 

VB14 4,70 0,00 5,71 4,87 5,07 2,28 5,59 1,95 0,30 16,08 

VB15 5,05 1,73 10,18 5,74 3,71 5,88 6,45 0,98 1,12 2,60 

VB16 7,51 8,65 10,95 6,44 2,76 6,42 7,38 1,08 2,51 1,52 

VB17 1,80 1,64 0,07 3,33 1,45 1,79 1,53 0,55 0,17 0,08 

VB18 2,43 3,46 2,59 4,23 2,47 2,05 0,66 3,93 5,02 2,44 

VB19 1,25 1,44 1,37 0,83 1,60 2,06 1,67 4,34 5,63 2,71 

VB20 2,13 3,62 1,78 3,13 1,59 3,36 3,20 4,16 5,67 1,62 

VB21 6,41 9,43 7,04 4,66 7,66 4,44 2,74 10,91 3,17 5,01 

VB22 8,26 11,68 7,11 10,00 13,40 18,16 10,77 11,75 32,87 27,12 

VB23 5,11 8,09 3,43 6,03 8,21 5,42 0,62 0,31 0,18 0,39 

VB24 0,35 0,29 0,26 0,19 0,82 0,49 0,75 0,20 0,34 0,31 
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Tabela A.7. Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 MTM (número 7) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+750 D+930 D+1080 D+1260 

VB1 2,88 3,75 3,39 4,80 1,32 1,19 1,46 1,25 

VB2 4,64 6,17 10,65 5,15 4,97 1,13 7,63 0,15 

VB3 4,50 1,34 3,44 5,43 9,27 8,60 8,17 1,69 

VB4 1,79 2,11 2,05 2,06 2,88 2,75 2,67 2,90 

VB5 0,14 0,10 6,03 1,57 4,90 9,50 10,24 14,06 

VB6 0,93 9,11 0,07 6,48 9,80 13,55 7,44 14,29 

VB7 4,15 3,66 1,91 3,48 3,08 7,10 3,94 2,17 

VB8 8,05 1,84 0,85 2,70 1,47 1,90 2,37 0,34 

VB9 1,85 0,09 0,52 3,12 0,79 0,58 0,00 0,47 

VB10 3,25 0,10 1,33 2,54 0,62 1,96 2,66 0,44 

VB11 1,18 0,10 0,09 0,32 0,17 0,44 0,65 0,11 

VB12 0,18 0,00 0,00 1,75 0,45 1,21 0,73 0,00 

VB13 11,00 8,92 11,72 6,44 5,89 4,24 3,23 8,47 

VB14 4,29 0,05 4,37 2,69 3,03 1,67 4,03 1,05 

VB15 7,30 0,00 0,00 1,95 1,00 2,61 2,15 2,46 

VB16 6,54 12,03 11,37 5,80 0,97 5,46 7,24 4,64 

VB17 3,15 0,44 0,15 2,65 0,64 0,20 2,47 0,14 

VB18 5,46 2,23 1,99 4,94 3,99 2,57 4,50 1,97 

VB19 1,79 2,10 1,78 1,44 2,32 1,33 1,28 2,06 

VB20 5,34 6,34 3,53 6,16 7,61 4,80 5,77 4,50 

VB21 4,67 10,43 13,40 5,47 10,98 7,97 5,98 14,90 

VB22 12,89 27,97 20,96 14,57 20,51 14,72 13,82 20,56 

VB23 2,83 0,10 0,32 5,04 1,81 3,87 0,60 1,00 

VB24 1,17 0,99 0,08 3,46 1,53 0,64 0,97 0,38 
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Tabela A.8.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 PMR (número 8) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1260 D+1440 D+1800 

