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RESUMO

VICTOR, J.R. Mecanismos regulatorios mediados pelos anticorpos maternos
na modulac¢io da resposta de hipersensibilidade do tipo I ao alérgeno ovalbumina
em camundongos neonatos. Tese - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Séo Paulo, 2008.

A exposicdo precoce a aero-alérgenos ou alérgenos alimentares associada a
predisposicdo dos neonatos a desenvolverem respostas do tipo Th2 sdo fatores que
podem contribuir ao desenvolvimento de alergia durante a infancia. Previamente foi
observado que a imunizacdo materna com o acaro Dermatophagoides pteronyssinus foi
capaz de inibir a resposta de hipersensibilidade do tipo | da prole de camundongos. Com
0 objetivo de avaliar os mecanismos regulatorios desencadeados pela imunizacao
materna na resposta imunoldgica da prole, o efeito da imunizacao pré-concepcional com
Ovalbumina (OVA) foi analisado nas proles de camundongos BALB/c. A imunizagéo
materna com OVA promoveu alteragdes precoces como 0 aumento da expressdo dos
receptores para IgG FcgRllb nos linfocitos B esplénicos dos neonatos aos 3 dias de
idade (d.i.), o que se manteve até os 20 d.i. Nestas proles houve uma significante
reducdo da expressdo de do receptor de baixa afinidade para IgE (FceRIl) CD23, em
linfocitos B. Em paralelo, nas proles de maes imunes detectou-se a diminui¢do do
numero percentual de linfocitos B secretores de IL-4 e 1L-12, bem como de linfocitos T
CD4 produtores de IL-4 e IFN-g A imunizacdo pré-concepcional com OVA ndo
induziu a producdo de anticorpos IgM anti-OVA ou resposta proliferativa antigeno
especifica nas proles ndo imunizadas. J& com a imunizacdo das proles no periodo
neonatal pode-se evidenciar que a imunizacdo materna inibe a producdo de anticorpos
IgE anti-OVA. Além disso, foi observado na populacdo de linfocitos B da prole o
aumento da expressdao dos receptores FcgRllb e CD44 associado a diminuicdo
percentual de células B secretoras de IL-12. A avaliacdo da populacdo de células TCD4
revelou uma diminuigdo das células produtoras de IL-4 e da expressdo do CD28 em
paralelo a inibicdo da resposta proliferativa a OVA. O efeito modulatério da imunizagéo
materna também foi observado pela inibicdo da resposta proliferativa dos linfocitos B
induzida por oligodeoxinucleotideos CpG do tipo B. A transferéncia passiva de 1gG de
mées imunes no periodo neonatal mostrou inibigdo da producgéo de anticorpos IgE, sem
alteracdo nos outros parametros avaliados, sugerindo que no periodo poés-natal, os
anticorpos contribuem, parcialmente, na regulacdo da resposta imunolégica da prole.
Posteriormente, foi avaliado o efeito da transferéncia passiva de IgG de maes imunes
durante gestagdo, o que mostrou ser capaz de reduzir a expressao das moléculas CD40
e CD23 nos linfocitos B da prole no periodo neonatal. A imunizacdo destas proles
manteve a reducdo da expressdo do CD40 em linfocitos B e aumentou a producdo de
IL-10 em linfocitos TCDA4. As evidéncias mostram que a imunizacdo pré-concepcional
com OVA induz mecanismos que regulam negativamente a resposta IgE da prole
imunizada no periodo neonatal, incluindo alteragdes fenotipicas e funcionais em
linfécitos B e TCDA4. Alteracdes que foram parcialmente observadas em decorréncia da
transferéncia passiva de anticorpos IgG durante a gestacdo ou ap0s 0 nascimento,
sugerindo o envolvimento de outros fatores na regulacdo da resposta alérgica mediada
pela modulagéo do sistema imune materno.
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ABSTRACT

VICTOR, J.R. Regulatory mechanisms involved on the offspring type I
hypersensitivity response inhibition mediated by maternal immunization with
OVA. PhD Thesis - Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2008.

The early exposure to air allergen or food allergen associated to predisposition
of newborns in developing Th2 responses are features that might contribute to the
development of allergy during infancy. Previously, it has been demonstrated that
maternal immunization with Dermatophagoides pteronyssinus mite was capable of
inhibiting the type | hypersensitivity response in mice offspring. In order to evaluate the
regulatory mechanisms triggered by maternal immunization in the immune response of
the offspring, the effect of preconceptional immunization with Ovalbumin (OVA) was
evaluated in the offspring of BALB/c mice. The maternal immunization with OVA led
to early alteration such as the increase expression of 1gG receptor, FcgrRllb, in splenic B
lymphocytes from 3 days old (d.o.) newborns, which continued until they were 20 d.o.
In these offspring there was also significant reduction on the expression of the IgE low
affinity receptor (FceRlIl), CD23, in B lymphocytes. In parallel, offspring from immune
mother showed diminished percentage of B lymphocytes that secretes IL-4 and IL-12,
as well as CD4 T lymphocytes secretors of IL-4 and IFN-g Preconceptional
immunization with OVA did not induce the production of anti-OVA IgM or antigen
specific proliferative response in non-immunized offspring. However, the immunization
of offspring during neonatal period showed that maternal immunization inhibits the
production of anti-OVA IgE antibodies. Besides, it was observed that the B
lymphocytes from the offspring had their expression of FcgRllb and CD44 receptors
increased associated to the diminished percentage of IL-12 secretor B cells. The
evaluation of CD4 T cell population revealed diminished IL-4 producing cells and
CD28 expression, in parallel to the inhibition of OVA proliferative response. The
modulatory effect of maternal immunization was also observed by the inhibition of B
lymphocytes proliferative response induced by B type CpG oligodeoxynucleotides. The
passive IgG transfer from immune mother during neonatal period showed inhibition in
the IgE synthesis without changes in other evaluated parameters, suggesting that in
postnatal period antibodies partially contribute in the regulation of the offspring
immune response. Subsequent, it was evaluated the effect of 1gG passive transfer from
immune mother during pregnancy, which showed capacity to reduce the expression of
CD40 and CD23 molecules in B lymphocytes from offspring during neonatal period.
The immunization of such offspring maintained the reduced expression of CD40 in B
lymphocytes and increased the production IL-10 in CD4 T lymphocytes. The evidences
show that OVA preconceptional immunization induces mechanisms that downregulates
the IgE response of offspring immunized during neonatal period, including phenotypic
and functional alteration in B and CD4 T cells. These alterations were partially observed
as a result of the passive transfer of IgG antibodies during pregnancy or after birth,
suggesting enrollment of other factors in the allergic immune response mediated by the
modulation of the maternal immune system.

Key words: Allergy; IgE; Immune modulation; Maternal-fetal interaction; Immunology.
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1 INTRODUCAO

Os periodos gestacional e principalmente pos-natal sdo fases que podem
influenciar no desenvolvimento da resposta alérgica das criangas (PEDEN, 2000; VON
MUTIUS, 2002). O grau e a intensidade da exposicdo aos alérgenos nestes periodos
além da susceptibilidade genética para alergia sdo importantes fatores que influenciam
no desencadeamento da alergia na infancia.

A alergia € classificada como uma reacdo de hipersensibilidade imediata do
tipo I, mediada por anticorpos da classe IgE, caracterizada como um desequilibrio da
resposta imune humoral capaz de promover danos ao organismo e (COOMBS e GELL,
1975). As reacdes alérgicas anafilaticas em individuos geneticamente predispostos, ou
atopicos, podem resultar em diferentes quadros clinicos de acordo com o local do
contato com o imundgeno indutor da alergia, ou alérgeno. Nas vias respiratorias
clinicamente manifesta-se como a asma brénquica e rinite alérgica, e na pele como a
dermatite atdpica.

Os alérgenos sdo muito diversificados e podem ser acaros, fungos, polens e
outras proteinas encontradas na dieta. O processo alérgico inicia-se com a apresentacao
do antigeno por células especializadas (APCs) que podem influenciar na formacdo ou
no direcionamento da resposta imune. ApOs a apresentacdo do antigeno para 0s
linfécitos T especificos ocorre a proliferacdo e diferenciacdo, bem como, a cooperacao
com linfécitos B secretores de anticorpos (plasmdcitos) IgE especificos. Estes
anticorpos fixam-se na membrana de células como os mastdcitos, basofilos e eosinofilos
através dos receptores de alta afinidade para a porcao Fc da IgE (FceRl). Em um contato
subseqiiente com o alérgeno, ao menos duas moléculas de anticorpos especificos que
ocupam estes receptores em uma mesma célula ligam-se ao alérgeno, iniciando a
desgranulacdo celular. Os granulos citoplasmaticos liberados possuem grande
quantidade de fatores mediadores dos sintomas alérgicos, como a histamina,
prostaglandinas, leucotrienos e outros.

A sintese de anticorpos IgE € dependente da acdo de linfocitos T auxiliares
CD4+ (Th), e especialmente de seus produtos secretados, as citocinas. Os linfocitos T
CDA4+ ativados tém funcdo de produzir citocinas que sdo classificadas em padrdes Thl
e Th2 (MOSSMAN e COFFMAN, 1989). Esta diferenciacdo depende da influéncia de
citocinas presentes no microambiente da resposta inflamatoria inicial, cuja producédo €

induzida pelo tipo de antigeno e pelas populacdes de células ativadas. Entre as citocinas
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envolvidas neste processo, a IL-12 secretada por macréfagos e linfécitos B pode
favorecer o padrdo Thl (COFFMAN et al., 1991). O padrdo Thl é caracterizado pela
producdo, principalmente, das citocinas IL-2 e IFN-g, e favorece a imunidade mediada
por células como macrdéfagos e linfocitos T CD8+, além de favorecer a troca de isotipos
de anticorpos para a subclasse IgG1 em humanos e IlgG2a em camundongos.

A citocina IL-4, secretada principalmente por linfocitos T CD4+ NK1.1+ e
mastocitos contribuem para a formacdo do padrdo Th2 (COFFMAN et al., 1991). O
padrdo Th2 é caracterizado pela secrecdo das citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e esta
relacionado a altas e persistentes respostas humorais favorecendo a producdo de
anticorpos IgE em humanos e de anticorpos IgE e IgG1 em camundongos. As citocinas
Th2 séo responsaveis também pela diferenciacdo e ativacao de células como eosindfilos,
mastocitos e basofilos, que participam do desencadeamento e amplificacdo da
inflamacdo alérgica (ROMAGNANI, 2002; DEL PRETE, 1992).

As citocinas secretadas pelos linfocitos Th, sdo potencialmente regulatorias
entre si, por exemplo o IFN-g é capaz de inibir a secrecdo de citocinas Th2, e por sua
vez, a IL-10 é capaz de inibir a producdo de IFN-g levando a inibi¢cdo do padrdo Thl
(COFFMAN e MOSSMAN, 1991). Em algumas condicOes, a IL-10 e o TGF-b
demonstram a capacidade de inibir a producdo de citocinas de ambos os padrdes.
Algumas populacdes especializadas de linfocitos T reguladores podem influir no
balango da producgdo de citocinas, entre elas os linfocitos Th3, presentes nas mucosas
gastrointestinais e que tem como caracteristica a alta producdo de TGF-b (WEINER,
2001), os linfocitos Trl, caracterizados pela alta produgdo de IL-10 (WU et al., 2007) e
ainda os linfécitos TCD4+CD25+Foxp3+ naturais ou induzidas pelo antigeno
(WILCZYNSKI et al., 2008).

