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RESUMO

De BRITO C. A. Efeito imunomodulatorio in vivo e in vitro do oligodeoxinucleotideo
CpG na imunizacio com ovalbumina em camundongos nas fases neonatal e adulta.
2009. 82 f. Tese. Ingtituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo,
2009.

O desenvolvimento da aergia pode ter inicio precoce, durante 0s primeiros meses
de vida ou ainda durante a gestagcdo. Em camundongos, € descrita uma predisposicdo ao
desenvolvimento de resposta Th2 no periodo neonatal, contribuindo para o
desenvolvimento da resposta alérgica. A maturacdo das funcdes relacionadas a resposta
Thl pelo uso de adjuvantes imunolégicos no periodo pos-natal pode contribuir na
profilaxia da asma e outras doencas alérgicas. Neste trabalho, investigamos o efeito dos
oligodeoxinucleotideos CpG na imunizagdo com ovalbumina (OVA) e extrato do acaro
Blomia tropicalis (Bt) em camundongos nos periodos neonatal e adulto. Os resultados
obtidos mostram que o ODN-CpG é capaz de diminuir a producdo de anticorpos IgE, um
isOtipo dependente de citocinas Th2, e aumentar os niveis de anticorpos |gG2a nas
imunizagdo com OVA e Bt, inclusive na imunizagdo com os dois aérgenos associados.
Além disso, a associacdo do ODN-CpG na imunizacdo neonatal com OVA promove um
aumento da producdo in vitro de IFN-g e diminuiu a producéo de IL-10. Ao compararmos
a eficiéncia modulatéria do CpG nas imunizagdes com OVA em camundongos adultos e
neonatos, observamos um maior efeito modulatério na producdo de anticorpos em adultos.
Os resultados mostraram que linfocitos B de camundongos jovens ndo aumentam a
expressao do TLR-9 mesmo apos 72 horas de estimulo com CpG, enquanto nos linfécitos
de adultos ja é possivel observar um aumento em 48 horas. Além da menor ativacdo dos
linfocitos B, evidenciamos uma producéo de IL-10 e MCP-1 significantemente aumentada
na cultura de células de neonatos apOs estimulo in vitro com CpG. Ao avaiarmos a
influéncia do CpG na ativacéo antigeno especifica dos linfocitos T CD4+, mostramos que
linfécitos T CD4+ de neonatos expressam mais intensamente moléculas B7 do que células
de adultos apbs estimulo antigénico in vitro, 0 que sugere uma caracteristica supressora
nestas células. Esse aumento foi inibido pela adicdo de CpG na cultura. A inducdo de
células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) in vitro também foi suprimida pela adicdo de CpG.
Nossos resultados mostram um potencial modulatério do CpG no periodo neonatal e adulto
nas respostas a OVA e Bt. Evidenciamos, também, diferencas qualitativas e quantitativas
no efeito do CpG em relacdo as imunizagdes neonatal e adulta. Considerando a
suscetibilidade dos neonatos as infeccbes e ao desenvolvimento de alergia, torna-se
importante estabel ecer estratégias imunomodulatorias que potencializem as respostas inata
e adaptativa e possam ser profilaticas no desenvolvimento de doencas al érgicas.

Palavras-chave: Imunomodulacéo; Neonatos, CpG; Alergia; Receptorestoll-like.



ABSTRACT

De BRITO C. A. In vivo and in vitro immunomodulatory effect of CpG-containing
oligodeoxynucleotide in ovalbumin immunization of newborn and adult mice. 2009.
82 p. [Thesig]. Ingtituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo,
2009.

The alergy development may occur in the early life, during the pregnancy or
postnatally at the first months of life. In mice, it is described a predisposition to Th2 biased
response in the neonatal period, favoring the development of allergic response. The
maturation of functions related to Thl response by the use of immune adjuvants may be
beneficial to the alergy prophylaxis. In this work, we evaluated the effect of CpG-
containing oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) in the neonatal and adult immunization
with ovalbumin (OVA) or the extract of house dust mite Blomia tropicalis (Bt). The results
show CpG-ODN is able to decrease IgE antibody production, an isotype related to Th2
response, and increase 1gG2a antibody levels in OVA or Bt immunization of A/Sn mice,
even when mice were co-immunized with both allergens. Moreover, CpG-ODN
association in neonate immunization with OVA increases in vitro |FN-g production and
decreases I1L-10. Comparing the modulatory efficiency of CpG in OVA immunization of
neonate and adult mice, we observed a stronger effect on antibody production in adults.
Results show that B cells from young mice do not increase the TLR-9 expression upon
CpG stimulation for 72 hours whereas the increase of TLR-9 in adult B cells occurs within
48 hours. Besides the lower B cell activation, we found a significant increase of IL-10 and
MCP-1 secretion levels by the neonatal cells stimulated by CpG. When we evaluated the
influence of CpG on CD4+ T cell activation upon antigenic stimulation, we verified an
upregulation of B7 molecules expression on neonate cells than adult cells. This high
expression was inhibited by the addition of CpG in the culture. The induction of regulatory
T cells (CD4+CD25+Foxp3+) in vitro was aso suppressed by CpG. Our results show a
modulatory potential of CpG in the immune response to OVA and Bt in both neonatal and
adult periods. We aso evidenced qualitative and quantitative differences in the CpG effect
between neonates and adults. Considering the susceptibility to infections and allergy
development in newborns, it becomes important to establish immunomodulatory strategies
that enhance innate and adaptive responses and are prophylactic to the development of
alergic disorders.

Keywords: Immunomodulation; Newborn; CpG; Allergy; Toll-like receptors.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACP = Anafilaxia cuténea passiva

APC = célula apresentadora de antigeno

Al(OH); = Hidroxido de aluminio

Bt = extrato do &caro Blomia tropicalis

CpG = dinucletideo citosina-guanina ligado por ponte de fosforo
dpi = Dias p6s-imunizagdo

ELISA = Ensaio imunoenzimatico

Ig = Imunoglobulina

IL = Interleucina

ip = Intraperitoneal

MCP-1 = proteina quimioatraente de mondcitos-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
ODN = oligodeoxinucleotideo

OVA = ovalbumina

PAMP = padrdo molecular associado a patbgenos
PBS = Tampéo fosfatado

SAB = soro albumina bovina

sc¢ = subcuténeo

SFB = soro fetal bovino

TA = temperatura ambiente

TGF-b = Fator de crescimento tumoral beta

Th = Linfocito T auxiliar

TLR = receptor semelhante ao Toll (Toll-like receptor)
Treg = Linfocito T regulador
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1 INTRODUCAO

A compreensdo do papel daimunizacéo e de adjuvantes no periodo de imaturidade
imunol6gica e 0 balango entre as fungdes Thl e Th2 de neonatos pode contribuir no estudo
da regulacdo da resposta aérgica. Nos Ultimos anos tém surgido evidéncias de que o
comprometimento para o desenvolvimento de alergia tem inicio precoce, durante os
primeiros meses de vida, ou ainda, durante a gestacdo. Além disto, as alteragbes no estilo
de vida e na dieta adimentar da crianga podem influenciar para o desenvolvimento de
doencas alérgicas (BJORKSTEN, 1999). As reagdes alérgicas sio caracterizadas por
elevados niveis séricos de anticorpos IgE e pelo desenvolvimento de sintomas como a
asma, rinite e dermatite, que acometem aproximadamente 30% da populacdo mundial. A
prevaéncia e o desenvolvimento das reagdes de hipersensibilidade tipo 1 estéo
amplamente correlacionados com o carater genético para atopia e aos fatores ambientais
gue sdo responsaveis pela intensidade de exposicdo aos alérgenos ambientais (WAHN,
2000). O estudo de medidas estratégicas utilizando novos adjuvantes na imunizacdo de
model os experimentais é fator fundamental para modular as respostas imunes exacerbadas,
como a encontrada na hipersensibilidade tipo I.

O periodo neonatal € geramente caracterizado pela incapacidade do sistema imune
gerar respostas vigorosas 0 que acaba levando a uma maior suscetibilidade para o
desenvolvimento de infeccOes virais e bacterianas. Os neonatos sdo rel ativamente imaturos
a0 nascimento em relacdo a vérios componentes da resposta inflamatoria, a capacidade de
exibirem respostas imunol6gicas inata e adaptativas, a secrecdo de citocinas e a producéo
de imunoglobulinas (HOLT; JONES, 2000). Em humanos, a producdo de IgG de a6tipo
distinto a0 do materno, ou sgja, de origem fetal, pode ser detectada em torno de 12-16
semanas de gestacdo (NAHMIAS; KOURTIS, 1997). A secrecdo de IgE pode ser
observada no figado e pulméo fetal em torno de 11 semanas de gestacdo e no baco em 21
semanas de gestacdo (MILLER et al., 1973). Apds 0 nascimento, as criancas de 2 anos ou
mais apresentam baixa producéo de anticorpos, preferencialmente da subclasse 1gG2. Este
isotipo estd relacionado com a resposta a antigenos T independentes, como 0s
polissacarideos da parede bacteriana (NAHMIAS, KOURTIS, 1997). Esta deficiente
producdo de anticorpos para lipopolissacarides pode resultar em infecgOes persistentes e

recorrentes em infantis, caracterizando a hipogamaglobulinemiatransitéria nainfancia.
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A deficiéncia da resposta neonatal a antigenos T dependentes pode ser resultante de
vérias razbes, segja pela falta de um microambiente anatdbmico apropriado para a interacdo
de células T-B, pela diminuida capacidade das células T em regular a expressao de CD40L,
ou pela baixa expressdo de receptores de moléculas de adesdo como LFA-1, LFA-3 e CD2
e moléculas do Complexo de Histocompatibilidade Principal (CHP). Fatores estes que
restringem a apropriada interacdo entre as células apresentadoras de antigeno e ascélulas T
e B (ADKINS, 1999; BONA; BOT, 1997; MARSHALL-CHARKE et al., 2000).

Duas principais subpopulacdes de linfocitos T foram caracterizadas pelo seu padréo
de secrecéo de citocinas. Os linfécitos Thl (T helper 1) que secretam IL-2 e interferon-g
(IFN-g) e oslinfocitos Th2 (T helper 2) secretoresde IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 (MOSMANN
et a., 1986) e IL-13 (McKENZIE et al., 1993; MINTY et a., 1993). Posteriormente,
clones preferencialmente secretores de fator transformador de crescimento-b (TGF-b), IL-
17 ou, mais recentemente, IL-22 foram identificados e denominados por alguns autores
como Th3 (WEINER, 1997), Th17 (BETTELLI et a., 2006; MANGAN et a., 2006;
VELDHOEN et al., 2006) e Th22 (NOGRALES et a., 2009; DUHEN et a., 2009;
TRIFARI et a., 2009), respectivamente. As interleucinas Thl conduzem a uma resposta
mediada por células, ativando macréfagos e aumentando a sintese de IgM, 1gG2a e 1gG2b.
As interleucinas secretadas pelos linfécitos Th2 estimulam a sintese de anticorpos 1gG1 e
IgE e aumento local e/ou sistémico de eosindfilos. A troca de imunoglobulinas (switch)
para IgA é principamente promovida pelo TGF-b (KRAMER et al., 1995). Um fator
limitante a resposta imune priméaria neonatal ao antigeno € a imaturidade das células
dendriticas foliculares, as quais sdo incapazes de formar centros germinativos nos 6rgaos
linfoides secundérios e promover a ativagéo e proliferacdo dos linfocitos B (PIHLGREN,
2003). Outra explicacdo para a suscetibilidade a infecgdes durante o periodo neonatal é que
nesta fase de desenvolvimento o0s neonatos murinos desenvolvem respostas
predominantemente Th2 as imunizagcGes com virus vivos ou atenuados, em contraste aos
adultos que desenvolvem principalmente respostas Thl (BOT et al., 1997; BOT et a.,
1998).

Em camundongos, a predominante resposta Th2 do neonato parece ser decorrente
da incapacidade de secregdo de citocinas Thl, como o IFN-g A deficiente resposta Thl do
neonato pode ser decorrente, dentre outros fatores, da baixa expressdo das moléculas
CD40L em linfécitos T (MIN et al., 2001), o que causaria uma interacéo inadequada entre

o linfdcito e a célula apresentadora de antigeno (APC) ndo ocorrendo a producéo de IL-12
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e IFN-g pela APC e linfécito T, respectivamente. Células esplénicas de neonatos, co-
cultivadas na presenca ou ndo de células de adultos, produzem baixos niveis de IFN-g apos
estimulo antigeno especifico (ADKINS et al., 2000), sgja em linhagens de camundongos
suscetiveis para desenvolver uma resposta Th2 (BALB/c) quanto para a resposta Thl
(C57BL/6). Li et a. (2004) demonstraram, utilizando modelo de transferéncia de células
DO011.10 em camundongos, que linfécitos Thl de neonatos, por apresentarem uma ata
expressao antigénica do receptor 1L-13R1, sdo suscetiveis a apoptose induzida por da IL-4.
Este mecanismo pode ser um grande obstaculo para o estabelecimento de uma resposta
Thl ap6s exposicdo no periodo neonatal. Contudo, foi evidenciado que 0s neonatos
murinos apresentam uma capacidade preservada em desenvolver resposta antigeno-
especifica do tipo Thl em determinados sitios imunoldgicos, tais como os linfonodos
(ADKINS et a., 2000). Em contraste, a resposta Th1l de neonatos humanos parece estar
preservada, pois a vacinagdo de neonatos com o bacilo Calmette-Guérin (BCG) ndo mostra
aumento de resposta Th2 e apresenta uma producéo predominante de IFN-g pelos
linfocitos CD4+ (VEKEMANS, 2001).

Linfocitos de camundongos com 7 dias de idade, apds estimulo antigénico ou
independente de TCR, entram mais rapidamente em ciclo celular do que linfocitos de
adultos (ADKINS, 2004). Esta proliferacdo precoce é acompanhada por uma rapida
producéo de IFN-g e, principamente, IL-4. Estas observacOes sugerem um mecanismo
compensatorio aimaturidade imunol 6gica e auséncia de linfocitos de meméria no neonato.
Na alergia é possivel que a tentativa de vacinagdo em periodo precoce de vida ndo sgja
protetora e desencadeie a sensibilizacéo/exacerbacéo de futuras respostas aérgicas. Os
reconhecidos aeroalérgenos capazes de sensibilizar e provocar reacfes alérgicas em
individuos atépicos sdo os fungos, pélens, epitélios de cées e gato e os &caros. Destes
ultimos podemos destacar 0 acaro Blomia tropicalis (Bt), de grande importéncia nas
manifestacdes atOpicas na populacdo das regides tropicais e subtropicais (PIRES et .,
2002; THOMAS et a., 2003). Em estudos brasileiros foi observada uma prevaléncia de
cerca de 80% de positividade em teste cutaneo para Bt em pacientes com dermatite atopica
(PIRES et d., 2002; RIZZO et d., 1997). Entretanto, apesar da sua relevancia clinica, ndo
existem muitos estudos sobre Bt em modelos experimentais, os quais poderiam contribuir
para 0 esclarecimento de mecanismos e desenvolvimento de medidas profiléticas para as

doencas aérgicas.
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Nas Ultimas décadas, tem sido verificado um aumento da prevaléncia das
manifestacbes atdpicas em paises industrializados, sobretudo durante a infancia,
considerando que 0S neonatos € as criangas S0 mais suscetivels aos efeitos de poluentes
ambientais do que os adultos (HOLGATE, 1999). Este fato vem despertando grande
interesse no estudo de medidas de prevencdo do desenvolvimento das reacOes alérgicas
precoces, ou Sgja, em criangas e adol escentes.

Na asma alérgica e em modelos animais de hipersensibilidade, as evidéncias
sugerem gue as citocinas do tipo Th2 como IL-4, IL-5 e IL-13, produzidos pelas células T
CDA4+, exercem um papel central na patogénese da doenca alérgica (ROMAGNANI, 2000;
WILLS-KARP, 1999). Protocolos experimentais envolvendo potentes adjuvantes de
respostas do tipo Th 1, que podem intervir na producéo de citocinas do tipo Th2, podem
ser vantgjosos para o tratamento de alergia. Neste sentido, tem sido descrito que o DNA
bacteriano e o0s oligodeoxinucleotideos (ODN) contendo a seqiéncia CpG podem
potencializar a producdo de citocinas Thl e exercer um efeito profil&ico na aergia
experimental (KLINE et al., 1998; SEREBRISKY et al., 2000; SUR et al., 1999).

