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RESUMO 
 

 
Introdução: Estudos sobre células B do timo são escassos na literatura, 
mas foi sugerido que elas podem exercer funções modulatórias e 
reguladoras do sistema imunológico. As células B do timo podem 
desempenhar algum papel na regulação do quadro alérgico mais 
frequente em todo o mundo, a atopia induzida pelo ácaro 
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p). Objetivo: Avaliar se o 
repertório de IgG policlonal produzido por indivíduos Der p-atópicos pode 
influenciar a migração e o perfil de citocinas do B tímico humano derivado 
de crianças não atópicas com menos de sete dias de idade. Métodos: 
Produzimos formulações de IgG policlonais e cultivamos timócitos 
humanos na sua presença. Também avaliamos as subclasses de IgG e 
a interação direta da IgG com as membranas das células B do timo. 
Resultados: Podemos demonstrar que Der p-atópica IgG não poderia 
reduzir a expressão da molécula de migração α4β7 como observado em 
resposta às outras formulações de IgG e poderia reduzir a frequência de 
células B tímicas produtoras de IFN-γ e IL-9 em comparação com o 
condição simulada. Der p-atópica IgG também poderia bloquear uma 
redução de células B do timo produtoras de IL-13, como foi observado 
em resposta a outras formulações de IgG. Todas as formulações de IgG 
apresentaram níveis semelhantes de subclasses de IgG e interagiram 
diretamente com as membranas das células B do timo. Finalmente, 
realizamos experimentos utilizando células B periféricas não atópicas 
onde não foram observados efeitos de IgG. Conclusão: Nossa 
observação demonstra que a IgG induzida em indivíduos alérgicos pode 
modular células B tímicas não atópicas, potencialmente gerando células 
B tímicas propensas ao desenvolvimento de alergias, o que parece não 
ocorrer em células B maduras. 

 
Palavras-chave: IgG, Dermatophagoides pteronyssinus, células B, IFN-γ, IL-9, 

IL-22, alfa-4, beta-7 



ABSTRACT 

 
Introduction: Studies on thymic B cells are scarce in the literature, but it 
has been suggested that they may exert modulatory and regulatory 
functions of the immune system. Thymic B cells may play a role in the 
regulation of the most common allergic condition worldwide, atopy 
induced by the mite Dermatophagoides pteronyssinus (Der p). Objective: 
To evaluate whether the polyclonal IgG repertoire produced by Der p- 
atopic individuals can influence the migration and cytokine profile of 
human thymic B cells derived from non-atopic infants under seven days 
of age. Methods: We produced polyclonal IgG formulations and cultured 
human thymocytes in their presence. We also evaluated IgG subclasses 
and the direct interaction of IgG with thymic B cell membranes. Results: 
We demonstrated that Der p-atopic IgG could not reduce the expression 
of the α4β7 migration molecule as observed in response to other IgG 
formulations and could reduce the frequency of IFN-γ and IL-9-producing 
thymic B cells compared to the sham condition. Der p-atopic IgG could 
also block a reduction of IL-13-producing thymic B cells, as observed in 
response to other IgG formulations. All IgG formulations presented similar 
levels of IgG subclasses and interacted directly with thymic B cell 
membranes. Finally, we performed experiments using non-atopic 
peripheral B cells where no IgG effects were observed. Conclusion: Our 
observation demonstrates that IgG induced in allergic individuals can 
modulate non-atopic thymic B cells, potentially generating thymic B cells 
prone to allergy development, which does not seem to occur in mature B 
cells.. 

 
 

 
KeyWords: IgG, Dermatophagoides pteronyssinus, B cell, IFN-γ, IL-9, IL-22, 

alfa-4, beta-7 
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1. INTRODUÇÃO 

 
A atopia pode ser caracterizada como um estado imunológico no qual 

os indivíduos podem desenvolver respostas imunes mediadas por IgE, 

comumente referidas como alergias, em reação a antígenos inofensivos 

conhecidos como alérgenos. As doenças atópicas afetam principalmente 

órgãos como o nariz, olhos, pele e pulmões. Entre essas condições, destacam- 

se a conjuntivite alérgica, dermatite atópica e doenças pulmonares alérgicas, 

como a asma alérgica. A rinite alérgica e as reações alérgicas a picadas de 

insetos venenosos também fazem parte desse conjunto de doenças. 1. Essas 

reações podem ser desencadeadas por vários grupos de alérgenos, que 

estimula a liberação de histamina dos grânulos intracelulares dessas células. 

