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RESUMO 

 

Dias AS. Estabelecimento do protocolo de armazenamento e recolonização dos tecidos 

tímicos descelularizados [dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade 

de São Paulo; 2022. 

 

A síndrome de DiGeorge é ocasionada pela deleção do cromossomo 22q11.2, 

acarretando na ausência total ou parcial do timo. Aproximadamente 1% dos pacientes 
diagnosticados com a síndrome de DiGeorge tem parcial ou completa ausência de timo 
na forma completa da síndrome. Estes pacientes requerem tratamento urgente para 

reconstituírem a imunidade com células T.Transplante tímico é uma promessa em 
investigação para a reconstituição das funções tímicas em crianças com atimia 

congênita. Neste estudo, foi demonstrado uma possível otimização na preparação dos 
fragmentos tímicos através de depleção prévia de células de timócitos e leucócitos, para 
agilizar o transplante tímico. Fragmentos tímicos previamente após depleçãos de 

timócitos e leucócitos foram criopreservados com 5% Dextran FP 40, 5% Me2SO, 5% 
SFB, para preservar a estrutura do tecido tímico, e armazenados em nitrogênio líquido a 

-196°C durante 30 dias e um ano. A arquitetura tecidual foi preservada durante estes 
períodos, incluindo as células epiteliais medulares tímicas (mTEC), células epiteliais 
corticais (cTEC), células endoteliais e o corpúsculo de Hasall. Estas estruturas se 

mantiveram integras e viáveis após o descongelamento em cada período. Com os 
resultados do protocolo de criopreservação, foi possível fazer a recolonização com 

injeções com 3x106 timócitos/mL de um doador, no tecido tímico após depleção de 
timócitos e leucócitos e criopreservado por um ano, demonstrando a capacidade destes 
fragmentos para realizar a maturação dos linfócitos T. Esses dados, abrem a 

possibilidade para armazenar fragmentos tímicos prontos para o transplante imediato em 
pacientes com síndrome de DiGeorge ou fenótipo atípico (Omenn-like). 

 

Descritores: Síndrome de DiGeorge. Tecido tímico. Transplante tímico. Depleção 

leucocitária. Criopreservação. 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

ABSTRACT 

 

Dias AS. Establishment of the protocol for storage and recolonization of decellularized 

thymic tissues [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo”; 2022. 

 

DiGeorge syndrome is a disorder caused by a microdeletion on the long arm of 

chromosome 22q11.2. 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 3×106 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. INTRODUÇÃO 

1.1 TIMO 

O timo é uma glândula linfoide primária responsável pela maturação dos linfócitos 

T, timo dependentes (Appay et al., 2010). Este é um órgão bilobado e localizado no 

mediastino. O timo pode ser dividido em dois compartimentos principais: O córtex e a 

medula. Cada compartimento contém vários subtipos de células epiteliais do timo 

(TEC), como as células epiteliais timicas corticais (cTEC)  e células epiteliais timicas 

medulares (mTEC), além das células dendríticas, células mesenquimais e células 

endoteliais (Gordon J et al., 2011 e Skogberg G et al., 2015). 

        O período de maior atividade tímica ocorre durante a gestação. Em timos humanos, 

a exportação de células T começa na primeira etapa da gestação, com o estabelecimento 

de um repertório diversificado de células T, no final do primeiro trimestre (Haynes e 

Heinly, 1995). Análises moleculares do repertório Vβ dos receptores de células T nos 

períodos entre a 15ª a 17ª semana gestacional, não apresentaram diferença em 

comparação ao repertório Vβ do recém-nascido (Bonati et al.,1992). Observando o 

processo de expansão e maturação das células. 

Logo após o nascimento, o timo apresenta seu desenvolvimento parcialmente 

concluído e a partir do primeiro ano de vida, o timo inicia uma redução de sua atividade 

em aproximadamente 3% ao ano até a vida adulta (Steinmann et al., 1985).  

Após 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 diferenciação e maturação de células T (Appay et al., 

2010; Boehm et al., 2013; Domínguez-Gerpe e Rey-Méndez, 2003).  

 

1.1.2. ESTRUTURA CELULAR DO ARCABOUÇO TÍMICO 

Duas regiões distintas e fundamentais para a maturação dos linfócitos T são 

caracterizadas por: uma é a área medular mais central, margeada pelo córtex, e a outra 

uma região córtico-medular de transição entre os dois compartimentos (Anderson e 

Takahama, 2012).  
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As células epiteliais corticais (cTEC) e medulares (mTEC) possuem 

características de formação e função diferentes, mas atuam em conjunto para a 

formação dos aspectos da resposta imune adaptativa (Abbas & Lichtman 2005). 

Células progenitoras cTEC, expressam citocinas e interleucinas, como IL-7 e os 

ligantes do receptor NOTCH e DL4, que tem um papel importante na indução de 

proliferação e diferenciação das células T e timócitos. Estes ligantes também podem 

estar envolvidos no desenvolvimento de regulatórias CD25+, além do receptor de 

quimiocina CCR9, expressos em timócitos em desenvolvimento (Thompson, PK 2011; 

Koch, U et al., 2008).   

O compartimento cortical do timo também é responsável pela seleção positiva dos 

linfócitos auxiliada pelas moléculas de MHC (complexo de histocompatibilidade) classe 

I e II (Laufer, T M et al., 1996). A seleção positiva do MHC de classe II e cTEC será 

dependente das proteases, como a PRSS16, uma serina protease expressa 

exclusivamente no compartimento cortical, que desempenha um papel no 

processamento de antígenos peptídicos durante a seleção positiva de células T e a 

protease lipossomal catepsina L (Cheunsuk et al., 2005).  

As cTEC expressam durante o seu desenvolvimento, as proteínas CK-8, Ly51, 

CD205 e ainda, moléculas do MHC de classe II. Além da exclusiva expressão de uma 

subunidade do proteossomo B5T. Para a manutenção destas células, a expressão de 

FOXN1 é importante na etapa inicial, como na etapa tardia do seu desenvolvimento 

(Ucar et al., 2014). 

Na área medular, além de células epiteliais tímicas medulares (mTEC), observam-

se estruturas peculiares, denominadas corpúsculos de Hassal, que são caracterizados por 

aglomerados de células epiteliais tímicas, e cuja função é reconhecer peptídeos próprios 

associados ao MHC. Os corpúsculos de Hassal são 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 têm a 

função supressora e controladora de respostas autoimunes indesejáveis (Klein et al., 

2014). 

As células T CD4+CD25+ são diferenciadas nos corpúsculos de Hassal no timo 

(células naïve) e, ao alcançarem o sangue periférico e os órgãos linfoides secundários, 

tornam-se ativadas, adquirindo fenótipo de memória (Klein et al., 2014).  

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

ligantes AIRE, receptores de RANK e osteoprotegerina (OPG), que são importantes 
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para o tecido normal do timo. Além da presença 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 tolerância, 

onde um receptor CCR7, CCL19 e CCL21, são exclusivamente expressos durante a 

seleção positiva dos timócitos no tecido. Estas moléculas estão envolvidas na atividade 

regulatória autoimune e na origem de células AIRE+, que também são importantes para 

a expressão de antígenos próprios pelas células dendríticas, encontradas 

predominantemente na medula (Boehm, T et al.,2013). 

