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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Dinâmica populacional de células T reguladoras CD4+Foxp3+ de neonato e adulto 

no compartimento periférico 

 

RESUMO 

 
Células T reguladoras CD4+Foxp3+ (Treg) caracterizadas por controlar clones autorreativos, 
apresentam uma frequência estável no compartimento periférico (5-15%), sugerindo a 
existência de uma competição contínua entre Tregs recém emigradas do timo (RTEs) e 
residentes. Entretanto, ainda não está completamente estabelecido se essa cinética de 
substituição e persistência é equivalente entre células CD4+Foxp3+ de idade neonatal e adulta. 
É possível que características peculiares à população neonatal, como uma menor diversidade 
de TCR e uma maior frequência de células multirreativas, possam influir na homeostase 
periférica dessas células. Nosso objetivo neste trabalho foi avaliar a competição homeostática 
periférica de células Treg CD4+Foxp3+, comparada à de células convencionais (não 
reguladoras) CD4+Foxp3- em diferentes idades. Os resultados deste estudo podem contribuir 
para o entendimento de como a homeostase das células reguladoras mantém a memória da 
tolerância adquirida no período neonatal e influi na diversidade do repertório desta população. 
A persistência de células Treg CD4+Foxp3+ e células CD4+Foxp3- frente à chegada de novas 
populações ao compartimento periférico foi estudada por dois protocolos independentes, 
ambos usando camundongos atímicos como hospedeiros de: (i) enxertos de timo colonizado 
de diferentes idades (neonatal ou adulto) e (ii) transferências sequenciais de timócitos 
policlonais de doadores neonatais e/ou adultos, constituindo três diferentes grupos (neonato-
neonato, neonato-adulto, adulto-neonato).  
Através dos protocolos de enxerto de timo neonatal observamos que as células do doador 
neonatal são rapidamente substituídas por novas RTEs diferenciadas a partir das precursoras 
do hospedeiro. Entretanto, Apesar da rápida substituição dos timócitos neonatais, observamos, 
de forma surpreendente, que a população reguladora desta idade apresenta uma cinética de 
substituição mais atrasada, quando comparada à de células convencionais CD4+Foxp3- 
permitindo a sobrevivência de alguns clones inicialmente selecionados no compartimento 
periférico. O mesmo fenômeno não foi observado nos animais que receberam timo adulto. 
Nestes, as populações Treg e não-Treg mostraram cinética semelhante de renovação. É 
possível que a maior afinidade das células Treg intra-tímicas por peptídeos próprios, permita a 
sobrevivência prolongada preferencial das células Treg de origem neonatal, comparada às 
células convencionais da mesma idade  
Com o segundo protocolo, observamos que a capacidade de incorporação das subpopulações 
CD4+Foxp3- e CD4+Foxp3+ (Treg) neonatais em ambiente previamente reconstituído é 
dificultada, mesmo quando a população residente é derivada de um doador neonatal. A 
colonização foi expressiva apenas quando timócitos adultos foram transferidos para animais 
reconstituídos previamente com células neonatais. Considerando que em hospedeiros 
linfopênicos a expansão das populações reguladoras de timócitos de ambas as idades foi 
semelhante, a dificuldade de incorporação de novas células neonatais pode estar relacionada 
a características do repertório de TCR, sugerindo que a afinidade e a multirreatividade dos 
TCRs das células neonatais estejam relacionados ao fracasso na competição por nichos 
periféricos. 

Esses dados coletivamente sugerem que a densidade de epítopos disponíveis na 
periferia e a reatividade/afinidade do repertório de TCR podem ser fatores limitantes para a 
dinâmica populacional das células T reguladoras e não reguladoras de diferentes idades.  
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ABSTRACT 

 
Peculiar features of TCR repertoire associated with peripheral neonatal populations, 
such as multireactivity, lower diversity and a lower affinity for peptides present in the 
peripheral compartment might influence regulatory T cells (Treg) homeostasis.  Stable 
frequencies of peripheral regulatory T cells for almost all life suggest that there must be 
a continuous competition between resident and recently thymus emigrated (RTEs) Treg 
cells. Our aim was to evaluate the substitution kinetics of CD4+Foxp3+ Treg cells and 
non-regulatory (conventional) CD4+Foxp3- T cells at different ages, in the peripheral 
compartment. The results of this study may contribute to understand how the memory of 
tolerance acquired in the neonatal period is maintained along with increasing Treg 
repertoire diversity. The persistence of CD4+Foxp3+ and CD4+Foxp3- T cells after the 
entry of novel lymphoid populations was studied through two distinct protocols, using 
athymic mice as hosts: (i) colonized thymus grafts obtained from neonatal or adult 
syngeneic mice (ii) sequential transfers of polyclonal thymocytes obtained from neonatal 
or adult donors, comprising three different groups (neonate-neonate, neonate-adult, 
adult-neonate). Using thymus graft protocols we observed that neonatal T cells were 
readily replaced by new RTEs differentiated from precursors of the adult host. In the 
second protocol, neonatal T cells also showed a worse capacity of incorporation in a 
previously reconstituted environment, even when the resident population was derived 
from a neonatal donor. Since in lymphopenic conditions the expansion of Treg 
populations of both ages was similar, the failure of neonatal cells in colonizing a 
previously reconstituted host might be consequent to TCR repertoire characteristics.  
The substitution kinetics of regulatory T cells compared to conventional CD4+Foxp3- 
lymphocytes was surprisingly delayed in animals receiving neonatal thymus, allowing the 
survival of some clones initially selected in the peripheral compartment. The same 
phenomenon was not observed in animals receiving adult thymus, in which Treg and 
non-Treg cells showed similar kinetics of renewal. It is possible that a higher TCR affinity 
to self peptides, which mostly persist in the peripheral compartment throughout life, 
favors the preferential long-term survival of Treg cells in the neonate. In contrast, non-
regulatory cells, at the same age, endowed with a repertoire showing lower affinity 
toward endogenous peptides and a more limited diversity in relation to adult non-Tregs, 
could be more easily substituted in the peripheral compartment. 
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1 Introdução 

1.1 Homeostase dos linfócitos T 

No sistema imunológico, o controle homeostático do número de linfócitos 

T no compartimento periférico já foi evidenciado, impedindo seu acúmulo 

excessivo por produção constante pelo timo, ou por expansão clonal durante 

uma resposta imunológica (ALMEIDA et al., 2005). Da mesma forma, foi visto 
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que a involução do timo na idade adulta não resulta em uma diminuição 

progressiva no número de linfócitos e que estados temporários de linfopenia, 

ocasionados por infecções ou manipulações terapêuticas, são seguidos por 

expansão compensatória, a fim de manter constante o número de células T na 

periferia (TANCHOT et al., 1997; ALMEIDA et al., 2005).   

Os mecanismos homeostáticos responsáveis por regular o número de 

linfócitos no compartimento periférico possuem uma importância não só 

quantitativa, mas também qualitativa influindo em seu repertório. A homeostase 

da população de linfócitos T precisa manter tanto a diversidade adequada no 

repertório de TCRs, permitindo a entrada constante de células recém emigradas 

do timo (RTEs) com novas especificidades, quanto a memória imunológica, 

através da permanência de clones com número suficiente de linfócitos, capazes 

de gerar respostas imunológicas rápidas e eficientes (BOURGEOIS & 

STOCKINGER, 2006). 

No caso da população de células T, já foi sugerido que não há uma 

programação intrínseca rígida com relação ao tempo de vida ou divisão celular. 

Células já residentes na periferia ou recém emigradas do timo (RTEs) 

apresentam a mesma probabilidade de sobrevivência e a chegada e 

permanência de novos linfócitos no compartimento periférico não resultam, por 

exemplo, na morte dos linfócitos mais antigos. Ao contrário, a substituição não 

parece ser regulada pela idade (TANCHOT et al., 1997). As interações de baixa 

afinidade com complexos MHC-peptídeo próprio (MHC-Ppróprio) e com 

citocinas, como a IL-7, é que funcionam como fatores determinantes da 

competição pela sobrevivência dos linfócitos T. Linfócitos que expressam TCR 

com uma maior afinidade pelo complexo MHC-peptideo podem levar vantagem 

e conseguir substituir células residentes. Células T virgens que encontram 

complexos MHC-peptídeos disponíveis para interação no compartimento 

periférico podem persistir e sua diminuição pode ocorrer apenas em situações 

de estimulação antigênica, quando seriam recrutadas para a função e fenótipo 

de células T de memória (KIRBERG, BERNS & VON BOEHMER, 1997; 

TANCHOT et al, 1997; MOSES et al, 2003).  
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1.2 Proliferação homeostática em ambiente linfopênico 

A linfopenia é caracterizada por um menor número de linfócitos circulantes 

na periferia. Ela pode ser congenitamente adquirida, como no caso de 

camundongos RAG-/- (não apresentam linfócitos T e B) ou induzida por 

manipulações terapêuticas como radioterapia ou quimioterapia, ou por infecções 

bacterianas e virais. Flutuações relacionadas à idade também podem ser 

observadas tanto em neonatos, quando ocorre a emigração das primeiras ondas 

de linfócitos diferenciados no timo, quanto em idosos, nos quais a involução do 

timo prejudica a liberação de células T para a periferia. 

Diversos estudos também destacaram a importância da interação TCR-

MHC na proliferação homeostática das células T que ocorre em condições 

linfopênicas e mostraram que tal expansão pode ser dependente de interações 

específicas de baixa afinidade com peptídeos próprios similares aos requeridos 

para a seleção positiva no timo (ERNST et al., 1999; GOLDRATH & BEVAN, 

1999; LEE et al., 1999; VIRET et al., 1999). Além disso, IL-7 tem sido descrita 

como uma citocina chave envolvida na proliferação de células T virgens, atuando 

sozinha ou em sinergia com sinais do TCR (SEDDON et al., 2003; TAN et al., 

2001). Já foi demonstrado que em condições fisiológicas a IL-7 mantém apenas 

a sobrevivência das células e induz poucas divisões celulares; no entanto 

quando suas concentrações estão aumentadas (ambiente linfopênico), essa 

mesma população sofre intensas divisões celulares (LI et al.,2003). 

Dois tipos de competição periférica já foram relatados: a primeira entre 

clones com diferentes especificidades em uma mesma população funcional 

(virgem e memória) e a segunda, entre clones de subpopulações diferentes que 

apresentam a mesma especificidade (MAHAJAM et al., 2005). 

A competição entre diferentes TCRs da mesma subpopulação é um 

evento de extrema relevância para a manutenção da diversidade. Diversos 

autores têm se dedicado a estudar esse tipo de competição nas linhagens T 

CD4+ e CD8+. Foi visto que células T policlonais virgens proliferam quando 

injetadas em um hospedeiro com TCR transgênico, mas não em um hospedeiro 

singênico (TROY et al., 2003). Isso sugere que o compartimento periférico dos 

hospedeiros com TCR transgênico apresenta complexos MHC-peptídeos 

disponíveis para os linfócitos T de outras especificidades. No compartimento 
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periférico dos hospedeiros policlonais singênicos, esses complexos MHC-

peptídeo já estão ocupados pelos linfócitos T do hospedeiro. Desta forma, 

apenas as células com maior afinidade pelo complexo MHC-peptídeo seriam 

capazes de deslocar os linfócitos residentes e serem incorporadas, após a 

transferência. 

Embora o tamanho do compartimento periférico das diferentes 

subpopulações de linfócitos T (virgem e memória) possa ser regulado de forma 

independente, alguns autores propõem que os linfócitos T de subpopulações 

diferentes também possam competir entre si. Min e Paul demonstraram em um 

de seus trabalhos que linfócitos T virgens transferidos para hospedeiros que 

apresentam uma pequena quantidade de linfócitos T de memória, só proliferam 

quando encontram nichos (complexo MHC-peptídeo) disponíveis no repertório. 

Se as células T virgens encontrarem um nicho inteiramente ocupado elas falham 

em proliferar (MIN & PAUL., 2005), sugerindo que um repertório amplo residente 

de células de memória pode ser responsável pelo bloqueio da proliferação 

homeostática, enquanto repertórios de uma diversidade limitada permitem a 

proliferação de células T virgens após transferência adotiva (MIN et al., 2004). 

Recentemente, células T reguladoras envolvidas na manutenção da 

tolerância periférica, também vêm sendo associadas ao controle homeostático 

do compartimento periférico de linfócitos T. As células T reguladoras são 

responsáveis pela supressão de linfócitos T ativados (efetores) e clones auto-

reativos que escaparam da seleção negativa no timo.  