A histamina atua como o principal mediador da inflamação nas manifestações 

clínicas da atopia, favorecendo a vasodilatação, aumento da permeabilidade 

vascular e recrutamento de células inflamatórias para o local da reação 

alérgica, resultando em uma série de sintomas clínicos, e surgem devido a uma 

complexa interação de fatores imunológicos, genéticos e ambientais.2,3. Os 

ácaros da poeira doméstica (APD) são a fonte predominante de alérgenos em 

todo o mundo 4 e são responsáveis por sintomas clínicos em aproximadamente 

50% dos pacientes com asma em todo o mundo 5. Entre as espécies de APD, 

Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) é responsável por cerca de 80% da 

reatividade de anticorpos IgE específicos em indivíduos atópicos 5. É por isso 

que nosso estudo se concentra especificamente em indivíduos com alergias 

relacionadas ao Der p. 

Resposta Imune Th2 e Produção de IgE 

 
A resposta imune Th2 está associada à produção de anticorpos IgE 

específicos, que são os principais responsáveis por desencadear reações 

alérgicas. Esses anticorpos, quando ligados a alérgenos, ativam mastócitos e 

basófilos, resultando na liberação de mediadores inflamatórios e na 

manifestação de sintomas alérgicos. 6. 
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Complexidade da Regulação Imune 

 
A regulação das respostas imunes Th2 e da produção de IgE é 

complexa e envolve diferentes populações de células imunes, incluindo 

linfócitos T e B. Recentes estudos sugerem que, além de suas funções 

clássicas na produção de anticorpos, as células B podem desempenhar papéis 

reguladores ou moduladores no desenvolvimento de condições alérgicas. 7. 

Células B e sua Origem 

 
Tradicionalmente, a maturação das células B humanas foi atribuída à 

medula óssea. No entanto, descobertas do início dos anos 2000 revelaram que 

o timo também contribui para o conjunto periférico de células B. 6 Estima-se 

que cerca de 3 x 10⁴ células B migram do timo diariamente, incluindo 

populações de células pró-B e pré-B. 8. 

 
Entender o fenótipo e a capacidade de produção de citocinas pelas 

células B do timo é essencial para compreender suas potenciais funções 

moduladoras no sistema imunológico. 

 
Papel do CLA (Antígeno Associado a Linfócitos Cutâneos) 

 
O CLA, conhecido por ser a principal molécula de localização da pele 

expressa por células T, também é encontrado nas células B. 7 Esta molécula 

facilita o direcionamento das células B para a pele ao interagir com a E- 

selectina vascular presente nas vênulas da mucosa oral e pele, mas não no 

trato intestinal. 9, 10. 

 
Migração das Células B para a Mucosa Intestinal 

 
A indução da expressão da integrina α4β7 nas células B foi relacionada à 

sua migração para a mucosa intestinal, demonstrada em estudos com 

humanos 11, 12. 

 
Produção de Citocinas pelas Células B Efetoras 

 
As células B efetoras produzem uma variedade de citocinas, 
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desempenhando um papel crucial na modulação da imunidade. Elas 

influenciam as respostas imunológicas, em particular ao interagir com as 

células T efetoras, que podem induzir respostas imunes Th1 (mediada por IFN- 

γ) ou Th2 (mediada por IL-4 e IL-13). 14. 

 
Além disso, as células B humanas podem produzir IL-17, 

potencialmente influenciando o desenvolvimento da asma 15, e as células B 

murinas podem produzir IL-9, desempenhando um papel crucial nas respostas 

humorais 16. Recentemente, a hipótese imunológica dos "anzóis sem isca" 

propôs que repertórios de IgG policlonais de diferentes grupos de doadores 

podem desempenhar papéis essenciais na modulação da função de células T 

e B tímicas e periféricas 17. Neste contexto, IgG policlonal de indivíduos com 

alergias, dermatite atópica, infecção por HIV e infecção por HTLV demonstrou 

efeitos moduladores in vitro em vários linfócitos tímicos e periféricos, incluindo 

células T, células B, células T γδ, células iNKT e células semelhantes a inatas 

(ILC) em humanos e camundongos 18-26. Estes efeitos têm o potencial de 

modular a fisiopatologia destas doenças. 
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2. OBJETIVO 

 
Geral: 

 
O presente estudo tem como objetivo identificar células B do timo 

humano e avaliar o potencial da IgG purificada de indivíduos Der p - atópicos 

na modulação de seus perfis de migração e produção de citocinas. Esta 

investigação piloto também explora a interação entre as membranas das 

células B e IgG e se estende às células B periféricas. 