O CpG, um dinucleotideo citosina-guanina (CG) ligado através de uma ponte de
fosforo, esté presente no DNA de bactérias, virus e retrovirus na forma ndo metilada em
propor¢gao vinte vezes maior do que nos vertebrados (HORNER et a., 2001). A
estimulacdo do sistema imune pelo CpG inicia-se pela captura do DNA pela célula. Este
processo € independente da presenca de seqiiéncias CpG no DNA. ApOs a maturacdo
endossomal ocorre o reconhecimento do CpG através de um receptor da familia Toll-like, 0
TLR9, o qual é recrutado do reticulo endoplasmético (TAKEDA; AKIRA, 2005). A
ativacdo do TLR-9 induz uma cascata de sinalizacdo que envolve as moléculas MyD88,
IRAK, TRAF-6 e resulta na ativagdo de MAP quinases e NFkB (BAUER; WAGNER,
2002; HEMMI et al., 2000).

Apesar do TLR-9 ser expresso em apenas algumas populacdes celulares, como
linfocitos B e células dendriticas plasmocitéides, o0 CpG-DNA é capaz de influenciar
respostas imunes tanto de forma direta como indireta, através das citocinas secretadas. O
CpG-DNA, ao ativar células apresentadoras de antigeno (APCs), induz o aumento da
atividade microbicida, a expressdo de moléculas coestimulatérias e promove a secrecéo de
citocinas IL-2, IFN-a, IFN-y, IL-6 e IL-12 (STACEY et al., 1996).

O CpG também exerce acdo direta sobre os linfécitos B de camundongos adultos,

prevenindo a apoptose, estimulando a proliferacdo policlonal e a secrecdo de
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imunoglobulinas e citocinas, como IL-6, IL-10 e IL-12 (WILD; SUR, 2001). Em
camundongos neonatos os linfécitos B sdo imaturos, mas, apesar da baixa producéo de IL-
6, 0 ODN-CpG pode auxiliar na secrecdo de IgM, possibilitando uma resposta TI-2
(CHELVARAJAN et a., 1999). Os linfocitos B1 CD5+ desempenham um papel
regulatério apds a sinaizagéo pelo CpG (ODN-1826) através do TLR-9 (SUN et a., 2005).
Esta sinaliza¢&o induz uma grande producdo de IL-10, principal mente no periodo neonatal,
fase em que a quantidade de linfocitos B1 é mais abundante, que pode influenciar o
desenvolvimento de uma resposta Thl.

Liu et a. (2003) mostraram a inducdo da expresséo de RNAm do fator de
transcricdo T-bet em linfécitos B purificados, em camundongos e humanos, quando
estimulados in vitro pelo ODN-CpG. O T-bet € um fator de transcricdo intimamente ligado
aresposta Thl. A expressdo de T-bet tem sido descrita em mondcitos/macrofagos, células
dendriticas, linfécitos T e B. Ele é ativado principalmente pela sinalizacdo de IFN-g e
também pelo TLR-9, via sinais de transducdo e ativacdo da transcricdo-1 (STAT-1)
(LIGHVANI et a., 2001; LIU et al., 2003). Nos linfocitos T induz maior secrecéo de IFN-
g e expressao de receptores paralL-12 (WEIGMANN; NEURATH, 2002), e nos linfécitos
B o T-bet é capaz de regular a troca de classes de imunoglobulinas, inibindo a secrecéo de
IgE e 1gG1 e aumentando 1gG2a, um isdtipo relacionado com respostas do padréo Thl
(LIU et a., 2003; PENG et al., 2002).

O CpG influencia os linfocitos T e as células NK sdo influenciadas indiretamente
pela ativacdo das APCs. O aumento da expressdo de moléculas coestimulatorias e o perfil
de secrecéo de citocinas das APCs induzidos pelo CpG contribuem para uma vigorosa
resposta Thl, bem como para respostas citotoxicas. Além disso, linfécitos T CD4+
ativados expressam RNAmM do 7ir9 e o CpG pode agir diretamente nestas células,
promovendo a sobrevivéncia dos linfécitos T e tornando os linfécitos T efetores refratarios
a supressdo mediada pelas Treg (GELMAN et a., 2004; LaROSA et al., 2007). Ainda ndo
esta claro 0 quanto a supressdo de linfocitos Treg pelo CpG poderia favorecer o
desenvolvimento de auto-imunidade. De fato, tem sido mostrado que agonistas de TLR
podem tanto promover como proteger da auto-imunidade. A sinalizac&o via MyD88 em
linfécitos T parece ser importante na geracdo de linfécitos Thl7, os quais desempenham
importante papel na auto-imunidade, como mostrado em modelo experimental de doenca
inflamatoria intestinal (FUKATA et al., 2008). Além disso, alguns ligantes de TLR

aumentam a producdo de auto-anticorpos em modelo murino de auto-imunidade
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(FISCHER; EHLERS, 2008). Entretanto, a estimulagdo de linfécitos B por ligantes de
TLR, principamente via TLR-9, tem um papel protetor em modelo de encefalomielite
auto-imune experimental e |Upus eritematoso sistémico pela producéo de IL-10.

M odel os experimentai s em neonatos tém sido descritos utilizando agonistas de TLR
associados a imunizacdo com toxoide tetanico, virus do sarampo e hepatite (KOVARIK et
a., 1999; JEGERLEHNER et a., 2007). A associagd do CpG na imunizagdo de
camundongos neonatos parece ser eficiente na inducdo de resposta Thl, promovendo
aumento da secrecdo de IFN-g e anticorpos |gG2a (BRITO; GOLDONI; SATO, 2009). Em
modelo de infeccdo com Tacaribe arenavirus, um patdgeno neurotropico letal em
camundongos neonatos, o tratamento com CpG no momento da infeccdo reduziu a carga
vird e a mortalidade dos animais (PEDRAS-VASCONCELOS et a., 2006). Tanto a
administracdo oral e intraperitoneal de CpG promove o controle da infeccdo com
Cryptosporidium parvum em camundongos neonatos, aumentando a producao de citocinas
e reduzindo a carga parasitariaintestinal (BARRIER et al., 2006).

O CpG, pela caracteristica polarizaco da resposta imune para o tipo Thl, torna-se
uma alternativa promissora na regulacdo de reacOes alérgicas, considerando que os
métodos convencionais de imunoterapia no tratamento de doencas alérgicas e asma
requerem um periodo longo e ndo sdo totalmente eficazes em pacientes sensiveis a
diversos alérgenos. A administracdo de multiplas injegbes subcuténeas de alérgenos é
dificil e traumatica, principalmente na populacdo pedidtrica a qual mais se beneficia da
imunomodulagdo (CAMPBELL; DEKRUYFF;, UMETSU, 2000). Alguns estudos
epidemioldgicos indicam que criangcas que foram infectadas por virus ou bactérias
apresentam um risco reduzido ao desenvolvimento de doencas atépicas (WILD; SUR,
2001). Isto pode estar relacionado com 0 DNA-CpG, modulador primario deste efeito, ou
por componentes da parede celular do microrganismo.

Tulic et a. (2004) estudaram o efeito da imunoterapia de pacientes com rinite
alérgica utilizando o alérgeno conjugado a ODN-CpG. Apds 5 meses de tratamento com o
aérgeno conjugado a0 CpG apresentaram, o0s individuos apresentaram namero
significantemente menor de eosindfilos e de células positivas para RNAm de 714 na
mucosa nasal em relacdo aos individuos que receberam placebo. Além disso, os individuos
tratados tiveram uma reducéo dos sintomas nasais e pulmonares.

A adicdo in vitro de ODNs em cultura de células de humanos atopicos altera o

padréo de secregdo de citocinas dos linfécitos T e das células NK paraotipo Th-1 (IL-12 e
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IFN-g) e diminui a sintese de IgE (FUJEEDA et a., 2000). Entretanto, a adicdo de
anticorpos anti-1L-12 e anti-IFN-g nas culturas de células humanas foi capaz de bloquear
parcialmente a inibicdo da producéo de IgE induzida pelos ODNSs, sugerindo uma via
distinta dagquelas relacionadas com a secregdo destas citocinas. Tem sido reportado que o
tratamento com ODN-CpG antes, durante ou no periodo inicial da sensibilizacdo com
conalbumina em camundongos, tem um efeito profilatico sobre a inflamacédo eosinofilica
pulmonar (SEREBRISKY et a., 2000). Shirota et a. (2000) demonstraram que o0 ODN-
CpG conjugado com o antigeno através de uma ligagdo covalente € 100 vezes mais eficaz
na prevencdo de eosinofilia pulmonar de camundongos do que a co-administracéo de
ODN-CpG com o alérgeno. Esta conjugacdo aumenta a imunogenicidade, mas diminui a
alergenicidade do antigeno por aumentar a eficiéncia na prevencdo de respostas de
hipersensibilidade. Em camundongos BALB/c neonatos, apesar da predisposicdo ao
desenvolvimento de respostas Th2, a associagdo do CpG a imunizagdo sublingual com
OVA desnaturada é eficiente na supressao de IgE (HUANG et al., 2008).

A modulagdo experimental da resposta imune do neonato para o tipo Thl na
imunizacdo a alérgenos pode representar uma importante estratégia no tratamento da
hipersensibilidade do tipo |I. Diante do potencial modulatério do ODN-CpG, torna-se
interessante avaliar sua utilizagdo como adjuvante no desenvolvimento da resposta alérgica

em camundongos, bem como avaliar as peculiaridades imunol 6gicas no periodo neonatal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Os objetivos deste trabaho foram avaliar o efeito da associacdo de
oligodeoxinucletideos contendo a sequéncia CpG na imunizagdo de camundongos
neonatos e adultos com ovalbumina (OVA) ou extrato de &caro Blomia tropicalis (Bt) e

avaliar o potencial imunomodulatério in vitro do CpG.

2.2 Objetivos Especificos

a) avaiar o efeito do CpG Na imunizagdo de camundongos A/Sn neonatos e
adultos com OVA, Bt ou ambos os antigenos na producdo de anticorpos e

citocinas,
b) efeito do CpG in vitro na ativacdo e producdo de citocinas de linfécitos B;

¢) avaiar ainfluéncia do CpG in vitro na expressdo de moléculas coestimulatorias
e producdo de citocinas por linfocitos T e na geracéo de linfocitos Treg apds
estimulo antigénico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

3.1.1 Camundongos

Camundongos isogénicos A/Sn fémeas e machos foram utilizados com
aproximadamente 8-10 semanas de idade sendo fornecidos pelo Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo. A primeira geracéo das proles, de
ambos 0s sexos, obtida dos acasalamentos realizados entre os animais mencionados acima,
foi utilizada com 3 dias. Foram também utilizados camundongos BALB/c transgénicos
com TCR especifico para OVA (D0O11.10) mantidos em situacdo livre de patdgeno
especifico (SPF) fornecidos pelo Biotério de Instituto Ciéncias Biomédicas. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica em Experimentagdo Animal do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S50 Paulo.

3.1.2 Ratos

Ratos isogénicos Wistar Furth de ambos os sexos, com 3-4 meses de idade foram

utilizados para as reacfes de anafilaxia cutanea passiva.

3.2 Antigenos e oligodeoxinucleotideos

Extrato bruto de &caro Blomia tropicalis (Bt) com 37.650 unidades bioldgicas por
mL (IPI/ASAC, Brasil) e ovalbumina (OVA, fragéo 5, Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram
utilizados paraimunizac&o dos animais.

Oligodeoxinucleotideos (ODN) CpG com fosforotioato, como descrito por Krieg e
colaboradores (1995), Shirota e colaboradores (2000) e Chu e colaboradores (1997),
sintetizados pela Eurogentec (Herstal, Bélgica) foram inoculados nos animais. Os
oligodeoxinucleotideos utilizados possuem 20 bases contendo 2 sequiéncias CpG:

a) ODN-CpG 1826:5-TCCATGACGTTCCTGACGTT - 3;
b) ODN-Controle 1745: 5' - TCC ATG AGC TTC CTG AGT CT — 3’ (o sublinhado
indica a modificag&o da sequéncia ativa).
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3.3 Protocolos de imunizacdo com ovalbumina (OVA) ou extrato de Blomia tropicalis

(Bt) e co-administracio de oligodeoxinucleotideos

3.3.1 Imunizacdo neonatal

Os camundongos da linhagem AS/n foram imunizados pela via intraperitoneal (ip)
aos 3 dias de idade com 10 ng de OVA ou 60 ng de Bt e 0,6 mg de Al(OH)3; em 20 ni. de
solugdo salina estéril e reforcados no 10° dia pds-imunizagdo (dpi), pela via ip. Alguns
animais imunizados com OV A foram sacrificados aos 20 dias de idade para coleta do baco,
outros animais receberam o reforco no 30° dpi com 100 ng de OVA. Os animais
imunizados com Bt foram novamente reforgados no 30°, 37° dpi com 150 ng de Bt em 200
nL de solucdo sadlina estéril. Alguns animais foram reforcados trés meses apOs a
imunizacdo. Os camundongos foram sangrados 7 dias depois do ultimo reforco. Grupos de
camundongos imunizados com OV A ou Bt receberam 4 ng de CpG (ODN 1826) ou de
ODN controle (1745) aos 3 e aos 13 dias de idade.

Protocolo neonatal com OVA

Imunizagao (*) Reforgo (*) Reforco
(ip) (ip) (ip)
0 3 13 20 33 40 dias de idade
Alguns animais Coleta de sangue

foram sacrificados
Coleta de bago

Protocolo neonatal com Bt

Imunizagédo (*)  Reforgo (*) Reforco Reforgo
(i.p.) (ii-) (ii-) (ii-)
0 3 13 33 40 47 dias de idade

y

Coleta de sangue
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(*) — associagdo de ODN-CpG ou ODN-controle em alguns grupos.

3.3.2 Imunizacgdo de adultos

Camundongos A/Sn fémeas de 8 a 10 semanas foram imunizados pela via
subcutanea com 20 ng do antigeno (Bt ou OVA) e 6,0 mg de AlI(OH); em 200 nL de
solucdo salina estéril. Os animais foram reforcados no 14° dpi, pela via intraperitoneal,
com o respectivo antigeno (20 ng de Bt ou OVA) em 200 nL de solucdo salina estéril.
Grupos de camundongos imunizados que receberam 50 ng de CpG (ODN 1826) ou de
ODN controle (1745) no dia zero e no 14° dpi foram realizados. Os animais imunizados
com OVA foram sangrados no 21° dpi enquanto os animais imunizados com Bt receberam
um segundo reforco de 100 ng no 21° dpi e foram sangrados no 28° dpi. O soro foi
coletado e estocado a -70 °C. Alguns grupos de camundongos imunizados com OVA
receberam um segundo reforco trés meses apds aimunizacao e sangrados 7 dias depois.

Também foram realizados protocolos de imunizacdo com OVA e Bt associados.
Nestes protocolos camundongos A/Sn fémeas de 8 a 10 semanas foram imunizados pela
via subcuténea com 20 ng dos antigenos Bt e OVA e 6,0 mg de Al(OH); em 200 i de
solucdo salina estéril. Os animais foram reforcados pela via intraperitoneal no 14° dpi com
20 ny de Bt e 20 ng OVA, e no 21° dpi com100 ny de Bt e 100 ng de OVA. Alguns
grupos de camundongos imunizados receberam 50 ng de CpG (ODN 1826) ou de ODN
controle (1745) no dia zero. O soro foi coletado 7 dias depois do ultimo reforgo e estocado

a-70°C.

Protocolo adulto com OVA

Imunizagéo (*) Reforco
(sc) (i-p.)
0 14 21 dias pés imunizagao

‘

Coleta de sangue

(*) — associacdo de ODN-CpG ou ODN-controle em alguns grupos.
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Protocolo adulto com Bt ou OV A e Bt associados

Imunizacgéo (*) Reforgo Reforco

(sc) (i.p.) (i.p.)
0 14 21 28 dias p6s imunizacao

¥

Coleta de sangue

(*) — associacdo de ODN-CpG ou ODN-controle em alguns grupos.
3.4 Reac¢ao de Anafilaxia Cutianea Passiva (ACP)

A estimativa de anticorpos IgE anti-OVA e anti-Bt dos soros dos animais
imunizados foi realizada pela reac@o de anafilaxia cutanea passiva (ACP) de acordo com a
técnica descrita por Mota e Wong (1969). As dilui¢gdes das amostras de soros individuais
foram inoculadas intradermicamente em volume de 0,1 mL no dorso de ratos, previamente
tricotomizados. Apos 18 horas, os ratos foram desafiados recebendo pela via intravenosa
500 ng de OVA ou Bt em 1 mL 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
apresentando reacdo acima de 5 mm de diametro.