VB1 0,89 1,43 2,91 3,15 3,65 1,69 4,93 2,82 2,00 1,87 

VB2 4,67 4,97 4,04 1,15 3,97 5,90 4,27 0,93 7,02 0,11 

VB3 5,56 6,01 5,55 5,97 4,91 6,75 6,32 6,03 2,00 6,17 

VB4 6,77 3,79 4,38 2,87 3,32 3,34 6,09 2,44 4,30 3,22 

VB5 4,07 8,60 7,33 7,38 8,72 5,96 4,10 0,30 9,36 25,67 

VB6 8,68 9,72 6,71 7,08 0,64 10,19 8,96 5,04 1,35 0,31 

VB7 1,89 6,11 5,10 4,36 5,34 2,94 3,11 6,93 6,01 4,36 

VB8 4,96 5,01 4,35 5,22 3,31 5,74 2,05 2,29 0,00 1,56 

VB9 4,65 1,48 2,54 4,60 6,67 1,07 0,21 0,11 0,09 0,70 

VB10 0,42 2,73 2,62 0,02 2,84 1,68 0,57 1,22 0,29 0,62 

VB11 2,86 2,36 3,66 0,02 4,89 1,46 0,07 0,21 1,51 1,79 

VB12 2,41 2,47 1,93 2,10 3,11 1,31 0,00 0,00 0,30 0,00 

VB13 8,00 7,00 5,46 9,54 6,28 10,47 16,60 13,94 9,07 13,76 

VB14 5,24 3,30 3,84 6,68 3,92 3,49 0,06 2,31 3,58 0,86 

VB15 6,82 5,93 7,07 7,37 8,04 0,29 0,63 22,03 6,00 0,00 

VB16 5,48 2,40 3,64 5,99 4,55 3,96 0,31 16,59 0,68 1,79 

VB17 3,45 4,83 4,13 3,67 4,34 4,22 5,29 0,00 0,23 1,62 

VB18 5,24 4,57 5,31 5,97 6,12 4,70 1,27 3,14 2,56 3,80 

VB19 0,58 0,43 0,35 0,53 0,49 0,40 0,84 3,41 2,98 3,72 

VB20 0,72 0,52 3,15 0,88 1,83 2,14 0,88 3,47 5,28 4,02 

VB21 5,49 4,87 4,20 3,97 3,78 5,96 14,05 3,94 13,45 17,08 

VB22 5,81 7,33 5,09 7,10 5,86 8,35 19,27 2,60 20,86 6,58 

VB23 5,20 4,03 6,22 4,32 3,02 6,86 0,00 0,14 0,93 0,25 

VB24 0,12 0,09 0,43 0,05 0,41 1,12 0,14 0,12 0,17 0,15 
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Tabela A.9.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 WSL (número 9) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+1800 

VB1 3,70 4,30 3,58 6,96 1,68 

VB2 3,94 3,55 5,54 6,17 7,84 

VB3 5,38 17,30 8,83 2,84 16,65 

VB4 1,89 3,58 2,04 2,22 2,37 

VB5 9,10 0,10 6,47 4,15 0,12 

VB6 7,72 9,88 7,94 11,89 0,31 

VB7 4,59 2,05 1,55 1,29 2,30 

VB8 3,44 0,00 1,00 0,09 0,00 

VB9 2,33 2,47 1,34 4,63 0,11 

VB10 6,32 4,97 0,98 6,43 0,39 

VB11 1,38 0,76 0,38 1,34 0,32 

VB12 0,80 0,00 0,00 0,46 0,00 

VB13 4,82 4,77 5,15 6,76 9,67 

VB14 3,57 0,54 3,21 5,61 0,15 

VB15 4,61 3,90 2,55 8,01 2,53 

VB16 4,97 11,38 8,28 5,13 1,29 

VB17 2,75 1,17 1,32 4,09 0,12 

VB18 3,58 2,18 3,97 3,21 2,65 

VB19 1,68 2,21 2,25 0,54 2,44 

VB20 5,95 3,72 6,01 4,11 6,87 

VB21 4,74 3,29 7,53 2,40 15,15 

VB22 8,24 9,75 13,47 11,36 25,99 

VB23 4,33 7,25 5,01 0,25 0,80 

VB24 0,15 0,89 1,61 0,07 0,24 
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Tabela A.10.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 RAOA (número 10) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+1260 D+1440 D+1620 D+1800 

VB1 0,78 2,10 1,25 4,24 2,49 1,34 2,06 1,33 3,55 

VB2 4,99 3,36 0,47 5,09 7,18 0,94 6,15 6,59 1,23 

VB3 6,46 3,92 2,40 6,37 9,56 2,23 12,33 8,44 6,05 

VB4 2,08 5,82 4,36 1,74 1,41 3,60 4,56 3,23 4,20 

VB5 10,26 11,72 18,92 9,28 7,78 2,56 0,17 13,01 2,67 

VB6 8,38 27,96 21,50 7,17 9,16 9,91 16,41 8,58 28,82 

VB7 3,72 5,72 5,76 5,79 7,98 11,83 4,83 3,73 5,73 

VB8 2,54 0,00 0,00 2,30 1,57 1,80 5,79 1,11 2,41 

VB9 2,02 0,19 0,07 0,03 1,69 0,10 0,17 0,12 0,14 

VB10 4,61 0,24 0,09 0,06 0,59 0,21 0,70 1,31 0,41 

VB11 3,25 0,00 0,61 0,96 0,22 1,81 0,00 0,63 0,20 

VB12 0,76 0,00 0,00 0,65 0,00 0,48 0,00 0,00 0,00 

VB13 7,47 18,57 8,11 5,68 6,97 7,64 0,00 5,27 20,95 

VB14 4,24 1,36 2,64 4,69 0,00 8,40 0,00 7,52 0,00 

VB15 7,55 0,38 0,10 7,27 9,98 3,09 2,10 5,64 0,21 

VB16 6,83 0,39 5,06 6,06 3,32 2,50 0,54 6,62 1,58 

VB17 4,17 0,21 0,07 3,76 4,17 0,06 0,09 2,85 0,12 

VB18 1,89 5,22 1,88 5,20 0,76 2,17 2,80 2,85 4,20 

VB19 0,77 5,49 2,06 0,66 0,81 2,16 2,94 1,48 4,04 

VB20 1,82 5,39 2,09 3,48 0,93 2,60 2,98 2,69 3,91 

VB21 3,98 0,69 5,44 5,59 9,90 7,64 3,95 5,46 3,01 

VB22 7,41 0,77 16,16 9,17 10,74 21,69 27,91 8,70 6,14 

VB23 3,41 0,25 0,45 4,25 2,74 4,41 2,97 2,23 0,27 

VB24 0,62 0,25 0,51 0,51 0,03 0,84 0,56 0,60 0,16 
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Tabela A.11.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 RRS (número 11) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1260 D+1560 D+1800 