 
Específico: 

 
Avaliar, após cultura celular de Linfócitos B tímicos e periféricos com IgG 

purificada extraída de diferentes grupos de doadores: 

 

• A expressão de moléculas de migração (CLA, a4b7) e citocinas 

com potencial imunomodulador (IL-4, IL-9, IL-13, IL-17 e IL-22) 

• Se a IgG purificada pode interagir diretamente com a membrana 

e induzir apoptose 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
Tecidos de timo foram coletados de 12 pacientes submetidos à cirurgia 

cardíaca corretiva no Hospital do Coração (HCor) em São Paulo, Brasil. 

 
A retirada do timo durante cirurgias cardíacas em recém-nascidos, 

chamada de timectomia, é frequentemente realizada devido à necessidade de 

acesso adequado ao coração e aos grandes vasos sanguíneos. A anatomia do 

timo e sua localização no mediastino anterior (região central do tórax, entre os 

pulmões) tornam sua remoção necessária para facilitar a execução dessas 

cirurgias complexas. Em cirurgias cardíacas, como correções de defeitos 

congênitos (ex.: defeito septal ventricular, transposição dos grandes vasos, 

tetralogia de Fallot), o timo, devido à sua posição, bloqueia o acesso aos vasos 

sanguíneos e ao coração. Sua remoção ou retração é, portanto, necessária 

para que o cirurgião tenha uma visão clara e possa realizar a operação com 

precisão. Após a correção de certos defeitos cardíacos, o coração pode se 

expandir um pouco devido ao aumento da eficiência da circulação. A remoção 

do timo cria espaço adicional no mediastino, permitindo que o coração funcione 

adequadamente após a cirurgia. 

 
Embora o timo seja importante para o desenvolvimento imunológico, 

estudos mostram que a timectomia parcial ou total em recém-nascidos 

geralmente não causa deficiências imunológicas significativas, especialmente 

quando realizada precocemente na vida. Isso ocorre porque uma parte 

substancial da maturação dos linfócitos T já pode ocorrer no timo antes da 

cirurgia, e o corpo tem outros mecanismos para compensar a perda do timo, 

como a expansão de linfócitos T já formados. 

 
Os critérios de inclusão para os voluntários desse projeto abrangeram: 

 

• ausência de imunodeficiência, 

• síndromes genéticas ou reações alérgicas e 

• idade inferior a sete dias (idade média dos pacientes ± erro 

padrão: 3,4 ± 0,54 dias). 
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Os antecedentes alérgicos dos pais foram avaliados e apenas crianças 

com mães não atópicas foram incluídas. Amostras de soro foram obtidas de 

doadores de sangue masculinos e femininos e categorizadas em três grupos 

com base em seus perfis atópicos para produção de formulações de IgG 

policlonal. Esses grupos foram denominados indivíduos não atópicos (n-AT; 

n=17), indivíduos atópicos não relacionados ao Der p (AT-nr; n=16) e 

indivíduos atópicos ao Der p (AT-Der p; n=18). Os critérios de inclusão para 

cada grupo de doadores de IgG foram os seguintes: 

 

● n-AT: Confirmado clinicamente através de consulta médica, sem 

títulos específicos de IgE significativos detectados para quaisquer alérgenos 

testados em um ensaio de imunoblot e sem reatividade a quaisquer alérgenos 

testados em um teste cutâneo de picada (SPT). 

 
● AT-nr: Clinicamente alérgico, confirmado por consulta médica, com 

títulos de IgE específicos detectados para pelo menos dois alérgenos não 

testados para APD e reatividade a pelo menos dois alérgenos não testados 

para APD em um SPT. 

 
● AT-Der p: Clinicamente alérgico ao ácaro Der p, confirmado por 

consulta médica, com títulos de IgE específicos detectados para o alérgeno 

Der p e reatividade ao alérgeno Der p em um SPT. 

 
Participantes com eczema grave, dermografismo ou uso recente de anti- 

histamínicos, glicocorticosteroides ou outros medicamentos sistêmicos que 

pudessem influenciar os resultados do SPT nos últimos 15 dias foram 

excluídos. Cada amostra de timo ou PBMC veio de um doador diferente, e os 

comitês de ética do HCor e da Faculdade de Medicina da USP aprovaram o 

estudo (número do parecer 6.680.790). O consentimento por escrito foi obtido 

de participantes adultos (doadores de amostras de sangue) ou pais quando os 

participantes eram menores (doadores de timo). 