Em geral, a produgdo de citocinas pelas células Th ndo se encontra polarizada
em Thl ou Th2, contudo em algumas patologias ou fases da mesma pode ocorrer
predominio de um determinado padrdo. Como exemplo, nas doencas alérgicas, ocorre
uma preponderancia do padrdo Th2, em decorréncia da elevada producéo de citocinas
IL-4 e IL-13 indutoras da produgéo de anticorpos IgE.

Uma condicdo onde ha predominio de citocinas do padrdo Th2 é na gestacdo
(WEGMANN, 1993), periodo no qual ocorrem efetivas interacdes entre os sistemas
imune, reprodutivo e hormonal materno. A secrecdo de interleucinas como a IL-4, IL-5,

IL-6 e IL-10 é responsavel pela maturacéo do feto no Utero, em contraste, a secrecao de
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altos niveis de citocinas Thl como a IL-2, IFN-ge TNF-a esta relacionadas a ativagédo
de células NK, que sdo prejudiciais ao tecido placentario e promotoras da reabsorcao
fetal. Aparentemente, para o sucesso da gestacdo é necessario um equilibrio entre os
padrdes Thl e Th2 (DEALTRY, 2000).

No periodo neonatal, além da relativa imaturidade do sistema imune ha uma
predisposicdo da resposta para o padrdo Th2. A imaturidade é conseqiente da deficiente
secrecdo de I1L-12, IL-2 e IFN-g (VEKELMANS et al., 2001), da reduzida producao de
anticorpos (HOLT e JONES, 2000), da baixa expressdo de receptores e moléculas
acessorias (BRUGNONI et al., 1994), da baixa intensidade de expressdo de moléculas
co-estimulatérias e de um lento desenvolvimento da zona marginal do baco
(MARSHALL-CLARKE et al., 2000). Fatores estes que influenciam na interacéo entre
as APC e células T naives.

Os camundongos neonatos sdo capazes de desenvolver respostas
predominantemente Th2 nas imuniza¢fes com virus vivos ou atenuados, em contraste
aos adultos que desenvolvem respostas principalmente do padrdo Thl a este tipo de
imunizacdo (BOT et al., 1997; BOT e cols 1999). Adkins e colaboradores observaram
que no bago de camundongos ha um predominio de resposta Th2 enquanto que nos
ganglios observou-se um padrdo misto (Th1/Th2) de secrecdo de citocinas (ADKINS et
al., 2000).

O desvio da imunidade neonatal para o padrédo Th2 pode ser devido a apoptose
de linfocitos Thl. Li e colaboradores (2004) mostraram em um modelo murino de
imunizacdo neonatal com OVA, que a expressdo de um receptor alternativo composto
pela cadeia al do receptor de IL-13 (IL-13Ral) e a cadeia a do receptor de IL-4 (IL-
4Ra) em linfdcitos Thl é responsavel pela inducéo de apoptose destes clones apds sua
ligacdo com a IL-4, desviando a imunidade do neonato para o padrdo Th2 (LI et al.,
2004).

A imunidade passiva da mde para o filho, seja pela via placentaria ou pela
amamentacdo prolongada, tem funcdo protetora nas infecgbes respiratorias e
gastrointestinais, podendo diminuir a ocorréncia de doencas autoimunes e alérgicas em
familias geneticamente predispostas (BEER e BILLINGHAM, 1975; BUSINCO et al.,
1983; HOWIE et al., 1990)

A transferéncia de anticorpos maternos para a prole é mediada
predominantemente pelo receptor FcRn (SIMISTER e REES, 1985). Em roedores este
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mecanismo tem especial importancia durante a amamentacdo e ocorre pela expresséo
dos receptores FCRn nas células epiteliais do intestino dos neonatos (JONE e
WALDMANN, 1972) diferente do observado em humanos onde estes receptores
participam do transporte placentario da IgG materna (LEACHE et al., 1996).

Na alergia, anticorpos IgG maternos contra epitélios de gato e pdlen
(JENMALM e BJORKSTEN, 2000) ou a antigenos alimentares como a OVA (VANCE
et al., 2004), estdo relacionados a menor predisposi¢do ao desenvolvimento da alergia
em criancas durante os primeiros anos de vida. Em modelos experimentais, a IgG
materna em resposta a imunizagdo com um alérgeno alimentar como a OVA, foi capaz
de suprimir a resposta IgE dos filhotes (JARRET e HALL, 1983). Além disso, a
exposicdo pré-concepcional e gestacional a antigenos ndo alergénicos como o0
lipopolissacarideo (LPS) também pode controlar a inflamagéo alérgica pulmonar da
prole (BLUMER et al., 2005).

Os anticorpos maternos podem neutralizar os antigenos ofertados a prole
diminuindo o0 seu processamento, apresentacdo e conseqiientemente a resposta imune
neonatal (SIEGRIST, 2001). Neste caso os anticorpos IgG maternos circulantes na prole
formam imunocomplexos com os alérgenos inalados ou ingeridos 0s quais Sdo
eliminados da circulacéo antes de seu reconhecimento pelas células do sistema imune da
prole. Conseqlientemente, ha reducdo da sensibilizacdo da prole bem como a producéo
de anticorpos, especialmente da classe IgE.

Entretanto, a neutralizacdo de antigenos pela presenca de anticorpos maternos
ndo € capaz de impedir a sensibilizacdo da prole na imunizagdo de camundongos
neonatos contra o sarampo e o toxoide tetanico (SIEGRIST et al., 1998). Neste modelo,
a presenca de altos niveis de anticorpos maternos interfere na resposta humoral mas nédo
impede a inducdo de imunidade mediada por linfocitos T na prole, os quais foram
capazes de produzir citocinas como o IFN-ge a IL-5 e atividade citotoxica em niveis
normais

Os anticorpos maternos podem interagir diretamente com o sistema imune da
prole mesmo na auséncia do antigeno. Neste sentido, foi demonstrada a inibicdo da
producdo de anticorpos IgE anti-fosfolipase A2 (veneno de abelha) na prole de
camundongos apoés transferéncia de anticorpo IgG anti-fosfolipase A2, mostrando a
influéncia dos anticorpos maternos mesmo na auséncia do Ag (SEEGER et al., 1998).

Este fendbmeno promovido pelos anticorpos maternos pode ser mediado por interagdes
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entre os idiotipos dos anticorpos o que podem exercer fungdo estimulatdria e/ou
regulatoria na proliferacdo dos linfocitos B e T (JERNE, 1984).

A rede idiotipica foi evidenciada em coelhos nos quais 0s anticorpos maternos
influenciam a formacdo do repertorio celular da prole através de interacbes anti-
idiotipicas com os receptores de linfocitos B (HIERNAUX, 1981; BORGHESI, 1996).

InteracGes idiotipicas entre os anticorpos maternos e os receptores BCR de
linfécitos B ou T imaturos no periodo fetal (VAKIL et al., 1986; BOGEN e cols 1993)
ou com linfécitos B e T maduros da prole foram serem capazes de selecionar o
repertorio de linfocitos B e T (HIERNAUX et al., 1981; GHOSH e CHAKRABARTI,
1993).

Outro mecanismo de interacdo dos anticorpos maternos pode ser mediado por
imunocomplexos que interagem diretamente com o0s receptores inibitorios expressos nos
linfécitos B (FcgRllb — CD32b).

Os receptores FcgRIlb possuem duas isoformas funcionalmente idénticas, o
FcaRl1Ibl e o Fcgrllb2, sendo a primeira diferenciada por um exon adicional na regido
intracelular, o que ndo permite sua internalizacdo durante a ligacdo cruzada em
linfocitos B. A FcgRI1Ib2 pode ser internalizada e é expressa em macréfagos, neutréfilos
e eosindfilos. Estes receptores sdo compostos por uma cadeia Unica do tipo a cujo
dominio citoplasmatico esta ligado a motivos citoplasmaticos inibitorios (ITIM) que
quando ativados por fosforilacdo sdo capazes de se ligar a fosfatase inibidora SHIP, que
através de seu dominio SH2 regula a sinalizacdo intracelular por mecanismos ainda nao
esclarecido. Aparentemente hd a inibicdo da molécula de sinalizacdo PLC-g pela
inibicdo do recrutamento da quinase Btk na ativacdo dos linfocitos B (JANEWAY et
al., 2007).

A fosforilacdo do ITIM dos receptores FcgRllb quando préximos a motivos
citoplasmaticos ativadores (ITAM) dos receptores de linfocitos B (BCR) é capaz de
inibir a ativacdo in vitro dos linfécitos B (AMIGORENA et al., 1992; MUTA et al.,
1994).

E pouco provavel que este mecanismo ocorra in vivo na inibicdo de respostas a
vacinas considerando que a ligagdo FcgRI1Ib/FclgG € independente da especificidade do
anticorpo e o aumento da dose de vacina induziu resposta imune no neonato
(HEYMAN et al., 2001). Camundongos KO de FcgRllb também sofrem inibicdo da

resposta imune a vacinas na presenca de anticorpos maternos (KARLSSON et al.,
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1999). Esta ligagdo deve ser considerada no controle da alergia ja que recentemente foi
demonstrado que a inibicdo via FcgRllb influencia na formagéo de sinapse imunologica
do linfocito B, o que pode alterar a troca de is6tipo e consequentemente pode influir na
producdo de IgE (SOHN et al., 2008).

Além disso, a auséncia do receptor FcgRIlb em camundongos KO esta
relacionada a uma exacerbacdo da producao de anticorpos IgG (WERNERSSON et al.,
1999), sugerindo que o FcgRlIb ndo estd associado com a prevencdo da sensibilizacéo e
sim ao controle da exacerbacdo de respostas humorais, caracteristica de reacdes de
hipersensibilidade imediata.

Outros receptores expressos em linfocitos B podem estar envolvidos na
regulacdo da resposta imune da prole como o CD22 e o CD72, cujos ligantes séo o
2,6Sia e 0 CD100 respectivamente (POWELL, 1995; KELM, 1994). Estes receptores
inibem a sinalizacdo via BCR e regulam func¢des do linfocito B, como a troca de isétipo
(NITSCHKE e TSUBATA, 2004) promovendo a inibi¢do da ativacdo celular por um
mecanismo similar ao FcgRllb (KATZ, 2002). Até o momento, ndo ha relatos na
literatura que elucidem a participacdo do FcgRllb, CD22 e CD72 em modelos de
regulacdo da alergia mediada pela imunizagdo materna.

Outro fator crucial na regulacdo da resposta alérgica da prole s&o as citocinas
produzidas em decorréncia da ativacdo de linfocitos TCD4 maternos em resposta a
imunizacdo. Em um modelo murino de imunizagdo materna com o alérgeno OVA, foi
demonstrado que o desvio da resposta imune materna para o padrdo Thl é capaz de
diminuir a producdo de anticorpos IgE e a resposta inflamatéria pulmonar da prole de
camundongos (MATSON et al., 2007).

A transferéncia de IFN-g uma citocina Th1l, durante a gestacdo foi capaz de
controlar a hiperreatividade pulmonar da prole independente da amamentacao (LIMA C
et al., 2005). A modulacdo do sistema imune de camundongos fémeas com antigeno
indutor de respostas Thl, o LPS, foi capaz de inibir a producdo de citocinas Th2 na
prole (BLUMER, 2005).

