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RESUMO

Introducédo: Estudos sobre células B do timo séo escassos na literatura,
mas foi sugerido que elas podem exercer fun¢cdes modulatorias e
reguladoras do sistema imunologico. As células B do timo podem
desempenhar algum papel na regulacdo do quadro alérgico mais
frequente em todo o mundo, a atopia induzida pelo acaro
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p). Objetivo: Avaliar se o
repertorio de 1gG policlonal produzido por individuos Der p-atépicos pode
influenciar a migracéo e o perfil de citocinas do B timico humano derivado
de criancas ndo atopicas com menos de sete dias de idade. Métodos:
Produzimos formulacbes de IgG policlonais e cultivamos timadcitos
humanos na sua presenca. Também avaliamos as subclasses de IgG e
a interacao direta da IgG com as membranas das células B do timo.
Resultados: Podemos demonstrar que Der p-atépica IgG ndo poderia
reduzir a expressdo da molécula de migracdo a437 como observado em
resposta as outras formulacdes de I1gG e poderia reduzir a frequéncia de
células B timicas produtoras de IFN-y e IL-9 em comparagdo com 0
condicdo simulada. Der p-atépica IgG também poderia bloquear uma
reducdo de células B do timo produtoras de IL-13, como foi observado
em resposta a outras formulagdes de 1gG. Todas as formulacdes de IgG
apresentaram niveis semelhantes de subclasses de IgG e interagiram
diretamente com as membranas das células B do timo. Finalmente,
realizamos experimentos utilizando células B periféricas ndo atopicas
onde nao foram observados efeitos de IgG. Conclusdo: Nossa
observacdo demonstra que a IgG induzida em individuos alérgicos pode
modular células B timicas ndo atdpicas, potencialmente gerando células
B timicas propensas ao desenvolvimento de alergias, o que parece nao
ocorrer em células B maduras.

Palavras-chave: IgG, Dermatophagoides pteronyssinus, células B, IFN-y, 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 1gG with thymic B cell membranes. Results:
We demonstrated that Der p-atopic IgG could not reduce the expression
of the a4f37 migration molecule as observed in response to other IgG
formulations and could reduce the frequency of IFN-y 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 1gG 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-y, IL-9, IL-22,
alfa-4, beta-7
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APD - ACAROS DA POEIRA DOMESTICA
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AT nr - ATOPICOS NAO RELACIONADOS AO DER P

CLA - ANTIGENO ASSOCIADO A LINFOCITOS CUTANEOS

CO2 - GAS CARBONICO
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HCOR - HOSPITAL DO CORACAO
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IFN - INTERFERON

IG - IMUNOGLOBULINA

IL - INTERLEUCINA
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NKT - CELULAS T NATURAL KILLER
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1. INTRODUCAO

A atopia pode ser caracterizada como um estado imunologico no qual
os individuos podem desenvolver respostas imunes mediadas por IgE,
comumente referidas como alergias, em reagcdo a antigenos inofensivos
conhecidos como alérgenos. As doencas atOpicas afetam principalmente
orgaos como o nariz, olhos, pele e pulmdes. Entre essas condi¢des, destacam-
se a conjuntivite alérgica, dermatite atépica e doencas pulmonares alérgicas,
como a asma alérgica. A rinite alérgica e as reacfes alérgicas a picadas de
insetos venenosos também fazem parte desse conjunto de doencas. . Essas
reacfes podem ser desencadeadas por varios grupos de alérgenos, que
estimula a liberagdo de histamina dos granulos intracelulares dessas células.
A histamina atua como o principal mediador da inflamagao nas manifestagdes
clinicas da atopia, favorecendo a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e recrutamento de células inflamatérias para o local da reacao
alérgica, resultando em uma série de sintomas clinicos, e surgem devido a uma
complexa interacdo de fatores imunoldgicos, genéticos e ambientais.?3. Os
acaros da poeira doméstica (APD) séo a fonte predominante de alérgenos em
todo 0 mundo # e séo responsaveis por sintomas clinicos em aproximadamente
50% dos pacientes com asma em todo o mundo °. Entre as espécies de APD,
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) € responsavel por cerca de 80% da
reatividade de anticorpos IgE especificos em individuos atopicos 5. E por isso
gue nosso estudo se concentra especificamente em individuos com alergias

relacionadas ao Der p.
Respostalmune Th2 e Producéo de IgE

A resposta imune Th2 estd associada a producao de anticorpos IgE
especificos, que sdo 0s principais responsaveis por desencadear reacdes
alérgicas. Esses anticorpos, quando ligados a alérgenos, ativam mastocitos e
basdfilos, resultando na liberacdo de mediadores inflamatérios e na

manifestacdo de sintomas alérgicos. °.
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Complexidade da Regulagdo Imune