VB1 0,50 1,73 2,92 2,73 2,30 3,31 2,76 3,41 3,59 2,81 

VB2 5,55 3,53 4,98 5,05 5,94 4,49 0,23 6,07 0,17 0,25 

VB3 6,03 7,33 5,47 8,55 5,75 3,23 2,97 6,79 0,85 0,88 

VB4 5,58 4,34 5,10 4,80 3,00 3,70 3,91 3,92 5,76 3,69 

VB5 6,67 9,62 7,56 10,04 9,82 0,68 1,33 9,01 6,22 0,22 

VB6 7,39 4,58 7,21 3,87 9,79 7,62 7,03 14,44 1,29 2,23 

VB7 6,33 7,61 6,34 5,26 4,65 4,23 5,25 12,06 5,76 4,11 

VB8 2,11 1,82 4,35 1,24 1,09 0,00 0,00 2,58 0,00 0,00 

VB9 1,65 0,74 3,08 0,80 0,19 0,34 0,27 0,25 0,17 0,14 

VB10 2,41 1,61 0,60 0,04 2,78 0,39 0,28 1,32 0,30 0,22 

VB11 3,49 0,95 0,99 0,98 0,47 0,46 0,52 0,40 0,21 0,25 

VB12 1,16 1,83 1,39 0,00 1,12 0,00 0,73 0,00 0,00 0,00 

VB13 7,23 8,56 6,22 8,35 4,16 2,50 17,97 6,82 10,73 8,82 

VB14 0,68 2,61 3,61 4,50 5,74 1,14 0,38 2,00 2,03 9,07 

VB15 8,91 0,55 6,99 6,27 2,79 6,54 0,57 1,97 2,00 3,30 

VB16 5,86 7,09 3,33 3,24 0,19 0,30 0,22 0,64 0,97 0,29 

VB17 2,19 1,19 0,06 2,32 1,15 0,41 0,30 0,19 0,00 0,00 

VB18 7,01 3,53 4,70 6,01 8,53 4,21 4,63 2,98 5,14 4,18 

VB19 0,89 1,07 0,76 0,88 1,69 4,32 3,67 2,48 5,49 4,12 

VB20 1,30 1,55 3,35 2,73 4,35 4,62 4,01 2,51 7,02 4,24 

VB21 3,93 6,75 6,10 8,53 10,07 10,02 26,42 1,95 22,19 2,44 

VB22 7,30 10,95 7,48 7,08 13,24 34,96 14,87 14,75 19,11 24,64 

VB23 5,08 9,91 6,90 6,51 0,10 0,23 0,23 2,29 0,66 16,75 

VB24 0,76 0,52 0,49 0,22 1,09 2,31 1,45 1,17 0,36 7,36 
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Tabela A.12.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 ALSR (número 12) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1620 D+1800 

VB1 1,37 1,64 1,77 0,90 0,92 1,77 1,66 2,47 1,07 

VB2 5,40 5,37 3,12 8,14 5,26 7,81 9,42 7,37 10,41 

VB3 5,32 7,57 7,16 11,57 7,24 10,91 7,00 5,37 8,86 

VB4 3,71 1,83 1,83 2,14 2,31 2,44 4,38 3,58 3,42 

VB5 8,57 5,28 8,56 4,80 6,41 1,24 6,61 11,56 5,91 

VB6 1,22 17,72 11,12 7,93 14,75 1,19 12,70 0,93 10,73 

VB7 6,85 7,47 4,39 2,60 2,54 7,27 6,15 5,32 4,13 

VB8 1,98 0,00 4,07 0,89 3,71 0,23 0,00 0,10 0,77 

VB9 0,57 1,06 0,18 0,26 0,79 1,62 0,19 0,99 0,13 

VB10 0,87 0,96 1,65 1,16 1,79 2,00 3,45 0,11 0,13 

VB11 3,70 0,24 3,00 0,12 0,94 1,32 0,09 2,47 0,15 

VB12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,47 0,12 1,53 0,31 0,00 

VB13 8,84 7,14 5,80 5,72 6,81 7,67 3,78 4,95 0,83 

VB14 6,52 6,09 5,31 6,14 7,06 5,38 5,73 6,66 1,14 

VB15 9,34 6,68 8,18 7,55 3,73 4,80 3,55 5,84 7,45 

VB16 4,87 1,71 5,41 8,94 4,42 1,58 0,95 8,37 0,07 

VB17 1,10 1,52 0,16 0,27 2,24 1,01 1,39 2,44 0,00 

VB18 2,37 2,36 2,19 2,41 5,05 2,60 2,81 2,44 2,56 

VB19 1,64 1,73 1,17 2,29 1,37 2,54 2,15 1,56 3,08 

VB20 2,39 1,87 1,36 2,44 1,61 3,35 2,30 1,54 2,25 

VB21 6,45 9,34 6,89 7,09 4,18 8,27 6,66 4,33 1,21 

VB22 11,08 11,60 10,64 16,09 12,07 21,05 17,19 15,96 27,35 

VB23 5,10 0,19 5,34 0,21 4,12 3,64 0,10 5,23 7,86 

VB24 0,72 0,63 0,71 0,35 0,21 0,18 0,19 0,09 0,52 
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Tabela A.13.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 JFA (número 13) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+1080 D+1440 