Diversas células com função reguladora e fenótipos variados já foram 

relatadas, como por exemplo, Tr1, Th3, NKT, CD8+CD25+ e CD4+CD25+ 

(BECKER et al., 2006; WING et al., 2006). Entre essas diferentes 

subpopulações, as células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ (Treg) são aquelas 

que estão mais bem caracterizadas, além de já terem sido muito bem 

relacionadas ao controle de autoimunidade e tolerância a transplantação. Desse 

modo, os próximos tópicos serão dedicados ao estudo da homeostase dessa 

sub-população no compartimento periférico. 
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1.3 Células T reguladoras (Treg) 

Experimentos pioneiros na década de 70 revelaram que a timectomia 

murina neonatal em um período específico (entre os dias 2 e 4) após o 

nascimento, provocava doenças auto-imunes (AID) órgão-específicas, enquanto 

a timectomia 7 dias após o nascimento não resultava em AID (KOJIMA et al., 

1976). Posteriormente, Sakaguchi e colaboradores demonstraram que a 

prevenção da auto-imunidade poderia ser obtida através da transferência de 

linfócitos T CD4+ totais para camundongos timectomizados não tratados 

(SAKAGUCHI et al.,1982). Esses resultados indicam que animais normais 

possuem não apenas células T autorreativas patogênicas, mas também células 

T que suprimem autoimunidade e que foram mais tarde caracterizadas como 

células T reguladoras naturais (nTreg) (SAKAGUCHI et al.,1995).  

Células nTreg, constituem cerca de 5-15% dos linfócitos T CD4+ 

presentes na circulação (GAVIN & RUDENSKY, 2003) e estão engajadas na 

supressão de respostas imunes direcionadas para antígenos próprios e não 

próprios (como microrganismos e aloenxertos). Sua depleção, além de causar 

autoimunidade e doenças inflamatórias intestinais (como resultado de uma 

resposta imune excessiva a bactérias comensais do intestino) (SINGH et 

al.,2001), também provoca imunidade efetiva a determinados tumores, não 

encontrada em animais normais, e aumenta a imunidade anti-microbiana em 

infecções crônicas (revisado em WANG & WANG,.2007; BELKAID & 

ROUSE.,2005). Inversamente, o enriquecimento em células Treg CD4+CD25+ 

suprime alergia, estabelece tolerância a órgãos enxertados, previne doença 

enxerto versus hospedeiro (GvHD) após transplante de medula óssea, e 

promove a tolerância materno-fetal (SHEVACH, 2002; WOOD & 

SAKAGUCHI,2003; SHI & QIN, 2005; CURIEL, 2008, BELKAID & TARBELL, 

2009). 

Alguns marcadores têm sido relacionados com as nTreg. Dentre os 

marcadores de superfície podemos destacar CTLA-4 (antígeno-4 associado a 

linfócito T citotóxico ou CD152), GITR (receptor relacionado à família do fator de 

necrose tumoral induzido por glicocorticóide), CD62-L (L-Selectina) e CD103 

(Integrina αEβ7). Infelizmente, nenhum desses marcadores é específico da 

subpopulação Treg, visto que a expressão dessas moléculas pode ser um reflexo 
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do estado de ativação dessas células (GUPTA et al., 2008). Em contrapartida, a 

maioria dos autores assume que a expressão estável e intensa da cadeia α do 

receptor de IL-2 (CD25) e, principalmente a expressão do fator de transcrição 

Foxp3 (forkhead box P3), estão mais relacionados com a caracterização dessa 

população (KASPROWICZ et al., 2003). Entretanto, ainda não existe um 

consenso com relação à determinação dos marcadores específicos dessa 

linhagem, principalmente por causa da discrepância observada entre a 

expressão ubíqua de Foxp3 pelas células Treg murinas, em contraposição à 

expressão irregular deste fator de transcrição por células Treg humanas 

(CAMPBELL & ZIEGLER, 2007). 

 O gene que codifica o Foxp3 (membro da família dos fatores de 

transcrição forkhead) está no cromossomo X e produz uma proteína nuclear 

chamada de scurfin ou foxp3. Camundongos scurfy e humanos com IPEX 

(síndromes de poliendocrinopatias e enteropatias imunes ligadas ao 

cromossomo X) apresentam um quadro de intensa linfoproliferação autoimune e 

intensa produção de citocinas pró-inflamatórias, atribuída à ausência ou 

deficiência na expressão do gene Foxp3 (SCHUBERT et al., 2001; BRUNKOW 

et al.,2001). Vários estudos experimentais mostraram que o Foxp3 é essencial 

para a atividade supressora de células T reguladoras CD4+CD25+, e que a 

transdução retroviral ectópica do gene Foxp3 em células T CD4+ CD25- pode 

convertê-las em células semelhantes às Treg CD4+ CD25+ capazes de suprimir 

a proliferação de outras células T in vitro e inibir o desenvolvimento de doenças 

autoimunes e doenças inflamatórias intestinais in vivo (HORI et al., 2003).  

A eliminação da proteína Foxp3 em células Treg periféricas maduras 

resulta em perda da atividade supressora e conversão ao fenótipo efetor. Estas 

células passam a secretar citocinas pró-inflamatórias, tornando-se 

potencialmente patogênicas (WILLIAMS & RUDENSKY, 2007). 

 

1.3.1 Geração de células T reguladoras 

Os estudos do grupo de Caton e colaboradores mostraram que a expressão de 

um TCR específico para antígenos próprios (autoreativo) é o principal 

requerimento para a diferenciação de células T reguladoras no timo (JORDAN 
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et al., 2001), uma vez que camundongos transgênicos que expressam o TCR HA 

(hemaglutinina do vírus influenza), que reconhece hemaglutinina (antígeno 

exógeno), não são capazes de gerar células Tregs intratímicas (CATON et al., 

2004).   

Foi inicialmente proposto que esta interação é maior do que a necessária 

para a seleção positiva de linfócitos T convencionais e menor do que a requerida 

para a deleção de clones autorreativos no timo (revisto por MUCIDA et al., 2009) 

(Esquema 1). No entanto, os fatores e interações que afetam o desenvolvimento 

intra-tímico das células Treg ainda são muito discutidos (HSIEH, LEE & LIO., 

2012). O paradigma atual sugere que diversos fatores estão envolvidos na 

geração de células T reguladoras naturais tais como: a afinidade da molécula de 

TCR com o complexo MHC-Ppróprio apresentado por APCs, a avidez da 

interação célula T-APC, além  do tamanho do “nicho” de células Treg antígeno 

específicas, que é geralmente determinado pelo número total de APCs 

apresentando determinado antígeno próprio (revisto por HSIEH, LEE & LIO., 

2012).  

Outros fatores também foram propostos como capazes de influenciar o 

desenvolvimento de células Tregs no timo. Um deles é o gene Aire (regulador de 

auto-imunidade), responsável por direcionar a expressão de proteínas 

periféricas tecido-específicas principalmente no epitélio medular tímico 

(ANDERSON et al, 2002). Uma vez que camundongos deficientes em Aire 

desenvolvem uma série de patologias auto-imunes, é possível que esse gene 

seja capaz de afetar o desenvolvimento de células T reguladoras antígeno-

específicas (ANDERSON et al, 2005). 

Células T virgens na periferia também podem adquirir a expressão de 

Foxp3 e consequentemente a função de células Treg, como evidenciado em 

diversos protocolos experimentais. O grupo de Lafaille, por exemplo, identificou 

o fenômeno de conversão periférica in vivo através de transferências de células 

T CD4+CD25- para hospedeiros linfopênicos RAG Knock-out. A intensa 

proliferação induzida no ambiente linfopênico foi considerada um fator que 

favoreceu a conversão periférica (CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2004). Essas 

células que foram convertidas na periferia para o perfil regulatório são 
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caracterizadas como células T reguladoras induzidas (iTreg) com expressão de 

Foxp3 e mesma função das nTreg (revisto por AKBAR et al., 2007).  

Outros trabalhos mostraram a importância de algumas citocinas nesta 

conversão periférica. A citocina TGF-β, na presença de IL-2, por exemplo, é 

capaz de induzir a expressão de CD25 e Foxp3 em células T CD4+CD25- virgens 

e de memória (ZHENG et al, 2007). Por outro lado, o TGF-β na presença de 

outras citocinas, como a IL-6 e IL-21, induz a diferenciação de células T virgens 

em células pró-inflamatórias Th17, caracterizadas pela produção da citocina IL-

17, capazes de gerar autoimunidade e inflamação (KIN, 2008). 

O ácido retinóico, um metabólito da vitamina A obtida da dieta, também 

foi descrito como um regulador chave nas respostas imunes dependentes de 

TGF-β. A expressão de genes que promovem a diferenciação de células T 

virgens ao perfil de células T reguladoras ou Th17 parece ser controlada por uma 

via dependente de ácido retinóico, capaz de inibir a diferenciação de células 

Th17 pró-inflamatórias e promover a geração periférica de células Treg Foxp3+
 

anti-inflamatórias no tecido intestinal (MUCIDA et al, 2007). Células dendríticas 

dos linfonodos mesentéricos e da lâmina própria são especialmente favoráveis 

à indução de células Treg Foxp3+ antígeno-específicas por TGF-β e ácido 

retinóico, ressaltando o papel do intestino com um sítio extra-tímico relevante 

para a diferenciação periférica de células Treg (COOMBES et al, 2007; SUN et 

al, 2007). 
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Esquema 1: Desenvolvimento de células T reguladoras naturais (nTreg) e induzidas (iTreg). 
Células nTreg são selecionas por sua alta avidez por peptídeos próprios e adquirem a expressão 
de Foxp3. Alternativamente, células T CD4+Foxp3- podem ser convertidas na periferia a células 
iTregs em resposta a antígenos próprios e não-próprios encontrados na periferia. TGF-β é capaz 
de promover na presença da citocina inflamatória IL-6, o desenvolvimento de células pró-
inflamatórias Th17. No entanto, TGF-β na presença do metabólito da vitamina A, ácido retinóico 
(RA), promove a diferenciação para células iTreg Foxp3+ anti-inflamatórias e inibe a produção 
de Th17(Esquema retirado de MUCIDA et al., 2009). 

 

Alguns autores acreditam que as células T virgens recém emigradas do 

timo (RTE) são mais suscetíveis ao recrutamento para uma função regulatória 

(MODIGLIANI et al., 1996). Já outros autores acreditam que a geração periférica 

de Treg ocorre a partir do compartimento de células T de memória (AKBAR et 

al., 2007).  

Em relação ao repertório, estudos que usaram camundongos com uma 

diversidade limitada de TCR, revelaram que os repertórios das células Treg e T 

convencionais CD4+CD25- são amplamente diversos, com apenas uma pequena 

sobreposição e que apenas as células T reguladoras CD25+ exibem uma alta 

frequência de TCR com avidez aumentada contra peptídeos próprios ligados a 

moléculas MHCII. (PACHOLZKY  et al., 2006, WONG et al., 2007, HSIEH et al., 

2004). Além disso, foi visto que células T convencionais, construídas para 
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expressar TCRs isolados de células Treg, apresentaram uma alta capacidade de 

expansão e uma melhor eficiência de interação com complexos MHC-Ppróprio, 

apresentados por APCs periféricas após transferência para camundongos 

linfopênicos, sugerindo que uma grande proporção das células nTreg 

reconhecem constitutivamente antígenos próprios, sendo portanto cronicamente 

estimuladas no compartimento periférico (HSIEH et al.,2004). 

Em adição, alterações no repertório das células Treg no compartimento 

periférico, através da incorporação de novos clones por conversão periférica, ao 

longo do tempo, podem ganhar importância especialmente se a ação supressora 

destas células for TCR-específica. 

 

1.4 Controle homeostático do compartimento periférico de células T 

reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ 

Em condições normais, o número de células T CD4+CD25+Foxp3+ 

reguladoras no compartimento periférico é mantido relativamente constante 

durante grande parte da vida de um animal, indicando que a morte das células 

ajuda a manter a homeostase de Treg. De fato, após estimulação antigênica, as 

células Treg podem diminuir a expressão de Bcl-2, uma proteína anti-apoptótica 

(YAMAGUCHI et al., 2007). A presença de uma frequência maior de células 

Anexina+ entre as Treg, em comparação com a frequência obtida entre as células 

T convencionais também já foi descrita (CHEN et al., 2012). No entanto, este 

controle parece diminuir no final da vida, uma vez que alguns autores já 

evidenciaram que a senescência fisiológica está relacionada com um aumento 

de células T reguladoras Foxp3+ (HAN et al., 2009). 

Segundo Sakaguchi, as células Treg Foxp3+ que migram para tecidos 

linfóides e não linfóides se tornam ativadas, proliferam, exercem atividade 

supressora, e depois morrem. Já foi demonstrado que a maioria das células Treg 

em adultos expressa marcadores de células ativadas CD45RO (AKBAR et al., 

2003; TAAMS et al., 2001). Entretanto, alguns estudos têm identificado uma 

subpopulação de células Treg CD4+ murinas que expressam a integrina αEβ7 e 

apresentam características semelhantes a células efetoras (αE
+CD25+) ou de 

memória (αE
+ CD25-) (HUEHN et al., 2004; HUEHN et al., 2005; SIEWERT et al., 
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2008), sendo capazes de sobreviver no compartimento periférico por um período 

mais prolongado. Huehn e colaboradores sugerem que esse fenótipo é adquirido 

como consequência da expansão e proliferação na periferia de células T 

(HUEHN et al., 2004).  

