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RESUMO

Dias AS. Estabelecimento do protocolo de armazenamento e recolonizagdo dos tecidos
timicos descelularizados [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Séo Paulo; 2022.

A sindrome de DiGeorge €é ocasionada pela delecdo do cromossomo 22g11.2,
acarretando na auséncia total ou parcial do timo. Aproximadamente 1% dos pacientes
diagnosticados com a sindrome de DiGeorge tem parcial ou completa auséncia de timo
na forma completa da sindrome. Estes pacientes requerem tratamento urgente para
reconstituirem a imunidade com ceélulas T.Transplante timico € uma promessa em
investigacdo para a reconstituicdo das fungBes timicas em criancas com atimia
congénita. Neste estudo, foi demonstrado uma possivel otimizagdo na preparacdo dos
fragmentos timicos através de deplecdo prévia de células de timdcitos e leucocitos, para
agilizar o transplante timico. Fragmentos timicos previamente apds deplecdos de
timocitos e leucocitos foram criopreservados com 5% Dextran FP 40, 5% Me2S0O, 5%
SFB, para preservar a estrutura do tecido timico, e armazenados em nitrogénio liquido a
-196°C durante 30 dias e um ano. A arquitetura tecidual foi preservada durante estes
periodos, incluindo as células epiteliais medulares timicas (MTEC), células epiteliais
corticais (CTEC), células endoteliais e o corpusculo de Hasall Estas estruturas se
mantiveram integras e viaveis ap6s o0 descongelamento em cada periodo. Com o0s
resultados do protocolo de criopreservacdo, foi possivel fazer a recolonizagdo com
injecdes com 3x10° timécitos/mL de um doador, no tecido timico apds deplecdo de
timocitos e leucdcitos e criopreservado por um ano, demonstrando a capacidade destes
fragmentos para realizar a maturacdo dos linfocitos T. Esses dados, abrem a
possibilidade para armazenar fragmentos timicos prontos para o transplante imediato em
pacientes com sindrome de DiGeorge ou fendtipo atipico (Omenn-like).

Descritores: Sindrome de DiGeorge. Tecido timico. Transplante timico. Deplecdo

leucocitaria. Criopreservacao.



ABSTRACT

Dias AS. Establishment of the protocol for storage and recolonization of decellularized
thymic tissues [dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo
Paulo”; 2022.

DiGeorge syndrome is a disorder caused by a microdeletion on the long arm of
chromosome 22g11.2. Approximately 1% of patients diagnosed with DiGeorge
syndrome may have an absence of a functional thymus, which characterizes the
complete form of the syndrome. These patients require urgent treatment to reconstitute
T cell immunity. Thymus transplantation is a promising investigational procedure for
reconstitution of thymic function in infants with congenital athymia. Here, we
demonstrate a possible optimization of the preparation of thymus slices for
transplantation through prior depletion of thymocytes and leukocyte cell lineages
followed by cryopreservation with cryoprotective media (5% Dextran FP 40, 5%
Me2SO, and 5% FBS) while preserving tissue architecture. Thymus fragments were
stored in liquid nitrogen at -196 °C for 30 days or one year. The tissue architecture of
the fragments was preserved, including the distinction between medullary TECs,
cortical TECs, Hassall bodies. Moreover, depleted thymus fragments cryopreserved for
one year were recolonized by intrathymic injections of 3x106 thymocytes per mL,
demonstrating the capability of these fragments to support T-cell development. Thus,
this technique opens up the possibility of freezing and storing large volumes of thymus
tissue for immediate transplantation into patients with DiGeorge syndrome or atypical
(Omenn-like) phenotype.

Descriptors: DiGeorge syndrome. Thymocytes. Thymus transplantation. Leukocyte

depletion. Cryopreservation.
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1. INTRODUCAO

1.1 TIMO

O timo é uma glandula linfoide primaria responsavel pela maturacdo dos linfocitos
T, timo dependentes (Appay et al., 2010). Este € um 6rgdo bilobado e localizado no
mediastino. O timo pode ser dividido em dois compartimentos principais: O cortex e a
medula. Cada compartimento contém varios subtipos de células epiteliais do timo
(TEC), como as ceélulas epiteliais timicas corticais (CTEC) e células epiteliais timicas
medulares (MTEC), além das ceélulas dendriticas, células mesenquimais e celulas
endoteliais (Gordon Jetal., 2011 e Skogberg G et al., 2015).

O periodo de maior atividade timica ocorre durante a gestacdo. Em timos humanos,
a exportacdo de células T comeca na primeira etapa da gestacdo, com o estabelecimento
de um repertorio diversificado de células T, no final do primeiro trimestre (Haynes e
Heinly, 1995). Analises moleculares do repertorio VB dos receptores de células T nos
periodos entre a 15* a 172 semana gestacional, ndo apresentaram diferenca em
comparacdo ao repertorio VB do recém-nascido (Bonati et al.,1992). Observando o
processo de expansdo e maturacdo das celulas.

Logo apds o nascimento, o timo apresenta seu desenvolvimento parcialmente
concluido e a partir do primeiro ano de vida, o timo inicia uma reducdo de sua atividade
em aproximadamente 3% ao ano até a vida adulta (Steinmann et al., 1985).

Apds essa etapa, o volume tecidual total do timo, inicia um decréscimo,
substituindo o tecido funcional em tecido adiposo (Boehm et al., 2013). Entre 35 e 45
anos de idade, o timo continua diminuindo de volume em aproximadamente 1 % ao ano
pelo resto da vida. Apesar desse decréscimo de tamanho e atividade, o timo continua a
representar a principal fonte de diferenciacdo e maturacdo de células T (Appay et al.,
2010; Boehm et al., 2013; Dominguez-Gerpe e Rey-Méndez, 2003).

1.1.2. ESTRUTURA CELULAR DO ARCABOUCO TIMICO

Duas regides distintas e fundamentais para a maturacdo dos linfocitos T sdo
caracterizadas por: uma € a area medular mais central, margeada pelo cértex, e a outra
uma regido cortico-medular de transicdo entre os dois compartimentos (Anderson e
Takahama, 2012).



As células epiteliais corticais (CTEC) e medulares (mTEC) possuem
caracteristicas de formacdo e funcdo diferentes, mas atuam em conjunto para a
formagdo dos aspectos da resposta imune adaptativa (Abbas & Lichtman 2005).

Células progenitoras cTEC, expressam citocinas e interleucinas, como IL-7 e 0s
ligantes do receptor NOTCH e DL4, que tem um papel importante na indugdo de
proliferacdo e diferenciacdo das células T e timdcitos. Estes ligantes também podem
estar envolvidos no desenvolvimento de regulatérias CD25*, além do receptor de
quimiocina CCR9, expressos em timdcitos em desenvolvimento (Thompson, PK 2011;
Koch, U et al., 2008).

O compartimento cortical do timo também é responsavel pela selecdo positiva dos
linfocitos auxiliada pelas moléculas de MHC (complexo de histocompatibilidade) classe
I e Il (Laufer, T M et al., 1996). A selecdo positiva do MHC de classe Il e cTEC sera
dependente das proteases, como a PRSS16, uma serina protease expressa
exclusivamente no compartimento  cortical, que desempenha um papel no
processamento de antigenos peptidicos durante a selegdo positiva de células T e a
protease lipossomal catepsina L (Cheunsuk et al., 2005).

As cTEC expressam durante o seu desenvolvimento, as proteinas CK-8, Ly51,
CD205 e ainda, moléculas do MHC de classe Il. Além da exclusiva expressdo de uma
subunidade do proteossomo B5T. Para a manutencdo destas células, a expressdao de
FOXN1 é importante na etapa inicial, como na etapa tardia do seu desenvolvimento
(Ucar et al., 2014).

Na &rea medular, além de ceélulas epiteliais timicas medulares (mTEC), observam-
se estruturas peculiares, denominadas corpUsculos de Hassal, que sdo caracterizados por
aglomerados de células epiteliais timicas, e cuja funcdo é reconhecer peptideos proprios
associados ao MHC. Os corpuUsculos de Hassal sdo capazes de induzir células T (CD3+
CD4+ CD25+ FOXP3-) em células T (CD3+ CD4+ CD25+ FOXP3+), denominadas
células T reguladoras naturais (Treg) (Watanabe et al., 2005). Estas células tém a
funcdo supressora e controladora de respostas autoimunes indesejaveis (Klein et al.,
2014).

As células T CD4+CD25+ sdo diferenciadas nos corpusculos de Hassal no timo
(células naive) e, ao alcancarem o sangue periferico e os 6rgdos linfoides secundarios,
tornam-se ativadas, adquirindo fendtipo de memoria (Klein et al., 2014).

Na etapa inicial e na tardia de desenvolvimento das células mTEC, destacam-se 0s

ligantes AIRE, receptores de RANK e osteoprotegerina (OPG), que sdo importantes



para o tecido normal do timo. Além da presenca de citoqueratina 5 (CK5), lectina UEA-
1, CD80, MTS10, ERTS5 e claudina 3 (CLDN3) e claudina-4 (CLDN4), presentes em
células epiteliais do timo (Hamazaki, Y et al., 2007).