 No arcabouço tímico ocorre a angiogênese, que é a formação de novos vasos a 

partir de vasos pré-existentes. Este evento ocorre para a regeneração tecidual, e é de 

extrema importância para o desenvolvimento normal do timo e aderência das células 

dendríticas, que são provenientes da medula óssea para a formação do arcabouço. Estes 

vasos também auxiliam no mecanismo de maturação das células Pré T, provenientes da 

medula óssea, sendo uma rede densa de ramificação de anastomosados de vasos 

sanguíneos (Kato et al., 1997; Park et al., 2007).  

 

1.1.3 MATURAÇÃO DOS LINFÓCITOS T NO TIMO 

A maturação dos linfócitos T no timo como revisto por Miller et al., 2011, ocorre 

a partir da entrada das células progenitoras, oriundas da medula óssea no timo pela 

região cortico-medular, migrando para o córtex pela zona subcapsular durante os 

primeiros estágios, e retornando para a região cortico-medular e depois para a medula 

onde os timócitos atingem seu estágio mais maduro. 

        A função principal do timo é atuar como sítio de maturação de células T, sendo um 

órgão linfoide primário, que possui um microambiente ideal para o desenvolvimento de 

células provenientes da medula óssea, comprometidas com a linhagem T. Estas células 

que migraram e proliferaram no timo são 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 MATURAÇÃO DOS LINFÓCITOS T TIMO 

DEPENDENTES.  

Elementos tímicos não linfoides como as células de epitélio tímico, desempenham um 

papel importante no desenvolvimento de linfócitos T, especialmente no 
desenvolvimento de reconhecimento de antígenos. O esquema representativo demonstra 

que: 1) após a ontogenia celular dos linfócitos T na medula óssea, estas células seguem 
na circulação como linfócitos imaturos até o timo, onde (2) ocorre à maturação timo-
dependente, seguindo para o tecido pela zona subcapsular, onde ocorre a seleção 

positiva com os timócitos duplo negativos (DP). Estas células, (3) seguem no tecido 
para a região cortical, onde ocorre a seleção positiva, seguindo para a junção cortico-

medular para dar início a seleção negativa de timócitos duplo negativos (DN) e, 
finalmente estas células migram para a medula tímica onde as células do epitélio tem 
expressão do gene AIRE ++, para concluir a seleção negativa. Desta forma, as células 

alo-reativas entram em apoptose, e as células eficientes que auxiliam as respostas 
imunológicas, migrarão do tecido tímico e retornaram para periferia (Dias A.S 2022). 

 

1.1.4 DEPLETAÇÃO DO TECIDO TÍMICO 

A engenharia de tecidos junto com a medicina regenerativa, atuam como 

ferramentas para reprodução do microambiente da matriz celular, a partir de tecidos 

após depleçãos. Técnicas de depletação vêm sendo aplicadas em diversos órgãos, a fim 

de diminuir a escassez para o transplante e contribuir para a substituição de animais em 

experimentos científicos (Tapias and Ott et al., 2015; Zambon et al., 2019). São técnicas 
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que, mantém as estruturas celulares tridimensionais do arcabouço tecidual e garantem a 

depletação celular do tecido, de maneira, que o arcabouço seja mantido a ponto de 

suportar a recolonização celular (Yan et al., 2016).  

Em um estudo de medicina regenerativa Market et al., 2003, descrevem uma 

preparação de timo de doadores originados de timectomia, para transplante em síndrome 

de DiGeorge (SDG). Estes timos foram mantidos em cultura e após depleçãos 

parcialmente de timócitos e células leucocitárias. 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 não ter após depleção 

totalmente os timócitos, a ausência parcial dos linfócitos, foi o suficiente para que o 

enxerto do timo não apresentasse rejeição do implante no hospedeiro (Dong et al., 

2010). 

Recentemente Yong Fan et al., 2015, aplicaram uma técnica de depletação do 

timo de camundongo por meio de lavagens por agitação constante com detergentes 

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

 

1.2. SÍNDROME DE DIGEORGE (SDG) 

A ausência total ou parcial do timo, pode ocorrer em doenças raras como a 

Síndrome de DiGeorge, uma síndrome de deleção 22q11.2, um transtorno de 

microdeleção comum que ocorre aproximadamente um em cada 1.000 fetos nascidos 

(McDonald-McGinn DM, 2015), e caracteriza-se pela ausência congênita de timo, 

hipoparatireoidismo e doença cardíaca congênita, descrita inicialmente por Dr. Angelo 

M. DiGeorge, em 1965. Esta desordem congênita é causada pelo defeito do 

desenvolvimento da terceira bolsa faríngea e do quarto arco faríngeo (Thomas et al., 

1987), como resultado, os defeitos são encontrados no timo, e por sua vez, podem 

produzir de leve a severa imunodeficiência pela produção insuficiente de células T 

(Jawad et al., 2001). 

A maioria dos pacientes com SDG possuem deleções monossômicas no braço 

longo do cromossomo 22, que pode representar uma variedade de fenótipos, incluindo a 

SDG e Síndrome 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 formação de um baixo número de células T, as quais têm funcionalidade 

normal (Piliero et al., 2004). Estes pacientes, podem apresentar atividade tímica 
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avaliada pela co-expressão das moléculas CD45RA e CD62L em células T, com a 

presença do rearranjo de receptores TCR. Estes rearranjos formam círculos de excisão 

denominados TRECs (T Cell Receptor Excision Circles), em células T do sangue 

periférico, o que permite uma identificação dos linfócitos recém-emigrados do timo 

(Kong et al., 1998).  

Cerca de 1% dos pacientes com diagnóstico de SDG, podem apresentar ausência 

de timo funcional, o que caracteriza a forma completa da síndrome. Esta forma pode ser 

diagnosticada por meio de exames laboratoriais, pois exames físicos e de imagens 

podem não detectar a presença de uma pequena porção tímica do paciente na região do 

mediastino. A ausência de atividade tímica pode ser identificada no paciente que possuir 

menos de 50 linfócitos T virgens (näive) (CD45RA+/CD62L+) por mm3 de sangue 

periférico (valor normal >1000/mm3) (Markert et al., 2007). Alguns pacientes com 

SDG, não possuem quantidades detectáveis de células T, com menos que 100 TRECs/ 

100.000 células T, o valor normal é 10.000 TRECs/ 100.000 linfócitos T) (Markert et 

al., 2003).  

Embora reposição de imunoglobulinas e antibióticos como terapia profilática para 

Pneumocystis spp como reposição imunológica, seja atualmente o tratamento padrão em 

crianças que apresentam SDG completa, na maioria dos casos o comprometimento total 

da resposta imune resulta em mortalidade até os dois anos de idade (Markert et al., 

2003).  

Essa síndrome também possui um fenótipo típico e outro atípico em pacientes 

com SDG completa, o primeiro é caracterizado por apresentar menos de 50 células 

linfócitos T /mm3, sem rash cutâneo, e sem linfadenopatia atípica. Também é 

caracterizada por menos de 50 linfócitos T näive /mm3, rash associado com infiltração 

de células T na pele, linfadenopatia e circulação de células T oligoclonais. Acredita-se 

que a maioria das crianças portadoras de SDG completa, nascem com fenótipo típico, e 

em algum momento após o nascimento, adquiram o fenótipo atípico (Markerter et 

al.,1999) 

Também no fenótipo atípico, as células T no sangue periférico apresentam-se em 

75% ou mais de oligoclonalidade representativa de clone único, falta da expressão do 

marcador de células T näive CD45RA, expressão de receptor TCRαβ e ausência 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 
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mitógenos, como a fitohemaglutinina, porém não são protetivas contra infecções 

oportunistas (Markert et al., 2010). 