 
3.1 Testes de sensibilização a alérgenos 

 
No teste de puntura cutânea (SPT), um alérgeno é introduzido na pele 

por meio de uma lanceta, levando à desgranulação dos mastócitos devido à 
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ligação cruzada da imunoglobulina E (IgE) específica para o alérgeno aos seus 

receptores de membrana. Esse processo de desgranulação resulta na 

liberação imediata de histamina e outros mediadores inflamatórios, induzindo 

uma resposta cutânea, clinicamente observável como uma pápula. O tamanho 

da pápula é diretamente proporcional ao grau de sensibilidade cutânea do 

indivíduo. 

 
Uma gota de cada extrato de alérgeno, utilizando um painel de 

alérgenos que incluía Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides 

farinae, Aspergillus fumigatus, Penicillium notatum, Alternaria alternata, Canis 

familiaris, Felis domesticus e Cladosporium herbarum, juntamente com 

histamina (como controle positivo) e diluentes de alérgenos (como controle 

negativo) fornecidos pelo Instituto de Pesquisa e Inovação em Alergia, foi 

aplicada no antebraço volar dos voluntários. Uma punção superficial da pele 

foi realizada sobre cada gota de alérgeno ou controle, utilizando uma lanceta 

de metal de cabeça única, sem induzir sangramento. Após 15 minutos, os 

resultados foram avaliados por meio da medição do diâmetro transversal de 

cada pápula resultante. Apenas voluntários que apresentaram um diâmetro de 

pápula no controle positivo superior a 5 mm foram considerados para este 

estudo. 

 
Os níveis séricos de IgE antialérgeno foram determinados usando um 

ensaio de imunoblot multiplex (EUROLINE Inhalation 2 - EUROIMMUN AG, 

Lubeck, Alemanha) com o mesmo painel de alérgenos usado no SPT. 27, 

 
3.2 Formulações policlonais de IgG 

 
A IgG foi purificada a partir de amostras de soro reunidas dos grupos n- 

AT, AT-nr e AT-Der p, usando o protocolo Melon Gel IgG Spin Purification Kit 

(Thermo, EUA). A pureza da IgG, conforme confirmado anteriormente pelo 

nosso grupo 19, 21, 23-25, 28 ultrapassou 95%. A IgG policlonal purificada foi 

esterilizada utilizando filtros de 0,20 mícron (Corning, Alemanha) e 

armazenada a -80°C. As concentrações de IgG foram determinadas usando o 

Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce, EUA) e os isotipos de IgG (IgG1, 

IgG2, IgG3 e IgG4) foram determinados por ELISA (IgG Subclass Human 



18 
 

ELISA Kit, ThermoFisher, EUA) seguindo as instruções do fabricante. Todas 

as etapas técnicas foram realizadas em condições estéreis e a contaminação 

por endotoxinas estava ausente, conforme confirmado pelo kit de quantificação 

de endotoxinas cromogênicas Pierce LAL (TermoFisher, EUA). As formulações 

de IgG policlonal foram coradas usando o Zenon Human IgG Labeling Kit 

(Invitrogen, EUA) para ensaios de interação IgG-membrana, seguindo as 

instruções do fabricante. Este método de marcação é imunosseletivo, 

excluindo outras proteínas, incluindo anticorpos não-IgG, resultando em 

coloração específica de IgG através do bloqueio das porções Fc de IgG. Os 

timócitos foram incubados durante 30 minutos com IgG marcada com Zenon 

ou com marcação Zenon e reagentes de bloqueio sem IgG ou IgG não marcada 

como controles. Este método foi padronizado com 100 μg /mL de IgG, 

concentração ideal determinada pelos resultados do experimento de cultura. 

 
O método da membrana IgG foi validado por incubação prévia com a 

respectiva IgG purificada não marcada na mesma concentração, confirmando 

o bloqueio completo da coloração fornecida pela IgG marcada com Zenon. 

 
 

 
3.3 Dissociação do tecido tímico e isolamento celular 

 
A dissociação de timócitos e o isolamento celular usando dissociação 

enzimática foram previamente delineados pelo nosso grupo 20-22, 25, 29. Cada 

timo foi cortado em pequenos fragmentos e exposto a uma solução enzimática 

composta por meio RPMI, colagenase A, DNase I e soro fetal bovino (FBS). 