As mTEC no compartimento medular do timo, atuam induzindo a auto tolerancia,
onde um receptor CCR7, CCL19 e CCL21, sdo exclusivamente expressos durante a
selecdo positiva dos timocitos no tecido. Estas moleéculas estdo envolvidas na atividade
regulatéria autoimune e na origem de células AIRE+, que também sdo importantes para
a expressaio de antigenos proprios pelas células dendriticas, encontradas
predominantemente na medula (Boehm, T et al.,2013).

No arcabouco timico ocorre a angiogénese, que é a formacdo de novos vasos a
partir de vasos pré-existentes. Este evento ocorre para a regeneracdo tecidual, e é de
extrema importancia para o desenvolvimento normal do timo e aderéncia das células
dendriticas, que sdo provenientes da medula ¢ssea para a formacdo do arcaboucgo. Estes
vasos também auxiliam no mecanismo de maturacdo das células Pré T, provenientes da
medula Ossea, sendo uma rede densa de ramificacdo de anastomosados de vasos
sanguineos (Kato etal., 1997; Park et al., 2007).

1.1.3 MATURACAO DOS LINFOCITOS T NO TIMO

A maturacdo dos linfécitos T no timo como revisto por Miller et al., 2011, ocorre
a partir da entrada das células progenitoras, oriundas da medula 6ssea no timo pela
regido cortico-medular, migrando para o cortex pela zona subcapsular durante o0s
primeiros estagios, e retornando para a regido cortico-medular e depois para a medula
onde os timocitos atingem seu estagio mais maduro.

A fungdo principal do timo é atuar como sitio de maturacdo de células T, sendo um
orgdo linfoide primario, que possui um microambiente ideal para o desenvolvimento de
células provenientes da medula Gssea, comprometidas com a linhagem T. Estas células
que migraram e proliferaram no timo sdo submetidas ao processo de rearranjo de
receptores de células T (TCR-T cell receptor) para diferenciarem em células T maduras

e assim migrarem para a periferia (Miller et al., 2011).
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FIGURA 1. -ESQUEMA MATURACAO DOS LINFOCITOS T TIMO

DEPENDENTES.

Elementos timicos ndo linfoides como as células de epitélio timico, desempenham um
papel importante no desenvolvimento de linfocitos T, especialmente no
desenvolvimento de reconhecimento de antigenos. O esquema representativo demonstra
que: 1) apo6s a ontogenia celular dos linfocitos T na medula dssea, estas células seguem
na circulagdo como linfocitos imaturos até o timo, onde (2) ocorre a maturacdo timo-
dependente, seguindo para o tecido pela zona subcapsular, onde ocorre a selecdo
positiva com o0s timocitos duplo negativos (DP). Estas células, (3) seguem no tecido
para a regido cortical, onde ocorre a sele¢do positiva, seguindo para a jungdo cortico-
medular para dar inicio a selecdo negativa de timdcitos duplo negativos (DN) e,
finalmente estas células migram para a medula timica onde as células do epitélio tem
expressdao do gene AIRE ++, para concluir a selecdo negativa. Desta forma, as células
alo-reativas entram em apoptose, e as células eficientes que auxiliam as respostas
imunolégicas, migrardo do tecido timico e retornaram para periferia (Dias A.S 2022).

1.1.4 DEPLETAGCAO DO TECIDO TIMICO

A engenharia de tecidos junto com a medicina regenerativa, atuam como
ferramentas para reproducdo do microambiente da matriz celular, a partir de tecidos
apos deplecdos. Técnicas de depletacdo vém sendo aplicadas em diversos 6rgaos, a fim
de diminuir a escassez para o transplante e contribuir para a substituicdo de animais em
experimentos cientificos (Tapias and Ott et al., 2015; Zambon et al., 2019). S&o técnicas



que, mantém as estruturas celulares tridimensionais do arcabouco tecidual e garantem a
depletacdo celular do tecido, de maneira, que o arcabouco seja mantido a ponto de
suportar a recolonizagdo celular (Yan et al., 2016).

Em um estudo de medicina regenerativa Market et al., 2003, descrevem uma
preparacdo de timo de doadores originados de timectomia, para transplante em sindrome
de DiGeorge (SDG). Estes timos foram mantidos em cultura e apds deplecaos
parcialmente de timdcitos e células leucocitarias. O protocolo utilizado foi através de
sucessivas lavagens por gotejamento com meio de cultura durante 21 dias. O timo
tratado foi posteriormente e transplantado em pacientes portadores de SDG, com
sucesso (Dong et al., 2010). Apesar desta técnica de lavagem ndo ter apds deplecdo
totalmente os timdcitos, a auséncia parcial dos linfocitos, foi o suficiente para que o
enxerto do timo ndo apresentasse rejeicdo do implante no hospedeiro (Dong et al.,
2010).

Recentemente Yong Fan et al., 2015, aplicaram uma técnica de depletacdo do
timo de camundongo por meio de lavagens por agitacdo constante com detergentes

ibnicos (SDS ou Triton-X), eliminando assim um alto nivel de células T.

1.2. SINDROMEDE DIGEORGE (SDG)

A auséncia total ou parcial do timo, pode ocorrer em doencas raras como a
Sindrome de DiGeorge, uma sindrome de dele¢cdo 22gl11.2, um transtorno de
microdelecdo comum que ocorre aproximadamente um em cada 1.000 fetos nascidos
(McDonald-McGinn DM, 2015), e caracteriza-se pela auséncia congénita de timo,
hipoparatireoidismo e doenca cardiaca congénita, descrita inicialmente por Dr. Angelo
M. DiGeorge, em 1965. Esta desordem congénita é causada pelo defeito do
desenvolvimento da terceira bolsa faringea e do quarto arco faringeo (Thomas et al.,
1987), como resultado, os defeitos sdo encontrados no timo, e por sua vez, podem
produzir de leve a severa imunodeficiéncia pela producdo insuficiente de ceélulas T
(Jawad et al., 2001).

A maioria dos pacientes com SDG possuem delecbes monossdmicas no braco
longo do cromossomo 22, que pode representar uma variedade de fendtipos, incluindo a
SDG e Sindrome Velocardiofacial(A de la Chapelle.,, 1981; Hacihamdioglu et al.,
2015). A SDG parcial que atinge a maioria dos pacientes, possuem um timo pequeno
permitindo a formacdo de um baixo nimero de células T, as quais tém funcionalidade
normal (Piliero et al., 2004). Estes pacientes, podem apresentar atividade timica



avaliada pela co-expressdo das moléculas CD45RA e CD62L em células T, com a
presenca do rearranjo de receptores TCR. Estes rearranjos formam circulos de exciséo
denominados TRECs (T Cell Receptor Excision Circles), em células T do sangue
periférico, o que permite uma identificacdo dos linfocitos recém-emigrados do timo
(Kong et al., 1998).

Cerca de 1% dos pacientes com diagndstico de SDG, podem apresentar auséncia
de timo funcional, o que caracteriza a forma completa da sindrome. Esta forma pode ser
diagnosticada por meio de exames laboratoriais, pois exames fisicos e de imagens
podem ndo detectar a presenca de uma pequena porcao timica do paciente na regido do
mediastino. A auséncia de atividade timica pode ser identificada no paciente que possuir
menos de 50 linfocitos T virgens (ndive) (CD45RA+/CD62L+) por mm3 de sangue
periférico (valor normal >1000/mm3) (Markert et al., 2007). Alguns pacientes com
SDG, ndo possuem quantidades detectaveis de células T, com menos que 100 TRECs/
100.000 células T, o valor normal é 10.000 TRECs/ 100.000 linfocitos T) (Markert et
al., 2003).

Embora reposicdo de imunoglobulinas e antibioticos como terapia profilatica para
Pneumocystis spp como reposicao imunoldgica, seja atualmente o tratamento padrdo em
criancas que apresentam SDG completa, na maioria dos casos 0 comprometimento total
da resposta imune resulta em mortalidade até os dois anos de idade (Markert et al.,
2003).

Essa sindrome também possui um fenotipo tipico e outro atipico em pacientes
com SDG completa, o primeiro € caracterizado por apresentar menos de 50 células
linfocitos T /mm3, sem rash cutdneo, e sem linfadenopatia atipica. Também é
caracterizada por menos de 50 linfocitos T ndive /mm?, rash associado com infiltragdo
de células T na pele, linfadenopatia e circulacdo de células T oligoclonais. Acredita-se
que a maioria das criangas portadoras de SDG completa, nascem com fenétipo tipico, e
em algum momento ap6s o0 nascimento, adquiram o fendtipo atipico (Markerter et
al.,1999)

Também no fendtipo atipico, as celulas T no sangue periférico apresentam-se em
75% ou mais de oligoclonalidade representativa de clone Unico, falta da expressdo do
marcador de células T ndive CD45RA, expressao de receptor TCRof e auséncia de
células T maternas. As células T oligoclonais podem ser CD4* simples, CD8* ou CD4-

CD8" (duplo negativo). Funcionalmente, essas células podem proliferar como reposta a



mitdgenos, como a fitohemaglutinina, porém ndo sdo protetivas contra infeccdes

oportunistas (Markert et al., 2010).