A estimativa de anticorpos 1gG1 anafiléticos dos soros dos animais imunizados foi
realizada pela reacdo de ACP em camundongos de acordo com a técnica descrita por
Ovary (1958). Aliquotas de soro foram inativadas a 56 °C por uma hora para impedir
qualquer atividade anafilatica de anticorpos IgE. Um dia ap0s a tricotomia do dorso dos
camundongos, diluicbes de pool de 6 animais foram inoculadas intradermicamente em
volume de 0,05 mL no dorso dos camundongos. Apos 2 horas, os camundongos foram
desafiados recebendo pela via intravenosa 250 ng de OVA ou Bt em 0,5 mL de azul de
Evans a 0,5%. Trinta minutos depois, os camundongos foram sacrificados e o titulo do
soro foi considerado como a reciproca da maior diluicdo do soro apresentando reacéo

acimade 5 mm de didmetro.
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3.5 Analise de anticorpos anti-OVA, anti-Bt e dosagem de IgE total por ELISA

Anticorpos especificos a OVA e Bt e dosagem de IgE total foram analisados por
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os orificios de microplacas de 96 pogos (Half area, A2,
High-binding, Costar, Cambridge, MA) foram sensibilizados com 5 ng/mL de OVA, 20
ng/mL de Bt ou 3 ng/mL de anticorpos anti-IgE (Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, AL) em tamp&o carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9,5) e incubados por 1
hora a 37 °C e por 18 horas a 4 °C. As placas, apés lavagens em tampdo PBS foram
bloqueadas com PBS contendo 1% de SAB (Soro Albumina Bovina - Sigma, St Louis, Mo,
EUA) por 1 hora a 37 °C. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas com diversas
diluicdes seriadas dos soros ou com diferentes concentragdes da curva de IgE por 1 horaa
37 °C e por 18 horas a 4 °C. Ap0s esta etapa, foram lavadas novamente em PBS-0,05%
Tween 20 e incubadas com anticorpo biotinilado anti-gl, anti-g2a ou anti-e (Southern
Biotechnology Associates) e incubados por 1 hora a 37 °C. Em seguida, depois de novas
lavagens, foi adicionado as placas estreptoavidina peroxidase (Sigma) e incubada por 45
minutos a 37 °C. Posteriormente, a atividade enzimatica foi detectada pela adi¢do de 40 L
de tetrametilbenzidina (TMB - Sigma) por aproximadamente 15 minutos a temperatura
ambiente (TA). A reacdo foi neutralizada pela adicéo de acido sulfurico 1 M. A leiturafoi
realizada a 450 nm em leitor de microplaca de Elisa (Molecular Devices, CA, EUA). Os
resultados foram expressos como titulo de anticorpos (Log) e foram obtidos pela
interpolacdo dos valores de densidade dptica (D.O.) obtidos de um pool de soro de

camundongos imunizados com OV A ou Bt, ou com a curva padréo de IgE.

3.6 Obtencio de células mononucleares esplénicas dos animais

Os bacos dos camundongos foram macerados em placa de petri contendo meio de
cultura RPMI 1640 com 40 ng/L de gentamicina. As suspensbes das céulas
mononucleares foram obtidas apds centrifugacdo por 20 minutos a 2000 rpm através de
gradiente de Ficoll Hypague (densidade - 1095). As células obtidas foram contadas em
contador automatico (Cell Dyn 1400, Abbott) e a concentragdo foi gjustada de acordo com
0 ensaio a ser realizado. A viabilidade celular foi observada com auxilio do corante Azul
de Tripan.
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3.7 Purificacao e cultura de linfocitos B

Linfocitos B foram purificados a partir de pool de esplenécitos de camundongos
por selecdo negativa por microesferas magnéticas contendo anticorpos monoclonais anti-
CD43, CD-4 e Ter-119 conjugados a bhiotina (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemanha) de acordo com as instrucdes do fabricante. As células marcadas foram aderidas
amicroesferas marcadas com anti-biotina, as quais ficaram retidas na coluna magnética. A
pureza foi avaliada por citometria de fluxo, obtendo-se enriquecimento superior a 90% de

linfécitos B.
3.8 Cultura celular

Células esplénicas (4x10° célulassmL) foram diluidas em meio RPMI enriquecido
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, Brasil) e distribuidas em
microplacas de 48 pocos (Costar) em volume de 500 ni. Para cultura de esplendcitos de
camundongos DO11.10 foram utilizados 100 ng/mL de OVA e ODN-CpG ou ODN-
controle nas concentragfes de 0,1, 1 ou 10 ng/mL. As células foram incubadas por até 72
horas a 37 °C e 5% de CO, para andlise da expressdo de marcadores celulares por
citometria de fluxo.

Para o0s ensaios de expressdo de RNAm IFN-g e t-bet, as células B purificadas
(4x10° células/500m) foram distribuidas em microplacas de 48 pocos (Costar) e incubadas
a 37 °C e 5% de CO,. Apos diferentes periodos (30, 90 e 180 minutos) de estimulo com 10
ng/mL de ODN-CpG e€/ou anticorpos anti-lgM (Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, AL) as células foram congeladas a —20 °C em solucdo de RNA later (Sigma)
para posterior andlise por PCR.

3.9 Cultura celular para obtencdo de sobrenadante

As concentracdes das suspensdes de células esplénicas foram ajustadas para 8x10°
cdulassmL em meio RPMI enriquecido com 10% de SFB (Cultilab) e 100 i foram
distribuidos em microplacas de 96 pogos (Costar) na presenca de OVA (200 ng/mL),
anticorpos anti-CD3 (2 ng/mL, Pharmingen) ou LPS (50 ng/mL) e incubadas a 37 °C e 5%
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de CO,. ApoGs incubacbes de 24 e 72 horas os sobrenadantes foram coletados,
centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos a 10 °C, aliquotados e congelados a -70 °C para

posterior dosagem de citocinas.

3.10 Avaliacao das citocinas IFN-g IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e MCP-1

A determinacdo das citocinas IFN-g, IL-4, IL-10 e IL-12p40 nos sobrenadantes de
cultura celular foi redlizada por ELISA de acordo com as instrucbes do fabricante
(PharMingen, OptEIA).

Resumidamente, as microplacas de 96 pocos (Costar) foram sensibilizadas com
anticorpos monoclonais anti-IFN-g, anti-1L-4, anti-1L-10 ou anti-IL-12p40 diluidosem TCB
(0,1 M, pH 9,8) e incubados por 18 horas a temperatura ambiente. Apés um ciclo de 4-5
lavagens em tamp&o PBS-Tween 20 (PBS, 0,05% de Tween-20, pH 7.6) as placas foram
blogueadas com solucéo de PBS/10% SFB (Cultilab) por 1 hora a TA. Em seguida, apds
novas lavagens, foram adicionadas aos pocos sobrenadantes de cultura e as respectivas
citocinas recombinantes utilizadas como curva padréo e incubadas por um periodo de 2 horas
aTA. Ao término deste periodo os respectivos anticorpos biotinilados foram incubados por 1
horaa TA. ApOGs novas lavagens, as placas foram incubadas com avidina peroxidase (Sigma)
por 45 minutos a 37 °C. Posteriormente, a atividade enzimatica foi detectada pela adicéo de
50 m de TMB (Calbiochem) aproximadamente por 20 minutos a TA. A reacdo foi
blogueada pela adicéo de acido sulfurico (H.SO4 1 M) e a leitura seré realizada em leitor de
microplaca de Elisa (Molecular Devices, CA, EUA) em 450nm. A sensibilidade do método
paralL-4 foi de 3,2 pg/mL, para|L-10 foi de 125 pg/mL, IFN-gfoi de 7,8 pg/mL e paraIL-
12 p40 foi de 12,5 pg/mL.

A determinag&o das citocinas IL-6, IL-10 e MCP-1 no sobrenadante de cultura de
linfocitos B purificados foi realizada por citometria de fluxo, utilizando o kit mouse
inflammation (BD PharMingen, CA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. A
curva padrdo e as amostras foram diluidas e incubadas com esferas de captura e anticorpo
de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE) por duas horas a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Posteriormente, as amostras foram lavadas por centrifugacéo a 500g por 5
minutos. O sobrenadante foi removido e o pellet formado ressuspendido em tampédo de

lavagem para a andlise no citbmetro BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA
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USA). Os limites de detecgao do kit foram de: IL-6: 5 pg/mL; IL-10: 17,5 pg/mL e MCP-
1: 52,7 pg/mL.

3.11 Citometria de fluxo

Anticorpos monoclonais anti-B220, anti-CD4, anti-CD44, anti-1COS, anti-CTLA-4,
anti-CD28, anti-CD80, anti-CD86 e anti-TLR-9 conjugados ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou ficoeritrina-cianina 5.1 (PC5) serdo utilizados
com seus respectivos controles isotipicos (PharMingen, San Diego, CA). Céulas (5,0 x
10°) foram incubadas por 30 minutos a 4 °C com os anticorpos monoclonais marcados
diluidos em PBS contendo 1,0% de SAB e 0,1% de azida sodica. Para andlise da expressdo
de TLR-9, ap06s a marcacdo com anti-B220-FITC, as células foram fixadas com
paraformoldeido 4% (Sigma) por 10 minutos a 4° C e lavadas com tampdo PBS/1% BSA.
Posteriormente, as células foram incubadas com anti-TLR-9-PE em tamp&o PBS/0,5%
Saponina por 30 minutos a 4 °C. Apés nova lavagem, as células foram ressuspendidas em
solucgdo isotbnica e analisadas no aparelho de citometria de fluxo (Coulter- Epics XL) com
aquisicdo de 10.000 eventos dentro da regido de linfécitos T CD4+ ou de linfécitos B
(B220+).

3.12 Reacio semi-quantitativa de cadeia de polimerase em tempo real (Real-Time

PCR)

O RNA total de linfécitos B purificados foi extraido com kit QIAmp RNA blood
(Qiagen, Valencia, CA, EUA) seguindo as orientacOes fornecidas pelo fabricante. Para
obtencdo de cDNA a partir do RNA total purificado foi utilizada a metodologia do kit
Sensiscript Reverse Transcriptase (Qiagen).

A reacdo de amplificacdo em tempo rea foi realizada com 1 a 10 ng amostra de
cDNA, 25 ni. da solugéo Platinum SYBR®™ Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), 1 m_
de ROX Reference Dye, 12 nL. de agua destilada estéril e 10 mM dos primers. A sintese dos
primers para T-bet (5- GAT CGT CCT GCA GTC TCT CC - 3; 5- AAC TGT GTT
CCC GAG GTG TC-3) e IFN-g (5" - CAT GGC TGT TTC TGG CTG TTA CTG 3;;
5°GCC AGT TCC TCC AGA TAT CCA AGA - 3) e do controle interno b-actina (5'-
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GCC TTC CTT CTT GGG TAT GGA ATC-3'; 5 - ACG GAT GTC AAC GTC ACA
CTT CAT —3) foi realizada pela Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).

As amostras foram incubadas durante 10 minutos a 95 °C e 45 ciclos de 15
segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C e 30 segundos a 72 °C cada, em termociclador
iICycler (BioRad, EUA). Os dados obtidos foram interpretados com o programa iCycler iQ
Program (BioRad). Os resultados representam arazéo entre 0 CT (cycle threshold) gene de
interesse (IFN-g e t-bet) e o CT do gene controle (b-actina) conforme descrito por De
Lemoset a. (2005).

3.13 Analise estatistica

Para comparacdo dos grupos estudados foi utilizada andlise de varidncia (ANOV A)
com teste de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunns, sendo considerado significante quando
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Associacio de ODN-CpG na imuniza¢io com ovalbumina de camundongos

neonatos e adultos diminui a producio de anticorpos IgE

Para avaliarmos o efeito da co-administracdo de ODN-CpG na imunizagdo com
OVA em camundongos A/Sn adultos, grupos de animais de 8 a 10 semanas de idade foram
imunizados com OVA associada ao ODN-CpG (OVA+CpG) ou ODN-controle
(OVA+ODN). Os animais foram reforgados aos 14 dias pés-imunizagdo e sangrados no
21° dia pds-imunizag&o.

A figura 1 mostra que a administracdo de ODN-CpG na imunizacdo com OVA
diminuiu a producéo de anticorpos IgE, de neonatos e adultos, em relacdo aos grupos
apenas imunizados com OVA (Fig. 1A). Embora a imunizagdo tenha proporcionado uma
menor producdo de IgE nos camundongos neonatos, o efeito do CpG na producéo de
anticorpos IgE anafilaticos de camundongos adultos foi mais acentuado, podendo observar
também menores niveis de 1gG1 anti-OVA anafilética (Fig. 1B), analisada por reacéo de
anafilaxia cuténea passiva. Em camundongos, a IgG1 anafilética € positivamente regulada
pela IL-4 e aumenta a eosinofilia pulmonar e hiperreatividade bronquica (FAQUIM-
MAURO et a., 1999). Em contraste, anticorpos 1gG1 anti-OV A detectados por ELISA ndo
diferiu em nenhuma das idades (Fig. 1C). A associagéo do CpG foi capaz de aumentar a
producdo de 1gG2a anti-OVA em camundongos neonatos em niveis comparaveis agueles
observados em camundongos adultos que receberam ODN-CpG naimunizagéo (Fig. 1D).

Os niveis de anticorpos |gG2b dos grupos de camundongos imunizados com OVA
que receberam ODN-CpG aumentaram significativamente em relacdo ao grupo que
recebeu apenas OVA e ao grupo OVA+ODN-controle (Fig. 2A). Por outro lado, os
animais imunizados com OV A que receberam ODN-controle mostraram uma diminuic¢éo
nos niveis de anticorpos 1gG2b (Fig. 2A).

Os resultados mostram que 0 ODN-CpG utilizado em associacdo ao antigeno é
capaz de diminuir a producéo de anticorpos IgE, um isotipo dependente de citocinas Thy. O
aumento na producéo de anticorpos 1gG2a induzido pelo ODN-CpG sugere um efeito
adjuvante nainducéo de citocinas do tipo Thl.
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1: Efeito dos oligodeoxinucletideos CpG na producédo de anticorpos de animais neonatos e
adultos imunizados com OVA. Camundongos com 8 a 10 semanas de idade foram
imunizados com OV A e Al(OH); e reforcados aos 14 dias pos-imunizacao (dpi) com OVA.
Camundongos com 3 dias de idade foram imunizados com OV A e refor¢ados aos 10 e 30
dias p6s imunizacdo (dpi). Grupos foram imunizados com OV A associada ao ODN-CpG
(OVA+CpG) ou ODN-controle (OVA+ODN) na imunizagdo e reforgo. Os animais foram
sangrados 7 dias apds o Ultimo reforco e os soros obtidos foram analisados individual mente
por teste de anafilaxia cutanea passiva (ACP) para determinagdo de anticorpos IgE (A) e
IgG1 andfiléticos (B), e por ELISA para determinagéo dos titulos de IgG1 (C) e IgG2a (D)
anti-OVA. Os tracos representam o valor da mediana, as barras representam a médiae o
erro padréo. *p< 0,05 em relacéo ao grupo OVA.
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Fig. 2: Efeito do ODN-CpG na producdo das subclasses de anticorpos 1gG2b e IgA anti-OVA de
animais neonatos imunizados com OVA. Camundongos com 3 dias de idade foram
imunizados com OVA e refor¢ados aos 10 e 30 dias pds imunizacdo (dpi). Grupos de
camundongos foram imunizados com OVA associada a0 ODN-CpG (OVA+CpG) ou
ODN-controle (OVA+ODN) e nos reforcos. Os soros obtidos no 37° dpi foram analisados
individualmente por ACP para determinacéo dos titulos de 1gG2b (A) e IgA (B) anti-OVA.
As barras representam a media e o erro padrdo. *p< 0,05 em relagcéo ao grupo OVA; #p<
0,05 em relagéo ao grupo OVA+ODN.



4.2 Associacio do ODN-CpG na imunizacio com OVA diminui a producido de

anticorpos IgE e aumenta IgG2a na resposta secundaria em camundongos adultos

Os resultados observados sugerem uma maior eficiéncia do ODN-CpG na
diminuicdo da resposta IgE na imunizagdo de camundongos adultos em comparagdo com
0s camundongos neonatos. Grupos de camundongos de 8 a 10 semanas de idade foram
inicialmente imunizados com OVA associada a0 ODN-CpG (OVA+CpG) ou ODN-
controle (OVA+ODN) e reforcados 14 dias pos imunizacdo (dpi). Para avaliarmos se a
modulacdo perdura com a resposta secundaria ao antigeno, apos trés meses, 0s animais
receberam um segundo refor¢co somente com OV A e foram sangrados ap0s 7 dias.

