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RESUMO

INTRODUCAO:

Os anticorpos IgG, mesmo na auséncia de uma infeccdo ou alergia, desempenham um
papel complexo e ainda pouco compreendido na regulacdo do sistema imune. Sabe-se
gue individuos atépicos, propensos a desenvolver alergias, apresentam um repertorio de
IgG diferenciado. Este estudo busca entender como a IgG de individuos atépicos e néo
atopicos influencia a funcéo de células T, um tipo de célula fundamental para a resposta

imune.

Objetivo: O objetivo principal deste trabalho foi avaliar se a IgG de individuos atopicos e
nao atdpicos poderia modular caracteristicas e a producéo de citocinas em células T CD4+
e CD8+, células-chave na resposta imune. Metodologia: Para alcancar esse obijetivo,
células T de individuos saudaveis foram cultivadas em presenca de IgG purificada obtida
de individuos atOpicos e néo atopicos. Através da citometria de fluxo, foram analisados
marcadores de superficie celular e a producdo de diversas citocinas nessas células T.
Resultados: Os resultados demonstraram que a IgG de individuos ndo atépicos induziu
um perfil de células T CD4+ com maior capacidade de resposta, caracterizado pelo
aumento de marcadores associados a memoria imunoldgica e pela producdo de IFN-y,
uma citocina com papel importante na defesa contra infecgdes. Em contraste, a 1gG de
individuos atopicos ndo promoveu os mesmos efeitos. Nas células T CD8+, observou-se

um efeito mais limitado da IgG, com destaque para a inducéo da producao de IL-22.

Concluséo: Os resultados deste estudo sugerem que a composicao do repertério de 1gG
pode influenciar significativamente a funcdo das células T, modulando a resposta imune
e potencialmente contribuindo para o desenvolvimento de doencas alérgicas. Esses
achados ampliam o conhecimento sobre os mecanismos pelos quais a IgG atua na

regulacédo do sistema imune.

Palavras-chave: 1gG, atopia, alergia, células T CD4+, células T CD8+, IFN-y,

IL-22, citometria de fluxo.



ABSTRACT

Introduction

lgG antibodies, even in the absence of infection or allergy, play a complex and still poorly
understood role in immune regulation. Atopic individuals, who are predisposed to
developing allergies, have been shown to exhibit a distinct IgG repertoire. This study aimed
to investigate how IgG from atopic and non-atopic individuals influences T cell function, a

critical cell type in the immune response.

Objective :The primary objective of this study was to assess whether IgG from atopic and
non-atopic individuals could modulate the characteristics and cytokine production of CD4+
and CD8+ T cells, key players in the immune response. Methodology: To achieve this
objective, T cells from healthy individuals were cultured in the presence of purified IgG
obtained from atopic and non-atopic individuals. Flow cytometry was employed to analyze
cell surface markers and the production of various cytokines in these T cells. Results: The
results demonstrated that IgG from non-atopic individuals induced a CD4+ T cell profile
with a greater capacity for response, characterized by an increase in markers associated
with immunological memory and the production of IFN-y, a cytokine with an important role
in defense against infections. In contrast, IgG from atopic individuals did not promote the
same effects. In CD8+ T cells, a more limited effect of IgG was observed, with a notable
induction of IL-22 production. Conclusion: The findings of this study suggest that the
composition of the 1gG repertoire can significantly influence T cell function, modulating the
immune response and potentially contributing to the development of allergic diseases.
These results expand our understanding of the mechanisms by which IgG acts in immune

regulation.

Keywords: IgG, atopy, allergy, CD4+ T cells, CD8+ T cells, IFN-y, IL-22, flow cytometry.



Lista de Abreviaturas e Siglas

1. IgG: Imunoglobulina G: Um tipo de anticorpo presente no sangue que desempenha um
papel crucial no sistema imunoldgico, incluindo a regulacado de respostas alérgicas.

2. OVA: Ovalbumina - Uma proteina encontrada na clara de ovo usada como antigeno
em modelos de imunizagéo.

3. IL: Interleucina Uma classe de proteinas que desempenham um papel fundamental na
comunicacao entre células do sistema imunologico.