Ainda não está claro se a células Treg αE
+ de memória são originadas 

após as células Treg αE
-CD25+ (Treg virgens) encontrarem seu antígeno cognato 

na periferia e sofrerem ativação ou se as células Treg de memória αE
+ podem 

ser originadas a partir de células T CD4+ convencionais sob condições 

tolerogênicas adequadas. Segundo Siewert as duas vias parecem ser 

importantes para a aquisição desse fenótipo (SIEWERT et al., 2008). Além disso, 

outro estudo também mostrou que camundongos idosos apresentam um 

aumento de células de memória (CD44+) e que estas seriam posteriormente 

convertidas em células T reguladoras Foxp3+. Entretanto, também é discutido 

que apesar do aumento dessas duas subpopulações (memória e Treg), um 

equilíbrio homeostático é atingido e que apenas células T com fenótipo virgem 

seriam diminuídas no compartimento periférico (HAN et al., 2009). 

De fato, também já foi demonstrado que protocolos experimentais de 

timectomia em animais adultos não resultam em uma redução no número de 

células T reguladoras periféricas, sugerindo que essa subpopulação apresenta 

mecanismos homeostáticos que controlam o seu tamanho mesmo na ausência 

de células emigradas do timo (PAPIERNIK et al, 1998). 

A população de células Treg no compartimento periférico compreende 

dois subtipos: as células Treg naturais que emigram do timo já expressando o 

fenótipo regulador (nTreg) e cerca de 30% de células Treg induzidas 

perifericamente (iTreg) (BAILEY-BUCKTROUT & BLUESTONE, 2011). Um fator 

de transcrição da família Ikaros, o Helios, foi identificado como um possível 

marcador para distinguir esses dois subtipos de células Treg, pois sua expressão 

parece ser predominante nas células nTreg derivadas do timo (THORNTON et 

al, 2010). Entretanto, em trabalho mais recente, foi demonstrado que helios pode 

ser transientemente expresso em células T reguladoras induzidas (iTreg) após 

sua ativação e proliferação (VERHAGEN & WRAITH., 2010, AKIMOVA et al., 

2011). A busca por moléculas capazes de diferenciar cada uma das duas 

subpopulações (nTreg e iTreg) tem sido alvo de grande interesse por parte dos 
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pesquisadores. A neuropilina-1 (Nrp1) é uma das moléculas de superfície, 

recentemente proposta pelo grupo de Lafaille, como uma das candidatas para 

tal diferenciação, pois ela parece ser preferencialmente expressa em células 

nTreg e ausente em células T reguladoras induzidas (revisto por BILATE & 

LAFAILLE., 2012). 

Não está muito bem estabelecido, se a proporção desses dois subtipos 

(Treg naturais e Treg induzidas ou adaptativas) é mantida inalterada após a 

involução tímica em indivíduos adultos. É possível que uma baixa emigração 

tímica de células Treg naturais favoreça o predomínio de células Treg 

adaptativas. Alternativamente, a população de células Treg naturais é capaz de 

manter sua frequência original através de uma taxa aumentada de proliferação, 

o que pode ser importante para a preservação da auto-tolerância, uma vez que 

seu repertório tímico foi caracterizado como mais específico para peptídeos 

próprios (JORDAM et al 2001 e PACHOLCZYK, KRAJ & IGNATOWICZ, 2002). 

Recentemente foi demonstrado que ambos os subtipos de células Treg são 

necessários para preservar à auto-tolerância (HARIBHAI et al, 2011). 

 Os fatores que induzem sobrevivência e proliferação de células Treg 

naturais parecem ser distintos daqueles utilizados por outras subpopulações de 

células T CD4+CD25-. A presença do auto-antígeno na periferia tem sido um dos 

requerimentos sugeridos para a expansão e persistência de células T 

reguladoras na periferia. Foi sugerido que interações entre TCR e moléculas de 

MHC de classe II seriam importantes para a proliferação homeostática de Treg 

(GAVIN et al., 2002). 

 Tang e colaboradores acreditam que sinais co-estimulatórios também são 

importantes, visto que camundongos tratados com anticorpos bloqueadores de 

CD80 e CD86 apresentam uma diminuição no número de Treg na periferia 

(TANG et al., 2003). 

 Diminuições no número de células Treg Foxp3+ também são citadas em 

camundongos deficientes em TGF-β1 e TGF-β2. A carência de uma sinalização 

por TGF-β ocasiona frequentemente lesões autoimunes letais que podem ser 

decorrentes de alterações no balanço de células Treg (LI et al., 2006).  
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Percentuais reduzidos de células Treg também são descritos em 

camundongos deficientes da cadeia μ (carentes em linfócitos B maduros) 

sugerindo uma possível contribuição dos linfócitos B na homeostase periférica 

das células Treg (SUTO et al, 2002). 

 Visto que as células T reguladoras CD4+CD25+ expressam a subunidade 

α do receptor de IL-2, não é de se estranhar que essa citocina também seja 

importante para a sua sobrevivência e proliferação. Camundongos deficientes 

em IL-2 apresentam reduções substanciais no número de células Treg do timo e 

de órgãos linfóides, como o baço e linfonodos (FONTENOT et al., 2005). Além 

de ser crítica para a sobrevivência, a IL-2 também parece ser essencial para a 

atividade supressora de células Treg naturais. O compartimento de células T 

CD4+ está fortemente indexado ao de células T reguladoras. Deste modo, 

assumindo que a principal fonte de IL-2 sejam as células ativadas, existe um 

controle por feedback (retroalimentação) negativo da resposta imune via IL-2; 

que consiste na produção de IL-2 por células T não reguladoras ativadas 

contribuindo para a manutenção, expansão, e ativação de células Treg naturais, 

as quais, por sua vez, limitam a expansão de células T não reguladoras 

(BARRAT et al., 2002). A diminuição do número de efetoras, por sua vez, leva a 

uma menor quantidade de IL-2 disponível com consequente diminuição do 

número de Treg. Essa diminuição das Treg possibilita, então, que o número de 

T efetoras volte ao normal (revisto por ALMEIDA et al., 2005).  

 A ruptura desse controle mediado por IL-2 promove o desenvolvimento 

de doenças autoimunes/inflamatórias. Além disso, a manipulação desse controle 

pode influir na intensidade das células Treg em mediar supressão, desta forma 

modificando várias respostas imunológicas. 

Além da IL-2, fatores específicos como TGF-β e moléculas co-

estimulatórias B7 tem sido identificados como essenciais para a manutenção do 

compartimento de células T reguladoras CD4+ Foxp3+ (LI et al., 2006; MARIE et 

al., 2005; SALOMON et al., 2000). Entretanto, a dependência de fatores 

homeostáticos clássicos como, por exemplo, a IL-7, ainda não está clara. Alguns 

estudos relataram que essa citocina parece não ser tão essencial quanto IL-2, 

uma vez que sua deficiência não altera o número de células Foxp3+, nem produz 

auto-imunidade (revisto por SAKAGUCHI et al., 2008). Entretanto, alguns grupos 
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investigaram recentemente o papel da IL-7 na homeostase de células Treg in 

vivo e demonstraram que esta citocina é capaz de regular o tamanho do pool 

periférico de células T reguladoras, aumentando sua expansão no 

compartimento periférico, mesmo na ausência de células T convencionais 

(Tconv) (SIMONETTA et al., 2012). Estes resultados descartam, portanto, a 

possibilidade da expansão de Treg ser mediada por fatores secretados por 

Tconv e não propriamente pela IL-7. Outro estudo mostrou que a IL-7 periférica 

não é apenas necessária para a sobrevivência de células T reguladoras, mas 

também para a expressão de Foxp3 (KIM et al., 2012). 

A competição por recursos importantes para a sobrevivência de células T 

reguladoras CD4+CD25+ residentes e as que emigram constantemente do timo 

deve ser crítica na seleção do repertório de células T reguladoras presentes no 

compartimento periférico. 

Diante da importância das células Treg em controlar clones autoimunes e 

respostas exacerbadas a antígenos exógenos, acredita-se que os mecanismos 

homeostáticos que controlam a sobrevida desta subpopulação funcionem, por 

um lado, preservando uma parte do repertório, importante para controlar clones 

presentes no período neonatal, mas ao mesmo tempo, permitindo a entrada de 

outras células com novas especificidades, capazes de controlar clones 

autorreativos que surgem ao longo de toda a vida. 

Estudos prévios já relataram que as células T neonatais correspondem a 

uma população com características diferentes das células T encontradas em 

indivíduos adultos (ARNOLD et al., 2005). Desta forma dedicaremos o próximo 

capítulo a uma breve introdução desta subpopulação particular. 

 

1.5 Características das células T neonatais 

Neonatos são particularmente suscetíveis a infecções, e a imaturidade do 

compartimento de células T CD4+ neonatais pode ter um papel central nessa 

maior suscetibilidade (revisto por ADKINS 2007).  

Experiências da década de 1950 (BILLINGHAM, BRENT et al., 1953) 

revelaram que esse período também é especial com relação à indução de 

tolerância, uma vez que o contato, nesta idade, com células que expressam 
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epítopos alogênicos confere tolerância a enxertos do mesmo doador quando o 

hospedeiro se torna adulto. Apesar de seus resultados continuarem válidos, os 

mecanismos que participam da indução e manutenção dessa tolerância ainda 

não são claramente compreendidos. Segundo Field e colaboradores (FIELD, 

GAO et al., 1997; GAO, ROUSE et al., 1999), a tolerância induzida através do 

protocolo de Medawar poderia ser atribuída à geração de células Treg 

CD4+CD25+. Neste trabalho, os autores verificaram que estas células estavam 

presentes em concentração alta no animal tolerante e eram essenciais para a 

transferência da tolerância para novos animais. 

Estudos prévios utilizando CD25 como um marcador de células T 

reguladoras sugeriram que o timo imaturo, de animais com menos de três dias 

de idade, produz poucas células Treg CD25+ comparado a um timo adulto 

(ASANO et al., 1996). Entretanto, estes resultados foram subsequentemente 

questionados por outros estudos demonstrando a presença de números 

consideráveis de células T CD25+ em neonatos e um número grande de células 

T CD4+CD25+ em animais adultos que foram submetidos à timectomia no 

terceiro dia de vida (DUJARDIN et al., 2004). Uma comparação direta entre a 

expressão de Foxp3 e CD25 durante a ontogenia revelou que o aparecimento 

desses marcadores em timócitos CD4SP não apresenta uma correlação perfeita. 

O grupo de Rudensky observou que no primeiro dia após o nascimento, 

aproximadamente 4% dos timócitos CD4SP expressavam CD25, enquanto 

apenas 0,1% expressavam Foxp3 (FONTENOT et al., 2005). Os autores 

observaram também que ocorre um aumento na proporção de timócitos Foxp3+ 

entre os dias 3 e 4 pós-nascimento, atingindo um platô em aproximadamente 3 

semanas de idade. Essas observações podem explicar porque a timectomia no 

terceiro dia de vida induz severas doenças autoimunes em roedores. 

Ainda não está claro porque o timo neonatal é menos eficiente do que o 

timo adulto em suportar o desenvolvimento de células T reguladoras. Análises 

histológicas da localização de células Treg em um timo em desenvolvimento 

revelaram que as células Foxp3+ residem primariamente dentro da medula, e 

que o aumento da produção de timócitos Foxp3+ durante o período neonatal é 

coincidente com a maturação da medula tímica (FONTENOT et al., 2005). 
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Além de características peculiares inerentes à subpopulação reguladora, 

diferenças substanciais no compartimento periférico e em outras subpopulações 

celulares no período neonatal podem influir em homeostase periférica de células 

T. A linfopenia fisiológica presente em neonatos antes da colonização pelas 

primeiras células emigradas do timo pode ser importante para a expansão 

intensa, com consequente conversão de células T convencionais ao fenótipo 

Treg. Esta linfopenia é rapidamente corrigida com o auxilio da alta expressão 

pelos linfócitos T neonatais de IL-7Rα permitindo uma intensa proliferação 

quando a citocina IL-7 está presente (DARDALHON et al., 2001).  