Os nivel's de anticorpos |gE permaneceram diminuidos no grupo que recebeu ODN-
CpG associado a OVA em relacdo aos demais grupos (Fig. 3A). Contudo, apos trés meses
da imunizacdo, os niveis de anticorpos IgE do grupo imunizado com OVA+CpG
aumentaram significativamente em relacdo aresposta primaria (Fig. 1A).

Similarmente aos resultados obtidos na resposta no 21° dpi, o grupo que recebeu
ODN-CpG mostrou niveis aumentados de 1gG2a anti-OVA em relacdo aos demais grupos.
Além disto, foi observado um aumento dos titulos de anticorpos IgG2a no grupo que
recebeu ODN-controle em relacdo ao grupo imunizado com OV A (Fig. 3B). Os titulos dos

anticorpos IgG1 anti-OV A foram similares entre os grupos (Fig. 3C).
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Fig. 3: Efeito do ODN-CpG apds 3 meses da imunizacdo com OVA na producgdo de anticorpos.
Camundongos com 8 a 10 semanas de idade foram imunizados e reforgados aos 14 dias
pés-imunizagdo. Grupos receberam ODN-CpG (OVA+CpG) ou ODN-controle
(OVA+ODN) naimunizagdo e reforgo. Os animais receberam novo reforco com OVA trés
meses apds a imunizagdo e foram sangrados 7 dias depois. Os soros obtidos foram
analisados individualmente por ACP para determinagdo de anticorpos IgE (A) ou por
ELISA para determinagdo dos titulos de 1gG2a (B) e 1gG1l (C) anti-OVA. Os tracos
representam o valor da mediana, as barras representam a média e o erro padréo. *p< 0,05
em relacdo ao grupo OVA.
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4.3 Producio de IL-4, IL-10, IFN-g e IL-12 de camundongos neonatos imunizados
com OVA associada ao ODN-CpG ou ODN-controle

Prosseguindo com as andlises do efeito do ODN-CpG na imunizagdo neonatal com
OVA, avaliamos a producéo in vitro de citocinas induzida por varios estimulos. Os animais
foram imunizados aos trés dias de idade com OV A associada ao ODN-CpG (OVA+CpG)
ou ODN-controle (OVA+ODN). Os camundongos foram reforcados aos 10 dias pés-
imunizacdo e sacrificados 7 dias depois. Os esplendcitos foram cultivados com anticorpos
anti-CD3, lipopolissacaride (LPS) ou OVA. Os sobrenadantes foram coletados apés 24
(anti-CD3 e LPS) ou 72 horas (LPS e OVA) e a producéo de citocinas foi avaliada por
ELISA.

A producéo de IFN-g nas culturas de células dos animais que receberam ODN-CpG
foi mais elevada, apos estimulo antigeno especifico com OVA (Fig. 4A) bem como com
estimulos policlonais como anti-CD3 (Fig. 4B) e LPS (Fig. 4C), quando comparados aos
grupos control es.

O préximo passo foi investigar se 0 aumento da producéo de IFN-g poderia ser
devido a uma maior producéo de IL-12. Para isso, analisamos a producéo de IL-12p40 e
IL-12p70 nos sobrenadantes de cultura de esplendcitos estimulados com LPS. O grupo que
recebeu CpG teve niveis basais de IL-12p40 mais elevados em relagdo aos outros grupos,
mas em niveis similares ao grupo OVA e inferiores ao detectado no grupo OVA+ODN
apos estimulo com LPS (Fig. 4D). Além disso, o grupo OVA+ODN apresentou maior
producdo de IL-12p40 em relacdo ao grupo OVA. Néo foi detectavel a IL-12p70 em
nenhum dos sobrenadantes de cultura avaliados apds 24 horas de estimulo com LPS.

A producédo de IL-4 por esplendcitos estimulados com antigeno especifico (Fig. 6A)
ou com anticorpos anti-CD3 (Fig. 5B) nao diferiu entre os grupos de animais analisados.

No grupo que recebeu CpG, a producédo de IL-10 com estimulo especifico foi
semelhante aos niveis basais (Fig. 5C), diferente dos outros grupos que mostram um
aumento na producdo de IL-10 quando estimulados com OVA. A producéo de IL-10
induzida por LPS dos camundongos do grupo OVA+CpG e OVA+ODN foi
significativamente diminuida em relacéo ao grupo OV A (Fig. 5D).

Estes resultados mostram que, em paralelo a inibicdo da resposta IgE, ha inducéo
de uma resposta de padréo Thl pelo CpG naimunizagdo neonatal com OV A, caracterizada
pelo aumento da producéo de IFN-g e 1gG2a.
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Fig. 4: Efeito do ODN-CpG naimunizacdo neonatal com OVA na produgdo das citocinas IFN-ge
IL-12. Camundongos com 3 dias de idade foram imunizados com OV A e refor¢ados aos 10
dias pos imunizagdo (dpi). Grupos de camundongos receberam ODN-CpG (OVA+CpG) ou
ODN-controle (OVA+ODN) na imunizacdo e reforco com OVA. Os animais foram
sacrificados aos 20 dias de idade e os esplendcitos foram cultivados com 200 nmg/mL OVA
por 72 horas (A) ou com 1 ng/mL de anticorpos anti-CD3 (B) ou 50 ng/mL de LPS (C e
D) por 24 horas para obtencdo dos sobrenadantes serem analisados por ELISA (n= 5-
9/grupo). As barras representam a média e o erro padréo. *p< 0,05 em relagdo ao grupo
OVA; #p= 0,05 em relacdo ao grupo OVA+ODN.
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Fig. 5: Efeito do ODN-CpG na imunizagdo neonatal com OV A na producdo das citocinas IL-4 e
IL-10. Camundongos com 3 dias de idade foram imunizados com OV A e refor¢ados aos 10
dias pds imunizacéo (dpi). Grupos de camundongos receberam ODN-CpG (OVA+CpG) ou
ODN-controle (OVA+ODN) na imunizagdo e reforco com OVA. Os animais foram
sacrificados aos 20 dias de idade e os esplendcitos foram cultivados com 1 ng/mL de
anticorpos anti-CD3 por 24 horas (B, D) ou com 200 ng/mL de OVA (A, C) ou 50 ng/mL
de LPS (D) por 72 horas para obtencéo dos sobrenadantes a serem analisados por ELISA
(n= 5-9/grupo). As barras representam a média e o erro padréo. *p< 0,05 em relagdo ao
grupo OVA.
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4.4 Associacio do ODN-CpG diminui os niveis de IgE e aumenta IgG2a na

imunizacio de camundongos com extrato de acaro Blomia tropicalis

Para avaliarmos o efeito do ODN-CpG associado a imunizacdo com outro alérgeno,
realizamos a andlise com o0 &caro Blomia tropicalis (Bt). Grupos de animais de 8 a 10
semanas de idade foram imunizados com Bt e co-administrados ou ndo de ODN-CpG (Bt +
CpG) ou ODN-controle (Bt + ODN). Os animais foram reforcados somente com Bt aos 14
e 21 dias apds a imunizagdo e sangrados no 28° dia pos-imunizacdo. No protocolo de
Imunizagdo neonatal, grupos de animais com 3 dias de idade foram imunizados com Bt
associado a0 ODN-CpG (Bt+CpG) ou ODN-controle (Bt+ODN). Os animais foram
reforcados com Bt aos 10, 30 e 37 dias pds-imunizacdo, recebendo ODN no primeiro
reforco, e sangrados aos 47 dias de idade.

Para estabelecer o protocolo de imunizagdo neonatal com Bt foi necessario testar
variadas concentragbes de antigeno para indugdo da resposta humoral. Foi necesséario
aumentar a dose de antigeno em relagdo ao protocolo estabelecido para os camundongos
adultos. Neste protocolo de imunizacdo ndo observamos producdo de anticorpos IgE anti-
Bt, portanto avaliamos os niveis séricos de IgE total. Como observado nos animais
imunizados com OV A, houve uma significante diminuicdo nos niveis de anticorpos IgE
anti-Bt no grupo que recebeu ODN-CpG associado ao Bt, que foram detectaveis em menos
de 30% dos animais, em relacdo a freqiiéncia acima de 85% no grupo imunizado apenas
com Bt (Fig. 6A). Também foi observado um menor nivel de IgE anafilaticas nos
camundongos adultos que receberam o ODN-CpG (Fig. 6B). Além disto, diferente da
imunizagdo com OVA, os animais adultos que receberam ODN-CpG (Bt + CpG)
apresentaram titulos diminuidos de 1gG1 anti-Bt em relagdo aos animais imunizados
apenas com Bt ou Bt associado ao ODN-controle (Fig. 6C). A associacdo de CpG
promoveu um aumento significativo de anticorpos 1gG2a em relagdo ao grupo controle
(Fig. 6C).

Como néo foi detectavel, aos 47 dias de idade, a producéo de anticorpos IgE anti-
Bt, foi realizada uma avaliacéo apés trés meses da imunizacdo. Neste periodo, os animais
gue receberam ODN-CpG no periodo neonatal apresentaram niveis de IgE anti-Bt
significantemente diminuidos em relaco ao grupo que recebeu o0 ODN-controle (Fig. 7A).
Entretanto, a producdo de anticorpos 1gG1 e 1gG2a foi semelhante entre os trés grupos
(Fig. 7B e 7C).
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Os resultados mostram que a utilizagdo de ODN-CpG em associagdo ao extrato de
Blomia tropicalis € capaz de diminuir a producdo de anticorpos IgE e estimular a producéo
de 1gG2a naimunizag&o neonatal.
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Efeito do ODN-CpG na imunizagdo com Bt de camundongos neonatos e adultos na
producdo de anticorpos. Camundongos com 8 a 10 semanas de idade foram imunizados e
reforcados aos 14 e 21 dias poés-imunizagdo. Camundongos com 3 dias de idade foram
imunizados com Bt e refor¢ados aos 10, 30 e 37 dias pos imunizagdo (dpi) com Bt. Grupos
de camundongos receberam ODN-CpG (Bt + CpG) ou ODN-controle (Bt + ODN) na
imunizagdo. Os animais foram sangrados 7 dias apés o Ultimo reforgo. Os soros obtidos
foram analisados individualmente por ACP para determinacdo de anticorpos IgE anti-Bt
(A) ou por ELISA para determinacéo dos titulos de IgE total (B), 1gG1 (C) e IgG2a (D)
anti-Bt. Os tragos representam o valor da mediana. *p< 0,05 em relac&o ao grupo Bt.
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Fig. 7: Efeito do ODN-CpG imunizacdo neonatal com Bt na producdo de anticorpos IgE, 1gGl e
1gG2a apos trés meses. Camundongos com 3 dias de idade foram imunizados com Bt e
reforgados aos 10, 30 e 37 dias pds imunizagdo (dpi) com Bt. Os animais receberam novo
reforco com Bt 3 meses apds aimunizacdo e foram sangrados 7 dias ap6s o Ultimo reforco.
Grupos de camundongos receberam ODN-CpG (Bt+CpG) ou ODN-controle (Bt+ODN) na
imunizac&o e no primeiro reforgo. Os soros obtidos foram analisados individual mente por
ACP para determinacdo de anticorpos IgE (A) e por ELISA para determinacdo de
anticorpos 1gG1 (B) e 1gG2a (C) anti-Bt. Os tragos representam o valor da mediana. #p<
0,05 em relacdo ao grupo Bt+ODN.

43



4.5 Efeito do ODN-CpG na imuniza¢io de camundongos adultos com OVA e Bt na

producio de anticorpos

Nosso proximo passo foi analisar o potencia modulatério do ODN-CpG na
imunizagdo simultanea com dois alérgenos distintos. Para realizarmos esta investigacao,
grupos de animais de 8 a 10 semanas de idade foram imunizados com OVA e Bt
associados a0 ODN-CpG (Bt + CpG) ou ODN-controle (Bt + ODN). Os animais foram
reforcados com OVA e Bt aos 14 e 21 dias pos-imunizagéo e sangrados no 28° dia pos-
Imunizagao.

Como podemos observar na Figura 8, a associacdo de ODN-CpG na imunizagdo
com dois aérgenos foi capaz de diminuir a producdo de anticorpos IgE anti-OVA (Fig.
8A), bem como a producdo de anticorpos IgE anti-Bt (Fig. 8B). Comparando-se 0s
protocolos de imunizacéo realizados somente com OVA ou com Bt, nota-se que o efeito
inibitério do ODN-CpG na producdo de IgE foi semelhante ao dos animais imunizados
com dois a érgenos.

Além disso, ao avaliarmos a producéo de anticorpos IgG anti-OVA, observamos
uma diminuicdo dos niveis de anticorpos IgGl (Fig. 9A) e aumento dos niveis de
anticorpos 1gG2a (Fig. 9B). Apesar dos niveis de 1gG2a anti-Bt serem inferiores aos de
anti-OVA, um aumento da producéo de IgG2a foi detectdvel com a associagdo do CpG na
imunizacéo dos animais (Fig. 9D).

Estes resultados mostram que a associacdo de CpG na imunizacdo simultanea com
dois alérgenos distintos, OVA e Bt, também é capaz de interferir na resposta a ambos os

antigenos de maneira semel hante & imunizacéo realizada separadamente.



2560

(-2
S
o

1
>

804

160 A

IgE anti-OVA
(Titulo de ACP)
8
1 1
| ]
»
>
*
I
IgE anti-Bt
(Titulo de ACP)

1
<
-
o

1
n
>
>

*

-
o
1

o
q
q
q
q

= OVA/Bt A OVA/Bt + ODN v OVA/Bt + CpG

Fig. 8: Efeito do ODN-CpG na producdo de anticorpos IgE de animais adultos na imunizacdo
simultanea de OVA e Bt. Camundongos com 8 a 10 semanas de idade foram imunizados
com OVA e Bt e reforcados com ambos os antigenos aos 14 e 21 dias pos-imunizaggo.
Grupos de camundongos receberam ODN-CpG (OVA/Bt + CpG) ou ODN-controle
(OVA/Bt + ODN) naimunizagdo. Os animais foram sangrados no 28° dia pds-imunizago.
Os soros obtidos foram analisados individuamente por ACP para determinacdo de
anticorpos IgE anti-OVA (A) e IgE anti-Bt (B). Os tracos representam o valor da mediana.
*p< 0,05 em relacéo ao grupo OV A/Bt; #p< 0,05 em relagdo ao grupo OVA/Bt + ODN.
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Fig. 9: Efeito do ODN-CpG na producdo de anticorpos IgGl e 1gG2a anti-OVA de animais
adultos na imunizagdo simultanea de OVA e Bt. Camundongos com 8 a 10 semanas de
idade foram imunizados com OV A e Bt e reforcados com ambos os antigenos aos 14 e 21
dias pos-imunizacdo. Grupos de camundongos receberam ODN-CpG (OVA/Bt + CpG) ou
ODN-controle (OVA/Bt + ODN) na imunizagdo. Os animais foram sangrados no 28° dia
pos-imunizagdo. Os soros obtidos foram analisados individualmente por ELISA para
determinacdo de anticorpos IgG1l e IgG2a anti-OVA (A e B) e anti-Bt (C e D). As barras
representam a media e o erro padrdo. *p< 0,05 em relacéo ao grupo OVA/BLt; #p< 0,05 em
relacdo ao grupo OVA/Bt + ODN.
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4.6 Linfocitos T de camundongos neonatos apresentam maior expressio de

moléculas B7 apos estimulo antigénico do que células de camundongos adultos

Prosseguimos com a avaliacdo da caracteristica da resposta antigeno especifica em
camundongos, para isso analisamos a expressdo de moléculas coestimulatorias em
linfocitos T CD4+ apls estimulo in vitro com OVA. Desta vez, foram utilizados
esplendcitos de camundongos DO11.10 com 10 dias de idade ou de 6 a 8 semanas, para
comparagao entre camundongos neonatos e adultos, respectivamente. A expressdo de
moléculas CD28, CTLA-4, ICOS, B7.1 e B7.2 foi avaliada por citometria de fluxo apés
24, 48 e 72 horas de estimulo com OVA.