4. IFN: Interferon - Uma proteina que desencadeia a resposta antiviral do sistema
imunoldgico.

5. PBMCs: Células Mononucleares do Sangue Periférico - Células sanguineas que
incluem linfécitos, monadcitos e células natural killer, desempenhando um papel essencial
na resposta imunolégica.

6. HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana - O virus que causa a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

7. HTLV: Virus Linfotropico de Células T Humanas - Um retrovirus que pode causar certas
doencas, incluindo leucemia de células T.

8. SPT: Teste de Puntura Cutanea - Um teste usado para diagnosticar alergias, onde
pequenas quantidades de alérgenos séo aplicadas na pele.

9. CAAE: Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica - Documento utilizado em
pesquisas cientificas para submissdo em comités de ética.

10. SDS-PAGE: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecilsulfato de Sodio - Uma
técnica usada para separar proteinas em um gel de Poliacrilamida.

11. ELISA: Ensaio de Imunoadsor¢cdo Enzimatica - Uma técnica laboratorial usada para
detectar a presenca de anticorpos ou antigenos em uma amostra.

12. FMO: Fluorochrome Minus One - Uma técnica usada em citometria de fluxo para
controle de qualidade.

13. RPMI: Meio de Roswell Park Memorial Institute - Um meio de cultura utilizado para o
crescimento de células em laboratoério

14. N-AT — Nao Atédpicos.

15. AT- Atopico
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1. INTRODUCAO

O potencial dos anticorpos IgG para regular as alergias tém sido tema de
discusséo hé varias décadas. No inicio da década de 1980, foram obtidas evidéncias
conclusivas num modelo de imunizacdo com ovalbumina murina (OVA),
demonstrando que a IgG materna pode suprimir a producao de IgE na descendéncia
1 Estudos subsequentes revelaram que a transferéncia de alérgenos que reconhecem
IgG materna, como pdlen, epitélio de gato 2 ou antigenos dietéticos como OVA esta
associada a inibicdo da alergia em criancas durante os primeiros anos de vida. Além
disso, verificou-se que a transferéncia passiva de IgG purificada durante a gravidez

em ratos pode influenciar o fenétipo das células B da descendéncia 2.

Os resultados dos estudos indicam variagfes no repertorio de 1gG transferido para
a prole durante a gravidez entre individuos atopicos e nao atopicos. As maes atopicas
demonstraram a capacidade de transferir niveis mais elevados de IgG anti-
Dermatophagoides pteronyssinus através do leite materno em comparacao com maes
ndo atépicas 4 As criangas humanas atépicas também exibiram niveis séricos
elevados de IgG anti alérgeno aos 2 anos de idade, em contraste com as criangas nao

atépicas °.

Numerosas investigacOes anteriores relataram que IgG purificada usada como
terapia humana in vivo, especificamente imunoglobulina intravenosa (IVIg), pode
modular a producéo in vitro de citocinas, incluindo interferon (IFN)-y, interleucina (IL)-
10 e IL- 12, por células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e células do
corddo umbilical 88, As interagGes subjacentes responsaveis por este efeito modulador
parecem estimular as células aT periféricas através da ativagao dos receptores de
células T °. Descobertas recentes também demonstraram que a IgG humana pode
permear diretamente a membrana celular de varios tipos de células, levando a

interacdes intracelulares ndo completamente compreendidas 1°.

Esta evidéncia amplia os mecanismos potenciais de regulacdo mediada por IgG
por meio de interagbes com células apT. A hipétese imunoldgica recentemente
proposta de “ganchos sem isca” sugere que os repertérios policlonais de 1gG de
diferentes grupos de doadores podem desempenhar papeis cruciais na modulagéo da

funcdo das células T e B do timo e periféricas 1.
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Neste contexto, IgG policlonal de individuos com alergias, dermatite atépica,
infeccdo por HIV e infeccdo por HTLV mostrou efeitos moduladores in vitro em varios
linfocitos timicos e periféricos, incluindo células T, células B, células y&T, células iINKT
e células semelhantes a inatas. células (ILC) em humanos e camundongos %20, Estes

efeitos tém o potencial de influenciar a fisiopatologia destas doencas.