A regulacdo das respostas imunes Th2 e da produgdo de IgE é
complexa e envolve diferentes populacdes de células imunes, incluindo
linfécitos T e B. Recentes estudos sugerem que, além de suas funcdes
classicas na producéo de anticorpos, as células B podem desempenhar papéis

reguladores ou moduladores no desenvolvimento de condicdes alérgicas. ’.
Células B e sua Origem

Tradicionalmente, a maturacao das células B humanas foi atribuida a
medula 6ssea. No entanto, descobertas do inicio dos anos 2000 revelaram que
o timo também contribui para o conjunto periférico de células B. © Estima-se
que cerca de 3 x 10* células B migram do timo diariamente, incluindo

populacées de células pro-B e pré-B. 8.

Entender o fenotipo e a capacidade de producdo de citocinas pelas
células B do timo é essencial para compreender suas potenciais funcdes

moduladoras no sistema imunoldgico.
Papel do CLA (Antigeno Associado a Linfécitos Cutaneos)

O CLA, conhecido por ser a principal molécula de localizacao 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 vénulas da mucosa oral e pele, mas ndo no

trato intestinal. % 1°,
Migracéo das Células B para a Mucosa Intestinal

A inducao da expresséao da integrina a47 nas células B foi relacionada a
sua migracdo para a mucosa intestinal, demonstrada em estudos com

humanos %12,
Producéo de Citocinas pelas Células B Efetoras

As células B efetoras produzem uma variedade de citocinas,
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desempenhando um papel crucial na modulagcdo da imunidade. Elas
influenciam as respostas imunoldgicas, em particular ao interagir com as
células T efetoras, que podem induzir respostas imunes Thl (mediada por IFN-
y) 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 °, e as células B
murinas podem produzir IL-9, desempenhando um papel crucial nas respostas
humorais 6. Recentemente, a hipétese imunoldgica dos "anzoéis sem isca"
propbs que repertérios de IgG policlonais de diferentes grupos de doadores
podem desempenhar papéis essenciais na modulacéo da funcéo de células T
e B timicas e periféricas 7. Neste contexto, IgG policlonal de individuos com
alergias, dermatite atopica, infec¢do por HIV e infeccdo por HTLV demonstrou
efeitos moduladores in vitro em varios linfocitos timicos e periféricos, incluindo
células T, células B, células T y0, células iINKT e células semelhantes a inatas
(ILC) em humanos e camundongos 826, Estes efeitos tém o potencial de

modular a fisiopatologia destas doencas.
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2. OBJETIVO
Geral:

O presente estudo tem como obijetivo identificar células B do timo
humano e avaliar o potencial da IgG purificada de individuos Der p - atopicos
na modulacdo de seus perfis de migracdo e producdo de citocinas. Esta
investigacdo piloto também explora a interacdo entre as membranas das

células B e IgG e se estende as células B periféricas.
Especifico:

Avaliar, ap0s cultura celular de Linfocitos B timicos e periféricos com IgG
purificada extraida de diferentes grupos de doadores:

o A expressao de moléculas de migracao (CLA, a4b7) e citocinas
com potencial imunomodulador (IL-4, IL-9, IL-13, IL-17 e IL-22)

o Se a IgG purificada pode interagir diretamente com a membrana

e induzir apoptose
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3. MATERIAL E METODOS

Tecidos de timo foram coletados de 12 pacientes submetidos a cirurgia

cardiaca corretiva no Hospital do Coracéo (HCor) em Séo Paulo, Brasil.

A retirada do timo durante cirurgias cardiacas em recém-nascidos,
chamada de timectomia, € frequentemente realizada devido a necessidade de
acesso adequado ao coragao e aos grandes vasos sanguineos. A anatomia do
timo e sua localizagdo no mediastino anterior (regido central do toérax, entre os
pulmdes) tornam sua remocdo necessaria para facilitar a execucdo dessas
cirurgias complexas. Em cirurgias cardiacas, como correcdes de defeitos
congénitos (ex.: defeito septal ventricular, transposicdo dos grandes vasos,
tetralogia de Fallot), o timo, devido a sua posi¢ao, bloqueia 0 acesso aos vasos
sanguineos e ao coragdo. Sua remog¢ao ou retracdo €, portanto, necessaria
para que o cirurgido tenha uma visao clara e possa realizar a operacdo com
precisdo. ApoOs a correcao de certos defeitos cardiacos, o coracdo pode se
expandir um pouco devido ao aumento da eficiéncia da circulagdo. A remogéo
do timo cria espago adicional no mediastino, permitindo que o coragao funcione

adequadamente apds a cirurgia.