Ao compararmos a expressdo de moléculas CD28 em neonatos e adultos,
observamos 0 aumento da expressdo desta molécula nos linfocitos T de adultos apos 72
horas de estimulo (Fig. 10A). Também houve aumento no percentual (~25%) de células
CD4+CD28+ neste periodo. Esta regulacdo da expressdo de CD28 nédo foi observada nos
linfécitos T de neonatos, mantendo-se em niveis basais (~7%).

Por outro lado, a expressdo de CTLA-4 é aumentada em ambos os grupos. Este
aumento inicia-se apds 48 horas (16-26%) de estimulo e permanece apds 72 horas (~37%,
Fig. 10B). A adicéo de ODN-CpG na cultura de células inibiu 0 aumento da expressdo das
moléculas CD28 e CTLA-4, mantendo-as em nivels semelhantes as cdulas ndo
estimuladas.

Na avaliacdo da molécula ICOS, os resultados mostraram um aumento da
expressao nas células estimuladas com OVA (Fig. 11A). O ODN-CpG regula
negativamente a expressdo de ICOS, porém, quando analisamos diferentes concentracdes
de CpG, vemos que a regulacdo em adultos ocorre a partir de 0,1ug/mL enquanto em
neonatos € necessaria uma concentracdo 10 vezes maior (Fig. 11A e 12A).

Tem sido descrito que a expressdo de moléculas B7 em linfécitos tem um carater
inibitério, pela ligacdo as moléculas CTLA-4 expressas pelas células vizinhas. Para
investigarmos se expressdo de moléculas B7 estaria envolvida na relativa “imaturidade’
neonatal, analisamos a expressdo de moléculas B7.1 e B7.2 em linfocitos T CD4+.
Interessantemente, a expressao de moléculas B7.1 (Fig. 11B e 12B) e B7.2 (Fig. 11C e
12C) teve um aumento acentuado nos linfocitos T de camundongos neonatos, comparado
com um modesto aumento em camundongos adultos. Além disso, o CpG foi capaz de

diminuir a expressdo das moléculas B7 tanto em neonatos como adultos.
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Fig. 10: Efeito da adicdo de CpG em cultura de esplendcitos na expressdo de moléculas CD28 e
CTLA-4 de linfécitos T CD4+. Esplendcitos de camundongos DO11.10 com 10 dias de
idade (2 experimentos com n=3) ou de 6 a 8 semanas (2 experimentos com n=2) foram
cultivados por 3 dias sob estimulo de OVA (100 pg/mL) associada a 10 ug/mL de CpG
(OVA+CpG) ou ODN-controle (OVA+ODN). O percentua e intensidade média de
fluorescéncia (MFI) da expresséo das moléculas CD28 (A) e CTLA-4 (B) foram avaliado
apos 24, 48 e 72 horas, por citometria de fluxo, na populaco CD4+ (10.000 eventos). As
barras representam a média e erro padrdo (A) ou ilustram um experimento (B).
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Fig. 11: Percentual de expressdo de ICOS e B7 em linfécitos T estimulados in vitro com OVA
associada ao CpG. Esplendcitos de camundongos DO11.10 com 10 dias de idade (4
experimentos com n=3) ou de 6 a 8 semanas (3 experimentos com n=2) foram cultivados
por 3 dias sob estimulo de OVA (100 pg/mL) associada a0 CpG em diferentes
concentracdes (0,1 — 10 ug/mL). O percentual da expressdo das moléculas ICOS (A),
B7.1 (B) e B7.2 (C) foi avaliado apds 24, 48 e 72 horas, por citometria de fluxo, na
populacdo CD4+ (10.000 eventos). As barras representam a média e erro padréo. *p< 0,05
em relacdo ao estimulo com OVA.
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Fig. 12: Intensidade média de fluorescéncia de expressdo de ICOS e B7 em linfocitos T
estimulados in vitro com OVA associada ao CpG. Esplendcitos de camundongos
DO011.10 com 10 dias de idade (4 experimentos com n=3) ou de 6 a 8 semanas (3
experimentos com n=2) foram cultivados por 3 dias sob estimulo de OVA (100 pg/mL)
associada ao CpG em diferentes concentragtes (0,1 — 10 pg/mL). A intensidade média de
fluorescéncia (MFI) da expressdo das moléculas ICOS (A), B7.1 (B) e B7.2 (C) foi
avaliada apds 24, 48 e 72 horas, por citometria de fluxo, na populacdo CD4+ (10.000
eventos). As barras representam a média e erro padréo. *p< 0,05 em relagéo ao estimulo
com OVA.
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4.7 Analise de expressio de moléculas coestimulatorias em linfocitos T de

camundongos neonatos e adultos apos estimulo policlonal

Prosseguindo com a investigacdo da expressdo de moléculas coestimulatorias em
linfocitos T, avaliamos a expressdo de moléculas B7 e CD28 em linfécitos T CD4+ de
camundongos BALB/c. Para analisarmos se 0 aumento da expressdo de moléculas B7
observado nos linfécitos T CD4+ de camundongos DO11.10 neonatos € dependente da
interacdo do linfécito com a célula apresentadora, realizamos culturas de esplendcitos de
camundongos BALB/c na presencade 1 ng/mL de anti-CD3. Também foi avaliado o efeito
da adicdo de 1 ng/mL de CpG na cultura, esta concentragdo foi escolhida por ter
apresentado maior efeito modulatério nas células de camundongos DO11.10.

Como mostrado nas figuras 13 e 14, o estimulo com anti-CD3 promoveu aumento
da expresséo das moléculas CD28 e B7.2, tanto em neonatos como em adultos. Diferente
dos resultados obtidos anteriormente com as células de camundongos DO11.10, ndo
observamos diferencas entre neonatos e adultos no percentua e na intensidade de
fluorescéncia de expressdo de nenhuma das moléculas avaliadas. Além disso, o CpG néo
suprimiu a expressao destas moléculas. Ao contrério, 0 CpG parece aumentar a expressao
de B7.2 em camundongos adultos e neonatos.

Estes resultados sugerem que a diferenca na expressdo de moléculas
coestimulatérias entre camundongos neonatos e adultos, detectada apos estimulo Ag-
especifico, dependa da participacdo de células apresentadoras na ativagado dos linfécitos T,

contrastando quando o estimulo é realizado diretamente nos linfécitos T.
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Fig. 13: Andlise da expressdo de CD28, B7.1 e B7.2 em linfécitos T CD4+ estimulados in vitro

com anti-CD3 na presenca de ODN-CpG. Esplendcitos de camundongos BALB/c com 10
dias de idade (4 experimentos, n=2 animais/expto) ou de 6 a 8 semanas (4 experimentos,
n=2 animaig/expto) foram cultivados por 48 horas sob estimulo de anti-CD3 (1 pg/mL)
associada a0 ODN-CpG (1,0 pg/mL). O percentua da expressdo das moléculas CD28,
B7.1 e B7.2 em linfécitos T CD4+ foram avaliados apds 24 e 48 horas, por citometria de
fluxo, na populacdo CD4+ (10.000 eventos). As barras representam a média e erro

padrao.
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4.8 Efeito in vitro do CpG associado ao estimulo antigénico na producao de citocinas

Para avaliarmos o efeito do CpG na producéo de citocinas induzida pelo antigeno
foram utilizados esplendcitos de camundongos DO11.10 com 10 dias de idade ou de 6 a 8
semanas, para comparagéo entre camundongos neonatos e adultos, respectivamente. As
células foram estimuladas com OVA na presenca de diferentes concentragdes de CpG e
apos 24, 48 e 72 horas 0 sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas por ELISA.

Os resultados mostraram que a producdo de IFN-y em camundongos neonatos foi
menor do que em camundongos adultos apo6s estimulo com OVA (Fig. 15A). Apesar da
associagcdo do CpG induzir um aumento na producdo de IFN-y, os niveis observados nas
culturas de células de neonatos mantiveram-se menores do que nas culturas de adultos.

Em relacdo a IL-4, observamos que a producdo desta citocina nos neonatos € mais
tardia, mas atinge niveis semelhante aos adultos (Fig. 15B). O CpG foi capaz de modular
negativamente a producéo de IL-4 em ambas as idades.

ApoGs estimulo com OV A, os niveis de IL-10 foram baixos em todos os periodos. A
associagdo do CpG ao estimulo antigénico aumentou a producdo de IL-10, tanto em

neonatos como em adultos, que se manteve durante as 72 horas analisadas (Fig. 15C).
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Fig. 15: Producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de esplendcitos estimulados in vitro
com OVA associada ao CpG. Esplendcitos de camundongos DO11.10 com 10 dias de
idade (4 experimentos com n=3) ou de 6 a 8 semanas (3 experimentos com n=2) foram
cultivados por 3 dias sob estimulo de OVA (100 pg/mL) associada ao CpG em diferentes
concentragdes (0,1 — 10 pg/mL). ApGs 24, 48 e 72 horas os sobrenadantes foram
coletados e anaisados por ELISA para dosagem de IFN-y (A), IL-4 (B) e IL-10 (C). As
barras representam a média e o erro padréo. *p< 0,05 em relaco ao estimulo com OVA.
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4.9 Efeito in vitro do ODN-CpG na inducio de células T regulatorias apds estimulo

antigénico

Para avaliar se o efeito imunoestimulatorio do CpG poderiater algum envolvimento
na supressdo de linfocitos T regulatérios (Treg), nds analisamos a indugdo de células T
CD4+ CD25hi Foxp3 ap6s cultura de esplendcitos de camundongos DO11.10 com OVA.
Apobs periodo de 72 horas de cultura, as células foram coletadas e o nimero de Treg foi
guantificado por citometria de fluxo.

Como mostrado na figura 16, o nimero de células Treg apds estimulo com OVA é
consideravelmente maior do que na auséncia de estimulo, indicando a geracéo de células
Treg apos estimulo antigénico. Entretanto, quando associamos o CpG ao estimulo com
OVA, o numero de células T regulatorias diminui cerca de 50% em relacdo a cultura
estimulada somente com OV A. Este efeito foi observado tanto na cultura de linfécitos de
neonatos quanto na de adultos. Interessantemente, 0 nUmero de Treg geradas na cultura de
células de neonatos estimuladas com OV A foi significantemente menor do que em adultos.
Este resultado contrasta com o perfil imunologico do neonato, o qual esta mais susceptivel
a inducdo de tolerancia. Evidenciamos que as populacbes celulares, sgam efetoras ou

reguladoras, sdo quantitativamente menores na fase neonatal .

56



10.0-

9

g —1Basal —
g 7.59 N OVA
_ _,j_’ [ m OVA+CpG
9 5.0

a *

o —_

3 254

fa)

o

Neonatos Adultos
B
Neonatos Adultos
M L R
107 2,4% 109 . 6.’4%

102

CD25PE

=
1

T T T
100 101 102 103 10+
FOXPIFITC

10t 102 10?7 10+
FOXP3 FITC

Fig. 16: CpG suprime a inducdo de linfocitos T regulatérios apos estimulo antigénico in vitro.
Esplendcitos de camundongos DO11.10 com 10 dias de idade (n=4 animais) ou de 6 a 8
semanas (3 animais) foram cultivados por 72h com 100 ug/mL de OVA na presenca ou
ndo de ODN-CpG (4). Figura B apresenta um histograma ilustrativo da diferenca do
nimero de células Treg geradas em neonatos e adultos apds estimulo com OV A por 72h.
*p=<0,05.
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4.10 Avaliacido da influéncia do ODN-CpG na expressiao de TLR-9 em linfécitos B de

camundongos neonatos e adultos

Apoés a andise do efeito do CpG na ativagéo de linfocitos T de camundongos em
fase precoce de vida, tornou-se interessante investigar o efeito do CpG em células
apresentadoras de antigeno. Neste sentido, iniciamos a avaliagdo da expressdo de TLR-9,
receptor responsavel pelo reconhecimento do CpG, em linfécitos B de camundongos. Para
isso, foi realizada cultura de esplendcitos de camundongos A/Sn com 10 dias de idade e de
camundongos adultos com anticorpos anti-IgM ou CpG. A expresséo de TLR-9 foi
avaliada por citometriaintracelular apos 24, 48 e 72 horas de estimulo.

A expressao de TLR-9 em linfécitos B em repouso é muito baixa, aumentando apds
aativacdo celular (BERNASCONI et al., 2003). Destaforma, ndo foi possivel detectar, por
citometria, a expressdo de TLR-9 em células ndo estimuladas, tanto nos camundongos
adultos quanto nos animais de 10 dias de idade. Entretanto, apos 48 horas de estimulo com
CpG, foi observado um aumento de cerca de 20% na expressao de TLR-9 em linfécitos B
de camundongos adultos (Fig. 17). Este efeito ndo foi observado nas células de
camundongos com 10 dias de idade, as quais se mantiveram em niveis basais de expressao,
menos de 1% (Fig. 17), mesmo apds 72 horas de estimulo com CpG (dados néo
mostrados). O estimulo com anticorpos anti-lgM ndo influenciou na expressao de TLR-9
dos grupos analisados.

Estes resultados mostram maior sensibilidade dos linfécitos B adultos em relacdo

aos linfécitos B neonatais ao estimulo com CpG.
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Fig. 17: Efeito do CpG em cultura de esplendcitos na expressdo de TLR-9 de linfocitos B.
Esplendcitos de camundongos A/Sn com 10 dias de idade ou adultos foram cultivados
com ODN-CpG. A expresséo intracelular de TLR-9 foi avaliada ap6s 24 e 48 horas por
citometria de fluxo, na populacdo B220+ (10.000 eventos). Os nUmeros presentes no
histograma representam os valores de intensidade média de fluorescéncia das células ndo
estimuladas (acima) e estimuladas (abaixo em negrito). A figura representa resultados de
um de dois experimentos realizados.
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4.11 Avaliacao da expressao de t-bet e IFN-y em linfocitos B purificados

Nossos resultados mostraram uma menor expressao de TLR-9 em linfécitos B de
neonatos apds ativacdo com CpG, em relacdo as células de camundongos adultos.
Prosseguindo com as investigagdes, avaliamos a expressdo do fator de transcri¢éo t-bet e
IFN-g por RT-PCR quantitativo. Para isso, os linfocitos B foram, primeiramente, isolados
através de selecdo negativa em coluna magnética. A pureza foi avaliada por citometria,
obtendo niveis acima de 90% de linfocitos B. Apds 30, 90 e 180 minutos de estimulo com
10 pg/mL de CpG €/ou 10 ug/mL anti-IgM, as células foram congeladas em RNA later
(Sigma-Aldrich). Posteriormente, 0 RNA foi isolado, reversamente transcrito para cONA e
realizada a reacdo de cadeia da polimerase para andlise da expressdo de b-actina, t-bet e
IFN- vy.

Conforme mostra a figura 18, ndo foi possivel observar aumento da expresséo de
RNA para t-bet pelo estimulo com CpG nos tempos analisados. Segundo alguns trabalhos
sugerem, o CpG seria capaz de induzir a troca de classes de imunoglobulinas pela inducéo
da expressdo de t-bet, independentemente da presenca de IFN-y. Entretanto, parece ser
necessario maior tempo de estimulo para que sua expressao seja quantificada.

Ao avaliarmos a expressdo de RNA para IFN-y, observamos um aumento de
expressdo pelas células de camundongos adultos apos 3 horas de estimulo com CpG
associado ou ndo a anti-lgM. Este aumento ndo foi observado pelas células de
camundongos neonatos, as quais mantiveram expressdo aproximadamente 100 vezes
menor (Fig. 18 e 19).
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Fig. 18: Andlise daexpressdo det-bet e IFN-y em linfdcitos B de camundongos neonatos e adultos
estimulados com CpG. Linfdcitos B purificados de bago de camundongos A/Sn com 20
dias de idade (3 experimentos, n=3 animais/expto) ou de 6 a 8 semanas (3 experimentos,
n=3 animais/expto) foram cultivados por 30 (A e D), 60 (B e E) e 180 minutos (C e F)
sob estimulo de ODN-CpG (10 ug/mL) €/ou anti-IgM (10 pg/mL). A andlise da expressao
de t-bet (A — C), IFN-y (D — F) e o controle interno beta-actina foi realizada por PCR em
tempo real com SYBR Green. Os resultados estéo expressos como nimero de cdpias de t-
bet ou IFN-y por 10° copias de p-actina.
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Fig. 19: Andise da expressdo de IFN-y em linfécitos B de camundongos neonatos e adultos
estimulados com CpG. Linfdcitos B purificados de bago de camundongos A/Sn com 20
dias de idade (3 experimentos, n=3 animais/expto) ou de 6 a 8 semanas (3 experimentos,
n=3 animais/expto) foram cultivados por 30, 60 e 180 minutos sob estimulo de ODN-
CpG (10 pg/mL) €/ou anti-IgM (10 ug/mL). A andlise da expressdo de IFN-y e o controle
interno beta-actinafoi realizada por PCR em tempo real com SYBR Green. Os resultados
est&0 expressos como nimero de copias de t-bet ou IFN-y por 10° cpias de B-actina.
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4.12 Analise da ativacdo de linfocitos B de camundongos neonatos e adultos pela

expressao de moléculas coestimulatorias apos estimulo in vitro com CpG

Para verificar se a auséncia do aumento de expressdo de TLR-9 em linfocitos B
poderia estar relacionada com uma baixa resposta funcional, nés analisamos a expressao
dos marcadores de ativacdo B7.1 e B7.2 e a producéo de citocinas. Nesta etapa, realizamos
cultura de esplendcitos ou linfocitos B purificados de camundongos BALB/c na presenca
de 1ng/ml de CpG por 24 horas.