VB1 0,43 1,40 3,24 5,39 2,21 1,51 2,69 

VB2 4,44 4,83 4,87 6,57 3,28 5,72 3,07 

VB3 4,87 6,29 0,05 8,02 8,13 9,34 0,00 

VB4 1,78 1,00 1,32 1,47 2,65 2,22 3,52 

VB5 8,04 6,54 6,75 3,39 11,22 1,48 1,71 

VB6 12,10 10,27 11,81 0,50 7,09 13,55 11,22 

VB7 3,98 3,66 6,35 1,31 3,47 4,90 4,15 

VB8 1,37 3,01 0,00 0,78 0,00 0,48 0,00 

VB9 0,26 1,82 1,86 0,36 1,68 0,14 0,25 

VB10 2,40 1,93 3,32 0,05 2,93 0,11 0,00 

VB11 3,16 0,30 0,14 0,07 0,24 0,15 0,89 

VB12 0,79 0,79 0,00 1,35 1,18 1,83 0,00 

VB13 4,27 5,58 5,55 6,50 3,47 6,51 10,04 

VB14 4,08 4,15 4,46 2,75 4,37 1,80 4,99 

VB15 5,25 7,76 7,88 10,59 3,62 5,03 2,58 

VB16 5,15 7,01 6,43 8,46 2,29 3,93 6,91 

VB17 0,09 0,77 1,51 1,01 3,31 0,20 1,25 

VB18 5,51 4,89 5,40 5,34 7,64 3,41 3,71 

VB19 1,05 1,00 1,07 1,22 1,65 1,93 3,68 

VB20 5,05 1,08 2,04 3,99 4,45 2,76 5,43 

VB21 5,71 6,70 6,61 7,35 7,52 6,47 13,32 

VB22 12,78 12,19 11,21 15,93 13,76 18,35 19,56 

VB23 5,17 4,62 5,50 7,03 0,77 7,46 0,70 

VB24 2,26 2,41 2,64 0,57 3,05 0,74 0,33 
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Tabela A.14.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 MGB (número 14) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+1080 D+1260 D+1440 D+1560 D+1800 

VB1 1,15 3,32 3,22 5,63 2,67 2,25 2,47 2,12 2,04 

VB2 4,78 4,21 4,52 9,10 6,22 8,26 6,38 0,00 11,06 

VB3 6,64 4,71 5,18 8,07 12,03 8,42 12,15 8,60 11,61 

VB4 1,48 1,82 1,47 3,01 4,16 2,98 3,57 2,26 1,92 

VB5 11,33 7,07 6,52 10,94 6,83 11,85 0,14 1,14 2,37 

VB6 5,49 8,09 7,02 13,53 2,17 19,73 0,16 0,71 6,43 

VB7 4,48 5,98 7,19 10,64 3,31 2,87 2,86 10,07 2,68 

VB8 2,10 2,71 3,43 5,73 0,00 0,00 7,66 0,50 2,47 

VB9 0,57 2,17 3,62 4,74 0,20 0,11 0,00 0,00 0,11 

VB10 1,93 6,38 4,52 0,00 1,57 1,61 0,26 3,88 5,95 

VB11 1,01 2,30 3,82 0,08 0,88 2,06 0,13 6,20 3,44 

VB12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

VB13 4,63 4,28 1,79 0,00 8,94 4,49 4,58 7,87 4,68 

VB14 4,29 3,76 2,77 0,12 3,89 4,37 4,49 3,08 6,50 

VB15 7,56 7,45 6,47 5,23 2,24 4,51 5,39 3,90 2,23 

VB16 5,19 5,10 6,39 2,04 0,57 5,45 3,73 0,99 13,39 

VB17 3,38 1,90 3,41 0,27 1,49 1,13 0,29 3,08 0,08 

VB18 4,21 4,40 4,36 1,64 4,43 2,24 2,58 4,08 4,65 

VB19 1,18 1,00 0,99 1,75 2,85 1,50 2,47 2,29 2,03 

VB20 2,85 2,47 4,23 1,76 3,26 2,94 2,67 2,83 2,36 

VB21 7,08 5,12 6,35 1,02 9,82 2,68 4,80 8,75 2,54 

VB22 10,26 8,98 6,57 0,16 21,84 7,93 27,96 24,83 9,41 

VB23 7,46 6,03 4,81 7,14 0,45 1,52 4,45 2,33 0,78 

VB24 0,94 0,74 1,36 7,39 0,16 1,13 0,82 0,51 1,27 
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Tabela A.15.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 ISJ (número 15) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1350 D+1800 