Em modelos de imunizagdo materna pré-concepcional com alérgenos ja foi
demonstrado que a regulagcdo da resposta imune da prole resulta no controle da
exacerbacdo da producdo de citocinas do padrdo Th2 como a IL-4 (VICTOR et al.,

2003), como também pode induzir células com potencial regulatorio (VERHASSELT et

16


http://www.verypdf.com/

Please purchase PDFcamp Printer on http://www.verypdf.com/ to remove this watermark.

al., 2008). Estas evidéncias sugerem que 0s mecanismos de controle da resposta imune
da prole envolvem outros mecanismos além da neutralizagdo de alérgenos.

A maturacdo/expansdo de sub-populacdes de linfécitos regulatorios, como as
células TCD4+CD25+ pode participar deste mecanismo, como sugerido previamente no
modelo de imunizacdo materna com Der p (VICTOR et al., 2003). Estas células estdo
envolvidas na inducdo de tolerancia oral da prole de camundongos pela transferéncia de
antigenos na amamentacdo (VERHASSELT et al., 2008) e no controle da asma na prole
de mées sensibilizadas a OVA (HUBEAU, 2007).

Bernesen e colaboradores (2006) propuseram que a ativacao de linfocitos Treg
presentes na placenta, reativos contra antigenos fetais de heranca paterna, pode resultar
na producdo de IL-10, o que poderia contribuir com o menor desenvolvimento de
doencas alérgicas. A maior ativacdo dos Treg devido ao maior nimero de gestacdes
poderia explicar, parcialmente, a menor ocorréncia de alergias a partir do primeiro filho
em mulheres multiparas (BERNESEN et al., 2006).

Resultados prévios do nosso grupo demonstraram que a imunizacdo pré-
concepcional com extrato de Der p em camundongos A/Sn inibe a resposta IgE de
forma especifica e controla a exacerbacdo da producdo de citocinas Th2 na prole
imunizada (VICTOR et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que a transmissdo de
anticorpos a prole € um elemento que deve estar envolvido na regulacdo da resposta
alérgica ao Der p da prole (FUSARO et al., 2002). Altos niveis de TGF-b estdo
presentes no leite de fémeas imunizadas OVA, citocina de alto potencial regulador
sobre linfécitos T (FUSARO et al., 2007).

Neste estudo foi selecionado o alérgeno alimentar ovalbumina (OVA) pois
estima-se que pode sensibilizar até 50% dos portadores de dermatite atdpica
(MARTINEZ et al., 2001). Além disso, a OVA é utilizada em modelos murinos de
investigacdo dos mecanismos envolvidos nas reacOes alérgicas por diversos
pesquisadores (JARRET e HALL, 1983; RUSSO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005;
FUSARO et al., 2007; MATSON et al., 2007; VERHASSELT et al., 2008).

H& escassas evidéncias na literatura sobre a acdo de anticorpos/citocinas
maternas e sua influéncia na expressdo de moléculas de ativacdo e de receptores
inibidores, como o FcgRllIb, nos linfécitos B da prole. Desta forma, é proposta estudar
0s mecanismos regulatorios mediados pela imunizagédo pré-concepcional com OVA na

inibicdo da resposta alérgica da prole imunizada em periodo neonatal.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da imunizacdo materna pré-
concepcional com a ovalbumina (OVA) na resposta de hipersensibilidade do tipo | da
prole de camundongos e avaliar os mecanismos envolvidos na regulacdo da resposta
IgE.

Objetivos especificos:

1- Avaliar o efeito da imunizacdo materna com OVA na reposta alérgica da prole
quanto a producao de IgE, a expressdo de marcadores de ativacao/inibicdo em linfocitos

B e TCDA4+, a resposta proliferativa e a producéo de citocinas;

2- Avaliar o efeito da transferéncia de IgG durante a amamentacéo na resposta humoral
e expressdao de marcadores de ativacao/inibicdo em linfocitos B e TCD4+ da prole

imunizada no periodo neonatal;
3- Avaliar o efeito da transferéncia de IgG durante a gestagdo na resposta humoral e

expressdo de marcadores de ativacdo/inibicdo em linfocitos B e TCD4+ da prole

imunizada ou ndo no periodo neonatal.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos adotados para a realizacdo deste trabalho estdo de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal adotados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.1 Animais

Camundongos isogénicos BALB/c fémeas e machos foram utilizados com 8-10
semanas de idade cedidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP. A

prole (F1) de ambos os sexos foi utilizada em diferentes periodos.

3.2 Antigeno

Foi utilizada a ovalbumina (OVA Grau V - Sigma, St Louis, MO, EUA).

3.3 Protocolo de imuniza¢io materna com OVA

Camundongos BALB/c fémeas com 8 a 10 semanas de idade foram imunizadas
pela via subcutanea (sc) com 150 my OVA em 6 mg de AI(OH)3 (Hidréxido de
aluminio — FURP, Séo Paulo), reforcadas com 100 ng de OVA em salina pela via
intraperitoneal (ip) apds 10 e 20 dias e acasaladas no 21° dia pds imunizacao (dpi) com

machos BALB/c ndo imunizados.

3.4 Protocolo de imunizaciao neonatal com OVA

Para avaliarmos o efeito da imunizacdo materna com OVA na resposta
imunoldgica da prole, os filhotes de ambos os sexos derivados de mées imunizadas com

OVA ou ndo imunizadas foram imunizados aos 3 dias de idade (d.i.) com 10 ng de
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OVA/ 0,625 mg de AI(OH)3 em 20 i de salina pela via ip e reforcados no 10° dpi pela
via ip com 10 ng de OVA em 0,2 ml de salina. As proles foram sangradas aos 20 d.i. e
0s soros estocados a —20 °C, neste periodo o baco foi coletado para avaliacdo da
expressdo de moléculas de superficie em linfocitos B e T e producéo intracelular de
citocinas. Esquema do protocolo:

Imunizacéo ip Reforgo ip Coleta
10ng OVA/AI(OH), 10ny OVA  (soro/bago)

\ 4 & U

0 3 13 20 dias de idade

3.5 Purificac¢io de anticorpos IgG

Soros de fémeas BALB/c controle (ndo imunizadas) ou submetidas ao protocolo
de imunizagdo com OVA (Item 3.3) foram armazenados em pool a —20 °C e utilizados
para experimentos de transferéncia passiva a prole ou para purificacdo de 1gG.

Anticorpos IgG de pool de soros imune ou controle foram purificados segundo
as especificacbes do Kit Melon Gel IgG Spin Purification (Pierce, IL, EUA).
Resumidamente, 500 m de gel de purificacdo foram colocados em uma mini coluna
acoplada a um micro-tubo e centrifugado por 1 minuto a 2000 g. O sobrenadante foi
desprezado e a centrifugacédo repetida com a adi¢do de 300 ml do tampé&o de lavagem do
kit. A amostra do soro foi adicionada ao gel, homogeneizada por 5 minutos e apds
centrifugacdo, o sobrenadante (IgG purificada) foi coletado e armazenado a —20 °C para
posterior inocula¢do nos grupos experimentais. A concentracdo de IgG foi estimada por

ensaio imunoenzimatico (ELISA)
3.6 Protocolo de transferéncia POS-NATAL de anticorpos IgG

Para avaliarmos o efeito da transferéncia de anticorpos IgG em proles
imunizadas com OVA, filhotes de mées controles receberam pela via ip 10, 30, 60 e

60ngy de anticorpos IgG de soro imune ou controle aos 2, 5, 10 e 15 d.i.,

respectivamente.

20


http://www.verypdf.com/

Please purchase PDFcamp Printer on http://www.verypdf.com/ to remove this watermark.

As proles foram submetidas ao protocolo de imunizagdo neonatal com
OVA (Item 3.4), sangradas aos 20 d.i. e 0s soros estocados a —20 °C. Neste periodo o
baco dos animais foi coletado para avaliacdo da expressdao de moléculas de superficie

em linfocitos B e T e producéo intracelular de citocinas. Esquema do protocolo:

Imunizacéo ip Reforgo ip Coleta

10ng OVA/AI(OH);  10ng OVA (soro/baco)

0 2 3 5 10 13 15 20 dias de idade
10ng 30ng 60ng 60ng inoculacio de IgG

3.7 Protocolo de transferéncia PRE-NATAL de anticorpos IgG

Para avaliarmos o efeito da transferéncia pré-natal de anticorpos 1gG, fémeas
Balb/c controles foram acasaladas e receberam pela via intravenosa 200 ng de 1gG de
soro imune ou controle aos 10, 15 e 20 dias de gestacdo (d.g.) totalizando a
transferéncia de 600 ng de IgG.

As proles derivadas de mées submetidas a transferéncia de 1gG durante a
gestacdo foram avaliadas aos 3 d.i. ou submetidas ao protocolo de imunizagdo neonatal
com OVA (ltem 4) e avaliadas aos 20 d.i. Em ambas os periodos de avaliacdo 0s
animais foram sangrados e os soros estocados a —20 °C. Foi coletado o bago dos animais
para a avaliacdo da expressdo de moléculas de superficie em linfocitos B e T, nos
grupos de animais imunizados (20 d.i.) e também para analise de citocinas

intracelulares. Esquema do protocolo:

Acasalamento Nascimento .
Proles avaliadas aos

‘ 3 d.i. ou submetidas
',

ao protocolo de
0

2021 imunizagao neonatal

10 15
ﬁ ﬁ ﬁ (Item 4)

200ng 200ng 200ng inoculagao de IgG
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3.8 Reacdo de Anafilaxia Cutinea Passiva (ACP)

A titulacdo de anticorpos IgE anti-OVA foi realizada através da reacdo de
anafilaxia cutanea de acordo com a técnica descrita por Mota e Wong (1969). As
diluicdbes de cada amostra de soro dos camundongos foram inoculadas
intradermicamente em volume de 50 no dorso de ratos previamente tricotomizados.
Apbs 18 horas, os ratos receberam pela via intravenosa 0,5 mg de OVA em 1 ml de
solucdo de Azul de Evans a 0,5%. Uma hora depois, os ratos foram sacrificados e o
titulo do soro foi considerado como a reciproca da maior diluicdo do soro que

apresentou reacao acima de 5 mm de diametro.