1.2.1 APLICAQAO TERAPEUTICA DOS FRAGMENTOS TIMICOS EM
SINDROME DIGEORGE

O Ministério da Saude na Organizacdo de Doencas Raras definiu a Sindrome de
DiGeorge (SDG) (portaria 199/2014 e Comissdo Nacional de Incorporagdo de
Tecnologias no SUS (CONITEC) - Relatorio n° 109), como uma das prioridades de
conduta médica e terapéutica devido ao ndmero significativo de Obitos em criancas
portadoras dessa sindrome, que pode ser controlada através do sucesso no transplante de
timo, como 0s enxertos de timo realizados por Louise Markert e seu grupo(Markert et
al.,., 1999; Markert et al., 2003;Markert et al., 2008a,b,c; Markert et al.,2010), onde o

enxerto de timo aumentou a sobrevida destes pacientes.

1.2.2. CRIOPRESERVACAO DO TECIDO TIMICO

A criopreservacdo utilizando meios crioprotetores, que incluem o solvente
Dimetilsuféxido (DMSO) e glicerol, além dos compostos como dextran-40, sacarose,
hidroxietiloamido), atuam sobre a viabilidade e funcionalidade de amostras de tecido e
células humanas, submetidas ao congelamento em altas temperaturas. Shichkin et al.,
2017, avaliou o congelamento de fragmentos do tecido timico sem a depletacdo das
células leucocitarias e analisou a sua viabilidade e a expressdo do CD326 (marcador de
células epiteliais) em diferentes composicGes de meios crioprotetores, que incluiram
componentes (DMSO, dlicerol) penetrantes e ndo penetrantes (Dextran-40, sacarose,
hidroxietilamido), definindo que o tecido mantido em baixa temperatura -196°C em
nitrogénio liquido até 180 dias. O mesmo grupo de autores (Shichkin et al., 2018),
demonstraram um maior tempo de congelamento 360 dias com o mesmo protocolo de
criopreservacdo, alkm da viabilidade e do fendtipo das células epiteliais (CD326) foram
analisados os timocitos separados pelo protocolo de digestdo enzimatica, avaliando o
perfil fenotipico dos mesmos durante o periodo de criopreservacdo do tecido. Seguindo
essa mesma linha de raciocinio e com resultados de viabilidade satisfatorios de
criopreservacdo do tecido timico sem a deplecdo celular o autor Shichkin et al., 2020,
sugere a utilizacdo desse material criopreservado para a expansdo das células epiteliais
timicas, em novo protocolo de enxerto autlogo nos pacientes que necessitaram fazer a

timectomia para a correcdo da cardiopatia congénita dessa crianca.



2. JUSTIFICATIVA

O protocolo de descelularizagdo dos timdcitos nos fragmentos timicos, como
proposto por Market et al., 2010, utilizado atualmente nos enxertos dos pacientes com
Sindrome de DiGeorge completa, necessitam de incubacBes e lavagens dos mesmos por
21 dias, para a completa eliminacdo dos timdcitos no tecido timico. Desta forma, um
banco de tecido, previamente depletados de timdcitos e leucdcitos, teria uma ampla
aplicacdo no tratamento dos pacientes com SDG, devido a rapida disponibilidade destes

fragmentos para o enxerto.

3. HIPOTESE

Os tecidos timicos ap6s depletacdo de timocitos e da linhagem de células
leucocitarias  (linfocitos  pré-T, timocitos, linfocitos B e células dendriticas) e
criopreservacdo, podem ser usados para restabelecer a funcdo dos linfocitos T no

sistema imunoldgico dos pacientes com Sindrome de DiGeorge.

4. OBJETIVO
Estabelecer um protocolo de congelamento para o armazenamento de tecido timico
apos deplecdo durante 21 dias, de células leucocitarias e timdcitos, criopreservados em

nitrogénio liquido a -196°C por 30 dias e um ano.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliacdo do tecido timico criopreservado por 30 dias e um ano, apds a
deplecdo das células leucocitarias e timocitos, observando a preservagdo e viabilidade
do epitélio presente no arcabouco timico.

-Recolonizagcdo do tecido timico criopreservado por um ano.

-Avaliacdo do fendtipo dos timocitos previamente separados na coleta do tecido

timico e apds a recolonizagdo no tecido apds deplecdo e criopreservado por um ano.

5. CASUISTICA

Foram analisados neste estudo, 35 timos retirados de pacientes, independente do
sexo, com idades até 9 meses. Os pacientes portadores de cardiopatia congénita e
submetidos a timectomia cardiotoracica. Estes pacientes foram tratados do Centro

Cirtrgico no Hospital do Coracdo. Associacdo do Sanatério Sirio (HCor) de S&o Paulo.



O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do
HCFMUSP (CAPPesq), (CAAE: 88220318.9.0000.0065) Anexol e do Hospital do
Coracdo /Associacdo do Sanatdrio Sirio (Hcor-) (CAAE 88220318.9.3001.0060.)
Anexo 2.

Os termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foram assinados pelos

pais ou responsavel legal do paciente, submetido ao procedimento de timectomia.

51 CRITERIOS
-Critérios de inclusdo para doadores de timo
- Os doadores de timo com idade entre um dia apds o nascimento a 9 meses de
idade e teste negativo para Citomegalovirus (soro e urina).
- Os tecidos timicos com teste negativo para virus Epstein Barr.
- Critérios de exclusdo para doadores de timo
- A mée bioldgica do doador com testes positivo para HIV 1 e 2, HTLV 1 e 2,
Hepatites B e C, Sifilis, Doenca de Chagas, Toxoplasmose e Citomegalovirus.
- Criangas com Sindrome de Down,
- Criancas que possuem pais ou irmaos com historico de doencas autoimunes, e

que tenham historico familiar de homozigose do cromossomo 22qg11.

6. MATERIAIS E METODOS
Os fragmentos dos tecidos timicos analisados foram identificados neste estudo

como:

-Controle (CRTL): fragmentos sem deplecdo e sem congelamento.

-Fragmentos (TD): fragmento timico apds deplecdo de timdcitos e células
leucocitarias por 21 dias.

-Fragmento (TDC): fragmento timico ap6s deplecdo de timdcitos e células
hematoldgicas por 21 dias e criopreservados por 30 dias (TDC 30 dias) ou um ano

(TDC 1 ano) em nitrogénio liquido a -196C e posteriormente descongelados.

6.1. PREPARAQAO DOS FRAGMENTOS TIMICOS PARA OS ENSAIOS
As preparacdes dos 35 fragmentos timicos para os ensaios foram realizadas em 4

etapas, como descritos nos itens 6.1.1 a 6.1.4, em condicdes estéreis na cabine de
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seguranca biologica, seguindo o protocolo estabelecido por Markert et al., 1997 e
2007(Figura 1).

PREPARACAQ DO TECIDO DO TIMO POS TIMECTOMIA

TIMO ORIGINADO DA TIMECTOMIA - N=30

10mX45m

——

TIMO CONTROLE TIMO DECELULARIZADO

FIGURA 2 - PREPARACAO DO TIMO POS-TIMECTOMIA

A) Lavagem do timo pds-timectomia com meio de cultura F12/Ham para remover
codgulos e residuos de tecidos. B) Etapas da fragmentacdo do timo em condi¢do estéril
em cabine de seguranca biologica. C) e D) Separacdo dos fragmentos do timo em 2
partes iguais (fragmentos controles sem descelularizar e fragmentos de timo
descelularizado). Os fragmentos serdo mantidos em meio de cultura F12/Ham (Markett
et al., 2007) até 0 momento de uso.
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6.1.1 ETAPAl- FRAGMENTACAO DO TECIDO TIMICO OBTIDO POS-
TIMECTOMIA. SEPARACAO DOS FRAGMENTOS CONTROLES E DE
ESTUDO

Apo6s a timectomia, o timo foi lavado com meio de cultura F12 /Ham complexado
com suplementos (Ham; Gibco, Grand Island, NY, USA.) suplementados com 10% de
soro fetal bovino (Gibco), e o0s seguintes antibioticos 100ug/mL sulfato de
estreptomicina  (Gibco), 1pg/mL gentamicina (Gibco) e 100pg/mL do antifingico
Anfotericina B (Sigma-Aldrich), como descrito por Markert et al., 2007 e preparado em
condicbes estéreis cabine de seguranca biologica cada timo foi dividido em 15
fragmentos controles (CRTL) e 20 fragmentos usados para os ensaios. Estes fragmentos
foram de 15 mm x 15mm Xx 15mm através do microtomo manual Stadie Rigs-Tissue
Slicer (Thomas Scientific©). Esses fragmentos foram utilizados como controle nos

ensaios (timo 24 horas).

6.1.2 ETAPA 2- DEPLETACAO DOS FRAGMENTOS DE TIMO EM
CULTURA

Os vinte fragmentos timicos obtidos foram colocados em cultura para a
depletacdo dos timdcitos e linhagens de células hematoldgicas durante 21 dias, como
descrito por Markert et al., 1997. Estes fragmentos timicos foram colocados sobre uma
membrana polimérica em uma placa cultura contendo o meio de cultura meio de cultura
F12 /Ham complexado com L- glutamina (Ham; Gibco, Grand Island, NY, USA.)
suplementados com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1.34 mM deoxyguanosine
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 25 mM HEPES (Gibco), 100pug/mL sulfato de
estreptomicina  (Gibco), 1pg/mL gentamicina (Gibco) e 100ug/mL do antifungicida
Anfotericina B (Sigma-Aldrich). Os fragmentos foram cultivados em estufa com 0.5 %
de CO2a37°C, por 21 dias.