Considerando que estudos anteriores ndo exploraram um efeito comparavel nas
células T periféricas, a principal fonte de citocinas nos tecidos periféricos com
potencial para governar o desenvolvimento e a gravidade das alergias mediadas por
IgE, propomos uma avaliagdo abrangente. Esta avaliacdo visa determinar se IgG
policlonal de doadores nao atdpicos e atopicos (alérgicos mediados por IgE) podem
modular células T CD4 +y CD8 + periféricas. Estas investigacées tém o potencial de

fornecer insights sobre o desenvolvimento e regulagéo de ambas as condic¢des.
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2. OBJETIVO

Este estudo visa desvendar a complexa acdo da IgG na auséncia de antigeno,
investigando como a IgG sérica de individuos atopicos e ndo atopicos influencia as
caracteristicas e a producédo de citocinas em células T CD4 + e CD8+ de individuos

saudaveis.
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3. METODOS
Amostras de Pacientes

De acordo com investigacbes anteriores realizadas pela nossa equipa de
investigacdo 172%, recrutamos dois grupos de voluntarios: individuos ndo atépicos
(nAT, n=17) e individuos atopicos (AT, n=21) com idades compreendidas entre 0s
19 e os 32 anos. Os critérios de inclusao para o grupo de controle nAT estipularam
resultados negativos nos ensaios de imunoglobulina E (IgE) e nos testes cutaneos
de puntura (SPT) para todos os alérgenos testados. Para o grupo AT, os critérios
de incluséo incluiam niveis positivos de IgE, resultados positivos de SPT para pelo

menos dois alérgenos testados e diagndsticos clinicos de manifestacdes alérgicas.

Os critérios de exclusdo para os grupos nAT e AT incluiam eczema grave,
dermografismo e a utlizacdo de quaisquer medicamentos que pudessem

potencialmente influenciar os resultados dos SPTSs.

Foram recolhidas amostras de sangue de todos os participantes no estudo,
sendo o0s soros separados, agrupados e armazenados a -80°C. Além disso,
obtivemos células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de doze
individuos saudaveis ndo atépicos que nao faziam parte do grupo de dadores de
IgG néo atdpicos. Estas PBMCs foram utilizadas exclusivamente nas experiéncias
de cultura para evitar a utilizacdo de IgG-PBMCs autdlogas. Antes do seu
envolvimento, foi obtido o consentimento informado por escrito de cada participante.
Além disso, nosso estudo recebeu aprovacao ética do comité local de revisao da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e da Universidade Sato
Amaro, com os numeros de referéncia CAAE: 63361622.7.3001.0081.

3.2 Teste cutéaneo de puntura (SPT)

Os testes cutaneos de puntura (SPT) foram realizados para categorizar 0s
individuos nos grupos nAT e AT (grupos de controle), de acordo com as normas
europeias 2122 Utilizamos um painel adaptado de alergénios, incluindo o perfil de
alergénios brasileiros, tais como Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
Pteronyssinus, Aspergillus fulmigatus, Penicillium notatum, Alternaria Alternata,
Cladosporium herbarum, Blatella germanica, Periplaneta americana, Amieiro,

Bétula, Avelda, Centeio cultivado, Galinha, Canéario, Gato e Cdo. Conforme descrito
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anteriormente ', foi aplicada uma Unica gota de cada extrato de alergénio,
histamina (utilizada como controle positivo) ou o diluente de alergénio (controle
negativo) do IPI ASAC no antebraco volar. Uma puncéo superficial da pele foi feita
através de cada gota de alérgeno ou controlada usando uma agulha hipodérmica
(Alko, Brasil) sem causar qualquer sangramento. Apés um intervalo de 15 minutos,
os resultados foram registrados através da medicdo do diametro transversal de
cada ocorréncia da papula. Os resultados positivos foram definidos como papulas

com um didmetro 3 mm superior ao do controle negativo.

3.3 Determinacéao de IgE anti- alérgenos no soro

Os anticorpos IgE especificos do soro foram avaliados seguindo as orientacées
do fabricante para classificar os individuos nos grupos nAT e AT (grupos controle).
Esses anticorpos foram quantificados utilizando um ensaio de imunotransferéncia
multiplex (EUROLINE Inhalation 2 - EUROIMMUN AG, Lubeck, Alemanha), método
previamente descrito em nosso trabalho 2324, Os extratos testados incluiram
Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides Pteronyssinus, Gato, Cao, Cavalo,
Porquinho-da-india, Coelho, Hamster, Aspergillus fumigatus, Penicillium notatum,
Alternaria Alternata, Cladosporium herbarum, Timothy Grass, Centeio cultivado,

Amieiro, Bétula, Aveld, Artemisia e Banana inglesa.