VB1 0,88 1,31 1,32 3,31 1,42 4,81 3,69 3,34 3,81 

VB2 1,14 3,78 7,76 0,00 3,77 1,23 6,07 0,75 0,45 

VB3 8,74 5,33 8,24 1,92 4,54 9,94 1,52 1,59 11,48 

VB4 2,10 1,28 1,89 4,78 3,02 6,05 4,62 3,90 4,01 

VB5 8,91 9,43 2,88 3,21 16,78 1,70 0,26 3,36 0,37 

VB6 12,40 12,53 11,09 6,32 9,48 5,16 6,05 23,42 2,42 

VB7 3,75 6,29 2,77 4,45 3,51 7,13 4,53 3,99 8,72 

VB8 0,36 2,97 1,20 0,31 0,44 0,00 0,00 0,00 0,65 

VB9 0,00 0,16 0,39 0,00 0,12 0,00 0,00 0,18 0,86 

VB10 0,00 0,17 0,41 0,24 1,11 1,28 1,09 0,28 0,27 

VB11 1,08 0,67 1,76 0,47 0,12 0,42 0,00 0,24 0,17 

VB12 0,00 0,00 0,92 0,68 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 

VB13 6,38 3,09 3,61 0,53 7,64 4,30 9,23 2,77 4,59 

VB14 0,00 4,47 5,93 7,61 0,53 1,91 7,26 1,63 0,00 

VB15 4,69 8,41 6,54 2,71 1,03 2,73 1,52 5,30 1,24 

VB16 0,74 7,04 2,68 0,88 1,30 1,58 6,28 0,75 5,28 

VB17 0,26 0,37 1,02 0,00 0,84 0,26 0,00 0,25 2,39 

VB18 2,06 1,40 1,73 3,29 7,44 5,43 5,21 3,52 4,58 

VB19 1,97 1,14 1,27 2,99 2,70 6,20 4,86 4,11 4,12 

VB20 1,74 2,19 3,60 3,22 2,81 6,32 4,21 3,22 5,12 

VB21 6,22 5,78 8,55 9,69 9,50 0,93 8,27 10,23 17,69 

VB22 24,66 13,46 18,85 35,72 17,83 30,81 24,82 21,46 19,91 

VB23 9,04 5,78 4,20 0,00 0,95 1,29 0,21 4,60 0,84 

VB24 2,89 2,93 1,41 7,68 2,85 0,52 0,29 1,12 1,04 
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Tabela A.16.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 HFG (número 16) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1190 D+1440 D+1800 

VB1 2,09 1,91 1,79 2,10 1,16 1,42 1,77 1,72 0,89 

VB2 7,17 6,03 6,02 3,94 2,74 3,15 3,92 4,55 7,16 

VB3 5,99 5,38 5,55 7,02 8,91 3,84 4,14 5,75 7,82 

VB4 1,87 1,88 1,78 3,21 3,62 1,55 1,98 2,19 3,28 

VB5 0,07 9,99 7,47 9,70 10,82 14,29 9,29 10,33 8,05 

VB6 11,39 11,14 10,71 9,49 8,64 13,00 17,42 19,39 10,76 

VB7 7,62 7,25 3,33 5,79 2,03 1,98 7,69 6,08 3,49 

VB8 1,72 1,94 3,05 0,97 0,00 0,83 2,41 1,39 0,00 

VB9 0,08 0,87 0,92 0,08 0,26 0,19 0,00 0,00 0,56 

VB10 1,72 0,09 3,40 2,29 0,20 1,14 0,00 0,32 6,39 

VB11 0,22 0,75 0,89 1,18 0,00 1,19 0,70 0,71 1,11 

VB12 0,91 0,18 0,00 0,77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 

VB13 6,13 4,61 3,57 5,23 5,32 5,90 8,56 7,87 8,01 

VB14 5,94 5,22 3,78 4,15 6,20 8,38 2,42 2,39 5,27 

VB15 5,40 6,21 5,55 5,85 6,38 4,58 1,88 3,19 1,01 

VB16 8,77 7,44 8,88 4,41 9,63 4,23 0,37 3,41 4,73 

VB17 3,85 1,27 3,61 0,59 0,47 0,33 1,37 0,31 0,30 

VB18 1,95 3,19 3,63 1,29 2,35 2,12 2,22 3,04 2,74 

VB19 1,30 0,93 0,88 1,32 1,56 1,64 2,26 2,19 2,10 

VB20 2,96 1,78 3,50 1,34 2,12 3,18 5,06 2,99 2,28 

VB21 5,17 5,52 4,96 7,80 2,78 11,39 9,15 3,73 2,61 

VB22 11,93 10,10 10,18 15,92 16,71 15,54 16,99 16,93 20,70 

VB23 4,70 3,51 4,01 3,03 7,95 0,00 0,00 0,78 0,28 

VB24 1,05 2,79 2,55 2,50 0,13 0,11 0,41 0,76 0,26 
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Tabela A.17.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 RLFS (número 17) pré e pós-TACTH. 

Famílias D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1260 D+1440 D+1800 

VB1 1,33 5,16 1,79 4,28 1,19 4,96 2,43 4,26 3,40 

VB2 4,77 7,87 2,71 6,11 3,95 6,94 5,90 0,41 4,25 

VB3 3,17 5,56 0,49 5,69 0,43 0,73 0,25 0,83 2,46 

VB4 1,73 2,29 2,57 2,00 3,39 2,15 3,12 3,37 3,53 

VB5 16,08 3,91 24,64 5,50 12,89 8,92 22,40 0,74 1,04 

VB6 12,32 6,25 10,25 8,55 9,48 10,19 7,38 2,35 20,74 

VB7 5,17 4,87 2,65 6,46 4,17 6,52 5,15 6,40 4,72 

VB8 0,85 0,76 0,76 3,10 0,00 1,83 1,03 0,28 2,31 

VB9 0,00 0,80 0,12 3,40 0,91 2,48 1,76 1,25 0,13 

VB10 0,15 0,78 0,54 2,17 1,23 2,66 0,59 1,03 0,73 

VB11 1,93 0,69 0,97 0,29 1,89 1,29 0,58 0,60 0,22 

VB12 0,00 0,62 0,00 0,21 0,00 0,07 0,30 2,24 0,00 

VB13 0,96 4,08 0,90 3,39 9,30 5,31 7,78 11,08 9,69 

VB14 2,62 8,10 0,40 5,06 8,26 7,01 9,37 9,36 1,72 

VB15 1,49 4,86 2,92 6,31 1,10 1,00 4,35 1,21 0,60 

VB16 1,11 7,23 1,96 0,00 4,07 4,19 1,83 0,88 4,79 

VB17 0,00 4,24 1,06 2,63 3,30 2,58 3,93 0,60 0,11 

VB18 3,54 6,79 3,62 7,05 6,70 3,91 7,52 4,90 3,68 

VB19 1,83 1,67 2,23 1,34 3,22 2,01 2,91 3,58 2,54 

VB20 2,79 3,52 2,62 4,76 3,10 5,07 3,78 3,92 2,39 

VB21 8,79 6,33 9,16 2,87 1,04 5,30 3,65 10,49 11,27 

VB22 23,13 7,72 26,45 12,24 18,13 10,78 2,80 13,66 18,98 

VB23 5,84 5,52 0,64 4,24 1,72 3,24 0,80 16,36 0,59 

VB24 0,40 0,37 0,55 2,35 0,54 0,83 0,41 0,24 0,11 
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Tabela A.18.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 CPS (número 18) pré e pós-TACTH. 