Na cultura de esplendcitos estimulados com CpG, observamos uma diminui¢cdo na
expressdo de B7.2 em linfécitos B de camundongos neonatos em comparacao com células
de adultos (Fig. 20). Entretanto, quando linfocitos B purificados foram estimulados, a
expressao de B7.2 em adultos foi similar ao de neonatos. I nteressantemente, a expressao de
B7.1 e B7.2 foi mais baixa na cultura de linfécitos B purificados do que na cultura de
esplendcitos, tanto em neonatos como em adultos, sugerindo que outras populactes
celulares possam contribuir para a ativagdo de linfocitos B, provavelmente por citocinas
induzidas pelo CpG.

Quando avaliados os niveis de citocinas no sobrenadante de cultura, os resultados
mostram diminui¢do de IL-6 (Fig. 20E) e aumento de IL-10 (Fig. 20F) na cultura de
células de neonatos em relacéo a cultura de células de adultos, indicando um maior efeito
supressor do que pro-inflamatério. Além disso, observamos que os niveis de MCP-1, uma
guimiocina relacionada com a resposta Th2, € induzida pelo CpG somente na cultura de
células de neonatos, mas ndo de adultos (Fig. 21).

Estes resultados mostram que os linfocitos B de camundongos neonatos apresentam
diferencas funcionais, qualitativas e quantitativas, na ativacdo com o ODN-CpG em
relacdo as células de camundongos adultos. Estas diferencas podem estar envolvidas na

menor eficiénciado CpG na modulagdo da resposta ao alérgenos.
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Fig. 20: CpG induz expressdo de B7.2 e producéo de IL-6 mais elevadas em linfocitos B de
camundongos adultos e maiores niveis de IL-10 por linfocitos B de camundongos
neonatos. Esplendcitos (4-B) ou linfécitos B purificados (C-F) de camundongos BALB/c
com 10 dias (5 animais) ou 6-8 semanas de idade (4 animais) foram cultivados por 24 h
com ODN-CpG (1,0 ng/mL). A intensidade média de fluorescéncia (MFI) da expressao
das moléculas B7.1 (4 e C) e B7.2 (B e D) em linfécitos B foi avaliada por citometria de
fluxo (10.000 eventos). Sobrenadantes de cultura de linfécitos B purificados foram
coletados para dosagem das citocinas IL-6 (E) e IL-10 (F). *p<0.05.
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Fig. 21: Andlise da producdo da quimiocina MCP-1/CCL2 induzida por CpG em cultura de
células de neonatos. Linfacitos B purificados ou esplendcitos de camundongos BALB/c
com 10 dias de idade (4 experimentos, n=2 animais/expto) ou de 6 a 8 semanas (4
experimentos, n=2 animais/expto) foram cultivados por 24 horas sob estimulo de ODN-
controle ou ODN-CpG (1,0 pg/mL). Sobrenadantes foram coletados e a dosagem de
MCP-1 realizada pelo método de CBA (Cytometric Bead Array). As barras representam a
média e erro padrdo. *p=<0.05.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho evidenciamos o efeito imunomodulatério do CpG na fase neonatal,
caracterizado pela inducéo de resposta Thl e redugdo da producéo de anticorpos IgE aos
alérgenos OV A e Bt. Entretanto, algumas peculiaridades do sistema imunol 6gico neonatal,
como 0 aumento tardio da expressdo de TLR-9 em linfécitos B, interferem na resposta
inata, no papel adjuvante de PAMPs como o CpG e no desenvolvimento da resposta
adaptativa, visto que seu efeito em camundongos adultos é mais pronunciado. Por outro
lado, 0 CpG é capaz de estimular o sistema imune neonatal e diminuir a expressdo das
moléculas B7 em linfécitos T CD4+. Moléculas que, quando expressas em linfécitos T
CD4+, desempenham um papel inibitdrio e, como mostrado no presente trabalho, estdo
mais elevadas nos linfocitos T CD4+ de camundongos neonatos do que camundongos
adultos apos estimulo antigénico in vitro. Outra peculiaridade do neonato foi que o CpG
promove maior producdo de citocinas anti-inflamatérias do que pré-inflamatérias por
linfocitos B.

O periodo neonatal de camundongos é marcado pela predisposicdo ao
desenvolvimento de resposta Th2, que propicia o desenvolvimento da resposta aérgica
(BOT et d., 1997, 1998), com atos niveis de IL-4 e baixa secrecdo de IFN-g,
essencialmente devido & diminuida producéo de IL-12 pelas APCs (LEE et a., 1996).
Além disso, alguns autores sugerem que a protecéo contra o desenvolvimento de respostas
alérgicas e uma rapida maturacéo das funcdes relacionadas a resposta Thl no periodo pos-
natal, ou mesmo a imunomodulacdo materna, sdo estratégias Unicas para a profilaxia da
asma (HOLT e a. 2005 RIGATO e a. 2009). A administracdo de
oligodeoxinucleotideos contendo a sequiéncia CpG (ODN-CpG) nas imunizagdes neonatais
com OVA ou com Bt mostrou-se capaz de diminuir a producdo de anticorpos anafilaticos
IgE, um isotipo dependente de citocinas Th2. Em paralelo, houve um aumento dos niveis
de anticorpos 1gG2a, sugerindo um efeito adjuvante, porém menos eficaz do que em
adultos, do ODN-CpG nainducéo de citocinas do tipo Thl.

Ao compararmos a eficiéncia modulatoria do CpG nas imunizagdes com OVA em
camundongos adultos e neonatos, observamos um maior efeito modulatério na producéo de
anticorpos anafiléticos em adultos. Os niveis de anticorpos IgE especificos, entre os
animais imunizados com OVA que receberam CpG, foram maiores em neonatos numa

proporcao de cinco vezes em relacdo ao grupo de camundongos adultos. Também, os
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titulos de 1gG1l andfilaticos foram suprimidos somente nos grupos de camundongos
adultos. A sintese de anticorpos IgG1 anafilaticos € dependente de IL-4 e inibida por IFN-g
elL-12 (FAQUIM-MAURO et a., 1999). No nosso trabalho, observamos um aumento da
producdo de IFN-g no grupo de camundongos neonatos que recebeu CpG associada a
OVA, porém ndo foi suficiente para regular a sintese de IL-4 e anticorpos 1gGl
anafiléticos. Apesar de haver diferenca nas doses, tanto do antigeno quanto de CpG, entre
0S grupos de imunizacdo neonatal e adulta, é provavel que a imaturidade do sistema
imunolégico do neonato, especialmente do eixo Thl, sga responsavel pela menor
eficiéncia do CpG na inibicdo da resposta IgE de camundongos imunizados no periodo
neonatal .

A OVA é uma proteina imunogénica, considerada um aérgeno alimentar capaz de
induzir uma potente resposta imunol 6gica com padréo misto Th1/Th2, o extrato de Bt é um
alérgeno capaz de sensibilizar individuos atopicos (RIZZO et al., 1993; ARRUDA et d.,
1997) e de promover a producdo de IgE e inflamac&o pulmonar com infiltracdo neutrofilica
em camundongos A/Sn (SATO et a., 2002; CARVALHO et al., 2004). Além disso, o Bt
possui peculiaridades a ergénicas, como a presenca de fracdes capazes de induzir respostas
T-independentes (SATO et a., 2002; MORI et al., 2005), que podem explicar o fato da
imunizacdo neonatal ndo induzir resposta IgE priméaria. Apesar das diferencas
imunogénicas destes antigenos, o efeito modulatorio do CpG foi semelhante nos dois
protocol os de imunizagéo neonatal .

O CpG parece exercer um efeito terapéutico na resposta IgE. Este efeito pode ser
observado, pelo menos em adultos, até trés meses apds imunizagcdo sem nova dose de CpG,
embora possa ser necessaria nova aplicacdo do CpG para manutencdo do controle da
resposta IgE. Além disso, a associacdo do CpG mostrou-se eficaz em modelo de
imunizagdo com dois antigenos, modelo que, como mostrado anteriormente (OLIVEIRA et
al., 2005), potencializa a producéo de IgE principalmente para OVA.

Em relacdo a producdo de citocinas, os animais gque receberam ODN-CpG na
imunizacéo neonatal com OV A mostraram, aos 20 dias de idade, um aumento da producédo
de IFN-g e uma menor producéo de IL-10 apds estimulos policlonais. A diminuicdo dos
titulos de anticorpos IgE e aumento dos anticorpos 1gG2a especificos na imunizagéo
neonatal podem ser, pelo menos em parte, devido ao aumento da producéo de IFN-g. Este

efeito também é observado na vacinacdo neonatal, onde camundongos BALB/c
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imunizados com o antigeno de superficie da hepatite B (HBsA(Q) associado ao ODN-CpG
mostraram aumento de |gG2a e IFN-ge diminui¢do de IgG1 (WEERATNA et al., 2001).

Os camundongos neonatos possuem uma predisposicao a respostas Th2, devido a
diversos fatores, tais como a susceptibilidade a apoptose induzida pela ligagdo da IL-4 ao
receptor IL-13R1, o qual tem sua expressdo aumentada nos linfocitos Thl de neonatos (LI
et al., 2004), baixa producdo de IL-12 pelas APCs (MIN et a., 2001) e a hipometilacdo da
regidao CNS-1 (sequéncia conservada ndo codificadora-1), uma regido chave na regulagéo
da producéo de citocinas Th2, do DNA de linfécitos T CD4+ naive (ROSE et a., 2007).
Contudo, o0 uso de CpG no periodo neonatal parece auxiliar no desenvolvimento de
respostas Thl. Apesar da dificuldade na formacdo de resposta Thl em neonato, a
diminuic¢do da IL-10 dos camundongos imunizados com OVA+CpG pode ter contribuido
com o aumento da producéo de IFN-g e, consequientemente, dos anticorpos |gG2a.

Os animais imunizados com OVA que receberam ODN sem a sequéncia CpG
(ODN-controle) apresentaram uma diminui¢do na producdo de IL-10 e aumento de IL-
12p40 apos cultura com LPS, mas ndo ocorreu producio detectavel de IFN-g E possivel
gue a presenca de estruturas modificadas fosforotioato nos oligonucleotideos, como no
ODN-controle, possa promover ligactes inespecificas do ODN a proteinas da membrana
celular, resultando em estimul os independentes da sequéncia (PEREZ et al., 1994; KRIEG,
2002). Sano et al. (2003) sugerem que a administracdo de ODN sem a sequéncia CpG
conjugado & OVA induz uma resposta predominante Th2, ao contr&rio dos resultados
obtidos em nosso estudo, onde foi observada uma diminuicéo de IgG1.

O efeito modulatério do ODN-CpG na producdo de anticorpos pode ser mediado,
também, por um processo independente de citocinas Thl, por acéo direta do ODN-CpG
sobre os linfocitos B efetores. Neste sentido, tem sido descrito que o reconhecimento do
CpG pelo linfécito B através do TLR9 induz a expresséo do fator de transcricéo T-bet, via
STAT-1, regulando a troca de classes de imunoglobulinas, diminuindo I1gG1 e IgE e
aumentando 1gG2a (PENG et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que linfocitos B de
camundongos deficientes de TLR-9 ou MyD88 n&o sdo capazes de produzir, in vitro,
isotipos de imunoglobulinas dependentes de citocinas Thl apds estimulo com CpG (LI1U et
a., 2003). Considerando ainda que o tipo de ODN-CpG (ODN 1826) utilizado neste
trabalho é reconhecido principalmente pelos linfocitos B via TLR-9 (LIN et al., 2004) e
pode representar um importante papel no aumento dos titulos de anticorpos 1gG2a dos

camundongos imunizados.
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Ao compararmos a expressao de TLR-9 em linfocitos B de camundongos de 10
dias de idade e de camundongos adultos apls estimulo com CpG, observamos que
linfécitos B de camundongos jovens ndo aumentam a expressao do TLR-9 mesmo apés 72
horas de estimulo com CpG, enquanto nos linfécitos de adultos ja é possivel observar um
aumento em 48 horas. Estes resultados sugerem que a agdo do CpG pode ser menos eficaz
no periodo neonatal do que em adultos devido, em parte, a uma inadequada expressdo do
TLR-9 ap6s estimulo agonista, gerando uma menor sensibilidade dos linfécitos B. Os
linfocitos B de neonatos estimulados com CpG apresentaram uma menor expressao do
marcador de ativagdo B7.2 e producdo diminuida de IL-6, uma citocina pro-inflamatéria,
niveis aumentados de I1L-10, uma citocina supressora, em comparagdo aos adultos. Isto
sugere que a inadequada expressdo do TLR-9 apds estimulo agonista pode levar a
diferencas funcionais na ativagdo de linfocitos B pelo CpG. Além disso, detectamos um
aumento da expressdéo de RNAm de IFN-g somente nos linfécitos B de camundongos
adultos. Alguns estudos sugerem que a producdo de IFN-g por linfocitos B pode colaborar
com uma resposta Thl (HARRIS et a., 2005; GRAY et a., 2007). Durali et al. (2003)
demonstraram que linfocitos B humanos podem se diferenciar, pelo padréo de citocinas, de
maneira semelhante aos linfécitos T CD4+. Em resposta a IL-12, os linfécitos B produzem
IFN-g, induzem a expressdo de t-bet e consequentemente o aumento da expressao de IL-
12R. A incapacidade dos linfdcitos B de camundongos neonatos em produzir IFN-g pode
ser decorrente de uma menor producdo de IL-12 ou de uma menor expressao das
subunidades a e b do IL-12R, necessé&rias para a sinalizagdo da IL-12. Além disto, é
possivel que a diferenca na proporgdo de sub-populacdes de linfécitos B presentes em
camundongos neonatos e adultos tenha influenciado na resposta ao CpG. Barr et a. (2007)
demonstraram que os linfécitos B1 e os de zona marginal sdo as principais fontes de IL-10,
enquanto os linfocitos B2 e os foliculares expressam RNAmM de |FN-g constitutivamente
em camundongos adultos. Contudo, nédo se tem descrito a diferenca em relacdo a expressao
de TLR-9 entre estas sub-popul agoes.

Neste trabalho, mostramos que as células de camundongos neonatos produzem
grandes quantidades de MCP-1 (CCL2) em resposta ao CpG. O MCP-1 é uma quimiocina
relacionada com o direcionamento da resposta imunoldgica para um padréo Th2, podendo
estar relacionada com a menor capacidade imunomodulatéria do CpG em neonatos. S&0
sugeridos dois mecanismos pelos quais o MCP-1 pode promover 0 desenvolvimento de
resposta Th2: inibindo a producéo de IL-12 pelas APCs (CHENSUE et al., 1996; BRAUN
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et a., 2000) e aumentando a producdo de IL-4 pelos linfécitos T ativados (KARPUS et al.,
1997). A diferenca entre camundongos neonato e adultos no perfil de producéo de
citocinas em resposta a0 estimulo com CpG pode ajudar a explicar o menor efeito
adjuvante do CpG em neonatos. Sun et al. (2005) mostraram que os linfocitos B1 CD5+,
apos a sindizagdo pelo CpG através do TLR-9 (HEMMI et al., 2000), produzem grande
guantidade de IL-10. No periodo neonatal, a quantidade de linfocitos B1 é mais abundante
e pode influenciar o desenvolvimento de uma resposta Thl, como na supresséo de
respostas aloimunes experimentais mediada pela inibicdo das funcbes de células
dendriticas (WALKER; GOLDSTEIN, 2007). Contudo, a evidéncia da inducéo de MCP-1
pelo CpG em neonatos pode esclarecer ainda mais as diferencas do potencia adjuvante do
CpG entre neonatos e adultos. E possivel que a elevada produciio de MCP-1 em neonatos
favoreca o desenvolvimento de resposta Th2, diminuindo a eficiéncia do CpG na
modulacdo da resposta IgE. Até o momento ndo ha descricdo na literatura de que o MCP-1
estgja envolvido na propensdo de resposta Th2 nos neonatos.