6.1.3 ETAPA 3- CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DOS
FRAGMENTOS DE TIMO APOS DEPLETAQAO

Os fragmentos em estudo (n=35) foram congelados com meio de congelamento
contendo: F12 /Ham complexado com suplementos (Ham; Gibco, Grand Island, NY,
USA.) suplementados com 5% de soro fetal bovino (Gibco), 5% de Dextran e 5% de
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DMSO (dimetilsulféxido) Sigma Aldrich. O congelamento foi realizado gradualmente
(-20°C por 30 minutos, -80°C por 24 horas, armazenados em nitrogénio liquido -
196°C). As amostras foram mantidas a -196°C durante diferentes periodos de 5, 10, 15
dias para padronizacdo do meio criopreservante e estabelecido os tempos de 30 dias e
um ano para a andlise do protocolo.

Os fragmentos foram descongelados através da incubacdo por 48 horas em meio
de descongelamento composto de: meio de cultura F12 /Ham complexado com L-
glutamina (Ham; Gibco, Grand Island, NY, USA.) suplementados com 10% de soro
fetal bovino (Gibco), 25 mM HEPES (Gibco), 100pg/mL sulfato de estreptomicina
(Gibco), 1pg/mL gentamicina (Gibco) e 100pg/mL do antifungicida anfotericina B
(Sigma-Aldrich) em estufa com 5% de CO2 a 37°C. A troca de meio foi realizada a cada
24 h.

6.14 ETAPA 4- ANALISE HISTOLOGICA DA ESTRUTURA DO TECIDO
TIMICO POR COLORAC}AO HEMATOXILINA/EOSINA

Os fragmentos coletados e fixados em formol a 10% foram incluidos em parafina
sintética Histoplast ®- Shandon ®, seguindo a metodologia habitual. Apds inclusdo, as
amostras foram submetidas a cortes de 3 pm de espessura num micrétomo automatico
Leica® RM 2255. Apds secagem, as amostras foram desparafinados em xilol,
hidratados numa série de alcoois com decrescentes concentracdes, procedendo-se a
coloracdo convencional com hematoxilina-eosina (HE), para posterior analise
histopatologica. Os nucleos dos timocitos e células hematologicas foram corados com
hematoxilina (roxo) e o citoplasma com células epiteliais foram corados com eosina
(vermelho ou rosa) realizadas no Laboratério da Patologia da Faculdade de Medicina de
Séo Paulo- FMUSP.

As caracteristicas estruturais normais do tecido timico controle (sem depletacdo),
e fragmentos apds a depletacdo e sem congelamento, foram avaliados e comparados por
3 patologistas independentes.

A coloracdo de HE foi realizada nos tecidos, também apds cada etapa de
descongelamento e ap6s a recolonizagdo do timo descongelado com células
hematoldgicas e timdcitos.

Os timdcitos utilizados para a recolonizacdo do timo foram retirados do timo ap6s

deplecdo antes do congelamento e mantidos em nitrogénio liquido a-196°C.



13

6.1.5 AVALIA(;AO DAS ESTRUTURAS DO ARCABOUCO TIMICO E
CELULAS ENDOTELIAIS DOS VASOS TIMICOS ATRAVES DA TECNICA
DE IMUNO-HISTOQUIMICA

O arcabougo timico e as proteinas envolvidas no desenvolvimento e maturacdo do
timo, assim como as celulas endoteliais dos vasos timicos foram analisados através da
técnica de imuno-histoquimica no Laboratério de Imuno-Histoquimica da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo-FMUSP.

As amostras de timo antes e ap6s a deplecdo e congelamento por 30 dias e 1 ano,

foram analisados com os anticorpos primarios descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Relacdo de Anticorpos Policlonais para a técnica de  imuno-

histoquimica
Anticorpo Expresséo

- Glicoproteina de adesdo celular atua mediando a ligacao
célula tronco-células estromais e de vasos

CK-PAN Proteina presente na membrana das células de epitélio

CD3t Sinalizacdo de cadeia de pré-T e complexo do receptor
de antigeno de timocitos e células T maduras
Glicoproteina Ila, é expressa em células T, células

CD31 endoteliais. Pode mediar a adesdo de células T.

Para imunomarcagdo dos cortes histologicos, foram utilizadas as técnicas de
marcacOes estreptavidina biotina (Assis et al, 2005). As laminas contendo secgdes
histoldgicas foram tratadas com perdxido de hidrogénio a 3% (v/vV) e soro albumina
bovinas a 10% (p/v), em camara Umida, a 37°C durante 30 e 15 minutos para bloqueio
da peroxidase enddgena e de aderéncias inespecificas, respectivamente. Os cortes
histoldgicos foram incubados em cadmara Umida, a 37°C durante 40 minutos com o
anticorpo primario. A seguir, as laminas foram cobertas com anticorpo anti-lgG de

coelho, biotinilado (Thermo Scientific, Califérnia, USA), e incubados nas mesmas
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condicbes de umidade e temperatura por 30 minutos. ApOs esse processo, as laminas
foram expostas a estreptavidina conjugada com peroxidase durante 30 minutos. Essas
etapas foram intercaladas com trés lavagens em PBS de cinco minutos cada.

Para revelacdo dos complexos imunes foram utilizados, o cromdgeno 3,3
tetrahidrocloreto  diaminobenzidina- DAB (Thermo Scientific, California, USA), o0
tempo de imunomarcacdo foram determinados pela avaliagdo visual da marcacdo das
laminas cobertas com metade da concentragdo de anticorpos padronizadas. Os cortes
histoldgicos foram entdo contra corados com a corante hematoxilina por 20 segundos e
visualizados ao microscépio de luz comum.

As determinacbes da sensibilidade dos anticorpos primarios nos cortes
histologicos das amostras foram utilizadas, com as seguintes diluicdes: 1:10, 1:30, 1:50,
1:100, 1:200, 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:4.000 e 1:8.000. Apds as diluicbes selecionadas
que permitiram a melhor imunomarcagdo dos antigenos.

O teste de reatividade negativa do anticorpo primario foi realizado substituindo-se
a etapa de incubacdo do anticorpo primario pela incubacdo com tampdo —fosfato salino
(PBS).

Ao término da etapa de incubagdo com o anticorpo primario, as laminas foram
lavadas com tampdo PBS (1X) e em seguida, incubadas com o anticorpo secundario
polivalente (Thermo Scientific, California, USA), por 10 minutos. As lavagens com
tampdo PBS (1X) foram realizadas por mais duas vezes, intercalando-se com a
incubacdo com estreptoavidina peroxidase, (Thermo Scientific, California, USA), por
10 minutos e revelagio com DAB (DAKO, EUA), 10 minutos. A seguir foi realizada a
conta coloracdo de HE. As laminas foram entdo lavadas entdo lavadas em agua
ultrapura por 2 minutos, finalizando com o processo de desidratacdo. Esta etapa foi
repetida, por 3 vezes com a série de diferentes concentracdes de etanol (50%, 70% e

100%) (Merck, Darmstadt, Germany), e, xilol (Merck, Darmstadt, Germany).

6.2 DISSOCIACAO DAS CELULAS DO ESTROMA TIMICO PARA
ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO

O tecido foi macerado sobre um filtro com 70um de diametro (Cell Strainer,
BD Falcon, CA, EUA), para a remogdo de agregados e restos de tecido ndo digeridos,
com auxilio de um émbolo de seringa estéril (10 mL). Apos este processo, as células em

suspensdo foram tratadas com tampdo de lavagem 1 (50mL de RPMI 1640 [Gibco]
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/0,2dmg/mL de colagenase A [Roche Applied Science] / 0,02mg/mL de DNase | [Roche
Applied Science]) pré-aquecido a 37°C e centrifugadas a 540xg por 5 minutos a 4°C.

O sobrenadante obtido foi desprezado e o precipitado celular ressuspenso
novamente com o tampédo de lavagem 1, centrifugado a 540xg por 5 minutos a 4°C. Em
seguida, o precipitado foi lavado por duas vezes com tampdo de lavagem 2 (PBS 1x pH
7.8 [Sigma Aldrich] /5mM EDTA [Sigma Aldrich] /0,02mg/mL DNase | [Roche
Applied Science] / 5% SBF [Life Technologies]) e centrifugado a 540xg por 5 minutos a
4°C. Novamente, o precipitado foi ressuspenso em meio de cultura RPMI 1640 [Gibco]
e ajustado para a concentracdo de 0,5 X 10 células/ mL. Apos esta etapa, as células

coletadas foram analisadas por citometria de fiuxo.