Embora o timo seja importante para o desenvolvimento imunoldgico,
estudos mostram que a timectomia parcial ou total em recém-nascidos
geralmente ndo causa deficiéncias imunologicas significativas, especialmente
guando realizada precocemente na vida. ISso ocorre porque uma parte
substancial da maturacdo dos linfocitos T ja pode ocorrer no timo antes da
cirurgia, e 0 corpo tem outros mecanismos para compensar a perda do timo,

como a expansao de linfocitos T ja formados.

Os critérios de incluséo para os voluntarios desse projeto abrangeram:

o auséncia de imunodeficiéncia,
o sindromes genéticas ou reacdes alérgicas e
o idade inferior a sete dias (idade média dos pacientes * erro

padréo: 3,4 £+ 0,54 dias).
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Os antecedentes alérgicos dos pais foram avaliados e apenas criangas
com maes nédo atdépicas foram incluidas. Amostras de soro foram obtidas de
doadores de sangue masculinos e femininos e categorizadas em trés grupos
com base em seus perfis atopicos para producdo de formulagbes de IgG
policlonal. Esses grupos foram denominados individuos néo atépicos (n-AT,;
n=17), individuos atbépicos nado relacionados ao Der p (AT-nr; n=16) e
individuos atépicos ao Der p (AT-Der p; n=18). Os critérios de inclusédo para

cada grupo de doadores de IgG foram os seguintes:

¢ n-AT: Confirmado clinicamente através de consulta médica, sem
titulos especificos de IgE significativos detectados para quaisquer alérgenos
testados em um ensaio de imunoblot e sem reatividade a quaisquer alérgenos

testados em um teste cutaneo de picada (SPT).

o AT-nr: Clinicamente alérgico, confirmado por consulta médica, com
titulos de IgE especificos detectados para pelo menos dois alérgenos nédo
testados para APD e reatividade a pelo menos dois alérgenos nao testados
para APD em um SPT.

o AT-Der p: Clinicamente alérgico ao acaro Der p, confirmado por
consulta médica, com titulos de IgE especificos 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-
histaminicos, glicocorticosteroides ou outros medicamentos sistémicos que
pudessem influenciar os resultados do SPT nos Uultimos 15 dias foram
excluidos. Cada amostra de timo ou PBMC veio de um doador diferente, e os
comités de ética do HCor e da Faculdade de Medicina da USP aprovaram o
estudo (namero do parecer 6.680.790). O consentimento por escrito foi obtido
de participantes adultos (doadores de amostras de sangue) ou pais quando 0s

participantes eram menores (doadores de timo).
3.1 Testes de sensibilizagdo a alérgenos

No teste de puntura cutanea (SPT), um alérgeno € introduzido na pele
por meio de uma lanceta, levando a desgranulacdo dos mastécitos devido a
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ligacdo cruzada da imunoglobulina E (IgE) especifica para o alérgeno aos seus
receptores de membrana. Esse processo de desgranulacdo resulta na
liberacdo imediata de histamina e outros mediadores inflamatorios, induzindo
uma resposta cutanea, clinicamente observavel como uma pépula. O tamanho
da papula é diretamente proporcional ao grau de sensibilidade cutanea do

individuo.

Uma gota de cada extrato de alérgeno, utilizando um painel de
alérgenos que incluia 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 Inovacdo em Alergia, foi
aplicada no antebraco volar dos voluntérios. Uma puncao superficial da pele
foi realizada sobre cada gota de alérgeno ou controle, utilizando uma lanceta
de metal de cabeca Unica, sem induzir sangramento. Apos 15 minutos, 0s
resultados foram avaliados por meio da medicdo do diametro transversal de
cada papula resultante. Apenas voluntarios que apresentaram um diametro de
papula no controle positivo superior a 5 mm foram considerados para este

estudo.

Os niveis 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. %/,
3.2 Formulacgdes policlonais de IgG

A 1gG 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 1% 21 2325 28 (ltrapassou 95%. A 1gG policlonal purificada foi
esterilizada utilizando filtros de 0,20 micron (Corning, Alemanha) e
armazenada a -80°C. As concentracfes de IgG foram determinadas usando o
Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce, EUA) e os isotipos de 1gG (IgG1,
1gG2, 1gG3 e IgG4) foram determinados por ELISA (IgG Subclass Human
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ELISA Kit, ThermoFisher, EUA) seguindo as instru¢cdes do fabricante. Todas
as etapas técnicas foram realizadas em condicdes estéreis e a contaminacao
por endotoxinas estava ausente, conforme confirmado pelo kit de quantificacéo
de endotoxinas cromogénicas Pierce LAL (TermoFisher, EUA). As formulacdes
de IgG policlonal foram coradas usando o Zenon Human IgG Labeling Kit
(Invitrogen, EUA) para ensaios de interacdo IgG-membrana, seguindo as
instrucbes do fabricante. Este método de marcacdo € imunosseletivo,
excluindo outras proteinas, incluindo anticorpos né&o-lgG, resultando em
coloracéo especifica de IgG através do bloqueio das por¢des Fc de IgG. Os
timocitos foram incubados durante 30 minutos com IgG marcada com Zenon
ou com marcacao Zenon e reagentes de bloqueio sem IgG ou IgG ndo marcada
como controles. Este método foi padronizado com 100 ug /mL de IgG,

concentracéo ideal determinada pelos resultados do experimento de cultura.