3.9 ELISA para determinacio de anticorpos anti-OVA

Anticorpos 1gG1, 1gG2a e IgM anti-OVA foram analisados por ELISA.
Resumidamente, microplacas de 96 orificios (Costar, Cambridge, MA, UK) foram
sensibilizadas com 5 ng/ml de OVA em tampdo carbonato-bicarbonato (TCB) 0,1 M
(pH 9,5) e incubadas por 1 hora a 37° C e por 18 horas a 4°C. Apoés lavagens com
solucdo de PBS, as microplacas foram bloqueadas com PBS contendo 1% de
soroalbumina bovina (SAB fragcdo V) por 1 hora a 37 °C. Em seguida, as microplacas
foram lavadas e incubadas com dilui¢fes seriadas do soro por 2 horas a 37° C. Ap0s
esta etapa, foram lavadas novamente com PBS contendo 0,1% de Tween e incubadas
com anticorpos biotinilados anti-gl, anti-g2a ou anti-m (PharMingen, San Diego, CA,
EUA) e incubados por 1 hora a 37 °C. Em seguida, ap6s uma série de lavagens, foi
adicionado as placas o conjugado avidina-peroxidase (Sigma) e incubado por 45
minutos a 37 °C. Ap0s esta etapa, a atividade enzimatica foi detectada pela adigdo de 50
m de substrato TMB (Tetrametil-benzidina, Calbiochem, La Jolla, CA) por no maximo
30 minutos a temperatura ambiente. A reagdo foi bloqueada com &cido sulfurico (H,SO4
1M) e a leitura foi realizada a 450nm em leitor de microplaca de ELISA (Molecular
Devices , CA, EUA). Os valores de densidade 6tica (DO) obtidos foram expressos como
titulos de anticorpos (log da maior diluicdo considerada positiva em referéncia a um

pool de soro de camundongos adultos hiperimunes).
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3.10 Obtencao de células esplénicas

Os animais foram anestesiados e o bago removido de forma asseptica e
depositado em placas de petri contendo meio de cultura RPMI 1640 (Sigma). Com o
auxilio de peneiras para cultura celular (Cell Strainer — BD Biosciences, MA, EUA) a
polpa do baco foi removida com émbolo de seringa de 1mL e a suspensdo celular foi
tratada com solucdo de lise de eritrocitos (ACK Lysing Buffer- Biosource, Rockville,
MD, EUA) por 2 minutos. A seguir, a suspensdo celular foi lavada por centrifugacao
durante 10 minutos a 200g em meio de cultura RPMI (Cultilab, SP, Brasil) por 2 vezes.
Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 1 ml de meio de cultura RPMI com
10% de soro fetal bovino (SFB - HyClone Ill, Logan, EUA). As células foram
quantificadas em contador automatico (Cell Dyn 1400, Abbott) e a viabilidade

observada com azul de tripan 0,5% em camara de neubauer.

3.11 Citometria de fluxo para avaliacdo de moléculas extracelulares

Células esplénicas na concentracdo de 0,5x10° foram transferidas para tubos de
ensaio (5 mL), centrifugadas e lavadas em solucdo de PBS contendo 1% de SAB (PBS-
SAB) a 4 °C por duas vezes. Ap0s a ultima lavagem, foi adicionado sobre o botdo de
células 0,5 ng de anticorpo monoclonal anti-CD4, anti-B220, anti-CD22 (CD22.2), anti-
CD23, anti-CD25, anti-CD28, anti-CD40, anti-CD44, anti-CD69, anti-CD72, anti-
CD80, anti-CD86, anti-GITR e anti-CD16/32 (FcgrllI/1l), marcados com Cy-Chrome
(PharMingen), ficoeritrina (PE - PharMingen), ou fluoresceina (FITC - PharMingen), ou
com seus respectivos anticorpos isotipicos e incubados durante 30 minutos a 4 °C.
Posteriormente, cada suspensdo celular foi lavada duas vezes com PBS-SAB a 4 °C. A
aquisicdo de 30.000 eventos foi realizada por amostra no quadrante de linfocitos
(determinado pela relagcdo tamanho/granulosidade). Neste quadrante foi determinado um
segundo quadrante para células que expressam as moléculas B220 (Linfécitos B) ou
CD4 (Linfocitos TCD4) dentro dos quais foi avaliada a expressdo das moléculas de
membrana. A andlise foi realizada utilizando o software SYSTEM Il (Coulter) em
citometro de fluxo (Coulter - Epics-XL — FL, EUA).
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3.12 Citometria de fluxo para avaliacio intracelular de citocinas

Para a determinacdo intracelular de citocinas as células esplénicas foram
cultivadas em placas de 24 orificios (Costar, Cambridge, MA, UK) na presenga de
Brefeldina A (10 ng/mL - Sigma) em meio de cultura RPMI contendo 10% de SFB e
incubadas por 24h. Posteriormente, as células foram lavadas com solucdo PBS-SAB e
marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4 ou anti-B220 como descrito no item
10. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-SAB e fixadas com PBS contendo
4% de formaldeido (Merck). Apds mais uma lavagem, as células foram permeabilizadas
com PBS-SAB contendo 0,5% de saponina (Sigma) e anticorpos monoclonais anti-1L4,
anti-IFN-g, anti-1L-12, IL-10 ou anticorpos isotipicos marcados com PE (PharMingen) e
incubadas por 30 minutos a 4 °C. As células foram lavadas e ressuspensas em PBS-
SAB. A aquisicdo de 30.000 eventos por amostra no quadrante de linfocitos
(determinado pela relacdo tamanho/granulosidade) foi realizada em citémetro de fluxo
(Coulter - Epics-XL).

3.13 Citometria de fluxo para avaliacio de citocinas no sobrenadante

Para a dosagem de citocinas em sobrenadantes foi utilizado o Kit CBA mouse
Thi/Th2 (Cytometryc Bead Assay — BD) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Resumidamente, micro esferas de diferentes intensidades do fluorégeno PE
sensibilizadas com anticorpos anti-IL-2, IL-4, IL-5, IFN-g e TNF-a foram incubadas
com amostras de sobrenadante ou curva padrdo na presenca de anticorpos de captura,
para as mesmas citocinas, conjugados ao PE por 2 horas a temperatura ambiente. Apds
lavagens com tampéo fornecido pelo fabricante as micro esferas foram analisadas em
citdbmetro de fluxo (BD - FacsCalibur) e as dosagens determinadas no programa CBA
Analysis Software. A sensibilidade do ensaio foi de 5pg/ml para as citocinas I1L-2, IL-4 e

IL-5, 2,5 pg/ml para IFN-ge 6,3 pg/ml para TNF-a.
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3.14 Cultura para avaliacio da proliferaciao celular

Células esplénicas foram cultivadas em micro placas de 96 orificios (Costar,
Cambridge, MA, UK) na concentragdo de 0,5 x 10° céls/orificio em 200n de meio de
cultura RPMI com 10% de SFB na presenca ou auséncia de 200 nmg/ml de OVA. Apoés
72 horas as celulas foram pulsadas com timidina triciada (GE Healthcare, UK) e apds
24 horas as células foram aspiradas com coletor de celulas automatico (Cell-Harvester)
em membranas de fibra de vidro. As membranas secas foram envolvidas em envelopes
plasticos na presenca do liquido de cintilagdo. A seguir as membranas foram colocadas
no contador de cintilacdo beta (BETAPLATE, Wallac, Finland). O numero de
contagens por minuto (cpm) de cada triplicata foi calculado pelo indice de estimulagéo
(IE) obtido pela divisdo da média das cpm das triplicatas das culturas estimuladas pela
média das triplicatas das culturas ndo estimuladas.

3.15 Cultura de células esplénicas para obtencio de sobrenadante

Células esplénicas foram cultivadas em micro placas de 48 orificios (Costar,
Cambridge, MA, UK) na concentragdo de 1 x 10° céls/orificio em um volume total de
500m de meio de cultura RPMI com 10% de SFB na presenca ou auséncia de 200ng/ml
de OVA. Apds 72 horas o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C até a

dosagem de citocinas.

3.16 Purificacao de linfécitos B

Os linfécitos B esplénicos foram purificados por selecdo negativa com esferas
magnéticas do Kit B-cell isolation (MACS - Miltenyi Biotec — CA - EUA) de acordo
com as orientagcdes do fabricante. Resumidamente, as células foram incubadas por 10
minutos com anticorpos anti-CD43, CD4 e Ter-119 biotinilados, em seguida incubadas
15 minutos com micro esferas magnéticas sensibilizadas com anticorpos anti-biotina.
Ap0s lavagem as celulas foram submetidas a uma coluna magnética capaz de reter as

micro-esferas selecionando negativamente os linfocitos B. A pureza da suspensdo de
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células foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando-se os marcadores B220 e CD19 e

a pureza foi superior a 95%.

3.17 Cultura de linfécitos B purificados

As suspenstes de linfocitos B purificados foram cultivadas em placas de 96
orificios na concentracéo de 0,5 x 10° céls/orificio em 200rm de meio de cultura RPMI
com 10% de SFB na presenca de 5ng/ml de ODN-CpG do tipo B (1826 —5° TCC ATG
ACG TTC CTG ACG TT 3’), 10ng/ml de Fab’ anti-lgM (Southern) com ou sem
12,5U/ml de IL-4 recombinante (Pharmingen). A incorporacdo de timidina triciada foi

determinada como descrito no item 12.

3.18 Analise estatistica

Para avaliacdo estatistica foi utilizado o método ndo paramétrico Mann-

Whitney, a significancia entre os grupos foi considerada quando P £0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da imunizacido materna com OVA na expressio de moléculas em

linfocitos da prole no periodo neonatal

Previamente, observamos que a imunizagdo materna com o alérgeno
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) inibia o desenvolvimento da resposta alérgica
da prole, devido a descontinuidade do fornecimento do extrato de Der p, prosseguimos a
avaliagdo dos mecanismos envolvidos neste processo com outro alérgeno, a
Ovalbumina (OVA).

Para avaliarmos a influéncia da imunizacdo materna com OVA na resposta
imune da prole, inicialmente observamos a expressdo de moléculas de ativagdo e
inibicdo em linfocitos B e de ativacdo em linfocitos T CD4+ das proles aos 3 d.i.
Grupos de fémeas BALB/c foram imunizadas ou ndo com OVA, reforgadas no 10° e
20° dpi e acasaladas com machos no 21° dpi. Aos 3 d.i. foi realizada a analise da
expressdo das moléculas CD80, CD86, CD69, CD40, CD44, CD23, FcgRllb, CD22 e
CD72 em linfocitos B (B220+) e CD25, CD28, CD44 e GITR (glucocorticoid-induced
TNF-related receptor) em linfécitos T CD4+ esplénicos por citometria de fluxo.

O anticorpo monoclonal anti-CD16/32 utilizado na avaliacdo do receptor
inibidor de linfécitos B FcgRllb também reconhece as isoformas FcgRlIll e FcgRlla,
desta forma, para avaliarmos a expressdao desta molécula inibidora foram analisados os
linfécitos B220+IgM+ que expressam predominantemente a isoforma FcgRllb
(SANDOR et al., 1996).

O numero absoluto de linfécitos B (B220+) esplénicos da prole ndo foi alterado
pela imunizac&o materna (ndo imune = 1,365 x 10° céls + 0,119, imune = 1,059 x 10°
céls = 0,107). Ja o valor absoluto de linfocitos T CD4+ das proles de méaes imunizadas
(0,124 x 10° céls + 0,016) diminuiu significativamente em relagdo as proles de maes néo
imunizadas (0,265 x 10° céls + 0,016).

A figura 1A mostra que os linfécitos B de neonatos de mées imunizadas
expressam a molécula CD69 com maior intensidade em contraste com menor
intensidade de CD40 em comparacdo a prole de mées ndo imunizadas. Ndo foi

observada diferenca na intensidade de expressdo das moléculas CD80, CD86, CD44 e
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CD23. A avaliagdo dos linfocitos T CD4+ revelou um aumento da intensidade de
expressdo da molécula CD28 nas proles de mées imunizadas (Figura 1B).

A avaliacdo das moléculas inibidoras em linfécitos B mostra que a expressao
de CD22 e CD72 ndo se alterou com a imunizacdo materna porém, aumentou a
intensidade de expressdo do receptor FcgRlIlb nas proles (Figuras 2 e 3).