Famílias D+360 D+540 D+720 D+900 D+1440 D+1800 

VB1 1,66 1,64 1,94 1,39 3,51 1,54 

VB2 4,81 4,16 3,64 0,00 1,61 2,70 

VB3 7,49 5,28 4,72 3,11 2,87 6,86 

VB4 2,99 2,57 2,16 2,70 4,16 3,96 

VB5 9,71 7,89 6,37 9,94 4,48 12,77 

VB6 18,79 11,48 9,60 6,93 0,20 7,56 

VB7 4,33 4,42 5,95 3,50 4,59 2,29 

VB8 0,00 1,56 1,13 1,34 0,00 0,00 

VB9 0,00 0,49 1,03 0,54 0,24 0,11 

VB10 0,59 0,91 1,38 1,36 1,02 3,04 

VB11 0,93 1,55 4,44 3,42 1,52 0,92 

VB12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,31 

VB13 2,77 5,05 3,46 3,33 5,70 7,41 

VB14 0,24 2,35 3,17 4,85 2,42 4,59 

VB15 4,57 4,69 5,71 5,62 5,08 5,97 

VB16 2,85 2,79 5,94 7,12 4,03 5,31 

VB17 0,79 0,57 0,00 2,58 0,31 0,10 

VB18 3,29 3,31 6,51 4,01 4,23 2,15 

VB19 2,21 1,95 1,27 1,61 4,37 2,12 

VB20 3,21 2,84 3,52 2,12 4,48 2,24 

VB21 9,39 11,29 7,11 8,04 6,01 6,65 

VB22 15,87 19,50 12,13 17,54 37,60 18,42 

VB23 2,13 2,10 5,71 6,24 1,23 2,02 

VB24 1,39 1,60 3,09 2,70 0,33 0,95 
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Tabela A.19.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do 

sangue periférico do paciente com diabetes mellitus tipo 1 TDP 

(número 19) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 

VB1 2,69 3,76 1,77 2,56 2,31 2,99 

VB2 1,96 6,66 6,85 0,94 5,23 0,87 

VB3 1,40 6,72 1,64 0,50 0,83 0,85 

VB4 3,07 1,96 1,74 3,87 3,89 2,66 

VB5 12,89 3,02 10,33 5,21 12,10 16,94 

VB6 3,54 1,76 12,51 0,34 12,62 0,35 

VB7 4,87 6,13 1,62 8,86 4,25 5,50 

VB8 0,00 0,59 0,34 0,27 0,00 0,00 

VB9 0,15 3,35 0,11 0,00 0,08 0,43 

VB10 0,85 4,66 0,24 0,84 1,14 0,35 

VB11 1,81 0,60 0,45 0,24 0,33 0,29 

VB12 0,00 1,20 0,09 0,50 1,62 0,08 

VB13 7,72 5,02 5,11 13,34 8,05 6,13 

VB14 1,27 5,84 7,28 4,27 6,95 0,00 

VB15 3,11 5,70 6,53 13,60 2,57 3,32 

VB16 8,99 6,99 9,00 21,24 4,25 2,92 

VB17 0,97 4,34 1,36 1,29 1,46 0,08 

VB18 4,72 4,75 1,57 3,96 2,43 3,53 

VB19 2,58 1,13 1,43 3,71 2,45 3,17 

VB20 3,20 1,26 1,97 4,32 2,24 3,03 

VB21 5,44 2,64 6,53 1,59 5,83 17,78 

VB22 25,84 14,63 11,67 7,85 18,38 28,05 

VB23 2,29 7,01 7,72 0,30 0,92 0,28 

VB24 0,64 0,28 2,14 0,43 0,07 0,41 

Tabela A.20.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do 

sangue periférico do paciente com diabetes mellitus tipo 1 MQS 

(número 20) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-TX D+180 D+540 D+900 

VB1 4,35 2,08 1,47 2,72 

VB2 3,72 16,90 0,00 0,97 

VB3 1,79 8,43 16,71 5,08 

VB4 6,41 5,80 7,32 2,94 

VB5 0,95 0,12 24,98 0,15 

VB6 1,11 0,31 0,23 39,06 

VB7 13,15 3,53 5,27 3,73 

VB8 0,18 0,00 0,30 0,00 

VB9 0,38 0,10 0,00 0,11 

VB10 0,28 0,14 0,00 1,31 

VB11 0,54 1,03 1,63 0,00 

VB12 0,00 0,00 0,00 0,00 

VB13 5,17 10,86 1,21 4,89 

VB14 0,88 0,10 0,00 0,80 

VB15 7,11 6,00 1,03 2,64 

VB16 4,28 8,72 1,04 9,09 

VB17 1,37 0,20 1,32 1,91 

VB18 7,76 2,92 4,47 4,12 

VB19 7,20 3,07 4,44 3,17 

VB20 6,20 3,13 4,77 2,89 

VB21 0,59 4,15 2,77 13,86 

VB22 23,84 20,49 20,41 0,15 

VB23 2,22 1,73 0,25 0,00 

VB24 0,54 0,20 0,40 0,40 
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Tabela A.21.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico do 

paciente com diabetes mellitus tipo 1 TKF (número 21) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+180 D+360 D+540 D+720 D+900 D+1080 D+1440 