O método da membrana IgG foi validado por incubagdo prévia com a
respectiva IgG purificada ndo marcada na mesma concentragdo, confirmando

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

3.3 Dissociacao do tecido timico e isolamento celular

A dissociagdo de timdcitos e o isolamento celular usando dissociagéo
enzimatica foram previamente delineados pelo nosso grupo 292225 2% Cada
timo foi cortado em pequenos fragmentos e exposto a uma solucao enzimatica
composta por meio RPMI, colagenase A, DNase | e soro fetal bovino (FBS).
Apbs exposicdo enziméatica, os fragmentos foram homogeneizados e filtrados.
As suspensdes celulares foram lavadas e as células sedimentadas foram
ressuspensas em PBS frio com EDTA e FBS. A fracdo de baixa densidade
(timécitos) foi coletada utilizando Ficoll-Paque e os timécitos foram
armazenados em nitrogénio liquido. Os timdécitos descongelados foram

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

Foram cultivados1x10° timdcitos vidveis em cada poco de uma placa de
cultura de 48 pocos, juntamente com as amostras de IgG purificadas
mencionadas anteriormente na concentragcdo 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 ultimas 24 horas apenas nos
pocos que avaliaram a producéo intracelular de citocinas. As suspensodes de
timocitos foram submetidas a lavagens e, em seguida, ressuspensas em meio
RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino (FC-IIl) (HyClone, Logan, UT,
EUA). Para avaliar a viabilidade celular e o numero de células, uma aliquota
da suspensao celular foi diluida em azul de tripano (Sigma, EUA) e contada
utilizando uma camara de Neubauer. Em seguida, 1 x 1076 timécitos viaveis
foram alocados em cada po¢o de uma placa de cultura de 96 pocos (Costar,
Cambridge, MA, EUA) e cultivados em meio RPMI 1640 contendo 10% de FC-
[ll, acrescido de 100 ug/mL de IgG purificada proveniente de amostras de soro
de individuos at6picos ou ndo atépicos. Para controle, utilizou-se uma condicéo
simulada ou a adicdo de 100 pg/mL de IgG purificada comercialmente (IVIg)
(22, 23, 25). Controles positivos (Phorbol 12-miristato 13-acetato — PMA) e

negativos (condi¢ao simulada) foram utilizados para padronizagao.
3.5 Anédlises de citometria de fluxo em amostras de timécitos e PBMC

Para avaliacdo da viabilidade, as células foram incubadas com 0,04 uL
de LIVE/DEAD® Fixable Red Dead Cell Stain da ThermoFisher (EUA), diluido
em 1 mL de 1X PBS. Esta incubacao ocorreu a temperatura ambiente durante
30 minutos garantindo protecdo da luz. Posteriormente, as células foram
suavemente lavadas e ressuspensas em 250 yL de 1X PBS. Posteriormente,
todas as avaliacdes extracelulares foram realizadas exclusivamente em células
viaveis. Para coloracdo extracelular, uma concentracdo especifica de
anticorpos, determinada através de titulacao para cada anticorpo utilizado, foi

adicionada as amostras.

A coloracédo celular foi realizada para a avaliagdo da marcacéo celular

por meio de citometria de fluxo. Para a analise 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 analises extracelulares e
intracelulares foram conduzidas utilizando células viaveis. Para a coloragao
extracelular, 0,5 x 10”6 células/mL de timdcitos foram incubadas com 1 ug de
cada anticorpo, durante 30 minutos a 4°C.