 

1.2.1 APLICAÇÃO TERAPÊUTICA DOS FRAGMENTOS TÍMICOS EM 

SÍNDROME DIGEORGE 

      O Ministério da Saúde na Organização de Doenças Raras definiu a Síndrome de 

DiGeorge (SDG) (portaria 199/2014 e Comissão Nacional de Incorporação de 

Tecnologias no SUS (CONITEC) - Relatório n° 109), como uma das prioridades de 

conduta médica e terapêutica devido ao número significativo de óbitos em crianças 

portadoras dessa síndrome, que pode ser controlada através do sucesso no transplante de 

timo, como os 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. CRIOPRESERVAÇÃO DO TECIDO TÍMICO 

A criopreservação utilizando meios crioprotetores, que incluem o solvente 

Dimetilsufóxido (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 tímico sem a depletação das 

células leucocitárias e analisou a sua viabilidade e a expressão do CD326 (marcador de 

células epiteliais) em diferentes composições de meios crioprotetores, que incluíram 

componentes (DMSO, glicerol) penetrantes e não penetrantes (Dextran-40, sacarose, 

hidroxietilamido), definindo que o tecido mantido em baixa temperatura -196°C em 

nitrogênio líquido 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 

criopreservação, além da viabilidade e do fenótipo das células epiteliais (CD326) foram 

analisados os timócitos separados pelo protocolo de digestão enzimática, avaliando o 

perfil fenotípico dos mesmos durante o período de criopreservação do tecido. Seguindo 

essa mesma linha de raciocínio e com resultados de viabilidade satisfatórios de 

criopreservação do tecido tímico sem a depleção celular o autor Shichkin et al., 2020, 

sugere a utilização desse material criopreservado para a expansão das células epiteliais 

tímicas, em novo protocolo de enxerto autólogo nos pacientes que necessitaram fazer a 

timectomia para a correção da cardiopatia congênita dessa criança. 
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2. JUSTIFICATIVA  

O protocolo de descelularização dos timócitos nos fragmentos tímicos, como 

proposto por Market et al., 2010, utilizado atualmente nos enxertos dos pacientes com 

Síndrome de DiGeorge completa, necessitam de incubações e lavagens dos mesmos por 

21 dias, para a completa eliminação dos timócitos no tecido tímico. Desta forma, um 

banco de tecido, previamente depletados de timócitos e leucócitos, teria uma ampla 

aplicação no tratamento dos pacientes com SDG, devido à rápida disponibilidade destes 

fragmentos para o enxerto. 

 

3. HIPÓTESE 

Os tecidos tímicos após depletação de timócitos e da linhagem de células 

leucocitárias (linfócitos pré-T, timócitos, linfócitos B e células dendríticas) e 

criopreservação, podem ser usados para restabelecer a função dos linfócitos T no 

sistema imunológico dos pacientes com Síndrome de DiGeorge. 

 

4. OBJETIVO  

Estabelecer um protocolo de congelamento para o armazenamento de tecido tímico 

após depleção durante 21 dias, de células leucocitárias e timócitos, criopreservados em 

nitrogênio líquido à -196°C por 30 dias e um ano.  

 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

-Avaliação do tecido tímico criopreservado por 30 dias e um ano, após a 

depleção das células leucocitárias e timócitos, observando a preservação e viabilidade 

do epitélio presente no arcabouço tímico. 

-Recolonização do tecido tímico criopreservado por um ano. 

-Avaliação do fenótipo dos timócitos previamente separados na coleta do tecido 

tímico e após a recolonização no tecido após depleção e criopreservado por um ano. 

 

5. CASUÍSTICA 

Foram analisados neste estudo, 35 timos retirados de pacientes, independente do 

sexo, com idades até 9 meses. Os pacientes portadores de cardiopatia congênita e 

submetidos a timectomia cardiotorácica. Estes pacientes foram tratados do Centro 

Cirúrgico no Hospital do Coração. Associação do Sanatório Sírio (HCor) de São Paulo. 
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O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa do 

HCFMUSP (CAPPesq), (CAAE: 88220318.9.0000.0065) Anexo1 e do Hospital do 

Coração /Associação do Sanatório Sírio (Hcor-) (CAAE 88220318.9.3001.0060.) 

Anexo 2. 

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

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

 

5.1 CRITÉRIOS 

-Critérios de inclusão para doadores de timo  

- Os doadores de timo com idade entre um dia após o nascimento a 9 meses de 

idade e teste negativo para Citomegalovírus (soro e urina).  

- Os tecidos tímicos com teste negativo para vírus Epstein Barr. 

- Critérios de exclusão para doadores de timo 

- A mãe biológica do doador com testes positivo para HIV 1 e 2, HTLV 1 e 2, 

Hepatites B e C, Sífilis, Doença de Chagas, Toxoplasmose e Citomegalovírus.  

- Crianças com Síndrome de Down, 

- Crianças que possuem pais ou irmãos com histórico de doenças autoimunes, e 

que tenham histórico familiar de homozigose do cromossomo 22q11. 

 

6. MATERIAIS E MÉTODOS 

        Os fragmentos dos tecidos tímicos analisados foram identificados neste estudo 

como: 

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

-Fragmentos (TD): fragmento tímico após depleção de timócitos e células 

leucocitárias por 21 dias.  

-Fragmento (TDC): fragmento tímico após depleção de timócitos e células 

hematológicas por 21 dias e criopreservados por 30 dias (TDC 30 dias) ou um ano 

(TDC 1 ano) em nitrogênio líquido a -196C e posteriormente descongelados. 

 

6.1.  PREPARAÇÃO DOS FRAGMENTOS TÍMICOS PARA OS ENSAIOS 

As preparações dos 35 fragmentos tímicos para os ensaios foram realizadas em 4 

etapas, como descritos nos itens 6.1.1 à 6.1.4, em condições estéreis na cabine de 
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segurança biológica, seguindo o protocolo estabelecido por Markert et al., 1997 e 

2007(Figura 1). 

 

FIGURA 2 - PREPARAÇÃO DO TIMO PÓS-TIMECTOMIA 

A) Lavagem do timo pós-timectomia com meio de cultura F12/Ham para remover 

coágulos e resíduos de tecidos. B) Etapas da fragmentação do timo em condição estéril 
em cabine de segurança biológica. C) e D) Separação dos fragmentos do timo em 2 

partes iguais (fragmentos controles sem descelularizar e fragmentos de timo 
descelularizado). Os fragmentos serão mantidos em meio de cultura F12/Ham (Markett 
et al., 2007) até o momento de uso. 
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6.1.1 ETAPA1- FRAGMENTAÇÃO DO TECIDO TÍMICO OBTIDO PÓS-

TIMECTOMIA. SEPARAÇÃO DOS FRAGMENTOS CONTROLES E DE 

ESTUDO 

 

 Após 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 os seguintes antibióticos 100µg/mL sulfato de 

estreptomicina (Gibco), 1µg/mL gentamicina (Gibco) e 100µg/mL do antifúngico 

Anfotericina B (Sigma-Aldrich), como descrito por Markert et al., 2007 e preparado em 

condições estéreis cabine de segurança biológica cada timo foi dividido em 15 

fragmentos controles (CRTL) e 20 fragmentos usados para os ensaios. Estes fragmentos 

foram de 15 mm x 15mm x 15mm através do micrótomo manual Stadie Rigs-Tissue 

Slicer (Thomas Scientific©). Esses fragmentos foram utilizados como controle nos 

ensaios (timo 24 horas). 