Avaliando a influéncia do CpG na ativacdo antigeno especifica dos linfocitos T
CD4+ de camundongos DO11.10, que expressam TCR transgénico para peptideo de OVA,
em periodo precoce de vida, observamos uma diminuicdo da expressdo de CD44. Esta
menor ativagdo € acompanhada por uma menor expressdo da molécula coestimulatéria
ICOS. Até o momento, ndo se tem descrito a influéncia negativa do CpG na ativagdo de
linfocitos T, bem como na expressdo de ICOS. ICOS é uma molécula expressa em
linfocitos T e sua sinalizacdo, induzida pelo ICOS-ligante, esta relacionada a producéo de
citocinas, principalmente IL-10, funcéo efetora de linfécitos Th2 e a expressdo de CD40L,
molécula necess&ria para a ativagdo de linfécitos B e na producdo de anticorpos
(OKASAKI et a., 2002; SHARPE; FREEMAN, 2002). A diminuicdo da expressdo de
ICOS, induzida pelo CpG em células T CD4+ antigeno especificas, pode refletir na menor
producdo de IL-10 e, conseqlentemente, maior producéo de |FN-g.

Interessantemente, encontramos um aumento acentuado da expressdo de moléculas
B7 em linfécitos T CD4+ de camundongos neonatos, o que pode ser um fator relacionado
com a bhaixa resposta imunolégica e elevada predisposicdo a tolerncia no periodo
neonatal. A interacdo B7.1/B7.2-CTLA-4 em modelos de ativacdo T-T tem sido
considerada um importante mecanismo de supressdo da proliferacdo de sobrevivéncia de
linfocitos T ativados (TAYLOR et a., 2004; MUKHERJEE et al., 2005). Taylor et al.

(2004), utilizando modelo de transplante alogénico em camundongos transgénicos com
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linfocitos T deficientes de B7.2 ou com alta expressdo de B7.2, mostraram que a expressao
de B7.2 em linfocitos T diminui a mortalidade por doenca enxerto contra hospedeiro. Em
outro modelo, foi mostrado que no cultivo de linfocitos T com altas concentracbes de
concanavalina A ainteracdo B7-CTLA-4 promove a supressao da proliferacdo e aumento
de morte celular de forma dependente de H,O, e éxido nitrico (MUKHERJEE €t al., 2005).
Entretanto, ndo tem sido descrito até o momento diferencas na expressdo de moléculas B7
entre linfocitos T de murinos neonatos e adultos. Gelman et a. (2004) mostraram que
linfocitos T CD4+ ativados expressam RNAm para TLR-9, e que o CpG promove a
sobrevivéncia dos linfocitos T de maneira direta. E possivel que a diminuicdo de moléculas
B7 e ICOS promovida pelo CpG, mostrada em nosso trabalho, estga envolvida no
aumento da sobrevivéncia de linfocitos T CD4+.

Neste modelo utilizamos camundongos transgénicos para melhor avaliar as
alteracOes fenotipicas frente a um estimulo antigénico. A seguir, avaliamos a expressao de
moléculas coestimulatorias em camundongos BALB/c ap6s estimulo com anti-CD3.
Apesar de encontrarmos um aumento na expressao de moléculas B7.2 apos estimulo, ndo
observamos diferencas entre a expressdo em camundongos neonatos e adultos, como
mostrado anteriormente no modelo com camundongos DO11.10. E provéavel que as
diferencas na expressdo de moléculas B7 entre neonatos e adulto sejam dependentes da
participacdo das APCs. Também é possivel que, devido ao forte estimulo com anti-CD3, a
resposta tenha sido muito rgpida, ndo permitindo, assim, observar diferencas entre
neonatos e adultos.

Quando analisado o efeito do CpG na geracdo in vitro de células TCD4+CD25
Foxp3 antigeno-especifico, o percentual de células Treg foi reduzido pela adicdo do CpG
na cultura. O CpG é capaz de bloguear a supressdo de células Treg CD4+CD25+, pela
producdo de fatores coestimulatorios, principalmente IL-6, pelas APCs (PASARE;
MEDZHITOV, 2003) ou agindo diretamente nas células T, tanto sobre células efetoras
CD4+CD25- como sobre células Treg CD4+CD25+ (LaROSA et al., 2007). Além disso,
células T regulatorias induzidas in vitro, pela adicdo de dexametasona e vitamina D3,
expressam nivels aumentados de TLR-9, tornando-se sensiveis a ativacéo do CpG, que
pode bloquear o efeito supressor destas células (URRY et ., 2009). E possivel que a
diminuicdo da geracdo de Tregs pelo CpG, bem como o bloqueio da atividade supressora
das Treg, sgga um mecanismo importante no efeito adjuvante e na potencializacdo da
resposta imunol dgica pelo CpG.
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Curiosamente, 0 numero de células Treg gerado na cultura de neonatos foi menor
do que na cultura de adultos, apesar do perfil imunologico neonatal, mais favoravel a
tolerancia. Os principais mecanismos supressores das Treg sdo: deprivagdo de IL-2,
expressao de TGF-p de membrana e de CTLA-4, que pode inibir células apresentadoras e
linfocitos T efetores (PAUST et al., 2004; SAKAGUCHI, 2005; PICCIRILLO, 2008). As
moléculas CTLA-4 das células Treg podem se ligar as moléculas B7 de linfécitos T
efetores, promovendo sua supressdo. Desta forma, 0 aumento acentuado da expresséo de
moléculas B7 em linfocitos T CD4+ de camundongos neonatos pode ser um efeito
compensatorio a baixa geracéo de células Treg no periodo neonatal, umavez que as células
do neonato podem tornar-se mais sensiveis a supressdo das Treg vialigagdo da CTLA-4. E
possivel que a diminuicdo de moléculas B7 pelo CpG, mostrada em nosso trabalho, esteja
envolvida narefracéo dos linfécitos T CD4+ de neonatos a inibicdo pelas Treg.

O uso do CpG associado a imunoterapia em humanos parece ser promissor. O
tratamento de pacientes com rinite aérgica foi capaz de reduzir os sintomas nasais e
pulmonares (TULIC et a., 2004). Em pacientes com rinoconjuntivite e asma, alérgicos aos
acaros Dermatophagoides pteronyssinus OU farinae, a administragdo subcuténea do
alérgeno associado ao CpG, empacotado em particulas semelhantes a virus, mostrou-se
seguro e eficiente na diminuigdo dos sintomas apds 10 semanas de tratamento (SENTI et
a., 2009). Além da dta eficiéncia da imunoterapia com CpG, outra vantagem € a
diminuicdo do tempo de tratamento em comparagdo a imunoterapia convencional,
melhorando a ades&o dos pacientes.

Nossos resultados mostram um potencial modulatério do CpG no periodo neonatal
e adulto nas respostas a OVA e Bt. Evidenciamos, também, diferencas qualitativas e
guantitativas no efeito do CpG em relacdo as imunizacdes neonatal e adulta. Considerando
a susceptibilidade dos neonatos a infeccbes e ao desenvolvimento de alergia, torna-se
importante estabel ecer estratégias imunomodulatdrias que potencializem as respostas inata

e adaptativa e possam ser profiléticas na prevencéo de doencgas alérgicas.
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6 CONCLUSOES

O ODN-CpG naimunizacdo é capaz de diminuir a producdo de anticorpos anafil &ticos e
aumentar a producdo de isétipos relacionados com padrdo de resposta Thl nas
imunizacbes com OVA ou Bt. Esta modulagdo foi mais evidente em camundongos
adultos, possivelmente pelas peculiaridades do neonato na resposta ao CpG,

principalmente pela alta producéo de IL-10 e MCP-1.

Diferencas qualitativas e quantitativas sdo observadas quando comparamos a
estimulacdo de células de neonatos e adultos com ODN-CpG. Os linfécitos B de
camundongos neonatos parecem ser menos sensivels a ativagdo com CpG, com
direcionamento a um perfil de secrecéo de citocinas supressoras, enquanto os adultos
apresentam um perfil inflamatério.

Linfocitos T CD4+ de neonatos expressam, apds estimulo antigeno especifico,
moléculas coestimulatorias que podem estar relacionadas com a regulacéo negativa da
resposta imune. O CpG parece reduzir o potencial regulatorio na ativacéo de linfécitos
T.

73



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS®

ADKINS, B. T-cdl function in newborn mice and humans. Immunol. Today, v. 20, n. 7,
p. 330-335, 1999.

ADKINS, B. et a. Exclusive Th2 primary effector function in spleens but mixed Th1/Th2
function in lymph nodes of murine neonates. J. Immunol., v. 164, n. 5, p. 2347-2353,
2000.

ADKINS, B. et a. Neonatal adaptive immunity comes of age. Nat. Rev. Immunol., v. 4,
n. 7, p. 553-564, 2004.

APPLEBY, P.; CATTY, D. Transmission of immunoglobulin to foetal and neonatal mice.
J. Reprod. Immunol., v. 5, n. 4, p. 203-213, 1983.

ARRUDA, L. K. et a. Senditization to Blomia tropicalis in patients with asthma and
identification of alergen Blot 5. Am. J. Respir. Crit. Care Med., v. 155, n. 1, p. 343-
350, 1997.

BARR, T. A. et a. TLR-mediated stimulation of APC: Distinct cytokine responses of B
cells and dendritic cells. Eur. J. Immunol., v. 37, n. 11, p. 3040-3053, 2007.

BARRIER, M. et a. Ora and intraperitoneal administration of phosphorothioate
oligodeoxynucleotides leads to control of Cryptosporidium parvum infection in neonatal
mice. J. Infect. Dis., v. 193, n. 10, p. 1400-1407, 2006.

BAUER, S.; WAGNER, H. Bacterial CpG-DNA licenses TLR9. Curr. Top. Microbiol.
Immunol., v. 270, p. 145-154, 2002.

BERNASCONI, N. L. et a. A role for Toll-like receptors in acquired immunity: up-
regulation of TLR9 by BCR triggering in naive B cells and constitutive expression in
memory B cells. Blood, v. 101, n. 11, p. 4500-4504, 2003.

BETTELLLI, E. et a. Reciprocal developmental pathways for the generation of pathogenic
effector TH17 and regulatory T cells. Nature, v. 441, n. 7090, p. 235-238, 2006.

BJORKSTEN, B. The intrauterine and postnatal environments. J. Allergy Clin.
Immunol,, v. 104, n. 6, p. 1119-1127, 1999.

BONA, C.; BOT, A. Neonatal immuno-responsiveness. Immunologist, v. 5, p. 5-9, 1997,

BOT, A. et a. Induction of humoral and cellular immunity against influenza virus by
immunization of newborn mice with a plasmid bearing a hemagglutinin gene. Int.
Immunol.,, v. 9, n. 11, p. 1641-1650, 1997.

“ De acordo com: i
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: Informagdo e documentacdo: referéncias:
elaboragdo. Rio de Janeiro, 2002.

74



BOT, A. et a. Enhanced protection against influenza virus of mice immunized as
newborns with a mixture of plasmids expressing hemagglutinin and nucleoprotein.
Vaccine, v. 16, n. 17, p. 1675-1682, 1998.

BOURKE, E. et a. The toll-like receptor repertoire of human B lymphocytes: inducible
and selective expression of TLR9 and TLR10 in normal and transformed cells. Blood, V.
102, n. 3, p. 956-963, 2003.

BRAUN, M. C. et al. Selective suppression of IL-12 production by chemoattractants. J.
Immunol., v. 164, n. 6, p. 3009-3017, 2000.

CAMPBELL, D. et da. Allergen immunotherapy: novel approaches in the management of
alergic diseases and asthma. Clin. Immunol., v. 97, n. 3, p. 193-202, 2000.

CARVALHO, A. F. et a. Blomia tropicalis and Dermatophagoides pteronyssinus mites
evoke distinct patterns of airway cellular influx in type | hypersensitivity murine model. J.
Clin. Immunol., v. 24, n. 5, p. 533-541, 2004.

CHAKIR, H. et a. "Bystander polarization" of CD4+ T cells: activation with high-dose IL-
2 renders naive T cells responsive to IL-12 and/or IL-18 in the absence of TCR ligation.
Eur. J. Immunol., v. 33, n. 7, p. 1788-1798, 2003.

CHELVARAJAN, R. L. et a. CpG oligodeoxynucleotides overcome the unresponsiveness
of neonatal B cells to stimulation with the thymus-independent stimuli anti-lgM and TNP-
Ficoll. Eur. J. Immunol., v. 29, n. 9, p. 2808-2818, 1999.

CHENSUE, S. W. et a. Role of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in Thl
(mycobacterial) and Th2 (schistosomal) antigen-induced granuloma formation:
relationship to local inflammation, Th cell expression, and IL-12 production. J. Immunol.,
v. 157, n. 10, p. 4602-4608, 1996.

CHU, R. S. et a. CpG oligodeoxynucleotides act as adjuvants that switch on T helper 1
(Thl) immunity. J. Exp. Med., v. 186, n. 10, p. 1623-1631, 1997.

DE LEMOS, J. A. et al. Differential molecular response of the transcripts B2A2 and B3A2
to imatinib mesylate in chronic myeloid leukemia. Genet. Mol. Res., v. 4, n. 4, p. 803-811,
2005.

DUHEN, T. et a. Production of interleukin 22 but not interleukin 17 by a subset of human
skin-homing memory T cells. Nat. Immunol., v. 10, n. 8, p. 857-863, 2009.

DURALL, D. et a. In human B cells, IL-12 triggers a cascade of molecular events similar
to Thl commitment. Blood, v. 102, n. 12, p. 4084-4089, 2003.

FAQUIM-MAURO, E. L. et a. Cutting edge: mouse 1gG1 antibodies comprise two
functionally distinct types that are differentialy regulated by IL-4 and IL-12. J. Immunol.,
v. 163, n. 7, p. 3572-3576, 1999.

FISCHER, M.; EHLERS, M. Toll-like receptors in autoimmunity. Ann. N. Y. Acad. Sci.,
v. 1143, p. 21-34, 2008.

75



FORSTHUBER, T. et a. Induction of TH1 and TH2 immunity in neonatal mice. Science,
v. 271, n. 5256, p. 1728-1730, 1996.

FOX, D. A. et a. Hapten specific IgE antibody responses in mice. V. Differentid
resistance of IgE and IgG B lymphocytes to X-irradiation. J. Immunol., v. 117, n. 5 Pt 1,
p. 1622-1628. 1976.

FUJEDA, S. et a. Synthetic oligodeoxynucleotides inhibit IgE induction in human
lymphocytes. Am. J. Respir. Crit. Care Med., v. 162, n. 1, p. 232-239, 2000.

FUKATA, M. et a. The myeloid differentiation factor 88 (MyD88) is required for CD4+ T
cell effector function in a murine model of inflammatory bowel disease. J. Immunol., v.
180, n. 3, p. 1886-1894, 2008.

GELMAN, A. E. et a. Toll-like receptor ligands directly promote activated CD4+ T cell
survival. J. Immunol., v. 172, n. 10, p. 6065-6073, 2004.

GRAY, D. et d. Innate responses of B cells. Eur. J. Immunol., v. 37, n. 12, p. 3304-3310,
2007.

HACKER, G. et a. Activation of the immune system by bacterial CpG-DNA.
Immunology, v. 105, n. 3, p. 245-251, 2002.

HARRIS, D. P. et a. Regulation of IFN-gamma production by B effector 1 cells. essential
roles for T-bet and the IFN-gamma receptor. J. Immunol., v. 174, n. 11, p. 6781-6790,
2005.

HEMMI, H. et a. A Toll-like receptor recognizes bacterial DNA. Nature, v. 408, n. 6813,
p. 740-745, 2000.

HERRERO, C. et a. Reprogramming of IL-10 activity and signaling by IFN-gamma. J.
Immunol., v. 171, n. 10, p. 5034-5041, 2003.

HOLGATE, S. T. The epidemic of allergy and asthma. Nature, v. 402, n. 6760, p. B2-4,
1999. Suppl.