Apos esta incubacao, as amostras foram cuidadosamente lavadas com
PBS e o sobrenadante foi cuidadosamente removido. As células e o0s
anticorpos foram posteriormente fixados com solucdo de formaldeido a 1%
durante 10 minutos. As células cultivadas na presenca de Brefeldina A foram
submetidas ao mesmo protocolo de coloragdo extracelular para avaliar a
producdo intracelular de citocinas. Apdés a fixagdo, foram adicionados
anticorpos monoclonais corados em concentracdes especificas, determinadas
por titulacdo. Todos os anticorpos utilizados para coloracdo, 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 linfécitos,
determinados pelo seu tamanho relativo e granularidade, utilizando um
citobmetro de fluxo LSR Il Fortessa da BD Biosciences (EUA). A compensacao
foi realizada utilizando microesferas adsorvidas (CompBeads , BD
Biosciences, EUA) e anticorpos idénticos que foram empregados para

coloracéo extracelular e intracelular.
3.6 Anédlise estatistica

A andlise estatistica 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 experiéncias
independentes, cada uma composta de uma a duas amostras. A significancia
foi determinada no nivel P<0,05, empregando ANOVA unidirecional com teste

post hoc de Tukey para compara¢gdes multiplas entre todos 0s grupos.
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4. RESULTADOS

4.1 1gG policlonal deindividuos atopicos ao Der p modula a expressao de
a4p7 e a producgao de IFN-y, IL-9 e IL-13.

Primeiro, avaliamos se a IgG policlonal obtida de individuos atdpicos ao
Der p poderia modular diferencialmente a expressao de moléculas de migracao
e a producao de citocinas pelas células B do timo, em compara¢do com a IgG
policlonal de doadores individuais atdpicos nao relacionados e nao atopicos.
Realizando experimentos in vitro com timécitos de criangas ndo atodpicas
(menores de sete dias) cultivados na auséncia de IgG (condicdo simulada) ou
na presenca de IgG policlonal de diferentes grupos de doadores, pudemos
observar que qualquer condicao testada poderia influenciar a frequéncia ou
expressdo do marcador de maturacdo CD196 nas células B do timo (Figura 1a).
Além disso, pudemos observar que a IgG de doadores néo atépicos e atépicos
nao relacionados poderia reduzir a frequéncia da expressdo da molécula de
migragao da integrina o437 nas células B do timo, o que néo foi observado em
resposta a IgG de AT-Der p (Figura 1b). Nenhuma influéncia foi observada na
expressao do CLA. Quando avaliamos a producao de citocinas nas mesmas
condicOes de cultura, observamos que IgG de doadores atdpicos (atopicos néo
relacionados e Der p-atOpicos) poderia reduzir a producdo de IFN-y em
comparacao com condi¢des ndo atopicas e simuladas (Figura 1c). Ao avaliar a
producédo de IL-9, pudemos observar que IgGs ndo atdpicas e Der p-atépicas
poderiam reduzir a producdo desta citocina pelas células B ndo atdpicas do
timo, em comparacdo com a condicdo simulada, que nado foi mantida em
resposta IgG atépica ndo relacionada (Figura 1c). Finalmente, também
pudemos observar que a IgG de individuos ndo atépicos e atopicos néo
relacionados poderia reduzir a producao de IL-13 pelas células B do timo em
comparacao com a condicdo simulada, um efeito que a IgG de AT-Der p néo
poderia induzir (Figura 1c). Nao foram observados efeitos na producéo de IL-4

e IL-17 ao comparar todas as condi¢des de cultura (Figura 1c).
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Figura 1: Efeito modulador de IgG de diferentes doadores em células B timicas ndo
atdpicas. Timocitos de doadores ndo atopicos (n=12) foram cultivados na auséncia de
IgG policlonal (simulado) ou na presenca de 100ug/mL de IgG policlonal de individuos
nao atdpicos (n-AT), pacientes alérgicos com atopia a alérgenos ndo relacionados ao
acaro Der p (AT-nr), e pacientes alérgicos com atopia ao acaro Der p (AT Der p). Apos
trés dias de cultura, as células B vidveis foram avaliadas por citometria de fluxo quanto
a frequéncia e expressao de CD196 (a), quanto a expressao das moléculas de migragdo
04B7 e CLA (b), e quanto a producdo intracelular de IFN-y, IL-4, IL-9, IL-13 e IL-17 (c).
Os simbolos representam valores individuais obtidos em cinco experimentos e as linhas
representam média + SE. *= p<0,05 comparado a condi¢do sem IgG.
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4.2 Os efeitos da lgG nao estédo relacionados as frequéncias da subclasse
IgG e estdo possivelmente relacionados a interacéo direta da IgG com a

membrana celular sem induzir apoptose.