 

6.1.2 ETAPA 2- DEPLETAÇÃO DOS FRAGMENTOS DE TIMO EM 

CULTURA 

Os vinte fragmentos tímicos obtidos foram colocados em cultura para a 

depletação dos timócitos e linhagens de células hematológicas durante 21 dias, como 

descrito por Markert et al., 1997. Estes fragmentos tímicos 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), 100µg/mL sulfato de 

estreptomicina (Gibco), 1µg/mL gentamicina (Gibco) e 100µg/mL do antifungicida 

Anfotericina B (Sigma-Aldrich). Os fragmentos foram cultivados em estufa com 0.5 % 

de CO2 a 37°C, por 21 dias. 

 

6.1.3 ETAPA 3- CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DOS 

FRAGMENTOS DE TIMO APÓS DEPLETAÇÃO  

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 (dimetilsulfóxido) Sigma Aldrich. O congelamento foi realizado gradualmente 

(-20°C por 30 minutos, -80°C por 24 horas, armazenados em nitrogênio líquido -

196°C). As amostras foram mantidas a -196°C durante diferentes períodos de 5, 10, 15 

dias para padronização do meio criopreservante e estabelecido os tempos de 30 dias e 

um ano para a análise do protocolo.  

Os fragmentos foram descongelados através da incubação 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), 100µg/mL sulfato de estreptomicina 

(Gibco), 1µg/mL gentamicina (Gibco) e 100µg/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. 

 

6.1.4 ETAPA 4- ANÁLISE HISTOLÓGICA DA ESTRUTURA DO TECIDO 

TÍMICO POR COLORAÇÃO HEMATOXILINA/EOSINA 

Os fragmentos coletados e fixados em formol a 10% foram incluídos em parafina 

sintética Histoplast ®- Shandon ®, seguindo a metodologia habitual. Após inclusão, as 

amostras foram submetidas a cortes de 3 µm de espessura num micrótomo automático 

Leica® RM 2255. Após secagem, as amostras foram desparafinados em xilol, 

hidratados numa série de álcoois com decrescentes concentrações, procedendo-se à 

coloração convencional com hematoxilina-eosina (HE), para posterior análise 

histopatológica. Os núcleos dos timócitos e células hematológicas foram corados com 

hematoxilina (roxo) e o citoplasma com células epiteliais foram corados com eosina 

(vermelho ou rosa) realizadas no Laboratório da Patologia da Faculdade de Medicina de 

São Paulo- FMUSP. 

As características estruturais normais do tecido tímico controle (sem depletação), 

e fragmentos após a depletação e sem congelamento, foram avaliados e comparados por 

3 patologistas independentes. 

A coloração de HE foi realizada nos tecidos, também após cada etapa de 

descongelamento e após a recolonização do timo descongelado com células 

hematológicas e timócitos. 

Os timócitos utilizados para a recolonização do timo foram retirados do timo após 

depleção antes do congelamento e mantidos em nitrogênio líquido a -196°C. 
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6.1.5 AVALIAÇÃO DAS ESTRUTURAS DO ARCABOUÇO TÍMICO E 

CÉLULAS ENDOTELIAIS DOS VASOS TÍMICOS ATRAVÉS DA TÉCNICA 

DE IMUNO-HISTOQUÍMICA 

O arcabouço tímico e as proteínas envolvidas no desenvolvimento e maturação do 

timo, assim como as células endoteliais dos vasos tímicos foram analisados através da 

técnica de imuno-histoquímica no Laboratório de Imuno-Histoquímica da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo-FMUSP.  

As amostras de timo antes e após a depleção e congelamento por 30 dias e 1 ano, 

foram analisados com os anticorpos primários descritos na Tabela 1. 

 

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

histoquímica  

  

Anticorpo Expressão 

CD34 
Glicoproteína de adesão celular atua mediando a ligação 

célula tronco-células estromais e de vasos  

 CK-PAN Proteína presente na membrana das células de epitélio 

CD3ζ 
Sinalização de cadeia de pré-T e complexo do receptor 

de antígeno de timócitos e células T maduras 

CD31 

Glicoproteína IIa, é expressa em células T, células 

endoteliais. Pode mediar a adesão de células T. 

 

 

Para imunomarcação dos cortes histológicos, foram utilizadas as técnicas de 

marcações estreptavidina biotina (Assis et al., 2005). As lâminas contendo secções 

histológicas foram tratadas com peróxido de hidrogênio a 3% (v/v) e soro albumina 

bovinas a 10% (p/v), em câmara úmida, a 37°C durante 30 e 15 minutos para bloqueio 

da peroxidase endógena e de aderências inespecíficas, respectivamente. Os cortes 

histológicos foram incubados em câmara úmida, a 37°C durante 40 minutos com o 

anticorpo primário. A seguir, as lâminas foram cobertas com anticorpo anti-IgG de 

coelho, biotinilado (Thermo Scientific, Califórnia, USA), e incubados nas mesmas 
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condições de umidade e temperatura por 30 minutos. Após esse processo, as lâminas 

foram expostas a estreptavidina conjugada com peroxidase durante 30 minutos. Essas 

etapas foram intercaladas com três lavagens em PBS de cinco minutos cada. 

 Para revelação dos complexos imunes foram utilizados, o cromógeno 3,3 

tetrahidrocloreto diaminobenzidina- DAB (Thermo Scientific, Califórnia, USA), o 

tempo de imunomarcação foram determinados pela avaliação visual da marcação das 

lâminas cobertas com metade da concentração de anticorpos padronizadas. Os cortes 

histológicos foram então contra corados com a corante hematoxilina por 20 segundos e 

visualizados ao microscópio de luz comum.  

As determinações da sensibilidade dos anticorpos primários nos cortes 

histológicos das amostras foram utilizadas, com as seguintes diluições: 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. Após as diluições selecionadas 

que permitiram a melhor imunomarcação dos antígenos. 

O teste de reatividade negativa do anticorpo primário foi realizado substituindo-se 

a etapa de incubação do anticorpo primário pela incubação com tampão –fosfato salino 

(PBS).   

Ao término da etapa de incubação com o anticorpo primário, as lâminas foram 

lavadas com tampão PBS (1X) e em seguida, incubadas com o anticorpo secundário 

polivalente (Thermo Scientific, Califórnia, USA), por 10 minutos. As lavagens com 

tampão PBS (1X) foram realizadas por mais duas vezes, intercalando-se com a 

incubação com estreptoavidina peroxidase, (Thermo Scientific, Califórnia, USA), por 

10 minutos e revelação com DAB (DAKO, EUA), 10 minutos. A seguir foi realizada a 

conta coloração de HE. As lâminas foram então lavadas então lavadas em água 

ultrapura por 2 minutos, finalizando com o processo de desidratação. Esta etapa foi 

repetida, por 3 vezes com a série de diferentes concentrações de etanol (50%, 70% e 

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

 

6.2 DISSOCIAÇÃO DAS CÉLULAS DO ESTROMA TÍMICO PARA 

ANÁLISE POR CITOMETRIA DE FLUXO 

  O tecido foi macerado sobre um filtro com 70µm de diâmetro (Cell Strainer, 

BD Falcon, CA, EUA), para a remoção de agregados e restos de tecido não digeridos, 

com auxílio de um êmbolo de seringa estéril (10 mL). Após este processo, as células em 

suspensão foram tratadas com tampão de lavagem 1 (50mL de RPMI 1640 [Gibco] 
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/0,1mg/mL de colagenase A [Roche Applied Science] / 0,02mg/mL de DNase I [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 tampão de lavagem 1, centrifugado a 540xg por 5 minutos a 4°C.  Em 

seguida, o precipitado foi lavado por duas vezes com tampão de lavagem 2 (PBS 1x pH 

7.8 [Sigma Aldrich] /5mM EDTA [Sigma Aldrich] /0,02mg/mL DNase I [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 concentração de 0,5 X 106 células/ mL. Após esta etapa, as células 

coletadas foram analisadas por citometria de fluxo. 