3.4 Purificacao de IgG, avaliacéo de isétipo e rotulagem:

A purificagéo de IgG a partir de soros reunidos foi realizada conforme descrito
anteriormente utilizando o Melon Gel IgG Spin Purification Kit (Thermo, EUA) 13 15
16,21,25 O gel de purificacdo foi processado em coluna acoplada a tubo cénico de
polipropileno e centrifugado. ApGs descartar o sobrenadante, o gel de purificacao
foi RE- suspenso em tampao de purificacdo suave a pH fisiol6gico. Uma amostra
de soro de cada grupo (nAT e AT) foi misturada individualmente ao gel e

homogeneizada.

A 1gG purificada, que constitui o sobrenadante, foi recolhida, esterilizada e
armazenada a -80°C para subsequentes experiéncias de cultura celular. A
concentracdo de IgG foi determinada utilizando Coomassie Protein Assay Reagent
(Pierce, EUA), e a pureza, verificada por SDS-PAGE, excedeu 95%. Embora este
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método seja altamente eficaz em comparacdo com a utilizacdo da proteina A, ndo
podemos descartar a presenca de outros is6tipo de anticorpos em concentracdes
baixas ou indetetaveis como potenciais contaminantes. Os isétipo de IgG (IgG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4) em amostras de IgG purificadas foram determinados usando
ELISA (IgG Subclasse Humana ELISA Kit, ThermoFisher, EUA), seguindo as

instrucBes do fabricante.

Utilizamos o Zenon Humana IgG Labeling Kit (Invitrogen, EUA) para rotulagem
de IgG, seguindo as instru¢cbes do fabricante. O fluor6foro Alexa-647, ligado a
fragmentos Fab purificados por afinidade monovalente, reconheceu
especificamente a porcdo FC da IgG humana. Esta técnica de marcacdo €
imunosseletiva, evitando a colorac&o de outras proteinas, incluindo anticorpos néao
IgG, garantindo marcacéo especifica de IgG. Os timdcitos foram incubados por 30
minutos com IgG marcada, ou como grupos controle, com marcacdo Zenon e
reagentes blogueadores na auséncia de IgG purificada ou apenas com IgG néo
marcada. Para padronizar este método, confirmamos que a pré-incubagcédo com a
IgG purificada ndo marcada correspondente, especifica para cada pool de IgG
testado, bloqueia efetivamente a coloracdo fornecida pela IgG purificada marcada.

3.5 Cultura celular e citometria de fluxo:

As PBMC de doadores saudaveis foram suspensas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de FC-IIl (HyClone, Logan, UT, EUA). A viabilidade celular
e as contagens foram avaliadas utilizando uma camara de Neubauer, com uma
aliquota da suspensdo celular diluida em azul de tripano (Sigma, EUA).
Subsequentemente, 1 x 10"6 PBMCs viaveis foram cultivadas em cada poco de
uma placa de cultura de 96 pocos (Costa, Glendale, AZ, EUA) e tratadas com 100
pMg/mL de IgG purificada a partir de amostras de soro agrupadas representando

cada doente ou grupo de controle.

Para a cultura, foi utilizado o meio RPMI 1640 com 10% de FC-Ill (HyClone,
Logan, UT, EUA). Como controle, utilizamos uma condi¢cdo simulada ou a adi¢céo
de 100 pg/mL de IgG purificada comercialmente (1VIg). As placas de cultura foram
incubadas por trés dias, adicionando-se 1 pg/mL de brefeldina A (Sigma, Israel) nas

12 horas finais, conforme padronizado anteriormente > 1719 21 A coloracdo das
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células para analise citometria de fluxo foi efetuada para avaliar a marcagcado das
células. A cultura de células e a citometria de fluxo foram efetuadas de acordo com
os protocolos descritos no nosso trabalho anterior 1% 26, As PBMCs foram
transferidas para tubos de ensaio para coloracdo extracelular, e as concentracdes
adequadas de anticorpos (determinadas por titulagdo) foram adicionadas as

células, excluindo os tubos ndo marcados.