6.3 AVALIACAO DA DEPLETAGCAO CELULAR NO EPITELIO TIMICO
POR CITOMETRIA DE FLUXO

Apos a dissociacdo do tecido as células de linhagem leucocitaria (CD45+) com
concentracdo de 0.5X108/mL foram marcadas com 1pL de anticorpo monoclonal anti-
CD45 Alexa Fluor 700 (Bd Bioscience) e a marcacdo dos timocitos (CD3+) com
anticorpo  monoclonal anti-CD3 PE-Texas Red (Bd Bioscience). As celulas foram
lavadas 1X com tampdo PBS e entdo incubadas com 200pL de tampdo de marcacdo,
com 0s respectivos anticorpos separadamente. As amostras foram incubadas por 30
minutos no escuro a 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas 2 vezes com 1 mL do
tampdo de marcacdo, e ressuspensas em 200 L de tampdo de fixacdo paraformaldeido
1% e 0,5 X10° células. Estas amostras foram adquiridas no citometro de fluxo BD
FORTESSA LSR2 (BD Bioscience), e analisadas utilizando o software FlowJo 10.0.

6.4. AVALIACAO DE CELULAS cTEC E mTEC DO ESTROMA POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Para analisar as celulas cTEC e mTEC presentes no estroma timico dos
fragmentos controle, apds depletacdo e antes / ap6s o congelamento, foram utilizados o
painel com os anticorpos para as populacdes celulares: para as células cTEC (CD45,
CD326+, HLA-DR*, CD249, UEA-1") e mTEC (CD45, CD326+, HLA-DR*
CD249'°w, UEA-1'°W) (Tabela 2).

Para as marcagOes foram utilizados os anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos anti-: CD326 APC, CD45 Alexa Fluor 700, CD249 PE, HLA-DR
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Brilhant Violet 421(BD Bioscience), e UEA-1 FITC biotinilado (Vector

Laboratories).

Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados na avaliagdo do epitélio timico

pelo método de citometria de fluxo

Anticorpo/F luorocromo Expresséo
CD45 Alexa Fluor 700 Células de linhagem leucocitaria
Glicoproteina de marcacdo de células do epitélio
CD249 PE o
timico.
Molcula de adeséo celular endotelial plaquetaria,
UEA-1 FITC proteina envolvida na transmigracdo de leucocitos,

angiogénese
HLA-DR Brilhant Violet MHC-I1 nas células apresentadoras de antigeno,

421 células T ativadas e células epiteliais timicas.

CD326 APC Células epiteliais timicas e do corpusculo de Hassal.

As células foram lavadas com 1X PBS e preparadas como analise como descrito
acima no item 6.3.0.

6.4.1. RECOLONIZACAO DO TECIDO TiMICO

As amostras de tecido timico criopreservados apds a depletacdo das células
leucocitarias e timdcitos foram recolonizadas com 1X106 células /mL, 2X10° células /
mL e 3X10° células / mL retiradas de um fragmento do tecido timico antes da deplecdo
celular, a técnica desenvolvida para a recolonizacdo do tecido timico depletado e
criopreservado foi desenvolvida durante a presente dissertacdo, no Laboratério de
Investigacdo Médica LIM 36 do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina
da Universidades de S&o Paulo -FMUSP.

Para a dissociacdo das células do tecido timico, utilizou-se o seguinte protocolo
com digestdo enzimatica descrito no item 6.2.0 e posteriormente passado em solu¢do de
Ficoll-Pague com densidade 1.077 (Cytiva- Suécia AB) na propor¢do do volume de 1:3
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de células / Ficoll-Paque. A seguir, a amostra foi centrifugada a 2700 RPM em 30
minutos, o precipitado de células mononucleares foi lavado com meio de cultura
suplementado (F-12 DEMEN Gibco com 5% de SFB) em um volume de 10mL por
1500 RPM em 10 minutos. Este procedimento foi repetido por duas vezes. O
precipitado de células foi ressuspenso em 2 mL de meio de cultura suplementado, e uma
concentracdo de 1X10® /mL foram utilizados para infusdéo e imunofenotipagem pela

técnica de citometria de fluxo para determinacdo da populagdo celular de timocitos.

A recolonizacdo do fragmento timico, foi realizado sobre malha sintética em
uma placa de cultura de 6 pogos, e 1X10° timécitos/mL foram injetados via intratimica
em distribuidos entre 5 campos diferentes dos lobos direito e esquerdo. O fragmento
recolonizado foi mantido 10 dias em estufa de com 5% de CO2 a 37°C. Apds esse
periodo o tecido foi dissociado por digestdo enzimatica (item 6.2.0), lavadas e
posteriormente marcadas com anticorpos monoclonais para a determinacdo da

maturacdo e fendtipo das células apds a recolonizag&o.

6.4.2. AVALIACAO POR CITOMETRIA DE FLUXO DOS TIMOCITOS
RECOLONIZADOS NO TECIDO TIMICO APOS DEPLEQAO E
CRIOPRESERVACAO POR 1 ANO

Para avaliar a eficiéncia da recolonizacdo, os timécitos antes e apds a
recolonizacdo no estroma timico dos fragmentos TDC 1 ano, foram utilizados o painel
com o0s anticorpos para identificacdo das subpopulagbes de timdcitos/linfocitos:
timocitos/linfocitos T auxiliadores (CD3+CD4+), timécitos/linfocitos T  citotoxicos
(CD3+, CD8+) timocitos /linfocitos T duplo positivos (CD3+, CD4+, CD8+) e
timocitos /linfocitos T duplo negativos (CD3+, CD4-, CD8-).

Para as marcacGes foram utilizados os anticorpos monoclonais anti-: CD3 PE-
CF594, CD4 Brilhant Violet 421, CD8 APC-H7 (BD Bioscience), e (Tabela 3).
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Tabela 3: Anticorpos monoclonais utilizados para marcacdo dos timdcitos
recolonizados no tecido apos a deplecéo e criopreservacdo avaliadas pelo método

de citometria de fluxo.

Anticorpo/F luorocromo Expressdo

CD3 CF594 Linfocitos T e Timdcitos

CD4 Brilhant Violet 421 Linfocitos T e Timdcitos auxiliadores

CD8 APC-H7 Linfocitos T e Timdcitos citotdxicos

7. ANALISE ESTATISTICA

O teste de normalidade foi aplicado aos dados coletados e a analise paramétrica
e ndo paramétrica, utilizando (Teste t Student) ou o (teste de comparacdo multipla de
Newman-Keuls). O wvalor de p< 0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo. Os calculos foram realizados com o pacote estatistico do software
GraphPad Prisma.9.3.4.

8. RESULTADOS

8.1. AVALIACAO DA DEPLECAO CELULAR COM OS MARCADORES
CD45 E CD3 NO TECIDO TIiMICO

A avaliagdo da completa deplecéo de células leucocitarias e timécitos do tecido timico
utilizando o protocolo de Market et al., 1999, foi realizada no controle e TD, através da
expressdo dos marcadores células da linhagem leucocitarias (CD45) e timdcitos (CD3)
(Figura 3A e 3D), como descrito em materiais e métodos. Os resultados da analise da
populacdo celular (CD45+) demonstrou a presenca de aproximadamente 96,2% de
células leucocitarias no controle. E apds 21 dias de deplecdo do tecido timico, o estroma
timico apresentou diminuicdo  significativa de células leucocitarias da populacéo

fenotipica com 1,80% de células CD45+ em relacdo ao controle (p <0,05) (Figura 3B).
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Em relacdo a populagdo especifica de timdcitos (CD3 +), foi possivel observar no
controle, a presenca de 62% de timocito (CD3+), enquanto que, o tecido timico apds
deplecdo por 21 dias, apresentou uma reducéo significativa desta populagdo para 0,31%
de CD3 + (p <0,05) (Figura3D). Estes resultados sugerem os tecidos ap0s deplecaos
neste estudo estdo apds deplecdos de células leucocitarias e os timocitos, permitindo que

este tecido possa ser utilizado para futuros enxertos.
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FIGURA 3- AVALIACAO ATRAVES DA EXPRESSAO DE CD45 E CD3 DA
DEPLECAO DE CELULAS LEUCOCITARIAS E TIMOCITOS NOS TECIDOS
TIMICO APOS DEPLECAO POR 21 DIAS

A e C)- Dot-plot da estratégia de analise das células de linhagem leucocitaria (CD45 +)
e thymocytes (CD3 +), respectivamente. Os valores relativos (%) de cada populacéo de
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células foram quantificados por citometria de fluxo. B e D). Os valores relativos das
populacdes de CD45 + e CD3 + de tecido do timo de 21 dias ap6s deplecdo (TD) em
comparacdo com tecido timico (controle), respectivamente. A significincia estatistica
foi determinada usando o teste t de Student ndo pareado bicaudal, os graficos mostram a
média +/- erro padrdo, **** p <0,001. Foram analisadas 15 amostras do controle e 15
amostras do tecido timico apds deplecéo.

8.2- AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO TECIDO TIMICO ANTES, APOS
A DEPLECAO E CRIOPRESERVACAO POR 30 DIAS E 1 ANO

A integridade do epitélio timico nas amostras CRTL, TD e TDC 30 dias e TDC
1 ano foram avaliados por andlise histologica na coloragdo de hematoxilina-eosina (HE)
e imunohistoquimica (CKPan, CD34 e CD 31) (Fig.4 e 5). Analise histologica com
fragmentos do timo CRTL mostrou cortex timico basofilicos densamente compactado
devido a presenca de timocitos pequenos e imaturos, medula mais eosinofilica
levemente corada devido ao menor nimero de timdcitos. Presenca de corpUsculos de

Hassall tipicos eosinofilicos.