 

6.3 AVALIAÇÃO DA DEPLETAÇÃO CELULAR NO EPITÉLIO TÍMICO 

POR CITOMETRIA DE FLUXO 

Após a dissociação do tecido as células de linhagem leucocitária (CD45+) com 

concentração de 0.5X106/mL foram marcadas com 1µL de anticorpo monoclonal anti-

CD45 Alexa Fluor 700 (Bd Bioscience) e a marcação dos timócitos (CD3+) com 

anticorpo monoclonal anti-CD3 PE-Texas Red (Bd Bioscience). As células foram 

lavadas 1X com tampão PBS e então incubadas com 200µL de tampão de marcação, 

com os 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 

tampão de marcação, e ressuspensas em 200 µL de tampão de fixação paraformaldeído 

1% e 0,5 X106 células. Estas amostras foram adquiridas no citometro de fluxo BD 

FORTESSA LSR2 (BD Bioscience), e analisadas utilizando o software FlowJo 10.0. 

 

6.4. AVALIAÇÃO DE CÉLULAS cTEC E mTEC DO ESTROMA POR 

CITOMETRIA DE FLUXO 

 Para analisar as células cTEC e mTEC presentes no estroma tímico dos 

fragmentos controle, após depletação e antes / após o congelamento, foram utilizados o 

painel com os anticorpos para as populações celulares: para as células cTEC (CD45-, 

CD326+, HLA-DR+, CD249-, UEA-1hi) e mTEC (CD45-, CD326+, HLA-DR+, 

CD249low, UEA-1low) (Tabela 2). 

Para as marcações foram utilizados os anticorpos monoclonais conjugados com 

fluorocromos anti-:  CD326 APC, CD45 Alexa Fluor 700, CD249 PE, HLA-DR 



16 
 

 
  

Brilhant Violet 421(BD Bioscience), e UEA-1 FITC biotinilado (Vector 

Laboratories). 

 

Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados na avaliação do epitélio tímico 

pelo método de citometria de fluxo 

  

Anticorpo/Fluorocromo Expressão 

CD45 Alexa Fluor 700 Células de linhagem leucocitária  

CD249 PE 
Glicoproteína de marcação de células do epitélio 

tímico. 

UEA-1 FITC 

Molécula de adesão celular endotelial plaquetária, 

proteína envolvida na transmigração de leucócitos, 

angiogênese 

HLA-DR Brilhant Violet 

421 

MHC-II nas células apresentadoras de antígeno, 

células T ativadas e células epiteliais tímicas. 

CD326 APC Células epiteliais tímicas e do corpúsculo de Hassal. 

  

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

 

6.4.1. RECOLONIZAÇÃO DO TECIDO TÍMICO   

As amostras de tecido tímico criopreservados após a depletação das células 

leucocitárias e timócitos foram recolonizadas com 1X106 células /mL, 2X106 células / 

mL e 3X106 células / mL retiradas de um fragmento do tecido tímico antes da depleção 

celular, a técnica desenvolvida para a recolonização do tecido tímico depletado e 

criopreservado foi desenvolvida durante a presente dissertação, no Laboratório de 

Investigação Médica LIM 36 do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina 

da Universidades de São Paulo -FMUSP.  

Para a dissociação das células do tecido tímico, utilizou-se o seguinte protocolo 

com digestão enzimática descrito no item 6.2.0 e posteriormente passado em solução de 

Ficoll-Paque com densidade 1.077 (Cytiva- Suécia AB) na proporção 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 

concentração de 1X106 /mL foram utilizados para infusão e imunofenotipagem pela 

técnica de citometria de fluxo para determinação da população celular de timócitos. 

A recolonização do fragmento tímico, foi realizado sobre malha sintética em 

uma placa de cultura de 6 poços, e 1X106 timócitos/mL foram injetados via intratímica   

em distribuídos 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. Após esse 

período o tecido foi dissociado por digestão enzimática (item 6.2.0), lavadas e 

posteriormente marcadas com anticorpos monoclonais para a determinação da 

maturação e fenótipo das células após a recolonização. 

 

6.4.2. AVALIAÇÃO POR CITOMETRIA DE FLUXO DOS TIMÓCITOS 

RECOLONIZADOS NO TECIDO TIMICO APÓS DEPLEÇÃO E 

CRIOPRESERVAÇÃO POR 1 ANO 

 Para avaliar a eficiência da recolonização, os timócitos antes e após a 

recolonização no estroma tímico dos fragmentos TDC 1 ano, foram utilizados o painel 

com os anticorpos para identificação das subpopulações de timócitos/linfócitos:  

timócitos/linfócitos T auxiliadores (CD3+CD4+), timócitos/linfócitos T citotóxicos 

(CD3+, CD8+) timócitos /linfócitos T duplo positivos (CD3+, CD4+, CD8+) e 

timócitos /linfócitos T duplo negativos (CD3+, CD4-, CD8-).  

Para as marcações 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 marcação dos timócitos 

recolonizados no tecido após a depleção e criopreservação avaliadas pelo método  

de citometria de fluxo. 

  

Anticorpo/Fluorocromo Expressão 

CD3 CF594 Linfócitos T e Timócitos  

CD4 Brilhant Violet 421 Linfócitos T e Timócitos auxiliadores 

CD8 APC-H7 Linfócitos T e Timócitos  citotóxicos 

  

 

 

7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  O teste de normalidade foi aplicado aos dados coletados e a análise paramétrica 

e não paramétrica, utilizando (Teste t Student) ou o (teste de comparação múltipla de 

Newman-Keuls). O valor de p 0,05 foi considerado como estatisticamente 

significativo. Os cálculos foram realizados com o pacote estatístico do software 

GraphPad Prisma.9.3.4. 

 

8. RESULTADOS 

8.1. AVALIAÇÃO DA DEPLEÇÃO CELULAR COM OS MARCADORES 

CD45 E CD3 NO TECIDO TÍMICO 

 A avaliação da completa depleção de células leucocitárias e timócitos do tecido tímico 

utilizando o protocolo de Market et al., 1999, foi realizada no controle e TD, através da 

expressão dos marcadores células da linhagem leucocitárias (CD45) e timócitos (CD3) 

(Figura 3A e 3D), como descrito em materiais e métodos. Os resultados da análise da 

população celular (CD45+) demonstrou a presença de aproximadamente 96,2% de 

células leucocitárias no controle. E após 21 dias de depleção do tecido tímico, o estroma 

tímico apresentou diminuição  significativa de células leucocitárias da população 

fenotípica com 1,80% de células CD45+ em relação ao controle (p 0,05) (Figura 3B). 
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 Em relação a população específica de timócitos (CD3 +), foi possível observar no 

controle,  a presença de 62% de timócito (CD3+), enquanto que, o tecido tímico após 

depleção por 21 dias, apresentou uma redução significativa desta população para  0,31% 

de CD3 +  (p 0,05) (Figura3D). Estes resultados sugerem os tecidos após depleçãos 

neste estudo estão após depleçãos de células leucocitárias e os timócitos, permitindo que 

este tecido possa ser utilizado para futuros enxertos. 