Apoés uma incubacéo de 30 minutos a 4°C no escuro, foram adicionados 500
ML de solugdo de PBS, seguidos de centrifugagcdo e remogao do sobrenadante.
Subsequentemente, foi adicionado PBS e as células foram fixadas em 200 pL de
formaldeido a 1% durante pelo menos 10 minutos. Para a marcacéo intracelular, as
PBMC foram coradas com anticorpos CD4, CD8, CD27, CD45RA e CD45R0 anti-
humanos de ratinho ou anticorpos de controlo do isétipo (BD Pharmingen, NJ, EUA)
nas concentracfes ideais (determinadas através de experiéncias de titulacao

anteriores).

Apos a fixacao, foram adicionados 100 pL de PBS contendo 0,05% de saponina
e 0s tubos foram armazenados a 4°C durante 30 minutos, protegidos da luz. Apos
a centrifugacdo, os sobrenadantes foram eliminados e as células foram

ressuspendidas em 300 uL de solucéo de PBS.

As PBMCs foram coradas com anticorpos Anti IFN-y, IL-14, IL-9, IL-10, IL-13,
IL-17 e IL-22 de ratinho ou com os correspondentes anticorpos de controlo do
is6tipo conjugados com fluorocromo (BD Pharmingen, Nova Jersey, EUA) em
concentracdes Otimas determinadas por titulagcdo. Utilizando um citdmetro de fluxo
LSR Fortessa (BD Bio-Science, EUA), adquirimos 500 000 eventos por amostra no

quadrante dos linfécitos com base nas caracteristicas de tamanho/granularidade.

A compensacao foi realizada utilizando microesferas adsorvidas (Com Beads,
BD Bio-Science, EUA) tratadas com anticorpos de coloracdo extracelular e
intracelular. O controle de isétipo especifico guiou o controle de células para
identificar células T e B e o controle de citocinas foi confirmado usando a
configuracao fluorocromo menos 1 (FMO), onde todos 0s anticorpos necessarios

para a marcacao fenotipica foram adicionados, exceto a citocina especifica.

Os linfécitos CD4+CD8- foram identificados como células T CD4 + e os

linfécitos CD8+CD4- foram identificados como células T CD8 +. Para analise de
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viabilidade celular, as células foram incubadas com reagente fluorescente Live /
Dead (PE-Texas red) (Thermo Fisher, EUA). Os dados foram analisados utilizando
o software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA).

3.7 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA). Os dados de estudos in vitro foram obtidos a partir de
cinco experiéncias separadas, cada uma envolvendo dois dadores de PBMC. As
diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05, conforme determinado
pelo teste t de Student e pelo teste U de Mann-Whitney para comparacfes entre
dois grupos ou por um teste ANOVA com correcdo do teste de Tukey para
comparacdes entre mais de duas condi¢cdes devido a distribuicdo gaussiana de
valores.
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4 RESULTADOS

Padréo distinto de ativacdo de células T CD4 + e CD8 + e producdo de citocinas
entre nAT e AT IgG.

Inicialmente, conduzimos uma avaliagao in vitro do impacto das formulagdes de 1gG
nas células T CD4 + nao atépicas periféricas. Nenhuma das condi¢des testadas influenciou
a frequéncia de células T CD4 +. No entanto, é digno de nota que as formulacdes de 1gG
de fontes nAT e AT reduziram coletivamente a frequéncia da expressdo de CD27 em
células T CD4 +.

Ao examinar minuciosamente os fenétipos naive e de memoaria, observamos que a IgG
derivada de doadores de AT diminuiu notavelmente a expressdo da molécula CD45RA
associada ao fenétipo ingénuo, induziu a expressédo da molécula relacionada ao fenétipo
de memdéria CD45R0. Este efeito especifico ndo foi testemunhado em quaisquer outras

condi¢des de cultura.

Quando investigamos a producéo intracelular de citocinas pelas células T CD4 +,
descobrimos um perfil complexo de efeitos. Embora o nAT 1gG tenha sido capaz de induzir
a producgéo de IFN-y em células T CD4+ em comparagédo com todas as outras condigodes,
€ essencial destacar que o nAT IgG também mediou a reducéo de células CD4+ produtoras
de IL-4, IL-9 e IL-17. Células T em comparacdo com todas as outras condi¢des, incluindo
AT IgG. Ao comparar todas as condi¢des, ndo foram observados efeitos discerniveis na
produgéo de IL-10, IL-22 e IL-13.