Os fragmentos TD e TDC 30 dias e TDC 1 ano corados com HE, apresentaram
células epiteliais do cortex e da medula integras e eosinofilicas, com alguns ndcleos
apoptoticos devido a morte celular ou degradados durante 21 dias de cultivo ou 6bito e
seus nlcleos dissolvidos. Além do corplsculo de Hassall bem definido e eosinofilico
(Figura 4A).

As células epiteliais mTEC, as celulas epiteliais cTEC e o0s corpusculos de
Hassall, também foram analisados com o anticorpo citoqueratina (CKPan) (Figura 4B) e
as células endoteliais que constituem os vasos timicos foram marcadas com CD31 e
CD34 (Figura 5A-B).A marcacdo de CD31 é mais caracteristica em células endoteliais
de regido medular do tecido timico como descrito por Kieran D. James et al., 2021 e a
marcagdo de CD34 é mais caracteristica em microvasos em todas regides do tecido
timico e também caracterizado por evidenciar a angiogénese no tecido.

Os resultados observados nas amostras TD e TDC 30 dias e TDC 1 ano
comparados com o controle e coradas com HE, assim como marcadas por imuno-
histoquimica com CKPan, CD31 e CD34, mostraram a integridade das células epiteliais
no cortex e estroma medular, bem como nas células que formam os corpusculos de
Hassall, sugerindo que o protocolo de criopreservacdo estabelecido neste estudo,
permite a manutengdo da estrutura do arcabougo timico apds longo periodo de

congelamento e descongelamento. Estes resultados também demonstraram a integridade
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das células endoteliais que constituem 0s vasos timicos, e desta maneira, estes vasos
permitirdo  uma nova vascularizagdo e recolonizacdo das células T imaturas que

necessitem da maturacdo timo dependente.

TDC 30 dias

TDC 1 ano

FIGURA 4-HISTOPATOLOGIA DO TECIDO TIMICO DURANTE O
PROCESSO DE DEPLETAGCAO E CRIOPRESERVACAO. ANALISE
HISTOLOGICA DOS FRAGMENTOS TIMICOS CORADOS POR
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HEMATOXILINA E EOSINA (HE) E IMUNO-HISTOQUIMICA COM OS
MARCADORES PAN-CITOQUERATINA (CKPAN).

As andlises histologicas (HE) mostram fragmentos timicos controle (CTRL), TD
(fragmento timico com células leucocitarias e células de timécitos depletadas apos 21
dias),e TDC 30 dias e TDC 1 ano ( fragmentos timicos com células leucocitarias e
células de timocitos depletadas ap6s 21 dias e criopreservados e descongelados por 30
dias e 1lano, respectivamente) com as arquitetura tipicas do timo constituidas pelo
cortex timico com timdcitos basofilicos e medula timica e corplsculo de Hassall com
marcacdo eosinofilica(Fig. 4A). C: denota o cortex, M: denota a medula, CH: denota os
corpusculos de Hassall. A imuno-histoquimica com o marcador CKPan. A marcacdo
com CKPan mostrou a integridade das células epiteliais que constituem o estroma
timico (Fig.4B). Barra de escala: 50 pm. Ampliacdo de 40 x. As figuras sdo
representativas de 35 experimentos independentes, com cada timo examinado em trés
secdes.
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TDC 30 dias

TDC 1 ano

Figura 5-HISTOPATOLOGIA DO TECIDO TIMICO DURANTE O PROCESSO
DE DEPLETACAO E CRIOPRESERVACAO. ANALISE DOS FRAGMENTOS
TIMICOS POR IMUNO-HISTOQUIMICA COM OS MARCADORES CD31 E
CD34. As analises por imuno-histoquimica mostram fragmentos timicos controle
(CTRL), TD (fragmento timico com células leucocitarias e células de timdcitos
depletadas ap6s 21 dias), e TDC 30 dias e TDC 1 ano (fragmentos timicos com células
leucocitarias e células de timdcitos depletadas ap6s 21 dias e criopreservados e
descongelados por 30 dias e 1ano, respectivamente) com CD31 e CD34. A marcacgao
com anti-CD31 e anti-CD 34, mostrou a estrutura das células do endotélio que
constituem 0s vasos timicos (seta). Barra de escala: 50 pm. Ampliagdo de 40 x. As
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figuras s@o representativas de 35 experimentos independentes, com cada timo
examinado em trés secdes.

8.3- ANALISE DA VIABILIDADE DAS CELULAS DO TECIDO TIMICO TD,
TDC 30 DIAS E TDC 1 ANO

O efeito da depletacdo de células leucocitarias e timocitos e do tempo de
armazenamento na viabilidade das células epiteliais timicas foram analisados
imediatamente ap6s o descongelamento com trés marcadores diferentes: Coloracdo de
Visibilidade Fixa (FVS) (BD Bioscience), Kit de Deteccdo Anexina-V-PE (BD
Bioscience) para \verificar as vias de morte celular por apoptose e 7-AAD (BD
Bioscience), usados para avaliar as vias de necrose celular. Os graficos séo
representativos das andlises de citometria de fluxo controle, tecido do timo apos
deplecdo por 21 dias e tecido do timo apos deplecdo por 21 dias / criopreservado por 30
dias e 1 ano descongelado (Figura 6 A).

A viabilidade das células epiteliais do timo usando FVS foi mantida em 91,4% no
controle, 90,4% no tecido do timo TD, 86%. A expressdo da Anexina-V mostrou 91,5%
de viabilidade das células epiteliais do timo no controle, 89,5% no fragmento TD e
85%. A viabilidade celular avaliada por 7-AAD mostrou 91,5% no controle, 89,5% no
fragmento TD e 85% nos fragmentos TDC 30 dias E TDC 1 ano, respectivamente
(Figura 6 B-D). Os resultados mostraram que a viabilidade das células epiteliais do timo
TD , TDC 30 dias E TDC 1 ano, ndo foram afetadas durante o periodo de deplecdo ou
armazenamento a -196°C. N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos em relagcéo
ao controle (p> 0,05). Desta forma, é possivel observar que a solugdo criopreservante
proposta neste estudo (5% Dextran FP 40, 5% Me2S0O, 5% SFB), mantém a viabilidade
celular das células do epitélio timico, durante o congelamento a -196°C e impede o

rompimento celular durante o processo de descongelamento.
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FIGURA 6-ANALISE DA VIABILIDADE DAS CELULAS DO TECIDO
TIMICO TD, TDC 30 DIAS E TDC 1 ANO.

A) Gréficos de dot plot representativos da viabilidade do tecido timo, mostram no gate
de LIVE CEll de cada marcador: células do tecido timico a fresco, usado como controle
(CTRL), células timicas apds 21 dias de deplecdo de ceélulas timocitos e células
leucocitarias (TD), células TD criopreservadas por 30 dias (TDC 30 dias) e células TD
criopreservadas por 1 ano (TDC 1 ano). (B-D) A porcentagem das populaces de FVS,
7-AAD e Anexina-V, analisados pelo método estatistico de mdltiplas comparacfes de
Newman-Keuls, sdo apresentados. Ndo houve diferenca estatistica nas marcacdes de
FVS, 7AAD e Anexina-V, entre 0s grupos em comparacdo com os controles (p> 0,05).
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Os dados mostram a média = SE para 15 amostras de células timicas frescas ndo
depletadas ( controle), 15 amostras de células timicas depletadas por 21 dias (TD) e 15
amostras de células timicas depletadas e criopreservadas por 30 dias (TDC 30 dias) e 1
ano ((TDC 1 ano) descongeladas.

8.4  AVALIACAO FENOTIPICA DAS CELULAS EPITELIAIS TIMICAS
cTEC E mTEC NOS FRAGMENTOS TDC 30 DIAS ETDC 1 ANO

Para a identificacdo de populacbes de células epiteliais nas amostras originadas
dos fragmentos TD e TDC 30 dias e TDC 1 ano, foi utilizado painel fenotipico com
estratégias de analise, como descrito em material e métodos (Figura 7A), sendo que para
a determinacdo das células mTEC foi avaliada a expressdo da dupla marcacdo UEA-1 +
| CD249+Ni e para células cTEC UEA-1 + / CD249 +'°% como mostrado na (Figura
7B).
A populagido de mTEC, expressando UEA-1+ / CD249+" foi observada em 20,2% nas
amostras TD, nas amostras 19,4% TDC 30 dias e 16,8%TDC 1 Ano (Figura 7B). A
expressdo da populacio cTEC UEA-1+ / CD249+ 'ow foi encontrado em 70,6% da
populacdo TD, 71,4% da populacdo TDC 30 dias e 69,6% da populagédo em TDC 1 ano.
A fenotipagem das células de epitélio timico mTEC e cTEC ndo apresentaram diferenca
estatistica p<0,05 durante o protocolo (Figuras 7C e 7D).
Durante o periodo de cultura timica das células dos fragmentos TD, houve um aumento
na proporcdo de celulas epiteliais (TECs). O aumento observado nas populagbes do
epitélio timico € devido a deplecdo das células leucocitarias e timdcitos, tornando mais
visivel esta populagdo (Figura 7B). Os resultados sugerem ainda que a populacdo de
células epiteliais nas regides cortical e medular ndo foram afetadas pelo congelamento