 

 

 

 

 

FIGURA 3- AVALIAÇÃO ATRAVÉS DA EXPRESSÃO DE CD45 E CD3 DA 

DEPLEÇÃO DE CÉLULAS LEUCOCITÁRIAS E TIMÓCITOS NOS TECIDOS 

TÍMICO APÓS DEPLEÇÃO POR 21 DIAS 

 A e C)- Dot-plot da estratégia de análise das células de linhagem leucocitária (CD45 +) 

e thymocytes (CD3 +), respectivamente. Os valores  relativos (%) de cada população de 
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células foram quantificados por citometria de fluxo. B e D). Os valores relativos das 

populações de CD45 + e CD3 + de tecido do timo de 21 dias após depleção (TD) em 
comparação com tecido tímico (controle), respectivamente. A significância estatística 

foi determinada usando o teste t de Student não pareado bicaudal, os gráficos mostram a 
média +/- erro padrão, **** p <0,001. Foram analisadas 15 amostras do controle e 15 
amostras do tecido tímico após depleção. 

 

8.2 - AVALIAÇÃO DA INTEGRIDADE DO TECIDO TÍMICO ANTES, APÓS 

A DEPLEÇÃO E CRIOPRESERVAÇÃO POR 30 DIAS E 1 ANO 

A integridade do epitélio tímico nas amostras CRTL, TD e TDC 30 dias e TDC 

1 ano foram avaliados por análise histológica na coloração de hematoxilina-eosina (HE) 

e imunohistoquímica (CKPan, CD34 e CD 31) (Fig.4 e 5). Análise histológica com 

fragmentos do timo CRTL mostrou córtex tímico basofílicos densamente compactado 

devido a presença de timócitos pequenos e imaturos, medula mais eosinofílica 

levemente corada devido ao menor número de timócitos. Presença de corpúsculos de 

Hassall típicos eosinofílicos.  

 Os fragmentos TD e TDC 30 dias e TDC 1 ano corados com HE, apresentaram 

células epiteliais do córtex e da medula íntegras e eosinofílicas, com alguns núcleos 

apoptóticos devido a morte celular ou degradados durante 21 dias de cultivo ou óbito e 

seus núcleos dissolvidos. Além do corpúsculo de Hassall bem definido e eosinofílico 

(Figura 4A). 

As células epiteliais mTEC, as células epiteliais cTEC e os corpúsculos de 

Hassall, também foram analisados com o anticorpo citoqueratina (CKPan) (Figura 4B) e 

as células endoteliais que constituem os vasos tímicos foram marcadas com CD31 e 

CD34 (Figura 5A-B).A marcação de CD31 é mais característica em células endoteliais 

de região medular do tecido tímico  como descrito por Kieran D. James et al., 2021 e a 

marcação de CD34 é mais característica em microvasos em todas regiões do tecido 

tímico e também caracterizado por evidenciar a angiogênese 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-

histoquímica com CKPan, CD31 e CD34, mostraram a integridade das células epiteliais 

no córtex e estroma medular, bem como nas células que formam os corpúsculos de 

Hassall, sugerindo que o protocolo de criopreservação estabelecido neste estudo, 

permite a manutenção da estrutura do arcabouço tímico após longo período de 

congelamento e descongelamento. Estes resultados também demonstraram a integridade 

javascript:;
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das células endoteliais que constituem os vasos tímicos, e desta maneira, estes vasos 

permitirão uma nova vascularização e recolonização das células T imaturas que 

necessitem da maturação timo dependente.  

 

FIGURA 4-HISTOPATOLOGIA DO TECIDO TÍMICO DURANTE O 

PROCESSO DE DEPLETAÇÃO E CRIOPRESERVAÇÃO. ANÁLISE 

HISTOLÓGICA DOS FRAGMENTOS TÍMICOS CORADOS POR 
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HEMATOXILINA E EOSINA (HE) E IMUNO-HISTOQUÍMICA COM OS 

MARCADORES PAN-CITOQUERATINA (CKPAN). 

 As análises histológicas (HE) mostram fragmentos tímicos controle (CTRL), TD 

(fragmento tímico com células leucocitárias e células de timócitos  depletadas após 21 
dias),e TDC 30 dias e TDC 1 ano (  fragmentos tímicos com células leucocitárias e 

células de timócitos  depletadas após 21 dias e criopreservados e descongelados por 30 
dias e  1ano, respectivamente) com as arquitetura típicas do timo constituídas pelo 
córtex tímico  com timócitos basofílicos e medula tímica e corpúsculo de Hassall com 

marcação eosinofílica(Fig. 4A). C: denota o córtex, M: denota a medula, CH: denota os 
corpúsculos de Hassall. A imuno-histoquimica com o marcador CKPan. A marcação 

com CKPan mostrou a integridade das células epiteliais que constituem o estroma 
tímico (Fig.4B). Barra de escala: 50 μm. Ampliação de 40 ×.  As figuras são 
representativas de 35 experimentos independentes, com cada timo examinado em três 

seções.  
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Figura 5-HISTOPATOLOGIA DO TECIDO TÍMICO DURANTE O PROCESSO 

DE DEPLETAÇÃO E CRIOPRESERVAÇÃO. ANÁLISE DOS FRAGMENTOS 

TÍMICOS POR IMUNO-HISTOQUÍMICA COM OS MARCADORES CD31 E 

CD34. As análises por imuno-histoquímica mostram fragmentos tímicos controle 
(CTRL), TD (fragmento tímico com células leucocitárias e células de timócitos 
depletadas após 21 dias), e TDC 30 dias e TDC 1 ano (fragmentos tímicos com células 

leucocitárias e células de timócitos  depletadas após 21 dias e criopreservados e 
descongelados por 30 dias e  1ano, respectivamente) com CD31 e CD34. A marcação 

com anti-CD31 e anti-CD 34, mostrou a estrutura das células do endotélio que 
constituem os vasos tímicos (seta). Barra de escala: 50 μm. Ampliação de 40 ×.  As 
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figuras são representativas de 35 experimentos independentes, com cada timo 

examinado em três seções. 

 

8.3- ANÁLISE DA VIABILIDADE DAS CÉLULAS DO TECIDO TÍMICO TD, 

TDC 30 DIAS E TDC 1 ANO 

O efeito da depletação de células leucocitárias e timócitos e do tempo de 

armazenamento na viabilidade das células epiteliais tímicas foram analisados 

imediatamente após o descongelamento com três marcadores diferentes: Coloração de 

Visibilidade Fixa (FVS) (BD Bioscience), Kit de Detecção 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 gráficos são 

representativos das análises de citometria de fluxo controle, tecido do timo após 

depleção por 21 dias e tecido do timo após depleção 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 expressão 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, não foram afetadas durante o período de depleção ou 

armazenamento a -196°C. Não houve diferença significativa entre os grupos em relação 

ao controle (p 0,05). Desta forma, é possível observar que a solução criopreservante 

proposta neste estudo (5% Dextran FP 40, 5% Me2SO, 5% SFB), mantém a viabilidade 

celular das células do epitélio tímico, durante o congelamento a -196°C e impede o 

rompimento celular durante o processo de descongelamento. 
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FIGURA 6-ANÁLISE DA VIABILIDADE DAS CÉLULAS DO TECIDO 

TÍMICO TD, TDC 30 DIAS E TDC 1 ANO. 