A estimulação antigênica pela flora comensal também contribui para a 

proliferação homeostática e maturação do pool periférico das células T durante 

o período neonatal (revisto por ADKINS, 2007). Já foi visto que a colonização de 

animais com uma microbiota específica no período neonatal possui um impacto 

significativo no desenvolvimento do sistema imunológico (BJÖRKSTÉN et al., 

1999 e BJÖRKSTÉN et al., 2001). A colonização intestinal precoce por 

Bacterioides fragilis é importante para o desenvolvimento de células Treg Foxp3+ 

no intestino e bactérias filamentosas segmentadas estão relacionadas ao 

desenvolvimento de células Th17 inflamatórias na lâmina própria intestinal 

(ROUND et al., 2010; IVANOV et al., 2010), mostrando que o tipo de colonização 

presente no período neonatal pode influenciar a natureza da resposta 

imunológica na vida adulta. Desta forma, modificações na carga de peptídeos 

antigênicos na periferia com alto poder de seleção do repertório linfocitário e de 

conversão para o fenótipo Treg, podem ter implicações fisiológicas relevantes 

para o hospedeiro 

Em camundongos a taxa de emigração tímica na vida neonatal é similar 

à encontrada na vida adulta (SCOLLAY et al., 1980). Entretanto ainda não está 

claro se as RTEs neonatais são comparáveis às RTEs adultas e se o processo 

de maturação pós-tímica é similar. 

Experimentos no final da década de 80 demonstraram que certas células 

portando receptores TCR Vβ deletados na vida adulta são ainda detectadas 

tanto no timo quanto no baço de camundongos neonatais (SCHNEIDER et al., 

1989; SMITH et al., 1989). Células que expressam esses Vβ “proibidos” 

começam a declinar no timo no dia quatro após o nascimento (P4) e não são 
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mais detectáveis nesse órgão a partir do dia dez (P10) (SCHNEIDER et al., 

1989). Desta forma, o processo de deleção central aparentemente requer 

diversos dias pós-nascimento para se tornar completamente maduro. As bases 

para esse atraso no desenvolvimento são incertas, mas parecem ser devidas 

aos níveis limitantes de AIRE (ZUKLYS et al., 2000).  

GALLEGOS & BEVAN (2006) mostraram que células T expressando os 

Vβ “proibidos” são detectadas em tecidos periféricos algumas semanas após o 

nascimento. Uma consequência da saída destas células autorreativas é que elas 

podem ser ativadas na periferia e desencadear respostas efetoras voltadas para 

antígenos próprios. Entretanto essas células na ausência de estimulação 

parecem estar em estado quiescente. Foi visto que o tratamento de 

camundongos timectomizados com altas doses de IL-2 anulou a anergia dessas 

células in vitro e promoveu o desenvolvimento de autoimunidade in vivo 

(ANDREU-SANCHEZ et al., 1991).  

As razões para o atraso no desenvolvimento da tolerância central ainda 

não são completamente entendidas. No entanto, pode-se especular que, no 

início da vida poderia ser perigoso deletar qualquer especificidade de TCR, uma 

vez que os neonatos encontram muitos antígenos novos. Quando esses “novos” 

antígenos são agentes patogênicos infecciosos a ausência de uma resposta 

poderia ser uma ameaça à vida. Portanto, para montar uma resposta primária 

eficiente a novos micróbios encontrados, deve ser importante ter tantas 

especificidades quanto possíveis nos tecidos periféricos (revisto por ADKINS, 

2007) 

Além disso, já foi relatado que em camundongos, a enzima TDT 

(responsável pela inserção de nucleotídeos nos TCRs), é pobremente detectada 

nos órgãos hematopoiéticos fetais e não está completamente expressa em 

timócitos em desenvolvimento até o dia 3-5 pós-nascimento (GREGORIE et al., 

1979; BOGUE et al., 1992; ROTHENBERG & TRIGLIA, 1983). Como 

conseqüência, as cadeias de TCR formadas durante a vida fetal e pós-natal não 

apresentam adições significativas na região N do CDR3, formando desta forma 

células com uma menor diversidade (BOGUE et al., 1991; FEENEY, 1991). No 

entanto, as respostas à infecção ou imunização parecem ser normais em 

camundongos deficientes em TDT. A ausência das regiões N não compromete 
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nem a qualidade nem a intensidade da resposta imunológica (revisto por 

ADKINS 2007). Foi visto que clones deficientes em TDT são geralmente 

multirreativos e apresentam uma capacidade de reatividade cruzada a peptídeos 

muito maior do que os clones selvagens. A natureza promiscua do TCR em 

neonatos normais parece ser importante para permitir proteção contra patógenos 

durante este período (GARCIA et al., 2000), permitindo que um pequeno número 

de células T periféricas seja suficiente para montar respostas efetivas após uma 

imunização ou infecção (CONDE et al.,1998; FEENEY et al.,2001; ROBEY et 

al.,2004). Esses autores também especulam que o repertório neonatal seria 

deficiente em células autorreativas com afinidade alta o suficiente para induzir 

doença.  

Considerando essas diversas características, peculiares ao 

compartimento periférico presente no período neonatal, é possível que a 

dinâmica populacional das células Treg também tenha características próprias, 

diferentes das encontradas no adulto.  

A cinética de substituição das primeiras células RTE que colonizam a 

periferia no período neonatal ainda não foi bem estudada, principalmente em 

relação à população reguladora.  Foi sugerido que as primeiras células Treg 

emigradas do timo durante o período neonatal seriam responsáveis por 

estabelecer um repertório de memória que garante a tolerância periférica a 

tecidos próprios, de forma infecciosa, através do recrutamento de novas células 

para o fenótipo Treg (QIN et al.,1993 ; MODIGLIANI et al., 1996). 

O conceito de tolerância infecciosa prediz que uma vez induzida a 

tolerância a um determinado enxerto de pele, este fenômeno pode ser transferido 

para animais singênicos. Ou seja, animais virgens que recebem células CD4+ de 

animais tolerizados, também se tornam tolerantes ao mesmo enxerto de pele, 

daí o nome de tolerância “infecciosa”.  

Levando-se em conta que o timo libera diariamente novas células Treg no 

compartimento periférico, será que essas primeiras células Treg que chegam à 

periferia no período neonatal são mantidas por longo período e se tornam células 

Treg de memória? Por outro lado, se for importante a aquisição de um repertório 

diverso, uma parcela das células Treg residentes deveria ser constantemente 
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substituída, permitindo que novas células Treg sejam incorporadas. A cinética 

de renovação das células Treg é diferente no período neonatal e no adulto? 

Se a especificidade é essencial para a função supressora das células Treg 

em diversas respostas imunológicas, é importante que a sua homeostase 

favoreça a manutenção de um repertório capaz de preservar clones que mantém 

a tolerância periférica adquirida no período neonatal e de permitir a incorporação 

de novas especificidades que irão controlar, por exemplo, clones autorreativos 

ou respostas efetoras exacerbadas que surgem ao longo de toda a vida.  

Como já foi estabelecido que células de idade neonatal apresentam um 

repertório de TCR mais multirreativo quando comparado ao das células de um 

animal adulto, é possível que características peculiares inerentes à população 

neonatal favoreçam sua sobrevivência no compartimento periférico. Outra 

hipótese estaria relacionada ao compartimento periférico. Pode ser possível que 

a presença da linfopenia seja uma condição determinante para a incorporação e 

manutenção de células T reguladoras de idade neonatal. 

Desenvolvemos este trabalho com o intuito de contribuir para o 

conhecimento a respeito da persistência de células Treg naturais 

CD4+CD25+Foxp3+ em diferentes idades e para entender como a homeostase 

no compartimento periférico possibilita tanto a manutenção de uma memória da 

tolerância ao próprio, quanto à renovação contínua do repertório de células Treg. 

Esse conhecimento poderá auxiliar na busca de estratégias terapêuticas, que 

corrijam o balanço homeostático de células T reguladoras, capazes de recuperar 

a tolerância a tecidos próprios em diferentes patologias. 
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2 Objetivos 

  

2.1 Objetivo Geral 

 Estudar a dinâmica populacional de células T reguladoras CD4+Foxp3+ de 

camundongos neonatos e adultos no compartimento periférico.   

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Comparar a taxa de substituição de células Treg (CD4+Foxp3+) e não Treg 

(CD4+Foxp3-) no compartimento periférico em diferentes idades  

 Analisar o potencial de expansão e competição de células Treg de 

diferentes idades (adultas e neonatais) na periferia. 
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3 Materiais e Métodos 

3.1 animais 

Camundongos F1 (BALB/c x C57Bl/6) nu/nu (F1 nu/nu) foram utilizados aos 

30 dias de idade como hospedeiros de enxertos de lobos tímicos de 

camundongos eutímicos F1 (BALB/c x C57Bl6.Ba) Thy1.1+/1.2+ adultos ou 

neonatais (P2 a P5)  ou de  populações celulares de camundongos eutímicos F1 

(BALB/c x C57Bl/6) Thy1.2+ e F1 (BALB/c x C57Bl6.Ba) Thy1.1+/1.2+.  

As colônias de camundongos nu/nu e dos doadores são mantidas, em um 

biotério próprio, com micro-isoladores, pressão positiva e entrada de ar filtrado 

(Sterilflow Filtracom) e recebem ração e água autoclavadas. Todos os protocolos 

propostos foram aprovados pelo Comitê de Ética Animal da Universidade 

Federal Fluminense. 

3.2 Enxertos de timo 

O procedimento cirúrgico foi feito em condições estéreis após 

administração intraperitoneal dos anestésicos Ketamina (100mg/kg) e Xilazina 

(10mg/Kg) em animais F1nu/nu com 30 dias de idade.  

Uma pequena incisão dorsolateral foi feita para expor o rim, e um pequeno 

orifício foi feito na cápsula renal. Lobos tímicos neonatais P(2 a 5) (10 ou 6 lobos 

tímicos/animal) ou adulta (1/2 lobo tímico/animal) de F1 (BALB/c x C57Bl6.Ba) 

Thy1.1+/1.2+  foram colocados lado a lado, abaixo da cápsula renal dos 

hospedeiros nudes.  

3.3 Preparo e Transferência de populações linfóides 

Suspensões estéreis de timócitos de doadores adultos (30-60 dias) ou 

neonatais (P5) foram maceradas mecanicamente em solução de Hanks’ (HBSS 

– Invitrogen), em placas de petri, utilizando peneiras plásticas. As suspensões 

celulares obtidas foram transferidas para tubos de 15mL e lavadas com Hank’s 

em centrifugação a 1200rpm/6min.  O número de células viáveis foi contado em 

solução de azul de tripan a 0,1% em hematocitômetro (câmara de Neubauer) e 

as concentrações celulares ajustadas conforme o protocolo a ser utilizado. 
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Todas as transferências foram realizadas por via endovenosa, através do plexo 

retro-orbitário de camundongos atímicos com aproximadamente 30 dias.  

3.4 Estudo de marcadores de superfície por imunofluorescência 

Análise das populações presentes no sangue e, em alguns animais, 

também em populações linfóides periféricas (baço, linfonodo mesentérico (MLN) 

e linfonodos periféricos (pLN) foi feita por imunofluorescência. As amostras de 

sangue foram coletadas em heparina (25UI/mL) e submetidas à centrifugação 

(2000rpm/20min) em gradiente de Ficoll (Histopaque 1083, Sigma). A fração 

leucocitária foi recolhida e lavada com PBS. Após a centrifugação 

(2000rpm/10min), as células foram utilizadas para marcação. 

Antes de iniciar a marcação, as células foram incubadas com solução 

PBS-2%FCS- 10% soro camundongo por 5 a 10 minutos. Após esta etapa de 

bloqueio, os anticorpos diluídos em PBS-FACS (PBS + 3% FCS) foram 

adicionados. Ao fim de 30 minutos de incubação no gelo e no escuro, as células 

foram lavadas uma vez em PBS-FACS (150uL/poço) e uma vez em PBS sem 

soro (150uL/poço) e fixadas em PBS-1% Formaldeído. 

Os anticorpos monoclonais específicos para marcadores fenotípicos de 

superfície utilizados foram adquiridos da eBioscience: fluorescein isothiocyanate 

(FITC) anti-Thy-1.1 (OX-70) ou allophycociannin (APC) anti-Thy1.1 (HIS51); 

FITC-anti-CD4 (GK1.5) ou APC-anti-CD4 (GK1.5); phycoerythrin (PE) anti-CD25 

(PC61.5) ou APC-anti-CD25 (PC61.5), peridinin chlorophyll protein (PerCP) anti-

CD45.1 (A20), PE-anti-CD44 (IM7). streptavidin conjugada ao fluorocromo 

PECy7- , PECy5.5- , PE- , ou APC foi usada em conjunto com o anticorpo 

monoclonal biotinilado anti-Foxp3 (FJK-16s).  