HOLT, P. G.; JONES, C. A. The development of the immune system during pregnancy
and early life. Allergy, v. 55, n. 8, p. 688-697, 2000.

HOLT, P. G. et a. Contemporaneous maturation of immunologic and respiratory functions
during early childhood: implications for development of asthma prevention strategies. J.
Allergy Clin. Immunol., v. 116, n. 1, p. 16-24, 2005.

HORNER, A. A. et a. DNA-based immunotherapeutics for the treatment of allergic
disease. Immunol. Rev., v. 179, p. 102-118, 2001.

HORNER, A. A. et a. Optimized conjugation ratios lead to allergen immunostimulatory

oligodeoxynucleotide conjugates with retained immunogenicity and minimal
anaphylactogenicity. J. Allergy Clin. Immunol., v. 110, n. 3, p. 413-420, 2002.

76



HUANG, C. F. et a. Effect of neonatal sublingual vaccination with native or denatured
ovalbumin and adjuvant CpG or cholera toxin on systemic and mucosal immunity in mice.
Scand. J. Immunol., v. 68, n. 5, p. 502-510, 2008.

ISHIZAKA, K.; ADACHI, T. Generation of specific helper cells and suppressor cells in
vitro for the IgE and 1gG antibody responses. J. Immunol., v. 117, n. 1, p. 40-47. 1976.

JEGERLEHNER, A. et a. TLR9 signaling in B cells determines class switch
recombination to IgG2a. J. Immunol., v. 178, n. 4, p. 2415-2420, 2007.

KARPUS, W. J. et a. Differential CC chemokine-induced enhancement of T helper cell
cytokine production. J. Immunol., v. 158, n. 9, p. 4129-4136, 1997.

KLINE, J. N. et . Modulation of airway inflammation by CpG oligodeoxynucleotidesin a
murine model of asthma. J. Immunol., v. 160, n. 6, p. 2555-2559, 1998.

KLINMAN, D. M. et a. CpG motifs present in bacteria DNA rapidly induce lymphocytes
to secrete interleukin 6, interleukin 12, and interferon gamma. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A.,Vv.93,n.7,p. 2879-2883, 1996.

KOVARIK, J. et al. CpG oligodeoxynucleotides can circumvent the Th2 polarization of
neonatal responses to vaccines but may fail to fully redirect Th2 responses established by
neonatal priming. J. Immunol., v. 162, n. 3, p. 1611-1617, 1999.

KRAMER, D. R. et a. Cytokine mediated effects in mucosal immunity. Immunol. Cell
Biol., v. 73, n. 5, p. 389-396, 1995.

KRIEG, A. M. et d. CpG motifsin bacterial DNA trigger direct B-cell activation. Nature,
v. 374, n. 6522, p. 546-549, 1995.

KRIEG, A. M. Immune effects and mechanisms of action of CpG motifs. Vaccine, v. 19,
n. 6, p. 618-622, 2000.

KRIEG, A. M. et a. Mechanism of action of CpG DNA. Curr. Top. Microbiol.
Immunol., v. 247, p. 1-21, 2000.

KRIEG, A. M. CpG motifs in bacterial DNA and their immune effects. Annu. Rev.
Immunol., v. 20, p. 709-760, 2002.

KRUG, A. et a. Toll-like receptor expression reveals CpG DNA as a unique microbial
stimulus for plasmacytoid dendritic cells which synergizes with CD40 ligand to induce
high amounts of IL-12. Eur. J. Immunol., v. 31, n. 10, p. 3026-3037, 2001.

LAROSA, D. F. et a. CpG DNA inhibits CD4+CD25+ Treg suppression through direct
MyD88-dependent costimulation of effector CD4+ T cells. Immunol. Lett., v. 108, n. 2, p.
183-188, 2007.

LEE, S. M. et a. Decreased interleukin-12 (IL-12) from activated cord versus adult
peripheral blood mononuclear cells and upregulation of interferon-gamma, natura killer,
and lymphokine-activated killer activity by 1L-12 in cord blood mononuclear cells. Blood,
v. 88, n. 3, p. 945-954, 1996.

77



LI, L. et a. IL-4 utilizes an alternative receptor to drive apoptosis of Thl cells and skews
neonatal immunity toward Th2. Immunity, v. 20, n. 4, p. 429-440, 2004.

LIGHVANI, A. A. et a. T-bet is rapidly induced by interferon-gamma in lymphoid and
myeloid cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 98, n. 26, p. 15137-15142, 2001.

LIN, L. et al. CpG DNA redirects class-switching towards "Th1-like" |g isotype production
viaTLR9 and MyD88. Eur. J. Immunol., v. 34, n. 5, p. 1483-1487, 2004.

LIU, N. et a. CpG directly induces T-bet expression and inhibits IgG1 and IgE switching
in B cells. Nat. Immunol., v. 4, n. 7, p. 687-693, 2003.

MANGAN, P. R. et a. Transforming growth factor-beta induces development of the
T(H)17 lineage. Nature, v. 441, n. 7090, p. 231-234, 2006.

MANICKAN, E. et a. DNA immunization of neonates induces immunity despite the
presence of maternal antibody. J. Clin. Invest., v. 100, n. 9, p. 2371-2375, 1997.

MARSHALL-CLARKE, S. et a. Neonata immunity: how well has it grown up?
Immunol. Today, v. 21, n. 1, p. 35-41, 2000.

MCKENZIE, A. N. et a. Interleukin 13, a T-cell-derived cytokine that regulates human
monocyte and B-cell function. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 90, n. 8, p. 3735-3739,
1993.

MILLER, D. L. et a. Synthesis of IgE by the human conceptus. J. Allergy Clin.
Immunol., v. 52, n. 3, p. 182-188. 1973.

MIN, B. et al. Neonatal exposure to antigen induces a defective CD40 ligand expression
that undermines both IL-12 production by APC and IL-2 receptor up-regulation on splenic
T cells and perpetuates |FN-gamma-dependent T cell anergy. J. Immunol., v. 166, n. 9, p.
5594-5603, 2001.

MINTY, A. et a. Interleukin-13 is a new human lymphokine regulating inflammatory and
immune responses. Nature, V. 362, n. 6417, p. 248-250, 1993.

MOORE, K. W. et a. Interleukin-10 and the interleukin-10 receptor. Annu. Rev.
Immunol., v. 19, p. 683-765, 2001.

MORI, J. C. et a. Determination of Blomia tropicalis-specific IgE and 1gG subclasses in
atopic dermatitis patients. Allergy, v. 56, n. 2, p. 180-184, 2001.

MOSMANN, T. R. et a. Two types of murine helper T cell clone. |. Definition according
to profiles of lymphokine activities and secreted proteins. J. Immunol., v. 136, n. 7, p.
2348-2357, 1986.

MOTA, I.; WONG, D. Homologous and heterologous passive cutaneous anaphylactic

activity of mouse antisera during the course of immunization. Life Sci., v. 8, n. 16, p. 813-
820, 1969.

78



MUKHERUJEE, S. et a. CTLA4-CD80/CD86 interactions on primary mouse CD4+ T cells
integrate signal-strength information to modulate activation with Concanavalin A. J.
Leukoc. Biol., v. 78, n. 1, p. 144-157, 2005.

NAHMIAS, A. J; KOURTIS, A. P. The great balancing acts. The pregnant woman,
placenta, fetus, and infectious agents. Clin. Perinatol., v. 24, n. 2, p. 497-521, 1997.

NOGRALES, K. E. et a. IL-22-producing "T22" T cells account for upregulated IL-22 in
atopic dermatitis despite reduced IL-17-producing TH17 T cells. J. Allergy Clin.
Immunol., v. 123, n. 6, p. 1244-1252 1242, 2009.

OKAZAKI, T. et a. New regulatory co-receptors: inducible co-stimulator and PD-1. Curr.
Opin. Immunol., v. 14, n. 6, p. 779-782, 2002.

OLIVEIRA, C. R. et a. Bystander effect in synergy to anergy in oral tolerance of Blomia
tropicalis’'ovalbumin murine co-immunization model. J. Clin. Immunol., v. 25, n. 2, p.
153-161, 2005.

OVARY, Z. Passive cutaneous anaphylaxis in the mouse. J. Immunol., v. 81, n. 4, p. 355-
357, 1958.

PASARE, C.; MEDZHITOV, R. Toll pathway-dependent blockade of CD4+CD25+ T
cell-mediated suppression by dendritic cells. Science, v. 299, n. 5609, p. 1033-1036, 2003.

PAUST, S. et a. Engagement of B7 on effector T cells by regulatory T cells prevents
autoimmune disease. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 101, n. 28, p. 10398-10403, 2004.

PEDRAS-VASCONCELOS, J. A. et d. CpG oligodeoxynucleotides protect newborn mice
from a lethal challenge with the neurotropic Tacaribe arenavirus. J. Immunol., v. 176, n.
8, p. 4940-4949, 2006.

PENG, S. L. et a. T-bet regulates 1gG class switching and pathogenic autoantibody
production. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 99, n. 8, p. 5545-5550, 2002.

PEREZ, J. R. et a. Sequence-independent induction of Spl transcription factor activity by
phosphorothioate oligodeoxynucleotides. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 91, n. 13, p.
5957-5961, 1994,

PICCIRILLO, C. A. Regulatory T cellsin health and disease. Cytokine, v. 43, n. 3, p. 395-
401, 2008.

PIHLGREN, M. et a. CpG-motifs enhance initial and sustained primary tetanus-specific
antibody secreting cell responses in spleen and bone marrow, but are more effective in
adult than in neonatal mice. Vaccine, v. 21, n. 19-20, p. 2492-2499, 2003.

PIRES, M. C. et a. Reactivity of anti-Blomiatropicalis IgG and IgE in patients with atopic
dermatitis. Clin. Exp. Dermatol., v. 27, n. 4, p. 309-313, 2002.

RI1ZZO, M. C. et a. 1gG and IgE antibody responses to dust mite allergens among children
with asthmain Brazil. Ann. Allergy, v. 71, n. 2, p. 152-158, 1993.

79



ROMAGNANI, S. T-cell subsets (Thl versus Th2). Ann. Allergy Asthma Immunol., v.
85, n. 1, p. 9-18; quiz 18, 21, 2000.

ROSE, S. et a. Murine neonatal CD4+ cells are poised for rapid Th2 effector-like function.
J. Immunol., v. 178, n. 5, p. 2667-2678, 2007.

SAKAGUCHI, S. Naturally arising Foxp3-expressing CD25+CD4+ regulatory T cells in
immunological tolerance to self and non-self. Nat. Immunol., v. 6, n. 4, p. 345-352, 2005.

SANO, K. et a. Oligodeoxynucleotides without CpG motifs work as adjuvant for the
induction of Th2 differentiation in a sequence-independent manner. J. Immunol., v. 170,
n. 5, p. 2367-2373, 2003.

SATO, M. N. et a. Ora tolerance induction to Dermatophagoides pteronyssinus and
Blomia tropicalis in sensitized mice: occurrence of natural autoantibodies to
immunoglobulin E. Clin. Exp. Allergy, v. 32, n. 11, p. 1667-1674, 2002.

SCHWARTZ, D. A. et a. CpG motifs in bacterial DNA cause inflammation in the lower
respiratory tract. J. Clin. Invest., v. 100, n. 1, p. 68-73, 1997.

SEDGWICK, J. D.; HOLT, P. G. A solid-phase immunoenzymatic technique for the
enumeration of specific antibody-secreting cells. J. Immunol. Methods, v. 57, n. 1-3, p.
301-309, 1983.

SENTI, G. et a. Use of A-type CpG oligodeoxynucleotides as an adjuvant in alergen-
specific immunotherapy in humans: aphase I/llaclinical triad. Clin. Exp. Allergy, v. 39, n.
4, p. 562-570, 2009.

SEREBRISKY, D. et al. CpG oligodeoxynucleotides can reverse Th2-associated allergic
airway responses and alter the B7.1/B7.2 expression in a murine model of asthma. J.
Immunol., v. 165, n. 10, p. 5906-5912, 2000.

SHARPE, A. H.; FREEMAN, G. J. The B7-CD28 superfamily. Nat. Rev. Immunol., v. 2,
n. 2, p. 116-126, 2002.

SHIROTA, H. et a. Regulation of murine airway eosinophilia and Th2 cells by antigen-
conjugated CpG oligodeoxynucleotides as a novel antigen-specific immunomodulator. J.
Immunol., v. 164, n. 11, p. 5575-5582, 2000.

SIEGRIST, C. A. et a. Determinants of infant responses to vaccines in presence of
maternal antibodies. Vaccine, v. 16, n. 14-15, p. 1409-1414, 1998.

SPARWASSER, T. et a. Bacterial DNA and immunostimulatory CpG oligonucleotides
trigger maturation and activation of murine dendritic cells. Eur. J. Immunol., v. 28, n. 6,
p. 2045-2054, 1998.

STACEY, K. J et a. Macrophages ingest and are activated by bacterial DNA. J.
Immunol., v. 157, n. 5, p. 2116-2122, 1996.

SUN, C. M. et a. Upon TLR9 signaling, CD5+ B cells control the IL-12-dependent Thl-
priming capacity of neonatal DCs. Immunity, v. 22, n. 4, p. 467-477, 2005.

80



SUR, S. et a. Long term prevention of alergic lung inflammation in a mouse model of
asthma by CpG oligodeoxynucleotides. J. Immunol., v. 162, n. 10, p. 6284-6293, 1999.

TAKEDA, K.; AKIRA, S. Tall-like receptors in innate immunity. Int. Immunol., v. 17, n.
1, p. 1-14, 2005.

TAYLOR, P. A. et a. B7 expression on T cells down-regulates immune responses through
CTLA-4ligation viaT-T interactions. J. Immunol., v. 172, n. 1, p. 34-39, 2004.

THOMAS, W. R. et a. Blomiatropicalis. more than just another source of mite allergens.
Clin. Exp. Allergy, v. 33, n. 4, p. 416-418, 2003.

TRIFARI, S. et d. Identification of a human helper T cell population that has abundant
production of interleukin 22 and is distinct from T(H)-17, T(H)1 and T(H)2 cells. Nat.
Immunol., v. 10, n. 8, p. 864-871, 2009.

TULIC, M. K. e a. Amb a l-immunostimulatory oligodeoxynucleotide conjugate
immunotherapy decreases the nasal inflammatory response. J. Allergy Clin. Immunol., V.
113, n. 2, p. 235-241, 2004.

UTAISINCHAROEN, P. et al. CpG ODN activates NO and iNOS production in mouse
macrophage cell line (RAW 264.7). Clin. Exp. Immunol., v. 128, n. 3, p. 467-473, 2002.

VEKEMANS, J. et al. Neonatal bacillus Calmette-Guerin vaccination induces adult-like
IFN-gamma production by CD4+ T lymphocytes. Eur. J. Immunol., v. 31, n. 5, p. 1531-
1535, 2001.

VELDHOEN, M. et a. TGFbeta in the context of an inflammatory cytokine milieu
supports de novo differentiation of IL-17-producing T cells. Immunity, v. 24, n. 2, p. 179-
189, 2006.

WAHN, U. What drivesthe alergic march? Allergy, v. 55, n. 7, p. 591-599, 2000.

WALKER, W. E.; GOLDSTEIN, D. R. Neonatal B cells suppress innate toll-like receptor
immune responses and modulate alloimmunity. J. Immunol., v. 179, n. 3, p. 1700-1710,
2007.

WEERATNA, R. D. et a. CpG ODN can re-direct the Th bias of established Th2 immune
responses in adult and young mice. FEMS Immunol. Med. Microbiol., v. 32, n. 1, p. 65-
71, 2001.

WEIGMANN, B.; NEURATH, M. F. T-bet and mucosal Thl responses in the
gastrointestinal tract. Gut, v. 51, n. 3, p. 301-303, 2002.

WEINER, H. L. Ora tolerances immune mechanisms and treatment of autoimmune
diseases. Immunol. Today, v. 18, n. 7, p. 335-343, 1997.

WILD, J. S,; SUR, S. CpG oligonucleotide modulation of allergic inflammation. Allergy,
v. 56, n. 5, p. 365-376, 2001.

81



WILLS-KARP, M. Immunologic basis of antigen-induced airway hyperresponsiveness.
Annu. Rev. Immunol., v. 17, p. 255-281, 1999.

ZIMMERMANN, S. et a. CpG oligodeoxynucleotides trigger protective and curative Thl
responses in lethal murine leishmaniasis. J. Immunol., v. 160, n. 8, p. 3627-3630, 1998.

82



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