Quando voltamos nossa atencédo para as células T CD8 +, notamos que nenhuma das
condicfes de cultura impactou a frequéncia das células T CD8 +. No entanto, em relacéo
a expressao de CD27, era evidente que as formulacdes de nAT e AT IgG poderiam diminuir
a sua expressao em comparacado com células T CD8 + periféricas cultivadas sob todas as
outras condigbes. Curiosamente, nenhuma formulagdo de 1gG poderia modular a
expressdo da molécula associada ao fenotipo ingénuo e de memadria comparando as

condicdes de cultura.

Efeitos distintivos baixos surgiram em nossa avaliagdo da producdo intracelular de
citocinas entre células T CD8 +. A IgG exibiu um impacto Unico ao induzir um aumento na
producéo de IL-22 pelas células T CD8 + em compara¢ado com outras condi¢des de cultura.
Notavelmente, ndo foram observados efeitos discerniveis em relacédo a producéo de IL-4,

IL-9, IL-10, IL-13 e IL-17 por células T CD8+ ao comparar todas as condi¢cdes de cultura
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Figure 1: Influéncia moduladora da IgG de individuos néao atdpicos e atdpicos em células
T CD4 + periféricas ndo atopicas saudaveis. As ceélulas mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) provenientes de dadores saudaveis (n=10 a 12) foram cultivadas em
vérias condi¢des: na auséncia de IgG, na presenca de IgG utilizada para fins terapéuticos
(IVIg) a uma concentracdo de 100ug/mL, IgG purificada de individuos ndo atopicos (nAT
IgG) ou IgG derivada de individuos atopicos (AT). Apés trés dias de cultura, a citometria de
fluxo foi utilizada para avaliar as células T CD4 + viaveis quanto a sua frequéncia (A) e a
expressdo de CD27 (B) e CD45RA/0 (C). Durante esse periodo de incubacao, a produgéo
intracelular de citocinas, incluindo IFN-y, IL-4, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17 e IL-22, também foi
avaliada (D). Os simbolos na figura representam pontos de dados individuais obtidos a
partir de um minimo de cinco experiéncias independentes, enquanto as linhas indicam os
valores médios com erro padrdo (SE). Os niveis de significancia sdo indicados por *=
p<0,05 em comparagéo com as condi¢des Mock e 1VIg.
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Figura 2: Influéncia moduladora da IgG de individuos néo atépicos e atopicos em células T
CD8 + periféricas ndo atépicas saudaveis. As células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) provenientes de dadores saudaveis (n=10 a 12) foram cultivadas em varias
condi¢des: na auséncia de IgG (Mock), na presenca de 1gG utilizada para fins terapéuticos
(IVIg) a uma concentracao de 100ug/mL, IgG purificada de individuos ndo atépicos (nAT
IgG) ou IgG derivada de individuos atépicos (AT). Apés trés dias de cultura, a citometria de
fluxo foi utilizada para avaliar as células T CD8 + viaveis quanto a sua frequéncia (A) e a
expressao de CD27 (B) e CD45RA/0 (C). Durante esse periodo de incubacéo, a producao
intracelular de citocinas, incluindo IFN-y, IL-4, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17 e IL-22, também foi
avaliada (D). Os simbolos na figura representam pontos de dados individuais obtidos a
partir de um minimo de cinco experiéncias independentes, enquanto as linhas indicam os
valores médios com erro padrdao (SE). Os niveis de significancia sdo indicados por *=

p<0,05 em comparagéo com as condi¢gdes Mock e 1VIg.
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5 DISCUSSAO