Com o objetivo de elucidar se os efeitos observados nos perfis de
migracao e citocinas poderiam ser induzidos como consequéncia de alteragdes
na frequéncia das subclasses de IgG, avaliamos a frequéncia das subclasses
IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 em todas as formulacdes policlonais de IgG. Conforme
observado na Figura 2a, todas as formulagbes apresentaram frequéncias
semelhantes das subclasses 1gG1, 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 regido Fc anti-lgG de alta especificidade e avaliamos a
frequéncia e intensidade das interagbes 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 interacdes também foi semelhante em todas as formulacfes testadas
(Figura 2b). Além disso, avaliamos se a interagdo direta da IgG com a
membrana das células B do timo poderia iniciar o processo de apoptose. Para
isso, avaliamos a expressao da fosfatidilserina (PS) utilizando a molécula de
Anexina V, e qualquer formulacéo testada poderia influenciar a expressao desta
molécula, indicando niveis semelhantes de inducdo precoce de apoptose

(Figura 2c).
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Figura 2: Frequéncia das subclasses de IgG e sua interagao direta com células B do timo.
Frequéncia dos isotipos 1gG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 em IgG policlonal de individuos néao
atopicos (n-AT), pacientes alérgicos com atopia a alérgenos nédo relacionados ao acaro
Der p (AT-nr) e pacientes alérgicos com atopia ao acaro Der p (AT-Der p) foi avaliado (a).
A frequéncia e intensidade da coloragéo de IgG (b) e a frequéncia da coloragéo de Anexina
V (c) foram avaliadas em células B do timo (n = 10) apés incubacdo com reagentes do kit
de rotulagem (simulado), IgG ndo marcada (UNL IgG), rotulada IgG n -AT, IgG AT-nr ou
rotulado 1gG AT-Der p-ATpor 30 minutos. Os simbolos representam valores individuais
obtidos em cinco experimentos e as linhas representam média * SE.
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4.3 Os efeitos da IgG policlonal ndo séo induzidos nas células B

periféricas.

Finalmente, avaliamos se os efeitos moduladores da IgG policlonal de
diferentes doadores também poderiam ser observados nos mesmos
parametros nas células B periféricas. Com esse propdsito, realizamos os
mesmos experimentos de cultura, trocando células B timicas né&o
atopicas por células B periféricas nao atopicas, e avaliamos a producao
intracelular de IFN-y, IL-9 e IL-13 onde ndo pudemos observar quaisquer
efeitos modulatérios de todos os I1gG policlonais testados (Figura 3a-b).
Por fim também avaliamos a expressdao de moléculas CD148
relacionadas a células B ativadas e de memoaria e pudemos observar que
IgG policlonal de doadores nao atépicos e Der p-atopicos esta
relacionada a uma menor frequéncia de células B periféricas CD148+ em
comparacdo com condi¢cdes simuladas e condicbes atOpicas nao

relacionadas (Figura 3c).

10

% IL-13+ (Linfocitos B)
.
.

% CD148+ (Linfocitos B)

Figura 3: Efeito modulador de IgG de diferentes doadores em células B periféricas nao
atopicas. PBMCs de doadores néo atopicos (n=10) foram cultivadas na auséncia de 1gG
policlonal (simulado) ou na presenca de 100ug/mL de IgG policlonal de individuos néo
atopicos (n-AT), pacientes alérgicos com atopia a alérgenos ndo relacionados ao acaro
Der p (AT-nr), e pacientes alérgicos com atopia ao acaro Der p (AT-Der p). Apos trés dias
de cultura, as células B viaveis foram avaliadas por citometria de fluxo quanto a frequéncia
(a), a producdo intracelular de IFN-y, IL-9 e IL-13 (b) e a expressao da molécula de
ativacdo CD148 (c ). Os simbolos representam valores individuais obtidos em cinco
experimentos e as linhas representam média + SE. *= p<0,05 comparado a condi¢do sem
lgG.
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5. DISCUSSAO

O estudo das células B do timo humano apresenta desafios continuos
devido a descoberta relativamente recente de sua presenca no timo e as
limitagbes praticas associadas as baixas frequéncias das células B e a
obtencdo de amostras ’. Anteriormente, nosso grupo de pesquisa demonstrou
gue o timo humano pode gerar células B reguladoras produtoras de IL-10 (B10)
em resposta a estimulacdo com IgG policlonal de individuos com alergias *°.
Nos ultimos anos, os efeitos imunomoduladores da IgG policlonal foram
observados tanto in vitro 334 e in vivo %38 focando principalmente em

populacdes de células T em sistemas murinos e humanos.

Este estudo enfoca um aspecto critico da sensibilizacdo a alérgenos
humanos, o acaro Der p, e uma faceta relativamente inexplorada da biologia
humana, as células B do timo. Também nos aprofundamos na imunomodulacao
mediada por 1gG policlonal, uma area disruptiva na literatura. Geramos
formulac6es de IgG policlonais de doadores categorizados como néo atépicos,
atopicos a ndo- APD ou individuos Der p-atopicos para conseguir isso.

Avaliamos entéo o impacto dessas formulagdes nas células B do timo humano.