A) Gráficos de dot plot representativos da viabilidade do tecido timo, mostram no gate 
de LIVE CEll de cada marcador: células do tecido tímico a fresco, usado como controle 

(CTRL), células tímicas após 21 dias de depleção de células timócitos e células 
leucocitárias (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 populações de FVS, 
7-AAD e Anexina-V, analisados pelo método estatístico de múltiplas comparações de 
Newman-Keuls, são apresentados. Não houve diferença estatística nas marcações de 

FVS, 7AAD e Anexina-V, entre os grupos em comparação com os controles (p> 0,05). 
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Os dados mostram a média ± SE para 15 amostras de células tímicas frescas não 

depletadas ( controle), 15 amostras de células tímicas depletadas por 21 dias (TD) e 15 
amostras de células tímicas depletadas e criopreservadas por 30 dias (TDC 30 dias) e 1 

ano ((TDC 1 ano)  descongeladas. 
 
 

8.4 AVALIAÇÃO FENOTÍPICA DAS CÉLULAS EPITELIAIS TÍMICAS 

cTEC E mTEC   NOS FRAGMENTOS TDC 30 DIAS E TDC  1 ANO 

Para a identificação de populações de células epiteliais nas amostras originadas 

dos fragmentos TD e TDC 30 dias e TDC 1 ano, foi utilizado painel fenotípico com 

estratégias de análise, como descrito em material e métodos (Figura 7A), sendo que para 

a determinação das células mTEC foi avaliada a expressão da dupla marcação UEA-1 + 

/ CD249+hi, e para células cTEC UEA-1 + / CD249 +low, como mostrado na (Figura 

7B).  

A população de mTEC, expressando UEA-1+ / CD249+hi foi observada em 20,2% nas 

amostras TD, nas amostras 19,4% TDC 30 dias e 16,8%TDC 1 Ano (Figura 7B). A 

expressão da população cTEC UEA-1+ / CD249+ low, foi encontrado em 70,6% da 

população TD, 71,4% da população TDC 30 dias e 69,6% da população em TDC 1 ano. 

A fenotipagem das células de epitélio tímico mTEC e cTEC não apresentaram diferença 

estatística p<0,05 durante o protocolo (Figuras 7C e 7D).  

Durante o período de cultura tímica das células dos fragmentos TD, houve um aumento 

na proporção de células epiteliais (TECs).  O aumento observado nas populações do 

epitélio tímico é devido a depleção das células leucocitárias e timócitos, tornando mais 

visível esta população (Figura 7B). Os resultados sugerem ainda que a população de 

células epiteliais nas regiões cortical e medular não foram afetadas pelo congelamento 

durante 30 dias e 1 ano. 
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FIGURA 7- AVALIAÇÃO DAS CÉLULAS EPITELIAIS TÍMICAS CTEC  E MTEC   

NOS FRAGMENTOS  TDC 30 DIAS  E  TDC  1 ANO. Amostras do timo sem depleção 
de células tímicas (controle), TDC 30 dias e TDC 1 ano foram dissociados como 
descrito em materiais e métodos. A análise foi realizada com células 0,5X106 usando a 

técnica de citometria de fluxo. A) Gráficos em dot-plot representativos da população de 
células epiteliais tímicas com análise fenotípica de células epiteliais tímicas medulares 

(mTec) (UEA-1 + / CD249 +, + hi) e células epiteliais tímicas corticais (cTec) (UEA-1 + 
/ CD249 +low). A frequência de células em porcentagem em cada gráfico está indicada. 
B-C). A frequência das populações mTEC e cTEC foi demonstrada em células tímicas 

TD, TDC 30 dias e TDC 1 ano, comparados com o controle. Os dados mostrados são os 
valores relativos (%) observados na citometria de fluxo. Os gráficos de barras 

representam a média + SEM 10 amostras, determinado por ANOVA de dois fatores 
seguido pelo teste de múltipla comparação de Newman-Keuls. Não há diferenças 
significativas entre os grupos de dados (p> 0,05). Os dados foram agrupados a partir de 

mais de três experimentos independentes. 

 
8.5 AVALIAÇÃO DA RECOLONIZAÇÃO DO TECIDO TÍMICO 

CRIOPRESERVADO POR 30 DIAS E 1 ANO COM TIMÓCITOS/LINFÓCITOS 

(CD3) 

Para avaliar o potencial funcional dos fragmentos de timo criopreservados, 15 

fragmentos de timo TDC 1 ano foram recolonizados com 3X106 injeções intratímicas de 

3×106 timócitos CD3+ por mL, distribuídos nos lobos tímicos direito e esquerdo e 

analisados através de ensaio de imuno-histoquímica utilizando a marcação com 

anticorpo anti-CD3 (Figura 8A). A viabilidade dos timócitos foi analisada através da 

coloração de 7-AAD e citometria de fluxo. Esta análise foi realizada em células de 

timócitos, antes da recolonização (controle) e após 10 dias de cultura de timócitos em 

TDC 1 ano (denominado de TR) (Figura 8B).  

A marcação do anticorpo anti-CD3 confirmou a presença de células T nas 

amostras de TDC 1 ano após 10 dias de cultura (TRCD3+) (Figura 8B), sugerindo que, 

o estroma tímico do fragmento de timo após depleção de timócitos e congelados e 

descongelados após 1 anos, continua a manter a capacidade de proliferação e maturação 

funcional dos linfócitos T.  

A frequência de timócitos CD4 e CD8 nas amostras de um ano de TDC foi 

avaliada antes e após a recolonização. A frequência dos estágios de timócitos antes da 

recolonização foi: CD4+ 26,4%, CD8+ 10,2%, timócitos duplo-positivos (DP) 59,6% e 

timócitos duplo-negativos (DN) 3,84% (Figura 8B). Entretanto, no décimo dia da 
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recolonização, a frequência foi: CD4+ 29,8%, CD8+ 14,2%, DP 53,0% e DN 3,05% 

(Figura.8B). Esses resultados mostraram um aumento na frequência de 

timócitos/linfócitos maduros CD4+ e CD8+ e diminuição no perfil de células imaturas. 

Assim, além da expressão de moléculas de CD4 e CD8 na superfície dos timócitos, foi 

possível também observar, a seleção positiva dos timócitos, que entraram em contato 

com MHC (complexo de histocompatibilidade principal) próprios, apresentados pelas 

células epiteliais do estroma tímico. 

Desta maneira, é possível sugerir que o protocolo com a solução criopreservante 

(5% Dextran FP 40, 5% Me2SO, 5% SFB), mantém a viabilidade celular das células do 

epitélio tímico e não afeta a capacidade funcional do timo, podendo ser utilizado na 

construção de um biobanco de timo.   
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FIGURA 8-RECOLONIZAÇÃO TÍMICA DO FRAGMENTO TDC 1 ANO. 