VB1 2,54 3,97 0,76 6,46 7,21 5,11 1,42 1,18 

VB2 5,63 1,53 5,48 5,70 10,42 5,37 8,63 8,91 

VB3 4,69 11,58 6,32 4,73 2,24 0,10 10,82 5,30 

VB4 1,53 3,53 2,31 5,36 5,16 2,84 3,13 2,13 

VB5 7,23 6,36 10,39 0,23 12,58 8,98 5,84 0,17 

VB6 7,91 4,20 14,92 0,29 0,28 16,18 13,78 1,06 

VB7 4,39 2,76 3,91 4,74 4,42 4,44 2,35 2,28 

VB8 3,10 0,00 0,85 0,00 0,00 0,00 0,41 3,12 

VB9 0,95 0,16 0,07 0,24 0,47 0,11 0,07 1,80 

VB10 1,98 1,20 2,60 6,01 1,19 1,13 0,64 5,49 

VB11 3,13 0,00 4,12 0,40 0,67 0,26 0,08 8,16 

VB12 0,00 0,00 0,00 0,00 1,02 0,00 1,48 1,19 

VB13 5,08 0,37 3,81 7,82 0,00 4,61 5,98 4,24 

VB14 3,24 0,57 5,53 0,00 7,52 1,98 7,34 7,56 

VB15 6,27 2,56 2,88 4,03 8,13 3,24 5,71 10,38 

VB16 1,92 1,25 1,00 3,08 12,90 10,83 6,52 11,30 

VB17 3,44 0,00 2,68 0,93 3,88 2,36 1,70 4,54 

VB18 5,32 7,39 5,24 9,41 3,25 6,39 2,09 3,10 

VB19 1,41 3,47 1,79 4,42 3,62 1,87 2,16 1,92 

VB20 4,24 3,54 5,16 10,62 4,11 2,50 2,13 3,44 

VB21 5,47 21,93 8,37 15,11 5,08 3,54 2,35 1,67 

VB22 14,43 23,46 10,98 6,90 1,32 16,24 11,71 9,70 

VB23 3,82 0,00 0,40 1,16 2,06 0,90 3,40 1,08 

VB24 2,27 0,17 0,43 2,36 2,47 1,01 0,26 0,26 
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Tabela A.22.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do 

sangue periférico do paciente com diabetes mellitus tipo 1 MSG 

(número 22) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+840 D+1440 

VB1 2,90 0,07 3,97 

VB2 7,33 3,67 6,28 

VB3 7,83 10,65 10,64 

VB4 2,11 3,57 5,33 

VB5 3,88 11,06 5,97 

VB6 9,43 18,61 17,40 

VB7 4,27 6,73 6,33 

VB8 1,60 0,00 2,26 

VB9 0,11 0,00 0,00 

VB10 3,54 3,75 0,90 

VB11 0,55 0,64 1,46 

VB12 0,49 0,00 0,21 

VB13 4,18 9,13 3,95 

VB14 5,42 6,70 5,13 

VB15 5,01 0,88 3,84 

VB16 9,94 0,41 10,73 

VB17 2,02 0,00 0,99 

VB18 1,64 2,59 2,65 

VB19 1,43 1,51 2,60 

VB20 1,83 1,91 2,59 

VB21 5,28 0,00 0,51 

VB22 14,03 17,98 5,00 

VB23 3,69 0,07 0,87 

VB24 1,52 0,07 0,40 

Tabela A.23.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do 

sangue periférico do paciente com diabetes mellitus tipo 1 ECP 

(número 23) pré e pós-TACTH. 

Famílias Pré-Tx D+720 

VB1 2,55 2,37 

VB2 4,08 0,33 

VB3 2,68 0,40 

VB4 3,32 3,86 

VB5 18,57 0,51 

VB6 14,55 0,28 

VB7 13,94 4,02 

VB8 0,19 0,00 

VB9 0,00 0,15 

VB10 1,93 1,41 

VB11 0,09 0,30 

VB12 0,00 0,00 

VB13 6,44 0,10 

VB14 0,60 0,27 

VB15 0,55 8,20 

VB16 4,93 4,80 

VB17 0,00 0,28 

VB18 3,10 3,97 

VB19 3,24 4,41 

VB20 3,82 4,07 

VB21 6,35 22,80 

VB22 8,60 37,10 

VB23 0,20 0,14 

VB24 0,27 0,22 
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Tabela A.24.  Frequência das famílias Vβ do TCR em linfócitos T do sangue periférico de 

indivíduos sadios. 