Após exposição enzimática, os fragmentos foram homogeneizados e filtrados. 

As suspensões celulares foram lavadas e as células sedimentadas foram 

ressuspensas em PBS frio com EDTA e FBS. A fração de baixa densidade 

(timócitos) foi coletada utilizando Ficoll-Paque e os timócitos foram 

armazenados em nitrogênio líquido. Os timócitos descongelados foram 

utilizados para experiências apenas se a sua viabilidade excedesse 75%. 
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3.4 Cultura de célula 

 

Foram cultivados1x106 timócitos viáveis em cada poço de uma placa de 

cultura de 48 poços, juntamente com as amostras de IgG purificadas 

mencionadas anteriormente na concentração de 100ug. As culturas foram 

mantidas em meio RPMI 1640 contendo 10% de FBS a 37°C em 5% de CO2 

durante 3 dias. A Brefeldina A foi adicionada nas últimas 24 horas apenas nos 

poços que avaliaram a produção intracelular de citocinas. As suspensões de 

timócitos foram submetidas a lavagens e, em seguida, ressuspensas em meio 

RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino (FC-III) (HyClone, Logan, UT, 

EUA). Para avaliar a viabilidade celular e o número de células, uma alíquota 

da suspensão celular foi diluída em azul de tripano (Sigma, EUA) e contada 

utilizando uma câmara de Neubauer. Em seguida, 1 × 10^6 timócitos viáveis 

foram alocados em cada poço de uma placa de cultura de 96 poços (Costar, 

Cambridge, MA, EUA) e cultivados em meio RPMI 1640 contendo 10% de FC- 

III, acrescido de 100 μg/mL de IgG purificada proveniente de amostras de soro 

de indivíduos atópicos ou não atópicos. Para controle, utilizou-se uma condição 

simulada ou a adição de 100 μg/mL de IgG purificada comercialmente (IVIg) 

(22, 23, 25). Controles positivos (Phorbol 12-miristato 13-acetato – PMA) e 

negativos (condição simulada) foram utilizados para padronização. 

 
3.5 Análises de citometria de fluxo em amostras de timócitos e PBMC 

 

Para avaliação da viabilidade, as células foram incubadas com 0,04 μL 

de LIVE/DEAD® Fixable Red Dead Cell Stain da ThermoFisher (EUA), diluído 

em 1 mL de 1X PBS. Esta incubação ocorreu à temperatura ambiente durante 

30 minutos garantindo proteção da luz. Posteriormente, as células foram 

suavemente lavadas e ressuspensas em 250 μL de 1X PBS. Posteriormente, 

todas as avaliações extracelulares foram realizadas exclusivamente em células 

viáveis. Para coloração extracelular, uma concentração específica de 

anticorpos, determinada através de titulação para cada anticorpo utilizado, foi 

adicionada às amostras. 

 
A coloração celular foi realizada para a avaliação da marcação celular 

por meio de citometria de fluxo. Para a análise de viabilidade celular, as células 
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foram incubadas com um reagente fluorescente Live/Dead (PE-Texas red) 

(ThermoFisher, Waltham, MA, EUA). Todas as análises extracelulares e 

intracelulares foram conduzidas utilizando células viáveis. Para a coloração 

extracelular, 0,5 × 10^6 células/mL de timócitos foram incubadas com 1 μg de 

cada anticorpo, durante 30 minutos a 4ºC. 

 
Após esta incubação, as amostras foram cuidadosamente lavadas com 

PBS e o sobrenadante foi cuidadosamente removido. As células e os 

anticorpos foram posteriormente fixados com solução de formaldeído a 1% 

durante 10 minutos. As células cultivadas na presença de Brefeldina A foram 

submetidas ao mesmo protocolo de coloração extracelular para avaliar a 

produção intracelular de citocinas. Após a fixação, foram adicionados 

anticorpos monoclonais corados em concentrações específicas, determinadas 

por titulação. Todos os anticorpos utilizados para coloração, bem como os 

controles de isotipos, foram fornecidos pela BD Biosciences (EUA). Um total 

de 500.000 eventos por amostra foram adquiridos no quadrante de linfócitos, 

determinados pelo seu tamanho relativo e granularidade, utilizando um 

citômetro de fluxo LSR II Fortessa da BD Biosciences (EUA). A compensação 

foi realizada utilizando microesferas adsorvidas (CompBeads , BD 

Biosciences, EUA) e anticorpos idênticos que foram empregados para 

coloração extracelular e intracelular. 