Recolonização tímica por injeção intratímica de 3×106 timócitos nos lobos tímicos 
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 injeção intratímica de 3×106 timócitos de 
(CRTL) e Fragmentos TDC 1 ano marcado com anti-CD3  após a  injeção intratímica de 

3×106 timócitos (TRCD3+). A presença de timócitos marcados com CD3+ são 
indicados por seta. Barras de escala: 50 µm. B-C) Análise por citometria de fluxo de 

timócitos de populações CD4+, CD8+, PD (CD4+CD8+) e DN (CD4−CD8−) coradas 
com 7-AAD. B) Células de timócitos antes e (C) células de timócitos após (TR) 
recolonização do tecido do timo. A porcentagem de células CD3+, CD4+, CD8+, PD 

(CD4+CD8+) e DN (CD4−CD8−) são indicadas.  
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9. DISCUSSÃO 

 

  Estudos realizados por Davies et al., (2017) e Market et al., (2018), 

demonstraram uma sobrevida dos pacientes com Síndrome DiGeorge completa após o 

enxerto do timo. Durante um período de acompanhamento de 12 meses, 7 dos 10 

pacientes transplantados com enxerto tímico sobreviveram (Davies et al., 2017).  Esta 

sobrevida apresentou uma resposta imunológica boa em 72% pacientes estudados em 4 

anos (Markert et al., 2018. CIS- Clinical Immunology Society). 

  Entretanto, o protocolo de depletação dos timócitos dos fragmentos tímicos, 

como proposto por Market et al., 2010, utilizados atualmente nos enxertos dos pacientes 

com Síndrome de DiGeorge completa, necessitam previamente da completa eliminação 

dos timócitos dos fragmentos tímicos que serão utilizados para os enxertos, 

imediatamente após esta preparação. Para tanto, a preparação destes fragmentos, 

necessita de uma incubação e repetidas lavagens com meio de cultura específico durante 

21 dias. Desta forma, um biobanco com tecido tímico previamente após depleção, teria 

uma ampla aplicação no tratamento dos pacientes com Síndrome de DiGeorge, e 

pacientes que tenham dificuldades de maturação de células T levando a inúmeras 

infecções como os pacientes com Imunodeficiência Primária devido a rápida 

disponibilidade destes fragmentos, que já estariam prontos para prontos para o enxerto. 

Para a construção do biobanco também é primordial, a manutenção dos fragmentos 

criopreservados por um longo período. Os protocolos atuais de criopreservação do 

tecido tímico são de apenas 30 dias e utilizam o fragmento sem a depleção das células 

leucocitárias (Shichkin et al., 2018, Ross et al., 2018), o que não evidenciaria o uso 

desse fragmento sem a depleção pois as células alo-reativas timócitos/ linfócitos T se 

fazendo presentes aumentariam a chance de uma possível doença enxerto/ hospedeiro. 

Assim uma possível rejeição do tecido é um fator crucial para a não realização do 

transplante do fragmento tímico. 

No presente estudo, foram utilizados 35 tecidos tímicos, deletados por 21 dias. 

Como observado, houve uma diminuição nestes tecidos das populações leucocitárias 

(CD45+) e principalmente dos timócitos/linfócitos (CD3+). A ausência dessas células 

leucocitárias e timócitos no tecido tímico é muito importante para que, o tecido possa 

ser utilizado futuramente em transplante, diminuindo a rejeição do enxerto e não 

provocando complicações ligadas ao efeito de reconhecimento das células do sistema 

imunológico do paciente (rejeição enxerto/hospedeiro). Como estabelecido neste 
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tranbalho, os fragmentos foram criopreservados com a solução de criopreservação 

composta de 5% Dextran FP 40, 5% Me2SO, 5% SFB e mantidos em nitrogênio líquido 

a -196°C por 30 dias e 1 ano. Os resultados demonstraram que a solução de 

criopreservação proposta, manteve in vitro, as células epiteliais medulares e células 

epiteliais corticais viáveis por longo tempo, apesar da baixa temperatura, sem afetar a 

estrutura do arcabouço. Os resultados encontrados no protocolo proposto de 

criopreservação e mais especificamente sobre a solução criopreservante evidenciam que 

o uso do Dextran-40 que é um carboidrato junto com o soro fetal bovino nutriente 

proteico auxiliam a preservação do tecido após o protocolo de depleção celular.  

Isto foi demonstrado mais claramente através dos ensaios de histopatologia, 

onde as regiões do córtex e medular, assim como, o corpúsculo de Hassal coradas por 

HE, mostraram estas estruturas bem definidas, características encontradas em timo antes 

da depleção. E os ensaios de imuno-histoquímica, onde observou se a integridade tanto 

dos vasos tímicos (células endoteliais) marcados com anti-31 e anti-CD34 que marcam 

proteínas de endotélio em estruturas destintas como arteríolas e pequenos vasos 

responsáveis pela irrigação do tecido , assim como, o das células do epiteliais que 

constituem o estroma tímico marcados por anti-CK PAN determinando a integridade da 

membrana celular. A eficiência da solução crioprotetora evitou a morte celular, 

mantendo a viabilidade das células de 85-90% após o período 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 célula. A marcação fenotípica do anti-CD326 e os marcadores anti-

CD249 e anti-UEA-1 de, mostraram uma frequência das populações, presentes nestes 

fragmentos após a depleção celular e os tempos de criopreservação de 30 dias e 1 ano. 

Estas frequências são de aproximadamente 20-16 % das células mTEC (anti-CD326 

+anti-CD249+hi /anti-UEA-1hi) e de 70% das células cTEC (anti-CD326 +anti-

CD249+low /anti-UEA-1low), respectivamente. Estes resultados mostraram uma 

eficiência muito próxima a encontrada por Market et al., 2010. Além disto, as condições 

do tecido tímico após o descongelamento, permitiram observar, a manutenção destes 

tecidos para a diferenciação do linfócito T, uma das mais importantes funções do timo.  

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

também identificaram, além do aumento na frequência de timócitos/linfócitos maduros 
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CD4+ e CD8+ e diminuição no perfil de células imaturas (células duplo-positivas), uma 

seleção positiva dos timócitos, que entraram em contato com as moléculas de MHC I / 

II que apresentam antígenos próprios na membrana das células epiteliais do estroma 

tímico. 

Quando observamos a alta viabilidade, marcação de proteínas especificas das 

células do arcabouço tímico e uma possível maturação de células T com a perda da 

expressão de células T/ timócitos duplo-positivas (CD4+/CD8+) após o protocolo 

desenvolvido podemos propor a avaliação de genes e proteínas essenciais para 

manutenção do arcabouço como FOXN1 para a maturação e diferenciação das células 

T/timócitos e AIRE que auxilia a manutenção do tecido para  evitar a geração de células 

T/timócitos alo-reativos  e uma futura autoimunidade já descrita por Market et al., 2010. 

Assim, o protocolo proposto nestes trabalhos, aumenta a possibilidade de uma 

construção de um biobanco de fragmentos tímicos prontos para futuros enxertos 

possibilitando também mais testes para a triagem do melhor fragmento de tecido já 

disponível para os pacientes com diagnóstico de imunodeficiência primárias celulares 

de células T, como Síndrome de DIGEORGE, agilizando desta maneira o tratamento 

destes pacientes. 
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10. CONCLUSÃO 

 

Esses resultados demonstraram que os fragmentos tímicos após depleção e 

criopreservados na solução contendo 5% Dextran FP40, 5% Me2SO e 5% FBS por 30 

dias ou um ano preservaram a arquitetura e função do TEC com a expressão de 

proteínas específicas presentes nas células de arcabouço durante a criopreservação de 30 

dias e um ano para maturação das células T e timócitos. Como também a viabilidade do 

arcabouço tímico. 

Foi possível observar a maturação das células pré-T provenientes da medula 

óssea e timócitos com a perda da população imatura dupla positiva (CD4+/CD8+) 

durante a recolonização 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 síndrome de DiGeorge e 

fenótipo atípico (semelhante ao de Omenn) e pacientes com Imunodeficiência Primária 

de maturação de células T . 
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11. ANEXOS 
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