Nossas descobertas revelaram que a IgG policlonal de doadores Der p-
atopicos ndo reduziu a expressao de a4p7 nas células B do timo. Isto sugere
que a IgG de individuos atopicos por Der p pode facilitar a migracdo de células
B do timo para tecidos onde as manifestagdes clinicas induzidas por Der p séo
mais provaveis de ocorrer 3% 4, Considerando que a expressdo da integrina
04B7 esta associada a migragédo de linfécitos para tecidos mucosos 41, esta
observacdo merece destaque.

Também examinamos o efeito das IgGs policlonais nas principais
citocinas relacionadas as respostas alérgicas. Ambas as formulacdes de 1gG
policlonal derivadas de atépicos pareceram reduzir a producdo de IFN-y. Esta
reducdo pode levar a uma mudanca para um perfil imunitario dominante Th2,
uma vez que as células B produtoras de IFN-y tém o potencial de influenciar o
equilibrio Th1/Th2 1442,
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Curiosamente, observamos modulacao diferencial da producao de IL-9
entre as duas formulacdes de IgG derivadas de atépicos. Embora a IgG Der-p-
atopica e a IgG nao atopica tenham reduzido a producdo de IL-9 em
comparacao com a IgG simulada, a IgG atdpica nao relacionada, ndo induziu
esta reducédo. Isto sugere uma regulacdo complexa e distinta por diferentes
formulacdes de IgG policlonais na producédo de IL-9 em células B do timo,

aspecto ainda nao totalmente compreendido na literatura “3.

Além disso, notamos que nenhum efeito foi observado na producédo de
IL-4, e apenas a IgG policlonal Der p-atépica ndo conseguiu reduzir a produgao
de IL-13, ambos intimamente associados ao perfil imunolégico Th2 44 45, Estes
resultados sugerem que a IgG nao induz mecanismos relacionados com o eixo

Th2 para influenciar o desenvolvimento de alergias.

Varios aspectos foram cruciais a medida que exploravdmos o0s possiveis
mecanismos subjacentes a interacdo entre IgG e células B e os efeitos
observados. Investigamos possiveis diferencas na frequéncia de subclasses de
IgG, especificamente 1gG4, fortemente ligadas a sensibilizagdo a alérgenos
inalantes como Der p “¢. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi

detectada.

Além disso, exploramos se as moléculas policlonais de IgG poderiam
interagir diretamente com a membrana das células B do timo, uma
demonstragdo sem precedentes na literatura. Notavelmente, todas as
formulacbes interagiram com aproximadamente 10% das células B do timo
humano. Notavelmente, as moléculas de IgG utilizadas neste ensaio foram
coradas utilizando fragmentos Fab da por¢céo Fc anti-lgG altamente especificos
conjugados com um fluorégeno. Isto bloqueou os locais de interacdo das
moléculas de IgG coradas com os receptores de IgG (FcyRs) 47 ¢ indicando
gue as interacOes idiotipicas podem mediar essas interacbes entre IgGs
policlonais e receptores clonais ou conservados expressos na membrana das
células B do timo. Isto se alinha com hipoteses imunolégicas que sugerem que
interacdes idiotipicas poderiam ser responsaveis por efeitos diferenciais

induzidos por IgG policlonal de individuos com origens imunolégicas variadas?'’.
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Finalmente, avaliamos se essas interacdes observadas entre membrana
IgG induziram apoptose em células B do timo. Nossos resultados indicam que
nenhuma das IgGs policlonais testadas influenciou a frequéncia de células B
do timo submetidas a apoptose. Isto sugere que as interagdes detectadas néo
induziram a apoptose seletiva como mecanismo responsavel pelos efeitos

modulatoérios observados.
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6. CONCLUSOES

Em conclusdo, nosso estudo esclarece o papel dos anticorpos IgG
policlonais na interagdo com membranas de células B do timo humano e na
modulacdo da producédo de citocinas. Estas interacbes podem influenciar o
desenvolvimento de um perfil alérgico, mas aparecem menos pronunciadas nas
células B maduras periféricas. Mais investigacbes sdo necessarias para

elucidar completamente os mecanismos e implicacdes dessas descobertas.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.680.790

Apresentagao do Projeto:

pacientes com DA através da administragao intravenosa de 1gG de doadores saudaveis, a IVig

(Intravenous immunoglobulin), o que mostrou relagao com melhora clinica, porém, os mecanismos
imunoreguladores mediados pela administragao IVIg bem como a participagao do repertério IgG dos
pacientes com DA na patogénese da doenga ainda precisa ser elucidado.