Para a marcação com Foxp3, utilizamos o kit da eBioscience (tampões de 

fixação e permeabilização), de acordo com as instruções do fabricante. As 

células foram fixadas (após marcação de superfície) durante 40 minutos no gelo 

e no escuro com 100uL de FixPerm 1X (Kit e-Bioscience), centrifugadas a 1200 

rpm/6min e posteriormente lavadas com 100uL de Permeabilization Buffer. A 

incubação com Anti-Foxp3-APC, anti-Foxp3-PE ou Foxp3-Alexa647 (todos FJK-

16s), foi feita no gelo e no escuro por 40 minutos, e posteriormente lavada mais 

duas vezes com Permeabilization Buffer 1X e ressuspensas em 200uL de PBS. 
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A leitura das marcações foi feita em citômetro de fluxo C6 Flow Cytometer –BD 

Accuri®  utilizando o programa CFlow plus. A análise dos dados foi feita pelo 

programa flowjo software (Treestar). 

3.5 Análise Estatística 

Os dados foram analisados pelo software Prism5 (GraphPad).  Utilizando 

o teste t de student’s e one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test. As amostras 

foram consideradas estatisticamente significantes quando os valores de p foram 

menores do que 0,05 (p<0.05). 
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4 Resultados 

Visando estudar a dinâmica populacional de células T reguladoras 

CD4+Foxp3+ (Treg) em diferentes idades, elaboramos um protocolo que permite 

avaliar a competição na periferia entre as primeiras células T emigradas do timo 

enxertado e sua posterior substituição por novas células potencialmente 

competidoras no compartimento periférico (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1: Protocolo experimental: Camundongos atímicos F1nu/nu (F1Thy-1.2+) de 30 dias de 
idade foram enxertados com lobos tímicos de doadores F1 (BALB/c x B6,Ba) (Thy-1.2+/Thy-1.1+) 
de idades neonatal ou adulta na cápsula renal.  Cerca de 30 dias após o enxerto, verificamos a 
presença de células da população proveniente do timo colonizado (Thy-1.2+/1.1+) e da população 
proveniente do hospedeiro (Thy-1.2+/1.2+), após diferenciação no timo enxertado (Thy-1.2+) entre 
as células T CD4+ totais e entre as células reguladoras (Treg) (CD4+CD25+Foxp3+) e não 
reguladoras (CD4+Foxp3-) por imunofluorescência de alíquotas de sangue periférico. 

 

Com este protocolo, objetivamos verificar a capacidade de persistência 

das células T reguladoras, comparada à persistência de células T não 

reguladoras quando populações policlonais de idades neonatal ou adulta 

colonizam inicialmente um ambiente linfopênico singênico e avaliar sua eventual 

substituição por novas células, derivadas do hospedeiro, diferenciadas no órgão 

enxertado, que chegam posteriormente ao compartimento periférico.  

(BALB/c x B6.Ba) F1 

[Thy1.2+/1.1+]

Timo 
ou

Neonato

P2-5

Adulto 

> 30 dias

(BALB/c x C57BL/6) F1 nu/nu

[Thy1.2+]

(30 dias)



Resultados 

24 

 

A técnica de transplante de lobos tímicos já colonizados para 

camundongos linfopênicos permite estudar a renovação de linfócitos T, 

analisando a liberação de células pelo timo em frequências e períodos que se 

aproximam (simulam) a situação fisiológica. 

Dados da literatura utilizando o modelo de enxertos de timo fetal ou de 

neonato em camundongos atímicos mostram que até quatro semanas após o 

transplante, a maioria das células presentes na periferia são derivadas da  

população que colonizava inicialmente o timo do doador (THOMAS-VASLIN et 

al,1997). Após esse período, aumenta a colonização periférica por células 

precursoras derivadas da medula óssea do hospedeiro atímico que se 

diferenciam no órgão enxertado.  Desta forma é possível analisar, ao longo do 

tempo, a cinética de persistência e substituição de células provenientes de uma 

primeira onda de colonização por células derivadas de ondas posteriores.  

Inicialmente, confirmamos o número absoluto de células presentes nos 

timos de idade adulta (P60) (120 x 106) e neonatal (P2) (15 x 106) de doadores 

eutímicos F1 (BALB/c x B6.Ba) (Thy-1.2+/Thy-1.1+).  

Com a intenção de ajustarmos o número de lobos enxertados de modo a 

conter a mesma proporção de células CD4 simples positivas (CD4SP), 

avaliamos a frequência de células simples positivas para CD4 (CD4SP) e CD8 

(CD8SP) presentes nas duas idades (Figura 2). A quantidade de lobos utilizada 

em cada grupo experimental está representada na tabela 1. 

 

Figura 2: Frequência de timócitos em diferentes idades: Frequência de células T CD4SP e 

CD8SP presentes em um timo (2 lobos) de doadores F1 (BALB/c x B6,Ba) (Thy-1.2+/Thy-1.1+) 
de idade neonatal (P2) e adulta (P60). Os dados são representativos de três experimentos 
independentes com 3 animais em cada grupo (n=3). 
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 N° de lobos / 

N° de células 

N° absoluto total de 

timócitos 

N° de células CD4+ presentes 

nos lobos enxertados 

Timo Adulto  (P60) 2 lobos (120 x 106) ½ lobo ( 30 x 106) 2,34 x 106  CD4SP 

Timo Neonatal  (P2) 2 lobos (15 x 106) 10 lobos (75 x 106) 2,1 x 106    CD4SP 

 

Tabela 1: Número de lobos enxertados em cada grupo experimental. Número absoluto de 
células presentes em dois lobos de timo adulto P(60) e neonatal P(2) e a quantidade de lobos 
enxertados em cada grupo experimental. O cálculo do número de lobos foi feito levando em 
consideração a frequência relativa de células CD4SP em cada idade, assim como o número 
absoluto, com o intuito de obter no final número equivalente de células CD4SP. 

 

Avaliamos também a frequência de células T reguladoras CD4+Foxp3+ 

presentes nos timos de idade neonatal (P2) e adulta (P60) entre as células 

CD4SP (Figura 3). 

 

Figura 3: Frequência de células T reguladoras. Frequência de células T CD4+Foxp3+ entre os 
timócitos CD4SP de camundongos F1 (BALB/c x B6.Ba) (Thy1.2+/Thy1.1+) de idade neonatal 
(P2) e adulta (P60). Os dados são representativos de três experimentos independentes com 3 
animais em cada grupo (n=3). 

  

Após o transplante de ½ lobo tímico de adulto e 10 lobos tímicos de 

neonato na cápsula renal dos hospedeiros linfopênicos, a frequência total de 

células CD4+ foi avaliada, através de imunofluorescência de sangue periférico 

trinta, sessenta e noventa dias após o enxerto. 
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A frequência expressiva de populações CD4 simples positivas confirmou 

a expansão e persistência das células provenientes do timo transplantado 

durante os meses investigados.  

Observamos que nos animais que receberam timo adulto, os valores 

totais de células T ainda estão abaixo dos observados em camundongos 

eutímicos normais, o que está de acordo com os dados descritos por ROCHA et 

al (1989), demonstrando que o compartimento periférico linfopênico não é 

completamente preenchido após a transferência de linfócitos T. Entretanto, o 

grupo que recebeu timo neonatal, além de ter sofrido uma expansão mais 

acentuada, parece atingir frequências semelhantes às observadas em um animal 

eutímico, no segundo mês e, apesar da discreta redução no terceiro mês, suas 

frequências continuam sendo maiores do que as observadas no grupo de 

animais que receberam timo adulto (Figura 4A) 

Noventa dias após o transplante dos lobos tímicos, a frequência de células 

CD4+ nos hospedeiros que receberam timo neonatal continua sendo 

significativamente maior na maioria dos órgãos avaliados, com exceção do baço, 

que apresentou semelhança entre os dois grupos estudados (Figura 4B). 

Com o intuito de avaliar se as diferenças observadas nas frequências de 

células T CD4+, no compartimento periférico dos animais enxertados com timo 

neonatal e adulto, influenciariam na cinética de substituição de células T 

provenientes do doador (Thy1.1+), avaliamos o sangue periférico, trinta, 

sessenta e noventa dias após o transplante dos lobos tímicos, nos dois grupos 

experimentais. 

Verificamos que as células derivadas do timo adulto parecem sofrer um 

atraso na substituição por novas células provenientes do hospedeiro, uma vez 

que no segundo mês, a maioria das células CD4+ totais presentes no 

compartimento periférico, continua sendo composta por células derivadas do 

doador (Thy1.1+), e que apenas no terceiro mês, uma redução significativa é 

observada. Com relação aos enxertos de timo de neonato, a substituição é mais 

evidente. Após o primeiro mês, a maioria das células presentes na periferia é 

derivada do hospedeiro (Thy1.1-). Essa substituição, entretanto, não é total, e 

permite preservar uma frequência de células da primeira colonização (Thy1.1+), 
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que embora pequena, parece ser constante, pelo menos sessenta e noventa 

dias após o enxerto tímico (Figura 5). 
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Figura 4: Células T derivadas de timo neonatal atingem frequências maiores de CD4+ no 
compartimento periférico. (A) Frequência de células T CD4+ no sangue periférico 1, 2 e 3 

meses após o enxerto de timo neonatal (n=4) (barra laranja) ou adulto (n=5) (barra preta). A linha 
tracejada representa a frequência de células T CD4+ de um controle eutímico F1(BALB/c x 
B6.Ba). (B) Frequência de células T CD4+ no sangue, baço, linfonodos periféricos (pLN) e 
linfonodos mesentéricos (MLN), em todos os animais estudados, 3 meses após o enxerto de timo 
neonatal (círculos laranjas) ou adulto (círculos pretos) ***P< 0,05 (one-way ANOVA com 
Bonferroni’s post-test). Dados são representativos de dois experimentos independentes. 
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Figura 5: Células derivadas do timo doador neonatal são substituídas mais rapidamente. 

Frequência de células T derivadas do doador (Thy1.1+) ou derivadas do hospedeiro (Thy1.1-)  
entre linfócitos totais 30, 60 e 90 dias após enxerto de timo neonatal (n=4) (10 lobos) ou adulto 
(n=5) (1/2 lobo). (A) Dotplots representativos de um animal por grupo (B) Frequência de células 
T derivadas do doador (Thy1.1+) no sangue de todos os animais estudados dos grupos que 
receberam timo de neonato (barra laranja) ou timo adulto (barra preta) (C) Frequência de células 
T derivadas do doador (Thy1.1+) no sangue, baço, pLN e MLN, 3 meses após o enxerto de timo 
neonatal (círculos laranjas) ou adulto (círculos pretos). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com 
Bonferroni’s post-test). Os dados são representativos de dois experimentos independentes. 
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Para avaliarmos se esta cinética mais rápida de substituição das células 

de origem neonatal pelas células do hospedeiro ocorre mesmo quando 

aumentamos muito (em cerca de nove vezes) o número inicial de células CD4 

SP contidas no enxerto, utilizamos doadores neonatos com cinco dias de idade 

P(5). 

Decidimos utilizar em nosso protocolo, camundongos neonatos P(5), uma 

vez que a cápsula renal não comporta uma quantidade muito grande de lobos 

enxertados e a frequência de células CD4SP, nesse período, é semelhante à 

encontrada no timo adulto (além dos números absolutos não variarem 

significativamente) (Figura 6). Desta forma, seis (6) lobos tímicos de neonato 

P(5), contendo aproximadamente 17,0 x 106 de células CD4SP maduras foram 

utilizados como fontes de células capazes de colonizar o compartimento 

periférico (Tabela 2). 

Os resultados obtidos são semelhantes aos que foram apresentados 

anteriormente, no qual se observou uma maior substituição de células derivadas 

do doador no grupo que recebeu timo de neonato. Essa substituição foi 

equivalente ao grupo que recebeu 2 x 106 CD4SP de P(2), sugerindo que a 

quantidade de células liberadas, em um primeiro momento, para a periferia não 

interfere, a princípio, em sua capacidade de persistência ou substituição (Figura 

7). 

 

Figura 6: Frequência de timócitos: Frequência de timócitos CD4SP e CD8SP presentes em 
um timo (2 lobos) de doadores F1 (BALB/c x B6,Ba) (Thy-1.2+/Thy-1.1+) de idade neonatal (P5) 
e adulta (P60). Os dados são representativos de três experimentos independentes com 3 animais 
em cada grupo (n=3). 

  



Resultados 

30 

 

 

 N° de lobos / 

N° de células 

N°  absoluto total 
de timócitos 

N° de células CD4+ presentes 
nos lobos enxertados 

Timo Adulto  (P60) 2 lobos (120 x 106) ½ lobo ( 30 x 106) 2,34 x 106  CD4SP 

Timo Neonatal  (P5) 2 lobos (80 x 106) 6 lobos (240 x 106) 17,0 x 106    CD4SP 

 

Tabela 2: Número de lobos enxertados em cada grupo experimental. Número absoluto de 

células presentes em dois lobos de timo adulto P(60) e neonatal P(5) e a quantidade de lobos 
enxertados em cada grupo experimental. O cálculo do número de lobos foi feito levando em 
consideração a frequência relativa de células CD4SP em cada idade, assim como o número 
absoluto, com o intuito de obter no final 9x mais células CD4SP do doador neonatal P5. 