 

Famílias Controle 1 Controle 2 Controle 3 Controle 4 Controle 5 Controle 6 Controle 7 

VB1 2,39 1,49 4,02 1,55 1,85 3,66 0,89 

VB2 7,12 6,26 5,16 4,14 5,46 8,43 6,24 

VB3 5,43 0,02 4,69 7,06 8,44 11,95 4,86 

VB4 3,41 7,22 1,79 1,74 1,23 1,92 0,85 

VB5 9,57 0,03 10,75 13,95 12,33 1,76 4,94 

VB6 2,54 0,78 2,53 9,33 5,89 8,68 9,51 

VB7 2,74 0,56 5,66 6,80 8,35 0,68 3,24 

VB8 0,32 9,26 4,22 3,74 4,68 1,57 4,67 

VB9 2,80 7,93 4,13 1,89 2,73 0,12 2,34 

VB10 1,40 8,48 0,89 5,06 0,07 0,36 0,67 

VB11 2,62 0,57 1,74 0,68 2,89 4,69 0,86 

VB12 0,28 6,05 1,95 2,55 0,93 0,17 0,00 

VB13 7,80 9,64 6,61 5,81 6,38 6,95 7,74 

VB14 7,42 3,26 4,95 4,93 5,12 5,00 1,25 

VB15 4,68 9,66 6,68 1,75 4,39 6,43 5,83 

VB16 4,82 11,60 8,78 3,33 6,72 3,24 2,16 

VB17 6,99 2,17 2,29 1,74 3,82 5,79 4,39 

VB18 5,31 1,95 2,79 3,43 1,53 4,29 0,18 

VB19 0,10 0,85 0,52 0,37 0,88 0,00 0,00 

VB20 0,54 0,78 1,26 0,61 1,98 0,00 0,00 

VB21 8,48 1,02 4,42 6,84 4,18 5,79 3,52 

VB22 7,17 2,60 8,76 7,43 7,42 16,64 19,69 

VB23 6,09 7,78 5,38 5,13 2,44 1,15 13,39 

VB24 0,00 0,04 0,02 0,14 0,29 0,74 2,80 
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APÊNDICE B: Gráficos da distribuição dos fragmentos de CDR3 (CD em anexo).
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10 Anexos 

 

ANEXO I: Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO II: Controles (Sangue periférico) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

 

 

Nome do projeto de pesquisa:  
 

“Avaliação do repertório de células T em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 

submetidos ao transplante autólogo de células-tronco hematopoéticas” 

Pesquisadores responsáveis:  
 

Dra. Kelen Cristina Malmegrim de Farias. 

 

 

 

Prezado voluntário,  

 

Gostaríamos de convidá-lo a participar deste projeto de pesquisa. Este projeto faz 

parte de uma linha de pesquisa que vem sendo desenvolvida pelo corpo clínico do 

Hospital das Clínicas da FMRP-USP-RP em conjunto com os pesquisadores do Centro 

de Terapia Celular - Centro Regional de Hemoterapia do HC-FMRP-USP, com o 

objetivo de conhecer melhor as células-tronco hematopoéticas e mesenquimais, que são 

as células-tronco (também chamadas de células progenitoras ou células-mãe) da medula 

óssea (tutano do osso), essenciais para a produção do sangue. 

A sua participação é voluntária. Para participar, é necessário ler atentamente este 

documento e ouvir nossas explicações em caso de dúvidas. Se estiver interessado em 

participar, solicitaremos que assine este documento. 

 

 

Porque esta pesquisa esta sendo feita? 

Atualmente, pacientes com doenças autoimunes como o diabete melito do tipo 1 e 

a esclerose múltipla, estão sendo tratados com quimioterapia em altas doses seguida 

pelo transplante de células-tronco hematopoéticas. O objetivo dessa pesquisa é estudar 

se as células-tronco hematopoéticas e mesenquimais de pacientes com doenças 

autoimunes são iguais a de pessoas sadios ou se apresentam problemas genéticos que 

poderiam alterar suas funções e contribuir para o desenvovimento dessas doenças. Além 

disso, outro objetivo é estudar o efeito do transplante sobre as características funcionais 

e genéticas destas células. Caso aceite a participar, suas células do sangue serão 

utilizadas como controles sadios (normais) em experimentos de nossa pesquisa. 

 

 

Como será feita esta pesquisa? 

Após ter concordado em participar do estudo e ter assinado este termo de 

consentimento, será coletada uma amostra de 6 mL de seu sangue para pesquisa.  A 

coleta de sangue periférico será feita na mesma punção da veia da coleta da bolsa de 

sangue.   

 

Quais são os riscos que podem ocorrer? 
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Os riscos que podem ocorrer são a formação de hematomas e sensação dolorosa 

no local da punção. 

 

 

O que acontece se eu não aceitar em participar? 

Caso não queira participar, não haverá prejuízo nenhum para seu processo de 

doação voluntário de sangue. 

 

 

Haverá alguma despesa ou benefício com este estudo? 

Não haverá nenhuma despesa e nenhum ganho em dinheiro. O único benefício 

será o de auxiliar-nos a tentar melhorar no futuro o tratamento de pessoas com doenças 

autoimunes com o transplante de medula óssea. 

Afirmamos que os dados obtidos serão guardados de maneira sigilosa e que os 

nomes dos participantes não serão divulgados em nenhum momento. 

Qualquer dúvida sobre esta pesquisa, entrar em contato com a Dra. Kelen Cristina 

Malmegrim de Farias pelo telefone 21019300 (ramal 9605). 

. 

 

 

Eu, _____________________________________________________________, 

autorizo a retirada de 6 mL de sangue periférico para a realização de pesquisa. Fui 

informado (a) sobre o procedimento e que o volume retirado não causará dano a saúde e 

também que a finalidade dessa pesquisa é de no futuro melhorar o tratamento dos 

pacientes com doenças autoimunes que são submetidos a transplante de medula óssea. 

 

 

Ribeirão Preto, _____ de _________________ de 2013. 

 

 

 

 

 

                     __________________________________________________________ 

                           Assinatura do doador de sangue – RG 

 

 

 

 

 

     

_____________________________________________________________________ 

                                           Dra Kelen Cristina Malmegrim de Farias 

                               Pesquisadora responsável 

 