 
3.6 Análise estatística 

 
A análise estatística foi feita utilizando GraphPad Prism 5.0, 

desenvolvido pela GraphPad Software Inc. em La Jolla, CA. Os dados obtidos 

de estudos in vitro foram derivados de um total de 6 experiências 

independentes, cada uma composta de uma a duas amostras. A significância 

foi determinada no nível P≤0,05, empregando ANOVA unidirecional com teste 

post hoc de Tukey para comparações múltiplas entre todos os grupos. 
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4. RESULTADOS 

 
4.1 IgG policlonal de indivíduos atópicos ao Der p modula a expressão de 

α4β7 e a produção de IFN-γ , IL-9 e IL-13. 

 
Primeiro, avaliamos se a IgG policlonal obtida de indivíduos atópicos ao 

Der p poderia modular diferencialmente a expressão de moléculas de migração 

e a produção de citocinas pelas células B do timo, em comparação com a IgG 

policlonal de doadores individuais atópicos não relacionados e não atópicos. 

Realizando experimentos in vitro com timócitos de crianças não atópicas 

(menores de sete dias) cultivados na ausência de IgG (condição simulada) ou 

na presença de IgG policlonal de diferentes grupos de doadores, pudemos 

observar que qualquer condição testada poderia influenciar a frequência ou 

expressão do marcador de maturação CD196 nas células B do timo (Figura 1a). 

Além disso, pudemos observar que a IgG de doadores não atópicos e atópicos 

não relacionados poderia reduzir a frequência da expressão da molécula de 

migração da integrina α4β7 nas células B do timo, o que não foi observado em 

resposta a IgG de AT-Der p (Figura 1b). Nenhuma influência foi observada na 

expressão do CLA. Quando avaliamos a produção de citocinas nas mesmas 

condições de cultura, observamos que IgG de doadores atópicos (atópicos não 

relacionados e Der p-atópicos) poderia reduzir a produção de IFN-γ em 

comparação com condições não atópicas e simuladas (Figura 1c). Ao avaliar a 

produção de IL-9, pudemos observar que IgGs não atópicas e Der p-atópicas 

poderiam reduzir a produção desta citocina pelas células B não atópicas do 

timo, em comparação com a condição simulada, que não foi mantida em 

resposta IgG atópica não relacionada (Figura 1c). Finalmente, também 

pudemos observar que a IgG de indivíduos não atópicos e atópicos não 

relacionados poderia reduzir a produção de IL-13 pelas células B do timo em 

comparação com a condição simulada, um efeito que a IgG de AT-Der p não 

poderia induzir (Figura 1c). Não foram observados efeitos na produção de IL-4 

e IL-17 ao comparar todas as condições de cultura (Figura 1c). 
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Figura 1: Efeito modulador de IgG de diferentes doadores em células B tímicas não 
atópicas. Timócitos de doadores não atópicos (n=12) foram cultivados na ausência de 
IgG policlonal (simulado) ou na presença de 100µg/mL de IgG policlonal de indivíduos 
não atópicos (n-AT), pacientes alérgicos com atopia a alérgenos não relacionados ao 
ácaro Der p (AT-nr), e pacientes alérgicos com atopia ao ácaro Der p (AT Der p). Após 
três dias de cultura, as células B viáveis foram avaliadas por citometria de fluxo quanto 
à frequência e expressão de CD196 (a), quanto à expressão das moléculas de migração 
α4β7 e CLA (b), e quanto à produção intracelular de IFN-γ, IL-4, IL-9, IL-13 e IL-17 (c). 
Os símbolos representam valores individuais obtidos em cinco experimentos e as linhas 
representam média ± SE. *= p<0,05 comparado à condição sem IgG. 
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4.2 Os efeitos da IgG não estão relacionados às frequências da subclasse 

IgG e estão possivelmente relacionados à interação direta da IgG com a 

membrana celular sem induzir apoptose. 