Estes resultados mostram que a imunizacdo materna aumenta a expressao de
moléculas de ativagdo precoce, como o CD69, nos linfocitos B da prole em periodo
neonatal. Entretanto, estas celulas podem estar menos ativadas pela reducdo da
expressdo do CD40 e pelo aumento da expressdo dos receptores FcgRllb. Apesar da
queda do namero absoluto de linfécitos TCD4+, houve um aumento da expressdo da

molécula co-estimuladora CD28 nas proles de mées imunes em estagio inicial de vida.
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Figura 1: Efeito da imunizagdo materna com OVA na expressdo de marcadores em linfocitos B e T
CD4+ da prole no periodo neonatal. Grupos de proles de mées imunizadas (n=12) ou ndo (n=12) com
OVA foram sacrificados aos 3 d.i. e os linfocitos esplénicos B220+ (A) ou CD4+ (B) foram avaliados por
citometria de fluxo. As barras representam a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) * erro padrao.
*p £ 0,05 em relacdo ao grupo controle.
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Figura 2: Expressdo de moléculas de inibicdo em linfécitos B de neonatos. Grupos de proles de mées
imunizadas (n=12) ou ndo (n=12) com OVA foram sacrificadas aos 3 d.i. e as células esplénicas B220+
foram avaliadas quanto a expressdo de CD22 e CD72 e as B220+IgM+ quanto a expressao do receptor
FcaRl1Ib por citometria de fluxo. As barras representam a MIF + erro padrdo. * = p £ 0,05 em relagdo ao
grupo controle.
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Figura 3: Histograma da intensidade de expressdo da molécula FcgRllb em linfocitos esplénicos
B220+IgM+ de prole aos 3 d.i. de méde imunizada ou ndo com OVA por citometria de fluxo. A area

listrada representa o valor obtido com o controle isotipico, a area branca de prole de mée nao imunizada e
a area cinza de prole de mae imunizada.
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4.2 Efeito da imunizacio materna com OVA na expressao de moléculas e producio

de citocinas em linfécitos B e TCD4+ da prole em periodo pré-desmame

Para averiguar se as alteracOes observadas nas proles aos 3 dias de idade
permanecem em periodo posterior a expressao de marcadores de ativacao e/ou inibi¢do
em linfocitos da prole de maes imunizadas foi avaliada aos 20 d.i.

Os mesmos marcadores avaliados nos linfocitos B e TCD4 das proles aos 3 d.i.
foram investigados. Além disso, foi realizada a analise das citocinas intracelulares IL-4
e IL-12 (p40/p70) em linfocitos B e IL-4, IFN-gem linfécitos TCD4+ por citometria de
fluxo.

A imunizagdo materna com OVA ndo alterou o nimero absoluto de linfocitos
T CD4+ (ndo imune = 1,510 x 10° céls + 0,304, imune = 1,615 x 10° céls + 0,101) ou B
(ndo imune = 3,325 x 10° céls + 0,139, imune = 2,915 x 10° céls + 0,211) das proles
com 20 d.i.

A figura 4A mostra que a imunizacdo materna com OVA é capaz de aumentar
a intensidade de expressdo da molécula CD44 e diminuir a expressdo do CD23 nos
linfécitos B de animais ndo imunizados. Nestas proles foi observado um aumento da
expressdo das moléculas CD25 e CD28 em linfdcitos T CD4+, associado a diminuicao
da expressdo do GITR (Figura 4B). A avaliacdo de moléculas de inibi¢do nos linfocitos
B mostrou que a imunizacdo materna aumenta a intensidade de expressao do receptor
FcoRllb (Figura 5 e 6).

A figura 7A mostra que a imunizacdo materna diminui significantemente o
percentual de linfocitos B produtores de IL-4 e 1L-12, mas ndo de IFN-gdas proles ndo
imunizadas. Os linfécitos TCD4+ das proles de mdes imunes mostraram percentuais
reduzidos de IL-4 e IFN-g (Figura 7B). em relacéo as proles de mées controles.

Estes resultados mostram que, com o avango da idade dos 3 aos 20 d.i., a
imunizacdo materna, mantém o aumento da expressdo do FcgRIIb e diminui a expressdo
do receptor de baixa afinidade para IgE (CD23). Paralelamente, a imunizagdo materna
manteve o aumento da intensidade de expressdo do CD28 e induziu um aumento da
expressdo do CD25 nos linfocitos TCD4+ com a idade da prole. Além das alteracdes
fenotipicas, a imunizacdo materna diminuiu o percentual de linfécitos B e TCD4+
secretores de citocinas de ambos padrdes, Thl e Th2.
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Figura 4: Efeito da imunizacdo materna com OVA na expressdao de marcadores em linfécitos B e T
CD4+ da prole no periodo pré-desmame. Grupos de proles de ambos os grupos de médes imunizadas (n=9)
ou ndo (n=10) com OVA foram sacrificados aos 20 d.i. e os linfocitos esplénicos B220+ (A) ou CD4+ (B)
foram avaliados por citometria de fluxo. As barras representam a MIF + erro padrdo. * p £ 0,05 em
relacdo ao grupo controle.
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Figura 5: Expressdo de moléculas de inibicdo em linfécitos B da prole no periodo pré- desmame. Grupos
de proles de maes imunizadas (n=9) ou ndo (n=10) foram sacrificadas aos 20 d.i. e as células esplénicas
B220+CD22+, B220+CD72+ ou B220+IgM+ FcgRIlb+ foram avaliadas por citometria de fluxo. As
barras representam a MIF + erro padrdo. *= p £ 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 6: Histograma da intensidade de expressdo da molécula FcgRllb em linfdcitos esplénicos
B220+IgM+ de prole aos 20 d.i. de mde imunizada ou ndo com OVA por citometria de fluxo. A area

listrada representa o valor obtido com o controle isotipico, a area branca de prole de mée ndo imunizada e
a area cinza de prole de mée imunizada.
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Figura 7: Citocinas intracelulares de linfécitos B (A) e TCD4+ (B) esplénicos da prole ndo imunizada.
Grupos de proles de maes imunizadas (n=9) ou ndo (n=10) com OVA foram sacrificadas aos 20 d.i., 0s
linfocitos esplénicos foram cultivados com Brefeldina A por 24h e avaliados por citometria de fluxo
quanto a presenca intracelular de citocinas. As barras representam a média % = erro padrdo. *=p £ 0,05
em relacdo ao grupo controle.
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4.3 Efeito da imunizacio materna com OVA na resposta humoral e celular da

prole ndo imunizada

Para evidenciarmos se a imunizacdo materna com OVA é capaz de sensibilizar
a prole, na resposta humoral ou celular, passamos a analisar a presenca de anticorpos
IgG1 1gG2a, IgM e a resposta proliferativa das proles aos 20 d.i. Para tanto, a presenga
de anticorpos foi avaliada por ELISA e a resposta proliferativa antigeno especifica e
anti-lgM de células esplénicas por cultura celular.

A figura 8A mostra que a imunizacdo materna transfere altos niveis de
anticorpos IgGl e IgG2a anti-OVA para a prole, ndo estimulando a producdo de
anticorpos IgM da prole. Alem disso, a imunizagdo materna também néo induz resposta
proliferativa a OVA da prole, considerando que o indice de estimulagéo foi inferior a 3
(Figura 8B). Entretanto a resposta proliferativa de células B aos estimulos com
fragmentos Fab’ IgG anti-lgM mostrou que a imunizacdo materna inibe
significativamente a proliferacdo dos linfocitos B das proles (Figura 8B).

Estes resultados mostram que a imunizagdo materna transfere anticorpos
IgG anti-OVA para a prole, ndo induz resposta celular antigeno especifica, mas inibe a
resposta B via BCR.
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Figura 8: Efeito da imunizagdo materna com OVA na resposta humoral (A) e celular (B) da prole ndo
imunizada. Grupos de proles de mées imunizadas (n=19) ou ndo (n=11) com OVA foram avaliados aos
20 d.i. Os soros das proles foram avaliados quanto a presenca de anticorpos 1gG1 1gG2a e IgM anti-OVA
por ELISA e as células esplénicas cultivadas na presenca de OVA (200ng/ml) ou Fab’ anti-IgM
(10nmg/ml) por 120h e a resposta proliferativa foi avaliada pela incorporacdo de timidina triciada. As
barras representam a média do I.E. * erro padrdo. *= p £ 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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4.4 Efeito da imunizacio materna com OVA na resposta humoral e celular da

prole imunizada no periodo neonatal

Passamos a investigar o efeito da imunizacdo materna com OVA na resposta
imune da prole imunizada com o respectivo antigeno materno. Para tanto, as proles de
mées imunes ou ndo foram imunizadas com OVA aos 3 d.i. e analisadas aos 20 d.i.
quanto a presenca de anticorpos IgE por anafilaxia cutanea passiva, anticorpos IgG1 e
IgM por ELISA e a resposta proliferativa de celulas esplénicas ou de linfécitos B
purificados por cultura celular.

A figura 9 mostra que a imunizacdo materna com OVA inibe a producdo de
anticorpos IgE anti-OVA da prole, entretanto, ndo interfere na producdo de anticorpos
IgG1 e IgM anti-OVA (Figura 10).

A imunizacdo materna com OVA diminui significativamente a resposta
proliferativa antigeno especifica das proles imunizadas em relagdo ao grupo controle
(Figura 11A). A proliferacdo de linfocitos B induzida por anti-lgM, apesar do baixo
nivel de resposta, também mostrou uma queda na resposta de proles de maées
imunizadas (Figura 11A). Experimentos com linfécitos B purificados mostraram baixa
resposta proliferativa a anti-lgM, seja na presenca ou ndo de IL-4 recombinante. Em
contraste, a resposta proliferativa dos linfocitos B ao oligodeoxinucleotideo (ODN)
CpG do tipo B, um potente ativador da resposta inata de linfocitos B e agonista do
receptor TLR-9, foi significantemente diminuida nas proles de mdes imunizadas
(Figura 11B).

Estes resultados mostram que a imunizacdo materna é capaz de inibir a
resposta proliferativa antigeno-especifica, proliferacdo dos linfécitos B pelo estimulo
com CpG via TLR e a producdo de anticorpos IgE das proles de maes imunizadas. Os
achados mostram que a imunizagdo materna pode mediar uma inibicdo antigeno

especifica e policlonal da prole.
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Figura 9: Efeito da imunizagdo materna com OVA na producdo de anticorpos IgE anti-OVA de proles
imunizadas no periodo neonatal. Grupos de proles foram de mdes imunizadas ou ndo com OVA, foram
imunizados com OVA aos 3 d.i. reforgados aos 13 d.i. e sangrados aos 20 d.i. Os soros foram avaliados
quanto a presenca de anticorpos IgE anti-OVA por reacdo de anafilaxia cutanea passiva (ACP). O traco
representa a média de cada grupo. *=p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 10: Efeito da imunizagdo materna com OVA na producéo de anticorpos de proles imunizadas ou
ndo no periodo neonatal. Grupos de proles de mées imunizadas (n=15) ou ndo (n=15) com OVA foram
imunizados com OVA aos 3 d.i., reforcados aos 13 d.i. e sangrados aos 20 d.i. Os soros foram avaliados
quanto a presenca de anticorpos IgG1 e IgM anti-OVA por ELISA. As barras representam a média + erro

padrdo. *= p £ 0,05 em relacdo a prole de méde ndo imunizada. ** = p £ 0,05 em relacdo ao grupo nédo
imunizado de mées ndo imunizadas.
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Figura 11: Efeito da imunizagdo materna com OVA na resposta proliferativa de proles imunizadas no
periodo neonatal. Grupos de proles de mées imunizadas (n=9) ou ndo (n=9) com OVA foram imunizados
com OVA aos 3 d.i., reforcados aos 13 d.i. e sacrificados aos 20 d.i. Os linfocitos esplénicos (A, n=15) ou
B purificados (B, n=5) foram cultivados com 200ng/ml de OVA, 10ng/ml anti-lgM com ou sem IL-4
recombinante ou 5ng/ml ODN CpG tipo B por 120h e a resposta proliferativa avaliada pela incorporagdo
de timidina triciada. As barras representam a média do I.E. £ erro padrdo. *= p £ 0,05 em relagdo ao
grupo controle.
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4.5 Efeito da imunizacio materna com OVA na expressiao de moléculas e producio

de citocinas em linfocitos B e TCD4+ da prole imunizada no periodo neonatal

Prosseguindo a investigacdo do efeito da imunizacdo materna com OVA na
resposta imune da prole imunizada passamos a avaliar o fenétipo e producdo de
citocinas dos linfécitos B e TCD4 das proles. Proles de mées imunizadas ou ndo foram
imunizadas com OVA aos 3 d.i., e analisadas aos 20 d.i. com 0os mesmos marcadores de
linfécitos B e TCD4 das proles ndo imunizadas. Além disso, as citocinas intracelulares
em linfocitos B e TCD4+, bem como a secrecdo de IL-4, IL-5, IFN-g e TNF-a no
sobrenadante de cultura celular estimulada com OVA foram avaliadas por citometria de
fluxo.