Recentemente nosso grupo propds a teoria imunolégica dos "anzéis sem isca” onde o conjunto

de ididtipos de IgG de diferentes grupos de doadores classificados por caracteristicas imunolégicas
relacionadas a atopia ou doengas crénicas, poderia modular diferencialmente linfécitos T durante o processo
de maturagao ou na fase madura. Com base nesta teoria, pretendemos investigar o efeito dos anticorpos
1gG de pacientes com DA sobre linfécitos T (TCD4 e TCD8) e T através de culturas celulares de timécitos ou
células mononucleares do sangue periférico, elucidando eventuais interagoes IgG-linfocitos e mapeando as
provaveis moléculas “alvo” considerando todo o proteoma humano.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar interag6es moleculares e seus efeitos com grau de precisao suficiente para colaborar com a
elucidagao do desenvolvimento da DA bem como eventualmente propor alvos terapéuticos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Risco e Beneficios somente descritos no TCLE.
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Risco - Com a sua participagao, existe o risco de vazamento de dados pessoais e possiveis desconfortos
como a presenga de roxos (hematomas) no local do furo onde foi feita a coleta de sangue.

Beneficios - Esta pesquisa nao possui beneficio direto a vocé, mas sua participagao ajuda no avango das
pesquisas para novos tratamentos para pessoas com Dermatite Atdpica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Voluntarios frequentadores do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, serao

avaliados clinicamente quanto ao desenvolvimento de sintomas de alergias. Posteriormente serdo
submetidos a um teste cutaneo de puntura (Skin Prick Test - SPT) para confirmagao de seu estado atépico
sendo classificados como individuos atépicos nao relacionados a dermatite atépica (At-nDA - clinicamente
alérgicos e reativos a ao menos um dos alérgenos testados) e individuos n-At (n=15,

sem quaisquer sintomas de alergia e nao reativos aos alérgenos testados no teste cutaneo).

Em colaborag@o com o ambulatério de DA do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

da USP (HC-FMUSP), serao obtidas amostras de sangue de pacientes atopicos portadores de DA

(n=15) em grau leve ao grave de acordo com o critério de Hanifin e Rajka seguindo o indice de

gravidade por area de eczema (EASI) (98). Como critério de inclusao os pacientes devem exibir as
caracteristicas clinicas da DA por mais de 25 anos.

Além disso, serao utilizados tecidos timicos restantes de um estudo retrospectivo que estao sob a guarda do
Dr. Jefferson Russo Victor sem onerar o servigo e que foram obtidos de pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca corretiva no Hospital do Coragao (HCor - ASS), Sao Paulo, Brasil.

Como critério de inclusdo, as amostras utilizadas s@o advindas de individuos com até 7 dias de idade
(n=20), ou com idade entre 6 e 7 meses (n=12), de maes nao-atbpicas e que nao apresentem sinais de
imunodeficiéncia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Emenda com a seguinte descrigao:

Solicito a inclusdo dos seguintes assistentes ao Projeto:

Daniela Terra de Apoena Reche — CPF: 373.390.458-30
Fernando Machado — CPF: 201.767.868-64

Isabella Siuffi Bergamasco — CPF: 437.836.478-60

Beatriz Oliveira Fagundes — CPF: 467.544.788-02
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Solicito a inclusé@o da seguinte Instituigdo Coparticipante ao Projeto:

OBRAS SOCIAIS E EDUCACIONAIS DE LUZ —~ CNPJ: 18.301.267/0001-84, na
qual o responsavel pela instituigao é o Jefferson Russo Victor, Pesquisador deste
projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado Emenda.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo

Outros Carta_Resposta_Etica_Nic.doc 16/11/2023 |Jefferson Russo Aceito
12:19:08 | Victor

Projeto Detalhado / | Proj_Nic_ME.pdf 16/11/2023 |Jefferson Russo Aceito

Brochura 12:18:36 | Victor

| Investigador

Outros EMENDA_PLATAFORMA_BRASIL_NIC| 23/08/2023 |Jefferson Russo Aceito

OLLE .pdf 05:55:03 | Victor

Outros Carta_Resposta.doc 18/07/2023 |Jefferson Russo Aceito
14:00:55 | Victor

Outros Parecer_Uso_de_dados_digitais.pdf 22/05/2023 |Jefferson Russo Aceito
16:06:56 | Victor

Projeto Detalhado / |projeto_mestrado.pdf 22/05/2023 | Jefferson Russo Aceito

Brochura 16:06:10 | Victor

or

Declaragao de Regulamento_Biorrepositorio.doc 22/05/2023 | Jefferson Russo Aceito

Manuseio Material 15:54:38 | Victor

Biolégico /

Biorepositoério /

Biobanco

TCLE / Termos de | TCLE_PACIENTES.pdf 22/05/2023 | Jefferson Russo Aceito

Assentimento / 16:51:16 | Victor

Justificativa de

Auséncia

TCLE /Termos de |TCLE_CONTROLE.pdf 22/05/2023 |Jefferson Russo Aceito

Assentimento / 16:50:54 | Victor

Justificativa de

[Auséncia

Situagdo do Parecer:
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