Observando varios estudos humanos e murinos que indicam um efeito modulador da
IgG de acordo com seu repertério em alergias mediadas por IgE humana e murina,*? 3. 15,
16,18,19,27 "infeccdo por HIV-1, HTLV-1 infeccdo 4 e DA 172028 '|levantamos a hipétese de
gue a IgG de pacientes com TA poderia ser eleita como um fator indutor biolégico
desenvolvido naturalmente por individuos propensos a desenvolver alergias mediadas por
IgE e que esse efeito também poderia ser observado em células maduras ndo atopicas,
uma vez que observacdes anteriores demonstraram os seus efeitos em células imaturas
murinas e humanas (timocitos). Para testar esta hipéteses, utilizamos um protocolo
padronizado de cultura periférica humana com IgG para investigar o efeito de um repertoério
AT 1gG em células T CD4+ T e CD8+ periféricas ndo atopicas com foco em padrdes
representativos de producdo de citocinas de células T e os comparamos com nhao-
individuos atépicos 222°. Nosso desenho experimental foi, em parte significativo, construido
utilizando protocolos previamente padronizados do nosso grupo. Por esse motivo,
avaliamos objetivamente os parametros celulares em uma concentracdo estabelecida de
19G.

Inicialmente, pudemos observar nos nossos resultados, de uma forma geral, que foi
observado qualquer efeito diferencial em resposta a 1VIg. Este perfil é possivel devido ao
facto de a Iglg ser um conjunto de anticorpos IgG humanos purificados obtidos de milhares
de individuos saudaveis que ndo séo controlados em termos de atépico 3°, porque
diferentes formulacdes de Iglg podem mediar efeitos diferentes 3! e porque a concentragéo
de IgG utilizada nas nossas experiéncias € relativamente baixa quando comparada com a

maioria dos estudos em que os efeitos da Ig sdo descritos in vitro °.

Nossas descobertas revelaram que a IgG obtida de individuos néo atopicos ou atdpicos
poderia influenciar a expressao avaliada de marcadores cruciais associados a fenétipos
virgens e de memodria em células T CD4 +, nomeadamente CD45RA e CDA45RO0,
respetivamente. Nossos achados indicaram que a IgG de doadores n&o atopicos diminuiu
seletivamente a expressdao de CD45RA enquanto induzia simultaneamente uma
superexpressao de CD45R0 em células T CD4 +. Isto sugere que a IgG de individuos néo
atopicos pode ativar células T CD4 + periféricas em individuos ndo atépicos, estimulando
a aquisicao de um fenétipo de memoria. Tal efeito ndo foi observado em resposta a IgG de
doadores atopicos. Notavelmente, a regulacdo da expressao de CD45R0 em células T CD4
+ permanece um enigma 32, e os nossos resultados podem indicar um mecanismo

alternativo para a sua indugéo envolvendo a ativacdo mediada por 1gG de células T CD4
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+. No entanto, mais investigacdes sao imperativas para comprovar este efeito potencial.

Embora este estudo nédo tenha se aprofundado na aquisicdo de um fendétipo de memoaria
pelas células T CD4+, esse fendbmeno tem implicacdes para as funcdes das células T
CD4+, incluindo a produgéo de citocinas e o desenvolvimento de perfis imunomoduladores
como Thl (IFN-y), Th2 (IL -4 e IL-13), Th9 (IL-9), Th17 (IL-17), Th22 (IL-22) e células T
reguladoras induzidas tipo 1 (Tr1; IL-10). Consequentemente, decidimos avaliar a producao
intracelular destas citocinas, pois podem ser relevantes para o controle ou desenvolvimento

de alergias mediadas por IgE 2° 3,

Curiosamente, foi observado um aumento na producao de IFN-y em resposta a IgG de
individuos ndo atopicos, mas estava ausente em resposta a IgG de individuos atépicos.
Dado que o IFN-y significa a indugdo de um perfil Th1 pelas células T CD4+ 41, em oposicéo
ao perfil Th2, este achado indica que a IgG de individuos ndo atépicos pode ter a
capacidade de induzir um perfil protetor de células T CD4+ contra o desenvolvimento de
um padrdo de alergia mediada por IgE (Th2) 2, que ndo foi observado com IgG de
individuos atépicos, que foram selecionados especificamente pela sua propensdo a

desenvolver alergias mediadas por IgE.

Este contexto protetor, mediado por IgG de individuos ndo atdpicos, € ainda reforcado
pela nossa observacdo de que a IgG deste grupo também poderia diminuir a producéo da
principal citocina associada a um perfil Th2, IL-4 3*, um efeito ndo atribuido ao grupo

atopico.