O numero absoluto de linfocitos B (B220+) e TCD4+ esplénicos aumentou
significantemente nas proles imunizadas de méaes imunizadas (B220+ = 42,040 x 10°
céls + 3,580, TCD4+ = 14,980 x 10° céls + 1,650) comparadas as proles imunizadas de
mées ndo imunizadas (B220+ = 31,130 x 10° céls + 1,267, TCD4+ = 10,560 x 10° céls +
0,496).

A imunizagdo materna com OVA aumentou a expressdo da molécula CD44 em
linfocitos B da prole imunizada (Figura 12A), como observado anteriormente nas proles
ndo imunizadas. Além disso, houve diminuicdo da expressdo da molécula CD40 nos
linfécitos B da prole (Figura 12A e 14), caracteristica ja detectada nas proles aos 3 d.i.
Em relacdo aos linfocitos TCD4+, a imunizacdo materna aumentou a expressdo da
molécula de ativacdo CD44 e diminuiu a expressdo da molécula co-estimulatoria CD28
em contraste ao observado nas proles ndo imunizadas (Figura 12B e 14).

Em paralelo foi observado nestes animais o0 aumento de intensidade de
expressdo do receptor FcgRIlb similarmente ao observado nos animais ndo imunizados.
Além disso, a imunizacdo materna diminui a expressdo da molécula inibidora CD22

nas células B das proles de mées imunizadas (Figuras 13 e 14).

Quanto as células secretoras de citocinas pode-se observar que a imunizagdo
materna diminui o percentual de linfocitos B produtores de IL-12 (p40/p70), mas nédo
altera a producédo de IL-4 da prole imunizada (Figura 15B). Além disso, a imunizagéo
materna diminui o percentual de linfécitos T CD4+ produtores de IL-4 da prole (Figura
15A), o qual refletiu na diminuigdo da secrecdo de IL-4 induzida pelo antigeno (Figura
15C).
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Estes resultados mostram que a imunizagdo materna estimula a expressdo dos
receptores FcgRllb nos linfécitos B das proles imunizadas e em paralelo diminui a

expressdo da molécula CD28 em linfocitos TCD4+ e a produgdo de citocinas Th2.
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Figura 12: Efeito da imunizacdo materna com OVA na expressdao de marcadores em linfocitos B e T
CD4+ da prole imunizada no periodo neonatal. Grupos de proles de ambos os grupos de mées imunizadas
(n=17) ou ndo (n=14) com OVA foram imunizadas aos 3 d.i., sacrificados aos 20 d.i. e os linfécitos
esplénicos B220+ (A) ou CD4+ (B) foram avaliados por citometria de fluxo. As barras representam a
MIF + erro padrdo. * p £ 0,05 em relacdo ao grupo controle.
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Figura 13: Expressdao de moléculas de inibicdo em linfocitos B da prole imunizada no periodo neonatal.
Grupos de proles de mées imunizadas (n=17) ou ndo (n=14) foram imunizadas aos 3 d.i., sacrificadas aos
20 d.i. e as células esplénicas B220+CD22+, B220+CD72+ ou B220+IgM+ FcgRlIlb+ foram avaliadas

por citometria de fluxo. As barras representam a MIF + erro padrdo. *= p £ 0,05 em relacéo ao grupo
controle.
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Figura 14: Histograma da intensidade de expressdo da molécula FcgRIlb em linfécitos esplénicos
B220+IgM+ das proles imunizadas com OVA aos 3 d.i. de mdes imunizadas ou ndo com OVA por
citometria de fluxo. A érea listrada representa o valor obtido com o controle isotipico, a area branca de
prole de mée ndo imunizada e a area cinza de prole de mée imunizada.
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Figura 15: Efeito da imunizagdo materna com OVA na producgdo de citocinas da prole
imunizada no periodo neonatal. Grupos de proles de maes imunizadas (n=9) ou ndo (n=8) com OVA
foram imunizados com OVA aos 3 d.i., reforcados aos 13 d.i. e sacrificados aos 20 d.i. Os linfécitos
esplénicos foram incubados com Brefeldina A por 24h e o percentual de linfocitos produtores de citocinas
avaliado por citometria de fluxo (A e B), ou cultivados por 72h na presenca de 200ng/ml de OVA para

dosagem de citocinas por citometria de fluxo (C). As barras representam a média + erro padrdo. *=p £
0,05 em relacdo ao grupo controle.
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4.6 Efeito da transferéncia pés-natal de IgG na resposta imune da prole imunizada

no periodo neonatal

Com o objetivo de evidenciarmos se 0s anticorpos maternos contribuem para
as alteracGes no fenotipicas e na produgdo de citocinas dos linfécitos B da prole, foram
realizados experimentos de transferéncia de anticorpos IgG de fémeas imunizadas com
OVA ou ndo imunizadas, apds o nascimento da prole.

Grupos de proles de maes ndo imunizadas receberam anticorpos IgG de maes
ndo imunizadas ou imunes a OVA aos 2, 5, 10 e 15 d.i. Posteriormente, as proles foram
submetidas ao protocolo de imunizagdo com OVA no periodo neonatal (3 d.i.). Os
animais foram sacrificados aos 20 d.i., os soros foram avaliados por ACP quanto a
presenca de anticorpos IgE anafilaticos e os linfocitos esplénicos avaliados por
citometria de fluxo quanto ao fenotipo e produgdo intracelular de citocinas.

A figura 16 mostra que a transferéncia passiva de anticorpos IgG imunes
a OVA foi capaz de inibir a producdo de anticorpos IgE da prole. Entretanto, nédo
alterou a resposta proliferativa antigeno especifica e policlonal da prole (Figura 16)
como tambeém na expressdo de moléculas de ativacéo e/ou inibi¢do de linfocitos B e T
CDA4+ e citocinas intracelulares (Figuras 17, 18 e 19).

Em conjunto, estes resultados mostram que 0s anticorpos maternos anti-
OVA transferidos no periodo pos-natal contribuem para inibicdo da resposta IgE da
prole imunizada mas ndo para as alteracGes celulares encontradas nas proles de mées

imunizadas no periodo pré-concepcao.
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Figura 16: Efeito da transferéncia de anticorpos 1gG na produgdo de anticorpos IgE (A) e resposta
proliferativa (B) da prole imunizada no periodo neonatal. Grupos de proles de mdes normais receberam
1gG purificada de soro mées imunizadas ou ndo com OVA aos 2, 5, 10 e 15 d.i. e foram imunizados com
OVA aos 3 d.i., reforcados aos 13 d.i. e sangrados aos 20 d.i. Os soros foram avaliados quanto a presenca
de anticorpos IgE anti-OVA por reacdo de ACP. Os linfocitos esplénicos foram cultivados com 200rmg/ml
de OVA ou 10rmg/ml de anti-lgM por 120h e a resposta proliferativa avaliada pela incorporacdo de
timidina triciada. Os pontos representam valores individuais e o trago representa a média de cada grupo.
As barras representam a média do |.E. + erro padrédo. *=p £ 0,05 em relagéo ao grupo controle.
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Figura 17: Efeito da transferéncia de IgG na expressdo de moléculas em linfocitos B da prole imunizada
no periodo neonatal. Grupos de proles receberam IgG purificada de mées imunizadas (n=9) ou ndo (n=7)
com OVA e foram imunizados com OVA aos 3 d.i. e sacrificadas aos 20 d.i. Os linfécitos esplénicos
B220+ foram avaliados por citometria de fluxo. As barras representam a MIF + erro padréo.
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Figura 18: Efeito da transferéncia de 1gG na expressdo do receptor FcgRIlb em linfocitos B da prole
imunizada no periodo neonatal. Grupos de proles receberam 1gG purificada de mdes imunizadas (n=9) ou
ndo (n=7) com OVA e foram imunizados com OVA aos 3 d.i. e sacrificadas aos 20 d.i. As células
esplénicas B220+IgM+FcgRIIb+ foram avaliadas por citometria de fluxo. As barras representam a MIF £
erro padrdo. A area listrada representa o valor obtido com o controle isotipico, a area branca do animal
tratado com IgG ndo imune e e a area cinza do animal tratado com IgG imune.
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Figura 19: Citocinas intracelulares de linfocitos TCD4+ (A) e B (B) esplénicos da prole ndo
imunizada. Grupos de proles receberam IgG purificada de mées imunizadas (n=9) ou ndo (n=7) com
OVA e foram imunizados com OVA aos 3 d.i. e sacrificadas aos 20 d.i. Os linfocitos esplénicos foram
incubados com Brefeldina A por 24h e avaliados por citometria de fluxo quanto a presenca intracelular de

citocinas. As barras representam a média % + erro padrao.
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4.7 Efeito da transferéncia de IgG durante a gestacio na expressio de marcadores

em linfocitos B da prole no periodo neonatal

Com o objetivo de evidenciarmos se 0s anticorpos maternos transferidos
durante a gestacdo podem induzir alteragdes em moléculas de ativacéo e inibi¢do em
linfocitos B e TCD4+ da prole no periodo neonatal, foram realizados experimentos de
transferéncia de anticorpos IgG purificados do soro de fémeas imunizadas ou ndo com
OVA para fémeas gestantes ndo imunizadas.

Grupos de fémeas gestantes ndo imunizadas receberam por via intra-venosa
anticorpos IgG imunes ou ndo no 10°, 15° e 20° dia de gestacdo. As proles de ambos 0s
grupos foram avaliadas aos 3 d.i. quanto a expressdo de moléculas de ativacdo e
inibicdo de linfocitos B e ativacdo de TCD4 esplénicos por citometria de fluxo.

Os resultados mostram uma diminuicdo da intensidade de expressdo das
moléculas CD40 e CD23 nos linfocitos B das proles de maes que receberam 1gG imune
durante a gestacdo em relagéo as que receberam 1gG normal (Fig. 20). N&o houve
alteracdo na expressao do receptor FcgRllb em linfocitos B da prole (Fig. 21).