durante 30 dias e 1 ano.
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FIGURA 7- AVALIACAO DAS CELULAS EPITELIAIS TIMICAS CTEC E MTEC
NOS FRAGMENTOS TDC 30 DIAS E TDC 1 ANO. Amostras do timo sem deplecdo
de células timicas (controle), TDC 30 dias e TDC 1 ano foram dissociados como
descrito em materiais e métodos. A andlise foi realizada com células 0,5X10°¢ usando a
técnica de citometria de fluxo. A) Graficos em dot-plot representativos da populacdo de
células epiteliais timicas com analise fenotipica de células epiteliais timicas medulares
(mTec) (UEA-1 + / CD249 +, + Ni) e células epiteliais timicas corticais (cTec) (UEA-1 +
/ CD249 +'°W), A frequéncia de células em porcentagem em cada grafico esta indicada.
B-C). A frequéncia das populacbes mTEC e cTEC foi demonstrada em células timicas
TD, TDC 30 dias e TDC 1 ano, comparados com o controle. Os dados mostrados sdo 0s
valores relativos (%) observados na citometria de fluxo. Os graficos de barras
representam a média + SEM 10 amostras, determinado por ANOVA de dois fatores
sequido pelo teste de miltipla comparacdo de Newman-Keuls. Ndo ha diferencas
significativas entre 0s grupos de dados (p> 0,05). Os dados foram agrupados a partir de
mais de trés experimentos independentes.

85 AVALIACAO DA RECOLONIZACAO DO TECIDO TIMICO
CRIOPRESERVADO POR 30 DIAS E 1 ANO COM TIMOCITOS/LINFOCITOS
(CD3)

Para avaliar o potencial funcional dos fragmentos de timo criopreservados, 15
fragmentos de timo TDC 1 ano foram recolonizados com 3X10° injecdes intratimicas de
3x106 timocitos CD3+ por mL, distribuidos nos lobos timicos direito e esquerdo e
analisados através de ensaio de imuno-histoquimica utilizando a marcagdo com
anticorpo anti-CD3 (Figura 8A). A viabilidade dos timdcitos foi analisada através da
coloracdo de 7-AAD e citometria de fluxo. Esta andlise foi realizada em células de
timdcitos, antes da recolonizacdo (controle) e ap6s 10 dias de cultura de timdcitos em
TDC 1 ano (denominado de TR) (Figura 8B).

A marcacdo do anticorpo anti-CD3 confirmou a presenca de células T nas
amostras de TDC 1 ano apés 10 dias de cultura (TRCD3+) (Figura 8B), sugerindo que,
0 estroma timico do fragmento de timo apoOs deplecdo de timocitos e congelados e
descongelados apds 1 anos, continua a manter a capacidade de proliferacdo e maturacdo

funcional dos linfocitos T.

A frequéncia de timdcitos CD4 e CD8 nas amostras de um ano de TDC foi
avaliada antes e apds a recolonizacdo. A frequéncia dos estagios de timdcitos antes da
recolonizacdo foi: CD4+ 26,4%, CD8+ 10,2%, timdcitos duplo-positivos (DP) 59,6% e
timdcitos duplo-negativos (DN) 3,84% (Figura 8B). Entretanto, no décimo dia da



29

recolonizagdo, a frequéncia foi. CD4+ 29,8%, CD8+ 14,2%, DP 53,0% e DN 3,05%
(Figura.8B).  Esses resultados mostraram um aumento na frequéncia de
timocitos/linfocitos maduros CD4+ e CD8+ e diminuicdo no perfil de células imaturas.
Assim, além da expressdo de moléculas de CD4 e CD8 na superficie dos timdcitos, foi
possivel também observar, a sele¢do positiva dos timocitos, que entraram em contato
com MHC (complexo de histocompatibilidade principal) préprios, apresentados pelas

ceélulas epiteliais do estroma timico.

Desta maneira, é possivel sugerir que o protocolo com a solugdo criopreservante
(5% Dextran FP 40, 5% Me2S0O, 5% SFB), mantém a viabilidade celular das células do
epitélio timico e ndo afeta a capacidade funcional do timo, podendo ser utilizado na
construcdo de um biobanco de timo.

Controle TR CD3+

5 | CDa+ DP
10 3208 53.0

cD4
cD4
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FIGURA 8-RECOLONIZACAO TIMICA DO FRAGMENTO TDC 1 ANO.

Recolonizacdo timica por injecdo intratimica de 3x106 timdcitos nos lobos timicos
direito e esquerdo de fragmentos TDC 1 ano e incubados com meio suplementado por
10 dias a 37°C com 5% de CO2, como descrito em material e métodos. A) Fragmentos
TDC 1 ano marcado com anti-CD3 sem a injecdo intratimica de 3x10°6 timdcitos de
(CRTL) e Fragmentos TDC 1 ano marcado com anti-CD3 ap0s a injecéo intratimica de
3x10% timocitos (TRCD3+). A presenca de timdcitos marcados com CD3+ sdo
indicados por seta. Barras de escala: 50 pym. B-C) Analise por citometria de fluxo de
timocitos de populagdes CD4+, CD8+, PD (CD4+CD8+) ¢ DN (CD4-CD8-) coradas
com 7-AAD. B) Células de timdcitos antes e (C) celulas de timocitos apos (TR)
recolonizacdo do tecido do timo. A porcentagem de células CD3+, CD4+, CD8+, PD
(CD4+CD8+) e DN (CD4—CD8-) séo indicadas.
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9. DISCUSSAO

Estudos realizados por Davies et al, (2017) e Market et al, (2018),
demonstraram uma sobrevida dos pacientes com Sindrome DiGeorge completa ap6s o
enxerto do timo. Durante um periodo de acompanhamento de 12 meses, 7 dos 10
pacientes transplantados com enxerto timico sobreviveram (Davies et al., 2017). Esta
sobrevida apresentou uma resposta imunologica boa em 72% pacientes estudados em 4
anos (Markert et al., 2018. CIS- Clinical Immunology Society).

Entretanto, o protocolo de depletacdo dos timdcitos dos fragmentos timicos,
como proposto por Market et al., 2010, utilizados atualmente nos enxertos dos pacientes
com Sindrome de DiGeorge completa, necessitam previamente da completa eliminagéo
dos timocitos dos fragmentos timicos que serdo utilizados para 0s enxertos,
imediatamente apds esta preparacdo. Para tanto, a preparacdo destes fragmentos,
necessita de uma incubacdo e repetidas lavagens com meio de cultura especifico durante
21 dias. Desta forma, um biobanco com tecido timico previamente apo6s deplecdo, teria
uma ampla aplicacdo no tratamento dos pacientes com Sindrome de DiGeorge, e
pacientes que tenham dificuldades de maturacdo de células T levando a inimeras
infeccbes como o0s pacientes com Imunodeficiéncia Primaria devido a répida
disponibilidade destes fragmentos, que ja estariam prontos para prontos para o enxerto.
Para a construcdo do biobanco também € primordial, a manutengdo dos fragmentos
criopreservados por um longo periodo. Os protocolos atuais de criopreservacdo do
tecido timico sdo de apenas 30 dias e utilizam o fragmento sem a deplegdo das células
leucocitarias (Shichkin et al, 2018, Ross et al., 2018), o que ndo evidenciaria 0 usO
desse fragmento sem a deplecdo pois as células alo-reativas timocitos/ linfocitos T se
fazendo presentes aumentariam a chance de uma possivel doenca enxerto/ hospedeiro.
Assim uma possivel rejeicdo do tecido € um fator crucial para a ndo realizacdo do
transplante do fragmento timico.

No presente estudo, foram utilizados 35 tecidos timicos, deletados por 21 dias.
Como observado, houve uma diminuicdo nestes tecidos das populacbes leucocitarias
(CD45+) e principalmente dos timocitos/linfocitos (CD3+). A auséncia dessas células
leucocitarias e timocitos no tecido timico é muito importante para que, o tecido possa
ser utilizado futuramente em transplante, diminuindo a rejeicdo do enxerto e ndo
provocando complicacdes ligadas ao efeito de reconhecimento das células do sistema

imunolégico do paciente (rejeicdo enxerto/hospedeiro). Como estabelecido neste
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tranbalho, os fragmentos foram criopreservados com a solucdo de criopreservacédo
composta de 5% Dextran FP 40, 5% Me2S0O, 5% SFB e mantidos em nitrogénio liquido
a -196°C por 30 dias e 1 ano. Os resultados demonstraram que a solugdo de
criopreservacdo proposta, manteve in vitro, as células epiteliais medulares e células
epiteliais corticais viaveis por longo tempo, apesar da baixa temperatura, sem afetar a
estrutura do arcabougo. Os resultados encontrados no protocolo proposto de
criopreservacdo e mais especificamente sobre a solugcdo criopreservante evidenciam que
0 uso do Dextran-40 que é um carboidrato junto com o soro fetal bovino nutriente
proteico auxiliam a preservacdo do tecido apos o protocolo de deplecdo celular.