 

 

0

20

40

60

80

100

   1                              2

P(2)

P(5)

P(60)

Meses

após o enxerto

Idade do timo doador***

***

ns

%
 T

h
y
1
.1

+

(e
n

tr
e
 C

D
4

+
)

 

Figura 7: Células T derivadas de timo neonatal são substituídas mais rapidamente que as 
derivadas de um timo adulto, mesmo contendo 9x mais células CD4SP. Frequência de 

células T derivadas do doador (Thy1.1+) entre linfócitos CD4+ 30 e 60 dias após enxerto de timo 
neonatal P2 (n=4) (10 lobos) (barra laranja), P5 (n=3) (6 lobos) (barra branca) ou adulto (n=5) 
(1/2 lobo) (barra preta). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os dados são 
representativos de dois experimentos independentes. 

 

 Posteriormente, comparamos a dinâmica populacional de células T 

reguladoras e não reguladoras nos diferentes grupos (que receberam timo de 

neonato, em diferentes quantidades, ou timo adulto), no compartimento 

periférico de hospedeiros F1 nu/nu. 

 Trinta dias após o transplante dos lobos tímicos, observamos que a 

frequência de células Treg CD4+Foxp3+ totais nos animais que receberam ½ lobo 

de timo adulto é 10x maior (aproximadamente 25%), no sangue periférico, do 
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que as observadas nos controles eutímicos e nos animais que receberam timo 

neonatal (P2 e P5). Estas frequências parecem estáveis, uma vez que no 

segundo mês não observamos modificações expressivas (Figura 8). 

Como os resultados dos animais que receberam timo neonatal P2 ou P5 

foram semelhantes, resolvemos compilar os resultados dos dois grupos em um 

único gráfico.  
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Figura 8: Células T reguladoras derivadas de timo adulto atingem frequência maior entre 
as CD4+ na periferia. Frequência de células T reguladoras totais entre os linfócitos CD4+ 30 e 
60 dias após enxerto de timo neonatal (n=7) (barra branca) ou adulto (n=5) (barra preta). A linha 
tracejada representa a frequência de células T CD4+Foxp3+de um controle eutímico F1(BALB/c 
x B6.Ba). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os dados são representativos 
de dois experimentos independentes. 

 

Em relação à população proveniente do timo transplantado (Thy1.1+) de 

adulto, observamos que ambas as populações, T reguladora (CD4+Foxp3+)  e 

não reguladora (CD4+Foxp3-) são mais resistentes à substituição por novas 

RTEs, uma vez que dois meses após o enxerto suas proporções não sofreram 

modificações expressivas (Figura 9A e B). Ao contrário, quando comparamos 

ambas as populações nos grupos que receberam timo neonatal (P2 e P5) 

observamos que suas frequências reduzem após o primeiro mês (Figura 10 A e 

B) 
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a)                                                                    b) 

 

 

 

 

 

 

 

c) 

 

 

Figura 9: Células T derivadas de timo adulto (Treg e não-Treg) são dificilmente 
substituídas na periferia. Frequência de células T do doador (Thy1.1+) entre CD4+Foxp3+ (A) 

ou CD4+Foxp3- (B) no sangue periférico 1 e 2 meses após o enxerto de timo adulto. (C) 
Histogramas representativos de células T derivadas do doador Thy1.1+ (1) ou do hospedeiro 
Thy1.1-  (2) entre as células Treg (vermelho) e não-treg (azul) após 1 mês (esquerda) ou 2 meses 
(direita). Dados representativos de um animal. (n=5). Os dados são representativos de dois 
experimentos independentes. 
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C) 

 

Figura 10: As populações reguladora e não reguladora provenientes do enxerto de timo 
neonatal são rapidamente substituídas após o primeiro mês no compartimento periférico. 
Gráficos de barras indicando a frequência de células Thy1.1+ (doador) entre as Tregs (A) e entre 
as CD4+Foxp3- (B) 1 e 2 meses após o enxerto de timo neonatal. (C) Os histogramas indicam as 
percentagens de células Thy1.1+, correspondentes à primeira população que emerge do timo (1) 
e de células Thy1.1-, correspondentes à segunda população (2) entre as células CD4+Foxp3+ 
(Tregs) em vermelho e CD4+Foxp3- (não reguladoras) em azul após 1 e 2 meses de transplante 

de lobos de timo neonatal para hospedeiros F1 (BALB/c X C57Bl6) nu/nu. (n=7). ***P< 0,05 (t-

test). Os dados são representativos de dois experimentos independentes. 
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Após 3 meses, as análises da persistência de células do doador entre as 

T reguladoras (CD4+Foxp3+) e não reguladoras (CD4+Foxp3-) nos camundongos 

enxertados foram feitas também no baço, linfonodos periféricos (pLN) e linfonodos 

mesentéricos (MLN), além da investigação no sangue periférico. Nossos resultados 

não apontaram diferenças significativas entre esses órgãos e o sangue e revelaram 

que a maioria das células residentes após três meses são derivadas do hospedeiro 

(Thy1.1-). Em relação à população CD4+Foxp3+, a frequência de células Treg 

derivadas do doador (Thy1.1+) correspondeu a aproximadamente 30,0% das células 

Foxp3+ totais no grupo que recebeu timo adulto e frequências semelhantes 

(aproximadamente 25,0%) nos grupos que receberam timo neonatal, não 

representando portando uma diferença significativa entre os dois. Com relação ao 

compartimento de células CD4+Foxp3-, observamos que as células derivadas do 

timo neonatal apresentam uma frequência menor quando comparada com as 

células derivadas do timo adulto (Figura 11 A e B).  

 

A)                                                                     B) 

 

  

 

 

 

 

Figura 11: Após três meses, as células T reguladoras derivadas de timo adulto apresentam 
frequências semelhantes às das derivadas de timo neonatal no compartimento periférico. 
Frequência de células do doador (Thy1.1+)  entre as Treg (A) e entre as não-Treg (B) no sangue, 
baço, pLN e MLN, 3 meses após o enxerto tímico de neonato (P2 e P5) (círculos brancos) e 
adulto (círculos pretos). (n=4). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os 

dados são representativos de dois experimentos independentes. 

 

Quando comparamos as populações reguladoras e não reguladoras 
dentro de cada grupo, observamos, de forma surpreendente, que as células 
CD4+Foxp3+ de neonato são mais resistentes à substituição, quando 
comparadas às CD4+Foxp3-. De forma contrária, não são observadas diferenças 
entre estas populações nos grupos que receberam timo adulto (Figura 12 A e B). 
Esses dados sugerem que, independente da idade e, portanto, de características 
peculiares inerentes a cada população (neonatal e adulta), ambos os grupos 
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preservam, no compartimento periférico, uma parcela de células T reguladoras 
em concentrações semelhantes. 
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Figura 12: Células Treguladoras derivadas de timo neonatal são mais resistentes à 
substituição que as células CD4+Foxp3-. Frequência de células derivadas do doador (Thy1.1+) 
entre as Treg (triângulos vermelhos) e as não-Treg (quadrados azuis) no sangue, baço, pLN e 
MLN, 3 meses após o enxerto tímico de neonato (P2 e P5) (A) e adulto (B). (n=4). ***P< 0,05 
(one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os dados são representativos de dois 
experimentos independentes. 

 

Esses resultados nos estimularam a avaliar se as células T reguladoras 

de neonato apresentam alguma peculiaridade intrínseca que influi na sua 

capacidade de persistência no compartimento periférico em comparação com as 

células CD4+Foxp3-. É possível que a multirreatividade inerente aos timócitos 

dessa idade, em especial nas células T CD4+Foxp3+, possuam alguma 

influência na capacidade inicial de expansão e posterior sobrevivência em 

ambiente periférico já colonizado. 

Para isto, resolvemos comparar timócitos de doadores neonatais com 

timócitos de adultos quanto ao potencial de colonização periférica quando 

transferidos em suspensão. Timócitos neonatais de camundongos F1 (BALB/c x 

C57Bl6) Thy1.2+/Thy1.2+ (que serão analisados como Thy1.1-) foram 

transferidos juntamente com timócitos adultos de camundongos F1 (BALB/c x 

B6.Ba) Thy1.1+/Thy1.2+ (que serão analisados como Thy1.1+) (em uma mesma 
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proporção de células CD4SP) para hospedeiros atímicos F1 (BALB/c x C57BL6) 

nu/nu (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13: Protocolo experimental 2. Camundongos atímicos F1 nu/nu foram utilizados como 
hospedeiros de co-transferências de timócitos de camundongos F1 (BALB/c x C57Bl6) 
Thy1.2+/Thy1.2+ neonatais e de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy1.1+/Thy1.2+ adultos. As duas 
suspensões foram ajustadas para conter a mesma proporção (1 x 106) de células CD4 simples 
positivas. Com este protocolo procuramos comparar o potencial de competição das células 

neonatais com células de adultos quanto à colonização periférica. 

 

Verificamos que as células T CD4+ totais de neonatos (Thy1.2+) não 

atingem frequências equivalentes às das células de adulto (Thy1.1+/Thy1.2+), 

nos dois primeiros meses, quando transferidas na mesma proporção para 

hospedeiros F1 nu/nu (Figura 14A). Da mesma forma, tanto as células T 

CD4+Foxp3+ quanto as CD4+Foxp3-, de neonatos do inóculo inicial apresentaram 

frequências reduzidas no sangue periférico quando comparadas às derivadas 

dos timócitos adultos, transferidos simultaneamente (Figura 14B e C). 
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b)                                                                c) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Timócitos neonatais (Thy1.1-) apresentam menor capacidade de persistência em 

comparação com timócitos adultos (Thy1.1+) quando transferidos na mesma proporção de células 

CD4+ simples positivas. (A) Frequência de células T CD4+ totais derivadas da suspensão de timócitos de 

adultos (barras pretas) ou de neonatos (barras brancas) no sangue periférico, 1 e 2 meses após a tranferência 

(1x106 timócitos) para hospedeiros linfopênicos (B,C) Frequência de células Thy1.1+, derivadas de 

timócitos adultos (barra preta) e de células Thy 1.1-, derivadas de timócitos neonatais (barra branca) entre 

as células CD4+Foxp3+ (Tregs) (B) e entre as CD4+Foxp3- (não reguladoras) (C) um e dois meses após a 

transferência para hospedeiros F1 (BALB/c X C57Bl6) nu/nu. (n=9). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com 

Bonferroni’s post-test). Os dados são representativos de dois experimentos independentes. 

 

Uma vez que, fisiologicamente, as primeiras células T reguladoras, que 

emigram do timo no período neonatal, encontram na periferia um ambiente 

linfopênico, elaboramos um terceiro protocolo para avaliar a importância da 

linfopenia no compartimento periférico na expansão de células neonatais e de 

células adultas e comparar a persistência e substituição de cada população por 

uma segunda população de timócitos. 

Para isso, camundongos atímicos F1 nu/nu foram utilizados como 

hospedeiros de transferências sequenciais de timócitos (contendo 1 x 106 células 
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CD4+SP) de doadores eutímicos adultos ou neonatais, como indicado abaixo 

(Figura 15):  

F1 (BALB/c x C57Bl.6) Thy-1.2+/Thy-1.2+ Adulto (P>30) ou neonatal (P 3-5);  

no dia 0 

F1 (BALB/c x B6.Ba)    Thy-1.2+/Thy-1.1+ Adulto (P>30) ou neonatal (P 3-5);  

no dia 60 

 

Cerca de 30 e 60 dias após a primeira transferência, a presença de células 

(Thy-1.2+/1.2+) ou (Thy1.1-) inicialmente transferidas foi analisada por 

imunofluorescência de alíquotas de sangue periférico para avaliar sua expansão 

e persistência no compartimento periférico. Uma vez observada que suas 

frequências estavam estáveis, transferimos uma segunda população de células 

(Thy-1.2+/Thy-1.1+) ou (Thy1.1+) (no dia 60) e trinta dias após a segunda 

transferência (ou 90 dias após a primeira transferência) avaliamos a frequência 

de incorporação dessas células (Thy1.1+) no ambiente previamente colonizado 

entre as células T totais, entre as células CD4+ totais e entre as células com 

fenótipo característico de células Treg (CD4+Foxp3+) e não-Treg (CD4+Foxp3-). 

Camundondos atímicos F1 nu/nu que receberam apenas a segunda 

transferência foram utilizados como controle. Com este protocolo podemos 

avaliar a importância da linfopenia no ambiente periférico para a expansão de 

células neonatais e adultas.  