Os dados sugerem que os anticorpos IgG anti-OVA transmitidos durante
0 desenvolvimento fetal, podem alterar a expressdo de moléculas de ativacdo de

linfécitos B da prole no periodo neonatal.
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Figura 20: Efeito da transferéncia de anticorpos IgG durante a gestacdo na expressdo de moléculas de
ativacdo de linfocitos B esplénicos da prole no periodo neonatal. Grupos de fémeas gestantes receberam
200ny IgG de soro de maes imunizadas (n=5) ou ndo (n=4) com OVA aos 10, 15 e 20 dias ap6s o
acasalamento. Os linfocitos B esplénicos das proles aos 3 d.i. foram avaliados quanto a expressdo de
moléculas de superficie por citometria de fluxo. As barras representam a MFI + erro padrdo. *=p £ 0,05
em relacdo ao grupo controle.
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Figura 21: Efeito da transferéncia de anticorpos 1gG durante a gestagao na expressao do receptor FcgRIlb
em linf6citos B esplénicos da prole no periodo neonatal. Grupos de fémeas gestantes receberam 200ngy
IgG de soro de mées imunizadas (n=5) ou ndo (n=4) com OVA aos 10, 15 e 20 dias apds o acasalamento.
Os linfécitos B esplénicos da prole aos 3 d.i. foram avaliados quanto a expressdo de moléculas de
superficie por citometria de fluxo. As barras representam a MIF + erro padrdo. No histograma a area
listrada ilustra o controle isotipico, a area branca o grupo tratado com IgG ndo imune e a area cinza o
grupo tratado com IgG imune.
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4.8 Efeito da transferéncia de IgG durante a gestacio na resposta imune da prole

imunizada no periodo neonatal

Prosseguindo a avaliacdo da transferéncia de anticorpos maternos durante a
gestacdo, avaliamos na prole imunizada as alteragcBes na expressdao de moléculas de
membrana dos linfocitos B e TCD4+.

As proles de fémeas submetidas ao protocolo de transferéncia de 1gG imune ou
normal foram imunizadas com OVA aos 3 d.i., reforcadas aos 13 d.i. Os animais foram
sacrificados aos 20 d.i.,, os soros foram avaliados por ACP quanto a presenca de
anticorpos IgE anafilaticos e os linfdcitos esplénicos avaliados por citometria de fluxo
quanto ao fenotipo e producéo intracelular de citocinas.

A transferéncia de 1gG imune durante a gestacdo ndo foi capaz de alterar a
producdo de anticorpos IgE anafilaticos (Fig. 22) mas reduziu a intensidade de
expressdo da molécula CD40 nos linfocitos B da prole (Fig. 23).

A imunizacdo neonatal ndo alterou a expressao do receptor inibidor FcgRllb
em linfécitos B decorrente da transferéncia de 1gG imune (Fig. 24), efeito este também
observado nas proles ndo imunizadas.

A avaliacdo intracelular de citocinas mostra que a transferéncia de 1gG imune
durante a gestacdo aumentou o percentual de linfocitos TCD4 produtores de IL-10 da
prole imunizada, sem alterar a frequéncia de células produtoras de I1L-4 e IFN-g (Fig.
25A). Néo foi observado alteracdo nos niveis de citocinas intracelulares em linfocitos B
(Fig. 25B).

Estes resultados mostram que os anticorpos IgG imunes transferidos durante a
gestacdo, mesmo apos a imunizagdo neonatal, reduzem a expressdo da molécula CD40
em linfocitos B e aumentam a producgdo de IL-10 por linfocitos T da prole. Contudo,

ndo foram capazes de alterar a resposta IgE da prole imunizada.
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Figura 24: Efeito da transferéncia de anticorpos IgG durante a gestacdo na producéo de anticorpos IgE da
prole imunizada no periodo neonatal. Grupos de fémeas gestantes receberam 200ng 1gG de soro de mées
imunizadas (n=4) nao (n=4) com OVA aos 10, 15 e 20 dias apds o acasalamento. As proles foram
imunizadas com OVA aos 3 d.i., reforcados aos 13 d.i. e sangrados aos 20 d.i. Os soros foram avaliados
quanto a presenca de anticorpos IgE anti-OVA por reacdo de ACP. Os pontos representam valores
individuais e o traco representa a média de cada grupo.
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Figura 25: Efeito da transferéncia de anticorpos IgG durante a gestacdo na producdo de IgE e expressao
de moléculas de ativacdo de linfécitos B esplénicos da prole imunizada no periodo neonatal. Grupos de
fémeas gestantes receberam 200ny 1gG purificada de soro de mées imunizadas (n=4) ou ndo (n=4) com
OVA aos 10, 15 e 20 dias apdés o acasalamento. As proles foram imunizadas com OVA aos 3 d.i.,
reforcadas aos 13 d.i. e aos 20 d.i. os linfocitos esplénicos foram avaliados quanto a expressdo de
moléculas de superficie por citometria de fluxo. As barras representam a MIF + erro padrdo. *=p £ 0,05
em relacdo ao grupo controle.

59


http://www.verypdf.com/

Please purchase PDFcamp Printer on http://www.verypdf.com/ to remove this watermark.

25- :
< |
i
S 201 > | !
o + 1 i
o (=)
© 15+ R‘.
N
s 11}
— 104 £
z " >
p— 5. o B
c
O
0 i o G RE

1000
FccRllb

[ ] IgG de maes nédo imunizadas
Il 1gG de mées imunizadas

Figura 26: Efeito da transferéncia de anticorpos 1gG durante a gestago na expressdo do receptor FcgRllb
em linfocitos B esplénicos da prole imunizada no periodo neonatal. Grupos de fémeas gestantes
receberam 200y 1gG purificada de soro de maes imunizadas (n=4) ou ndo (n=4) com OVA aos 10, 15 ¢
20 dias ap0s o acasalamento. As proles foram imunizadas com OVA aos 3 d.i., reforgadas aos 13 d.i. e
aos 20 d.i. os linfocitos esplénicos foram avaliados quanto a expressdo do receptor FcgRIlb por citometria
de fluxo. As barras representam a MIF + erro padrdo. No histograma a area listrada representa o valor do
controle isotipico, a area branca do grupo tratado com IgG ndo imune e a area cinza do grupo tratado com
IgG imune.
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Figura 27: Efeito da transferéncia de anticorpos IgG durante a gestagdo na produgéo intracelular de
citocinas em linfocitos TCD4+ (A) e B (B) esplénicos da prole imunizada no periodo neonatal. Grupos de
fémeas gestantes receberam 200ny 1gG purificada de soro de mées imunizadas (n=4) ou ndo (n=4) com
OVA aos 10, 15 e 20 dias apés o acasalamento. As proles foram imunizadas com OVA aos 3 d.i.,
reforcadas aos 13 d.i. e aos 20 d.i. os linfécitos esplénicos foram cultivados por 24h na presenca de
10ng/mL de Brefeldina A e avaliados quanto a producéo intracelular de citocinas por citometria de fluxo.
As barras representam a média % + erro padréo. *= p £ 0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi estudar o efeito da imunizacdo materna com
OVA antes da concepgdo, na resposta imune da prole de camundongos. Considerando
que na fase neonatal hé predisposicao para respostas do padrdo Th2 foi proposto avaliar,
o efeito da imunizagdo materna principalmente em fase precoce de vida da prole.

Previamente, foi observado que a imunizacdo materna com o &caro Der p antes
do acasalamento, previne a resposta de hipersensibilidade do tipo | da prole de
camundongos A/Sn (VICTOR et al., 2003). Além disso, a inibigdo da producdo de
anticorpos IgE anti-Der p da prole manteve-se nas respostas secundaria e terciaria. A
especificidade do efeito inibitorio pela imunizacdo materna com Der p, foi observada
com a imunizagdo primaria da prole com OVA, o que ndo afetou a resposta IgE anti-
OVA, apenas gerando um aumento transitorio na producdo de anticorpos 1gG anti-OVA
(VICTOR et al., 2003).

O efeito inibitorio mediado pela imunizacdo materna com Der p foi observado
com a imunizacdo da prole aos 45 d.i., considerando que animais jovens produzem
baixos niveis de anticorpos IgE contra alérgenos. J& a imunizacdo com OVA em
camundongos aos 3 d.i. induziu importante producdo de anticorpos IgE, o que permitiu
a investigacdo dos mecanismos regulatérios mediados pela imunizacdo materna em
periodo neonatal.

No modelo de imunizagdo materna com OVA foi observado que 0s neonatos
ndo imunizados possuem linfocitos B em um estado de ativagdo precoce, caracterizado
pelo aumento da expressdo da molécula indutora de ativacdo (AIM) ou CD69. Em
paralelo, nos linfocitos B, houve aumento da expressdo dos receptores inibidores
FcoRIlb que permaneceu até o periodo de desmame. Este achado pode representar uma
tentativa de inibicdo da ativacao dos linfécitos B via BCR como mecanismo regulatorio
mediado pela imunizacdo materna. Os receptores FcgRIlb possuem motivos
citoplasmaticos inibidores (ITIM), que regulam a ativacdo dos linfocitos B pelo
sequestro de grupamentos fosfato, responsaveis pela sinalizacdo da ativagdo celular.
Além disso, a expressdo de receptores FcgRIlb em plasmdcitos residentes na medula
Ossea é responsavel pela inducdo de apoptose, conseqlientemente, atuando na regulagéo

das células produtoras de anticorpos (XIANG et al., 2007).
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Neste sentido, seria necessaria a formacdo de imunocomplexos de anticorpos
IgG/OVA para que ocorra a ligacao via Fcgrllb, para inibir os linfécitos B. De fato, na
circulacdo destas proles sdo detectaveis niveis elevados de anticorpos IgG anti-OVA
maternos que poderiam formar imunocomplexos com o alérgeno e desta maneira,
previnindo a sensibilizacdo da prole. Além disso, previamente foi demonstrado que o
antigeno pode ser transferido a prole pela via placentaria e pelo leite materno em forma
livre ou em imunocomplexos por médes que foram intensamente expostas ao antigeno
por via oral (FUSARO et al., 2007).

Outras alteracOes observadas nos linfécitos B das proles de mées imunes foram
a diminuicdo da expressao do receptor de baixa afinidade para IgE (CD23) e 0 aumento
do CD44. A diminuicdo da expressdo de CD23 em linfécitos B pode estar relacionada
com a menor captura de imunocomplexos IgE/Alérgeno, e conseqlientemente
diminuicao da apresentacdo para os linfocitos TCD4+ (HJELM et al., 2006). O papel do
CD44 em linfocitos B é pouco explorado, embora diversas funcGes para 0 CD44 em
linfocitos T foram descritas, as quais incluem adesao, rolamento, migracéo e ativag&o.

A estimulacdo in vitro de linfocitos B de camundongos BALB/c com
anticorpos anti-CD44 imobilizados é capaz de inibir a proliferacdo e producdo de
anticorpos induzida via CD40L, especialmente de IgE, efeito também observado com o
estimulo com LPS mas ndo via BCR (WYANT et al., 2005). Este efeito ndo parece ser
mediado por receptores FcgrlIl, considerando que o blogueio do CD44 néo interferiu na
resposta.

Além das alteracGes fenotipicas dos linfécitos B das proles de maes imunizadas
também foi observado uma diminuicdo do numero de células B esplénicas produtoras de
IL-12 e IL-4. Em associagdo ao aumento da expressdo de moléculas com funcédo
inibitoria, é possivel que a imunizagdo materna module negativamente a funcdo dos
linfécitos B da prole. A diminuigdo de IL-12 pelos linfécitos B, pode ter contribuido,
em parte pela diminuigdo dos linfocitos TCD4+ produtores de IFN-g das proles nédo
imunizadas de maes imunes. A IL-12 possui um papel importante na proliferacdo e
producédo de IFN-gde linfécitos T e NK, o que favorece o padrdo Thl (SARTORI et al.,
1997).