Isto foi demonstrado mais claramente atraves dos ensaios de histopatologia,
onde as regides do cortex e medular, assim como, o corpUsculo de Hassal coradas por
HE, mostraram estas estruturas bem definidas, caracteristicas encontradas em timo antes
da deplecdo. E os ensaios de imuno-histoquimica, onde observou se a integridade tanto
dos vasos timicos (células endoteliais) marcados com anti-31 e anti-CD34 que marcam
proteinas de endotélio em estruturas destintas como arteriolas e pequenos Vvasos
responsaveis pela irrigacdo do tecido , assim como, o das células do epiteliais que
constituem o estroma timico marcados por anti-CK PAN determinando a integridade da
membrana celular. A eficiéncia da solucdo crioprotetora evitou a morte celular,
mantendo a viabilidade das células de 85-90% apds o periodo de congelamento de 30
dias e 1 ano, respectivamente, quando marcados com Anexina-V marcador especifico
de morte induzida pelo processo de apoptose, 7AA-D marcador especifico de morte
célular induzida por necrose e FVS corante de aminas expostas pela falta de integridade
de da membrana celular quando a célula morre sem ser especifico por qual via de morte
celular ocorreu na celula. A marcacdo fenotipica do anti-CD326 e os marcadores anti-
CD249 e anti-UEA-1 de, mostraram uma frequéncia das populacGes, presentes nestes
fragmentos apo6s a deplecdo celular e os tempos de criopreservacdo de 30 dias e 1 ano.
Estas frequéncias sdo de aproximadamente 20-16 % das células mTEC (anti-CD326
+anti-CD249+"  Janti-UEA-1") e de 70% das células cTEC (anti-CD326 +anti-
CD249+w  Janti-UEA-1'°%),  respectivamente. Estes resultados mostraram  uma
eficiéncia muito proxima a encontrada por Market et al., 2010. Além disto, as condi¢cdes
do tecido timico ap6s o descongelamento, permitiram observar, a manutencdo destes
tecidos para a diferenciacdo do linfocito T, uma das mais importantes funcdes do timo.

Observando se também a capacidade funcional destes fragmentos. Estes dados,

também identificaram, além do aumento na frequéncia de timocitos/linfocitos maduros
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CD4+ e CD8+ e diminuicdo no perfil de células imaturas (células duplo-positivas), uma
selecdo positiva dos timocitos, que entraram em contato com as moleculas de MHC | /
Il que apresentam antigenos proprios na membrana das células epiteliais do estroma
timico.

Quando observamos a alta viabilidade, marcacdo de proteinas especificas das
células do arcabouco timico e uma possivel maturacdo de células T com a perda da
expressdo de celulas T/ timdcitos duplo-positivas (CD4+/CD8+) apds o protocolo
desenvolvido podemos propor a avaliagdo de genes e proteinas essenciais para
manutengdo do arcabouco como FOXN1 para a maturacdo e diferenciacdo das células
T/timocitos e AIRE que auxilia a manutencdo do tecido para evitar a geracdo de células
Thimécitos alo-reativos e uma futura autoimunidade ja descrita por Market et al., 2010.

Assim, o protocolo proposto nestes trabalhos, aumenta a possibilidade de uma
construgdo de um biobanco de fragmentos timicos prontos para futuros enxertos
possibilitando também mais testes para a triagem do melhor fragmento de tecido ja
disponivel para os pacientes com diagndstico de imunodeficiéncia primarias celulares
de células T, como Sindrome de DIGEORGE, agilizando desta maneira o tratamento

destes pacientes.
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10. CONCLUSAO

Esses resultados demonstraram que os fragmentos timicos ap6s deplecdo e
criopreservados na solucdo contendo 5% Dextran FP40, 5% Me2SO e 5% FBS por 30
dias ou um ano preservaram a arquitetura e funcdo do TEC com a expressdao de
proteinas especificas presentes nas células de arcabouco durante a criopreservacdo de 30
dias e um ano para maturacdo das celulas T e timocitos. Como também a viabilidade do
arcabouco timico.

Foi possivel observar a maturacdo das celulas pré-T provenientes da medula
Ossea e timdcitos com a perda da populacdo imatura dupla positiva (CD4+/CD8+)
durante a recolonizagdo do tecido criopreservado por 30 dias e um ano.

Essa técnica abre a possibilidade de congelar e armazenar grandes volumes de
tecido do timo para transplante imediato em pacientes com sindrome de DiGeorge e
fendtipo atipico (semelhante ao de Omenn) e pacientes com Imunodeficiéncia Primaria

de maturacdo de células T .
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USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO - FMUSP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO DE ARMAZENAMENTO E
RECOLONIZAGAO DO TECIDO TiMICO DESCELULARIZADO: ESTUDOS

Pesquisador: Estela Maria Novak

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 88220318.9.0000.0065

Instituigdo Proponente: FUNDACAO PRO-SANGUE HEMOCENTRO DE SAO PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.822.488

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de submissao de novo TCLE, agora contendo as informagdes necessarios de descarte do timo pelo
cirurgido e uso apés descarte para a execugao do projeto, garantindo que a coleta do 6rgéo sera feita apos
sua retirada inevitavel determinada pelo cirurgido no ato cirtrgico.

Objetivo da Pesquisa:

ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO DE ARMAZENAMENTO E RECOLONIZAGAO DO TECIDO
TIMICO DESCELULARIZADO: ESTUDOS PRELIMINARES

Avaliacgado dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos adicionais, uma vez que o timo foi descartado pelo cirurgido apés esgotar as possibilidades de
sua conservagao na crianga e s6 entéo ele foi disponibilizado para consulta a familia de seu uso no projeto.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Adequada e meritéria, desde que apenas timos impossiveis de manutengéo na crianga serao utilizados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
O termo corrigido esta adequado.

Recomendagdes:

Aprovagao

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36
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Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO DE ARMAZENAMENTO E
RECOLONIZAGAO DO TECIDO TiMICO DESCELULARIZADO: ESTUDOS

Pesquisador: Estela Maria Novak

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 88220318.9.3001.0060

Instituicdo Proponente: Hospital do Coragao/ Associacdo do Sanatdrio Sirio
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.888.922

Apresentagéo do Projeto:

Este € um estudo experimental e comparativo, prospectivo, cujo objetivo é avaliar em uma primeira etapa,
as caracteristicas do arcabougo do timico apos descelularizagéo e congelamento do timo a -196°C. E, em
uma segunda etapa, apés 1 més de congelamento do tecido timico descelularizado, estabelecer um
protocolo de recolonizagdo do tecido timico com células de medula éssea de doadores e avaliar a
maturacao dos linfocitos T. .

As amostras serdo avaliadas no tempo zero pré-congelamento, em relagéo aos diferentes periodos de
armazenamento. Serédo avaliados 30 timos retirados durante cirurgias cardiacas por timectomia em
pacientes cardiopatas congénitos do Hospital do Coragéo — Associagdo Sanatério Sirio de Sao Paulo (Hcor).
Para a recolonizagéo serzo utilizadas 0,1mL de medula 6ssea do doador. Serdo utilizadas 30 amostras de
doadores do banco de medula do Servigo de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular — HCFMUSP/
Fundagéo Pré-Sangue — Hemocentro de S&o Paulo. Espera-se que o tecido descelularizado e
descongelado seja viavel a ponto de suportar a recolonizagdo celular, o que pode garantir uma ferramenta
para auxiliar no tratamento de criangas que necessitem do transplante timo, sejam criancas
imunologicamente comprometidas pela auséncia desse 6rgdo, ou aquelas submetidas ao tratamento para
Leucemias e Canceres.

E Enderego: Rua Abrao Dib, 50 - Térreo
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Continuagao do Parecer: 2.888.922

Objetivo da Pesquisa:

Desenvolver inicialmente o protocolo de preparo do tecido timico do doador em cultura e sua manutengéo
viavel para avaliagtes especificas do arcabougo e células do timo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nao ha desconfortos ou riscos, uma vez que o procedimento da timectomia se fara obrigatoriamente para
acesso cirdrgico ao coragao e/ou vasos da base do coragao das criangas anestesiadas do HCOR. E a coleta
de liquido da medula dssea sera aproveitada da doagao para o Banco de Medula 6ssea do Servigo de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular do HCFMUSP.

Beneficios:

Nao héa beneficio direto para o participante. Trata-se de projeto de pesquisa para permitir o avango do
conhecimento cientifico sobre o funcionamento do sistema imune que podera no futuro, beneficiar e até
salvar a vida de criangas que nasgam sem o timo defesa no organismo

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto com proposta inovadora no tratamento de pacientes imunologicamente deprimidos,
com possibilidade de novos tratamentos, visando estabelecer recuperagao da resposta imunolégica em
diversas patologias.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Sugere-se adequagao do TCLE item "Quais sao as intervencdes e procedimentos do estudo?", deixar mais
claro o termo "filho ou familiar" na retirada do timo.

Recomendagoes:

Adequagéo do TCLE

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado mediante recomendagao acima.
Consideragoes Finais a critério do CEP:

O CEP HCor informa que a partir desta data de aprovagao, € necessario o envio de relatérios parciais
(semestralmente), e o relatdrio final, quando do término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
TCLE / Termos de | TCLE_Hcor_29_08_2018_lana.doc 29/08/2018 |Denise Fidalgo Aceito
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