Inicialmente, mostramos a presença da primeira população de células 

transferidas (Thy1.1-), em amostras de sangue periférico dos dois grupos 

experimentais (que receberam células de adulto ou neonato) através de 

imunofluorescência após 1 e 2 meses. Os resultados obtidos estão 

representados na figura 16.  
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Figura 15: Protocolo experimental 3. Camundongos atímicos F1 nu/nu foram utilizados como 

hospedeiros de transferências sequenciais de timócitos de camundongos F1 (BALB/c x C57Bl6) 
Thy1.2+/Thy1.2+ (Thy1.1-) neonatais ou adulto no dia 0 e de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba) 
Thy1.1+/Thy1.2+ (Thy1.1+) adultos ou neonatais 60 dias depois da primeira transferência. Cada 
suspensão foi ajustada para conter a mesma proporção (1 x 106) de células CD4SP. 

 

A frequência expressiva das células transferidas CD4+Thy1.1- Thy1.2+ nos 

dois grupos mostrou que a expansão e persistência de timócitos de adultos e 

neonatos ocorre com eficiência equivalente em ambiente linfopênico singênico, 

quando transferidas nas mesma proporção (Figura 16A).  

As frequências de linfócitos T (Thy1.1-) no sangue dos animais que 

receberam timócitos de adulto ou timócitos de neonato foram semelhantes e 

pareceram constantes ao longo dos meses investigados. Esses níveis parecem 

ter estabilizado em torno de 10%, sugerindo que após dois meses o equilíbrio 

homeostático periférico foi alcançado (Figura 16B). 

 

(BALB/c x B6) F1 [Thy1.2+/1.2+]

ou

Neonato

P1-5

Adulto 

> 30 dias

(BALB/c x B6.Ba) F1 

[Thy1.1+/1.2+]

ou

Neonato

P1-5

Adulto 

> 30 dias

1 x 106 CD4+

Timócitos

(BALB/c x C57Bl/6) F1 nu/nu

[Thy1.1-]

Dia 60

Dia 0

1 x 106 CD4+

Timócitos



Resultados 

40 

 

 

 

B) 

 

0

5

10

15

1                              2

*
Neonato

Adulto

%
 C

D
4

+

 

Figura 16: Timócitos de camundongos F1 (BALB/c x C57Bl6) (Thy1.1- ) adultos ou neonatos 
expandem e persistem em hospedeiros atímicos F1 (BALB/c x C57Bl6) nu/nu. (A) Níveis 
totais de linfócitos Thy1.1- em amostras de sangue de um animal representativo de cada grupo 
após 1 e 2 meses e de um controle eutímico BALB/c (Thy1.1-). (B) percentual de células Thy1.1- 
em todos os animais testados. Timócitos de adulto (n=3) (preto), timócitos de neonato (n=3) 
(branco). *P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os dados são representativos 
de dois experimentos independentes. 
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Além de investigar a população CD4+ total, analisamos também, através 

de imunofluorescência, a persistência de células CD4+Foxp3+Thy1.1- após 1 e 2 

meses no sangue periférico. Observamos que em ambos os grupos (transferidos 

com timócitos de adulto ou timócitos de neonatos) o percentual de células Treg 

foi maior que nos controles eutímicos (~20%) somente no segundo mês. Além 

disso, não foi observada diferença no potencial de expansão das células Treg 

entre os dois grupos, sugerindo que com relação às células Treg, o ambiente 

linfopênico permite a expansão equivalente das células neonatais e células T 

adultas (Figura 17). 
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Figura 17: Células CD4+Foxp3+ de camundongos F1 (BALB/c x C57Bl6) neonatos ou 
adultos expandem igualmente e persistem em hospedeiros atímicos F1 (BALB/c x 
C57Bl6)nu/nu mantendo frequências estáveis em 2 meses. Percentual de células Treg 

CD4+Foxp3+ em todos os animais testados 1 e 2 meses após transferência de timócitos de 
neonato (n=3) (barra branca) ou timócitos de adulto (n=3) (barra preta) em comparação com os 
controles eutímicos (barra laranja). **P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os 
dados são representativos de dois experimentos independentes. 

 

Após identificar que em dois meses já ocorreu a estabilização dos níveis 

periféricos de células T nos hospedeiros reconstituídos com a primeira 

população, adotamos este intervalo para a segunda transferência de células. 

Suspensões de timócitos de adulto ou timócitos de neonato (contendo 1 x 106 

células CD4+ simples positivas/animal) de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy 

1.1+/1.2+ foram transferidas para os grupos experimentais previamente 

reconstituídos com células de F1 (BALB/c x C57Bl6) Thy 1.2+/1.2+ e para 

camundongos atímicos F1 (BALB/c x C57Bl6) nu/nu vazios, como controle. Os 
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animais que receberam inicialmente uma população de células de neonato 

receberam, como segunda transferência, timócitos de adulto. Por outro lado, os 

hospedeiros que foram reconstituídos inicialmente com timócitos de neonato 

receberam células de adulto na segunda transferência. Com este protocolo 

procuramos verificar a persistência da primeira população transferida (Thy1.1-) 

e a capacidade de incorporação das novas células recém chegadas nesse 

ambiente já colonizado, permitindo avaliar como a reconstituição do ambiente 

periférico altera a incorporação de células de diferentes idades.    

Os resultados demonstram que trinta dias após a transferência, a 

colonização por células T CD4+ provenientes do segundo inóculo foi evidente 

apenas nos grupos reconstituídos inicialmente com timócitos de neonato, 

apresentando uma freqüência em torno de 20-30%. Já nos grupos que 

receberam uma primeira população de timócitos de adulto, não foi observada 

incorporação das células de neonato (0, 3%) quando a freqüência é calculada 

entre as células T CD4+ totais no sangue periférico (figura 18A). Análises a longo 

prazo (doze meses após a segunda transferência) demonstram que a proporção 

de células oriundas do segundo inóculo (Thy1.1+) não sofreu modificações, 

mantendo seus níveis relativamente estáveis nos grupos que receberam 

timócitos de neonato na primeira transferência (~30%)  e nos grupos que 

receberam timócitos de adulto na primeira transferência (~0,3) (figura 18B).  

Comparamos também o percentual de células provenientes da segunda 

transferência entre as T reguladoras (CD4+Foxp3+) e as não reguladoras 

(CD4+Foxp3-) e observamos resultados semelhantes aos encontrados, 

anteriormente, para a população CD4+ total. Nos grupos que receberam 

timócitos de adultos como primeira transferência, a incorporação de novas 

células Treg CD4+Foxp3+ e CD4+Foxp3- foi irrisória (A+N), comparada aos 

grupos que receberam uma primeira transferência de timócitos de neonato (N+A) 

(Figura 19A e B). 
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Figura 18:Células CD4+Thy1.1+ de camundongos F1 (BALB/c x C57Bl6) neonatos não são 
capazes de colonizar um ambiente previamente reconstituído com timócitos de adulto. (A) 

Níveis totais de linfócitos CD4+Thy1.1+ em amostras de sangue de grupos que receberam uma 
primeira população de timócitos de neonato e uma segunda de timócitos de adulto (N + A) e 
grupos que receberam uma primeira transferência de timócitos de adulto e uma segunda de 
timócitos de neonato (A + N) após 1 mês. Dados representativos de um animal por grupo.(B) 
Percentual de células Thy1.1+ oriundas do segundo inóculo entre as células CD4+ totais em todos 
os animais testados 12 meses após transferência de timócitos de adulto (N+A) (n=3) ou timócitos 
de neonato (A+N) (n=4). Os dados são representativos de dois experimentos independentes. 

 

Como controle, mostramos na figura 20 que as células Treg da segunda 

transferência, de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy 1.1+/1.2+, possuem um 

potencial de expansão em hospedeiros linfopênicos semelhante ao das células 

Treg da primeira população transferida de doadores F1(BALB/c x C57Bl/6) 

Thy1.2+ , mostrado na figura 17 
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Figura 19: Células Treg CD4+Foxp3+ de neonato são capazes de expandir apenas em 
ambientes linfopênicos. Gráficos representativos da frequência de células derivadas da 

segunda transferência (Thy1.1+) entre as subpopulações CD4+Foxp3+ (1) ou CD4+Foxp3- (2), 30 
dias após transferência. (A) grupos que receberam timócitos de adulto no dia 0 e timócitos de 
neonato no dia 60 (A+N). (B) Grupos que receberam timócitos de neonato no dia 0 e timócitos 
de adulto no dia 60 (N+A).   

 

 

 

Figura 20: Células CD4+Foxp3+ expandem igualmente em ambiente linfopênico. Níveis 

totais de linfócitos CD4+Foxp3+Thy1.1+ em amostras de sangue de um representante de cada 
grupo, 1 mês após transferência de timócitos de adulto ou timócitos de neonato (contendo 1x106 
células CD4+ simples positivas/animal) para hospedeiros F1(Balb/c x C57bl6) Thy1.1- nu/nu. Os 
dados são representativos de dois experimentos independentes. 

a)

b)
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Esses dados demonstram que a capacidade de incorporação de novas 

células em ambiente periférico previamente colonizado só é evidente quando se 

transfere timócitos de doadores adultos e que esta incorporação parece ser 

semelhante tanto entre as sub-populações CD4+Foxp3+ quanto CD4+Foxp3-

transferidas. Além disso, uma vez estabelecidas, suas freqüências são mantidas 

estáveis.  

A fim de verificar se a ausência de incorporação das células de neonato 

em ambientes previamente colonizados é decorrente se sua incapacidade de 

competir com células de adulto, transferimos timócitos de doadores F1(BALB/c 

x C57Bl/6) Thy1.2+  neonatos para hospedeiros F1 (BALB/c x C57Bl6) nu/nu 

vazios no dia 0 e sessenta dias depois transferimos uma segunda população de 

timócitos de F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy 1.1+/1.2+ também neonatos . 

Resultados iniciais demonstraram que, assim como os grupos (A+N), as 

células de neonato são incapazes de colonizar e expandir em ambiente periférico 

previamente colonizado, mesmo quando reconstituídos inicialmente com células 

de neonato (Figura 21). 
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Figura 21: Células CD4+Foxp3+ de neonato são incapazes de expandir em ambientes 
previamente colonizado. Percentual de células Thy1.1+ oriundas do segundo inóculo entre as 

células CD4+ Totais em todos os animais testados 30 dias após a transferência de timócitos de 
adulto para hospedeiros previamente colonizados com timócitos de neonato (N+A), timócitos de 
neonato para hospedeiros previamente colonizados com timócitos de neonato (N+N) ou 
previamente colonizados com timócitos de adulto (A+N). (n=4). Os dados são representativos de 
dois experimentos independentes. 
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5 Discussão 

 

 

No presente trabalho foi avaliada a dinâmica populacional de células T 

reguladoras (Treg) e não reguladoras no compartimento periférico através de 

protocolos que simulam uma cinética de colonização periférica próxima à 

fisiológica. A persistência das primeiras células que expandem na periferia, em 

ambiente linfopênico, e sua substituição por incorporação de novas populações 

de células T recém emigradas do timo (recent thymic emigrants – RTEs) foi 

avaliada através de transplante de lobos tímicos singênicos para hospedeiros F1 

(BALB/c x C57BL/6) nu/nu. Este modelo permite estudar esta dinâmica 

populacional sob a influência da liberação de células RTE em ritmo e  

concentrações fisiológicas 

Por este protocolo, logo após o enxerto de timo as primeiras células que 

chegam à periferia correspondem aos linfócitos provenientes do timo do doador 

(Thy-1.1+). Posteriormente as células precursoras da medula óssea do 

hospedeiro colonizam o órgão transplantado e se diferenciam em linfócitos T 

maduros capazes de ingressar no compartimento periférico. Como descrito por 

Thomas-Vaslin et al., (1997), aproximadamente quatro semanas após o 

transplante não são mais encontradas células do doador no timo enxertado e o 

órgão já foi plenamente colonizado por precursores derivados do hospedeiro. A 

partir desse período, portanto, podemos analisar a cinética de substituição e 

incorporação de novas células na periferia.  

Trinta dias após o transplante dos lobos tímicos, encontramos uma 

frequência maior de células T CD4+ no compartimento periférico dos animais que 

receberam timo neonatal (P2 e P5), em comparação com os animais enxertados 

com timo adulto. Embora o número de timócitos CD4SP presentes nos enxertos 

de ambas as idades tenha sido equivalente, observamos baixas frequências de 

células T reguladoras nos timos de neonato. Já foi descrito que o timo neonatal 

é menos eficiente em suportar a diferenciação de células T reguladoras 

(FONTENOT et al., 2005a) e que a expansão de células Foxp3+ intratímicas só 

acontece após o terceiro/quarto dia pós-nascimento. (FONTENOT et al., 2005b). 
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Desta forma, é possível que nos hospedeiros de timo neonatal as células 

maduras ingressaram em um compartimento periférico escasso em células T 

reguladoras e, consequentemente, foram capazes de proliferar e expandir mais 

intensamente atingindo uma frequência inicial maior de células CD4+.   