Além disso, observamos que a IgG de individuos ndo atdpicos podia induzir uma
reducdo na producéo de IL-9 pelas células T CD4 +. A inducéo e a regulacdo das células
Th9 continuam a ser objeto de investigacdo, com evidéncias que sugerem uma ligacdo
entre os perfis Th9 e as alergias mediadas por IgE, o que implica a necessidade de uma
maior elucidacéo 34. O nosso estudo propde que a IgG pode participar deste mecanismo
através da inibicdo dos perfis Th9 quando derivada de doadores ndo atopicos, justificando

assim uma maior exploracéo.

Finalmente, as nossas avaliacdes revelaram que a IgG néo atépica poderia reduzir a
frequéncia de células T CD4 + produtoras de IL-17, indicando uma reducado na frequéncia
de células Th17. A producéo de IL-17 pode levar a inflamacao mediada por eosindfilos e
neutréfilos #°, indicando que a IgG néo atépica também pode colaborar com uma regulacéo

negativa do desenvolvimento da alergia, reduzindo a frequéncia de um perfil Th17.
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Em contraste com as observacgoes feitas em células T CD4 +, nossas avaliagfes de
células T CD8 + revelaram um potencial regulador reduzido quando expostas a todas as
formulacdes de IgG testadas em nosso estudo. Empregando os mesmos parametros
empregados na avaliacdo de células T CD4 + observamos uma notavel regulacdo negativa
na expressao de CD27 induzida por IgG obtida de individuos ndo atopicos e atépicos. A
expressdo de CD27 em células T CD8+ estd intimamente associada a sua secrecao
preferencial de IL-2 e proliferacéo, conforme documentado em pesquisas anteriores 26 Isto
implica que a IgG de individuos ndo atépicos e atopicos tem a capacidade de modular
funcdes cruciais das células T CD8+ ap0s a ativacdo, mas, entre todas as citocinas

examinadas, qualquer influéncia poderia ser observa

Embora nosso estudo ndo forneca insights mecanisticos precisos sobre como as
moléculas de 1gG induzem esses efeitos, a literatura sugere desde 1975 que a IgG anti-
idiotipica pode modular a imunidade das células T 2. Anticorpos contra cadeias receptores
de células T (TCR) foram detectados em IgG humana purificada reunida e demonstraram
interagir diretamente com TCRpB, modulando assim a ativagdo de células T 6. Além disso,
descobriu-se que os anticorpos anti-TCR influenciam as respostas inflamatérias mediadas
por Thl 37

Revisdes anteriores destacaram o envolvimento de interacdes idiotipicas entre células
IgG e T nos efeitos imunomoduladores da IgG terapéutica 1. Nosso estudo propde que 0s
padrées de interacdes idiotipicas mediadas por IgG podem ser influenciados pelo estado
imunoldgico dos doadores, resultando em efeitos distintos dos repertérios de IgG em
diferentes grupos de doadores, incluindo individuos nédo atépicos, atépicos, sem DA e com
DA. Estes conjuntos Unicos de IgG podem interagir com 0s seus respectivos conjuntos de
receptores, incluindo TCRs, induzindo diversos efeitos em padrdes que ainda ndo foram
totalmente compreendidos, mas foram explorados no contexto de uma hipotese

denominada "os anzois sem isca” 1.

Em resumo, nossa investigacao revela que a IgG obtida de individuos ndo atdpicos ou
atopicos pode modular principalmente células T CD4 + ndo atopicas periféricas, embora
por meio de um mecanismo ainda a ser definido. Este mecanismo provavelmente envolve
interacdes idiotipicas diretas entre moléculas de IgG e essas células T, subsequentemente
provocando perfis de citocinas que podem estar associados a prevencdo ou ao
desenvolvimento de alergias mediadas por IgE. No entanto, o perfil de citocinas induzido
pela IgG nado atoépica corrobora completamente com um perfil individual ndo alérgico,
sugerindo que o repertério de IgG pode contribuir para o controle das caracteristicas

clinicas relacionadas as reacdes alérgicas mediadas por IgE.
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstra que a IgG de doadores atopicos e ndo atdpicos modula
significativamente as células T CD4+ y CD8+ periféricas, indicando um possivel fenotipo de
memoéria e um perfil Thl com reducédo da producao de citocinas Th2 com menor significancia

sobre linfécitos TCD8+.
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