 
Com o objetivo de elucidar se os efeitos observados nos perfis de 

migração e citocinas poderiam ser induzidos como consequência de alterações 

na frequência das subclasses de IgG, avaliamos a frequência das subclasses 

IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 em todas as formulações policlonais de IgG. Conforme 

observado na Figura 2a, todas as formulações apresentaram frequências 

semelhantes das subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Em seguida, avaliamos 

se a IgG policlonal poderia interagir diretamente com as membranas das 

células B do timo. Para tanto, coramos IgG policlonal de diferentes grupos de 

doadores com região Fc anti-IgG de alta especificidade e avaliamos a 

frequência e intensidade das interações com células B do timo. Pudemos 

observar que aproximadamente 10% das células B do timo puderam ser 

reconhecidas pela IgG policlonal de todos os grupos avaliados, e a intensidade 

dessas interações também foi semelhante em todas as formulações testadas 

(Figura 2b). Além disso, avaliamos se a interação direta da IgG com a 

membrana das células B do timo poderia iniciar o processo de apoptose. Para 

isso, avaliamos a expressão da fosfatidilserina (PS) utilizando a molécula de 

Anexina V, e qualquer formulação testada poderia influenciar a expressão desta 

molécula, indicando níveis semelhantes de indução precoce de apoptose 

(Figura 2c). 
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Figura 2: Frequência das subclasses de IgG e sua interação direta com células B do timo. 
Frequência dos isotipos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 em IgG policlonal de indivíduos não 
atópicos (n-AT), pacientes alérgicos com atopia a alérgenos não relacionados ao ácaro 
Der p (AT-nr) e pacientes alérgicos com atopia ao ácaro Der p (AT-Der p) foi avaliado (a). 
A frequência e intensidade da coloração de IgG (b) e a frequência da coloração de Anexina 
V (c) foram avaliadas em células B do timo (n = 10) após incubação com reagentes do kit 
de rotulagem (simulado), IgG não marcada (UNL IgG), rotulada IgG n -AT, IgG AT-nr ou 
rotulado IgG AT-Der p-ATpor 30 minutos. Os símbolos representam valores individuais 
obtidos em cinco experimentos e as linhas representam média ± SE. 
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4.3 Os efeitos da IgG policlonal não são induzidos nas células B 

periféricas. 

 
Finalmente, avaliamos se os efeitos moduladores da IgG policlonal de 

diferentes doadores também poderiam ser observados nos mesmos 

parâmetros nas células B periféricas. Com esse propósito, realizamos os 

mesmos experimentos de cultura, trocando células B tímicas não 

atópicas por células B periféricas não atópicas, e avaliamos a produção 

intracelular de IFN-γ, IL-9 e IL-13 onde não pudemos observar quaisquer 

efeitos modulatórios de todos os IgG policlonais testados (Figura 3a-b). 

Por fim também avaliamos a expressão de moléculas CD148 

relacionadas a células B ativadas e de memória e pudemos observar que 

IgG policlonal de doadores não atópicos e Der p-atópicos está 

relacionada a uma menor frequência de células B periféricas CD148+ em 

comparação com condições simuladas e condições atópicas não 

relacionadas (Figura 3c). 

 
 
 

 

 
 

 
Figura 3: Efeito modulador de IgG de diferentes doadores em células B periféricas não 
atópicas. PBMCs de doadores não atópicos (n=10) foram cultivadas na ausência de IgG 
policlonal (simulado) ou na presença de 100µg/mL de IgG policlonal de indivíduos não 
atópicos (n-AT), pacientes alérgicos com atopia a alérgenos não relacionados ao ácaro 
Der p (AT-nr), e pacientes alérgicos com atopia ao ácaro Der p (AT-Der p). Após três dias 
de cultura, as células B viáveis foram avaliadas por citometria de fluxo quanto à frequência 
(a), à produção intracelular de IFN-γ, IL-9 e IL-13 (b) e à expressão da molécula de 
ativação CD148 (c ). Os símbolos representam valores individuais obtidos em cinco 
experimentos e as linhas representam média ± SE. *= p<0,05 comparado à condição sem 
IgG. 
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5. DISCUSSÃO 

 
O estudo das células B do timo humano apresenta desafios contínuos 

devido à descoberta relativamente recente de sua presença no timo e às 

limitações práticas associadas às baixas frequências das células B e à 

obtenção de amostras 7. Anteriormente, nosso grupo de pesquisa demonstrou 

que o timo humano pode gerar células B reguladoras produtoras de IL-10 (B10) 

em resposta à estimulação com IgG policlonal de indivíduos com alergias 19. 

Nos últimos anos, os efeitos imunomoduladores da IgG policlonal foram 

observados tanto in vitro 30-34 e in vivo 35-38, focando principalmente em 

populações de células T em sistemas murinos e humanos. 