Por outro lado, características intrínsecas às células neonatais como uma 

maior expressão de IL-7Rα, comparada com as células adultas (DARDALHON 

et al., 2001; HASAN et al., 2001), podem ter permitido uma proliferação mais 

intensa. Já foi demonstrado que animais com linfopenia crônica, como 

camundongos atímicos, por exemplo, apresentam altas concentrações da 

citocina IL-7 no compartimento periférico (FRY & MACKALL., 2005).  

Outra possível explicação poderia estar relacionada com a maior 

exportação de timócitos derivadas do timo neonatal. Após o nascimento, o timo 

continua a se desenvolver e organizar seu compartimento estrutural ao ser 

periodicamente colonizado com progenitores hematopoéticos da medula óssea 

(LI et al., 2009). Durante o início do período pós-natal, o timo aumenta em 

tamanho com conseqüente aumento de células T virgens liberadas, 

preenchendo assim o ambiente periférico “vazio” (ADKINS.,1999; ADKINS.,2003 

; MIN. et al., 2003). Desta forma, é possível que os lobos tímicos neonatais 

transplantados tenham aumentado em tamanho e contribuído para uma maior 

exportação de timócitos comparado ao ½ lobo tímico enxertado de adulto, que 

provavelmente mantém o tamanho e número de células após ser enxertado.  

 Após o primeiro mês, os resultados demonstraram que tanto as células T 

CD4+ como as T CD4+Foxp3+, provenientes do timo neonatal do doador, decaem 

de forma acentuada e permanecem estáveis em baixa freqüência pelos próximos 

meses no sangue e órgãos linfóides periféricos (baço, linfonodos mesentéricos 

(MLN) e linfonodos periféricos (pLN) dos hospedeiros. Este resultado se repetiu 

mesmo quando aumentamos muito (em nove vezes) o número de células 

CD4+SP presentes nos timos neonatais enxertados, pelo uso de doadores P5. 

Como há uma emigração contínua de novas células a partir do timo, uma 

competição por recursos para a persistência no compartimento periférico é 

esperada. No caso das células provenientes do doador neonatal (Thy-1.1+) sua 

rápida substituição após o primeiro mês ocorre por células que diferenciam a 

partir das precursoras hematopoiéticas do hospedeiro adulto.  
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Como a afinidade por complexos MHC-Ppróprio foi descrita como um fator 

determinante da sobrevida de linfócitos T no compartimento periférico (TAKEDA 

et al., 1996; STOCKINGER et al., 2004), podemos pensar que diferenças, 

também já descritas (SCHNEIDER et al., 1989; BOGUE et al., 1992), no 

repertório das células T oriundas das primeiras ondas de timócitos, neonatal, 

sejam responsáveis por favorecer a maior incorporação de novas células T 

diferenciadas no timo a partir de precursoras de idade adulta. O repertório mais 

multirreativo do neonato (GARCIA et al., 2000) poderia resultar em menor 

afinidade pelos peptídeos, facilitando seu “desligamento” das APCs periféricas.  

Alternativamente, diferenças entre as células de adulto e neonatos na 

expressão de receptores para citocinas (DARDALHON et al., 2001; HASAN et 

al., 2001) ou diferenças metabólicas que afetem seu potencial intrínseco de 

proliferação poderiam influir nesta competição. 

Já nos hospedeiros que receberam enxerto de timo adulto, o decaimento 

das células do doador não foi tão acentuado quando comparado ao dos 

hospedeiros de timo neonatal.  As células provenientes da primeira onda de 

colonização (ou seja, as células derivadas do doador) parecem ter uma 

substituição menos acelerada, uma vez que após o segundo mês suas 

proporções são mantidas constantes e somente no terceiro mês foi observada 

uma redução semelhante à encontrada nos grupos que receberam timo 

neonatal. 

Embora existam dados controversos com relação ao tempo exato de início 

da senescência tímica, sabe-se que o timo entra em um período de declínio, 

resultando em degeneração do órgão e contribuindo para sua involução (MIN  et 

al., 2004). Mudanças nas taxas de células epiteliais tímicas (TECs) e diminuição 

da produção de linfócitos T já foram evidenciados. Embora os mecanismos 

relacionados a este processo não sejam claramente caracterizados, a 

consequência é uma redução na produção e exportação de linfócitos maduros 

para o compartimento periférico. No caso dos animais que receberam enxerto 

de timo adulto, o atraso na substituição de células do doador pode estar 

relacionado com a dificuldade de produção, pelo timo enxertado, de novas 

células T virgens derivadas de precursores da medula óssea do hospedeiro. 

Além disso, pode ser possível que a vascularização do timo adulto na cápsula 
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renal siga uma cinética diferente da observada no neonato. Esse atraso na pega 

do enxerto poderia ser uma explicação para o atraso na substituição de células 

Thy1.1+ (do doador).  Entretanto, não descartamos a possibilidade dessa menor 

substituição estar relacionada ao repertório ou a diferenças fenotípicas das 

células T das duas idades, como comentado anteriormente. 

 Ao contrário das células neonatais, as células Treg de adulto possuem 

uma afinidade mais restrita para complexos MHC-Ppróprio. Desta forma, é 

possível que as novas células T reguladoras exportadas do timo adulto ao 

chegarem à periferia, encontrem uma população residente que já esteja 

interagindo com os nichos disponíveis, o que atrasaria sua incorporação. 

Entretanto, com a contínua exportação tímica, ao longo dos dias, de células com 

especificidades variadas, é possível que uma substituição semelhante às 

encontradas nos grupos que receberam timo neonatal seja observada. 

Entretanto, apesar da rápida substituição das células do neonato pelas 

novas RTE, é importante destacarmos que as frequências de células T 

reguladoras do doador são mantidas estáveis com o tempo. Estas células 

preservadas da primeira onda de colonização poderiam ser importantes, 

portanto, para compor o repertório até a idade adulta.  

No grupo que recebeu timo neonatal, a cinética de substituição de células 

Treg CD4+Foxp3+Thy1.1+ pareceu ser especialmente mais atrasada em relação 

às células CD4+Foxp3- no terceiro mês, o que não ocorreu nos animais 

enxertados com timo adulto. Estes clones Treg remanescentes do período 

neonatal, inicialmente selecionados no compartimento periférico, poderiam ser 

essenciais para manter a tolerância adquirida neste período a peptídeos próprios 

ao longo da vida. 

Com o objetivo de avaliar se os timócitos das duas idades (neonatal e 

adulta) apresentam alguma peculiaridade intrínseca que influi na capacidade de 

expansão no compartimento periférico já colonizado, testamos a expansão e 

persistência das células de diferentes idades (neonatal e adulta) transferidas 

simultaneamente e nas mesmas proporções de células CD4+ para hospedeiros 

atímicos F1 (BALB/c x C57BL6) nu/nu.  
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Nossos dados demonstraram que células T CD4+Foxp3- e CD4+Foxp3+ 

de neonatais não são capazes de persistir nos hospedeiros quando competem 

por nichos na periferia com os timócitos adultos, transferidos simultaneamente. 

Resultados semelhantes foram obtidos quando as células neonatais foram 

transferidas para ambiente previamente colonizado, onde foram incapazes de 

competir com as células residentes, mesmo quando essas são derivadas de um 

timo de neonato. Já as células de adulto são capazes de expandir facilmente na 

periferia de hospedeiros que foram inicialmente reconstituídos com timócitos de 

neonato. 

Esses resultados indicaram que em sistema de transferência policlonal as 

células neonatais apresentam menor potencial de competição por recursos que 

as células adultas, e persistem em frequências mais baixas no compartimento 

periférico colonizado. Entretanto, as células de neonato apresentam a mesma 

capacidade de expansão que as células adultas quando transferidas 

isoladamente para hospedeiros atímicos ainda não colonizados. Esses 

resultados indicaram que não existem diferenças intrínsecas importantes na 

capacidade de proliferação ou no uso de citocinas entre as células de neonato e 

as de adulto que interfiram em sua expansão no compartimento periférico. Em 

ambiente linfopênico, ambas são capazes de atingir frequências similares com a 

mesma cinética. É possível que características do repertório de TCR associadas 

à população de células Treg de cada uma dessas idades influenciem em sua 

capacidade de competição com células já residentes na periferia e se reflitam 

em sua capacidade de expansão e sobrevivência em ambiente já colonizado. 

Novamente, podemos pensar que a desvantagem competitiva das células 

de neonato pode ser devida a uma menor diversidade do repertório, o que 

impediria uma interação mais abrangente com os complexos MHC-peptídeos 

disponíveis na periferia. Já foi descrito que células liberadas no período neonatal 

não sofrem adição de nucleotídeos na região que codifica o segmento CDR3 do 

TCR e, portanto são células com uma maior promiscuidade (BOGUE et al., 1991; 

FEENEY, 1991). Em parte, essa promiscuidade permite que o pequeno número 

de células T periféricas encontradas nesse período seja efetivo em expandir 

rapidamente e montar uma resposta adequada após uma imunização ou 

infecção. Porém, parece não permitir sua sobrevivência,  quando células com 
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uma maior afinidade ingressam ou já estão presentes no compartimento 

periférico. 

Entretanto, não estudamos ainda a persistência de cada população 

transferida (de neonato e de adulto) em um prazo mais longo e não sabemos se 

as células neonatais apresentarão a mesma cinética de substituição observada 

no protocolo de enxerto e, se essa dinâmica será equivalente entre as duas 

subpopulações (CD4+Foxp3+ e CD4+Foxp3-) transferidas.  Nesse protocolo, 

onde não existe contínua incorporação de novas especificidades de células ao 

longo do tempo, e a disponibilidade de células com novas especificidades só 

ocorre após transferência de novas populações policlonais, é possível que a 

cinética de persistência tanto das células neonatais quanto adultas não sofra 

alterações expressivas. 

Nossa perspectiva será verificar se diferenças na idade do hospedeiro 

influenciam na persistência ou substituição de células T reguladoras na periferia. 

Pretendemos fazer injeções intraperitoneais de timócitos (neonatais ou adultos) 

para hospedeiros eutímicos recém-nascidos (P0-1) congênicos, que expressem 

um marcador diferencial nas células T (Thy-1.1+ ou CD45.1+). Utilizando essa 

abordagem, as primeiras células que chegam à periferia (injetadas 

intraperitonealmente em um ambiente linfopênico) serão fisiologicamente 

substituídas por timócitos liberados pelo timo do hospedeiro. Como este 

hospedeiro é neonato, poderemos estudar, neste protocolo, a velocidade de 

substituição das primeiras células de neonato que chegam à periferia, por novas 

células também de neonato, correspondentes às precursoras que 

fisiologicamente diferenciam no timo do hospedeiro. Portanto este protocolo será 

muito mais próximo do fisiológico em comparação com o que utilizamos em 

nossos primeiros experimentos de enxerto, sendo possível, assim, avaliar a 

influência de um ambiente periférico presente no neonato e o potencial de 

competição das células residentes com células derivadas de ondas sucessivas 

que emigram do timo neonatal. 

Pretendemos também, avaliar o fenótipo das células derivadas do doador 

presentes na periferia ao longo dos meses investigados e observar se existem 

diferenças quanto a marcadores de ativação e memória nas subpopulações 

reguladoras CD4+Foxp3+ e não reguladoras CD4+Foxp3- 
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Por fim, seria interessante verificar se essa fração persistente de células 

Treg, que emigram do timo nas primeiras ondas, no período neonatal, apresenta 

alguma peculiaridade como, por exemplo, uma reatividade maior a peptídeos 

periféricos que favoreça sua persistência por um período mais prolongado. Para 

isso, pretendemos avaliar a influência da multirreatividade dos TCR e da 

presença do antígeno em diferentes tecidos no compartimento periférico na 

cinética de substituição da população Treg e não-Treg de idade adulta e 

neonatal. 
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6 Conclusão 

 

Utilizando estratégias de transplante de lobos tímicos de diferentes 

idades, observamos que as células neonatais são rapidamente substituídas por 

novas RTEs em comparação com timócitos provenientes de um timo adulto. 

Além da rápida substituição das células neonatais no ambiente periférico, 

resultados de transferências subsequentes de timócitos de neonato e adulto 

demonstraram que a capacidade de incorporação dos timócitos neonatais em 

ambiente previamente colonizado é dificultada, mesmo quando a população 

residente é derivada de um doador neonatal. Como em ambiente linfopênico 

seu potencial de expansão é semelhante ao das células adultas, os resultados 

sugerem que a afinidade e a multirreatividade do TCR das células neonatais 

estejam relacionados ao fracasso na competição por nichos periféricos. 

Entretanto, observamos que a subpopulação de células T reguladoras de 

neonatos apresenta uma persistência maior em comparação com a das células 

CD4+Foxp3-, permitindo a sobrevivência de alguns clones inicialmente 

selecionados no compartimento periférico, que poderiam ser importantes para 

manter a tolerância a peptídeos próprios ao longo da vida. É possível que a 

persistência destes peptídeos favoreça a sobrevivência prolongada 

preferencial das células Treg no neonato. 
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