De fato, nas proles de maes imunizadas houve um menor percentual de
linfocitos T produtores de IL-4, em paralelo a diminuicdo da secre¢do de IL-4 em
relacdo as proles de maes controle. Considerando o papel da IL-4 necessério para a
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resposta Th2 e na troca de isétipo de anticorpo para a classe IgE, a inibicdo da resposta
Th2 das proles de mées imunes pode estar contribuindo para a inibicdo da resposta IgE.

Os achados mostram que a imunizacdo materna com OVA ¢é capaz de inibir a
producdo de citocinas de ambos os padrées Thl e Th2 na prole. Estes resultados estdo
de acordo com o modelo de imunizagdo materna com Der p que foi capaz de controlar a
exacerbacdo da producdo de IL-4 e inibir a producdo de IFNg apds a imunizacdo da
prole (VICTOR et al., 2003).

A imunizacdo dos camundongos no periodo neonatal com OVA, permitiu
observar a inibicdo da producdo de anticorpos IgE e da resposta proliferativa antigeno
especifica nas proles de maes imunes. Uma alta expressdao da molécula CD28 nos
linfécitos CD4 foi observado nas proles aos 3 d.i., que posteriormente, aos 20 d.i.,
diminuiu significantemente. A expressdao de CD28 ¢é fundamental na ativacdo dos
linfécitos TCD4+ (CHAMBERS e ALLISON, 1999), considerando que a auséncia
desta molécula em camundongos é capaz de inibir o desenvolvimento de doenca
linfoproliferativa (SINGHN et al., 2007). Desta forma, nas proles de mées imunizadas
houve uma ativacdo inicial dos linfocitos TCD4+, que por um feedback negativo de
CD28, resultou na diminuicdo de resposta proliferativa antigeno especifica. Entretanto,
ndo descartamos a influéncia de outros subtipos celulares, como os linfocitos B ou das
células dendriticas que poderiam expressar emmenorintensidade o ligante do CD28
influenciando sua expresséao.

Ja nos linfocitos B das proles de mdes imunes, mesmo com a imunizacao
neonatal com OVA, manteve o aumento da expressdao dos receptores FcgRllb. Esta
evidéncia reforca que na prole imunizada o aumento da expressao destes receptores o
dos niveis de anticorpos maternos propiciaram a interacdo de imunocomplexos IgG
materna/OV A ou anticorpos maternos idiotipicos aos receptores inibidores, que poderia
levar a inibicdo da ativacdo e/ou maturacao dos linfocitos B.

Além disso, houve uma diminuicdo da expressdo da molécula CD40 nos
linfécitos B da prole. O CD40 é um receptor crucial para a troca de isotipo de anticorpo
pelo linfécito B e sua expressdo é naturalmente elevada no estagio avancado de ativacdo
do linfdcito B.

Os animais imunizados de mées imunizadas com OVA mostraram também um
aumento do percentual de CD72 nos linfocitos B (dados ndo demonstrados).

Considerando que apenas linfdcitos B perdem a expressdao do CD72 na diferenciagdo do
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linfocito B em plasmdcito (ERICKSON et al., 1996) provavelmente os linfdcitos B da
prole ndo se diferenciaram em células secretoras de anticorpos.

O comprometimento das células B das proles de mées imunes também foi
verificado na resposta proliferativa ao estimulo via TLR-9 pelo CpG. O ODN CpG tipo
B, possui motivos que mimetizam o DNA bacteriano e é caracterizado por induzir a
proliferacdo policlonal dos linfocitos B de camundongos (KRIEG, 2002), estimulando
a entrada no ciclo celular e por impedir sua apoptose (Y1 et al., 1998). A diminuicéo da
resposta a0 ODN CpG mostra que os linfocitos B das proles de mées imunes estdo em
um estado anérgico, que impede a resposta a estimulos seja de resposta inata bem como
via BCR.

E possivel que a expressdo de receptores FcgRIIb pode influenciar na ativacao
de linfdcitos B via TLR-9, via sinalizacdo com ITIMs, entretanto, ndo é conhecido se a
sinalizacdo via FcgRllb pode influenciar negativamente na cascata de sinalizagdo via
NFkB desencadeada pela ativacdo via TLR-9.

Para outros receptores TLR, como o TLR-3, determinantes antigénicos
administrados para inducao de resposta imune em camundongos é capaz de neutralizar a
atividade inibitoria dos receptores FcgRllb, permitindo o controle do crescimento de
tumor hematologico maligno e a inducédo de células de memoria (BOT et al., 2006).

Como observado, a imunizacdo materna proporciona a transferéncia de
anticorpos a prole prevenindo a sensibilizacdo, seja por formagéo de imunocomplexos
ou neutralizando o antigeno, e por outros mecanismos regulatorios na resposta alérgica.
Para avaliar a participacdo dos anticorpos maternos nos periodos pés e pré natal foram
realizados experimentos de transferéncia de anticorpos IgG imunes. O protocolo de
transferéncia de anticorpos IgG em neonatos, mas ndo durante a gestagdo, suprimiu a
producdo de anticorpos IgE, sem alterar os outros parametros avaliados. Estes achados
contrastam com o observado com a imunizagdo materna que, além de inibir a reposta
IgE induziu alteracbes fenotipicas e funcionais nos linfécitos da prole imunizada. A
inibicdo da produgdo de IgE da prole imunizada foi provavelmente devido a
neutralizacdo do antigeno, impedindo a sensibilizacao da prole.

E possivel que a imunizacdo materna favoreca a transferéncia de anticorpos
durante o desenvolvimento fetal que exercem influéncia no repertério dos linfécitos da
prole ou transferem outros fatores regulatérios maternos, como citocinas, capazes de

induzir as alteracdes celulares observadas nas proles.
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A transferéncia de linfécitos Th2 especificos ao alérgeno OVA para fémeas
normais aumenta o desenvolvimento da hiperreatividade pulmonar das proles de
camundongos (HUBEAU, 2006). Citocinas como a IL-16, I1L-17 e IL-18 podem ser
detectadas na interface materno-fetal e aparentemente sua regulacdo ndo esta
relacionada ao balango Th1/Th2 (OSTOJIC, 2003), colocando em questdo a importancia
do balanco Th1/Th2 na regulacdo do desenvolvimento da resposta imune da prole
(CHAOUAT et al, 2007).

A transferéncia de anticorpos maternos a prole é abundante durante a gestacao
e estes podem interferir na resposta imunoldgica da prole. Considerando que a
transferéncia de anticorpos 1gG maternos durante a gestacdo ocorre predominantemente
durante os ultimos 5 dias da gestacdo, foi elaborado um protocolo em fémeas gestantes
ndo imunizadas com trés injecBes intra-venosas aos 10, 15 e 20 dias de gestacdo. A
concentragdo de 1gG transferida foi de 0,6mg, abaixo do nivel fisiologico, considerando
que os niveis de IgG em camundongos adultos é de aproximadamente 2mg/mL
(MALANCHERE et al., 1997).

Além disso, devemos considerar que a transferéncia de anticorpos 1gG durante
a gestacdo via receptor FcRn ndo € seletivo quanto a especificidade dos anticorpos
transmitidos para o feto por ser via Fc da 1gG (SIMISTER, 2003). Este fato pode ter
influenciado na selecdo dos anticorpos transferidos considerando que ndo foram capazes
de interferir na resposta IgE da prole imunizada e na expresséo dos receptores FcgRllb
das proles.

Nestes camundongos houve diminuicdo da intensidade de expressdo da
molécula CD23 nos linfécitos B da prole aos 3 d.i. e da molécula CD40 que manteve-se
posteriormente, entretanto ndo foi suficiente para controlar a resposta IgE da prole,
sugerindo a auséncia de algum fator/célula desencadeada pela imunizagdo materna.

Um dado interessante foi o aumento da frequéncia de linfocitos TCD4
produtores de IL-10 nas proles imunizadas de mées que receberam IgG imune. A IL-10
é uma citocina com potencial inibitério na resposta do padrdo Th2, caracteristica de
respostas alérgicas (WU et al., 2007). O aumento da freqiéncia de linfocitos TCD4
produtores de IL-10 nos animais imunizados de maes que receberam 1gG imune sugere
uma tentativa de regulacdo da resposta alérgica da prole. Este aumento da producdo da
citocina IL-10 pode ainda ser decorrente da ativacdo ou estimulacdo de populacgdes de

linfécitos regulatorios.
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Os anticorpos 1gG imunes transferidos durante a gestacdo podem afetar a
expressdo de moléculas de membrana em linfocitos B e a produgdo de citocinas em
linfécitos TCD4 da prole na auséncia de imunizagdo. Portanto, os anticorpos maternos
per se parecem mediar interacOes idiotipicas entre os receptores de linfocitos B da prole.

As interacGes idiotipicas entre receptores de linfocitos B ocorrem
constantemente formando uma rede de reconhecimento mutuo conhecida como rede
idiotipica (JERNE, 1974). Esta rede caracteriza-se pela interacdo direta entre 0s
idiotipos dos anticorpos que acabam exercendo uma funcdo estimulatéria e/ou
regulatoria na proliferacdo clonal dos linfécitos B e T (JERNE, 1984).

A formacéo do repertério imunol6gico ocorre especialmente durante o periodo
fetal e neonatal quando a ontogenia dos linfocitos B ocorre mais intensamente. Neste
periodo, é possivel que os anticorpos anti-idiotipicos maternos transferidos durante a
gestacdo influenciem no repertdrio de linfocitos B da prole, seja pela interagdo direta
com os receptores dos linfécitos B, pela selecdo de clones, ou pela formacdo de
imunocomplexos soliveis (LEMKE e LANGE, 2002).

Ja foi demonstrado que as interacdes idiotipicas entre 0s anticorpos maternos e
os receptores BCR de linfocitos B ou T imaturos especialmente no periodo fetal, sdo
capazes de selecionar negativamente o repertorio de linfécitos B e T da prole (VAKIL
etal., 1986, BOGEN et al., 1993).

Apenas com a imunizacdo materna observamos a inibicdo da resposta IgE, o
aumento da expressdo do receptor inibidor FcgRllb, a diminuicdo da expressao da
molécula CD40 e a inibicdo da resposta proliferativa antigeno especifica e policlonal
alem das alteracBes da producdo de citocinas dos linfocitos T e B das proles. Estes
resultados mostram que os mecanismos envolvidos no controle da resposta alérgica da
prole mediada pela imunizacdo materna com OVA ndo sdo mediados apenas pelos
anticorpos maternos indicando o envolvimento de outros fatores ou células regulatorias

induzidas pelo sistema imune materno.
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6 CONCLUSAO

As evidéncias mostram que a imunizacdo pré-concepcional com OVA induz
mecanismos que regulam negativamente a resposta IgE da prole imunizada no
periodo neonatal, incluindo alteracBes fenotipicas e funcionais em linfécitos B e
TCD4. Estas Alteragdes que foram parcialmente observadas em decorréncia da
transferéncia passiva de anticorpos IgG durante a gestacdo ou apds 0 nascimento,
sugerindo o envolvimento de outros fatores na regulacdo da resposta alérgica

mediada pela imunizagdo materna.
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