 
Este estudo enfoca um aspecto crítico da sensibilização a alérgenos 

humanos, o ácaro Der p, e uma faceta relativamente inexplorada da biologia 

humana, as células B do timo. Também nos aprofundamos na imunomodulação 

mediada por IgG policlonal, uma área disruptiva na literatura. Geramos 

formulações de IgG policlonais de doadores categorizados como não atópicos, 

atópicos a não- APD ou indivíduos Der p-atópicos para conseguir isso. 

Avaliamos então o impacto dessas formulações nas células B do timo humano. 

 
Nossas descobertas revelaram que a IgG policlonal de doadores Der p- 

atópicos não reduziu a expressão de α4β7 nas células B do timo. Isto sugere 

que a IgG de indivíduos atópicos por Der p pode facilitar a migração de células 

B do timo para tecidos onde as manifestações clínicas induzidas por Der p são 

mais prováveis de ocorrer 39, 40. Considerando que a expressão da integrina 

α4β7 está associada à migração de linfócitos para tecidos mucosos 41, esta 

observação merece destaque. 

 
Também examinamos o efeito das IgGs policlonais nas principais 

citocinas relacionadas às respostas alérgicas. Ambas as formulações de IgG 

policlonal derivadas de atópicos pareceram reduzir a produção de IFN-γ. Esta 

redução pode levar a uma mudança para um perfil imunitário dominante Th2, 

uma vez que as células B produtoras de IFN-γ têm o potencial de influenciar o 

equilíbrio Th1/Th2 14, 42. 
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Curiosamente, observamos modulação diferencial da produção de IL-9 

entre as duas formulações de IgG derivadas de atópicos. Embora a IgG Der-p- 

atópica e a IgG não atópica tenham reduzido a produção de IL-9 em 

comparação com a IgG simulada, a IgG atópica não relacionada, não induziu 

esta redução. Isto sugere uma regulação complexa e distinta por diferentes 

formulações de IgG policlonais na produção de IL-9 em células B do timo, 

aspecto ainda não totalmente compreendido na literatura 43. 

 

Além disso, notamos que nenhum efeito foi observado na produção de 

IL-4, e apenas a IgG policlonal Der p-atópica não conseguiu reduzir a produção 

de IL-13, ambos intimamente associados ao perfil imunológico Th2 44, 45. Estes 

resultados sugerem que a IgG não induz mecanismos relacionados com o eixo 

Th2 para influenciar o desenvolvimento de alergias. 

 
Vários aspectos foram cruciais à medida que exploravámos os possíveis 

mecanismos subjacentes à interação entre IgG e células B e os efeitos 

observados. Investigamos possíveis diferenças na frequência de subclasses de 

IgG, especificamente IgG4, fortemente ligadas à sensibilização a alérgenos 

inalantes como Der p 46. No entanto, nenhuma diferença significativa foi 

detectada. 

 
Além disso, exploramos se as moléculas policlonais de IgG poderiam 

interagir diretamente com a membrana das células B do timo, uma 

demonstração sem precedentes na literatura. Notavelmente, todas as 

formulações interagiram com aproximadamente 10% das células B do timo 

humano. Notavelmente, as moléculas de IgG utilizadas neste ensaio foram 

coradas utilizando fragmentos Fab da porção Fc anti-IgG altamente específicos 

conjugados com um fluorógeno. Isto bloqueou os locais de interação das 

moléculas de IgG coradas com os receptores de IgG (FcγRs) 47, 48 indicando 

que as interações idiotípicas podem mediar essas interações entre IgGs 

policlonais e receptores clonais ou conservados expressos na membrana das 

células B do timo. Isto se alinha com hipóteses imunológicas que sugerem que 

interações idiotípicas poderiam ser responsáveis por efeitos diferenciais 

induzidos por IgG policlonal de indivíduos com origens imunológicas variadas17. 
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Finalmente, avaliamos se essas interações observadas entre membrana 

IgG induziram apoptose em células B do timo. Nossos resultados indicam que 

nenhuma das IgGs policlonais testadas influenciou a frequência de células B 

do timo submetidas a apoptose. Isto sugere que as interações detectadas não 

induziram a apoptose seletiva como mecanismo responsável pelos efeitos 

modulatórios observados. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 
Em conclusão, nosso estudo esclarece o papel dos anticorpos IgG 

policlonais na interação com membranas de células B do timo humano e na 

modulação da produção de citocinas. Estas interações podem influenciar o 

desenvolvimento de um perfil alérgico, mas aparecem menos pronunciadas nas 

células B maduras periféricas. Mais investigações são necessárias para 

elucidar completamente os mecanismos e implicações dessas descobertas. 
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